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RESUMO

A periodontite é uma doenca infecciosa que afeta os tecidos que envolvem e suportam o0s
dentes. Embora algumas bactérias tenham sido associadas ao desenvolvimento dessa doenga,
pesquisas baseadas em técnicas moleculares podem trazer informacdes importantes, uma vez
que uma parcela significativa da microbiota oral ndo pode ser detectada pelo cultivo em
laboratdrio. Este estudo prospectivo de caso-controle objetiva avaliar a filiagdo taxonémica e
0s processos funcionais envolvidos na periodontite, com base na analise metagendmica de
portadores de periodontite e individuos saudaveis. Amostras de saliva ndo-estimulada foram
coletadas de individuos saudaveis (grupo controle, n = 13) e com periodontite (grupo caso, n
= 14) atendidos na Policlinica Odontoldgica da UEA. O DNA total foi extraido das amostras,
quantificado e submetido a sequenciamento de ultima geracdo na plataforma Illumina
Hiseq2500. Apds a limpeza dos dados, as sequéncias nucleotidicas foram submetidas ao
emparelhamento pelo software PEAR, previsdo taxonomica pelos programas Metaphlan 2.0 e
MG-RAST (banco de dados RefSeq), afericdo dos indices de diversidade alfa (Shannon-
Wiener e Simpson) e beta (Whittaker) e anotagdo nos bancos de dados funcionais KEGG e
CAZy. A diferenca de frequéncia dos taxons e categorias funcionais entre os grupos foi
avaliada pelo teste de Kruskal-Wallis (o = 0,05). Um total de 104.004.730 sequéncias foram
submetidas a anotacdo taxonémica, sendo 3.267.049 (3,23%) e 49.391.119 (47,49%) anotadas
pelos Metaphlan 2.0 e MG-RAST, respectivamente. As analises estatisticas foram realizadas
pelos programas STAMP e R v3.4.3. Com base nos resultados, os filos mais abundantes
foram Firmicutes (29,52%), Actinobacteria (27,83%), Bacteroidetes (20,43%),
Proteobacteria (17,94%), Fusobacteria (2,97%), Candidatus Saccharibacteria (0,45%),
Spirochaetes (0,33%) e Tenericutes (0,03%). A anélise comparativa entre os grupos de estudo
evidenciou a existéncia de variacfes na abundancia ou presenca/auséncia de taxons que
podem estar associadas a doenca periodontal. De fato, a constatacdo de frequéncias
aumentadas de representantes dos filos Bacteroidetes, Fusobacteria, Candidatus
Saccharibacteria, Spirochaetes e Synergistes no grupo de portadores de periodontite sugere
um potencial papel patogénico. Ademais, a analise de correlacdo indica que 0s géneros
Eubacterium, Leptotrichia, Corynebacterium, Treponema, Parvimonas, Fusobacterium,
Filifactor, Capnocytophaga, Tannerella, Bifidobacterium, Peptostreptococcus, Dialister,
Catonella, Selenomonas, Campylobacter e Porphyromonas constituem um grupo com alto
potencial periodontopatogénico. A analise funcional mostrou que a categoria “Metabolismo”
do banco de dados KEGG foi predominante na cavidade oral, enquanto que a categoria
“Processamento de informagdo genética” foi positivamente relacionada a doenca periodontal.
Outras categorias que demonstraram maior abundancia no grupo doente (p < 0,05) foram
“Biossintese de aminoacil-RNAt”, “Metabolismo do piruvato” e “Vias de fixacdo de carbono
em procariontes”. Além disso, a analise funcional revelou 11 potenciais genes bioindicadores
da doenca periodontal, sendo eles: rpoC, rpoB, carB, secA, uvrA, pfID, thrS, pheT, ntpA,
cobQ e aspS. Conclui-se que a cavidade oral apresenta uma comunidade microbiana
diversificada, caracteristica e com alta variabilidade interindividual. No entanto, existem
grupos seletos de bactérias que parecem estar associadas a condi¢des de saude e/ou doenca.
Essa microbiota € capaz de conviver em sinergismo, modulando sua atividade funcional e
complexando ainda mais 0 mecanismo da doenca. Por fim, esse estudo reitera que a cavidade
oral abriga quantidade significativa de bactérias desconhecidas, assim como genes com
potencial envolvimento na doenca periodontal, e que o0 emprego de técnicas de
sequenciamento de DNA de alto rendimento constitui importante ferramenta no estudo do
microbioma oral.



ABSTRACT

Periodontitis is an infectious disease that affects the tissues involving and supporting teeth.
Although specific bacteria have been implicated with periodontitis, application of molecular-
based research can bring additional information, since a significant parcel of the oral
microbiota cannot be detected by traditional cultivation methods. This prospective case-
control study aims to assess the taxonomic affiliation and functional processes involved in
periodontitis, based on the metagenomic analysis of periodontitis carriers and healthy
subjetcts. Saliva samples were collected from healthy (control group, n = 13) and
periodontitis subjects (case group, n = 14) attended at the UEA Dental Clinic. Total DNA was
extracted from the samples, quantified, and submitted to next-generation sequencing in
Illumina Hiseq2500 platform. After data cleaning, the nucleotide sequences were subjected to
pairing by the PEAR software, taxonomic prediction by Metaphlan 2.0 and MG-RAST
(RefSeq data), measurement of alpha (Shannon-Wiener and Simpson) and beta diversity
indexes (Whittaker), and functional annotation with KEGG and CAZy molecular database
tools. The difference in the frequency of taxa and functional categories between groups was
assessed by the Kruskal-Wallis test (o = 0.05). A total of 104.004.730 sequences was
submitted to annotation, of which 3.267.049 (3.23%) and 49.391.119 (47.49%) were
annotated by Metaphlan 2.0 and MG-RAST, respectively. The statistical analyzes were
performed by STAMP and R v3.4.3 softwares. Based on the results, the most abundant phyla
were Firmicutes (29.52%), Actinobacteria (27.83%), Bacteroidetes (20.43%), Proteobacteria
(17.94%), Fusobacteria (2.97%), Candidatus Saccharibacteria (0.45%), Spirochaetes
(0.33%) and Tenericutes (0.03%). Comparative analysis revealed variations in the abundance
or presence/absence of taxa between the study groups that suggests an intricate association
with periodontal disease. Morevoer, the increased frequencies of representatives of
Bacteroidetes, Fusobacteria, Candidatus Saccharibacteria, Spirochaetes and Synergistes in
the periodontitis group suggest potential pathogenic roles. Moreover, correlation analysis
indicated that the genera Eubacterium, Leptotrichia, Corynebacterium, Treponema,
Parvimonas, Fusobacterium, Filifactor, Capnocytophaga, Tannerella, Bifidobacterium,
Peptostreptococcus, Dialister, Catonella, Selenomonas, Campylobacter and Porphyromonas
embody a potential periodontopathogenic group. Functional analysis showed that KEGG’s
“Metabolism” category was predominant in the oral cavity. Meanwhile, the category “Genetic
Information Processing” was positively related to periodontal disease. Other categories that
demonstrated higher abundance (p < 0.05) for the sick group were the Aminoacyl-tRNA
biosynthesis, pyruvate metabolism, and carbon fixation pathways in prokaryotes. In addition,
functional analysis resulted in 11 potential bioindicator genes of periodontal disease such as:
rpoC, rpoB, carB, secA, uvrA, pflD, thrS, pheT, ntpA, cobQ e aspS. It can be concluded that
the oral cavity presents a diverse microbial community with high inter-individual variability.
However, there are select groups of bacteria that appear to be associated with health and
disease conditions. This microbiota is able to live in synergism by modulating its functional
activity and by complicating even more the mechanism of the disease. Finally, this study
reiterates that the oral cavity houses a significant number of unknown bacteria, as well as
genes potentially involved in periodontal disease, and that high throughput DNA sequencing
constitutes an important tool in the study of the oral microbiome.
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1 INTRODUCAO

1.1 MICROBIOTA ORAL

A cavidade oral representa um dos mais complexos microbiomas ja descritos, sendo
composto, principalmente, por uma ampla variedade de espécies bacterianas, tanto comensais,
quanto transientes e/ou patogénicas. Nesse microbioma, é possivel encontrar mais de 600
espécies bacterianas ou filotipos, os quais coexistem principalmente na forma de biofilme
banhado por saliva, aderido comumente aos dentes, gengiva e lingua. Essa forma de
convivéncia em biofilmes foi refinada no decorrer do processo coevolutivo, de modo que
muitos dos individuos perderam a capacidade de sobreviver fora da comunidade, devido a
uma estreita interdependéncia metabdlica (DEWHIRST et al. 2010; JENKINSON,
LAMONT, 2005). A auséncia de condi¢cbes ambientais nas quais se torna possivel a
sobrevivéncia dos microrganismos fora do biofilme resulta na incapacidade de cultiva-los in
vitro, constituindo-se o principal fator complicador no estudo da microbiota oral (PASTER et
al. 2006; PENNISI, 2005).

Embora o cultivo bacteriano tenha sido inicialmente utilizado para a compreensdo da
microbiota oral, este método tem sido gradativamente substituido por outros, denominados
“independentes de cultivo”. Dentre estes, destaca-se a clonagem molecular do gene
ribossdmico 16S (16S rDNA), por meio da qual é possivel tanto revelar a identidade de
organismos passiveis de cultivo, quanto a dos ndo-cultivaveis. O avanco e disseminacao de
técnicas moleculares independentes de cultivo tém demonstrado diversos resultados que se
somam aqueles obtidos através de métodos limitados a cultura. Sabe-se, agora, que a
microbiota oral é composta principalmente por bactérias pertencentes aos filos Firmicutes,
Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes, Fusobacteria, Treponema e Candidatus
Saccharibacteria. Além disso, a composicdo das comunidades microbianas orais pode variar
significativamente entre individuos, dependendo do sitio analisado (lingua, dentes,
periodonto, palato, mucosa jugal etc.) e da condic¢éo clinica do individuo (satde ou doenca),
(DEWHIRST et al. 2010; AAS et al. 2005).

Embora composta também por bactérias patogénicas, a microbiota oral pode conviver
em harmonia com o hospedeiro sem ocasionar um estado de doenga. Entretanto, essa
comunidade polimicrobiana pode responder a diferentes condi¢fes ambientais, que atuam
como agentes moduladores da composi¢do de espécies e tamanho da populagéo, dentre elas:

variacoes de temperatura, pH, potencial redox, imunoglobulinas, capacidade tampéo e fluxo
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salivar. Uma vez perturbada a condicdo ambiental na qual a comunidade esté inserida, pode
haver mudancas fisioldgicas nesta, podendo acarretar no sobressalto de atividades patogénicas
e, consequentemente, um estado de infec¢do (AVILA, OJCIUS, YILMAZ, 2009).

1.2 PERIODONTITE

Qualquer que seja a doenca, hereditaria ou adquirida, que afete os tecidos que
envolvem e suportam os dentes (periodonto), pode ser definida como uma doenga periodontal.
Entretanto, esse termo se refere normalmente as doencas inflamatérias “‘gengivite” e
“periodontite” (PIHLSTRON, MICHALOWICZ, JOHNSON, 2005), ambas causadas por
microrganismos.

O periodonto (Figura 1) corresponde a um sistema de estruturas teciduais que
promovem a sustentagdo do dente na cavidade oral otimizando a fixagdo e a manutengéo da
estrutura anatbmica bucal. Seus componentes estruturais sdo: sulco gengival, epitélio
juncional, gengiva, inser¢es conjuntivas, mucosa alveolar, 0sso alveolar, cemento e
ligamento periodontal. A mucosa alveolar fica localizada ap6s a gengiva, a qual, por sua vez,
divide-se em gengiva inserida e gengiva livre, a primeira se encontra fortemente anexada ao dente
enquanto a gengiva livre se apresenta menos fixada a estrutura dentaria o que permite a formacao
de um sulco gengival onde ha significativa atividade bacteriana. O epitélio juncional é uma
estrutura localizada no angulo formado pela gengiva inserida e o dente ao fim do sulco gengival,
essa estrutura possui caracteristicas proprias tais quais maior permeabilidade relativa em
comparacdo com os tecidos epiteliais constitutivos do sulco gengival e da cavidade oral. As
insercdes conjuntivas, por sua vez, encontram-se logo abaixo do epitélio juncional seguidas dos
ligamentos periodontais, os quais estdo fixados no 0sso alveolar para garantir maior sustentacao e
imobilidade do dente durante as fungdes normais. Nesse contexto, o cemento é o tecido que se
encontra entre o dente e o ligamento periodontal e atua tanto na fixagdo quanto na protegdo do
dente na cavidade oral (PONTES, 2016).

A periodontite € definida como uma doenca em que ocorre bolsa periodontal de
profundidade maior ou igual a 4 mm e a resposta inflamatéria do hospedeiro estd associada a
perda Ossea alveolar. Por outro lado, define-se gengivite como sendo uma doenca periodontal
ndo associada a perda de massa éssea, geralmente limitada a sulcos gengivais com
profundidade menores ou iguais a 3 mm (HAJISHENGALLIS, 2015).
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Figura 1. Anatomia do periodonto. Adaptado de Lindhe, Karring, Lang (2005).
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A periodontite é classificada conforme o sistema definido no Workshop Internacional
de Classificacdo de Condicdes e Doencas Periodontais, em 1999. Esse sistema de
classificacdo € bastante detalhado e complexo. De forma geral, ele define a periodontite como
cronica (localizada ou generalizada); agressiva (localizada ou generalizada); com
manifestacdo de doenga sistémica; necrosante; abcessos do periodonto; e associada a lesdes
endodénticas (WIEBE, PUTNINS, 2000; ARMITAGE, 2004; HIGHFIELD, 2009; MITTAL
etal. 2013).

A doenca apresenta como resultado a destruicdo dos tecidos periodontais, sendo a
causa mais comum de perda de dentes em todo o0 mundo (DARVEAU, 2010). De acordo com
Caffesse (2015), diversos estudos apontam a periodontite como um fator de risco significativo
para varias condi¢cfes sistémicas, incluindo: doencas cardiovasculares (BAHEKAR, 2007)
doengas degenerativas como: artrite reumatoide (DE PABLO, DIETRICH, McALINDON,
2008); doencas pulmonares como: doenca pulmonar obstrutiva crénica (PETER et al. 2013);
efeitos adversos na gravidez como: baixo peso fetal, parto prematuro, aborto e/ou natimorto
(SANZ, KORNMAN, 2013).

De acordo com um estudo longitudinal de base populacional realizado por Oppermann
et al. (2015), foram executados no Brasil trés inquéritos nacionais de saude oral (em 1986,
2002-2003 e 2010). Em 1986 e entre 2002-2003, a prevaléncia de individuos com

periodontite foi semelhante, sendo aproximadamente 10% de individuos entre 35-44 anos de
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idade e 6% em individuos entre 65-74 anos. Entretanto, no inquérito de 2010, houve um
aumento de 19,4% de individuos com periodontite nos grupos mencionados nos inquéritos
anteriores. Caffesse (2015), por sua vez, afirma que o nimero de casos de periodontite € mais
elevado em individuos adultos, com uma maior frequéncia no sexo masculino, fumantes,
obesos e individuos de baixo nivel socioecondmico.

Por um periodo de tempo relativo, acreditou-se que 0s agentes etiologicos da
periodontite fossem representados por organismos especificos, como: Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola e Tannarella forsythia. Isso ocorreu devido a superestimacéo
dos métodos de diagndsticos baseados em cultura, utilizados com o objetivo de definir os
agentes etioldgicos da doenca. Pelo fato de grande parte dos microrganismos presentes na
mucosa oral ser refrataria ao cultivo, esse paradigma perdurou até os avangos de técnicas
moleculares independentes de cultivo, as quais sugeriram que a etiologia da doenca envolvia
sinergia polimicrobiana e disbiose (HAJISHENGALLIS, 2014; DARVEAU, 2010). A
natureza polimicrobiana da periodontite pode ser bem observada no estudo de identificacdo
molecular de bactérias realizado por Sakamoto et al. (2003).

A microbiota oral contém uma gama de espécies bacterianas aerdbias e anaerdbias,
tanto patogénicas quanto comensais. Nesse contexto, a periodontite pode ocorrer devido a
capacidade desses microrganismos se agruparem em biofilmes, como comunidades
microbianas complexas e interdependentes. Esses biofilmes se formam nas mais diversas
regibes anatbmicas da cavidade oral e, quando presentes sobre os dentes de forma densa e
compacta, denomina-se placa dentaria. A placa dentaria pode permanecer em harmonia com o
hospedeiro. Entretanto, quando presente na regido inferior do dente (subgengival), a placa
pode induzir um processo inflamatério importante, levando a periodontite. 1sso ocorre
principalmente por um aumento na quantidade de bactérias gram-negativas anaerobias, muitas
vezes causada por uma dishiose provocada por variagdes ambientais diversas (PIHLSTRON,
MICHALOWICZ, JOHNSON, 2005; DARVEAU, 2010; HAJISHENGALLIS, 2015).

O trabalho realizado por Socransky, Haffajee (2005), é extensamente utilizado na
literatura como referéncia no estudo da microbiota associada a doenga periodontal. Socransky,
Haffajee (2005) descreveu taxons microbianos que poderiam estar relacionados com a
periodontite em qualquer grau. Além disso, descreveu complexos de microrganismos que
poderiam estar desempenhando papéis especificos dentro da comunidade microbiana
formadora da placa periodontal. Os complexos de Socransky, Haffajee (2005) séo divididos
em 6 cores distintas: azul, amarelo, verde, roxo, laranja e vermelho (Figura 2). Os complexos

azul, amarelo, verde e roxo sdo capazes de se aderir a regido gengival ou dental e estabelecer



23

relacOes entre si para a formacdo do biofilme. Enquanto isso, espécies presentes no complexo
laranja sdo capazes de se aderir aos demais complexos atuando como colonizadores
secundarios. Estes por sua vez, sdo capazes de produzir um efeito patogénico. Contudo, um
papel importante do complexo laranja para o estabelecimento da periodontite esta na interacao
que o mesmo apresenta com o complexo vermelho (KOLENBRANDER et al. 2006). O
complexo vermelho é composto por espécies que tem forte relacdo com o complexo laranja e
sdo as principais espécies relacionadas a periodontite. Estas espécies, sdo especializadas na
producdo de fatores de viruléncia que levam a evasdo do sistema imunoldgico, além de
atuarem mais ativamente na destruicdo e penetracdo dos tecidos periodontais (LUX, 2001;
YILMAZ, 2008).

