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RESUMO

Thomas AM. Analise de populagdes bacterianas no cancer da cavidade oral por
metagendmica. Sdo Paulo; 2012. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacdo Antdnio
Prudente]

Alcool e tabaco sdo os agentes externos mais importantes para o surgimento do
cancer da cavidade oral. Outro elemento exdgeno que talvez seja importante na
composicdo deste cenario € a microbiota da cavidade oral, que atua de forma
marcante contribuindo para gerar agentes potencialmente carcinogénicos, tais como
0 acetaldeido. Neste projeto, avaliamos a composi¢do da microbiota oral bacteriana
utilizando sequenciamento em larga escala, um método que independe do
crescimento ou cultivo de bactérias in vitro, e permite a identificacdo e quantificacao
de taxons bacterianos apds analises de bioinformatica. Para avaliar as populacGes
bacterianas presentes em biofilmes de pacientes com cancer da cavidade oral, trés
grupos foram estudados: 1) 10 individuos sem cancer de cavidade oral e que nao
usam alcool ou tabaco; 2) 5 individuos sem cancer de cavidade oral e que fazem uso
diario de tabaco e alcool e 3) 11 individuos portadores de cancer oral e que fazem
uso destas duas drogas. Para tal, amplificamos regides polimorficas do gene 16S-
rDNA, marcamos as sequéncias oriundas de cada individuo com tags especificas e
sequenciamos os amplicons na plataforma lon Torrent™. As sequéncias obtidas
foram anotadas utilizando bancos de dados publicos. Os dados obtidos sugerem uma
maior diversidade bacteriana nos pacientes com cancer oral, quando comparados aos
grupos-controle sem cancer, sendo esta ainda mais elevada entre os pacientes com
estadiamento tumoral mais avancado (T3-T4). Bactérias do género Actinomyces se
mostraram mais prevalentes nos pacientes e controles que fumam e bebem. Os
resultados obtidos devem auxiliar na compreensdo da composi¢do da microbiota
bacteriana oral de pacientes com cancer, representando o primeiro passo para uma
avaliacdo do papel de carcindgenos comuns sobre microbiota e o papel de ambos no

desenvolvimento do cancer de cavidade oral.



SUMMARY

Thomas AM. [A metagenomic survey of bacterial populations in oral cavity

cancer]. Sdo Paulo; 2012. [Dissertacdo de Mestrado-Fundagdo Anténio Prudente]

Alcohol and tobacco are the two most important external agents that cause oral
squamous cell carcinomas (OSCC). The oral cavity’s microbiota is also another
exogenous element that may have an important role in this scenario, generating
potentially carcinogenic agents, such as acetaldehyde. In this project, the oral
cavity’s bacterial microbiota composition was evaluated using metagenomic large-
scale sequencing, a method that doesn’t rely on the in vivo growth or cultivation of
bacteria, and allows their identification and quantification after in silico analysis. In
order to evaluate the bacterial populations present in the biofilms of patients with
OSCC, three groups were studied: 1) 10 individuals without OSCC that do not
smoke nor drink, 2) 5 individuals without OSCC that smoke and drink on a daily
basis, 3) 11 individuals that have OSCC and use these two drugs. To do so,
polymorphic regions of the 16S-rDNA gene were amplified by PCR and the resulting
amplicons were barcoded with specific sequences for each individual and were then
sequenced on the lon Torrent™ platform. The resulting sequences were compared to
those present in public databases. The data suggests a higher bacterial diversity in
patients with OSCC, when compared to the group without cancer, the group without
cancer that smoke and drank and even more so in patients with advanced tumours
(T3-T4). The bacterial genus Actinomyces was found to be more abundant in patients
with OSSC then both control groups. The results obtained in this study should help
understand the bacterial composition of patients with oral cancer, a first step in
evaluating the role that common carcinogens play on the microbiota and oral cavity

cancer.
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1 INTRODUCAO

1.1 TUMORES DA CABECA E PESCOCO

1.1.1 Epidemiologia

Os tumores de cabeca e pescoco ocorrem em varios sitios do trato aéreo-
digestivo superior; mais de 90% dos casos sdo carcinomas epidermoides e ocorrem
predominantemente na cavidade oral, orofaringe, hipofaringe e laringe. No ano 2000,
0s tumores de cabeca e pescoco eram a oitava causa mais comum de cancer no
mundo (RAGIN et al. 2006). Aproximadamente 480 mil novos casos sdo registrados
a cada ano, dos quais 320 mil resultam em morte dos pacientes em um intervalo
inferior a 5 anos (SHIBUYA et al. 2002). Na América do Sul e no Caribe, o cancer
da cavidade oral e o céncer da faringe chegam a ocupar o quinto lugar entre as
neoplasias mais frequentes nos homens e o sexto entre as mulheres
(WARNAKULASURIYA 2009). Na populacdo brasileira, o carcinoma epidermdide
da cavidade oral (Oral Squamous Cell Carcinoma, OSCC) ¢ a sétima neoplasia mais
comum (WARNAKULASURIYA 2009), sendo que a populacdo masculina possui
um alto risco de desenvolver esta doenga, situando-se mundialmente atrds apenas da
Franca e da india (WUNSCH-FIHO e DE CAMARGO 2001).

A incidéncia destes tumores esta crescendo em S&o Paulo e em outras areas
do mundo, provavelmente como consequéncia do uso excessivo e crescente de alcool
e/ou de tabaco em certas regides (COLEMAN et al. 1993). No Brasil, a maior

incidéncia do cancer da cavidade oral e da orofaringe € vista na cidade de S&o Paulo,



com 25,3 casos por 100 mil habitantes (WUNSCH-FIHO 2002); nesta cidade, 11%
de todos os casos de cancer registrados em homens sdo classificados como Céancer
Epidermdide da Cabeca e Pesco¢co (Head and Neck Squamous Cell Carcinoma,
HNSCC) (CURADO et al. 2007). No ano de 2005, de acordo com os dados do
Instituto Nacional de Cancer-INCA, o cancer da cavidade oral e orofaringe era a 6°
neoplasia mais comum em homens sendo que este estado possui ainda a maior
estimativa de incidéncia de casos de OSCC para 0 ano de 2010 de todo Brasil,

chegando a 4.120 individuos afetados apenas neste ano (Ministério da Saude 2011).

1.1.2 Caracteristicas clinicas do cancer oral

Nos dias de hoje, a taxa total da sobrevida global aos 5 anos para OSCC é de
58%, enquanto que a média de sobrevida livre de doenca é de 56% (BELL et al.
2007). Tais taxas ndo mudaram muito nos ultimos anos, e o diagnostico precoce
permanece como a melhor maneira de combater esta doenga com eficacia.

A dor local é o principal sintoma de OSCC, porém quando a doenca chega
neste estagio, a lesdo ja é grande e o tratamento € menos efetivo. A maior parte dos
portadores de OSCC ndo apresentam sintomas, porém quando estes ocorrem podem
incluir: dor no ouvido, disfagia, sangramento, dificuldade na respiracédo, dificuldade
na fala e mobilidade alterada dos dentes (HAYA-FERNANDEZ et al. 2004). O
OSCC pode ocorrer em qualquer local da boca, porém se apresenta mais
frequentemente na lingua e no assoalho da boca (MASHBERG et al. 1989). Outras
areas afetadas incluem a mucosa bucal, &rea retro-molar, gengiva e palato mole
(BAGAN et al. 2010). Lesdes pré-malignas que precedem o OSCC geralmente

ocorrem na forma de leucoplasias, lesbes teciduais extremamente bem demarcadas,



com areas vermelhas e brancas, observadas na mucosa oral (BAGAN et al. 2010). As
lesbes malignas em estagios avancados possuem duas principais caracteristicas; a
ulceracdo e nodulacdo, onde sdo encontrados tumores exofiticos, invasivos e com

regides mal delimitadas (BAGAN et al. 2010).

1.1.3 Fatores de risco

Os agentes etiologicos do OSCC incluem tabaco, alcool e também traumas
causados por préteses dentérias, que demonstraram possuir alguma associa¢do com o
seu desenvolvimento. Outros agentes também ja demonstraram possuir alguma
associacdo com o desenvolvimento do OSCC, incluindo o chimarrdo e o betel
(mascado em regides do oriente). Um estudo realizado por DE STEFANI et al.
(1988) mostrou que individuos que consomem mate possuiam um risco 3 vezes
maior de desenvolver cancer da laringe, quando comparados a controles
normalizados para o uso de tabaco e alcool, provavelmente causado pela alta
temperatura do mate quando consumido. OREGGIA et al. (1991) observaram que
homens uruguaios que faziam uso de chimarrdo possuiam um risco relativo 2,5 vezes
maior para 0 desenvolvimento do céncer de lingua comparados a controles.
Surpreendentemente, o consumo de café mostrou ter uma associa¢do inversa com o
desenvolvimento do cancer oral e da faringe. GALEONE et al. (2010) encontraram
uma associagdo oposta entre o consumo de café cafeinado e o risco de
desenvolvimento de cancer da cavidade oral e faringe. Os autores explicam que isto
pode ocorrer porque o café possui centenas de substancias, incluindo algumas com
atividades anti-oxidantes e anti-mutagénicas (demonstrado em modelos animais e em

cultura de células), que podem proteger a mucosa oral.



1.1.4 Alcool e tabaco - influéncia no desenvolvimento do cancer da cavidade
oral

Mais de 70% dos casos de HNSCC poderiam ser evitados com mudancas no
estilo de vida que levassem a uma reducdo na exposicdo aos fatores de risco mais
importantes: o uso de tabaco e de alcool (SOERJOMATARAM et al. 2007). Apenas
em 1957, o tabagismo foi apontado como causa importante para o desenvolvimento
de cancer oral e de orofaringe (WYNDER e BOSS 1957). Posteriormente, 0 uso de
tabaco e de alcool foram apontados como os dois fatores de risco mais importantes
para o desenvolvimento destes tipos de cancer (revisto em FRANCESCHI et al.
1999). Desde entdo, diversos artigos tém mostrado que o uso destas duas drogas
aumenta o risco de desenvolvimento destes tumores de modo diretamente
proporcional a dose utilizada (OLSEN et al. 1985; BLOT et al. 1988; LEWIN et al.
1998; TALAMINI et al. 2002; CASTELLAGUE et al. 2004). Enquanto o risco
relativo de desenvolvimento de HNSCC para o uso isolado destas duas drogas parece
ser similar (HASHIBE et al. 2007), o uso simultdneo de ambas desencadeia um
efeito sinergistico, aumentando enormemente o risco de desenvolvimento da doenga
(TALAMINI et al. 2002). Sendo assim, fumantes habituais possuem de 5 a 25 vezes
mais chances de desenvolver tumores da cabeca e pescoco, do que individuos que
ndo fumam. Se estes mesmos individuos ingerirem o equivalente a cinco doses de
bebidas alcodlicas por dia, este risco sobe para cerca de 40 vezes (MARUR e
FORASTIERE 2008).

Aparentemente, o etanol ndo é um agente carcinogénico per se, mas sob
certas condicBes experimentais pode agir como um co-carcindgeno e/ou promotor da

tumorigénese, através de mecanismos que incluem a geracdo de espécies reativas de



oxigénio, mudancas no metabolismo do folato, e pela sua capacidade de atuar como
solvente de agentes carcinogénicos presentes no tabaco (HOMANN 2001).
Evidéncias sugerem que seu papel na tumorigénese se dé principalmente através dos
efeitos genotoxicos de seus metabdlitos, principalmente o acetaldeido (CH3CHO)
(revisto por BOFFETTA e HASHIBE 2006). O acetaldeido - produto da oxidacgao do
etanol, reacdo catalizada pelas enzimas &lcool desidrogenases teciduais, ou por
enzimas similares produzidas por bactérias da flora normal - é um composto
carcinogénico, com atividades genotdxicas e mutagénicas, que se liga ao DNA e
proteinas e causa aberragdes cromossdomicas (BROOKS e THERUVATHU 2005).
Em associagcdo com outros componentes encontrados na fumaca do tabaco, que por si
sO ja € rica em acetaldeido (HOFFMANN e HOFFMANN 2001), o acetaldeido
produzido endogenamente, ou ingerido via dieta pode levar a uma maior proliferacéo
celular. Independentemente de sua origem, o acetaldeido parece agir como um
carcindgeno acumulativo no trato digestivo superior humano (SALASPURO 2009).
O uso de tabaco e alcool, em conjunto com uma higiene oral inadequada, pode
alterar a flora oral e contribuir para 0o aumento da producdo de acetaldeido
(HOMANN 2001). Em 2009 a Organizagdo Mundial da Salude-OMS elevou a
classificagdo do acetaldeido para o nivel de carcindgeno tipo | (International Agency
for Research of Cancer-IARC 2012), reforcado por evidéncias que indicam que o
acetaldeido seja o principal causador da carcinogénese associada ao alcool (revisto
em POSCHL e SEITZ 2004). Um modelo da carcinogénese oral associada ao alcool,

salientando o papel central do acetaldeido, é apresentado na Figura 1.
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Legenda - A figura mostra um modelo de carcinogénese oral tendo como elementos centrais a
producéo de acetaldeido devido ao consumo de alcool e de tabaco, associado a uma higiene oral ruim,
predisposicdo genética e a microbiota oral.

Fonte: Adaptado de HOMANN (2001).

Figura 1 — Modelo da carcinogénese oral associada ao uso de alcool

1.2  METAGENOMICA BACTERIANA

1.2.1 Avaliando a importancia da microbiota bacteriana no céncer oral:
Definigdo, abordagens técnicas e utilizacdo de estudos de metagenébmica
Inicialmente o estudo de comunidades bacterianas complexas era totalmente
baseado em técnicas de cultivo. Esta abordagem, usada ainda hoje, se baseia em uma
analise fenotipica das colonias formadas em placas de cultivo, dependendo das
condicdes necessarias para o crescimento bacteriano (meio aerébico ou anaerobico).
No entanto, apesar do desenvolvimento de novos métodos de cultivo, a principal

desvantagem persiste: 0 método € limitado pelo fato de que poucas espécies



bacterianas conseguem crescer nos meios de cultura usados. Deste modo, métodos
baseados em cultivo ndo permitem uma identificagcdo exaustiva da microbiota, sendo
que esta técnica fica limitada a analises clinicas para a identificacdo de certos taxons
bacterianos.

O reconhecimento de que a maioria dos microorganismos nao é cultivavel
estimulou o desenvolvimento de uma nova abordagem de estudo, a metagenémica. O
estudo de uma mistura complexa de genomas de bactérias ndo-cultivaveis foi
possivel gracas a métodos baseados no isolamento de DNA das bactérias presentes
em um dado ambiente, seguido de seu sequenciamento, permitindo a identificacéo
acurada. O termo metagenomic foi empregado pela primeira vez por RONDON et al.
(2000). Diversas regides do DNA bacteriano podem ser avaliadas, cada uma com seu
grau de informatividade especifico, dependente do seu nivel de variabilidade inter-
especifico. Inicialmente 0 método de Sanger foi o mais amplamente usado, tendo
como alvo principal as regides polimorficas do gene 16S-rDNA. No entanto, com o
desenvolvimento das abordagens de sequenciamento, hoje é claro que métodos mais
vantajosos podem ser usados permitindo superar limitacfes do método anterior. Tais
limitagdes se referem principalmente a requerimentos técnicos (necessidade de
clonagem de amplicons) e financeiros, que até poucos anos atras impediam a geracao
das dezenas ou centenas de milhares de sequéncias necessarias para uma cobertura
ampla da diversidade microbiana, a ponto de saturar uma dada microbiota.

O estudo de comunidades microbianas utilizando metagendmica permite a
exploracdo de todos os genomas microbianos presentes em determinado nichos
ecoldgicos, seja em plantas ou em hospedeiros animais (revisto em RIESENFELD et

al. 2004). Exemplos de estudos metagendmicos incluem as anélises de comunidades



bacterianas, virais ou mesmo de eucariotos encontrados nos mais diversos nichos
ecoldgicos, incluindo dguas de oceanos profundos, cavernas, ou mesmo encontrados
na pele humana ou outras areas corporais (revisto por PETROSINO et al. 2009).

Estimativas indicam que de 20 a 60% da microbiota humana n&o é cultivavel
(PEI et al. 2004; ZHOU et al. 2004). Deste modo, o0 uso da metagenémica permite
identificar um maior nimero de taxons quando comparado a métodos dependentes de
cultivo. Nos dltimos 20 anos, novos levantamentos utilizando regides das
subunidades de RNAs ribossomais revelaram que a diversidade microbiana global é
bem maior do que as ~5 mil espécies descritas anteriormente utilizando
caracteristicas fenotipicas. Tornou-se evidente que em alguns casos apenas cerca de
1% dos diferentes organismos unicelulares da maioria das comunidades microbianas
é cultivavel (HUSE et al. 2008). Um estudo complexo da microbiota oral utilizando o
método classico de cultura de bactérias necessitaria de técnicas novas e tecnologias
de cultivo cujo desenvolvimento € laborioso e intrinsicamente limitado
(LAZAREVIC et al. 2010).

Os métodos atualmente disponiveis para sequenciamento em larga-escala séo
rapidos e de menor custo, e por isto causaram uma grande revolucdo em diversas
areas, incluindo a metagenémica. No caso de projetos de metagenémica baseados em
sequenciamento de ultra-larga escala do gene 16S-rDNA, um tamanho de leitura de
fragmento (read-length) maior é importante, pois permite identificar com maior
acuracia a presenca de uma dada bactéria (HAMADY e NIGHT 2009). A
incapacidade de producdo de leituras mais longas € o principal fator limitante para a
inexisténcia, até os dias de hoje, de estudos de metagenémica baseados no gene 16S-

rDNA usando a plataforma SOLiD™ (Applied Biosystems/Life Technologies).



Atualmente, considera-se que um bom estudo de metagendmica baseado em 16S-
rDNA na plataforma 454™, deva ter uma cobertura de pelo menos 1000 sequéncias
por amostra (HAMADY e KNIGHT 2009). Esta cobertura permite inferir a
frequéncia de espécies que estdo em 1% de abundancia na amostra com uma acuracia
razoavel, porém isto causa uma perda na identificacdo de inUmeras espécies menos
abundantes (<1%), além de obviamente ser dependente da complexidade do
microbioma avaliado, e da capacidade dos iniciadores de amplificar e representar
fielmente esta complexidade. Atualmente outras plataformas de sequenciamento tem
sido cada vez mais utilizadas, demonstrando resultados consistentes capazes de
contribuir significativamente para o conhecimento detalhado da microbiota de
tecidos de interesse. Em um estudo de LIU et al. (2007), foi demonstrado que
sequéncias de 100 a 200 nt, tais como as produzidas pelo pirosequenciamento,
podem proporcionar a mesma clusterizacdo que sequéncias de tamanho maiores
(como o gene 16S-rDNA inteiro) e que sequéncias mais curtas permitem uma
resolucdo substancial de similaridades e diferencas biologicamente significantes
entre amostras de comunidades microbianas (LIU et al. 2007). Ap6s o
sequenciamento, uma identificacdo mais acurada dos taxons bacterianos presentes é

determinada apds analises de bioinformatica subsequentes.

1.2.2 Abordagens de estudos de metagendmica bacteriana

Duas abordagens classicas podem ser empregadas em estudos
metagenémicos de comunidades bacterianas: 1) amplificacdo por PCR do gene 16S-
rDNA dos organismos presentes na amostra e 2) Através do isolamento e

sequenciamento massivo do DNA total da amostra, sem etapas prévias de
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amplificacdo, o chamado shotgun sequencing. Para a determinacdo do perfil da
comunidade microbiana de um local, o uso da amplificacdo do gene 16S-rDNA é o
mais recomendado pela literatura, ja que foca o estudo na andlise de genes
bacterianos especificos, sem necessidade do sequenciamento simultaneo do genoma
do hospedeiro, ou de outros organismos presentes na amostra. Além disso, 0s custos

e 0 tempo necessario sdo reduzidos de modo significativo.

