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O papel da bioinformatica na analise do microbioma da cavidade bucal
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Introducao

A composicdo do microbioma oral é influenciada pelas condi¢des do ambiente oral. Alteracdes nas condigdes locais podem afetar as interacdes dos micro-organismos que fazem parte deste
microbioma e assim, determinar se o estado da relacdo entre os micro-organismos e 0 hospedeiro é simbiético ou ndo. Quando relacdes disbidticas sdo estabelecidas ocorre o aumento da
proporcao de micro-organismos relacionados a doencas bucais, dentre as quais se destaca a doenca carie dentaria. No grupo de pesquisa da Cariologia UFRGS, diversos estudos tém sido

conduzidos para avaliar o papel do microbioma na carie dentaria.

No entanto, a quantidade de dados oriundos de pesquisa com metagendmica/metatranscriptoma € extensa e faz com que a equipe de trabalho necessite de um bioinformata para uma correta
analise dos dados. A bioinformatica, entdo, torna-se uma poderosa ferramenta, sendo pilar fundamental na analise do microbioma. Diversas “pipelines” estdo disponiveis para a analise dos

dados. A escolha de uma ferramenta adequada é fundamental na obtencéo dos resultados.

Objetivo

Analisar sequéncias brutas do microbioma de amostras clinicas de biofilme supragengival, utilizando como ferramenta de bioinformatica a “pipeline” SqueezeMeta.

1. Diferentes condicdes de atividade de carie analisadas

Figura 1. Foram utilizadas trés tipos de superficies dentais para coleta dos biofilmes. Dentes
com céries ativas — CA — (Fig. 1a), dentes com caries inativas — Cl — (Fig. 1b) e dentes com a
superficie higida, livres de carie — CF — (Fig. 1c).

2. Material e Métodos
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Figura 2. Trés grupos experimentais foram montados. Individuos que possuiam caries ativas (Fig.
2a), individuos que possuiam apenas caries inativas (Fig. 2b) e individuos sem céries (Fig 2c). Os
individuos com caries ativas possuiam as trés superficies analisadas do estudo presentes para
coleta, sendo assim foram coletados biofilmes das trés (exemplificadas na Figura 1).

Figura 3. Apos a coleta do biofilme (Fig. 3a) foi extraido o RNA total das amostras utilizando o kit
“UltraClean® Microbial RNA Isolation Kit”, o DNA complementar foi confeccionado com o kit
TruSeq RNA Sample Preparation Kit (Illumina Inc) (Fig. 3b) as amostras foram sequenciadas
utilizando o equipamento Illumina HiSeq 3000® (Fig. 3c) e os fragmentos de DNA sequenciados
serdo analisados (Fig. 3d).
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3. Remocao de sequéncias com baixa qualidade
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Figura 3. Os fragmentos de DNA sequenciados (rea()js) foram tratados com o software
Trimmomatic a fim de remover sequéncias de baixa qualidade (com phred score médio menor
gue 15) e com um tamanho menor do que 70 pares de base (bp). As sequéncias (reads) restantes
obtidas possuem um phred score considerado 6timo e um tamanho de fragmento de no maximo
151bp. A figura mostra uma visualizagao da qualidade geral representativa dos reads das
amostras, gerada atraves do software FastQC.

4. Montagem e anotacao dos genomas
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Figura 4. Os reads obtidos através do sequenciamento (Fig. 4a)
serdo agrupados para formar sequéncias de DNA maiores,
chamadas de contigs (Fig. 4b). Os contigs serdo entédo
comparados a bancos de dados disponiveis publicamente para
obter informacOes sobre taxonomia e funcdo dos genes
identificados (Fig. 4c).

Conclusdes e perspectivas futuras

A anélise dos dados — que esta ocorrendo no momento — possibilitara conclusdes sobre a relacdo
entre 0os micro-organismos identificados nas amostras, bem como a abundancia e diversidade das
diferentes espécies de virus, bactérias, fungos e virus presentes no microbioma oral. Espera-se que
as distintas superficies analisadas (CA, Cl e CF) apresentem diferencas estatisticamente
significativas tanto em nivel de diversidade de micro-organismos bem como de genes
diferencialmente expressos. Assim, espera-se obter uma relacé@o entre as diferencas do microbioma
da cavidade oral com as diferentes condicdes de saude e atividade de doenca carie.
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