Figura 2. Complexos de Socransky&Haffajee. Adaptado de Socransky, Haffajee (2005).
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O diagnostico clinico da periodontite € realizado por um dentista através de técnicas
convencionais de exame clinico, as quais incluem: inspecdo visual dos tecidos gengivais;
medicdo da profundidade da bolsa e perda de insercdo periodontal; exame radiografico; teste
de mobilidade dentéaria; observacdo de sangramento a sondagem, sendo este Gltimo o mais
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informativo quanto a presenga da doenca (ARMITAGE, 2004; GIANNOBILE et al. 2009).
Além disso, embora raramente utilizada na pratica clinica, também pode ser feito o uso de
radiografia de subtracdo para detectar mudancas diminutas na quantidade de calcio do 0sso
alveolar (GIANNOBILE et al. 2009). O indice periodontal comunitario (CPI) é a forma mais
répida e simples de avaliar a salde periodontal através do sangramento gengival ocasionado
pela presenca de bolsas periodontais. Durante a realizagdo do exame, séo utilizadas sondas
periodontais marcadas. As sondas séo inseridas em toda a extensdo do sulco ou bolsa gengival
do dente (Figura 3). Dessa forma, observa-se a profundidade do sulco gengival e a presenca
de sangramento (CHALUB, PERET, 2010).

Figura 3. Procedimento de sondagem para obtencao de indice periodontal comunitario (CPI).
Adaptado de Fitzpatrick, Wijeyewickrema, Pike (2009).
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Quanto ao uso de outras técnicas de diagnostico complementares, esfor¢os vém sendo
tomados na ultima década quanto a utilizacdo de biomarcadores orais para medidas mais
precisas da situacdo atual da doenga, monitoramento do tratamento e indicadores de
prognostico. Esses estudos tém se focado no tecido ésseo e em proteinas do hospedeiro
(enzimas e imunoglobulinas), células do hospedeiro, horménios, bactérias e produtos
bacterianos (RAM et al. 2015; KINNEY, RAMSEIER, GIANNBILE, 2007). Esses estudos
tém principalmente a saliva como objeto de coleta, pois € de acesso ndo invasivo, abundante,
alem de conter mediadores locais e sisttmicos da doenca (TABA et al. 2005; KINNEY,
RAMSEIER, GIANNBILE, 2007; NABORS, McGLENNEN, THOMPSON, 2010; PATIL,
PATIL, 2011; SHIMAZAKI et al. 2011; GUPTA, GOVILA, SAINI, 2015).
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De acordo com Chapple et al. (2015), o combate a periodontite deve ser iniciado com
a prevencao da formacédo da placa dentéria por meio da escovacéo dos dentes, fazendo-se uso
de dentifricio fluoretado duas vezes ao dia por pelo menos 2 minutos e limpeza inter-dental.
Quando o paciente ja se encontra com gengivite, além dos métodos de prevencdo contra a
formagc&o da placa, ainda se recomenda o uso de adjuvantes quimicos. E importante ressaltar
que, para pacientes com periodontite ja estabelecida, 2 minutos de escovagdo sao
insuficientes.

O tratamento da doenca visa controlar principalmente o biofilme bacteriano. O
tratamento ndo cirdrgico realizado por um dentista inicia-se tipicamente com a remogdo da
placa dentaria por raspagem e aplainamento radicular através de varios instrumentos manuais
ou motorizados. E dada uma maior atencdo ao desbridamento do biofilme presente nas bolsas
periodontais. Além da raspagem, recomenda-se 0 uso de quimioterapicos locais e antibidticos
locais e sisttmicos. Espera-se que, com esse tratamento inicial, ocorra redugéo da inflamagéo
e melhora na condicdo global do periodonto em um curto periodo de tempo. A partir de entdo,
segue-se o tratamento com a higienizacdo pessoal do paciente, com previsdo de cura em cerca
de 1 a 2 meses (PIHLSTRON, MICHALOWICZ, JOHNSON, 2005; LAUDENBACH,
SIMON, 2014). Para pacientes com doenca avancada, ha diversos procedimento cirdrgicos
que podem ser aplicados como estratégias de tratamento, 0s quais costumam objetivar a
reducdo das bolsas periodontais, ganho de acesso para o desbridamento do calculo dentario e
placa residual e estimulo a regeneracdo do suporte periodontal (PIHLSTRON,
MICHALOWICZ, JOHNSON, 2005).

1.3 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO (NGS)

Sanger, Nicklen e Coulson (1977) publicaram o método comumente conhecido como
“sequenciamento de Sanger” que consiste em uma metodologia de sequenciamento baseada
na terminacdo de cadeia. Em pouco tempo, essa metodologia passou a ser o0 modo de
sequenciamento mais utilizado no periodo. O Projeto Genoma Humano (PGH), uma
iniciativa internacional que objetivou o sequenciamento completo do genoma humano, fez
uso do sequenciamento de Sanger, sendo que cerca de 13 anos foram necessarios para que
seu objetivo fosse atingido (NHGRI, 2016). Devido as limitacOes inerentes a técnica, quando
aplicada em estudos de alta demanda, houve a necessidade de se buscarem novas estratégias
gue obtivessem resultados em menor tempo e custo.

Assim, novas plataformas de sequenciamento surgiram no mercado, a partir do ano



26

de 2005, denominadas conjuntamente de sequenciamento de Nova Geragdo (Next
Generation Sequencing, NGS). Destacam-se, entre elas: 454 FLX (Roche), Solexa
(IMlumina), SOLID (Applied Biosystems), lon Torrent (Life Technologies) e Heliscope
(tSMS). Essas plataformas apresentam como principais caracteristicas o sequenciamento em
grande escala, podendo gerar dados correspondentes a milhdes de pares de nucleotideos em
uma Unica corrida, além de serem rapidas e de baixo custo em relagdo as tecnologias
aplicadas anteriormente (MARDIS, 2011).

A técnica de sequenciamento ciclico em matriz esta entre as mais utilizadas nos dias
de hoje. Essa abordagem, de modo geral, faz uso de reagdes enziméticas controladas sobre
uma matriz sélida onde o DNA alvo esta localizado. Essas rea¢cGes acontecem em inimeros
ciclos em que cada um gera dados com a decodificacdo de poucos pares de bases da
sequéncia alvo, com uma capacidade final de decodificacdo na escala de milhares de
nucleotideos em um curto periodo de tempo (SHENDURE, JI, 2008).

O mercado de sequenciadores permanece em constante crescimento e evolucao.
Atualmente, como exemplo, a empresa Illumina conta com diferentes sistemas de
sequenciamento como: sistemas de escala de producdo, NextSeq, HiSeq e NovaSeq 6000; e
sistemas de bancada, iSeq 100, MiniSeq, MiSeq e NextSeq (ILLUMINA, 2018).

1.4 METAGENOMICA

A vida microbiana domina a Terra em diferentes aspectos e estima-se que 5 x 10%°
células procaridticas habitam nosso planeta nos mais distintos ambientes possiveis
(WHITMAN, COLEMAN, WIEBE, 1998). Tradicionalmente, o primeiro passo na
investigacdo de processos microbianos consiste na obtencdo de culturas puras. Entretanto,
estima-se que as técnicas de culturas padrdo consigam recuperar apenas 1% ou menos da
diversidade microbiana presente em amostras ambientais. Com base nisso e no intuito de se
compreender melhor a estrutura e processos microbianos envolvidos em amostras ambientais,
um conjunto de técnicas independentes de cultivo é necessario para se buscar as espécies de
organismos ainda ndo cultivaveis (RIESENFELD, SCHLOSS, HANDELSMAN, 2004).

Novas tecnologias de sequenciamento e a reducédo drastica no custo estdo ajudando a
superar esses limites. Atualmente é possivel extrair informacdo genémica diretamente de
comunidades microbianas em seus habitats naturais. De modo geral, ao invés de observar
algumas espécies individualmente, pode-se agora estudar dezenas de milhares de espécies em

conjunto. Devido ao fato de a informacdo ser obtida diretamente de genomas, tanto especies
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cultivaveis quanto ndo cultivaveis estardo presentes no conjunto de dados. Essa abordagem na
qual os dados de genomas sdo tirados diretamente do ambiente foi denominada de
“Metagendmica” (WOOLEY, GODZIK, FRIEDBERG, 2010). De acordo com Thomas,
Gilbert e Meyer (2012), “Metagenomica” pode ser definida com a analise genética direta de
genomas contidos em uma amostra ambiental.

Originalmente, a metagendmica baseava-se na extracdo de DNA total de amostras
ambientais e posterior clonagem, seguida de sequenciamento. Com o surgimento das
plataformas de sequenciamento de Ultima geracdo e a evolucdo conjunta das ferramentas de
andlises de dados, os estudos de metagenémica ganharam maior robustez. Atualmente, as
amostras ambientais ndo precisam necessariamente de clonagem e, portanto, apos a extracdo
do DNA, podem seguir diretamente ao sequenciamento, abordagem conhecida como
“Shotgun”. Nessa abordagem, os dados gerados melhor representam toda a comunidade
microbiana, possibilitando, por exemplo, a comparacdo entre comunidades de diferentes
ambientes como evidenciado no trabalho de Quaiser et al. (2011).

As analises de dados metagendmicos é de fato um desafio devido ao enorme volume
de dados gerados a partir de uma Unica amostra ambiental. Os dados gerados chegam
facilmente a escala de centenas de gigabytes. Isso torna necessario um maquinario
computacional robusto o suficiente para tratar os dados gerados além do avango conjunto da
bioinforméatica. As analises de cunho metagenémico ocorrem basicamente por meio de
ferramentas computacionais, muitas das quais se encontram fortemente relacionadas a bancos
de dados de dominio publico, como: National Center for Biotechnology Information (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) contendo Reference Sequence Database (RefSeq) e GenBank,
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG, http://www.genome.jp/kegg/),
Evolutionary Genealogy of Genes: Non-supervised Orthologous Groups (EggNOG,
http://eggnogdb.embl.de/#/app/home) e Carbohydrate-Active Enzyme (CAZy,
http://www.cazy.org/) (QUAISER et al. 2011; BIKEL et al. 2015; THOMAS, GILBERT,
MEYER, 2012).

Através de ferramentas de bioinformatica aplicadas sobre dados metagenémicos, é
possivel realizar diferentes abordagens, dentre as quais se destacam: anotagdo taxondmica,
estudo da diversidade microbiana e anotacdo funcional, ou determinacdo da diversidade
funcional génica (WOOLEY, GODZIK, FRIEDBERG, 2010; BIKEL et al. 2015). Entretanto,
por necessitar de alto poder computacional ainda ¢ dificultosa a analise de dados desse tipo.
Desta forma, estdo ganhando cada vez mais espaco neste tipo de anélise servidores publicos

que disponibilizam de poder computacional suficiente, a exemplo: MG-RAST. Esse servidor,
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por sua vez, é capaz de receber (via upload) e processar dados metagendmicos em uma
sequéncia programada de andlises, denominada pipeline, contra diversos bancos de dados,
desde analises taxondmicas até funcionais, facilitando dessa forma pesquisadores e até mesmo
institutos que ndo possuem infraestrutura basica para a realizacdo de tais analises (WILKE,
2015). Além disso, o desenvolvimento de novos programas que objetivam processar grandes
volumes de dados sem usar de muito poder computacional vem aumentando expectativas no
rumo da metagendmica. E possivel, por exemplo, realizar montagem de sequéncias,
perfilhamento taxonémico e predicdo génica com os softwares PEAR, Metaphlan 2.0 e
MetaGeneMark, respectivamente, sem necessariamente de fazer uso de um alto poder
computacional (ZHANG et al. 2014; TRONG et al. 2015; ZHU, LOMSADZE,
BORODOVSKY, 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar do grande nimero de estudos ja conduzidos sobre a periodontite, os fatores
microbianos envolvidos no desenvolvimento desta doenca ainda necessitam de investigagdes
mais aprofundadas. Tal fato ganha maior relevancia quando se considera que uma parcela
significativa das bactérias orais ndo é passivel de cultivo em laboratério. Nesse sentido, a
analise metagenémica da microbiota oral por técnica de sequenciamento de ultima geragédo
(NGS) pode proporcionar uma visdo mais abrangente do microambiente oral, auxiliando na
determinacdo de genes de origem bacteriana potencialmente envolvidos na doenga
periodontal, bem como na identificagdo de espécies cultivaveis e ndo-cultivaveis. Os
resultados do estudo podem, em ultima instancia, contribuir para um melhor entendimento
dos mecanismos etioldgicos da periodontite, bem como para a definicdo de marcadores

moleculares para estudos futuros.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

e Estabelecer a estrutura taxondmica e processos funcionais envolvidos na periodontite,
com base na analise metagendmica da saliva de portadores de periodontite e

voluntarios saudaveis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a identificagdo taxondmica dos taxons presentes em cada amostra.

e Estabelecer a abundancia para cada tdxon encontrado.

e Conduzir a anotagdo funcional em diferentes bancos de dados de proteinas para cada
amostra.

e Correlacionar os resultados obtidos tanto de taxonomia quanto funcional por grupo.

e ldentificar unidades taxondmicas, genes e/ou vias metabolicas potencialmente

associadas a suscetibilidade ou protecdo a periodontite.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

Este projeto foi devidamente avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos da Universidade do Estado do Amazonas (UEA), de acordo com as
normas estabelecidas pelo SISNEP para pesquisas em individuos humanos sob registro
C.AA.E. 19521113.0.0000.5016 (Anexo A).

4.2 POPULACAO DE ESTUDO

A populacdo de estudo foi composta por individuos selecionados dentre os pacientes
previamente indicados ao tratamento odontolégico na Policlinica Odontolégica da
Universidade do Estado do Amazonas — UEA, Manaus, Amazonas.

4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos individuos de ambos os géneros, com idade minima de 18 anos.
Individuos que receberam terapia com antibi6ticos em um periodo de 6 meses previamente a

coleta ndo puderam participar do estudo.

4.4 SELECAO DE PACIENTES

Todos os pacientes foram submetidos a anamnese, durante a qual foram colhidas
informacBes sobre a histdria médica e odontoldgica, exame clinico e radiografico. Os
seguintes parametros clinicos foram observados e anotados para cada elemento dentéario:
indice de placa, nivel clinico de insercdo, profundidade de sondagem, sangramento a
sondagem, sangramento gengival, presenca de exsudato purulento e perda déssea radiogréfica.
Medidas de profundidade de sondagem e nivel clinico de insercdo foram tomadas das 6 faces
(vestibular, lingual, mésio-vestibular, disto-vestibular, mésio-lingual e disto-lingual) de todos
os elementos dentarios, exceto dos terceiros molares. Foram utilizados dois grupos de estudo:
Grupo I, representado por 14 pacientes portadores periodontite; e Grupo Il, representado por
13 pacientes saudaveis. Como critério de classificacdo para o Grupo I, foram considerados

pacientes apresentando um minimo de 12 elementos dentarios e 4 dentes com pelo menos 1
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sitio com perda de inser¢do > 4mm. Como critério de classifica¢do para o Grupo II, foram
utilizados pacientes apresentando um minimo de 20 elementos dentarios e, no maximo, 4
sitios com perda de insercédo e profundidade de sondagem de até 5mm (excluindo-se terceiros

molares).

4.5 COLETA

Amostras de saliva ndo estimulada foram coletadas em tubos Omnigene OM-505
Microbial DNA (Oragene) para conservacdo de 4&cidos nucleicos. Os tubos foram
devidamente identificados, acondicionados em recipiente refrigerado e imediatamente
transportados ao laboratério de Genética de Microrganismos da Escola Superior de Ciéncias
da Saude, ESA — UEA, sendo acondicionados a —20°C até uso futuro.

4.6 EXTRACAO DE DNA TOTAL E QUANTIFICACAO

No intuito de extrair o DNA gendmico de bactérias gram-negativas e gram-positivas,
foi utilizado o kit MasterPureTM Complete DNA and RNA Purification (Epicentre) associado
as enzimas lisozima e proteinase K. Apo6s o processo de extracdo, o DNA foi analisado em

fluorimetro (Qubit 3.0, Invitrogen) para determinacdo da quantidade do DNA extraido.

4.7 CONSTRUCAO DA BIBLIOTECA E SEQUENCIAMENTO

As amostras com concentracdo de DNA >20ng/pL foram enviadas para Instituto
Novogene (Hong Kong) para a construcdo da biblioteca shotgun e sequenciamento. De
acordo com o protocolo estabelecido pelo Instituto Novogene, para dar seguimento ao
sequenciamento, as amostras foram checadas quanto: o grau de degradacdo do DNA e a
contaminacdo potencial em géis de agarose a 1%; a pureza do DNA (OD260 / OD280,
0OD260 / OD230) usando o espectrofotdbmetro NanoPhotometer® (IMPLEN, CA, EUA), com
valor de OD aceito entre 1,8~2,0; e concentragdo de DNA utilizando o kit Qubit® dsDNA
Assay em Qubit® 2.0 Flurometer (Life Technologies, CA, EUA), com valor de concentragédo
aceito >20ng/pL.