1.2.3 Os genes 16S-rDNA

Os genes codificadores dos RNAs ribossomais 16S (16S-rDNA) séo
essenciais em procariotos, onde estdo presentes em pelo menos uma cépia por
genoma (ACINAS et al. 2004). A universalidade destes genes os tornam alvos ideais
para estudos filogenéticos e classificacbes taxonémicas (WOESE 1987). Este gene
possui regiBes nucleotidicas conservadas nas bactérias. No entanto, 0 mesmo
também possui regides altamente variaveis, especificas a uma ou mais classes de
bactérias (VAN DER PEER et al. 1996). Uma das razBes pelas quais a molécula
16S-rDNA é um marcador filogenético tdo adequado e usado em diversos trabalhos
recentes, se deve a sua propriedade de molecular clock bem calibrado (WOESE
1987). Isto se d& pois, durante a evolucdo, ocorreram mutacfes em diferentes regides
deste gene, e em velocidades diferentes, permitindo que a maioria de suas relac6es
filogenéticas (incluindo as mais distantes) possam ser mensuradas (WOESE 1987). O
gene codificador do 16S-rRNA possui tamanho e quantidade de polimorfismos
interespecificos suficientes para permitir medidas de distancia acuradas, englobando

varios dominios da molécula (CLARRIDGE 2004). Ha aproximadamente 50 ramos
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helicoidais na estrutura secundaria da molécula 16S-rRNA (GUTELL et al. 1985)
(ilustrado na Figura 2).

Os genes que codificam para os 16S-rRNA sdo de fundamental importancia
pois codificam uma das proteinas necessarias para a formagdo de ribossomos nos
procariotos, unindo-se a proteina 30S que auxilia na traducdo de RNAs mensageiros
(mRNA). Um ribossomo pode ser separado em duas subunidades; a subunidade
grande (50S) e a subunidade pequena (30S). Estas duas subunidades podem ser
dividas em mais proteinas. A subunidade 30S contém 21 proteinas diferentes e uma
molécula de 16S-RNA. Os trés RNASs presentes: 5S-, 16S- e 23S- sdo criticos para a

arquitetura e funcéo do ribossomo (BERG et al. 2002).

Legenda - A figura mostra a estrutura secundaria do RNA ribosomal 16S (A) estrutura terciaria do
16S RNA obtido através de cristalografia por raio-x (B).
Fonte: BERG et al. (2002).

Figura 2 - Estrutura secundaria e terciaria da molécula 16S-rRNA
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Estudos diversos tém wusado o gene 16S-rDNA como um marcador
metagendmico para a cavidade oral (FAVERI et al. 2008), vagina (HYMAN et al.
2005) e pele (GAO et al. 2007). Nestes estudos, as regides variaveis V1-V9 (todas ou
apenas algumas delas) sdo amplificadas e sequenciadas, permitindo a identificacao
de taxons. Deste modo, os iniciadores escolhidos se ligam a regides conservadas do
gene 16S-rDNA, flanqueando regides variaveis espécie-especificas, permitindo sua
amplificacdo pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A seguir os amplicons
gerados sdo sequenciados e é feita a atribuicdo taxondmica. Uma representacdo do
gene 16S-rDNA hipotético, com suas regides conservadas (C) e varidveis (V) é

apresentada a seguir na Figura 3.

1 1542

\': V9

82nt 700nt

V8

Legenda - A figura mostra as regides conservadas (designadas com a letra C) e as regibes hiper-
varidveis (indicadas com um V) de um gene 16S-rDNA tipico (com 1542 nt). Exemplos de amplicons
de duas regides varidveis (V1, com 82 pares de bases e V5-V8, com 700 pares de bases) séo
apresentados em destaque. As setas vermelhas indicam a localizac¢do dos iniciadores.

Fonte: Adaptado de PETROSINO et al. (2009).

Figura 3 - Representacdo esquematica do gene 16S-rDNA bacteriano
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1.2.4 Vantagens e limita¢Oes da metagendmica baseada no gene 16S-rDNA
Estudos prévios demonstraram que o uso dos genes 16S-rDNA para
identificacdo de taxons bacterianos através de uma etapa de amplificacdo por PCR
pode levar a um viés no estudo causado pelo tamanho do amplicon avaliado e pela
sequéncia dos iniciadores usados. Em um estudo de ENGELBREKTSON et al.
(2010), foi avaliado o impacto do uso de amplicons de diferentes tamanhos cobrindo
regibes distintas do gene 16S-rDNA bacteriano e como essa abordagem poderia
influenciar na representacdo da diversidade e uniformidade das populagbes
bacterianas durante a sua atribuicdo taxondmica. Os autores concluiram que
amplicons mais curtos (<400pb) produzem uma maior estimativa de riqueza
microbiana, e que uma diferenca de tamanho nos amplicons de uma mesma regido do
gene 16S-rDNA ndo interfere muito na uniformidade da representacdo bacteriana,
quanto uma comparacgdo entre regides diferentes. WU et al. (2010) mostraram 0s
efeitos da PCR em relagdo ao numero de ciclos, da polimerase usada e do efeito da
diluicdo do DNA molde na atribuicdo taxondmica das sequéncias geradas pela
plataforma de sequenciamento em larga-escala lllumina™ (lllumina). Como era de se
esperar, uma maior diluicdo do DNA molde levou a uma diminuicdo artefatual da
rigueza taxonémica observada. Além disto, um namero maior de ciclos de
amplificacdo aumentou também o numero de artefatos de amplificacdo observados
apos o sequenciamento, porém sem afetar de modo significativo a estrutura da
comunidade bacteriana estudada. Interessantemente, os autores constataram que a
DNA polimerase empregada foi a principal causa de flutuacbes irreais nas
populacOes bacterianas avaliadas. Isto se deve ao fato de uma das DNA polimerases

de alta fidelidade testadas ter gerado um alto nimero de artefatos de PCR



14

(nucleotideos que ndo eram complementares a fita molde foram erroneamente
incorporados), aumentando o namero de OTUs (Operational Taxonomics Units -
Unidades Taxondmicas Operacionais) gerados, o que afetou significativamente a
analise taxondmica das comunidades microbianas (WU et al. 2010). Uma
representacdo esquematica das etapas envolvendo um estudo metagenémico centrado

no gene 16S-rDNA bacteriano é apresentada a seguir, na Figura 4.

Coleta das amostras
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Legenda - A figura mostra as principais etapas da avaliacdo da microbiota de diversas fontes

utilizando a amplificacdo do gene 16S-rDNA bacteriano.

Figura 4 — Principais etapas de um estudo metagendmico baseado na amplificacédo
do gene 16S-rDNA
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1.3 MICROBIOTA HUMANA

A microbiota humana, ou seja, a colecdo de microorganismos que vivem
dentro e fora de néds, consiste em 100 trilhdes de células que excedem nossas células
humanas na propor¢do de 10:1 (SAVAGE 1997), e nos fornecem capacidades
metabolicas que ndo possuimos em nosso genoma (GILL et al. 2006). Um estudo
recentemente publicado pelo “The Human Microbiome Project Consortium” em
2012, avaliou a estrutura, funcdo e diversidade da microbiota humana de 15 a 18
locais diferentes do corpo de 300 individuos saudaveis, avaliadas em dois intervalos
de tempo diferentes. A funcdo metabdlica, os filos e espécies bacterianas mais
abundantes, a estrutura microbiana, a variacdo temporal dos filos, entre outros dados,
foram avaliados para determinar qual a microbiota existente em um ser humano
saudavel. Avaliando a mucosa oral, os filos mais abundantes encontrados em ordem
decrescente foram: Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes e Actinobacteria.
Inimeros beneficios sdo proporcionados pela flora endbgena a seus organismos
hospedeiros. Para citar alguns poucos exemplos, temos a sintese de certas vitaminas
(como o complexo B e K), a prevencdo contra a infec¢do por patdgenos (através da
competicdo direta por nichos, ou pela imunidade induzida por espécies comensais) e
seu impacto no desenvolvimento normal do sistema imune (GILL et al. 2006).
Bactérias da pele parecem ter papel crucial na prevengdo da infeccdo por espécies
patogénicas (revisto por KONG e SEGRE 2012), enquanto que bactérias da boca e
do trato gastro-intestinal tem um importante papel na fisiologia digestiva, estando
envolvidas com a quebra de carboidratos e proteinas (revisto em MACFARLANE e

MACFARLANE 2012) podendo tanto prevenir, quanto causar infeccGes
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(LAZAREVIC et al. 2010). O leite materno humano contém acucares importantes
para a manutencdo de uma flora intestinal saudavel em recém-nascidos (ZIVKOVIC
et al. 2011) e também carrega uma grande diversidade de bactérias (pelo menos 600
espécies distintas) com papel na formagdo da microbiota intestinal (HUNT et al.
2011). Neste mesmo artigo, ao avaliarem 16 mulheres, cada uma fornecendo 3
amostras de leite em diferentes semanas, HUNT et al. (2011) definiram um core milk
microbiome composto por 9 espécies, presentes em todas as amostras de todas as

mulheres avaliadas.

1.3.1 Microbiota e Doencas

Estudos recentes apontam para uma relacdo causal entre os perfis da
microbiota oral e doencas especificas, como a periodontite (FAVERI et al. 2008) ou
entre a microbiota do sistema digestivo e a sindrome do colon irritdvel (lrritable
bowel syndrome- IBD), a diabetes e a obesidade (FRANK et al. 2007;
TURNBAUGH et al. 2006). Evidéncias iniciais que apontavam um envolvimento da
microbiota intestinal no desenvolvimento da IBD foram obtidas ao se observar uma
melhora no curso da sindrome ap6s o0 uso de certos antibioticos. Ao mesmo tempo,
em modelos animais, foi observado que uma colonizacdo prévia por bactérias
causadoras de inflamagdo era necessaria para a manifestacdo desta sindrome
(BARNICH et al. 2007). Quando comparados a controles, pacientes com IBD
apresentaram uma reducdo na diversidade dos filos Firmicutes e Bacteroidetes e um
aumento de bactérias invasoras da mucosa, como E. coli (FRANK et al. 2007).

Ja foi demonstrado por TURNBAUGH et al. (2006) que a microbiota

intestinal de individuos obesos possui uma abundéancia relativa diferente dos filos
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Firmicutes e Bacteroidetes quando comparada com a de individuos nao-obesos,
sendo que os individuos obesos possuem uma maior capacidade de absorcdo
intestinal, mediada pela microbiota bacteriana. Estes autores também demonstraram
que uma colonizacdo por uma “microbiota obesa” em camundongos axénicos levou a
um aumento significativo da gordura corpdrea quando comparados a camundongos

colonizados por uma “microbiota magra”.

1.3.2 A Microbiota e o Cancer

Evidéncias apontam que algumas bactérias sdo responsaveis pelo
desenvolvimento do cancer. A mais bem aceita é a de que a bactéria Helicobacter
pylori estd associada ao desenvolvimento do cancer gastrico. Isto porque no primeiro
estagio do cancer gastrico a mucosa normal se torna inflamada causando uma gastrite,
que entdo pode progredir para uma atrofia, metaplasia, displasia e por fim pode
resultar em um adenocarcinoma (HOOPER et al. 2009). A infeccdo por H. pylori
estd fortemente associada a gastrite superficial cronica (MARSHALL e WARREN
1984; DOOLEY et al. 1989; BLASER 1990), dando indicios de que poderia estar
envolvida na iniciacdo e estimulacdo do adenocarcinoma gastrico em Varios
pacientes. Apds varios testes clinicos e estudos em animais, esta hipétese foi
confirmada. Deste modo, em 1994, a OMS definiu que uma infeccdo pela bactéria
Helicobacter pylori era uma causa consolidada de cancer gastrico em humanos.

Dois grupos independentes recentemente observaram uma maior prevaléncia
do género bacteriano Fusobacterium (KOSTIC et al. 2012) ou da espécie bacteriana
Fusobacterium nucleatum (CASTELLARIN et al. 2012) em pacientes portadores de

cancer colorretal. No estudo de CASTELLARIN et al. (2012), amostras de 11
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tumores colorretais e 11 controles foram coletadas e foi realizado o shotgun
sequencing do DNA na plataforma Illumina™. Para 9 das 11 amostras tumorais
sequenciadas foi observado o dobro de sequéncias da espécie Fusobacterium
nucleatum, quando comparadas aos controles. Posteriormente, uma maior
prevaléncia desta bactéria foi confirmada em tumores colorretais por qPCR através
do estudo de 99 casos cancer e do mesmo numero de controles.

Diversas evidéncias, tanto biolégicas quanto epidemioldgicas, indicam que a
presenca de determinados tipos de virus do papiloma humano (HPV) seja um evento
precursor na génese de neoplasias do cérvix, pénis e anus (FRANCO 1991, 1992 e
1995). Porém, determinados tipos de HPV podem também possuir um papel
importante em outros tipos de cancer. O papel do HPV no céancer oral e orofaringeal
foi primeiramente discutido por SYRJANEN et al. (1983). Estudos demonstraram a
presenca de DNA de HPV em bidpsias de tumores localizados na cabeca e pescoco e,
mais recentemente, estudos de larga escala da prevaléncia de DNA do HPV na
mucosa oral tém demonstrado que o HPV pode ser considerado um fator de risco
independente para HNSCC (HANSSON et al. 2005). Estudos mostraram que cerca
de 25% dos casos de cancer oral estdo associados com o0 HPV (BRANDWEIN et al.
1994). HPVs de alto risco, como os tipos 16, 18 e 31, sdo notdrios por causarem a
génese de tumores em células epiteliais humanas (MARUR e FORASTIERE 2008).
As oncoproteinas virais E6 e E7, provindas dos HPVs de alto risco, promovem a
progressao de tumores inativando TP53 (GILLISON 2004).

HOOPER et al. (2006) estudaram as bactérias presentes no interior do tecido
tumoral de 10 pacientes com HNSCC atraveés da técnica de FISH (hibridizagdo in situ

fluorescente). Usando sondas de oligonucleotideos universal para eubactérias, o
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autores identificaram a presenca de bactérias dentro do tumor, evidenciando que sua
sobrevivéncia no microambiente é possivel. Eles também avaliaram as bactérias
presentes no tumor e no tecido normal adjacente por metagénomica, através da
clonagem de produtos de PCR gerados por iniciadores que permitiram a amplificacéo
de todo o gene 16S-rDNA e o seu sequenciamento utilizando o método Sanger.
Setenta taxons bacterianos distintos foram encontrados, sendo 52 nos tecidos
tumorais e 37 nos tecidos normais adjacentes. Destes, 4 td&xons estavam presentes em
pelo menos 30% dos tecidos controles, mas estavam ausentes nos tecidos tumorais:
Granulicatella adjacens, Porphyromonas gingivalis, Sphingomonas sp e
Streptococcus mits/oralis. Outros 3 taxons estavam presentes em pelo menos 30%
dos tecidos tumorais, mas ausentes nos controles: Fusobacterium naviforme,
Ralstonia insidiosa e Clavibacter michiganensis. As espécies encontradas nos
tecidos tumorais s&o sacaroliticas e aciduricas.

Em um trabalho realizado por NAGY et al. (1998) bactérias presentes em 10
amostras de biofilme retiradas da superficie de tumores da cavidade oral e 10
amostras de biofilme retiradas da mucosa saudavel dos mesmos pacientes, foram
avaliadas através do método de cultivo. Os géneros bacterianos mais abundantes
encontrados nos biofilmes tumorais foram; Veillonella, Fusobacterium, Prevotella,
Porphyromonas, Actinomyces, Clostridium, Haemophilus, Enterobacteriaceae e

Streptococcus.
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1.4 A MICROBIOTA ORAL

1.4.1 Biofilmes e Saliva

A cavidade oral possui uma grande diversidade de flora bacteriana, com
importante variacdo quantitativa e qualitativa entre individuos. Usando métodos
tradicionais e técnicas moleculares, mais de 700 espécies bacterianas ja foram
identificadas na cavidade oral humana (PASTER et al. 2006). Mais de 400 destas
espécies foram encontradas na bolsa periodontal e as 300 remanescentes foram
identificadas de outras areas da cavidade oral como a lingua, mucosas orais, lesées
causadas por caries e lesdes endoddnticas. PASTER et al. (2001) ja sugeriam a
presenca de pelo menos 100-200 espécies de bactérias na cavidade de qualquer
individuo normal e sugeriam grande diversidade. Estudos inicias evidenciaram
restrita estruturacao geografica da comunidade microbiana oral, porém géneros como
Serratia e Enterobacter variam significativamente em localizagbes geograficas
diferentes (NASIDZE et al. 2009a). Estas variacBes potencialmente incluem
bactérias importantes no desenvolvimento de carcinomas orais. Uma comparagéo
entre as floras bacterianas encontradas em cavidades orais saudaveis e doentes sugere
a existéncia de um perfil padrdo para a microbiota oral em cavidades orais saudaveis
(AAS et al. 2005), e que uma correlacéo entre a estrutura e funcdo da microbiota oral
e 0 cancer possa existir (MEURMAN 2010; FLEMMIG e BEIKLER 2011).

Biofilmes sdo coldnias de microrganismos complexas, que se encontram
predominantemente em superficies tanto duras, quanto mucosas, da cavidade oral
(FLEMMIG e BEIKLER 2011). Em condi¢des saudaveis, um balanco entre a

composicdo microbiana e sua atividade mantém os biofilmes saudaveis e estaveis,
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porém a separacdo e eliminacdo dos biofilmes da mucosa e das superficies duras é
necessaria para que espécies patogénicas ndo comecem a proliferar e causar doengas
(FILOCHE et al. 2010). Se espécies bacterianas potencialmente patogénicas se
encontrarem em nimeros mais elevados do que as espécies comensais nos biofilmes,
elas sdo eliminadas através do deslocamento dos biofilmes, para que um balanco
saudavel possa novamente ser estabelecido. Uma boa higiene oral e o fluxo salivar
s30 necessarios para que esse deslocamento ocorra, porém a maioria dos pacientes
portadores de céancer oral possuem uma higiene bucal ruim (MEURMAN 2010), o
que pode contribuir para a manifestacdo de espécies patogénicas em seus biofilmes.

Um estudo realizado por MANS et al. (2009), mostrou que uma mono
infecgdo por Porphyromonas gingivalis em uma cultura de células de queratindcitos
gengivais humanos imortalizados (HIGK) alterava seu transcriptoma de maneira
significativa, quando comparado com uma co/mono infeccdo com Streptococcus
gordonii (espécie comensal/comum da flora bacteriana). Eles também mostraram que
45 genes envolvidos no ciclo celular estavam diferencialmente expressos nas
diferentes infecgdes (mono/co). Além disso, os autores também demostraram que
genes associados com ao cancer foram diferentemente impactados com uma mono
infeccédo por P. gingivalis.