Uma total de 1pg de DNA por amostra foi usado como material de entrada para a
preparacdo das bibliotecas de sequenciamento. As bibliotecas de sequenciamento foram
geradas usando 0 NEBNext® Ultra ™ DNA Library Prep Kit para a lllumina (NEB, EUA),
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seguindo as recomendacbes do fabricante e codigos de indice foram adicionados as
sequéncias para cada amostra. A amostra de DNA foi fragmentada por sonicacdo até um
tamanho de 300 pb. Em seguida, os fragmentos de DNA foram clivados em sua extremidade
(cauda A) e ligados com adaptador seguido de amplificagdo por PCR. Por fim, os produtos de
PCR foram purificados (sistema AMPure XP) e as bibliotecas foram analisadas quanto a
distribuicdo de tamanho pelo Agilent2100 Bioanalyzer. A quantificagdo ocorreu por PCR em
tempo real. A geracdo de clusters nas amostras codificadas por indice foi realizada em sistema
cBot de acordo com as instruc@es do fabricante. Apos a geracdo do cluster, as preparagdes da
biblioteca foram sequenciadas em plataforma Illumina HiSeq 2500 (lllumina, EUA) com
estratégia paired-end. ApOs 0 sequenciamento, todos o0s arquivos resultantes foram

convertidos para o formato “.FASTQ” para andlise da qualidade.

4.8 PRE-PROCESSAMENTO DOS DADOS E EMPARELHAMENTO DE READS

Nesta etapa, os dados foram filtrados inicialmente com a remocdo de sequéncias de
adaptadores utilizadas durante o sequenciamento. Em seguida, foram removidas sequéncias
cuja quantidade de nucleotideos com Q < 38 ultrapassou 40 pb, sequéncias cuja quantidade de
nucleotideos indeterminados (N) ultrapassou 10 pb e sequéncias que correspondiam a DNA
humano. Por se tratar de uma estratégia de sequenciamento paired-end, o resultado gera dois
arquivos para cada amostra, onde cada arquivo contém uma das direcGes de um dado
fragmento sequenciado. Por tanto, optou-se por realizar o emparelhamento dos fragmentos, no
intuito de garantir melhor qualidade nas demais analises. O emparelhamento das sequéncias
ocorreu através do programa PEAR v. 0.9.6 com os pardmetros padrdes (ZHANG et al. 2014).
Apdbs o emparelhamento, uniu-se, para cada amostra, o arquivo contendo reads emparelhadas
junto ao arquivo contendo reads ndo emparelhadas de modo a ndo se perder informacao

durante o processo.

4.9 ANOTACAO TAXONOMICA VIA METAPHLAN 2.0

A primeira etapa de anotacdo taxondmica ocorreu através do programa Metaphlan 2.0
associado ao programa Bowtie2 (LANGMEAD, SALZBERG, 2012). Esta ferramenta
computacional é capaz de perfilar a composicdo de comunidades microbianas (Bactérias,
Arqueas, Eucariotos e Virus) a partir de dados provenientes de sequenciamento shotgun com

resolucdo ao nivel de espécie (TRUONG et al. 2015). Os arquivos gerados pelo
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emparelhamento das reads foram analisados pelo programa Metaphlan 2.0, utilizando todo o
banco de dados e parametros default. Os resultados foram gerados na forma de tabelas de
espécies contendo suas respectivas abundancias relativas para cada amostra. Os dados foram
entdo utilizados na construcdo de tabelas de abundancias absoluta e relativa contendo os
tdxons encontrados descritos do nivel de dominio até espécie. Além disso, foram criados
heatmaps dos melhores resultados ranqueados ao nivel de género e espécie, de acordo com o
protocolo do programa. Para isso, utilizou-se um programa intrinseco ao Metaphlan 2.0
denominado “metaphlan_hclust heatmap.py”, com indice de similaridade de Bray-Curtis, 0
qual possibilita 0 agrupamento de amostras com perfis taxondmicos préximos entre si e

também o agrupamento taxons que apresentam perfis de abundancias préximas entre si.

4.10 ANOTACAO TAXONOMICA VIA MG-RAST

Os arquivos resultantes do processo de emparelhamento para cada amostra foram
submetidos a anotacdo atraveés do servidor Metagenomics Rapid Annotation (MG-RAST,
<http://metagenomics.anl.gov/>) versdo 4.0.3 (WILKE et al. 2015). Os parametros iniciais
para a submissdo incluiram: remocdo de DNA humano presente nos metagenoma (H. sapiens,
NCBI v36); remocdo de sequéncias com phred<30. Os perfis taxondmicos, de cada amostra,
gerados por meio do MG-RAST, foram provenientes do banco de dados RefSeq. Para
identificar resultados positivos durante a busca no banco de dados utilizou-se como
parametros BlastX com um alinhamento minimo de 50 pb, identidade de 90% e E-value de
corte em E<1x10°. Como resultado, foram obtidas tabelas com valores absolutos para cada
tdxon encontrado. Com base na tabela de valores de abundéancia absolutos, construiu-se uma
tabela de frequéncia normalizada contendo cada tdxon encontrado para cada metagenoma. A
metodologia empregada para a normalizacdo da abundéncia absoluta foi a divisdo da
abundancia absoluta obtida para um dado taxon pela soma total da abundancia de todos os
taxons para cada amostra individualmente. Ap0s 0 sequenciamento, € comum que as amostras
apresentem quantidades diferentes de sequéncias geradas, portanto, 0 processo de
normalizagdo dos dados procura evitar que essas diferencas quantitativas tenham influéncia na

interpretacdo dos resultados.
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4.11 RELACOES FILOGENETICAS, RIQUEZA E DIVERSIDADE

Para esta etapa foram utilizados os dados de abundéncias ao nivel de espécie gerados
pelo programa Metaphlan 2.0. Os cladogramas contendo as representacdes filogenéticas de
cada grupo de estudo foram gerados utilizando o programa GraPhlAn (ASNICAR et al.
2015). Para visualizacdo e comparagdo da riqueza entre os grupos foi construido um diagrama
de Venn utilizando o programa FunRich v3.1.3 (PATHAN et al. 2015). Além disso, foram
geradas curvas de rarefacdo utilizando o método Mao's Tau, através do programa PAST3
(HAMMER, DAVID, PAUL, 2001), para cada grupo de estudo. Com uso do programa
EstimateS v9.1.0 (COLWELL, 2019) foram calculados os estimadores de riqueza Chao 2,
Jackniffe (1 e 2) e Bootstrap. Para a anélise da diversidade alfa foram calculados os indices de
Shannon-Wiener (H’) e Simpson (1-D) para cada individuo envolvido na pesquisa. A
diversidade beta foi avaliada de acordo com o indice de Whittaker (WHITTAKER, 1960).
Todos os resultados de indices de diversidade mencionados foram obtidos através do
programa PAST3 (HAMMER, DAVID, PAUL, 2001).

4.12 ANOTACAO FUNCIONAL VIA KEGG

Os dados dispostos no servidor MG-RAST foram anotados no banco de dados Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). Durante a anotacdo, utilizou-se como medidas
de corte um e-value < le-5 e identidade de 90%. Apos a notacdo, foi gerada uma tabela geral
de abundancia absoluta contendo categorias KEGG encontradas em niveis hierarquicos
distintos, sendo eles: nivel 1, nivel 2, nivel 3 e funcdo. Este Gltimo corresponde ao registro
KO (KEGG Orthology). Os KO, assim como os demais niveis hierarquicos, foram utilizados
na analise funcional e/ou obtencdo de vias metabdlicas envolvidas nos diferentes
metagenomas. As tabelas de abundancia absoluta foram convertidas em abundancia relativa
com o intuito preparar os dados para andlise estatistica. A metodologia aplicada durante a
conversdo foi a divisdo do valor de cada hit obtido de uma dada amostra pelo total de hits da

mesma.

4.13 ANOTACAO FUNCIONAL VIA CAZY

Uma vez que o servidor MG-RAST executa um pipeline com diferentes etapas durante

a analise dos dados submetidos, porém ndo contempla analise funcional em banco de dados
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Carbohydrate-Active Enzyme (CAZy), foram extraidos os arquivos que continham somente
sequéncias de DNA preditas como ORFs (Open Read Frames) para cada amostra. Em
seguida, utilizou-se essas sequéncias contra o banco de dados CAZy (CAZyDB.07202017 .fa,
atualizado em 20/07/2017, disponivel em <http://csbl.bmb.uga.edu/>) fazendo uso da
ferramenta BLASTP disposta no programa DIAMOND v.0.9.22 (BUCHFINK, XIE,
HUSON, 2015). Os parametros utilizados durante o BLASTP foram: e-value < le-5; e

identidade de 90%. O uso do banco de dados CAZy, teve como intuito obter informacdes
guanto ao metabolismo de carboidratos presentes nos metagenomas. Ao término da andlise, 0s
resultados gerados foram dispostos em tabelas de abundéancia absoluta contendo familia e
subfamilias CAZy para cada amostra. Essas tabelas foram convertidas em tabelas de
abundancia relativa. Utilizou-se como metodologia de conversdo a divisdo do valor de cada

hit obtido de uma dada amostra pelo total de hits da mesma.

4.14 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de abundéancia relativa obtidos via Metaphlan 2.0 foram convertidos em
formato compativel (.spf) e analisados através do programa Statistical Analysis of Taxonomic
and Functional Profiles (STAMP). O STAMP corresponde a um pacote de programas para a
analise de perfis metagendmicos tendo como foco tanto a anotagdo taxondmica quanto a
anotacdo funcional (PARKS et al. 2014). A conversao das tabelas obtidas do Metaphlan 2.0
para o formato compativel com STAMP (.spf) foi realizada através do script em linguagem de
programacao Perl denominado “metaphlan_to stamp.pl”, desenvolvido por Morgan Langille
— obtido em <https://github.com/LangilleLab>.

Os demais passos seguem o mesmo padrdo de analise tanto para os dados provenientes
do programa Metaphlan 2.0 quanto para anotacdo taxondmica pelo servidor MG-RAST e
analise funcional através dos bancos de dados KEGG e CAZy, sempre partindo das tabelas de
abundancia relativa. Inicialmente, no programa STAMP, foi realizada a Anélise de
Componentes Principais (PCA) buscando observar a variancia entre as amostras de ambos 0s
grupos. Em seguida, para verificar a diferenca significativa de cada varidvel, aplicou-se o
teste estatistico ndo parametrico Kruskal-Wallis com p < 0,05. Com base nos resultados,
gréficos foram construidos no intuito de gerar uma melhor interpretacdo dos resultados.

Uma vez que a resolucdo dos resultados do Metaphlan 2.0 ocorre ao nivel de espécie,
realizou-se andlise de correlacdo entre as espécies obtidas para esses dados. Para isso, foram

calculados todos os possiveis coeficientes de correlacdo de Spearman. Foram considerados


http://csbl.bmb.uga.edu/
https://github.com/LangilleLab
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para isso apenas aquelas espécies que obtiveram diferenca estatistica significativa (p < 0,05) e
correlacdo forte (r <- 0,7 ou r > +0,7). A andlise de correlacdo de Spearman foi performada
através do programa R v. 3.4.3, pacote “R Stats”, fun¢ao “cor”.

Ainda sobre os dados de abundéancias ao nivel de espécie gerados pelo Metaphlan 2.0,
usando a plataforma Galaxy/Hutlab (http://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/), foi
realizada Analise de Discriminantes Lineares (LDA) com p < 0,05 tanto para o teste fatorial
Kruskal-Wallis entre classes, quanto para o teste de Wilcoxon entre subclasses. A analise foi
realizada tanto nos dados taxonémicos de género quanto espécie, quanto funcionais a nivel de
gene.

Quanto a anélise estatistica dos dados de diversidades gerados, temos que, os indices
de diversidade de Shannon-Wiener (H’) e Simpson (1-D) de cada individuo foram agrupados
de acordo com os grupos de estudo. Em seguida, foi aplicado o teste estatistico de Kruskal-
Wallis com p < 0,05 para checar se houve diferenca significativa entre os grupos. Para 0 uso
do indice de Whittaker, foi aferido a diversidade beta de cada grupo separadamente com base

nos dados de abundancia de espécies gerados pelo Metaphlan 2.0.
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5 RESULTADOS

5.1 EXTRACAO DE DNA TOTAL E QUANTIFICACAO

A extracdo de DNA total das amostras demonstrou resultados bastante satisfatorios. A
quantificacdo de DNA total revelou que todas as amostras tiveram rendimento superior a 20
ng/uL. Isso permitiu que todo o grupo amostral pudesse seguir para a etapa de
sequenciamento. Os resultados individuais da quantificacdo do DNA total das amostras

encontram-se descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Quantificacdo de DNA total, realizada em Qubit 3.0, para cada amostra envolvida
no estudo.

Amostra  Condicdo DNA (ng/uL)

1 Saudavel 112,6
2 Saudavel 178,7
3 Saudavel 171,6
4 Saudavel 86,5
5 Saudavel 211,2
6 Saudavel 47
7 Saudavel 93,9
8 Saudavel 163
9 Saudavel 39,5
10 Saudavel 530,8
11 Saudavel 59,7
12 Saudavel 49,1
13 Saudavel 57,8
14P Doente 2425
15P Doente 281,5
16P Doente 330,2
17P Doente 169,8
18P Doente 796
19P Doente 207,6
20P Doente 167,6
21P Doente 228,4
22P Doente 762,4
23P Doente 1242
24P Doente 132,2
25P Doente 167,3
26P Doente 3661,9

27P Doente 164,2




5.2 PRE-PROCESSAMENTO DOS DADOS

No total, 75.304,32 Mpb de dados brutos foram obtidos ap6s o sequenciamento
(2.789,05 MB por amostra, em média), enquanto que 74.430,59 Mpb de dados limpos
permaneceram ap6s o controle de qualidade, resultando em uma média de 2.756,69 Mpb por
amostra, correspondendo a uma taxa de eficiéncia (dados limpos sobre dados brutos) de
98,84%. Apods a remocédo de sequéncias relacionadas a DNA humano restaram 35.770,13 MB
(104.004.730 sequéncias, 15.761,62 Mbp) de dados com uma média de 1.324,81 MB

(3.852.027,04 sequéncias, 583,76 Mbp) por amostra (Tabela 2)

Tabela 2. Numero de sequéncias e Mpb resultantes em cada amostra envolvida no estudo ap6s

0 pré-processamento dos dados.

Amostras Megabytes Sequéncias Mpb Tamanho médio (pb)
1 3.062.224 8.695.195 1.304,28 150
2 1.462.749 4.153.480 623,02 150
3 1.059.271 3.007.863 451,18 150
4 1.778.158 5.049.354 757,4 150
5 1.391.929 3.952.422 592,86 150
6 1.239.622 3.520.145 528,02 150
7 2.796.121 7.939.561 1.190,93 150
8 2.047.972 5.815.265 872,29 150
9 1.483.121 4.211.353 792,62 188
10 2.023.390 5.745.540 861,83 150
11 1.803.648 5.121.756 768,26 150
12 745.283 2.116.385 317,46 150
13 1.446.388 4.107.008 616,05 150

14P 1.193.067 3.387.744 508,16 150
15P 684.591 1.943.928 291,59 150
16P 934.632 2.653.911 398,09 150
17P 2.923.334 8.300.854 1.245,13 150
18P 466.516 1.324.687 198,7 150
19P 1.193.626 3.389.329 508,4 150
20P 1.871.169 5.313.239 796,99 150
21P 473.615 1.344.845 201,73 150
22P 284.815 808.758 121,31 150
23P 756.162 2.147.133 322,07 150
24P 816.606 2.314.931 347,24 150
25P 1.743.882 4.951.778 742,77 150
26P 235.311 668.183 100,23 150
27P 711.413 2.020.083 303,01 150
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5.3 EMPARELHAMENDO DE READS

Um total de 35.720.993 reads (ou sequéncias) foram emparelhadas, com uma média
de 1.322.999,74 por amostra, representando um total de 8.703.238,65 Mpb com uma média de
322.342,17 Mpb por amostra. O tamanho da menor sequéncia emparelhada foi de 50 pb
enquanto a maior foi 290 pb. O tamanho médio das sequéncias emparelhadas variou entre 161

pb a 260,9 pb sendo que a maioria das amostras apresentou média > 200 pb (Tabela 3).

Tabela 3. Quantidade de sequéncias emparelhadas, pares de bases e seus respectivos
tamanhos medios, para cada amostra envolvida no estudo, gerados durante a etapa de
montagem. O simbolo “*” indica as amostras que apresentaram apenas um arquivo contendo
reads durante o sequenciamento.

Amostras  Sequéncias emparelhadas Mpb Tamanho médio (pb)
1* 0 1.304,28 150
2 511.341 106,81 209
3 980.438 240,86 246
4 2.679.045 564,99 211
5 454.852 90,4 199
6 2.551.726 532,79 209
7 5.766.033 1.477,97 256
8 1.052.661 257,88 245
9 2.718.484 568,69 209
10 445,383 98,6 221
11 3.896.568 797,59 205
12 1.591.082 323 203
13 3.635.293 894,77 246
14P 367.254 71,57 195
15P 453.771 79,58 175
16P 567.720 122,39 216
17P 3.036.046 792,28 261
18P 295.126 48,07 163
19P 499.583 106,61 213
20P 909.007 218,2 240
21P 321.685 52,62 164
22P 321.789 51,78 161
23P 565.895 114,27 202
24P 459.670 84,9 185
25P 933.431 222,95 239
26P 297.404 48,67 164

27P 409.706 75,43 184
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5.4 ANOTACAO TAXONOMICA VIA METAPHLAN 2.0

Um total de 104.004.730 de sequéncias foi submetido ao programa Metaphlan 2.0.
Dessas sequéncias, 3.267.049 (3,23%) foram anotadas (Tabela 4).

Tabela 4. Numero de sequéncias submetidas e anotadas, para cada amostra envolvida no
estudo, durante a previsdo taxondmica através do programa Metaphlan 2.0.

Sequéncias
Amostras Submetidas Anotadas  %Anotadas
1 8.695.195 212.368 2,44%
4.153.480 142.654 3,43%
3 3.007.863 85.913 2,86%
4 5.049.354 150.512 2,98%
5 3.952.422 142.622 3,61%
6 3.520.145 100.655 2,86%
7 7.939.561 409.592 5,16%
8 5.815.265 207.975 3,58%
9 4,211.353 128.591 3,05%
10 5.745.540 217.371 3,78%
11 5.121.756 161.550 3,15%
12 2.116.385 60.513 2,86%
13 4.107.008 123.609 3,01%
14pP 3.387.744 116.355 3,43%
15P 1.943.928 52.010 2,68%
16P 2.653.911 84.230 3,17%
17P 8.300.854 258.986 3,12%
18P 1.324.687 28.749 2,17%
19P 3.389.329 108.981 3,22%
20P 5.313.239 150.418 2,83%
21P 1.344.845 27.002 2,01%
22P 808.758 13.475 1,67%
23P 2.147.133 51.398 2,39%
24P 2.314.931 69.514 3,00%
25P 4.951.778 189.420 3,83%
26P 668.183 9.946 1,49%
27P 2.020.083 50.412 2,50%

Os resultados obtidos mostram a presenga dos dominios Bacteria (99,5%) e Viruses
(0,5%). O filo Firmicutes representou a maior abundancia nos resultados com 29,52% das
sequéncias, seguido pelos filos Actinobacteria (27,83%), Bacteroidetes (20,43%) e

Proteobacteria (17,94%), os demais filos podem ser visualizados na Tabela 5.
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Tabela 5. Abundancia relativa geral, de todos os filos encontrados, para cada amostra
envolvida no estudo, obtida durante a previsao taxonémica através do programa Metaphlan

2.0.

Dominio Filo %Geral
Bacteria Firmicutes 29,52
Bacteria Actinobacteria 27,83
Bacteria Bacteroidetes 20,43
Bacteria Proteobacteria 17,94
Bacteria Fusobacteria 2,97
Viruses Viruses noname 0,51
Bacteria Candidatus Saccharibacteria 0,45
Bacteria Spirochaetes 0,33
Bacteria Synergistetes 0,03
Bacteria Tenericutes 0,00079

Diferencas séo encontradas quando se observa os dados para cada grupo de estudo

separadamente. O resultado relacionado a presenca de virus ao nivel de filo apresentou

maiores abundancias no grupo composto por portadores de periodontite em comparagdo ao

grupo de pacientes saudaveis, porém ndo houve diferenca estatistica significativa. Além disso,

ao observamos os filos bacterianos Firmicutes, Bacteroidetes, Fusobacteria, Spirochaetes,

Candidatus Saccharibacteria e Synergistetes também notamos uma maior presen¢a no grupo

de portadores. Enquanto que os filos Actinobacteria e Proteobacteria estdo mais presentes no

grupo saudavel (Tabela 6, Figura 4).

Tabela 6. Abundancia relativa, de todos os filos encontrados, para cada grupo de estudo,
obtida durante a previsdo taxonémica através do programa Metaphlan 2.0. O simbolo “*”
indica os resultados com diferenca significativa para o teste estatistico de Kruskal-Wallis (p <

0,05)

Reino Filo %Doentes  %Saudaveis p-value
Bacteria Actinobacteria* 20,24 32,12 3,60E-03
Bacteria Bacteroidetes* 26,13 17,22 1,74E-02
Bacteria Candidatus Saccharibacteria* 1,01 0,13 1,12E-02
Bacteria Firmicutes 32,24 27,98 1,09E-01
Bacteria Fusobacteria* 5,63 1,46 1,54E-04
Bacteria Proteobacteria* 12,89 20,79 7,61E-03
Bacteria Spirochaetes™ 0,90 0,01 1,13E-04
Bacteria Synergistetes* 0,09 0,00 7,17E-04
Bacteria Tenericutes 0,00 0,0012 2,99E-01
Viruses Viruses noname 0,88 0,30 5,09E-01
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Figura 4. Perfil taxondmico de todas as mostras envolvidas no estudo. Os perfis foram
construidos através da abundancia relativa dos principais filos obtidos durante a previsao
taxondmica pelo programa Metaphlan 2.0.
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Os unicos filos que nao apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) para teste
estatistico ndo paramétrico Kruskal-Wallis foram: Firmicutes, Viruses noname e Tenericutes.

Os demais filos com diferenca significativa podem ser visualizados da Figura 5 a Figura 11.

Figura 5. Boxplot demonstrando a distribuicdo na proporcdo do filo Actinobacteria com
diferenga significativa para o teste estatistico de Kruskal-Wallis (p < 0,05) entre 0s grupos
doente (vermelho) e saudavel (verde). O valor da mediana € representado por uma linha no
interior da caixa, a média por um ponto preto e os outliers por cruzes. Dados de abundancia
obtidos a partir da previséo taxonomica pelo programa Metaphlan 2.0.
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Figura 6. Boxplot demonstrando a distribuicdo na proporcdo do filo Bacteroidetes com
diferenca significativa para o teste estatistico de Kruskal-Wallis (p < 0,05) entre 0s grupos
doente (vermelho) e saudavel (verde). O valor da mediana € representado por uma linha no
interior da caixa, a média por um ponto preto e os outliers por cruzes. Dados de abundancia
obtidos a partir da previséo taxonomica pelo programa Metaphlan 2.0.
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Figura 7. Boxplot demonstrando a distribuicdo na propor¢do do filo Candidatus
Saccharibacteria com diferenca significativa para o teste estatistico de Kruskal-Wallis (p <
0,05) entre os grupos doente (vermelho) e saudavel (verde). O valor da mediana é
representado por uma linha no interior da caixa, a média por um ponto preto e os outliers por
cruzes. Dados de abundancia obtidos da previséo taxondmica pelo programa Metaphlan 2.0.
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Figura 8. Boxplot demonstrando a distribuicdo na propor¢do do filo Fusobacteria com
diferenca significativa para o teste estatistico de Kruskal-Wallis (p < 0,05) entre 0s grupos
doente (vermelho) e saudavel (verde). O valor da mediana € representado por uma linha no
interior da caixa, a média por um ponto preto e os outliers por cruzes. Dados de abundancia
obtidos a partir da previséo taxonomica pelo programa Metaphlan 2.0.

I - p = 1.54e-4
o T
~ 1
o\o
= B
(2] -~
.©
o
©
<
= o — +
[on
0]
(%}
o)
© © —
o)
®
&
8_ —_
o ¥ :
o :
o :
) .
o e
[ I
Doentes Saudaveis

Figura 9. Boxplot demonstrando a distribuicdo na proporcdo do filo Proteobacteria com
diferenca significativa para o teste estatistico de Kruskal-Wallis (p < 0,05) entre 0s grupos
doente (vermelho) e saudavel (verde). O valor da mediana € representado por uma linha no
interior da caixa, a média por um ponto preto e os outliers por cruzes. Dados de abundancia
obtidos a partir da previséo taxonomica pelo programa Metaphlan 2.0.
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Figura 10. Boxplot demonstrando a distribuicdo na propor¢do do filo Spirochaetes com
diferenca significativa para o teste estatistico de Kruskal-Wallis (p < 0,05) entre 0s grupos
doente (vermelho) e saudavel (verde). O valor da mediana € representado por uma linha no
interior da caixa, a média por um ponto preto e os outliers por cruzes. Dados de abundancia
obtidos a partir da previséo taxonomica pelo programa Metaphlan 2.0.

+ p=1.13e-4
m —

&

(2]

S o -

o

| azy

«@

=}

o

[0

s =+

$ < - :

o ;

T !

= :

<) ;

1% !

(] !

L 1

[a N — |

o - . —_—
1 1
Doentes Saudaveis

Figura 11. Boxplot demonstrando a distribuicdo na proporcdo do filo Synergistetes com
diferenca significativa para o teste estatistico de Kruskal-Wallis (p < 0,05) entre 0s grupos
doente (vermelho) e saudavel (verde). O valor da mediana € representado por uma linha no
interior da caixa, a média por um ponto preto e os outliers por cruzes. Dados de abundancia
obtidos a partir da previséo taxonomica pelo programa Metaphlan 2.0.
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Um total de 76 géneros foi encontrado durante analise no programa Metaphlan 2.0. Na
Tabela 7 e Tabela 8 podem ser observados os 10 géneros com maiores abundancias entre os
grupos de estudo. Do total de géneros, 25 apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) para

0 teste estatistico ndo paramétrico Kruskal-Wallis (Tabela 9, Figura 12).

Tabela 7. Abundéncias relativas dos 10 géneros mais abundantes no grupo doente, obtidas
durante a previsao taxondmica através do programa Metaphlan 2.0.

Género Abundancia Relativa (%)
Prevotella 14,12
Rothia 13,27
Streptococcus 11,68
Veillonella 9,64
Porphyromonas 7,10
Haemophilus 5,48
Neisseria 4,13
Corynebacterium 3,54
Leptotrichia 2,62
Fusobacterium 2,14

Tabela 8. Abundancias relativas dos 10 géneros mais abundantes no grupo saudavel, obtidas
durante a previsao taxondmica através do programa Metaphlan 2.0.

Género Abundancia Relativa (%)

Rothia 27,72
Streptococcus 13,72
Haemophilus 13,45
Prevotella 9,52
Veillonella 8,88
Neisseria 6,51
Porphyromonas 6,31
Actinomyces 2,57
Granulicatella 1,51

Atopobium 1,24
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Tabela 9. Abundancia relativa, para ambos os grupos de estudo, de todos os géneros que
apresentaram diferenca estatistica significante para o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis (p
< 0,05), obtida durante a previsdo taxondmica através do programa Metaphlan 2.0.

Dominio Género %Doente  %Saudavel p-value

Bacteria Rothia 13,27 27,72  2,23E-03
Bacteria Haemophilus 5,48 13,72  1,15E-03
Bacteria Corynebacterium 3,54 0,31 2,06E-03
Bacteria Leptotrichia 2,62 0,25 4,76E-04
Bacteria Fusobacterium 2,14 1,04  8,78E-03
Bacteria Capnocytophaga 1,84 0,29  1,24E-02
Bacteria Parvimonas 1,44 0,19 2,73E-04
Bacteria Eubacterium 1,37 0,13  1,39E-04
Bacteria Selenomonas 1,08 0,007  8,78E-04
Bacteria Bacteroidetes noname 1,01 0,024  2,56E-03
Bacteria Treponema 0,90 0,006 1,13E-04
Bacteria Filifactor 0,66 0,018 4,14E-03
Bacteria Campylobacter 0,61 0,12  2,54E-02
Bacteria Tannerella 0,60 0,010 4,71E-05
Bacteria Peptostreptococcus 0,48 0,21  5,68E-03
Bacteria Bifidobacterium 0,43 0,00  2,00E-02
Bacteria Dialister 0,28 0,06  4,90E-03
Bacteria Anaeroglobus 0,25 0,002 5,51E-03
Bacteria Catonella 0,19 0,006 1,86E-03
Bacteria Fretibacterium 0,086 0,00 7,17E-04
Bacteria Desulfobulbus 0,067 0,00 7,17E-04
Bacteria Peptostreptococcaceae noname 0,049 0,00 4,17E-03
Bacteria Actinobacillus 0,018 0,08 2,18E-03
Viruses Alpharetrovirus 0,033 0,00 4,13E-02
Viruses Retroviridae_noname 0,031 0,00 4,13E-02
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Figura 12. Heatmap de todos os géneros que apresentaram abundancia com diferenca
estatistica significativa entre os grupos de estudo para o teste Kruskal-Wallis (p < 0,05).
Utilizou-se para a construgdo das arvores uma matriz de similaridade de Bray-Curtis. Dados
de abundancia obtidos a partir da previsdo taxondmica pelo programa Metaphlan 2.0.
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No total, 201 espécies foram encontradas, das quais 70 apresentaram diferenca
significativa (p < 0,05). A analise multivariada de componentes principais (PCA) para todas
as espécies pode ser observada na Figura 13. As 25 espécies que obtiveram maiores
abundancias e diferenca significativa entre os grupos de estudo, de acordo com metodologia

aplicada pelo programa Metaphlan 2.0, podem ser visualizadas na Figura 14.

Figura 13. Anéalise de Componentes Principais (PCA) realizada através do programa STAMP
a partir dos dados de abundancia relativa das espécies dos grupos doente (azul) e saudavel
(laranja) obtidos durante analise pelo programa Metaphlan 2.0.
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Figura 14. Heatmap das 25 espécies com maiores abundancias e com diferenca estatistica
significativa entre os grupos de estudo para o teste Kruskal-Wallis (p < 0,05). Utilizou-se para
a construcdo das arvores uma matriz de similaridade de Bray-Curtis. Dados de abundancia
obtidos a partir da previsao taxonémica pelo programa Metaphlan 2.0.
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A Andlise de Discriminantes Lineares (LDA) mostrou diferentes agrupamentos de
filotipos entre os grupos de estudo tanto ao nivel de género quanto ao nivel de espécie (

Figura 15 e Figura 16).

Figura 15. Anélise de Discriminantes Lineares (LDA) sobre os géneros resultantes da

anotacdo taxonémica através do programa Metaphlan 2.0.
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Figura 16. Andlise de Discriminantes Lineares (LDA) sobre as espécies resultantes da

anotacédo taxonémica através do programa Metaphlan 2.0.
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Através da anélise de correlagdo, foram obtidas tanto correlagdes positivas fortes (r >
+0,7) quanto correlagdes negativas fortes (r < -0,7), para ambos os grupos de estudo. Foi
possivel correlacionar todas as 25 espécies no grupo doente, sendo a sua maior parte
representada por correlacdes positivas. Para a andlise de correlacdo, foram removidas, do
grupo saudavel, as especies Bifidobacterium dentium e Treponema denticola, pois estas ndo
apresentavam valores de abundancia para este grupo. Os resultados das analises estatisticas
para o grupo saudavel seguem descritos na Tabela 10 e Figura 17A, enquanto para 0 grupo

doente seguem descritos na Tabela 11 e na Figura 17B.

Tabela 10. Correlagdes de Spearman fortes (r < -0,7 e r > +0,7), para o grupo saudavel,
obtidas a partir da abundancia relativa das 25 espécies mais abundantes e que obtiveram
diferenca estatistica significativa entre os grupos de estudo para o teste Kruskal-Wallis (p <
0,05). Os valores de abundancia foram obtidos durante a previsdo taxondmica através do
programa Metaphlan 2.0.

Espécie 1 Espécie 2 Valor der
Prevotella intermedia Eubacterium brachy +0,80
Oribacterium sinus Fusobacterium periodonticum +0,73
Fusobacterium periodonticum Leptotrichia wadei +0,72
Corynebacterium matruchotii Prevotella nanceiensis -0,71
Rothia mucilaginosa Veillonella parvula -0,72

Rothia mucilaginosa Fusobacterium periodonticum -0,75
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Tabela 11. Correlagdes de Spearman fortes (r < -0,7 e r > +0,7), para o grupo doente, obtidas
a partir da abundancia relativa das 25 espécies mais abundantes e que obtiveram diferenca
estatistica significativa entre os grupos de estudo para o teste Kruskal-Wallis (p < 0,05). Os
valores de abundancia foram obtidos durante a previsdo taxonémica através do programa

Metaphlan 2.0.

Espécie 1 Espécie 2 Valor der
Filifactor alocis Porphyromonas endodontalis +0,94
Oribacterium sinus Prevotella nanceiensis +0,90
Treponema denticola Porphyromonas endodontalis +0,89
Haemophilus influenzae Haemophilus haemolyticus +0,87
Fusobacterium periodonticum Prevotella nanceiensis +0,86
Fusobacterium periodonticum Oribacterium sinus +0,86
Treponema denticola Filifactor alocis +0,85
Peptostreptococcus stomatis Prevotella intermedia +0,82
Candidatus Prevotella conceptionensis  Bacteroidetes oral taxon 274 +0,81
Haemophilus parainfluenzae Streptococcus infantis +0,77
Peptostreptococcus stomatis Eubacterium brachy +0,77
Fusobacterium periodonticum Porphyromonas sp oral taxon 279 +0,73
Filifactor alocis Porphyromonas gingivalis +0,73
Porphyromonas gingivalis Porphyromonas endodontalis +0,71
Eubacterium brachy Prevotella nanceiensis -0,71
Peptostreptococcus stomatis Oribacterium sinus -0,71

Oribacterium sinus

Prevotella intermedia

-0,79
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Figura 17. Matriz de correlaces de Spearman, para os grupos saudavel (A) e doente (B),
construida a partir da abundéncia relativa das 25 espécies mais abundantes e que obtiveram
diferenga estatistica significativa entre os grupos de estudo para o teste estatistico nédo
paramétrico Kruskal-Wallis (p < 0,05). Os valores de abundancia foram obtidos durante a
previsdo taxondmica através do programa Metaphlan 2.0.
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Um total de 104.004.730 sequéncias foi submetido a andlise no servidor MG-RAST,
sendo 40.569.403 (39%) e 63.435.327 (61%) provenientes dos grupos doente e saudavel,

respectivamente (Tabela 12).

Tabela 12. Numero de sequéncias, pares de base (pb) e tamanho médio, para cada amostra
envolvida no estudo, submetida a analise pelo servidor MG-RAST.