No estudo de LAZAREVIC et al. (2009), amostras de saliva de 3 individuos
foram coletadas e a regido V5 do gene 16S-rDNA foi amplificada por PCR. Os
produtos foram sequenciados na plataforma Illumina™ gerando 1,4 milhGes de
sequéncias que, apos analise bioinformatica, permitiram a identificacdo de 135
géneros de bactérias, sendo predominantes os filos Firmicutes, Proteobacteria,

Actinobacteria, Fusobacteria, TM7 e Spirochaetes.
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Um outro estudo realizado por LAZAREVIC et al. (2010) estudou as
diferencas nas comunidades microbianas da saliva de individuos normais,
verificando a existéncia de variagbes intra- ou inter-individuos. Eles estudaram
também se h4 uma mudanca significativa na microbiota salivar ao longo do tempo.
Através do uso da metagendmica e amplificacdo das regides variaveis V1-V3 do
gene 16S-rDNA, eles coletaram amostras de saliva de 5 individuos em trés
momentos ao longo de um periodo de 29 dias, fazendo o sequenciamento na
plataforma 454™(Roche, EUA). Foram obtidas 50.708 sequéncias, que ap0s
filtragem geraram um set de 31.170 de sequéncias Uteis. Os filos mais abundantes
entre todas as amostras eram Firmicutes e Proteobacteria. Um total de 81 géneros
foram identificados, sendo que 19 ndo haviam sido identificados anteriormente na
microbiota oral, nem estavam listados no Human Oral Microbiome Database
(HOMD). Eles concluiram que a comunidade microbiana da saliva é estavel por pelo
menos 5 dias, e que amostras colhidas do mesmo individuo em intervalos de tempo
mais préximos ndao eram necessariamente mais similares, em termos de comunidade
microbiana, do que amostras colhidas em intervalos de tempo maiores. Eles
concluem que isto indica que ha uma persisténcia de taxons especificos de um dado
sujeito e cuja frequéncia pode flutuar entre determinados intervalos de tempo.

Em um estudo de NASIDZE et al. (2009b), amostras de saliva de 120
individuos de diferentes continentes foram coletadas e uma regido do gene 16S-
rDNA foi sequenciada apos a clonagem dos fragmentos, gerando um total de 14.691
sequéncias (122 sequéncias por amostra). Analises deste limitado set de sequéncias
sugeriram que cada individuo albergava de 6 a 30 diferentes géneros de bactérias,

cenario que hoje se mostra claramente sub-estimado. NASIDZE et al. (2009b)
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demonstraram haver uma grande diversidade microbiana entre individuos, porém
esta demonstrou pequena estruturacdo geografica.

BELDA-FERRE et al. (2012) estudaram a microbiota bacteriana da cavidade
oral em condicBes “saudaveis” e na presenca de céries. Eles sequenciaram 8 amostras
de placa dentaria de individuos com diferentes status de salde oral, utilizando o
shotgun sequencing. O sequenciamento na plataforma 454™ gerou aproximadamente
1,9 milhGes de sequéncias e eles observaram que nos individuos sem caries havia
uma maior frequéncia de bactérias aerdbicas (tdxons pertencentes as classes Bacilli e
Gammaproteobacteria) e nos individuos com céries bactérias anaerodbicas, tais como
as pertencentes ao filo Bacteroidetes e a ordem Clostridiales, eram mais frequentes.

No estudo de COSTELLO et al. (2009), a microbiota da cavidade oral, do
intestino, do canal auditivo, interior das narinas, cabelo e superficies da pele foi
estudada em 3 dias diferentes para observar se havia uma variacao significativa entre
os individuos estudados, entre os locais amostrados e também se havia uma variacao
da microbiota existente no mesmo individuo em intervalos de tempos diferentes. Os
filos mais abundantes encontrados, quando todos os locais amostrados foram
agrupados, foram: Actinobacteria (36.6%), Firmicutes (34.3%), Proteobacteria
(11.9%) e Bacteroidetes (9.5%). Eles observaram que cada local abrigava uma
microbiota caracteristica e os tdxons mais abundantes permaneciam estaveis entre
diferentes individuos e em intervalos de tempo diferentes. Também foi observado
que as comunidades bacterianas de uma dada topografia possuiam uma maior
similaridade entre si, em individuos distintos, do mesmo sexo, ou do mesmo
intervalo de tempo, indicando que ha uma especificidade na colonizacdo de bactérias

para cada regido do corpo humano. As comunidades microbianas se agruparam
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primeiramente por local amostrado, depois por individuo e por ultimo, pelo tempo da
amostragem. O local do corpo que possui a menor variagdo na comunidade
microbiana tanto entre individuos, quanto no mesmo individuo em intervalos
diferentes, era a cavidade oral, sugerindo uma maior especificidade e uma menor
variagcdo na comunidade bacteriana oral.

KEIJSER et al. (2008) estudaram a microbiota salivar de 71 individuos
saudaveis e também a microbiota encontrada em placas dentarias de 98 individuos
saudaveis. Eles amplificaram a regido V6 do gene 16S-rDNA bacteriano por PCR e
sequenciaram os amplicons na plataforma 454™. Eles obtiveram no total 197.600
sequéncias e os filos bacterianos mais abundantes encontrados na saliva foram;
Firmicutes (41%), Bacteroidetes (27%), Proteobacteria (22%), Actinobacteria (6%)
e Fusobacteria (6%). Os filos mais abundantes encontrados na placa dentaria foram;
Firmicutes (32%), Actinobacteria (25%), Proteobacteria (16%), Bacteroidetes
(15%) e Fusobacteria (9%). Eles observaram que os filos Actinobacteria e
Fusobacteria eram mais representativos nas amostras de placas dentarias, enquanto
que os filos Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria eram mais abundantes nas
amostras da saliva, sugerindo diferencas significativas entre esta e os biofilmes dos

dentes.

1.4.2 Alteracdes da Microbiota Oral na Presenca de Alcool e/ou Tabaco
Evidéncias recentes, baseadas na analise de algumas poucas espécies

bacterianas, demonstraram que o uso de cigarros leva a selecdo do crescimento de

algumas espécies. Um exemplo € o achado de que algumas variantes de

Staphlyococcus aureus ndo crescem na presenca de condensados provindos da
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fumaca do cigarro (HOOPER et al. 2009). Alguns isolados de S. aureus resistentes

ao alcatrdo foram capazes de induzir mediadores inflamatorios, como o fator de

necrose tumoral alfa (TNF- «) in vitro (FUJIKI et al. 2004). O aumento da produgéo
de TNF- o tem um importante papel no processo de inflamacdo e tém sido bastante

implicado na carcinogénese oral (JENG et al. 2003).

O consumo de alcool também pode mudar a composicdo da microbiota oral.
Um estudo recente demonstrou que os niveis de Streptococcus anginosus na saliva se
encontram significativamente elevados em alcodlatras, quando comparados com nao-
alcoolatras (MORITA et al. 2005). Esta variacdo da composi¢cdo da microbiota
bacteriana pode influenciar positiva ou negativamente as bactérias que produzem
acetaldeido, o primeiro metabdlito do etanol, que tem propriedades carcinogénicas
tanto em modelos animais quanto in vitro (HOOPER et al. 2009). Ja foi demonstrado
que algumas bactérias encontradas na microbiota oral produzem acetaldeido a partir
do etanol, tais como os Streptococci, algumas bactérias gram-positivas aerobicas e
leveduras (SALASPURO 2003). O acetaldeido é capaz de produzir efeitos
mutagénicos como cross-linking do DNA, aneuploidias e aberragdes cromossémicas
(HOMANN et al. 1997), de uma maneira dependente de enzimas do epitélio e
também produzidas pela microbiota oral (HOOPER et al. 2009).

Algumas espécies de Neisseria presentes na boca possuem altos niveis de
desidrogenases, além de serem capazes de produzir quantidades significantes de
acetaldeido na presenca de etanol (MUTO et al. 2000). Alguns estudos
demonstraram que o nivel de acetaldeido encontrado em fumantes expostos ao etanol
¢ sete vezes maior quando comparado a ndo fumantes (SALASPURO e

SALASPURO 2004). Portanto, o acetaldeido é um importante fator na etiologia do
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cancer oral e como a microbiota oral possui um papel importante na producéo de
acetaldeido, é de suma importancia que estudemos 0s microrganismos encontrados
na cavidade oral para melhor compreender a patogénese desta doenca.

No trabalho de HOMANN et al. (2000), os niveis de acetaldeido e a flora bacteriana
de 26 pacientes com cancer da cavidade oral, 64 alcodlatras e 114 individuos
controles foram investigados para encontrar alguma associagdo entre altas taxas de
producdo de aceltadeido e bactérias presentes na saliva das amostras. Os autores
observaram que fumar e beber era um forte indicador da producéo de acetaldeido a
partir da flora bucal. O uso de alcool demonstrou forte associacdo com a producao de
acetaldeido. Analisando a microbiota, através do uso do método de cultivo, de 10
individuos com uma alta producdo de acetaldeido e 10 com uma baixa producéo, os
autores observaram que bactérias aerObicas estavam mais presentes na saliva de
individuos com um alta producdo de acetaldeido e as bactéria aerdbicas mais

comumente encontradas foram do género Streptococcus.

1.4.3 Alteracdes da Microbiota Oral em Pacientes com Céncer Pral

O trabalho de MAGER et al. (2005) investigou se a presenga de certas
espécies bacterianas encontradas na cavidade oral poderiam ser indicadoras de
OSCC. Este grupo coletou saliva de 45 pacientes com OSCC e 229 controles, a fim
de avaliarem a abundancia de 40 espécies bacterianas comumente encontradas na
cavidade oral através da hibridizacdo de DNA da saliva com sondas de regifes
variaveis do gene 16S-rDNA especificas destas espécies como alvo. Os resultados
indicaram 3 espécies bacterianas significativamente elevadas nos pacientes com

OSCC: Prevotella melaninogenica, Streptococcus mitis e Capnocytophaga
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gingivalis. As limitacOes deste interessante estudo se referem a escala das analises
que se restringiram a 40 espécies bacterianas, ndo permitindo uma analise mais
aprofundada da microbiota oral.

PUSHALKAR et al. (2011) avaliaram a microbiota salivar de 5 individuos
com OSCC e de 2 controles, usando iniciadores que cobriam a regido V4-V5 do gene
16S-rDNA e geraram 54 mil sequéncias. No total, foram encontrados 8 filos
bacterianos com predomindncia de Firmicutes (45%) e Bacteroidetes (25%) em
ambos os grupos. Os outros filos encontrados nos dois grupos foram; Actinobacteria
(14%), Proteobacteria (10%), Fusobacteria (5%), SR1 (0.6%), Spirochaetes (0.2%)
e TM7 (0.2%). Os géneros mais abundantes encontrados nos pacientes foram:
Gemella, Streptococcus, Rothia, Porphyromonas e Lactobacillus. Nos controles, o0s
géneros bacterianos mais abundantes foram: Prevotella, Neisseria, Leptotrichia,
Capnocytophaga, Actinobacillus e Oribacterium.

No entanto, vemos que até hoje os estudos que avaliaram alteracfes da
microbiota no cancer da cavidade oral possuem algumas limitagdes. Em nosso

trabalho procuramos contribuir com esta nova e importante area de conhecimento.
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2 HIPOTESE E OBJETIVOS

A microbiota da mucosa oral pode estar alterada pelo uso frequente de alcool
e tabaco, e estas alteracbes podem influenciar no desenvolvimento de céancer da

cavidade oral.

21 OBJETIVO GERAL

Avaliar a composicdo da flora bacteriana da cavidade oral utilizando
abordagem metagendmica, buscando investigar diferengas presentes em pacientes

com OSCC.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Padronizar a amplificacdo e o sequenciamento de porcdes informativas do
gene 16S-rDNA bacteriano por PCR, a partir de amostras da mucosa oral.

o Avaliar as alteragOes quantitativas e qualitativas da flora oral nos trés grupos
de estudo, utilizando técnicas de metagendmica baseadas na sequéncia hiper-

variavel do gene codificador do 16S-rRNA.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AMOSTRAS

Foi aplicado um questionério a cada um dos individuos participantes, a fim de
determinar seus habitos alimentares, histérico e frequéncia de uso de bebidas
alcodlicas e tabaco, qual o tipo de higienizagdo bucal comumente realizada, sua
frequéncia e se o individuo fazia ou ndo uso de préteses dentarias. Este estudo foi
feito com amostras obtidas de um total de 26 individuos distribuidos em trés grupos,

conforme Quadro 1, apresentado abaixo.

Quadro 1 — Grupos de estudo deste trabalho

Grupo Caracteristicas das Amostras
Grupo controle composto por 10 individuos que ndo bebem nem fumam
Controles (C) 3 . )
e ndo possuem cancer da cavidade oral
Controles que fumam e Grupo controle composto por 5 individuos que bebem diariamente,
bebem (CFB) fumam mas ndo possuem cancer da cavidade oral
Pacientes (P) 11 pacientes que fumam, bebem e possuem céncer de cavidade oral.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAOQO/EXCLUSAO

Os critérios de inclusdo e exclusdo, assim como as caracteristicas dos

individuos de cada grupo s&o descritos em maior detalhe a seguir, no Quadro 2:




Quadro 2 — Detalhamento dos grupos e critérios de inclusao
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Categorias Grupo 1- Grupo 2- Grupo 2- Pacientes
Controles | Controles 11

Uso de Nunca fumou; ingere | Fuma 20 cigarros/dia | Fuma 20 cigarros/dia

Alcool e de menos de 1 dose de | por pelo menos 10 anos; | por pelo menos 10 anos;

Tabaco bebida alcodlica por dia. ingere pelo menos 1 | ingere pelo menos 1

dose de bebida alcodlica | dose de bebida alcodlica
por dia. por dia.

Doenca Sem evidéncia de cancer | Sem evidéncia de cncer | Presenca de céncer da
e sem histdrico familiar | e sem historico familiar | cavidade oral (exceto
de cancer de cabeca e | de cancer de cabega e | l&bio). Auséncia de
pescogo. Auséncia de | pescogo. Auséncia de | outros tumores. Ainda
outros tumores outros tumores nao tratado

(quimioterapia,
radioterapia ou
cirurgia).

Etnia N&o Asidtico Né&o Asidtico N&o Asidtico

Moradia Sdo Paulo (dltimos 5 | Sdo Paulo (Gltimos 5 | S8o Paulo (Gltimos 5
anos) anos) anos)

Habitos de N&o faz uso diario de | Indiferente Indiferente

Higiene Oral | enxaguante bucal com
alcool

Uso de Ndo faz uso ha pelo | Nao faz uso ha pelo Ndo faz uso ha pelo

Antibidticos menos 3 meses menos 3 meses menos 3 meses

Idade Maior que 40 anos Maior que 40 anos Maior que 40 anos

Notas — Critérios foram adotados para reduzir a influéncia de alguns fatores na composicao da flora
oral. Por exemplo, decidimos excluir individuos de origem Asiatica, pois este grupo por vezes tem
habitos alimentares distintos que poderiam causar alteragbes mais marcantes na microbiota oral,
levando a um fator de confusdo. Do mesmo modo, incluimos apenas individuos que residem em SP
pelos Gltimos 5 anos, a fim de reduzir a possibilidade de uma variacdo da microbiota devida a efeitos
da culinéria regional.

As caracteristicas individuais de cada um dos pacientes recrutados e

avaliados por sequenciamento neste estudo sdo apresentados nos Quadros 3, 4 e 5.




Quadro 3 - Caracteristicas gerais de individuos que compde o0 Grupo de Controles (C)

Idade Cor da Peso
Amostra| (anos) | Sexo pele (Kg) | Altura(cm) | Uso de tabaco Uso de alcool Uso de enxaguante bucal
co1 60 M Branca 84 167 Nunca Sim e continua: 350ml cerveja ou 50ml de vinho/més Dia-sim/Dia-ndo
(sem alcool)
C04 57 M Branca 85 188 Nunca Sim e continua: bebe 50ml de vinho/més desde os 17 anos Nunca
de idade
CO06 61 M Branca 74 164 Nunca Nunca Nunca
Cco7 71 M Branca - - Nunca Nunca Nunca
C09 70 M Parda 54 163 Nunca Nunca Nunca
C15 50 M Branca 80 174 Nunca Sim e continua: 350ml de cerveja/més Nunca
C16 48 F Branca 82 160 Nunca Nunca Nunca
C19 51 M Branca 81 180 Nunca Nunca Nunca
C20 53 F Branca 63 156 Nunca Sim e continua: 100ml 2x/més de vinho desde o0s 25 anos. <1x/semana
(sem alcool)
c21 55 M Branca 100 171 Nunca Sim e continua: 400ml de vinho 3x/semana ha 3 anos Nunca

Quadro 4 - Caracteristicas gerais de individuos que compde o0 Grupo de Controles que Fumam e Bebem (CFB)

Idade Cor da Peso Uso de enxaguante
Amostra| (anos) | Sexo pele (Kg) Altura (cm) Uso de tabaco Uso de alcool bucal
CFB10 59 M Branca 93 180 Sim e continua: 20-30 cigarros/dia | Sim e continua: 700ml de cerveja/dia desde os Nunca
desde os 47 anos. 20 anos de idade

CFB18 47 M Branca 85 179 Sim e continua: 20 cigarros/dia Sim e continua 700ml de cerveja/dia, 1 litro de Nunca
desde os 20 anos de idade vinho/més e 1 litro destilados/més

CFB29 67 M Branca 61 163 Sim e continua: 6 cigarros/dia Sim e continua: 1.2 litros de cerveja/dia desde 2x/dia
desde os 15 anos de idade 0s 16 anos de idade

CFB30 54 M Branca 78 176 Sim e continua: 30-40 cigarros/dia Sim e continua: Até 3 meses atras: 1 litro de 1x/dia
desde os 12 anos de idade destilados/dia, hoje bebe 1 litro de

destilados/semana desde os 14 anos de idade

CFB31 55 F Branca 68 165 Sim e continua: 10 cigarros/dia Sim, parou ha 1 més: 1 litro de cerveja/dia e 2x/semana

desde os 17 anos de idade 300ml de vinho/semana desde os 17 anos de
idade.
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Quadro 5 - Caracteristicas gerais dos individuos do Grupo de Pacientes (P) diagnosticados com OSCC e avaliados neste estudo

Corda | Peso | Altura Estadiamento | Uso de enxaguante
Amostra | ldade | Sexo pele (Kg) (m) Uso de tabaco Uso de alcool tumoral bucal

P01 68 M Branca 76 1,72 Sim e continua: 20 cigarros/dia ha | Sim e continua: Semanalmente (Cerveja e T3NOMO Dia Sim/Dia Nédo
55 anos Destilados)

P03 73 M Branca - - Sim e continua: 20 cigarros/dia ha | Sim e continua: Diariamente Cerveja e T3N1IMO Menos de
66 anos destilados ha 58 anos 1x/semana

P04 57 M Branca 81 1,75 Sim e continua: 20 cigarros/dia ha | Sim e continua: Mensalmente 1 ou 2 cervejas TINOMO Menos de
44 anos por 5 anos. 1x/semana

P08 60 M Branca 62 1,66 Sim e continua: fuma hé 46 anos Sim e continua: 1 litro de destilados/semana, T4N2Mx Nunca

350ml de cerveja/semana e 300ml de vinho/més

P09 46 M Branca 69 1,76 Sim e continua: 20 cigarros/dia ha | Sim e continua: 1.5 litros de cerveja/dia, quatro | TAN1IMO Nunca
31 anos doses de destilados/dia

P11 68 M Parda 66 1,65 Sim e continua: 20-30 Sim e continua : 1.5 litros de cerveja/dia e trés T2NOMO Nunca
cigarros/dia desde os 17 anos doses de destilados/semana

P23 50 M Branca 74 1,70 Sim e continua: fuma 20 Sim e continua: 330 ml de destilados/dia desde T2NOMO Nunca
cigarros/dia desde os 7 anos de 0s 7 anos de idade
idade

P27 52 M Branca 95 1,89 Sim e continua: Fuma 40 Sim e continua: 1.5 litros de cerveja/dia e 400ml | T2NOMO Nunca
cigarros/dia desde 0s 23 anos de de vinho/semana desde os 16 anos de idade
idade

P33 52 F Branca 52 1,57 Sim e continua: Fuma 30 Sim e continua: 1.5 litros de cerveja/dia T4N2MO Nunca
cigarros/dia dos 37 aos 52 anos de
idade

P36* 43 M Branca 46 1,65 Sim, parou ha 3 meses: fumava Sim, parou ha 3 meses: 4-5 doses de T2N2MO 1x/dia
20 cigarros/dia dos 17 aos 43 destilados/dia e 600ml de cerveja/dia desde 0s
anos de idade 17 anos de idade

P46* 53 M Parda 63 1,72 Sim e continua: Fuma 40 Sim, parou ha 3 meses: 5-6 doses/dia de TIN1IMO 1x/dia

cigarros/dia desde os 15 anos de
idade

destilados e 12 latinhas/semana de cerveja desde
0s 15 anos de idade

8 - indica paciente positivo para HPV; * - indica os pacientes derivados do Hospital Helidpolis, S&o Paulo, SP.
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3.3 COLETADE AMOSTRAS DO BIOFILME

3.3.1 Obtencédo do DNA

A obtencdo das amostras de DNA coletadas na cavidade oral foi feita através de um
swab bucal de cada individuo. Este swab (Whatman) possui uma esponja coletora
que foi passada em regides pré-estabelecidas da cavidade oral dos pacientes e
controles. As regides amostradas foram: base da lingua, assoalho da boca, lateral da
lingua, gengiva inferior e porcdo interna das bochechas, de tal modo a coletar o
maximo de amostras de biofilme e também obter uma boa representacdo das
bactérias existentes nos locais onde o carcinoma epidermoide é mais frequente. O
material coletado no swab foi transferido para um cartdo FTA Elute (Whatman) nos
dois circulos superiores do cartdo, deixando os dois circulos inferiores para serem
usados como controles negativos da reacdo. Este cartdo possui propriedade quimicas
patenteadas que causam a lise imediata das células e protegem o DNA extraido da
acao de nucleases e contaminacao por microrganismos presentes no local da coleta.
As amostras foram coletadas somente ap6s a assinatura de um termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo 3), previamente aprovado pelos comités de
ética em pesquisas do Hospital AC Camargo (protocolo 1459/10), pelo comité de
ética do Hospital Heliopolis (protocolo CEPHH-817) e pelo comité de ética em
pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo (protocolo 0895/11). Vinte e trés controles que ndo fumavam ou bebiam foram
coletados, dos quais 20 atingiram os critérios de inclusdo. Dentre os controles que
fumam e bebem 34 individuos foram coletados mas apenas 5 atingiam os critérios

de inclusdo previamente estabelecidos. Para os pacientes portadores de cancer da
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cavidade oral, 62 individuos tiveram amostras coletadas mas apenas 20 atingiram 0s

critérios de inclusdo previamente estabelecidos.

3.3.2 Eluicdo do DNA

Quatro discos de 3mm foram retirados dos cartbes FTA, lavados em H,O
estéril e incubados a 95°C por 25 minutos em 30ul de H,0 estéril. Apds agitagdo
vigorosa em vortex, os discos foram retirados do eluato que continha o DNA

extraido das amostras. Este DNA foi usado para as reagdes de PCR subsequentes.

34 GENOTIPAGEM DO HPV DOS PACIENTES

O kit Inno-Lipa HPV Genotyping Extra (Innogenetics, Bélgica) foi usado para
investigar a presenca HPV em amostras de pacientes. O status de positividade de
HPV dos 11 pacientes foi avaliado utilizando o DNA eluido do cartdo FTA elute. Este
kit permite a identificacdo de 54 tipos de HPV, e apresenta uma maior robustez,
permitindo trabalhar com amostras de qualidade questionavel (tais como DNA
extraido de tecido parafinado). Este kit consiste na amplificacdo por PCR do DNA do
virus, eventualmente presente na amostra, com iniciadores especificos que cobrem as
regides GP5 e GP6, amplificando um fragmento de 65 nt. Apos a PCR, os fragmentos
amplificados sdo desnaturados e hibridados a sondas que sdo complementares as
regibes amplificadas do virus encontradas em fitas. Posteriormente, um ensaio imuno-
enzimatico é realizado, assim se houver a presenca do DNA do HPV a sonda fica
corada pois houve hibridizacdo, indicando a positividade para o virus para aquela

determinada amostra. Iniciadores especificos para a beta-globina também séo
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adicionados a reacdo como controles positivos da amostra avaliada. Os resultados
foram obtidos com o auxilio de nossos colaboradores do Instituto de Medicina
Tropical da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, sob a coordenacéo

do Prof. Dr. José Eduardo Levy.

35 AMPLIFICACAO DA REGIAO V1 DO GENE 16S-RDNA

Foram usados iniciadores que cobriam a regido hiper-variavel 1 do gene 16S-
rDNA bacteriano, descritos por SUNDQUIST et al. (2007) com um tamanho médio
de amplicon de 113 nt (iniciadores: V1F-5° AGAGTTTGATCMTGGCTCAG- 3’ e
V1R-5" TTACTCACCCGTICGCCRCT-3’). Tais iniciadores foram escolhidos por
ja terem sido usados com sucesso em outros estudos de avaliagdo da microbiota, e
por produzirem amplicons de tamanho adequado para 0 sequenciamento na
plataforma aqui utilizada. Nas amplificagdes por PCR, usamos o0 sistema master mix
com uma enzima de alta fidelidade (High-Fidelity, Roche), empregada para reduzir
manipulacdes durante o preparo da reacao, e para ajudar a reduzir possiveis erros de
incorporacdo de nt pela DNA polimerase. No total, amostras da microbiota de 26
individuos foram usadas nas amplificacGes, sendo: 10 controles sem neoplasia, sem
historico de uso de tabaco e com registro de uso de alcool inferior a 1 vez por més
(Grupo C); 5 controles sem neoplasia, mas com uso diario de tabaco e alcool (Grupo
CFB) e 11 pacientes acometidos com OSCC, todos com uso diario de tabaco e alcool
(Grupo P). Para cada amostra foram feitas seis reacGes de amplificacdo, em volume
final de 10ul. Posteriormente 2ul de cada reacdo foram avaliados em géis de

poliacrilamida 8% corados com prata (SANGUINETTI et al. 1994) como ilustrado
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na Figura 5. Amplicons de um mesmo individuo foram agrupados e quantificados no

fluorimetro Qubit (Invitrogen, Carlsbad, EUA).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

100pb

Legenda - A figura mostra um gel de poliacrilamida 8% corado com prata, contendo os amplicons
gerados para cada amostra. 1-Ladder 100pb; 2- C06; 3-C07; 4-C09; 5-C16; 6-C19; 7-C21; 8-P03; 9-
Controle Positivo (DNA extraido de E. coli); 10- Controle Negativo

Figura 5 — Visualizagdo dos produtos de amplificacdo da regido V1 do gene 16S-

rDNA em gel de poliacrilamida 8% corado com sais de prata.

3.6 LIGACAO DOS ADAPTADORES, ePCR E SEQUENCIAMENTO

Antes da ligacdo dos adaptadores para 0 sequenciamento, as amostras foram
purificadas com as Ampure XP Beads (Beckman Coulter, Indianapolis, EUA), para a
remocdo de remanescentes de iniciadores, enzima, DNA e proteinas. Apds a
purificacdo, os adaptadores para o sequenciamento na plataforma lon Torrent™
foram ligados usando kits da Applied Biosystems, seguindo os protocolos padrao.
Posteriormente, barcodes especificos de 10 nts foram adicionados a cada amostra e a
concentracdo dos amplicons foi novamente determinada com o fluorimetro Qubit. A
Figura 6 mostra os tamanhos dos amplicons obtidos apds a adi¢do dos barcodes e

dos iniciadores de sequenciamento.
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Legenda - A figura mostra os perfis dos tamanhos dos amplicons apresentados depois da adicdo dos

barcodes e iniciadores de sequenciamento utilizando 1pl de amostra.

Figura 6 — Avaliacdo de amostras em chip de DNA High Sensitivity no Bioanalyzer

No total foram feitas 6 corridas de sequenciamento em 5 chips tipo 314
independentes e também em um Unico chip 316. As amostras foram distribuidas da
seguinte maneira: Corrida 1 - 2 pacientes e 2 controles I; Corrida 2 - 5 pacientes;
Corrida 3 - 2 controles | e 2 pacientes; Corrida 4 - 4 controles I; Corrida 5 - 2
controles | e 2 pacientes; Corrida 6- 5 controles Il (Tabela 3).

Nas seis corridas, ap06s a adicdo dos barcodes e a determinacdo das
concentragdes das amostras, quantidades equimolares de cada amostra foram
combinadas para formar um pool para a ePCR. A emulsdo foi quebrada e as beads
que continham os adaptadores e amplicons foram recuperadas, enriquecidas e

posteriormente depositadas nos chips.

3.7 ANALISE TAXONOMICA

Para a andlise das sequéncias foi utilizado o programa Qiime (Quantitative

Insights Into Microbial Ecology - CAPORASO et al. 2010b). Para isto, avaliamos



38

cada etapa da analise, e alteramos alguns parametros originais, buscando adéqua-los

as sequéncias geradas. Com isto definimos o seguinte pipeline de analise:

1.

Picking OTUs (Original Taxonomic Units) pick _otus.py - Script usado
para a formacdo dos clusters. Método: Uclust (Robert Edgar, unpublished,
2009): Cria sequéncias chamadas “sementes” que formardo um determinado
grupo (cluster) de acordo com um minimo de identidade (97%). Este cluster é
denominado OTU (Operational Taxonomic Unit), e sera usado para
atribuicBes taxonémicas nos préximos passos.

pick_rep_setpy - Script usado na escolha de uma sequéncia
representativa de cada cluster. Método: A sequéncia mais abundante dentro
de um determinado cluster é usada como representativa deste cluster, sendo
usada nas analises subsequentes. A informacdo do tamanho do cluster
(nimero de sequéncias que o compde) é mantida e indica a abundancia da
respectiva OTU na amostra.

align_segs.py - Alinha as sequéncias contra um banco de dados pré-
determinado. Método: PYNAST (CAPORASO et al. 2010a): Um alinhador
do tipo NAST (DESANTIS et al. 2006b). Tamanho minimo na regido do
alinhamento: 50 nt. Porcentagem minima de identidade com o banco de
dados: 75%. O banco de dados aqui usado foi o Greengenes (Um banco de
dados com 408.135 sequéncias alinhadas do gene 16S-rDNA bacteriano de
alta qualidade que foram filtradas do banco do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (DESANTIS et al. 2006a). Sequéncias
que ndo alinharam contra este banco com a porcentagem minima de

identidade determinada foram excluidas das consequentes andlises.
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assign_taxonomy.py - Indica a determinagdo taxonOmica de uma
determinada sequéncia. Método: BLAST: Porcentagem de identidade entre
as sequéncias do banco Ribossomal Database Project (um banco de dados
que contém 1.379.424 de sequéncias do gene 16S-rDNA de bactérias e
arqueobactérias) com as sequéncias representativas dos clusters: 90%.
make_otu_table.py — Script que faz uma tabela com cada OTU, com sua
respectiva taxonomia e indica sua presenca em cada uma das amostras,
assim como a frequéncia encontrada- Somente OTUs que possuem um
minimo de 3 sequéncias foram mantidas para as analises posteriores.
summarize_taxa_through_plots.py - Script que produz gréaficos de area e
de barras para cada amostra com a taxonomia encontrada.
alpha_diversity.py - Métrica: Espécies Observadas - Calcula o namero de

espécies Unicas observadas com um determinado nimero de sequéncias.

ESTIMANDO A RIQUEZA DE ESPECIES BACTERIANAS

Para estimar se 0 nimero de espécies que estdvamos observando nas nossas

amostras estava coerente entre elas e com os dados da literatura, utilizamos o

programa Catchall (BUNGE et al. 2012) para estimar a riqueza das espécies em

nossas amostras. O arquivo de entrada para este programa € uma contagem da

frequéncia em que as espécies (no caso deste trabalho utilizamos os OTUS) aparecem

em uma determinada amostra. O programa testa diversos modelos matematicos, tais

como Poisson e Chao, baseados na frequéncia e distribuicdo das espécies, afim de

determinar qual o modelo que melhor estima a riqueza, ou seja, 0 nimero de espécies
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esperadas de uma determinada amostra. Ele gera entdo uma tabela aonde mostra qual
foi o melhor modelo matematico adequado para aquela determinada amostra, o
numero total de espécies observadas e esperadas, e os resultados da riqueza de
espécies obtidos com os outros modelos matematicos. Neste trabalho, utilizamos o
nimero de espécies esperadas que foi gerado pelo melhor modelo matemaético
escolhido pelo programa. Estes dados foram entdo plotados em graficos e

comparados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS INDIVIDUOS

SELECIONADOS PARA O ESTUDO

Ap0s a coleta das amostras, de acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo
determinados, foram selecionados 26 individuos, cujas amostras da microbiota
bacteriana  foram  sequenciadas na plataforma lon  Torrent™ (Life
Technologies/Applied Biosystems). Os grupos foram divididos como:

- Grupo C, composto por 10 individuos-controle saudaveis que nao possuiam
nenhuma lesdo maligna visivel em sua mucosa e ndo faziam uso de tabaco e
alcool. Todas estas amostras foram coletadas no Hospital AC Camargo,
durante as campanhas de prevencdo ao cancer realizadas por este hospital;

- Grupo CFB, segundo grupo-controle, intermediario, composto por cinco
amostras de individuos com mucosa oral saudavel, sem lesdes aparentes, mas
que faziam uso diario de tabaco e alcool. Todas as amostras deste grupo
foram obtidas gragas a colaboracdo com o Prof. Dr. Arthur de Andrade
Guerra, supervisor geral do Grupo Interdisciplinar de Estudos de Alcool e
Drogas (GREA), do Instituto de Psiquiatria, Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.

- Grupo P, composto por um total de onze pacientes portadores de OSCC. A
maioria dos pacientes (9/11 — 82%) vieram do Departamento de Cabeca e
Pescoco do Hospital AC Camargo - colaboragdo com Dr. Luiz Paulo

Kowalski. As outras duas amostras foram obtidas de pacientes do Hospital
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Heliopolis, fruto de colaboracdo com o Dr. Marcos Brasilino de Carvalho

(Servico de Cirurgia de Cabega e Pesco¢o). Todos faziam uso diéario de

tabaco e alcool.

As caracteristicas gerais de todos os individuos podem ser vistas na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas gerais de individuos dos grupos-controle (C e CFB) e
pacientes (P) avaliados neste estudo.

C CFB P
Masculino 8 (80%) 4 (80%) 10 (91%)
Feminino 2 (20%) 1 (20%) 1 (9%)
Idade Média 57,6 anos = 7,9 56,4 anos = 7,3 56,5 anos = 9,6
Altura Média 1,69m = 0,1m 1,72m = 0,08m 1,70m = 0,15m
Peso Médio 78,1 kg £ 27,7kg 77 kg = 12,8kg 68,4 kg = 24,6kg

4.1.1 Analise da Presenca de HPV nas Amostras de Pacientes com OSCC

De acordo com os objetivos do estudo, um dos interesses era investigar se
bactérias poderiam estar relacionadas com o desenvolvimento do cancer oral. Deste
modo, diante da importancia do HPV como agente causador de uma parcela destes
tumores, era importante determinar o status de positividade dos pacientes
selecionados para o estudo. A presenca de HPV foi determinada em todas as
amostras coletadas de pacientes com OSCC, incluindo diversos casos que ndo foram
selecionados para as analises da sua microbiota. O diagndstico da presenca de HPV
foi feito de acordo com o protocolo apresentado na se¢do de Materiais e Métodos e
um resultado representativo € mostrado na Figura 7. Dentre os pacientes que tiveram
sua microbiota sequenciada, apenas o paciente P04 foi positivo para HPV, com

resultados demonstrando a presenga do HPV-16.
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Controle Positivo
Controle Negativo

P04
P08
P09

Linha do Marcador =

Linha do Conjugado =
Linha da Beta Globina=

Linha do DMA do Controle Positivo=

Linha do HPV 16 = e

Figura 7 — Resultado da busca de HPV em algumas amostras deste estudo.

Em anélise recentemente publicada sobre a presenca de HPV, feita em 114
pacientes do Hospital AC Camargo portadores de OSCC (KAMINAGAKURA et al.
2012), foi observada uma prevaléncia global do HPV16 em 19.2% dos casos
avaliados. Entre os pacientes avaliados por estes autores, pertencentes a faixa etaria
compativel com nosso estudo, a presenca do virus pdde ser demonstrada em 7/67
(10,4%). Tal prevaléncia é similar a encontrada em nosso trabalho (9,1%).

E sabido que as proteinas virais carcinogénicas encontradas em HPV s&o
capazes de induzir a producdo e liberacdo de diversas citocinas pré-inflamatorias
(revisto em AGGARWAL et al. 2006), o que talvez possa ter algum papel na

modulagdo da microbiota. Neste sentido, TEZAL et al. (2012), encontraram uma
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relacdo positiva entre a presenca de HPV e periodontite em pacientes portadores de
HNSCC. No entanto, esta associacdo foi maior para cancer de orofaringe do que
cancer da laringe ou da cavidade oral. Este fato, aliado ao encontro de apenas um
paciente HPV+ no estudo, sugere que a microbiota aqui observada ndo deve ter
sofrido significativo impacto da presenca de citocinas inflamatérias induzidas pela
presencga de HPV na cavidade oral.

Por outro lado, seria interessante termos avaliado o status de positividade de
HPV também para os individuos dos dois grupos-controle, pois resta a possibilidade
de que a microbiota dos controles possa ter sido influenciada pela presenca de HPV
em alguns dos individuos estudados. No entanto, temos que observar dois fatores
relevantes: 1) a prevaléncia de HPV na cavidade oral de pacientes sem cancer parece
ser baixa. HERRERO et al. (2003), reportaram o encontro de DNA de HPV em
celulas esfoliadas da cavidade oral em 6,9% de 1732 individuos-controle avaliados.
2) Nosso projeto original ndo previa a avaliagdo do status de HPV em nossos grupos-
controle e a obtencdo desta informacdo poderia levantar questionamentos éticos
relevantes. O que fazer com um dado de positividade para HPV, fora do contexto de
doenga, agravado pelo fato de que ndo foi solicitado consentimento para esta
avaliacdo? De qualquer modo, diante da prevaléncia relativamente baixa de HPV
observada aqui, ndo acreditamos que diferencas entre 0s grupos possam ter sido

devidas a maior presenca de HPV em algum dos grupos estudados.
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4.2 SEQUENCIAMENTO

No total foram feitas 6 corridas de sequenciamento: 5 corridas em chips tipo
314 e uma corrida em um chip 316. As corridas foram distribuidas da seguinte
maneira: Corrida 1 - 2 pacientes e 2 controles negativos; Corrida 2 - 5 pacientes;
Corrida 3 - 2 controles negativos e 2 pacientes; Corrida 4 - 4 controles negativos;
Corrida 5 - 2 controles negativos e 2 pacientes; Corrida 6 (chip 316) - 5 controles
(CFB).

No total, geramos 2.332.475 sequéncias, com um tamanho médio de 113nt. A
mediana de sequéncias por amostra foi de 31.535 e a média foi de 92.735.

Os filtros aplicados, assim como a quantidade de sequéncias obtidas e

remanescentes e seu tamanho final sdo apresentados nas Tabelas 2 e 3, a seguir.

Tabela 2 - Filtragem inicial das sequéncias geradas.

Filtros Atributo Sequéncias Excluidas (%)
Bases Ambiguas (N) >2 0 (0)
Tamanho Minimo 40 4.187 (0,17)
Numero Maximo de Homopolimeros 6 7.133 (0,3)
Total 11.320 (0,48)

Ao final da etapa de sequenciamento, obtivemos um total de 2,3 milhdes de
sequéncias Uteis. Em média, cada amostra teve uma cobertura de 89 mil sequéncias

(variando de 9.190 a 385.593).
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Tabela 3 - Numero de sequéncias obtidas para as amostras do estudo (antes e apds a
aplicacdo dos filtros), e mediana do tamanho.