Amostra MG-RAST ID N. de sequéncias Mpb MédiatDesvio
1 mgm4763328.3 8.695.195 1304,28 150+ 0
2 mgm4763336.3 4.153.480 653,13 157 + 30
3 mgm4763326.3 3.007.863 544,97 181 £ 55
4 mgm4763321.3 5.049.354 920,53 182 + 45
5 mgm4763323.3 3.952.422 615,03 156 + 28
6 mgm4763345.3 3.520.145 678,06 193 + 46
7 mgm4763314.3 7.939.561 1804 227 + 56
8 mgm4763316.3 5.815.265 972,27 167 + 44
9 mgm4763318.3 4.211.353 792,62 188 + 47
10 mgm4763319.3 5.745.540 893,62 156 + 27
11 mgm4763312.3 5.121.756 981,36 192 + 45
12 mgm4763334.3 2.116.385 401,79 190 + 46
13 mgm4763347.3 4.107.008 965,52 235+ 44

14P mgm4763325.3 3.387.744 524,65 155 + 26
15P mgm4763330.3 1.943.928 303,1 156 + 33
16P mgm4763313.3 2.653.911 435,32 164 + 40
17P mgm4763341.3 8.300.854 1582 191 +59
18P mgm4763340.3 1.324.687 202,5 153+ 30
19P mgm4763337.3 3.389.329 540,07 159 + 34
20P mgm4763320.3 5.313.239 878,84 165 + 42
21P mgm4763344.3 1.344.845 206,1 153 + 32
22P mgm4763315.3 808.758 124,82 154 + 37
23P mgm4763317.3 2.147.133 351,46 164 + 43
24P mgm4763332.3 2.314.931 363,19 157 + 32
25P mgm4763322.3 4.951.778 825,7 167 + 43
26P mgm4763338.3 668.183 104,29 156 + 37
27P mgm4763335.3 2.020.083 316,99 157 £ 32

Do total de sequéncias, 49.391.119 (47,49%) puderam ser anotadas com base no banco

de dados RefSeq. Os resultados da analise estatistica referentes a anotacdo podem ser

observados na Tabela 13.
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Tabela 13. NUmero de sequéncias anotadas, para cada amostra envolvida no estudo, durante a
previsdo taxondmica através do servidor MG-RAST. *Apresentou apenas um arquivo
contendo reads durante o sequenciamento.

Sequéncias

Amostra Submetidas Anotadas %Anotadas
1* 8.695.195 26 0,0003
2 4.153.480 1.987.368 47,85
3 3.007.863 1.891.843 62,9
4 5.049.354 3.409.479 67,52
5 3.952.422 2.233.107 56,5
6 3.520.145 1.571.744 44,65
7 7.939.561 6.074.337 76,51
8 5.815.265 4.037.280 69,43
9 4,211.353 3.090.220 73,38
10 5.745.540 3.556.651 61,9
11 5.121.756 2.706.694 52,85
12 2.116.385 1.106.807 52,3
13 4.107.008 2.366.448 57,62
14pP 3.387.744 1.097.320 32,39
15P 1.943.928 323.802 16,66
16P 2.653.911 873.814 32,93
17P 8.300.854 4.960.473 59,76
18P 1.324.687 84.406 6,37
19P 3.389.329 1.401.829 41,36
20P 5.313.239 2.158.455 40,62
21P 1.344.845 60.015 4,46
22P 808.758 42.226 5,22
23P 2.147.133 514.070 23,94
24P 2.314.931 684.331 29,56
25P 4.951.778 2.670.320 53,93
26P 668.183 28.408 4,25
27P 2.020.083 459.646 22,75

A amostra 1, obteve um ndmero de sequéncias anotadas quase nulo em comparagao
com as demais amostras. Esse fato parece ter sido influenciado pela auséncia do segundo
arquivo contendo reads durante a saida de resultados do sequenciamento. Portanto, essa
amostra foi excluida quando referente as analises executadas através do servidor MG-RAST.
Sendo assim, a maior parcela dos taxons anotados foi referente ao dominio Bacteria
(99,77%), seguida pelo dominio Eukaryota (0,21%). Os demais dominios obtiveram valores
consideravelmente inferiores, sendo eles: Virus (0,02%) e Archaea (0,0001%). Aqueles

resultados que foram agrupados pelo servidor como ‘ndo classificadas’ ou ‘derivadas de’
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foram considerados como ‘ndo classificados’. Na Figura 18 e Figura 19, € possivel observar a

curva de rarefagé@o para cada amostra.

Figura 18. Curva de rarefacdo gerada a partir das sequéncias anotadas pelo servidos MG-
RAST para grupo doente. As curvas representam a média do numero de diferentes sequéncias
anotadas para cada amostra do grupo.
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Figura 19. Curva de rarefacdo gerada a partir das sequéncias anotadas pelo servidos MG-
RAST para grupo saudavel. As curvas representam a média do numero de diferentes
sequéncias anotadas para cada amostra do grupo.
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Um total de 42 filos foi obtido, tendo representantes dos dominios Bacteria, Eukaryota
e Archaea. Embora o dominio Virus tenha apresentado resultados para filo, estes foram
agrupados como ‘ndo classificados (derivados de Viruses)’. Isso significa que os resultados
ndo puderam ser anotados em nivel de filo, ou mesmo nos demais niveis taxondmicos. O filo
Firmicutes destacou-se em abundancia com 44,73%, seguido pelos filos Actinobacteria
(25,14%), Proteobacteria (16,02%), Bacteroidetes (11,54%), Fusobacteria (2,17%) e
Spirochaetes (0,038%). Os demais filos apresentaram abundancias inferiores a 0,008%. Os
filos obtidos com mais de 1.000 hits, os quais contemplaram conjuntamente > 99% dos

resultados, encontram-se dispostos na Tabela 14.

Tabela 14. Abundéancia absoluta e relativa geral dos principais filos encontrados na cavidade
oral durante a previsao taxonémica atraves do servidor MG-RAST.

Abundancia
Dominio Filos Absoluta Relativa (%)
Bacteria Firmicutes 21884801 44,73
Bacteria Actinobacteria 12301983 25,14
Bacteria Proteobacteria 7840299 16,02
Bacteria Bacteroidetes 5645873 11,54
Bacteria Fusobacteria 1062820 2,17
Bacteria Spirochaetes 18592 0,038
Eukaryota Ascomycota 3785 0,008
Bacteria Tenericutes 1543 0,003

O perfil, por amostra, dos principais filos encontrados nos grupos doente e saudavel

pode ser visualizado na Figura 20.
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Figura 20. Perfil taxondmico de todas as mostras envolvidas no estudo, exceto a amostra 1.
Os perfis foram construidos através da abundancia relativa dos principais filos obtidos durante

a previséo taxondmica pelo servidor MG-RAST.
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Os filos Proteobacteria, Fusobacteria, Spirochaetes, Ascomycota e Tenericutes
apresentaram maiores abundancias no grupo doente. Enquanto que os filos Actinobacteria e
Bacteroidetes obtiveram maiores valores de abundancia no grupo saudavel. O filo Firmicutes,
por sua vez, obteve valores de abundancia préximos para ambos 0s grupos de estudo (Tabela
15). Os filos Actinobacteria, Bacteroidetes, Fusobacteria e Spirochaetes apresentaram
diferenca estatistica significativa para o teste estatistico ndo paramétrico Kruskal-Wallis com
p < 0,05 (Figura 21 a Figura 24).

Tabela 15. Abundancia relativa dos principais filos encontrados para os grupos doente e

saudavel durante a previsdo taxonémica através do servidor MG-RAST. O simbolo “*” indica
os resultados com diferenca significativa para o teste estatistico de Kruskal-Wallis (p < 0,05).

Abundancia Relativa (%)

Dominio Filos Doentes Saudaveis  p-value

Bacteria Firmicutes 43,55 45,24 8,77E-01
Bacteria Actinobacteria* 18,91 27,87 2,70E-02
Bacteria Proteobacteria 14,44 16,71 8,96E-02
Bacteria Bacteroidetes™ 18,14 8,65 1,80E-02
Bacteria Fusobacteria* 4,34 1,223 4,67E-03
Bacteria Spirochaetes™ 0,109 0,007 5,69E-04
Eukaryota Ascomycota 0,015 0,005 7,89E-01

Bacteria Tenericutes 0,005 0,002 6,06E-01
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Figura 21. Boxplot demonstrando a distribuicdo na proporcdo do filo Actinobacteria com
diferenca significativa para o teste estatistico de Kruskal-Wallis (p < 0,05) entre 0s grupos
doente (vermelho) e saudavel (verde). O valor da mediana € representado por uma linha no
interior da caixa, a média por um ponto preto e os outliers por cruzes. Dados de abundancia
obtidos a partir da previsdo taxondmica pelo servidor MG-RAST.
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Figura 22. Boxplot demonstrando a distribuicdo na propor¢do do filo Bacteroidetes com
diferenca significativa para o teste estatistico de Kruskal-Wallis (p < 0,05) entre 0s grupos
doente (vermelho) e saudavel (verde). O valor da mediana € representado por uma linha no
interior da caixa, a média por um ponto preto e os outliers por cruzes. Dados de abundancia
obtidos a partir da previsao taxondmica pelo servidor MG-RAST.
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Figura 23. Boxplot demonstrando a distribuicdo na proporcdo do filo Fusobacteria com
diferenca significativa para o teste estatistico de Kruskal-Wallis (p < 0,05) entre 0s grupos
doente (vermelho) e saudavel (verde). O valor da mediana € representado por uma linha no
interior da caixa, a média por um ponto preto e os outliers por cruzes. Dados de abundancia
obtidos a partir da previsdo taxondmica pelo servidor MG-RAST.
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Figura 24. Boxplot demonstrando a distribuicdo na propor¢do do filo Spirochaetes com
diferenca significativa para o teste estatistico de Kruskal-Wallis (p < 0,05) entre 0s grupos
doente (vermelho) e saudavel (verde). O valor da mediana € representado por uma linha no
interior da caixa, a média por um ponto preto e os outliers por cruzes. Dados de abundancia
obtidos a partir da previsao taxondmica pelo servidor MG-RAST.
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Um total de 557 géneros foi obtido. Deste total, 98 géneros apresentaram diferenca
estatistica significativa para o teste estatistico ndo paramétrico Kruskal-Wallis com p < 0,05.
Os 20 géneros que apresentaram diferenca estatistica e obtiveram os maiores valores de

abundancias estao representados na Figura 25.

Figura 25. Heatmap dos géneros com diferenca estatistica significativa entre os grupos de
estudo para o teste Kruskal-Wallis (p < 0,05). Utilizou-se para a construcdo das arvores uma
matriz de similaridade de Bray-Curtis. Dados de abundéncia obtidos a partir da previséo
taxonémica pelo servidor MG-RAST.
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5.6 RELACOES FILOGENETICAS, RIQUEZA E DIVERSIDADE
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Com base em todas as espécies encontradas durante a analise feita pelo programa
Metaphlan 2.0, foi observado um total de 155 espécies distintas no grupo saudavel, enquanto

0 grupo doente apresentou 186 (Figura 26) demonstrando uma riqueza de espécies maior.

Figura 26. Diagrama de Venn da riqueza de espécies encontrada entre os grupos doente
(vermelho) e saudavel (azul) fazendo uso dos dados de abundancia obtidos do programa
Metaphlan 2.0.
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Todos os estimadores de riqueza aplicados aos dados de cada amostra em ambos 0s
grupos mostraram valores maiores de riqueza (Figura 27 e Figura 28) que variam entre
167,66-196,44 (grupo saudavel) e 194,81-209,64 (grupo doente). Além da riqueza de espécies
apresentar maior valor no grupo doente, os maiores valores quanto aos indices de diversidade
de Shannon e Simpson (1-D) concentram-se também nas amostras do grupo doente. Os dados
numericos tanto da riqueza quanto dos indices de diversidade para cada amostra podem ser

encontrados na Tabela 16.

Figura 27. Estimativa de riqueza de espécies em amostras do grupo saudavel. Dados de
abundancia obtidos a partir da previsao taxonémica pelo programa Metaphlan 2.0.
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Figura 28. Estimativa de riqueza de espécies em amostras do grupo doente. Dados de
abundéancia obtidos a partir da previsao taxonémica pelo programa Metaphlan 2.0.
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Tabela 16. Indices de diversidade de Shannon e Simpson (1-D), e riqueza de cada amostra.
Foram utilizados os dados de abundancia obtidos do programa Metaphlan 2.0.

Amostra Riqueza Shannon  Simpson (D-1)
01 98 3,053 0,913
02 77 2,812 0,884
03 97 2,838 0,874
04 78 2,876 0,907
05 70 2,348 0,800
06 81 3,274 0,934
07 119 2,942 0,865
08 89 2,904 0,896
09 81 2,939 0,893
10 64 1,720 0,662
11 74 2,602 0,860
12 65 2,727 0,874
13 83 3,018 0,883
14P 123 3,872 0,963
15P 96 3,794 0,967
16P 113 3,795 0,963
17P 88 3,178 0,923
18P 81 3,247 0,933
19P 117 3,005 0,888

20P 135 3,731 0,955
21P 81 3,385 0,931
22P 46 3,208 0,937
23P 127 4,087 0,974
24P 115 3,416 0,929
25P 117 3,166 0,914
26P 32 2,832 0,913
27P 102 3,208 0,922

Tanto os indices de diversidade de Shannon quanto o de Simpson (1-D) apresentaram
diferenca significativa para o teste estatistico Kruskal-Wallis para p < 0,05 (Figura 29 e
Figura 30). O indice de diversidade beta (Whittaker) resultou em 0,873 para o grupo saudavel
e 0,897 para o grupo doente.
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Figura 29. Boxplot demonstrando a distribuicdo do indice de Shannon com diferenca
significativa para o teste estatistico Kruskal-Wallis (p < 0,05) entre os grupos doente
(vermelho) e saudavel (verde). O valor da mediana é representado por uma linha no interior
da caixa e os outliers por circulos.
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Figura 30. Boxplot demonstrando a distribuicdo do indice de Simpson com diferenca
significativa para o teste estatistico Kruskal-Wallis (p < 0,05) entre os grupos doente
(vermelho) e saudavel (verde). O valor da mediana é representado por uma linha no interior
da caixa e os outliers por circulos.
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As relagbes filogenéticas demonstradas através de cladogramas auxiliam na

visualizacdo dos dados de abundéncia encontrados pelo programa Metaphlan 2.0. Desta
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forma, a representacdo filogenética das espécies bacterianas para ambos os grupos de estudo
pode ser visualizada na Figura 31 e Figura 32.
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Figura 31. Representacdo filogenética em forma de cladograma dos tdxons resultantes da andlise taxondémica pelo programa Metaphlan 2.0 do
grupo saudavel. O tamanho dos circulos internos assim como das barras externas demonstra, de modo proporcional, a abundancia do nivel

taxondmico e das espécies, respectivamente.
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Figura 32. Representacdo filogenética em forma de cladograma dos taxons resultantes da anélise taxondmica pelo programa Metaphlan 2.0 do
grupo doente. O tamanho dos circulos internos assim como das barras externas demonstra, de modo proporcional, a abundancia do nivel

taxondmico que se esteja observando e das espécies, respectivamente.
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5.7 ANOTACAO FUNCIONAL VIA KEEG

Durante a andlise funcional realizada através do servidor MG-RAST com uso do
banco de dados KEEG foi submetido um pool total de 78.815.223 ORFs, das quais foram
anotadas 3.221.748 para o grupo doente e 7.581.449 para o grupo saudavel (Tabela 17). Esses
resultados estdo representados por 1343 genes distintos e encontram-se distribuidos entre o0s
grupos de estudo de acordo com a classificacdo de nivel hierarquico 1, como: processos
celulares, processamento de informacdo ambiental, processamento de informacdo genética,

doencas humanas, metabolismo, sistemas organizacionais.

Tabela 17. Open Read Frames (ORFs) anotadas em banco de dados KEGG através do
servidor MG-RAST.

Open Read Frames
Amostra  Submetidos Anotados %Anotados

2 3.403.497 491.632 14,44
3 2.531.841 419.188 16,56
4 4.240.819 809.512 19,09
5 3.263.377 526.112 16,12
6 2.882.044 314.663 10,92
7 6.688.384  1.197.647 17,91
8 4.975.781 953.751 19,17
9 3.498.422 669.826 19,15
10 4.806.217 858.842 17,87
11 4.155.435 560.682 13,49
12 1.636.140 282.768 17,28
13 3.415.868 496.826 14,54
14P 2.860.341 252.942 8,84
15P 1.423.592 81.645 5,74
16P 2.158.242 175.666 8,14
17p 7.308.104 957.059 13,10
18P 994.862 20.676 2,08
19P 2.860.354 341.648 11,94
20P 4.570.297 434.529 9,51
21P 96.9250 13.162 13,58
22P 49.9960 11.577 23,16
23P 1.687.514 119.766 7,10
24P 1.825.933 170.403 9,33
25P 4.208.027 529.646 12,59
26P 384.511 6.775 1,76

27P 1.566.411 106.254 6,78
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Com base nos dados de abundancia relativa para todo o conjunto amostral, mais de
50% dos resultados obtidos estdo contidos na categoria “Metabolismo” seguido por
“Processamento de informagao genética” e “Processamento de informagao ambiental” (Tabela
18). Embora a Anélise de Componentes Principais (PCA) realizada sobre os dados referentes
ao nivel hierarquico 1 ndo mostre separacdo entre os grupos de estudo (Figura 33), houve
diferenca estatistica significativa para “Processamento de informacdo genética” com maior

abundancia para o grupo doente (Tabela 18 e Figura 34).

Tabela 18. Abundancia relativa para o nivel hierarquico 1 obtido do banco de dados KEGG,
para cada grupo de estudo. O simbolo “*” indica os resultados com diferenga significativa
para o teste estatistico de Kruskal-Wallis (p < 0,05), corrigido pelo método Benjamini-
Hochberg.

Nivel hierarquico 1 %Saudavel %Doente  p-value

Metabolismo 53,17 53,28 2,41E-01
Processamento de informacao genética* 27,30 28,03 4,49E-02
Processamento de informacdo ambiental 14,69 13,88 2,72E-01
Processos celulares 2,76 2,65 8,17E-01
Doencas humanas 1,50 1,53 8,77E-01
Sistemas organizacionais 0,57 0,63 2,72E-01

Figura 33. Anélise de Componentes Principais (PCA) realizada através do programa STAMP
a partir dos dados de abundancia relativa dos resultados obtidos para o nivel hierarquico 1
(KEGG) dos grupos doente (azul) e saudavel (laranja).