Amostra Nudmero de sequéncias Sequéncias remanescentes apos 0s Tamanho médio
antes dos filtros filtros (nt)
(dados brutos) (N) (%)
Corrida 1 - Chip 314
P33 20.058 19.885 99,1 104
P27 10.350 10.281 99,3 107
C15 12.455 12.368 99,3 104
C20 9.324 9.190 98,5 109
Total 52.187 51.724 99,1 106
Corrida 2 - Chip 314
PO1 73.204 72.798 99,4 114
P08 74.453 74.249 99,7 116
P09 122.432 122118 99,7 114
P23 43.986 43.960 99,9 113
P46 54.146 54.100 99,9 113
Total 368.221 367.225 99,7 114
Corrida 3 - Chip 314
co1 25.253 24161 95,6 118
Co4 18.811 18.006 95,7 118
P11 19.413 19.347 99,6 116
P36 15.798 15.732 99,5 118
Total 79.125 77.246 97,6 118
Corrida 4 - Chip 314
CO6 21.234 20.996 98,8 121
co7 32.566 32326 99,2 120
C09 21.568 20.132 933 125
C16 27.670 27.522 99,4 123
Total 103.038 100.976 97,9 122
Corrida 5 - Chip 314
C19 12.744 12.659 99,3 125
c21 20.201 20.066 99,3 125
P03 16.159 16.053 99,3 126
P04 18.403 18.302 99,4 124
Total 67.507 67.080 99,3 125
Corrida 6 - Chip 316
CFB10 386.556 385.503 99,8 108
CFB18 309.436 307.783 99,5 113
CFB29 361.268 360.272 99,7 1m
CFB30 334.125 333.205 99,7 112
CFB31 271.012 970.051 99,6 112
Total 1.662.397 1.656.904 99,7 111
Total Geral 2.332.475 2.321.155 99,5 116
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4.2.1 Aspectos do Sequenciamento

Quando contrastamos 0s numeros obtidos no sequenciamento das amostras
deste estudo, com os dados j& gerados por outros grupos na avaliacdo da microbiota
de individuos portadores de OSCC ou mesmo outros estudos da microbiota oral,
podemos mensurar mais adequadamente a contribuicédo relativa do nosso estudo. Um
aspecto negativo do nosso estudo é o tamanho relativamente pequeno dos fragmentos
que sequenciamos, apenas 113 nt, contra amplicons maiores dos demais estudos,
sequenciados na plataforma 454. Outro aspecto desfavoravel é o uso da plataforma
lon Torrent ™ que, a principio, possui uma taxa de erro superior a aquela observada
em outras plataformas. Em comparacdo recentemente publicada, a taxa de erro da
plataforma lon Torrent™ foi de 1,5%/100-bases, enquanto as taxas de erro da
plataforma Illumina ™ foi de 0,1%/100-bases (LOMAN et al. 2012) e a taxa de erro
da plataforma 454 ™ (Roche) foi de 1,07%/101-bases (GILLES et al. 2011). Tanto a
plataforma lon Torrent™ quanto a plataforma 454-Roche tem uma taxa de erros
significativamente alta (0,4 a 1,5%) para regi6es homopoliméricas. No entanto, como
pOde ser visto anteriormente, a estratégia adotada de definicdo de OTUs como grupos
de sequéncias com 97% de identidade, contribui para reduzir o impacto desta
deficiéncia. Em relacdo aos aspectos favoraveis do nosso estudo, o primeiro que
podemos destacar é o tamanho da casuistica, jA que avaliamos mais individuos
portadores de OSCC do que os demais estudos ja publicados. Como exemplo, no
estudo de PUSHALKAR et al. (2011) somente 3 pacientes portadores de OSCC e 2
controles sem neoplasia foram avaliados. De modo geral, o universo de individuos
avaliados e a média de sequéncias obtidas por amostra foram significativamente

superiores a aquelas dos demais estudos. Outro aspecto que devemos ressaltar é o
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fato de termos nos preocupado em avaliar a microbiota da mucosa oral, enquanto que
os demais estudos em OSCC avaliaram microbiota salivar. Diante das diferencas
encontradas entre as populacGes de bactérias de diferentes partes do corpo, incluindo
diferencas entre a composicdo da microbiota da saliva e da mucosa (HUSE et al.
2012), se buscamos bactérias associadas ao desenvolvimento do céancer oral,
acreditamos ser mais provavel que estas se encontrem fisicamente associadas ao
tecido que sofre o processo de malignizacdo — o biofilme da mucosa oral. Tais

comparagOes podem ser melhor avaliadas na Tabela 4.



Tabela 4 — Analise qualitativa e quantitativa dos principais filos bacterianos encontrados na cavidade oral, de acordo com a regido

amostrada do gene 16S-rDNA e a plataforma de sequenciamento utilizada.

Regido
avaliada no
gene 16S-
rDNA \VAl \VAl \VAl V5-V8 V2 V6 V6 V4-V5 V4-V5 V1-V3 V5
Plataforma de
sequenciament 454-
0 usada lon Torrent lon Torrent lon Torrent 454-Roche 454-Roche 454-Roche 454-Roche 454-Roche 454-Roche Roche Illumina
Tamanho
médio do
amplicon (nt) 113 113 113 700 311 ~150 ~150 392 300 486 96
. . . . . . Placa dentéaria . . . -
Amostra Biofilme oral Biofilme oral Biofilme oral Biofilme oral Saliva Saliva sub-gengival Saliva Saliva Saliva Saliva
Saudaveis Fumantes e Cancer oral Individuos . . . Saudaveis Canceroral  Individuos  Individuos
Individuos (120) etilistas (5) (12) saudaveis (10) salun d(j';\\//tla?su?153) sa:Jn ddf;\\/lécijsu?;l) salun ddz;\\/ltlecijsu?SS) (26) ou com 3)e saudaveis saudaveis
avaliados (N) Grupo C Grupo CFB Grupo P Grupo C céries (19) controles (2) (5) 3)
NUmero de
sequéncias 197.426 1.662.397 466.825 107.307 1.070.000 197 600 425.623 58.000 50.708 1.237.319
geradas '
Meédia de
sequéncias por 19.743 332.479 42.438 10.730 1.315 1.169 9.458 11.600 10.141 412.439
amostra
Firmicutes 50,1% 46,9% 40,5% 48,6% 35% 41% 32% 32,7% 45% 52% 39,3%
Actinobacteria 26,1% 30,1% 34% 22,2% 10% 6% 25% <4% 14% 9% 2,8%
Proteobacteria 19,1% 19,5% 18,2% 15,4% 30% 22% 16% 17% 10% 27% 27,8%
Bacteroidetes 1,7% 1,5% 2,7% 9,3% 15% 27% 15% 31,3% 25% 8% 0,02%
Fusobacteria 0,6% 0,2% 0,1% 2,4% 5% 6% 9% 12,9% 5% 2% 1,6%
Referéncia A A A A* B C (5 D E F G

Referéncias: A — THOMAS et al. este estudo, artigo em preparagdo. B — COSTELLO et al. (2009); C — KEIJSER et al. (2008); D - YANG et al. (2012); E —

PUSHALKAR et al. (2011); F - LAZAREVIC et al. (2010); G — LAZAREVIC et al. (2009). * - Dados apresentados no Anexo 2 deste trabalho.
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4.3 ANALISES DAS SEQUENCIAS OBTIDAS

4.3.1 Avaliagdo da cobertura obtida e inferéncias sobre a diversidade
bacteriana nos grupos estudados

Buscando avaliar a diversidade da microbiota oral, as sequéncias obtidas
foram clusterizadas utilizando o programa uclust com uma porcentagem de
identidade de 97% entre sequéncias do mesmo cluster. A seguir, conforme descrito
na secdo de materiais e métodos, sequéncias representativas de cada um dos clusters
criados foram usadas em um BLAST contra o banco de dados 16S-rDNA
Ribossomal Database Project (que conta com 1.379.424 de sequéncias deste gene
oriundas de bactérias e arqueobactérias das mais diversas fontes - COLE et al. 2009).
Um hit foi considerado apenas quando uma identidade de pelo menos 90% era obtido
entre as sequéncias do banco e as sequéncias representativas do cluster. Cerca de
33% das sequéncias obtidas ndo puderam ser atribuidas a nenhum taxon por analises
de BLAST. Tais sequéncias certamente contém artefatos e erros de sequenciamento,
mas provavelmente também contem espécies novas, as quais ndo foram avaliadas
neste trabalho. Se um dado cluster possuia um minimo de 3 sequéncias ele era
mantido, se ndo, era descartado. Cabe notar no entanto que, se por um lado esta
estratégia evita a criacdo de possiveis artefatos devido a erros de sequenciamento
e/ou baixa qualidade das bases das sequéncias, este tipo de restri¢cdo por frequéncia,
certamente sub-estima a diversidade da microbiota, ao excluir as espécies pouco
frequentes. Posteriormente, fizemos uma analise de saturacdo/rarefacdo afim de
determinar qual a cobertura aproximada foi obtida através dos OTUs para a

microbiota das amostras individuais de cada grupo (Figura 8).
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Curva de rarefacéo por grupos de amostras
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Legenda — A figura mostra o nimero de OTUs observadas para cada amostra individual dos trés
grupos; pacientes (Grupo P - linhas em vermelho), controles que fumam e bebem (Grupo CFB - linhas

em verde) e controles que ndo fumam e ndo bebem (Grupo C - linhas em azul).

Figura 8 — Curvas de saturacao/rarefacédo obtidas a partir da analise individual para

0s trés grupos de estudo

Estes dados permitem estimar que, de acordo com o0s niveis de cobertura
obtidos e utilizando um mesmo nimero de reads para cada amostra, os individuos
deste estudo albergam em sua mucosa oral, de 300 a 1000 OTUs diferentes. Este
numero é um pouco mais elevado do que outros apresentados na literatura. Talvez
estes dados sejam fruto de um artefato causado pelo uso de fragmentos menores, pois
no estudo de ENGELBREKTSON et al. (2010), foi sugerido que fragmentos <400pb
erroneamente indicavam uma maior diversidade de espécies bacterianas do que

fragmentos maiores que 400pb. De modo similar, no estudo de LAZAREVIC et al.
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(2009), que utilizaram a plataforma Illumina™ para sequenciar amplicons que
cobriam a regido variavel 5 do gene 16S-rDNA, com um tamanho médio de 96 nt,
foram encontrados cerca de 6000 OTUs nas amostras de saliva de apenas 3
individuos. Ambos estudos (este trabalho e LAZAREVIC et al. 2009) se basearam na
analise de fragmentos relativamente curtos (113nt), e ambos encontraram uma
diversidade aparentemente maior que outros estudos, como exemplo, em outro
estudo de LAZAREVIC et al. (2010) foram encontradas cerca de 50-200 OTUs por
individuo, em 5 amostras salivares sequenciadas na plataforma 454 com fragmentos
maiores. Ndo podemos deixar de observar que este maior numero de OTUs aqui
observado também pode ser fruto de uma maior taxa de erros gerada pelo
sequenciamento no lon Torrent™ como comentado anteriormente (LOMAN et al.
2012). No entanto, empregamos estratégias para minimizar este possivel aumento
artefatual do namero de OTUs devido a erros de sequenciamento gerados pelo lon
Torrent ™ tais como a clusterizagdo das sequéncias com 97% de identidade entre si
ou a consideracdo de OTUs que possuem pelo menos 3 sequéncias e que foram
atribuidas a tadxons bacterianos utilizando BLAST. Como todas as amostras neste
estudo foram amplificadas com o mesmo par de iniciadores e 0 mesmo numero de
ciclos de PCR, portanto, artefatos devidos a estes aspectos ndo influenciaram nos
resultados finais.

Tendo feito estas observacfes, cabe notar que todos os individuos do grupo
CFB apresentaram menos de 500 OTUs/individuo neste nivel de cobertura, enquanto
que a maioria dos pacientes (linhas em vermelho) apresentaram mais de 500

OTUs/individuo. Buscando avaliar com maior cuidado as diferencas inter-grupos,
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analisamos as curvas de saturacdo obtidas quando os individuos de cada grupo foram

avaliados em conjunto (Figura 9), visando reduzir o efeito de varia¢des individuais.

Curva de rarefagao dos trés grupos
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Legenda — A figura mostra 0o nimero de OTUs observadas nos trés grupos, apds agruparmos 0s

individuos de cada grupo.

Figura 9 — Curvas de saturacdo/rarefacdo obtidas a partir da analise agrupada dos

individuos dos trés grupos de estudo

Apdbs aumentarmos o0 numero de sequéncias usadas para estimar a diversidade,
0 que foi possivel gracas ao agrupamento das sequéncias de cada individuo dentro do
mesmo nucleo (Grupos C, CFB e P), as diferencas entre 0s grupos tornaram-se mais
claras e consistentes. Observamos uma clara diferenca em termos de diversidade para
0 grupo P, enquanto que os grupos C e CFB aparentam uma diversidade similar e
mais reduzida (dentro do N de sequéncias utilizadas, ao redor de 140.000/grupo).

Quando comparamos dois pontos da curva (indicado com as setas) entre o grupo dos
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pacientes (P) e grupo dos controles que fumam e bebem (CFB), vemos uma maior
diversidade entre os pacientes (P=0,0001) usando o teste estatistico T student.

No entanto, ndo podemos deixar de comentar a respeito do perfil das curvas
dos grupos C e P, que tendem a atingir um plateau, enquanto que a curva do grupo
CFB aparentemente tende a continuar subindo. Tal perfil é sugestivo da presenca de
uma diversidade significativa no grupo CFB, mas que talvez seja permeada por
algumas OTUs de alta frequéncia, que torne necessaria a geracdo de uma maior
quantidade de sequéncias para que a diversidade global possa ser plenamente
contemplada.

Com este nivel de cobertura temos indicios de uma maior diversidade
bacteriana no grupo dos pacientes portadores de OSCC quando comparado aos
demais grupos, indicativo de um desequilibrio da microbiota, que leva a presenca
(ainda que passageira) de um maior nimero de espécies nos individuos com cancer.
Este achado pode ser um indicio da presenca de bactérias oportunistas na cavidade
oral, resultado do efeito combinado da reduzida imunidade dos pacientes e de uma
maior dificuldade de higienizacdo devido a presenca da lesdo. Se esta segunda
situacdo for verdadeira, deveriamos observar uma diversidade bacteriana ainda maior
nos pacientes com tumores mais avangados, quando comparados a pacientes com
tumores menores.

Buscando investigar esta possibilidade, dividimos o grupo de pacientes (P)
em dois sub-grupos, conforme o tamanho do tumor. O grupo P T1-T2 contendo
pacientes com tumores menores (N=6) ou o grupo P T3-T4, composto por pacientes
com tumores mais avancados (N=5). Os dados sdo apresentados a seguir, na Figura

10.
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Curva de rarefacao por estadiamento tumoral
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Legenda — A figura mostra o nimero de OTUs observados nos 4 grupos; P T3-T4: Pacientes com
estadiamento tumoral T3-T4 (composto por 5 amostras: P01, P03, P08, P09 e P33), C: Controles que
ndo fumam e nem bebem (composto por 10 amostras), CFB: Controles que fumam e bebem
(composto por 5 amostras) e P T1-T2: Pacientes com estadiamento tumoral T1-T2 (composto por 6

amostras: P04, P11, P23, P27, P36 e P46).
Figura 10 — Curvas de saturacao/rarefacdo obtidas a partir da analise de sub-grupos

de pacientes agrupados conforme tamanho da lesdo tumoral.

Interessantemente, observamos que os pacientes portadores de OSCC com
estadiamentos tumorais mais avancados (P T3-T4), possuem um maior nimero de
OTUs do que pacientes portadores de OSCC com estadiamentos tumorais mais
baixos (P T1-T2), e ambos se encontram em pontos opostos da curva de diversidade
microbiana aqui observada, mesmo apresentando uma menor quantidade de amostras

no seu grupo (5 individuos em PT3-T4 versus 6 individuos em PTI-T2). Tal achado
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aponta para uma maior diversidade bacteriana em pacientes com tumores avangados,
compativel com déficits imunoldgicos na mucosa oral e/ou maior dificuldade de
higienizagéo.

Neste ponto, seria tentador supor um modelo no qual a diversidade bacteriana
normal, é afetada negativamente pelo uso continuo de alcool e tabaco, e este quadro
se agravaria ainda mais nos pacientes ja com tumores iniciais, sendo posteriormente
exacerbado por uma colonizacdo por bactérias oportunistas nos pacientes com
tumores avangados. Este modelo (ilustrado na Figura 11) poderia ser proposto se
tomamos apenas o0s pontos finais da curva mostrada na Figura 10, no entanto, temos
que observar que a tendéncia da curva do grupo CFB ¢ totalmente diferente das
demais. Dois aspectos devem ser considerados: i) o grupo CFB foi sequenciado mais
extensivamente que os demais (cerca de 10X mais), 0 que certamente induz a
descoberta de OTUs mais raras e ii) esta diversidade maior que pode ser inferida pela
tendéncia da curva de CFB aparentemente se da pela colonizagdo com téxons
diversos, de frequéncia muito baixa, mas tem o efeito de sua abundancia reduzido
pela presenca de algumas presentes em grande quantidade, o que se refletiria na
menor diversidade do grupo como um todo. Tal efeito foi recentemente demonstrado
por SEGATA et al. (2012), onde a abundancia de Streptococcus causava um efeito
reduzido da diversidade microbiana no que este grupo chamou de grupo G1 (mucosa
bucal, gengiva queratinizada e palato duro) e a abundancia de Bacteroidetes reduziu

a diversidade da microbiota intestinal (SEGATA et al. 2012).
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Legenda — A figura mostra o0 nimero médio de OTUs observados para cada amostra dos trés grupos,
usando 0 mesmo ndmero de sequéncias para cada amostra de cada grupo.
Figura 11 — Modelo hipotético do efeito do alcool e do tabaco na diversidade da

microbiota oral e seu aumento durante o aparecimento de tumores menos e mais

avangados.
A seguir as Tabelas 5, 6 e 7 mostram as OTUs mais abundantes encontradas

nos 3 grupos, C, CFB e P.



Tabela 5 - OTUs mais abundantes no grupo dos controles

#OTU ID Denominacéo consenso da OTU Média Co1 Co4 CO06 Cco7 C09 C15 C16 C19 C20 c21 CFB! p?
209283 "Firmicutes"; "Clostridia"; Clostridiales; Veillonellaceae; Veillonella 5047 8133 4315 7840 913 11494 1536 3386 5308 348 7191 6310 3937
118912 "Firmicutes"; "Clostridia"; Clostridiales; Veillonellaceae; Veillonella 4978 940 900 8411 1104 11976 720 8219 6572 87 10849 8799 3293
184308 “Firmicutes”; "Bacilli"; “Lactobacillales”; Streptococcaceae; Streptococcus 2495 50 178 962 18954 1008 137 1181 869 305 1306 3074 2257
310184 "Proteobacteria”; Betaproteobacteria; Neisseriales; Neisseriaceae; Neisseria 2109 956 3204 700 136 1063 218 9607 2243 588 2372 459 1805

71322 "Proteobacteria”; Betaproteobacteria; Neisseriales; Neisseriaceae; Neisseria 1990 145 733 429 87 661 81 14094 1311 98 2258 454 1611
412169 "Firmicutes”; "Bacilli"; "Lactobacillales”; "Carnobacteriaceae"; Granulicatella 1981 522 339 1681 1228 750 1504 1966 3144 272 8407 4435 1300

88717 “Firmicutes"; "Bacilli"; “Lactobacillales"; Streptococcaceae; Streptococcus 1844 377 622 624 13095 725 32 981 1122 229 638 2039 1483
338554 "Proteobacteria”; Gammaproteobacteria; Pasteurellales; Pasteurellaceae; Haemophilus 1823 844 1883 1372 74 3169 1205 2529 3420 544 3189 2424 589
120655 “Actinobacteria”; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Pseudonocardineae; Pseudonocardiaceae; Saccharomonospora 1566 2235 2982 1548 408 2454 429 1857 2180 11 1555 1926 1493
249042 "Proteobacteria”; Gammaproteobacteria; Pasteurellales; Pasteurellaceae; Haemophilus 1437 406 966 1086 77 2513 809 3303 2733 359 2113 2566 761
412166 "Actinobacteria”; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Micrococcineae; Micrococcaceae; Rothia 1211 418 428 676 260 1147 3735 2489 1098 65 1794 3902 1876
160926 "Firmicutes"; "Bacilli"; “Lactobacillales"; "Carnobacteriaceae"; Granulicatella 1205 1784 1016 1019 690 442 534 1054 1777 109 3628 2620 1004

52726 “Actinobacteria”; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Pseudonocardineae; Pseudonocardiaceae; Saccharomonospora 1055 145 156 1586 377 1604 849 2456 1398 11 1964 2512 1161
381866 "Firmicutes”; "Bacilli"; "Lactobacillales”; Streptococcaceae; Streptococcus 1016 29 50 152 7152 472 40 1166 719 163 219 506 287
198535 "Actinobacteria”; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 915 1573 305 2748 677 30 170 105 3136 0 404 1610 3155
177278 “Actinobacteria”; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 884 203 1860 3439 668 924 8 33 316 65 1326 1339 93
314198 "Actinobacteria”; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 830 17 205 4082 563 1108 24 7 348 54 1889 1782 55
200268 "Actinobacteria”; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 821 335 17 2124 647 864 332 280 3065 0 548 2690 2801
209284 "Actinobacteria”; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Micrococcineae; Micrococcaceae; Rothia 810 459 766 486 186 894 1949 1312 1074 33 942 2710 1420
223532 “Firmicutes"; "Bacilli"; "Lactobacillales"; Streptococcaceae; Streptococcus 741 83 122 119 5782 283 0 607 269 0 150 286 162

Todos os nimeros apresentados se referem ao nlmero de reads normalizado por 100.000 sequéncias.
! Média de reads normalizados por 100.000 encontrados no grupo CFB para esta OTU

2: Média de reads normalizados por 100.000 encontrados no grupo P para esta OTU
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Tabela 6 - OTUs mais abundantes no grupo dos controles que fumam e bebem

#OTU ID Denominag&o consenso da OTU Média CFB10 CFB18 CFB29 CFB30 CFB31 c" P2
118912 "Firmicutes"; "Clostridia"; Clostridiales; Veillonellaceae; Veillonella 8799 1281 11823 7305 15199 8387 4978 3293
209283 “Firmicutes”; "Clostridia"; Clostridiales; Veillonellaceae; Veillonella 6310 1085 9112 6203 8448 6700 5047 3937
338555 "Proteobacteria”; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales; Pseudomonadaceae; Pseudomonas 4796 23962 1 11 0 7 2 0
184308 “Firmicutes"; "Bacilli"; “Lactobacillales"; Streptococcaceae; Streptococcus 3074 7474 2121 2174 1803 1800 2495 2257
209284 "Actinobacteria”; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Micrococcineae; Micrococcaceae; Rothia 2710 1899 1705 2933 1619 5395 810 1420
200268 "Actinobacteria”; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 2690 25 576 5437 6326 1085 821 2801

80819 "Proteobacteria”; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales; Pseudomonadaceae; Pseudomonas 2644 13209 0 6 0 4 2 0
160926 “Firmicutes”; "Bacilli"; “Lactobacillales”; “Carnobacteriaceae"; Granulicatella 2620 1183 3454 4859 1846 1757 1205 1004
249042 "Proteobacteria”; Gammaproteobacteria; Pasteurellales; Pasteurellaceae; Haemophilus 2566 2844 3159 3307 85 3434 1437 761

52726 “Actinobacteria”; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Pseudonocardineae; Pseudonocardiaceae; Saccharomonospora 2512 340 3512 1207 2444 5059 1055 1161
338554 "Proteobacteria”; Gammaproteobacteria; Pasteurellales; Pasteurellaceae; Haemophilus 2424 2685 2713 3450 74 3199 1823 589

88717 “Firmicutes"; "Bacilli"; "Lactobacillales"; Streptococcaceae; Streptococcus 2039 4650 1406 1910 1128 1103 1844 1483
120655 "Actinobacteria”; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Pseudonocardineae; Pseudonocardiaceae; Saccharomonospora 1926 215 2610 1265 1408 4135 1566 1493
314198 "Actinobacteria”; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 1782 82 1384 40 6334 1068 830 55
198535 "Actinobacteria”; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 1610 15 89 3821 3876 248 915 3155
177278 "Actinobacteria”; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 1339 89 1348 67 4200 991 884 93
298928 "Actinobacteria”; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 755 102 289 1164 1577 642 105 739
248938 “Actinobacteria”; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 673 84 276 1087 1342 574 158 692
250405 "Firmicutes”; "Bacilli"; Bacillales; "Staphylococcaceae"; Gemella 506 840 347 434 622 288 136 80
381866 “Firmicutes"; "Bacilli"; "Lactobacillales"; Streptococcaceae; Streptococcus 506 250 659 799 508 313 1016 287

Todos os nimeros apresentados se referem ao nimero de reads normalizado por 100.000 sequéncias.

! Média de reads normalizados por 100.000 encontrados no grupo C para esta OTU
2: Média de reads normalizados por 100.000 encontrados no grupo P para esta OTU
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Tabela 7 - OTUs mais abundantes no grupo dos pacientes

#0TU Médi CFB
1D Denominacéo consenso da OTU a P01 P03 P04 P08 P09 P11 P23 P27 P33 P36 P46 ct 2
354 250 456 838 159 654 504
209283 “Firmicutes"; "Clostridia"; Clostridiales; Veillonellaceae; Veillonella 3937 2692 5 5054 0 0 9 134 5 342 1 7952 7 6310
297 292 464 172 1210 497
118912 “Firmicutes"; "Clostridia"; Clostridiales; Veillonellaceae; Veillonella 3293 4131 8 5803 1 2 868 298 642 106 3 9 8 8799
684 1121 664 472 215
198535 "Actinobacteria"; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 3155 2467 6 7 183 4 9 177 224 50 5 9 915 1610
446 1177 832
200268 “Actinobacteria"; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 2801 4073 0 5 387 7 708 255 136 45 165 479 821 2690
173 161 126 1039 249
184308 “Firmicutes"; "Bacilli"; "Lactobacillales"; Streptococcaceae; Streptococcus 2257 1720 8 4775 1 0 78 8 185 900 95 2067 5 3074
122 124 507 121
412166 “Actinobacteria"; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Micrococcineae; Micrococcaceae; Rothia 1876 2179 7 1098 585 279 1 2186 7 654 197 5919 1 3902
718 712 218 210
310184 "Proteobacteria”; Betaproteobacteria; Neisseriales; Neisseriaceae; Neisseria 1805 2146 9 612 9 155 26 66 29 196 0 129 9 459
325 949 199
71322 “Proteobacteria”; Betaproteobacteria; Neisseriales; Neisseriaceae; Neisseria 1611 3289 8 410 0 180 0 118 10 146 585 235 0 454
"Actinobacteria"; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Pseudonocardineae; Pseudonocardiaceae; 124 120 131 295 111 228 156
120655  Saccharomonospora 1493 2740 6 1798 0 3 1 91 9 20 2 1665 6 1926
168 118 184
88717 “Firmicutes"; "Bacilli"; "Lactobacillales"; Streptococcaceae; Streptococcus 1483 962 8 3273 1 952 346 5808 185 236 458 1220 4 2039
110 184 321
209284 "Actinobacteria"; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Micrococcineae; Micrococcaceae; Rothia 1420 1312 3 945 529 342 0 1381 0 427 178 4351 810 2710
102 170 105 198
412169 "Firmicutes"; "Bacilli"; “Lactobacillales"; “Carnobacteriaceae"; Granulicatella 1300 1897 262 541 5 9 367 2675 350 1 305 4116 1 4435
“Actinobacteria"; Actinobacteira; Actinobacteridae; Actinomycetales; Pseudonocardineae; Pseudonocardiaceae; 132 120 111 170 105
52726  Saccharomonospora 1161 3089 1 2005 3 3 274 134 2 65 305 1564 5 2512
1074
422556 “Proteobacteria"; Gammaproteobacteria;Pasteurellales; Pasteurellaceae; unclassified_Pasteurellaceae 1057 163 118 0 280 9 0 2 0 292 19 0 238 170
129 202 120
160926 "Firmicutes"; "Bacilli"; "Lactobacillales"; "Carnobacteriaceae"; Granulicatella 1004 1040 237 339 706 4 6 1497 136 297 998 2475 5 2620
143
249042 “Proteobacteria"; Gammaproteobacteria;Pasteurellales; Pasteurellaceae; Haemophilus 761 556 903 49 387 9 222 5462 136 5 470 176 7 2566
298928 "Actinobacteria"; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 739 2507 19 546 191 720 398 34 982 15 540 2176 105 755
106 102
248938 “Actinobacteria"; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 692 1378 37 481 155 743 5 30 1 5 985 1715 158 673
85018 "Bacteroidetes"; Flavobacteria; "Flavobacteriales"; Flavobacteriaceae; unclassified_Flavobacteriaceae 608 25 6 5 322 12 0 5505 0 810 0 0 261 7
232192 “Proteobacteria"; Gammaproteobacteria; Pasteurellales; Pasteurellaceae; unclassified_Pasteurellaceae 546 59 143 0 203 13 5 5089 0 473 19 0 465 166

Todos os nimeros apresentados se referem ao nimero de reads normalizado por 100.000 sequéncias.

! Média de reads normalizados por 100.000 encontrados no grupo C para esta OTU
2: Média de reads normalizados por 100.000 encontrados no grupo CFB para esta OTU
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Pela Tabela 5 vemos que ha duas OTUs atribuidas ao género Haemophilus,
que chamam atencdo por sua presenca em maior abundancia nos grupos sem cancer
(C e CFB) em relagdo ao grupo dos pacientes (P). Usando o teste estatistico de
Mann-Whitney, estas duas OTUs se mostraram significativamente mais elevadas em
ambos os grupos controle (C e CFB) e diminuidas no grupo dos pacientes
(Haemophilus 338554 com P=0,019 e Haemophilus 249042 com P=0,036).

Ja na Tabela 6 observamos 4 OTUs no grupo CFB que possuem frequencia
de interesse, correspondendo aos géneros Ganulicatella, Haemophilus,
Saccahoromonospora e Veillonella. As mesmas possuem o dobro da quantidade de
reads normalizados que os outros dois grupos. A OTU correspondente ao género
Veillonella, que possui uma grande quantidade de reads normalizados em todos os
grupos, porém no grupo CFB possui um quantidade duas vezes maior. Isto pode
causar o efeito que vimos anteriormente de uma menor diversidade encontrada no
grupo dos CFBs, causada pela presenca de alguns taxons em grande quantidade,
mascarando aqueles de menor abundancia, gerando uma menor saturagéo,
comparado aos outros dois grupos, e um numero limitado de espécies Unicas e
diferentes.

Na Tabela 7 vemos que ha uma OTU com comportamento interessante e que
é atribuida ao género Actinomyces, ela é muito abundante nos grupos P e CFB e
pouco abundantes no grupo dos controles.

As Tabelas 5, 6 e 7, que mostram as OTUs mais abundantes, normalizadas
por 100.000 sequéncias, podemos observar que a OTU mais abundante encontrada
nos trés grupos € aquela que corresponde ao género Veillonella. No grupo dos

pacientes, podemos observar que a segunda OTU mais abundante pertence ao género
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Actinomyces, no grupo dos controles que fumam e bebem pertence a Pseudomonas e
no grupo dos controles que ndo fumam e ndo bebem pertence a Streptococcus. 1sso
sugere uma variacdo quantitativa e qualitativa entre os trés grupos mesmo no que se
refere as OTUs mais abundantes, algo positivo quando vemos que a cobertura de
sequenciamento foi heterogénea entre os 3 grupos. Deste modo, avaliamos os demais
taxons observados, levando em consideracdo a sua frequéncia nas amostras de cada

grupo, e também nos dois sub-grupos de pacientes (T1/T2 x T3/T4).

44 TAXONS BACTERIANOS PRESENTES NOS GRUPOS

AVALIADOS

A principio, investigamos a frequéncia dos taxons bacterianos mais
prevalentes nos diferentes grupos avaliados. Para tal usamos a atribui¢do taxonémica
determinada pelo programa Qiime (CAPORASO et al. 2010b) e os dados sédo

apresentados na Figura 12 e na Tabela 8.
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Nota — A Figura apresenta os 4 tdxons bacterianos mais abundantes entre os controles (C), controles

gue fumam e bebem (CFB) e pacientes (P).

Figura 12 — Filos bacterianos mais abundantes nos trés grupos de estudo

No que se refere a frequéncia dos taxons mais abundantes, nenhuma
diferenca significativa pode ser observada entre os grupos. Conforme comentado
anteriormente, cabe novamente ressaltar que, quando comparamos nossos dados com
0s demais dados da literatura, vemos algumas diferencas interessantes nestes grupos,
que podem ser sugestivas da origem das amostras usada para o estudo: saliva versus
biofilme. Para facilitar as comparagdes, a seguir apresentamos a Tabela 8, que
consiste em uma modificacdo da Tabela 4, re-organizada para permitir contrastar 0s
achados entre a microbiota da mucosa oral (biofilme) e da saliva, e a média de alguns

estudos.



Tabela 8 - Prevaléncia dos filos bacterianos mais abundantes em diversos estudos voltados para a avaliacdo da microbiota oral.

2 3 Média 4 Média 5 6 7 8 9 10 11
1 estudos estudos
lon lon biofilme 454- saliva
Estudo lon Torrent Torrent  Torrent (1a3j) Roche (6all1)
Placa
Biofilme dentéria
Biofilme oral oral Biofilme Biofilme sub-
Amostra ©) (CFB) oral (P) oral (C) gengival  Saliva Saliva Saliva Saliva Saliva Saliva
Firmicutes 50,1% 46,9% 40,5% 45,8% 48,6% 40,9% 32% 35% 41% 32,7% 45% 52% 39,3%
Actinobacteria 26,1% 30,1% 34% 30,1% 22,2% 7,6% 25% 10% 6% <4% 14% 9% 2,8%
Proteobacteria 19,1% 19,5% 18,2% 18,9% 15,4% 22,3% 16% 30% 22% 17% 10% 271%  27,8%
Bacteroidetes 1,7% 1,5% 2,7% 2,0% 9,3% 17,7% 15% 15% 27% 31,3% 25% 8% 0,02%
Fusobacteria 0,6% 0,2% 0,1% 0,3% 2,4% 5,4% 9% 5% 6% 12,9% 5% 2% 1,6%

Referéncia 1 1 1 1* 4 3 2 5 6 7 8

Referéncias: 1-THOMAS et al. em preparacéo; 2- KEIJSER et al. (2008); 3- COSTELLO et al. (2009); 4- KEIJSER et al. (2008); 5- YANG et al. (2012); 6- PUSHALKAR et al. (2011); 7- LAZAREVIC
et al. (2010); 8- LAZAREVIC et al. (2009). * Dados referentes ao Anexo 2 deste trabalho.
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Na Tabela 8, vemos que todos 0s nossos resultados referentes a microbiota
oral séo consistentes em atribuir Actinobacteria como o segundo filo mais abundante.
Tal resultado foi corroborado inclusive pelo sequenciamento de uma segunda regido
do gene 16S-rDNA, realizado em outra plataforma (estudo 4 da Tabela 5). Nos
demais estudos da microbiota oral o Unico que apresenta Actinobacteria como
segundo filo mais abundante € o estudo de KEIJSER et al. 2008 (estudo 5 da Tabela
5), derivado do biofilme de uma placa dentéria sub-gengival. Além destas diferencas,
vemos reducdes significativas na frequéncia de Bacteroidetes e Fusobacteria nos
biofilmes da mucosa, de modo consistente entre os grupos (estudos 1 a 4). Apesar de
ndo termos, em nosso estudo, investigado a microbiota da saliva e da mucosa de um
mesmo individuo (pois este objetivo fugia dos objetivos propostos), nossos dados
sugerem que a microbiota associada a mucosa oral, presente nos biofilmes seja
distinta da microbiota salivar, em todos o0s grupos estudados.

Cabe notar no entanto que o filo Actinobacteria, que mostrou prevaléncia
aumentada em nosso estudo, € composto predominantemente por bactérias Gram-
positivas, que possuem uma parede celular menos resistente e portanto, mais
facilmente rompida. O sistema de coleta e extracdo de DNA que usamos se baseia na
lise celular ocorrendo no cartdo FTA, seguido de sua liberacdo no meio aquoso apos
a fervura de fragmentos obtidos do cartdo. Testes especificos ndo foram feitos para
avaliar se a parede celular de bactérias Gram-negativas é efetivamente lisada neste
sistema, e se isto pode ter levado a algum tipo de viés de representacdo dos filos
bacterianos. Porém vemos que um outro estudo da microbiota de biofilme, derivado
de placa dentéria sub-gengival (KEIJSER et al. 2008) obteve resultados semelhantes

aos nossos, com Actinobacteria estando em segundo lugar como filo bacteriano mais
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abundante. Posteriormente pretendemos investigar melhor as diferencas entre
biofilme da mucosa e saliva, mas a principio nosso estudo ressalta que, diante da
potencial diferenga do microbioma entre estes ambientes, quando se investiga a
microbiota relacionada ao cancer, deve ser dada uma énfase preferencial a
investigacdo das bactérias associadas a mucosa e nao daquelas encontradas livres na
saliva. Durante a redacdo final deste documento, SEGATA et al. (2012), publicaram
um estudo comparativo da microbiota humana distribuida ao longo de sete regifes
distintas do trato digestivo. Importantes diferencas entre a microbiota da mucosa oral

e da saliva também sdo apontadas por estes autores.

45 ANALISES DE UM POSSIVEL CORE MICROBIOME

No trabalho de HUSE et al. (2012) foram analisados quais OTUs estariam
presentes em todas as amostras de um grande nimero de individuos saudaveis, e que
deveriam compor um possivel core microbiome saudavel. Tal abordagem tem
aplicacdes interessantes, pois um desbalanco deste core pode ser um biomarcador
indireto de um distarbio fisiologico relevante e, sua deteccdo poderia indicar que
medidas devem ser tomadas para a recomposi¢do do core microbiome. Buscando
identificar este core, HUSE et al. (2012) sequenciaram em larga-escala o gene 16S-
rDNA bacteriano (duas regides diferentes V1-V3 e/ou V3-V5) de amostras de
diversos individuos, e buscaram quais as OTUs estariam presentes em todos 0s
individuos avaliados.