E doente [ saudavel

0.02
I
a |
% e
0.01 |y |
(=] * | @
I
- e =
£ 000k - --B - — - - - @ _ _ Ll
2 8 ®
3 ] | ]
O I
8]
& —0.01f | ® ]
= I
I
I
—0.02} ]
@ |
a I
1 | 1 I 1 I

-0.02 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08
PC1 (80.2%)



71

Figura 34. Boxplot demonstrando a distribuigdo na proporgdo categoria ‘“Processamento de
informagao genética” com diferenca significativa para o teste estatistico de Kruskal-Wallis (p
< 0,05), corrigido pelo método Benjamini-Hochberg, entre os grupos doente (vermelho) e
saudavel (verde). O valor da mediana é representado por uma linha no interior da caixa, a
meédia por um ponto preto e os outliers por cruzes. Dados de abundéncia obtidos da anélise
funcional a partir do banco de dados KEGG, nivel hierarquico 1, realizada pelo servidor MG-
RAST.
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Os resultados obtidos a partir do nivel hierarquico 2 estdo distribuidos em 38
categorias distintas. As categorias que se destacam por apresentar maiores valores de
abundancia, tanto em doentes quanto em saudaveis, respectivamente, sdo: Metabolismo de
aminoacidos (17%; 19,95%), traducdo (13,06%; 13,49%), metabolismo de carboidratos
(11,79%; 12,21%) e transporte de membrana (11,23%; 10,53%).

A Analise de Componentes Principais (PCA) para o nivel hierdrquico 2 néo
demonstrou agrupamento de amostras do mesmo grupo de estudo, assim como ndo houve
separacdo clara entre amostras dos grupos distintos (Figura 35). A analise exploratéria
presente na Figura 36, por sua vez, com base na abundancia relativa das categorias em cada
amostra, aponta para um perfil similar entre todas as amostras. Embora os resultados
exploratérios tenham mostrado similaridade entre os grupos de estudo, ao realizar analise
estatistica pelo teste estatistico ndo paramétrico Kruskal-Wallis (p < 0,05) foi possivel
encontrar diferenca estatistica significativa para a categoria ‘“‘transcri¢do” com maior

abundancia no grupo doente (3,01%) em relacdo ao saudavel (2,57%) (Figura 37).
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Figura 35. Anélise de Componentes Principais (PCA) realizada atraves do programa STAMP
a partir dos dados de abundancia relativa dos resultados obtidos para o nivel hierarquico 2
(KEGG) dos grupos doente (azul) e saudavel (laranja).
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Figura 36. Perfil funcional de cada individuo envolvido no estudo com base no nivel hierarquico 2 obtido do banco de dados KEGG. O simbolo
“*” indica os resultados com diferenga significativa para o teste estatistico de Kruskal-Wallis (p < 0,05), corrigido pelo método Benjamini-
Hochberg.
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Figura 37. Boxplot demonstrando a distribuigdo na propor¢ao categoria “Transcri¢do” com
diferenca significativa para o teste estatistico de Kruskal-Wallis (p < 0,05), corrigido pelo
método Benjamini-Hochberg, entre os grupos doente (vermelho) e saudavel (verde). O valor
da mediana é representado por uma linha no interior da caixa, a média por um ponto preto e
os outliers por cruzes. Dados de abundancia obtidos da anélise funcional a partir do banco de
dados KEGG, nivel hierarquico 2, realizada pelo servidor MG-RAST.
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Os resultados obtidos a partir do nivel hierarquico 3 apresentaram um total de 124
categorias distintas. A Andlise de Componentes Principais (PCA), quando observado o PC1,
demonstrou uma melhor separacdo dos grupos em comparacdo com as PCAs executadas nos
niveis hierdrquicos anteriores (Figura 38). Das categorias obtidas, destacam-se
“transportadores ABC” ¢ “biossintese de aminoacil-RNAt”, com maiores abundancias durante
0 estudo. Entretanto, somente 4 categorias obtiveram diferenca significativa com maior
abundancia no grupo doente (Tabela 19).
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Figura 38. Anélise de Componentes Principais (PCA) realizada através do programa STAMP
a partir dos dados de abundancia relativa dos resultados obtidos para o nivel hierarquico 3
(KEGG) dos grupos doente (azul) e saudavel (laranja).
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Tabela 19. Abundéancia relativa das categorias obtidas do nivel hierarquico 3 do banco de
dados KEGG que apresentaram diferenca estatistica significativa entre os grupos de estudo
para o teste estatistico de Kruskal-Wallis (p < 0,05), corrigido pelo método Benjamini-
Hochberg.

Nivel hierarquico 3 %Saudaveis  %Doentes  p-values

Biossintese de aminoacil-RNAt 8,03 8,63 1,08E-02
RNA polimerase 2,57 3,01 8,80E-03
Metabolismo do piruvato 1,99 2,28 3,14E-02
Vias de fixacao de carbono em procariontes 0,42 0,49 1,18E-02

Um total de 1343 genes foram encontrados durante a andlise através do banco de
dados KEGG para o nivel hierarquico “func¢éo”. A Andlise de Componentes Principais (PCA)
mostrou agrupamento de amostras provenientes do mesmo grupo, sugerindo distingdo entre

grupos de estudo (Figura 39).
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Figura 39. Anélise de Componentes Principais (PCA) realizada atraves do programa STAMP
a partir dos dados de abundancia relativa dos resultados obtidos para o nivel hierarquico
“funcao” (KEGG) dos grupos doente (azul) e saudavel (laranja).
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A partir do total de genes obtidos, 98 apresentaram diferenca estatistica significativa
para o teste Kruskal-Wallis (p < 0,05), corrigido pelo método Benjamini-Hochberg. Apo6s
aplicar a Anélise de Discriminantes Lineares (LDA), apenas 2 genes nao passaram no teste,
restando 96 genes. O resultado final, portanto, revelou 85 genes associados ao grupo saudavel,

enquanto 11 genes foram associados ao grupo doente (Figura 40).
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Figura 40. Anélise de Discriminantes Lineares (LDA) aplicada aos dados de abundéancia
relativa dos resultados obtidos para o nivel hierarquico “fun¢ao” (KEGG) com diferenca
significativa para o teste estatistico de Kruskal-Wallis (p < 0,05), corrigido pelo método
Benjamini-Hochberg. Em vermelho, todos os genes resultantes para o grupo doente. Em
verde, apenas 0s 11 genes que obtiverem as melhores pontuacfes para 0 grupo saudavel.
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5.8 ANOTACAO FUNCIONAL VIA CAZy

Através da analise realizada no banco de dados CAZy, obteve-se um total de
1.598.407 hits distribuidos em 569.575 para o grupo doente e 1.028.832 para 0 grupo
saudavel (Tabela 20). Esses resultados estdo classificados entre familias e subfamilias CAZy.
As familias onde os resultados encontram-se distribuidos sdo: Glicosideos Hidrolases (GH),
Glicosiltransferases (GT), Polissacarideo Liases (PL), Mddulos de Ligacdo a Carboidratos
(CBM), Esterases de Carboidratos (CE) e Atividades Auxiliares (AA).
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Tabela 20. Open Read Frames (ORFs) anotadas em banco de dados CAZy através do
programa DIAMOND.

Open Read Frames

Amostra  Submetidos Anotados %Anotados
2 3.403.497 77.871 2,29
3 2.531.841 42.117 1,66
4 4.240.819 97.271 2,29
5 3.263.377 68.286 2,09
6 2.882.044 40.763 1,41
7 6.688.384 174.407 2,61
8 4,975.781 144.560 2,91
9 3.498.422 102.379 2,93
10 4.806.217 97.608 2,03
11 4.155.435 74.532 1,79
12 1.636.140 35.961 2,20
13 3.415.868 73.077 2,14

14P 2.860.341 66.025 2,31
15P 1.423.592 27.388 1,92
16P 2.158.242 34.806 1,61
17P 7.308.104 138.775 1,90
18P 994.862 15.789 1,59
19P 2.860.354 51.324 1,79
20P 4.570.297 56.471 1,24
21P 969.250 11.751 1,21
22P 499.960 6.692 1,34
23P 1.687.514 23.192 1,37
24P 1.825.933 31.354 1,72
25P 4.208.027 79.669 1,89
26P 384.511 4.424 1,15
27P 1.566.411 21.915 1,40

Ao observar as abundancias entre os grupos de estudo, notou-se que as familias GH,
GT e CBM séo detentoras de maior abundancia em ambos os grupos. Embora a Anélise de
Componentes Principais (PCA) ndo mostre uma clara separagdo espacial entre os individuos
dos diferentes grupos de estudo (Figura 41), observou-se mediante analise estatistica que a
familia Polissacarideo Liases (PL) apresentou diferenca estatistica significativa quando
comparada as abundéancias entre os diferentes grupos de estudo (Tabela 21,Figura 42).
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Tabela 21. Abundancia relativa das Familias CAZy obtidas do banco de dados CAZy para
cada grupo de estudo. O simbolo “*” indica os resultados com diferenca significativa para o
teste estatistico de Kruskal-Wallis (p < 0,05), corrigido pelo método Benjamini-Hochberg.

Familia %Saudaveis %Doentes p-values
Glicosideos Hidrolases (GH) 40.14 42.15 1.52E-01
Glicosiltransferases (GT) 37.30 37.77  9.18E-01
Modulos de Ligacdo a Carboidratos (CBM) 17.90 1521  6.16E-01
Esterases de Carboidratos (CE) 453 460 5.60E-01
Polissacarideo Liases (PL)* 0.06 0.21  1.56E-03
Atividades Auxiliares (AA) 0.07 0.07  9.56E-01

Figura 41. Analise de Componentes Principais (PCA) realizada através do programa STAMP
a partir dos dados de abundancia relativa dos resultados obtidos para a categoria “Familia”

(CAZy) dos grupos doente (azul) e saudavel (laranja).

0.06 -

0.04 -

0.02 | ®
° °
— ]
F 000 - - - - - - ——————— - r-—¢-2-----------
<
7 B e
5 ]
& —po2f ®
=]
L] =]
—-0.04 - o e

—0.06 |-

-0.08 |-

I doente [ saudavel

I
-0.05 0.00 0.05
PCL (64.2%)

I
0.10



80

Figura 42. Boxplot demonstrando a distribui¢do na propor¢do da familia Polissacarideo Liases
(PL) com diferenca significativa para o teste estatistico de Kruskal-Wallis (p < 0,05),
corrigido pelo método Benjamini-Hochberg, entre os grupos doente (vermelho) e saudavel
(verde). O valor da mediana é representado por uma linha no interior da caixa, a média por
um ponto preto e os outliers por cruzes. Dados de abundéancia obtidos a partir da analise
funcional a partir do banco de dados CAZy, nivel de familia, realizada pelo programa
DIAMOND (Blastp).
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6 DISCUSSAO

O corpo humano é composto por diferentes microambientes capazes de abarcar
microbiotas especificas que, comumente, possuem uma estreita relacdo adaptativa com 0s
mesmos. A composic¢ao dessas comunidades microbianas no corpo humano pode variar entre
individuos e ser observada em diferentes estudos (GRICE et al. 2008; LOZUPONE et al.
2012).

Os resultados encontrados no presente estudo sugerem que ha uma composicao
taxondmica caracteristica da cavidade oral. Tal composi¢do apresenta uma predominancia do
dominio Bacteria com relativamente poucos representantes dos dominios Archaea, Eukaryota
e Virus. De acordo com os resultados obtidos a partir do programa Metaphlan 2.0, mais de
99% do perfil taxonébmico da cavidade oral poderia ser representado pelos filos bacterianos
Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes, Proteobacteria, Fusobacteria, Candidatus
Saccharibacteria, Spirochaetes e Tenericutes. AAS et al. (2005) e DEWHIRST et al. (2010),
analisando sequéncias do gene 16S rRNA obtidas a partir de cavidade oral em diferentes
sitios e condiges clinicas, obtiveram resultados similares, contribuindo para a afirmacdo de
que o dominio Bacteria, assim como os filos obtidos neste estudo, constituem a maior parcela
da microbiota presente na cavidade oral.

De modo geral, os resultados em nivel de filo apontam para um perfil taxonémico
similar quanto a presenca e auséncia de tdxons, tanto para o estado saudavel, quanto doente.
Esses resultados sdo tema de discussfes que envolvem a busca por um microbioma central,
denominado na literatura como core microbiome. Acredita-se que exista um core microbiome
composto por genes ou espécies que todos compartilhamos. Uma vez definido este core
microbiome, seria possivel compreender melhor o microbioma humano como um todo
(HAMADY, KNIGHT, 2009).

O caminho em direcdo a busca pelo core microbiome oral, fazendo uso de seu
conceito, foi iniciado por Zaura et al. (2009), que definiu com clareza a presenca dos filos
Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes e Fusobacteria como integrantes
efetivos. Foi proposto que a abundancia de filotipos pertencentes a estes filos estaria
relacionada a estabilidade funcional e homeostase necessarias para que houvesse um
ecossistema saudavel. Em nosso estudo, foi observada a presenca dos filos propostos por
Zaura et al. (2009), porém com variacGes nas abundancias nos estados doente e saudavel,
sugerindo que, embora constate-se um core microbiome, variages na abundancia dos

filotipos presentes podem interferir no ecossistema e refletir diretamente na homeostase oral.



82

Na analise realizada atraves do programa Metaphlan 2.0, nota-se que os filos
Actinobacteria e Proteobacteria apresentaram uma maior abundéncia para o grupo saudavel,
32,12% e 20,79%, respectivamente (Kruskal-Wallis, p < 0,05) corroborando achados
anteriores (CHEN et al. 2018). Por sua vez, o grupo doente apresenta a maioria dos filos
obtidos com uma abundancia maior que o grupo saudavel tanto na andlise via Metaphlan 2.0
(Tabela 6) quanto MG-RAST (Tabela 15). Destacam-se os filos Bacteroidetes, Fusobacteria,
Candidatus Saccharibacteria, Spirochaetes e Synergistes com abundancias de 26,13%,
5,63%, 1,01%, 0,9%, 0,09%, respectivamente (Kruskal-Wallis, p < 0,05).

Varios organismos do filo Bacteroidetes podem ser encontrados colonizando animais e
seres humanos sem apresentar complicacfes. Esse filo € conhecido por serem bons em
degradacdo de matéria organica polimérica, em especial carboidratos e proteinas. Ja €
descrito na literatura a presenca do filo Bacteroidetes tanto na saliva quanto em placa dentéaria
de individuos saudaveis ou doentes (KEIJSER et al. 2008; THOMAS et al. 2011). Contudo, é
interessante salientar que este filo apresenta uma estreita relagdo com o estado de doenca
periodontal, uma vez que nele estdo contidos varios géneros gram-negativos que atuam na
doenca. Prevotella, Capnocytophaga, Porphyromonas e Tannerella, todos presentes no grupo
doente em nosso trabalho, correspondem aos géneros mais importantes descritos na literatura
que atuam durante o estabelecimento da periodontite (PEREZ-CHAPARRO, GONCALVES,
FIGUEIREDO, 2014).

Organismos do filo Fusobacteria também podem ser encontrados na cavidade oral
tanto de individuos saudaveis quanto doentes. Para o estudo da cavidade oral, ganha destaque
0 género Fusobacterium pertencente a familia Fusobacteriaceae, composta por individuos
obrigatoriamente gram-negativos que habitam a cavidade oral atuando como patdgenos
oportunistas (HAN, 2015). Seu papel durante o estabelecimento das doencas orais esta
relacionado a capacidade de coagregacdo que seus membros tém com diferentes organismos
que habitam a cavidade oral (KOLENBRANDER et al. 2006). Dessa forma, a caracteristica
de coagregacdo auxilia consideravelmente o crescimento de biofilme e, portanto, o
estabelecimento de doencas orais como infecgfes endodonticas, gengivite, periodontite
agressiva e periodontite cronica (SIQUEIRA et al. 2007; GRIFFEN et al. 2012).

O filo Spirochaetes é notavel em infeccdes que causam doencas periodontais. Embora
algumas espécies deste filo ja tenham sido cultivadas, a maioria ainda permanece sem
abordagens de cultivo estabelecidas, por serem organismos com alta dependéncia metabdlica
do hospedeiro. Durante o estabelecimento da periodontite, o género Treponema € 0 mais

conhecido. Nele estdo compreendidas espiroquetas orais que apresentam uma ampla
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variedade de fatores de viruléncia e medeiam a penetragéo, destruicdo tecidual e evasdo de
respostas imunes do hospedeiro. Dentre as espécies do género, destaca-se a Treponema
denticola que, além de apresentar as caracteristicas ja citadas, demonstra um grande potencial
de coagregacdo com espécies do filo Bacteroidetes e Fusobacteria, também presentes no
biofilme responsével pela periodontite (CHAN, MCLAUGHLIN, 2000; VISSER, ELLEN,
2011).

Os membros que compdem o filo Synergistes sdo pouco conhecidos. Contudo, sabe-se
gue esses organismos sdo caracteristicamente gram-negativos, anaerébios, bons degradadores
de aminodcidos e apresentam ampla distribuicdo na natureza. A identificacdo de taxons desse
filo em amostras provenientes de pacientes portadores de infeccdo sugere um possivel papel
patogénico. A presenca do filo Synergistes em doencas como periodontite, caries e infecgdes
endodénticas ja foi relatado anteriormente. No biofilme periodontal, é possivel encontrar
microrganismos que degradam substratos proteicos complexos (por exemplo, filo
Bacteroidetes), enquanto outros degradam aminoécidos disponibilizados (Fusobacterium e
Peptostreptococcus). Neste contexto, é possivel encontrar um nicho similar, onde os
microrganismos do filo Synergistes possam atuar (SONIA et al. 2007).