Em nosso estudo, buscamos avaliar a mesma questdo, e investigamos se

haveria um core microbiome representativo dos nossos grupos. Assim como no
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estudo de HUSE et al. (2012) investigamos as OTUs que estavam presentes em
100% das amostras de cada grupo, ou em apenas ~90% das amostras (9 individuos
para o grupo dos controles, 9 individuos para grupo dos pacientes e 4 individuos para
0 grupo dos controles que fumam e bebem) ou ~80% das amostras (8 individuos para
0 grupo dos controles, 8 individuos para grupo dos pacientes e 3 individuos para o
grupo dos controles que fumam e bebem). Os resultados sdo mostrados na Tabela 9,
a seqguir. Para efeitos de comparagdo apresentamos também os dados obtidos por
HUSE et al. (2012) apenas para a mucosa oral de individuos controle saudaveis.
Dados sobre uso de &lcool e tabaco referentes a estes individuos ndo foram

disponibilizados pelos autores deste artigo.

Tabela 9 - Numero de core OTUs encontrados em 100, 90 e 80% das amostras dos
trés grupos

Numero de core OTUs por grupo

Porcentagem das amostras ~ C (n=10)  CFB (n=5) P c

contendo o core microbiome (n=11) (n=114)*
100% 38 1.036 32 3
90% 82 2.656 115 15
80%" 148 4.684" 229 25%*

* - Dados de HUSE et al. (2012), baseados no sequenciamento da regido V1-V3. ** - valor obtido
para OTUs presentes em 75% das amostras. # - OTUs presentes em 60% do grupo (3/5 amostras).

A principio é clara a discrepancia entre os dados do nosso grupo CFB e os
demais. Isto certamente se deve a cobertura mais elevada da microbiota do grupo
CFB, devido a dois fatores: i) 0 menor N-amostral deste grupo (apenas 5 individuos)
e ii) sobretudo devido ao sequenciamento destas amostras em um chip de maior
capacidade, que gera cerca de 10X mais dados que os chips usados nas demais

corridas. Em conjunto, estes fatores fizeram com que o grupo CFB tivesse uma
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média de sequéncias/amostra equivalente a 332.479, o que foi mais de 10X mais que
0 obtido para os outros grupos do estudo (C= 19.426/amostra e P=42.438/amostra).
Buscando avaliar o peso de cada um destes fatores, reavaliamos nossos dados,
investigando, a principio, a importancia do tamanho amostral na composi¢do do
microbiome core. Investigamos qual o efeito da reducdo do N-amostral dos grupos C
e P, avaliando apenas 5 individuos em cada grupo, nimero igual ao estudado no
grupo CFB. Como pode ser visto na Tabela 10, a reducdo do N de cada grupo,

artificialmente infla o core microbiome de modo significativo.

Tabela 10 — NUumero de core OTUs encontrados em 100, 90 e 80% das amostras dos
trés grupos com a metade do n amostral

Porcentagem das NUmero de core OTUs por grupo
amostras C (n=10) C((=5) CFB(n=5) P (n=11) P (n=5)
100% 38 54 1.036 32 117
90% 82 178 2.656 115 390
80%" 148 429" 4.684" 229 452"

* . OTUs presentes em 60% do grupo (3/5 amostras).

Vemos no trabalho de HUSE et al. (2012) um efeito exatamente oposto ao
que observamos aqui. Por terem feito um estudo de um nimero muito maior de
amostras (114 contra 10), que tiveram sua microbiota coberta por uma quantidade
média de sequéncias muito menor (34.843 de nosso estudo, contra 6.168 — ja
excluindo CFB onde nossa cobertura foi mais de 10X maior), acreditamos que o core
microbiome da mucosa oral sugerido por estes autores (apenas 3 com 100% das

amostras) seja bastante sub-estimado.
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Afim de usar de modo mais adequado os dados referentes ao grupo CFB e P,

para fins da avaliacdo do core microbiome, fizemos 0s seguintes ajustes:

1)

2)

Correcdo para a maior quantidade de sequéncias — Como para 0 grupo menos
sequenciado de nosso estudo (Grupo C), tivemos uma média de 19.426
sequéncias/individuo, avaliamos, para cada um dos 5 componentes do grupo
CFB, quantos reads foram obtidos e usamos isto como um fator para
considerarmos a presenca de uma OTU no core microbiome. Sendo assim se
um dado CFB foi sequenciado 13X mais que a média dos controles, apenas
consideramos a presenca de OTUs no core se estas tiverem pelo menos 13
reads. Deste modo, apds implementarmos este ajuste, o core microbiome
100% deste grupo caiu de 1.036 para 107. Avaliamos também, para cada um
dos componentes do grupo P, quantos reads foram obtidos e usamos isto
como um fator para considerarmos a presenca de uma OTU no core
microbiome. Sendo assim se um dado P foi sequenciado 1X, 2X ou 3X mais
que a média dos controles, apenas consideramos a presenca de OTUs no core
se estas tiverem pelo menos 1, 2 ou 3 reads. Deste modo, apds
implementarmos este ajuste, o core microbiome 100% deste grupo caiu de 32
para 30, o core microbiome 90% caiu de 115 para 47 e 0 core microbiome
80% caiu de 229 para 74.

Corregdo para o tamanho menor do grupo — Para isto, usamos os valores de
corte para cada individuo, conforme calculado acima, considerando apenas as
OTUs acima de uma dada frequéncia. A seguir, calculamos o core
microbiome para 4 niveis de sub-grupos: todos os possiveis pares, todos 0s

possiveis trios, os dois quartetos e para todos os individuos simultaneamente.
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Os valores obtidos para estes microbiomas, conforme o tamanho dos sub-

grupos comparados séo apresentados a seguir, na Tabela 11.

Tabela 11 — Numero de core OTUs encontrados em 100% das amostras dos sub-
grupos de individuos do grupo CFB.

Sub-grupos Média de amostras do core
microbiome
Core microbiome de todos os possiveis pares 287,1 +/- 30.1
Core microbiome de todos os possiveis trios 189,4 +/- 20.2
Core microbiome dos dois quartetos possiveis. 139,6 +/- 19.6
Core microbiome de todos os 5 individuos CFB 107

De posse destes valores, testamos diversos modelos de regresséo, buscando
qual ofereceria 0 menor erro (calculado pelo método Root Mean Square Error —
RMSE). As fungdes avaliadas e seus respectivos RMSEs calculados foram: Fungéo
linear (17,089); Funcdo quadratica (12,712); Funcdo exponencial (8,577); Funcéo
logaritmica (8,195); Funcdo reciproca (2,408); Funcdo de poténcia (1,094). Deste
modo, selecionamos a func¢do de menor erro — Fungéo de poténcia - e derivamos uma
equacado de regressdo ndo-linear capaz de estimar o tamanho do core microbiome do

grupo CFB.

A equacio derivada, seguindo a Lei de Poténcia (Y=ax") foi:

y = e7(6.41091234116 + -1.07119716283 * 1n(x))
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Figura 13 — Gréfico mostrando o nimero de core OTUs observado e calculado para

o grupo CFB, considerando diferentes quantidades de amostras avaliadas.

Aplicando esta equacao, temos que para um N=10 amostras do grupo CFB é
calculado um core microbiome de 51.4 OTUs enquanto um N=11 levaria a um core
microbiome estimado de 47.8 OTUs. Deste modo, a Figura 14, abaixo, mostra uma

representacdo grafica do core microbiome calculado para todos os 3 grupos de estudo.
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Nota — para o grupo CFB o valor plotado foi calculado de acordo com a férmula apresentada na

pagina 70, utilizando um N=10 amostras.

Figura 14 — Gréfico de barras mostrando o nimero de core OTUs observadas em

100% das amostras nos 3 grupos, considerando-se 10 amostras para o grupo CFB

A seguir, nas Tabelas 12, 13 e 14, relacionamos as OTUs presentes em 100%
das amostras do nosso grupo de controles, do nosso grupo de controles que fumam e
bebem e do nosso grupo de pacientes, com sua respectiva taxonomia atribuida, além

do nimero de sequéncias normalizadas por 100.000.



Tabela 12 — Core OTUs encontrados em 100% das amostras do grupo dos controles (C)

#OTU ID Consensus Lineage Co1 C04 C06 Cco7 C09 C15 C16 C19 C20 C21 Mediana Média p! CFB?

30807 “Firmicutes";"Bacilli";Lactobacillales;Streptococcaceae; Streptococcus 50 33 105 1327 154 24 69 71 11 85 70 193 125 (100%) 115 (100%)
42061 “Firmicutes”;"Bacilli";Lactobacillales;Streptococcaceae;Streptococcus 17 56 71 1680 318 57 552 182 11 249 127 319 217 (100%) 269 (100%)
43059 “Proteobacteria”;"Gammaproteobacteria";Pasteurellales;Pasteurellaceae;Haemophilus 25 167 110 517 119 24 563 150 22 224 135 192 356 (90%) 98 (100%)
52726 “Actinobacteria”;"Actinobacteria”;Actinobacteridae; Actinomycetales;Pseudonocardineae;Pseudonocardiaceae;Saccharomonospora 145 156 1586 377 1604 849 2456 1398 11 1964 1124 1055 1161 (100%) 2512 (100%)
71322 “Proteobacteria”;"Betaproteobacteria”;Neisseriales;Neisseriaceae;Neisseria 145 733 429 87 661 81 14094 1311 98 2258 545 1990 1611 (90%) 454 (100%)
81646 “Firmicutes”;"Clostridia";Clostridiales;Veillonellaceae;Veillonella 161 106 43 9 89 49 44 39 22 20 43 58 55 (90%) 23 (100%)
88717 “Firmicutes”;"Bacilli";Lactobacillales;Streptococcaceae;Streptococcus 377 622 624 13095 725 32 981 1122 229 638 631 1844 1843 (100%) 2039 (100%)
95915 “Firmicutes";"Bacilli";Lactobacillales;Streptococcaceae; Streptococcus 66 50 24 155 60 24 7 16 44 10 34 46 120 (100%) 64 (100%)
107429 “Proteobacteria";"Epsilonproteobacteria”;Campylobacterales;Helicobacteraceae;Sulfurovum 54 78 95 9 194 89 149 142 65 219 92 109 47 (80%) 44 (100%)
118912 “Firmicutes";"Clostridia";Clostridiales; Veillonellaceae; Veillonella 940 900 8411 1104 11976 720 8219 6572 87 10849 3838 4978 3293 (100%) 8799 (100%)
120655 "Actinobacteria”;"Actinobacteria”;Actinobacteridae; Actinomycetales;Pseudonocardineae;Pseudonocardiaceae;Saccharomonospora 2235 2982 1548 408 2454 429 1857 2180 11 1555 1706 1566 1493 (100%) 1926 (100%)
123281 “Actinobacteria”;"Actinobacteria";Actinobacteridae; Actinomycetales;Micrococcineae; Intrasporangiaceae; Serinicoccus 17 50 681 3 15 437 18 79 250 189 64 174 11 (55%) 11 (90%)
157240 “Actinobacteria";"Actinobacteria”;Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 29 111 919 28 94 49 4 403 11 588 71 224 5 (36%) 8 (100%)
160926 “Firmicutes”;"Bacilli";Lactobacillales;Carnobacteriaceae;Granulicatella 1784 1016 1019 690 442 534 1054 1777 109 3628 1018 1205 1004 (100%) 2620 (100%)
166220 “Actinobacteria”;"Actinobacteria”;Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 12 50 810 46 124 8 18 355 163 35 48 162 71 (55%) 190 (100%)
177278 "Actinobacteria";"Actinobacteria";Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 203 1860 3439 668 924 8 33 316 65 1326 492 884 93 (100%) 1339 (100%)
184308 “Firmicutes";"Bacilli";Lactobacillales;Streptococcaceae; Streptococcus 50 178 962 18954 1008 137 1181 869 305 1306 916 2495 2257 (100%) 3074 (100%)
209283 "Firmicutes";"Clostridia";Clostridiales; Veillonellaceae; Veillonella 8133 4315 7840 913 11494 1536 3386 5308 348 7191 4812 5047 3937 (100%) 6310 (100%)
209284 “Actinobacteria”;"Actinobacteria";Actinobacteridae; Actinomycetales; Micrococcineae;Micrococcaceae;Rothia 459 766 486 186 894 1949 1312 1074 33 942 830 810 1420 (100%) 2710 (100%)
233445 “Proteobacteria”;"Betaproteobacteria”;Neisseriales;Neisseriaceae;Neisseria 83 100 48 3 60 65 273 95 98 115 89 94 86 (90%) 4 (90%)
236642 “Firmicutes”;"Clostridia";Clostridiales;Veillonellaceae;Veillonella 339 106 57 22 253 73 65 142 11 100 86 117 141 (100%) 142 (100%)
237369 “Proteobacteria”;"Betaproteobacteria”;Neisseriales;Neisseriaceae;Neisseria 8 28 29 3 10 16 254 47 11 95 22 50 41 (60%) 5 (100%)
241855 “Firmicutes";"Clostridia";Clostridiales;Veillonellaceae;Veillonella 145 50 81 3 40 121 44 8 11 105 47 61 38 (90%) 31 (100%)
249042 “Proteobacteria”;"Gammaproteobacteria";Pasteurellales;Pasteurellaceae;Haemophilus 406 966 1086 7 2513 809 3303 2733 359 2113 1026 1437 761 (100%) 2566 (100%)
259581 “Proteobacteria”;"Betaproteobacteria”;Neisseriales;Neisseriaceae;Kingella 4 56 48 6 268 8 15 213 98 30 39 75 14 (70%) 3(90%)
277502 "Proteobacteria”;"Betaproteobacteria”;Neisseriales;Neisseriaceae;Kingella 8 44 52 6 243 16 33 134 33 25 33 60 14 (60%) 6 (100%)
295297 “Actinobacteria”;"Actinobacteria”;Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 4 17 48 12 10 8 7 24 33 5 11 17 23 (80%) 7 (100%)
296426 “Proteobacteria”;"Gammaproteobacteria";Pasteurellales;Pasteurellaceae;Haemophilus 4 39 110 461 99 49 752 95 44 164 97 182 438 (90%) 106 (100%)
310184 “Proteobacteria”;"Betaproteobacteria”;Neisseriales;Neisseriaceae;Neisseria 956 3204 700 136 1063 218 9607 2243 588 2372 1010 2109 1805 (100%) 459 (100%)
314198 "Actinobacteria”;"Actinobacteria”; Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 17 205 4082 563 1108 24 7 348 54 1889 277 830 55 (90%) 1782 (100%)
323914 “Firmicutes”;"Clostridia";Clostridiales;Lachnospiraceae;unclassified_Lachnospiraceae 25 28 52 34 104 8 73 103 11 20 31 46 25 (90%) 63 (90%)
327425 “Bacteroidetes";"Flavobacteria";Flavobacteriales;Flavobacteriaceae;unclassified_Flavobacteriaceae 46 489 129 65 139 32 218 324 718 75 134 223 102 (90%) 168 (100%)
338554 “Proteobacteria”;"Gammaproteobacteria";Pasteurellales;Pasteurellaceae;Haemophilus 844 1883 1372 74 3169 1205 2529 3420 544 3189 1627 1823 589 (100%) 2424 (100%)
363086 “Actinobacteria”;"Actinobacteria”;Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 95 1244 800 62 124 24 11 379 207 15 110 296 66 (55%) 143 (100%)
381866 “Firmicutes”;"Bacilli";Lactobacillales;Streptococcaceae; Streptococcus 29 50 152 7152 472 40 1166 719 163 219 191 1016 287 (100%) 506 (100%)
412166 “Actinobacteria”;"Actinobacteria";Actinobacteridae; Actinomycetales;Micrococcineae; Micrococcaceae;Rothia 418 428 676 260 1147 3735 2489 1098 65 1794 887 1211 1876 (100%) 3902 (100%)
412169 “Firmicutes";"Bacilli";Lactobacillales;Carnobacteriaceae;Granulicatella 522 339 1681 1228 750 1504 1966 3144 272 8407 1366 1981 1300 (100%) 4435 (100%)
413823 "Actinobacteria”;"Actinobacteria";Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae;Actinomycetaceae; Actinomyces 41 605 476 201 20 16 11 150 229 154 152 190 300 (100%) 450 (100%)

! Média de reads normalizados por 100.000 encontrados no grupo P para esta OTU e em parénteses quantas amostras apresentaram esta OTU

2: Média de reads normalizados por 100.000 encontrados no grupo CFB para esta OTU e em parénteses quantas amostras apresentaram esta OTU
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Tabela 13 — Core OTUs encontrados em 100% das amostras do grupo dos controles que fumam e bebem (CFB)

#OTUID  Consensus Lineage CFB10  CFB18 CFB29  CFB30 CFB31  Mediana Média p! c?

834 "Firmicutes";"Clostridia";Clostridiales;Veillonellaceae;Veillonella 4 38 39 38 33 38 30 1 (20%) 1 (20%)