De acordo com Bor et al. (2019) as bactérias do filo Candidatus Saccharibacteria
(antigo TM7) estdo comumente presentes na cavidade oral e sdo encontradas em baixa
abundéncia. No entanto, um aumento de membros de Candidatus Saccharibacteria foi
associado com a presenca de gengivite e doenca periodontal (CAMELO-CASTILLO et al.
2015). As espécies desse filo tém como principal caracteristica o tamanho ultrapequeno,
vivendo, portanto, em parasitose com sua bactéria hospedeira. Além disso, estudos genémicos
revelam que ha auséncia de caminhos metabdlicos para a biossintese de nucleotideos, lipidios
e aminodcidos. Dessa forma, Candidatus Saccharibacteria consiste de taxons auxotréficos e
metabolicamente dependentes de outros organismos. Seu papel na doenca periodontal ainda
ndo foi esclarecido; contudo, por ser uma bactéria que parasita outras bactérias, acredita-se
que estes organismos possam atuar modulando a microbiota do biofilme (BOR et al. 2019).

Pérez-Chaparro, Gongalves e Figueiredo (2014) citam o filo Euryarcheota proveniente
do dominio Archaea e dominio Eukaryota, reino Fungi como atuantes na periodontite. O filo
Euryarcheota foi obtido em nosso estudo através da analise pelo servidor MG-RAST com
abundancia relativa para os grupos doente e saudavel nos seguintes valores: 0,00024% e
0,000062%, respectivamente. Ainda assim, ndo houve diferenca estatistica significativa.

Embora os filos sejam um importante ponto de partida para compreender melhor a

microbiota envolvida na periodontite, é possivel encontrar tdxons presentes nesses filos que



84

necessariamente ndo estejam relacionadas a doenga (AAS et al. 2005; ZAURA et al. 2009).
Portanto, faz-se necesséaria a observacdo dos demais niveis taxondmicos. Ainda assim, é
possivel afirmar que, mediante os resultados observados, altos valores de abundancias para os
filos Bacteroidetes, Fusobacteria, Candidatus Saccharibacteria, Spirochaetes e Synergistes
podem atuar como indicativo ou sinal de alerta para o desenvolvimento de um quadro de
periodontite. O dominio Virus e demais filos bacterianos, Firmicutes e Tenericutes, ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa ao nivel de filo.

De acordo com Nazidze et al. (2009) e Ling et al. (2010), os géneros Streptococcus,
Prevotella, Veillonella, Neisseria, Haemophilus, Rothia, Porphyromonas e Fusobacterium
juntos podem chegar a representar > 70% de todos 0s tdxons presentes. Em nosso estudo, foi
possivel encontrar todos esses géneros. Entretanto, ao observar a Tabela 7 e a Tabela 8,
notamos que esses géneros apresentaram um valor menor no grupo doente (67,56%),
enquanto que no grupo saudavel, tal valor correspondeu a 87,15%. Embora ndo representado
na Tabela 8, o género Fusobacterium teve como abundéncia relativa 1,04% no grupo
saudavel.

E conhecido na literatura que os géneros Rothia, Porphyromonas, Prevotella,
Capnocytophaga, Neisseria e Treponema podem estar envolvidos na suscetibilidade de um
individuo a doenga periodontal (TAKESHITA et al. 2009; READY et al. 2008; YILMAZ,
2008). Todos estes géneros foram encontrados em nosso estudo, no qual Capnocytophaga
(1,84%) e Treponema (0,9%) apresentaram maior abundancia para os doentes com diferenca
estatistica significativa. Os demais que apresentaram maior abundancia no grupo doente,
poréem sem diferenca estatistica significativa foram: Prevotella (14,12%) e Porphyromonas
(7,1%). Curiosamente os géneros Rothia e Neisseria, embora relacionados a susceptibilidade
a doenca periodontal apresentaram maior abundancia no grupo saudavel, respectivamente,
27,72% (p < 0,05) e 6,51%. Quando se observa os resultados da Andlise de Discriminantes
Lineares (LDA) na

Figura 15, fica ainda mais claro a presenca do género Rothia ao grupo saudavel.

Os dados exploratorios e estatisticos com base nas diferentes analises realizadas
possibilitaram a criacdo de um grupo forte de géneros candidatos que possivelmente estejam
envolvidos na periodontite, sendo eles: Eubacterium, Leptotrichia, Corynebacterium,
Treponema, Parvimonas, Fusobacterium, Filifactor, Capnocytophaga, Tannerella,
Bifidobacterium, Peptostreptococcus, Dialister, Catonella, Selenomonas, Campylobacter e

Porphyromonas. Todos esses géneros apresentam espécies descritas na literatura como
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relacionadas com a periodontite (SOCRANSKY, 2005; CHAPARRO, GONCALVERS E
FIGUEIREDO, 2014).

A Analise de Discriminantes Lineares (LDA) na Figura 16, demonstrou uma
separacdo entre os grupos de estudo no que diz respeito a composic¢do e/ou abundancia de
espécies encontradas nos mesmos. Daquelas espécies descritas na literatura como sendo
estabelecedoras da periodontite, foram encontradas em nosso trabalho Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia. Os resultados para essas espécies
sugerem que de fato ha uma estrita relacdo com individuos portadores de periodontite. Por
esse motivo, altas abundancias dessas espécies em pacientes podem atuar como um forte
indicador do estabelecimento da periodontite. Contudo, ndo podemos esquecer que uma
cadeia de eventos é necessaria até que essas espécies se estabelecam. Socransky, Haffajee
(2002, 2005), definiram complexos que orientam como espécies podem se comportar, assim
como, qual a contribuicdo de cada complexo durante o estabelecimento da periodontite. Com
base na Analise de Discriminantes Lineares (LDA) apresentada na Figura 16, mais de 50
espécies encontradas em nosso estudo podem estar envolvidas com a periodontite.

Baseando-se no diagrama elaborado por Socransky, Haffajee (2005), observado na
Figura 2, € possivel notar que as espécies V. parvula, C. ochracea, C. gracilis, C. rectus, F.
nucleatum, P. intermedia, P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola foram encontradas em
nosso trabalho com maior abundancia para o grupo doente (Kruskal-Wallis, p < 0,05).
Enquanto, C. showae e F. nucleatum foram encontradas com maior abundancia para 0 grupo
saudavel (Kruskal-Wallis, p < 0,05). Outras espécies que podem ser mescladas com o trabalho
de Socransky, Haffajee (2005) e que estiveram presentes em nossas analises, porém sem
diferenga significativa entre os grupos, foram: A. naeslundii, S. gosdonii, S. intermedius, S.
sanguinis, C. gingivalis, E. corrondens, A. odontolyticus, P. nigrescens e S. constellatus.

Durante o estudo dos complexos propostos por Socransky, Haffajee (2002, 2005),
nota-se que a maior parcela das espécies responsaveis pela colonizagdo primaria é do género
Streptococcus, o qual foi abundante tanto no grupo saudavel, quando no doente n&o
apresentando diferenca estatistica para a maioria das especies desse género. Essa elevada
abundancia do género Streptococcus é esperada na cavidade oral, como observado nos
estudos de AAS et al. (2005) e DEWHIRST et al. (2010).

As espécies do género Veillonella tem a capacidade de interagir com espécies do
género Streptococcus. Essa interacdo ocorre atraves de adesdo facilitando posteriormente a
associacdo com outros microrganismos presentes na cavidade oral vindo a ocasionar o

crescimento da placa dentaria. Por conta dessa caracteristica, € comum encontrarmos espécies
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do género Veillonella em maior abundancia em pacientes com periodontite estabelecida
(MASHIMA, NAKAZAWA, 2015). Em nosso estudo foram encontradas V. atypica (0,98%),
V. dispar (0,87%) e V. parvula (1,3%) em ambos os grupos, sendo esta abundancia em
destaque proveniente do grupo doente, o qual sempre apresentou os maiores valores. Apenas a
espécie Veillonella sp oral taxon 780 apresentou maior abundancia no grupo saudavel. Essa
espécie em questdo ja foi encontrada previamente habitando a cavidade oral em condi¢fes que
indicam a presenca de caries dentarias (JIANG et al. 2016). Contudo, o resultado apresentado
para essa espécie no grupo saudavel é proveniente de apenas uma amostra sendo, portanto,
considerado um caso isolado.

As espécies do género Capnocytophaga fazem parte da microflora oral normal do
homem e também de animais (KATO et al. 2011), considerados oportunistas, costumam estar
associados a doencas periodontais podendo ocasionar até mesmo infec¢do sistémica em
hospedeiros imunocompetentes e imunocomprometidos (JOLIVET-GOUGEON et al. 2007).
Algumas espécies do género Capnocytophaga sdo consideradas colonizadoras precoces
durante a formacéo da placa dentaria como é o caso de C. ochracea (0,07%) encontrada em
nosso estudo com diferenca estatistica e maior abundancia no grupo doente. Esta espécie é
capaz de se agregar inicialmente a outras do género Streptococcus e Actinomyces. Além disso,
colonizadores tardios ainda séo capazes de se utilizar C. ochracea como ponto de ades&o. Por
esses motivos, C. ochracea é considerada importante durante a formacéo do biofilme dentério
(KOLENBRANDER et al. 2006).

De acordo com Henne et al. 2014, Campylobacter spp. esta presente em comunidades
orais tanto em individuos saudaveis quanto portadores de periodontite. Entretanto, é possivel
observar aumento C. gracilis e C. rectus quando o individuo é portador de periodontite e
menor abundancia de C. concisus em individuos saudaveis. De fato, observamos a mesma
caracteristica em nosso trabalho tendo C. gracilis e C. rectus com 0,21% e 0,03% de
abundancia, respectivamente, para o grupo doente com diferenca significativa. Enquanto C.
concisus apresentou maior abundancia para o grupo saudavel (0,07%) e menor para o doente
(0,05%). Embora descrita anteriormente na literatura como sendo relacionada a gengivite e
periodontite, a espécie C. showae apareceu em nosso estudo com maior relacdo ao estado
saudavel com uma abundancia de 0,03% (p < 0,05) sendo que para o estado doente
permaneceu em 0,02%.

Fusobacterium nucleatum, alocado no complexo laranja por Socransky, Haffajee
(2005), pode ser considerado um organismo central para a relagdo entre colonizadores

primarios e colonizadores tardios durante a formacdo da placa dentaria. Neste estudo, F.
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nucleatum apresentou abundancias de 1,49% para os doentes e 0,17% em saudaveis com p <
0,05. F. nucleatum é um microrganismo capaz de estabelecer relacGes de coagregacdo com
diversos outros microrganismos durante a formacdo da placa dental (KOLENBRANDER et
al. 2006; HAN, 2015).

Algumas espécies que ja foram citadas na literatura estando relacionadas ao estado de
doenca periodontal foram mais prevalentes em saudaveis em nosso estudo, destacando-se:
Fusobacterium periodonticum, Rothia mucilaginosa e Porphyromonas sp oral taxon 279. Os
motivos que levaram a maior prevaléncia das mesmas no grupo saudavel permanecem
incognitos. Pacientes com doenca periodontal abrigam niveis elevados de microrganismos
periodontopat6genos na saliva tendo uma elevacéo na area da bolsa periodontal. Contudo, é
importante notarmos que a cavidade oral é composta por diferentes regiGes e que cada uma é
capaz de abarcar uma microbiota distinta. A saliva por sua vez esta em contato com a maior
grande parte das regides presentes na cavidade oral. Portanto, a saliva abarca microrganismos
que definem a microbiota oral juntamente com aqueles que seguem em desequilibrio de
abundancia em estado de doenca periodontal (SAYGUN et al. 2011). Nesse contexto, a
presenca pontual de microrganismos dos complexos distintos do vermelho, proposto por
Socransky, Haffajee (2005), em individuos saudaveis, pode ocorrer em analises que facam
uso da saliva uma vez que a mesma abarca 0 conjunto de microrganismos presente na
cavidade oral.

A espécie ndo usual Porphyromonas sp oral taxon 279, cujo género é similar a de uma
representante do complexo vermelho (P. gingivalis), também obteve maiores abundancias no
grupo saudavel com p < 0,05. A literatura se demostrou vaga quanto ao conhecimento gerado
a respeito desta espécie em questdo. Contudo, Yost et al. (2015) também encontrou
Porphyromonas sp oral taxon 279 relaciona a periodontite. O’Flynn et al. (2015) identificou
qgue Porphyromonas sp oral taxon 279 apresenta uma maior flexibilidade metabdlica em
comparagdo com P. gingivalis. Essa flexibilidade foi observada mediante a presenca quase
completa da via metabdlica para a sintese de protoporfirina IX. As dez enzimas que compdem
essa via trabalham na conversdo do L-glutamato em protoheme. Enquanto P. gingivalis
apresenta apenas trés enzimas, Porphyromonas sp oral taxon 279 apresenta oito.

Durante andlise da riqueza € possivel notar que o estado saudavel e doente
compartilham a grande maioria das espécies encontradas nesse estudo (Figura 26). Os
resultados de riqueza e diversidade (indices de Shannon e Simpson) mostram que 0 grupo
doente apresentou valores maiores para ambas as métricas em comparagdo com 0 grupo

saudavel. A diversidade beta calculada pelo indice Whittaker demostrou que a
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heterogeneidade na composicdo de espécies é muito parecida entre 0s grupos de estudo.
Ainda assim, a heterogeneidade foi 0,02 maior para grupo doente com o uso do indice de
Whittaker. Uma vez que comunidades microbianas que apresentam diversidade e riqueza
baixas abrigam patdgenos, simbiontes e patobiontes em frequéncias baixas e proporcdes que
garantem o estado de satde. Contudo, quando ocorrem perturbacfes ambientais nos tecidos
periodontais ou 0 hospedeiro apresenta susceptibilidade genética, os patégenos chaves podem
provocar inflamacéo capaz de alterar a base de nutrientes da bolsa periodontal. Desta fora,
ocorre a expansao proporcional de patobiontes em relacdo aos simbiontes, de forma que a
inflamacdo causada leve a destruicdo do tecido conjuntivo e tecido 6sseo. O resultado do
processo, portanto, € um aumento de riqueza e diversidade em portadores de periodontite
(COSTALONGA, HERTZBERG, 2014).

Uma espécie que se destacou durante a pesquisa foi Filifactor alocis. Essa espécie
vem sendo descrita na literatura (ARUNI, 2015) como sendo uma nova contribuinte para a
doenca periodontal. Em nosso estudo encontramos uma correlagdo positiva forte desta espécie
tanto com Porphyromonas gingivalis (+0,73) quanto com Treponema denticola (+0,86). Além
dessa correlacdo, F. alocis ainda ficou entre as 10 espécies com maior relacdo ao grupo
doente (Figura 16). Dessa forma, é possivel que F. alocis esteja desenvolvendo um papel
importante no estabelecimento das espécies do género Porphyromonas, em destaque P.
gingivalis, assim como para a espécie T. denticola. As espécies P. gingivalis e T. denticola
por sua vez apresentaram correlacdes positivas fortes, porém, observando-se os individuos
doentes 20P e 22P (Figura 14), nota-se que a auséncia de uma das espécies ndo é suficiente
para que a periodontite ndo se estabeleca.

A andlise funcional utilizando o banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) apontou para uma similaridade nos perfis funcionais das amostras
envolvidas no estudo (Figura 36). Essa similaridade reflete tanto quando comparadas
amostras do mesmo grupo quanto entre 0s grupos ao observar niveis funcionais elevados.
Essa similaridade em niveis funcionais elevados nos leva a interpretar que a cavidade oral
apresenta um perfil funcional conservado. JORTH et al. (2017) também observou tal
caracteristica ao notar que, embora haja variacdo no perfil taxondmico em comunidades
associadas a saude e doenca, a presenca de determinadas vias metabolicas se repete em
diferentes individuos, denotando uma caracteristica de conservagdo. Contudo, na medida em
gue a analise atinge niveis funcionais mais profundos notamos que 0s grupos de estudos
tendem a se distinguir, fato este que pode ser observado durante a analise exploratéria PCA

em nosso estudo.
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De modo geral, a categoria “Metabolismo” ganhou destaque por ter apresentando o
maior valor de abundancia, correspondendo a >50% dos resultados obtidos. Esses dados, por
sua vez, distribuem-se em trés principais subcategorias: metabolismo de aminoacidos,
metabolismo de carboidratos e metabolismo de nucleotideo. E observado, portanto, que tanto
no estado de doenca quanto no estado saudavel, a cavidade oral é predominada pela categoria
funcional “Metabolismo”, uma vez que h4 uma abundancia maior que as demais ao mesmo
tempo em que ndo ha diferenca estatistica significativa. Essa predominancia é seguida pelas
categorias ‘“Processamento de informagdo genética” e ‘“Processamento de informacgao
ambiental”.

A categoria “Processamento de informacdo genética” foi a Unica de nivel 1 que
apresentou diferenca estatistica significativa. Além disso, sua abundancia € maior no grupo
doente. Nesta categoria estdo inclusas: Dobra, classificacdo e degradacdo; Replicacdo e
reparo; Transcricdo; Tradugdo. Dentre estas subcategorias, “Transcricdo” foi a unica que
apresentou maior abundancia para o grupo doente com diferenca estatistica significativa. Ao
observarmos o0s resultados da Tabela 19, nota-se que, em sincronia com a abundancia no
processo de transcricdo, tem-se uma maior abundancia nas categorias que envolvem
biossintese de aminoacil-RNAt e RNA polimerase também com diferenca estatistica
significativa. Essa abundancia acontece em grande parte pelos genes rpoC e rpoE codificantes
das subunidades (beta e delta, respectivamente) da RNA polimerase bacteriana e aspsS, thrS e
pheT que codificam a sintetases de RNALt para aspartato, treonina e fenilalanina. Esses genes
ainda se apresentaram fortemente relacionados a doenca como mostra a analise LDA (Figura
40). Durante o processo e 0 estabelecimento do biofilme periodontal, ocorre disbiose e
sinergismo entre os microrganismos (TAN et al. 2014). Dessa forma, o dogma central da
biologia molecular pode ocorrer de forma intensificada por inducdo devido a comunicacao
entre as bactérias periodontais durante a infeccdo. A comunicacdo por sinergismo gera
respostas transcriptbmicas e protedmicas reciprocas capazes de promover a aquisicdo de
nutrientes, processos metabolicos e fatores de viruléncia (KUBONIWA et al. 2012;
HAJISHENGALLIS, 2015).

Embora a categoria “vias de fixacdo de carbono em procariontes” também tenha se
apresentado com maior abundancia no grupo doente e com diferenca estatistica significativa
(Tabela 19), apenas 2 genes se mostraram presentes: fhs e folD. Esses genes correspondem,
respectivamente, as enzimas ‘“formate-tetrahydrofolate ligase” e “metilenetetrahidrofolate
desidrogenase”. A via metabodlica na qual esses genes atuam é conhecida como “Wood-—

I3

Ljungdahl” ou *“via redutora de acetil-coenzima A”. Essa via ¢ utilizada por organismos
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acetogénicos que, portanto, sdo capazes de produzir acetil-coenzima a partir de hidrogénio
(H) e didxido de carbono (CO2) (SCHUCHMANN, MULLER, 2016). Esse processo ocorre
em meio anaerdbio, sendo a bolsa periodontal um ambiente amplamente propicio. Em nosso
trabalho, foram encontradas, na analise pelo servidor MG-RAST, sequéncias relacionadas
taxonomicamente a géneros conhecidos por apresentarem organismos acetogénicos, como:
Acetobacter, Acetohalobium, Clostridium, Enterobacter, Enterococcus, Pelobacter (ABREU,
2007). O estudo de organismos acetogénicos na periodontite pode ser um ponto interessante,
uma vez que poucos trabalhos foram realizados com esse foco. Alguns trabalhos, embora com
pouca abundéncia, relataram a presenca de Archaeas metanogénicas em bolsa periodontal
(HORZ, CONRADS, 2011). Sabendo que as arqueias metanogénicas utilizam o acetato para
produzir metano (ABREU, 2007), é possivel que haja uma relacdo desses grupos na
periodontite. Embora tenhamos encontrado sequéncias relacionadas taxonomicamente a
alguns géneros de arqueias metanogénicas e bactérias acetogénicas, a abundancia foi diminuta
e em individuos pontuais, demonstrando ser um fator limitante para a comparacdo entre 0s
grupos.

No trabalho desenvolvido por JORTH et al. 2014 foi observado que vias de
fermentacdo de lisina para butirato, catabolismo de histidina, biossintese de nucleotideos e
fermentacdo de piruvato apresentaram expressdo génica melhorada em todos os sitios
doentes. A presenca dessas vias em diferentes amostras sugere fortemente a importancia para
a estabilidade das populacdes associadas a doenca e provavelmente contribuem para o
processo da doenca. Contudo, nosso trabalho apresentou apenas o metabolismo do piruvato
em comum com estudo de JORTH et al. 2014. O metabolismo do piruvato apesentou maior
abundancia no grupo doente (p < 0,05) sendo o gene pfID aquele que apresentou a maior
relacdo (Figura 40). O gene pfID é responsavel por codificar a proteina formiato C-
transferase. Esse gene costuma ser expresso em ambientes hipoxicos e seu papel é auxiliar na
regulacdo do metabolismo anaerdbio da glicose, catalisando a reacdo reversivel de piruvato e
coenzima A em formiato e acetil-coA (WEIDNER, SAWERS, 1996; YESILKAYA et al.
2009). Em organismos periodonto- patogénicos, ainda ndo houve estudos que deram
importancia a este gene. Contudo, um estudo realizado por Yesilkaya et al. (2009)
demonstrou que o metabolismo de aclcares pode aumentar a viruléncia em pneumococos e
que os genes pfl sdo importantes contribuintes.

Wang et al. (2013), utilizando-se de amostras de placa subgengival, encontraram
divergéncias funcionais ao estudar a salde periodontal e doenca. Foi encontrado uma maior

presenca nas categorias que envolvem transporte de membrana, transducdo de sinais e
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motilidade celular. Destas, apenas motilidade celular apresentou diferenca em nosso trabalho,
com maior abundéancia para o grupo doente. E conhecido que a presenca de genes
relacionados a motilidade celular pode ser um indicio do estabelecimento da colonizacao
de organismos patogénicos (BUTLER, CAMILLE, 2004). Na periodontite em particular, ja
se sabe que os genes envolvidos na montagem flagelar sdo considerados pontos de partida
para o desenvolvimento da doenca (SOLBIATI, FRIAS-LOPEZ, 2018). Os flagelos séo
considerados estruturas essenciais nos mecanismos de patogenicidade, sendo capazes de
proporcionar mobilidade ou aumento da adesédo (quando desempenham o papel de adesinas)
das bactérias a mucosa oral.

Duran-Pinedo et al. (2014), encontraram uma superexpressdo de FlaA-B, FlaG,
FleN, FlgB-1, FIgK-L, Fla-B, FIhF, FliD-I, FliK-N, Flip-S, MotA e MotB. Enguanto Wang et
al. (2013) encontraram maiores abundancias com diferenca para o grupo doente nos seguintes
genes envolvidos na montagem flagelar: fliD/C, flgL/K/E, fliE/F e flgB/G/H/l. Nossos
achados quanto a “motilidade celular” levam em sua composi¢do genes que envolvem
guimiotaxia bacteriana (cheA, cheW, cheY, fliG, fliM, fliNY, malE, mcp, mgIB, motB e rbsB) e
montagem flagelar (flgE, flgG, flgK, fIhA, fliC, fliD, fliF, fliH, fliL e fliP).

Quimiotaxia e mobilidade celular andam em conjunto quando se discute a capacidade
de penetragdo em camadas teciduais em hospedeiros com periodontite, principalmente quando
se relaciona a infeccdo pelo género Treponema. Ja foi observado que a presenca do aparato
flagelar ndo é o suficiente para que o processo de penetracdo tecidual aconteca em sua melhor
condicdo (LUX, 2001).

Nenhum dos genes encontrados para quimiotaxia bacteriana durante a pesquisa
apresentou diferenca entre os grupos quando analisadas de modo individual. Contudo,
observou-se gque 0s genes relacionados a quimiotaxia bacteriana estiveram mais abundantes na
pesquisa em comparacdo com aquelas de motilidade celular. Dentre estes genes relacionados
a quimiotaxia bacteriana, destacam-se aqueles que se apresentaram com abundancias
individuais maiores para os doentes: cheA, fliG, fliM, fliNY, malE e motB. Uma expresséo
regulada positivamente para genes provenientes de quimiotaxia bacteriana em individuos com
periodontite também foi encontrada no trabalho de Deng et al. (2017) com diferenca
significativa.

Assim como 0s genes encontrados para quimiotaxia bacteriana, aqueles relacionados
para montagem flagelar ndo apresentaram diferenga entre os grupos quando analisados de
modo individual. Ainda assim, mesmo em pequena abundancia, o gene fliC codificante da

proteina flagelina foi aquele que apresentou maior abundéncia entre os que compdem a
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formacdo do flagelo. Este apresentou abundancia maior no grupo doente. Essa abundancia
maior do gene fliC no grupo acometido por periodontite jA foi descrita e relacionada
diretamente com a patogénese (SZAFRANSKI et al. 2015). Os flagelos possuem um grande
potencial de expor a estrutura flagelar ao hospedeiro e induzir severas respostas do sistema
imunolégico, sendo considerada a principal responsavel por essa inducgdo a proteina flagelina
(RAMOS, RUMBO, SIRARD, 2004). Essas repostas por sua vez Sd0 capazes somar aos
eventos imunoldgicos necessarios para 0 estabelecimento da doenca periodontal
(HAJISHENGALLIS, 2015).

Além da quimiotaxia e motilidade celular, também sdo discutidos como presentes
durante o acontecimento da periodontite a presenca de genes do sistema de secre¢do do tipo
I11, sistema CRISPR-Cas tipo Il e sistema de dois componentes (DENG et al. 2017). Destas
categorias funcionais, apenas se fez presente em nosso trabalho o “sistema de dois
componentes”. Entretanto, ndo houve diferencas nem relacbes com o grupo doente. Esse
sistema composto por vias de transducéo de sinais é descrito como responsavel por permitir
0S microrganismos “‘sentirem”, reagirem e adaptarem-se aos ambientes internos e externos, a
fim de maximizar a sobrevivéncia (SKERKER et al. 2005).

A andlise LDA realizada sobre os dados da categoria “fun¢do” do KEGG mostrou 11
genes com forte relacdo com estado de doenca periodontal, sendo eles: rpoC, rpoB, carB,
secA, uvrA, pflD, thrS, pheT, ntpA, cobQ e aspS. Os genes rpoC e rpoB ja foram descritos
acima como tendo relacdo com a categoria transcri¢do, por serem responsaveis pela sintese de
subunidades da RNA polimerase procariota.

O gene secA faz parte de uma via de translocases denominada Sec. Essa via é
responsavel pelo transporte de proteinas do citosol para a membrana citoplasmatica,
membrana externa ou espago aquoso entre o periplasma em procariotos. Esse processo ocorre
antes mesmo da nova proteina atingir sua estrutura terciaria estdvel (CRANEA, RANDALL,
2017). Durante o processo, sabe-se que a proteina codificada pelo gene secA permanece
associada ao ribossomo recebendo a nova cadeia polipeptidica. Essa proteina, entéo,
transporta a nova proteina ndo terciaria e impulsiona sua translocacdo através de um canal
denominado SecYEG, presente na membrana plasmatica — o processo requer a hidrélise de
ATP. Nesta situacdo, a nova proteina pode compor a membrana plasmatica ou ser
transportada por proteinas da via Sec, ou outras vias de excrecdo, e se tornar constituinte da
membrana citoplasmatica, membrana externa ou espago aquoso entre o periplasma em
procariotos (DENKS et al. 2014). Encontramos 0s genes secA, B, D, DF, E, F, G e Y em
nosso estudo. Contudo, apenas secA (p = 4,7e-4) e secY (p = 0,328) foram mais abundantes
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em doentes. O filo Bacteroidetes é composto por diferentes espécies gram-negativas que
externam fatores de viruléncia utilizando o sistema Sec (DIEGO et al. 2016). Os principais
patdgenos periodontais, presentes no complexo vermelho, fazem uso do sistema Sec. A
espécie Porphyromonas gingivalis € capaz de excretar proteases cisteinicas denominadas
gingivinas que desempenham o importante papel na evasdo ao sistema imunologico do
hospedeiro e aquisicdo de nutrientes e heme. Essas gingivinas apresentam em sua composicao
N-terminal um trecho sinalizador tipico tendo como alvo as proteinas do sistema Sec
(FITZPATRICK, WIJEYEWICKREMA, PIKE, 2009; NEMOTO, OHARA-NEMOTO,
2016). Outras proteinas com papel semelhante em Tanerella forsythia e Treponema denticola
fazem uso do sistema Sec de modo analogo (DIEGO et al. 2016).

Né&o foi descrito na literatura caso algum gque demonstrasse a relacdo entre periodontite
a abundancia dos genes uvrA, uvrB e uvrC. Esses genes sdo responsaveis por produzir
proteinas que atuam no reparo de excisdo de nucleotideos bacterianos causados por danos de
radiacéo ultravioleta (UV) (CROWLEY et al. 2006). Contudo, o0 gene uvrA apresentou maior
abundancia em individuos doentes em nosso trabalho com p = 3,37e-3. Embora a correlacédo
da abundancia desse gene com a sua expressao em pacientes com periodontite ainda careca de
estudos mais aprofundados, esse resultado pode contribuir como um alerta ao tratamento da
doenca. Foi teorizado por Song et al. 2013 que o tratamento por luz ultravioleta poderia ser
eficaz em pacientes com periodontite. Sua teoria € embasada na incidéncia de luz ultravioleta
contra patdgenos especificos (Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium
nucleatum e Porphyromonas gingivalis) em estado planctonico. Contudo, na periodontite,
temos a presenca de um biofilme que pode atuar como atenuador da luz ultravioleta, além de
contar com uma grande variedade de espécies distintas atuando em sinergismo. N0SsO
trabalno mostra que espécies dentro desse biofilme apresentam genes que promovem
resisténcia aos danos causados por luz ultravioleta. Uma analise metatranscriptbmica pode
auxiliar na confirmacdo da expressdo desses genes por  microrganismos
periodontopatogénicos, explicando eventuais casos de insucesso no tratamento.

O gene cobQ faz parte de um conjunto de genes que codificam proteinas que atuam na
sintese de cobalamina (vitamina B12). A cobalamina existe como metilcobalamina,
cianocobalamina e outros analogos que podem ser sintetizados apenas por bactérias,
arqueobactérias e espécies limitadas de algas (XU et al. 2018). Em nosso estudo, foi
encontrada uma forte relacdo entre a abundancia do gene cobQ e a doenca periodontal (Figura
40). De acordo com Degnan, Taga, Goodman (2014), a variagdo nos niveis de cobalamina no

intestino humano é capaz de modular a microbiota e produtos expressos pela mesma. Yoste et
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al. (2015) encontrou uma relagdo positiva entre individuos com periodontite e a presenca de
cobalamina. Em seu trabalho, notou-se que o aumento de cobalamina pode intensificar o
crescimento de patdgenos periodontais. Esse fato pode ocorrer pois alguns patogenos do
complexo vermelho (ex. P. gingivalis) ndo sdo capazes de sintetizar a cobalamina por
apresentarem a via de sintese incompleta (ROPER et al. 2000). Portanto, quando outros
microrganismos contribuem com a producdo de cobalamina para 0 meio, ocorre um aumento
daqueles que ndo a produzem, podendo ocasionar a progressao da doenca (YOSTE et al.
2015).

A andlise realizada no banco de dados CAZy mostrou que a familia de Glicosideos
Hidrolases (GH) apresenta-se com maior abundancia na cavidade oral de individuos, tanto
saudaveis (40,14%), quanto doentes (42,15%). Enquanto a familia Polissacarideos Liases
(PL) foi unica que apresentou diferenca significativa, com maior abundancia para o grupo
doente (0,21%) frente aos saudaveis (0,06%). Glicosideos Hidrolases (GH) e Polissacarideos
Liases (PL) sdo familias de enzimas especializadas na degradacdo de polimeros de
carboidratos (CANTAREL et al. 2009; THOMAS et al. 2011). Com respeito aos filos
bacterianos, aquele que mais se sobressai na producdo de GH e PL é o Bacteroidetes, com
diversos membros que codificam uma variedade de genes para essas familias (XU et al. 2003;
KUWAHARA et al. 2004). Em nosso estudo, um dos filos com maior abundéncia no grupo
doente foi Bacteroidetes (Tabela 6 e Tabela 15) podendo estar, portanto, contribuindo para o
resultado positivo dessas familias de enzima. Além disso, ja foi descrito na literatura que a
espécie Tannerella forsythia é capaz de utilizar enzimas da familia GH como fatores de
viruléncia durante a doenca periodontal. E enzima categorizada como GH29 (TfFucl) é uma
a(1,2)-fucosidase que atua no metabolismo de oligossacarideos curtos, no periplasma do
microrganismo, indiretamente proporcionando condicdes de viruléncia (MEGSON et al.
2015). Contudo, o estudo de enzimas Glicosideos Hidrolases e Polissacarideos Liases

permanece escasso quando referente a doenca periodontal.


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2011.00093/full#B88
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7 CONCLUSAO

A cavidade oral é predominantemente habitada por organismos pertencentes ao
dominio Bacteria, com poucos representantes dos dominios Archaea, Eukaryota e
Virus.

Até 99% da microbiota oral é representada pelos filos Firmicutes, Actinobacteria,
Bacteroidetes, Proteobacteria, Fusobacteria, Candidatus Saccharibacteria,
Spirochaetes e Tenericutes.

Os filos Actinobacteria e Proteobacteria sdo predominantes em individuos saudaveis,
enquanto que Bacteroidetes, Fusobacteria, Candidatus Saccharibacteria,
Spirochaetes e Synergistes estdo mais presentes em individuos com periodontite.

A Anaélise de Discriminantes Lineares (LDA) sugere que os géneros Eubacterium,
Leptotrichia, Corynebacterium, Treponema, Parvimonas, Fusobacterium, Filifactor,
Capnocytophaga, Tannerella, Bifidobacterium, Peptostreptococcus, Dialister,
Catonella, Selenomonas, Campylobacter e Porphyromonas formam um grupo
potencialmente periodontopatogénico.

A microbiota periodontal em estado de periodontite apresenta maior riqueza e
diversidade, em relacdo a microbiota no estado saudavel.

A alta abundancia das espécies Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e
Tannerella forsythia (complexo vermelho) em pacientes portadores de periodontite
reitera sua forte relacdo com o estabelecimento de doenca.

A espécie Filifactor alocis pode ser um forte contribuinte para o estabelecimento da
periodontite, uma vez que a mesma apresentou forte correlacdo positiva com 0s
periodontopatdgenos Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola.

A categoria funcional KEGG "Metabolismo™ é predominante na cavidade oral, tanto
no estado de doenca, como em salde periodontal, contendo > 50% dos resultados
funcionais. Nesse contexto, a distribuicdo de vias metabdlicas observadas ressalta a
importancia de mais estudos sobre o envolvimento de microrganismos acetogénicos e
metanogénicos na periodontite.

A alta abundancia de Glicosideos Hidrolases (GH) e Polissacarideos Liases (PL) na
periodontite apontam para a necessidade de investigacdes mais aprofundadas sobre as

enzimas envolvidas na degradacéao de carboidratos nesta doenca.
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