1822 ;"Carnobacteriaceae";Granulicatella 4 15 20 4 7 7 10 3 (70%) 4 (50%)
13458 “Firmicutes"; "Lactobacillales";Streptococcaceae;Streptococcus 64 12 11 5 16 12 22 51 (80%) 73 (70%)
14512 "Actinobacteria";Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 25 634 41 11 211 41 184 23 (70%) 502 (80%)
16542 “Firmicutes";"Bacilli";Bacillales;"Staphylococcaceae";Gemella 394 152 225 301 115 225 237 53 (90%) 121 (80%)
17104 “Firmicutes";"Bacilli";"Lactobacillales";"Carnobacteriaceae";Granulicatella 10 39 69 23 26 26 34 8 (60%) 11 (70%)
17710 "Proteobacteria”;Neisseriales;Neisseriaceae;Bergeriella 16 20 33 20 60 20 30 12 (60%) 5 (50%)
30807 “Firmicutes";"Baci "Lactobacillales”;Streptococcaceae;Streptococcus 226 86 102 64 94 94 115 125 (100%) 193 (100%)
32388 Baci ‘Lactobacillales";"Carnobacteriaceae";Granulicatella 8 22 25 11 11 11 15 10 (60%) 10 (50%)
33478 Bacillales;"Staphylococcaceae";Gemella 13 9 13 15 9 13 12 1 (10%) 0 (0%)
39271 "Lactobacillales";"Carnobacteriaceae";Granulicatella 5 17 22 15 6 15 13 12 (70%) 14 (70%)
42061 "Lactobacillales";Streptococcaceae;Streptococcus 412 357 242 81 255 255 269 217 (100%) 319 (100%)
43057 "Lactobacillales";Streptococcaceae;Streptococcus 84 34 37 10 23 34 38 51 (100%) 81 (90%)
43059 Pasteurellales;Pasteurellaceae;Haemophilus 137 215 13 14 113 113 98 356 (90%) 192 (100%)
52726 ;Actinobacteridae;Actinomycetales;Pseudonocardineae;Pseudonocardiaceae;Saccharomonospora 340 3512 1207 2444 5059 2444 2512 1161 (100%) 1055 (100%)
67463 “Actinobacteria";Actinobacteridae; Actinomycetales; Micrococcineae;Micrococcaceae;Rothia 8 11 22 12 29 12 17 0 (0%) 0 (0%)
70808 “Firmicutes";"Bacilli";Bacillales;"Staphylococcaceae";Gemella 28 15 16 23 13 16 19 1 (20%) 3 (40%)
71322 “Proteobacteria";BetaproteoNeisseriales;Neisseriaceae;Neisseria 1199 287 651 9 122 287 454 1611 (90%) 1990 (100%)
72200 "Actinobacteria";Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 17 249 22 73 51 51 82 33 (80%) 36 (80%)
76340 “Actinobacteria";Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 22 759 36 23 226 36 213 16 (40%) 186 (60%)
77021 “Proteobacteria";Campylobacterales;Campylobacteraceae;Campylobacter 21 13 40 40 19 21 26 78 (70%) 20 (90%)
88717 “Firmicutes";"Bacilli";"Lactobacillales";Streptococcaceae; Streptococcus 4650 1406 1910 1128 1103 1406 2039 1483 (100%) 1844 (100%)
89405 "Actinobacteria";Actinobacteridae; Actinomycetales; Micrococcineae; Micrococcaceae;Rothia 7 9 11 6 21 9 11 19 (80%) 17 (60%)
95915 “Firmicutes";"Bacilli";"Lactobacillales";Streptococcaceae; Streptococcus 48 137 7 35 94 48 64 120 (100%) 46 (100%)
108789 “Actinobacteria";Actinobacteridae; Actinomycetales;Micrococcineae; Micrococcaceae;Rothia 7 13 16 8 28 13 14 2 (60%) 2 (40%)
112988 "Actinobacteria";Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 11 48 27 66 110 48 52 60 (100%) 32 (90%)
118095 “Firmicutes";"Bacilli";Bacillales;"Staphylococcaceae”; Staphylococcus 114 68 100 5 7 68 59 20 (70%) 197 (90%)
118712 "“Actinobacteria";Actinobacteridae; Actinomycetales; Corynebacterineae; Corynebacteriaceae; Corynebacterium 15 29 9 10 36 15 20 17 (50%) 74 (90%)
118912 “Firmicutes";"Clostridia";Clostridiales;Veillonellaceae;Veillonella 1281 11823 7305 15199 8387 8387 8799 3293 (100%) 4978 (100%)
118915 "Actinobacteria";Actinobacteridae; Actinomycetales;Propionibacterineae;Propionibacteriaceae;Propionibacterium 206 92 128 85 17 92 106 43 (90%) 276 (80%)
120655 "Actinobacteria";Actinobacteridae; Actinomycetales;Pseudonocardineae;Pseudonocardiaceae;Saccharomonospora 215 2610 1265 1408 4135 1408 1926 1493 (100%) 1566 (100%)
122093 “Firmicutes";"Bacilli";"Lactobacillales";Streptococcaceae; Streptococcus 18 9 4 165 85 18 56 26 (60%) 50 (70%)
126815 “Actinobacteria";ActinoActinobacteridae;Actinomycetales;Micrococcineae;Micrococcaceae;Rothia 10 5 11 7 20 10 10 7 (60%) 5 (80%)
136222 "Actinobacteria"; ActinoActinobacteridae;Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae;Actinobaculum 6 262 11 12 6 11 59 10 (20%) 125 (30%)
136478 "Actinobacteria";ActinoActinobacteridae;Actinomycetales;Micrococcineae; Micrococcaceae;Rothia 6 13 19 16 49 16 20 3 (30%) 16 (70%)
144956 “Firmicutes";"Clostridia";Clostridiales;"Lachnospiraceae";Oribacterium 17 47 364 122 177 122 146 200 (70%) 165 (80%)
155362 "Firmicutes";"Clostridia";Clostridiales;Veillonellaceae;Veillonella 4 43 32 54 27 32 32 52 (90%) 66 (90%)
158798 “Actinobacteria";ActinoActinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 10 58 21 58 100 58 49 74 (100%) 19 (90%)
160926 “Firmicutes";"Bacilli";"Lactobacillales";"Carnobacteriaceae";Granulicatella 1183 3454 4859 1846 1757 1846 2620 1004 (100%) 1205 (100%)
163489 “Firmicutes";"Bacilli";"Lactobacillales";Streptococcaceae; Streptococcus 58 5 22 10 5 10 20 4 (70%) 5 (40%)
166220 "Actinobacteria";ActinoActinobacteridae;Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 63 751 35 10 91 63 190 71 (55%) 162 (100%)
169589 “Firmicutes";"Bacilli";"Lactobacillales";Streptococcaceae; Streptococcus 175 279 277 91 127 175 190 67 (80%) 176 (80%)
177278 “Actinobacteria";ActinoActinobacteridae;Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 89 1348 67 4200 991 991 1339 93 (100%) 884 (100%)
177530 “Firmicutes"; i "Lactobacillales";Streptococcaceae;Streptococcus 20 17 31 5 10 17 17 5 (70%) 15 (60%)
184308 “Firmicutes";"Bacilli";"Lactobacillales";Streptococcaceae; Streptococcus 7474 2121 2174 1803 1800 2121 3074 2257 (100%) 2495 (100%)
184741 “Actinobacteria";ActinoActinobacteridae;Actinomycetales;Micrococcineae;Micrococcaceae;Rothia 8 8 11 6 16 8 10 11 (70%) 8 (50%)
189574 “Firmicutes";"Bacilli";"Lactobacillales";Streptococcaceae; Streptococcus 72 209 169 72 325 169 169 71 (90%) 77 (90%)
198535 “Actinobacteria";ActinoActinobacteridae;Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 15 89 3821 3876 248 248 1610 3155 (100%) 915 (90%)
200268 "Actinobacteria";ActinoActinobacteridae;Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 25 576 5437 6326 1085 1085 2690 2801 (100%) 821 (90%)
209283 "Firmicutes";"Clostridia";Clostridiales;Veillonellaceae;Veillonella 1085 9112 6203 8448 6700 6700 6310 3937 (100%) 5047 (100%)
209284 “Actinobacteria"; ActinoActinobacteridae; Actinomycetales;Micrococcineae; Micrococcaceae;Rothia 1899 1705 2933 1619 5395 1899 2710 1420 (100%) 810 (100%)
212418 “Firmicutes";"Clostridia";Clostridiales;Veillonellaceae;Veillonella 9 97 61 97 58 61 64 108 (80%) 95 (80%)
214208 "Firmicutes";"Clostridia";Clostridiales;Veillonellaceae;Megasphaera 5 95 71 66 54 66 58 0 (0%) 2 (30%)
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1981 (100%)
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39 (60%)
184 (80%)
238 (70%)

1. Média de reads normalizados por 100.000 encontrados no grupo P para esta OTU e em parénteses quantas amostras apresentaram esta OTU
2: Média de reads normalizados por 100.000 encontrados no grupo C para esta OTU e em parénteses quantas amostras apresentaram esta OTU
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Tabela 14 — Core OTUs encontrados em 100% das amostras do grupo dos pacientes (P)

#OTUID  Consensus Lineage Po1 P03 Po4 P08 P09 P11 P23 P27 P33 P36 P4s Mediana  Média ct crB?
30807 “Firmicutes"; "Bacilli"; Lactobaci Str I 73 12 568 66 61 57 216 39 75 64 144 66 125 193 (100%) 115 (100%)
42061 "Firmicutes"; "Bacilli"; Lactc i Streptc p I 177 37 699 197 121 57 369 19 101 57 549 121 217 319 (100%) 269 (100%)
43057 "Firmicutes"; "Bacilli"; Lactobacillales; Streptococcaceae; Streptococcus 27 6 76 46 8 16 9 58 221 64 28 28 51 81 (90%) 38 (100%)
52726 “Actinobacteria"; "Actinobacteria"; Actinobacteridae; Actinomycetales; Pseudonocardineae; Pseudonc i ; Saccharomonospora 3089 1321 2005 1203 1113 274 134 1702 65 305 1564 1203 1161 1055 (100%) 2512 (100%)
88717 “Firmicutes"; "Bacilli"; Lactobacil Streptc Str 962 1688 3273 1181 952 346 5808 185 236 458 1220 962 1483 1844 (100%) 2039 (100%)
95915 "Firmicutes"; "Bacilli"; Lactobacillales; Streptococcaceae; Streptococcus 73 6 322 38 197 31 16 49 50 57 477 50 120 46 (100%) 64 (100%)

112988 “Actinobacteria"; "Actinobacteria"; Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 73 100 98 34 74 31 5 146 5 38 59 59 60 32 (90%) 52 (100%)
118912 "Firmicutes"; "Clostridia"; Clostridiales; Veillonellaceae; Veillonella 4131 2978 5803 2921 4642 868 298 642 106 1723 12109 2921 3293 4978 (100%) 8799 (100%)
120655 "Actinobacteria"; "Actinobacteria"; Acti idae; Actino les; Pseudono i ; Pseudono ; Saccharomonospora 2740 1246 1798 1200 1313 2951 91 1119 20 2282 1665 1313 1493 1566 (100%) 1926 (100%)
158798 "Actinobacteria"; "Actinobacteria”; Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 209 31 49 71 148 26 2 117 5 32 120 49 74 19 (90%) 49 (100%)
160926 “Firmicutes"; “Bacilli*; Lactobacillales; Carnobacteriaceae; Granulicatella 1040 237 339 706 1294 2026 1497 136 297 998 2475 998 1004 1205 (100%) 2620 (100%)
177278 "Actinobacteria"; "Actinobacteria”; Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 56 156 120 35 135 98 14 233 70 89 11 89 93 884 (100%) 1339 (100%)
183901 "Actinobacteria"; "Actinobacteria”; Actinobacteridae; Actinc les; Pseudonocardif ; Pseudonocardi; ; Saccharomonospora 37 62 49 20 15 31 2 126 5 25 54 31 39 40 (80%) 27 (100%)
184308 “Firmicutes"; "Bacilli"; Lactobacillales; Streptococcaceae; Streptococcus 1720 1738 4775 1611 1260 78 10398 185 900 95 2067 1611 2257 2495 (100%) 3074 (100%)
198535 "Actinobacteria"; "Actinobacteria”; Actil idae; Actinol les; Actil ineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 2467 6846 11217 183 6644 4729 177 224 50 2155 9 2155 3155 915 (90%) 1610 (100%)
200268 "Actinobacteria"; "Actinobacteria”; Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 4073 4460 11775 387 8327 708 255 136 45 165 479 479 2801 821 (90%) 2690 (100%)
209283 "Firmicutes"; "Clostridia”; Clostridiales; Veillonellaceae; Veillonella 2692 3545 5054 2500 4560 8389 134 1595 342 6541 7952 3545 3937 5047 (100%) 6310 (100%)
209284 "Actinobacteria"; "Actinobacteria”; Actil idae; Actinol les; Micr i Micr Rothia 1312 1103 945 529 342 1840 1381 3210 427 178 4351 1103 1420 810 (100%) 2710 (100%)
236642 "Firmicutes"; "Clostridia"; Clostridiales; Veillonellaceae; Veillonella 125 25 120 127 170 408 2 49 10 267 244 125 141 117 (100%) 142 (100%)
248938 "Actinobacteria"; "Actinobacteria”; Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 1378 37 481 155 743 1065 30 1021 5 985 1715 743 692 158 (80%) 673 (100%)
249042 “Pr ia"; "Gammapre ia"; P ; Pasteul ; Haemophilus 556 903 49 387 9 222 5462 136 5 470 176 222 761 1437 (100%) 2566 (100%)
280528 “Firmicutes"; " Str 74 56 93 70 42 26 1 49 55 6 466 55 86 109 (90%) 253 (100%)
298928 "Actinobacteria"; "Actinobacteria”; Actinobacteridae; Actinomycetales; Actinomycineae; Actinomycetaceae; Actinomyces 2507 19 546 191 720 398 34 982 15 540 2176 540 739 105 (90%) 755 (100%)
310184 “Proteobacteria"; "Betaproteobacteria”; Neisseriales; Neisseriaceae; Neisseria 2146 7189 612 7129 155 26 66 29 196 2180 129 196 1805 2109 (100%) 459 (100%)
338554 “Pr ia"; "Gi C ia"; Pasteurellales; Pasteurellaceae; Haemophilus 218 1246 82 268 4 610 2625 331 5 992 104 268 589 1823 (100%) 2424 (100%)
349212 "Firmicutes”; "Bacilli"; Lactc i Strep P 60 6 153 9 66 16 16 126 191 6 209 60 78 28 (70%) 39 (100%)
381866 “Firmicutes"; "Bacilli"; Lactobaci Streptc 250 12 956 94 270 16 250 117 272 89 828 250 287 1016 (100%) 506 (100%)
412166 “Actinobacteria"; "Actinobacteria"; Actinobacteridae; Actinomycetales; Micrococcineae; Micrococcaceae; Rothia 2179 1227 1098 585 279 1241 2186 5077 654 197 5919 1227 1876 1211 (100%) 3902 (100%)
412169 "Firmicutes"; "Bacilli"; Lactobacillales; Carnobacteriaceae; Granulicatella 1897 262 541 1025 1709 367 2675 350 1051 305 4116 1025 1300 1981 (100%) 4435 (100%)
426865 "Firmicutes”; "Clostridia"; Clostridiales; Veillonellaceae; Megasphaera 26 56 44 15 53 16 2 1741 453 25 20 26 223 194 (80%) 32 (100%)

! Média de reads normalizados por 100.000 encontrados no grupo C para esta OTU e em parénteses quantas amostras apresentaram esta OTU
2: Média de reads normalizados por 100.000 encontrados no grupo CFB para esta OTU e em parénteses quantas amostras apresentaram esta OTU
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Vemos pelas tabelas que OTUs distintas, mas com a mesma atribuicao
taxonémica, séo frequentemente encontradas — indicando possivelmente a ocorréncia
de diferentes espécies do mesmo género bacteriano. A ocorréncia destas bactérias na
mucosa oral de todos os individuos também encontra suporte na literatura pois
géneros como Streptococcus, Neisseria, Actinomyces e Granulicatella séo
comumente achados e descritos na flora bucal.

No core OTUs do grupo dos pacientes podemos observar duas OTUs que
possuem um comportamento interessante. A OTU 298928 foi atribuida ao género
Actinomyces, e possui um numero elevado de sequéncias normalizadas por 100.000,
comparado ao grupo de controles. Esta OTU se encontra em todas as amostras do
grupo dos pacientes e do grupo dos CFBs e possui tanto uma média quanto uma
mediana de sequéncias maior que o grupo dos controles (média de 739 e 755,
respectivamente vs 105 em 90% das amostras do grupo C). Outro aspecto
interessante desta OTU é que ela parece estar diminuida no grupo C e ndo se
encontra em todas as amostras, depois sua presenca parece aumentar
significativamente no grupo CFB em todas as amostras (apesar de se tratarem de
apenas cinco) e sua quantidade permanece aumentada no grupo dos pacientes, além
de ser encontrada em todas as amostras. Fizemos um BLAST com a sequéncia
representativa desta OTU contra o banco HOMD (CHEN et al. 2010) online para ver
se seria possivel distinguir que espécie de Actinomyces seria esta (pois 0 banco RDP
ndo possui informacbes a nivel de espécies), e encontramos que ela parece
representar a espécie Actinomyces graevenitzii com uma porcentagem de identidade
de 97.2% (Figura 15). Este género esta envolvido em diversas infeccbes bacterianas

e processos inflamatorios e ja foi demonstrado que uma infeccdo por algumas
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especies de Actinomyces causa uma lesdo semelhante, em termos clinicos, a duas
lesBes neoplésicas, o cancer de ovario (DRIESSEN et al. 2012) e o cancer de pulméo
(SCHWEIGERT et al. 2012). Certas espécies do género Actinomyces causam
infecgBes bacterianas graves em individuos immuno-comprometidos, corroborando
os dados de que os pacientes realmente possuem uma maior diversidade bacteriana e
que esta maior diversidade pode ser causada por um estado imuno deprimido,
permitindo uma maior colonizacdo de espécies bacterianas, em especial as
pertencentes ao género Actinomyces. Um fato interessante € de que este género
também se encontra mais elevado no grupo de controles que fumam e bebem.

A reducdo da competéncia imune na mucosa de pacientes com cancer da
cavidade oral parece ser um aspecto relevante neste sentido. Um estudo brasileiro
publicado em 2003, avaliou os niveis séricos e salivares de IgA em 34 pacientes com
cancer (boca ou orofaringe) e em 34 controles pareados. Enquanto alteracfes séricas
ndo foram observadas entre os grupos, o estudo detectou que o0s pacientes
apresentavam menos da metade dos niveis salivares de IgA quando comparados aos
controles (7.2 +/- 5.0 mg/dl para casos e 17.0 +/- 10.4 mg/dl para controles) (DE
SOUZA et al. 2003). Posteriormente, SHPITZER et al. (2007) compararam a
composicao da saliva entre 25 pacientes portadores de OSCC e 25 controles. Dentre
os diversos parametros avaliados, 0s autores observaram que os niveis de IgA
secretoria estavam reduzidos em 45% nos pacientes, quando comparados aos
controles (P<0,001), corroborando o estudo brasileiro. Mais recentemente, AVSAR et
al. (2009) avaliaram os niveis salivares de diversos fatores (proteinas, eletrolitos,
imunoglobulinas e outros) em um grupo de 180 criancas, sendo que metade era

composta por fumantes passivos.
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O principal achado do estudo foi que as criancas do grupo fumante-passivo
apresentaram niveis salivares de IgA significativamente menores que as criangas do
grupo controle (P<0,05). Sendo assim, 0 estado imune da mucosa oral parece ser

afetado pelo fumo, e esta significativamente reduzido nos pacientes com cancer oral.

Actinonvces groevenitzii  gogtttgatcatooctecaggacomocactaocooegtact toocacatgeangteoancganaateccanget toct toot toat togegacocacogatongton 167

R iy
07U 298928 gagtttoatcetooctengaocomocgctacaacatget tancacatgcangtconacganaat cecangct toct toat toat tagtogegoncogatangton 186

3 mismatches
Tdent idade de: 97.24%

Figura 15 — Alinhamento por BLAST da OTU 298928 com a sequéncia de

Actinomyces graevenitzii pelo banco online HOMD

Outra OTU que possui um comportamento interessante € a 52726, que foi
atribuida ao género Saccharomonospora. Ela também se encontra em todas as
amostras do grupo dos pacientes e do grupo dos CFBs e possui um namero tanto
médio quando mediano maior de sequéncias que o grupo dos controles C (médias de
1161 e 2512, respectivamente, vs 1055 em 100% das amostras do grupo C). Esta
OTU tem niveis basais no grupo C, e estd elevada nos grupos P e CFB. Foi
demonstrado por MALONEY et al. (2009) que uma espécie de Saccharomonospora
produzia metabolitos secundarios, como o alcaléide lodopiridona, que eram
citotoxicos a cultura de células de cancer de célon. De novo, fizemos um BLAST
para determinar qual espécie era correspondente a esta OTU, porém nao obtivemos
sucesso em atribuir essa sequéncia a uma espécie especifica.

Diante da auséncia de estudos na literatura que tenham investigado um

elevado nimero de amostras, com uma cobertura bastante elevada nas mesmas, ainda
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é cedo para estimarmos o tamanho ou mesmo determinarmos a existéncia de um core
microbiome da cavidade oral humana. No entanto, dentro do universo aqui

sequenciado, estimamos que este esteja ao redor de 100 a 200 OTUs.

46 DISCREPANCIAS ENTRE OS CORE MICROBIOMES DE

CONTROLES E PACIENTES

Diante das listas de OTUs mais consistentemente encontradas em cada grupo,
passamos entdo a investigar se estas seriam capazes de revelar diferencas mais
consistentes entre os grupos. Como ja descrito, nosso foco foi centrado na
comparacao entre os grupos C e P. No entanto, permanecemos com os dados de
CFBs para mostrar o comportamento das OTUs de interesse também neste grupo. A
Figura 16 mostra os OTUs que compdem o nucleo de 100, 90 e 80% das amostras de
cada grupo e se estes OTUs estdo presentes nos outros grupos através de um

diagrama de Venn.

P ' CFB P : CFB P CFB

19 27 \43/

10 26 50

€ 100% r 90% C 80%

Figura 16 - Diagram de Venn com as core OTUs encontradas em 100, 90 e 80% das
amostras do trés grupos.
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Como pode se observar pelo diagrama de Venn e pelas tabelas anteriores, 0
nicleo comum de espécies bacterianas presentes em todas as amostras de todos 0s
grupos é composto por 19 OTUs, distribuidas em um namero limitado de géneros:
Streptococcus, Saccharomonospora, Veillonella, Granulicatella, Actinomyces,
Rothia, Haemophilus e Neisseria.

Na Figura 16, vemos que uma OTU é encontrada unicamente no core
microbiome de pacientes, quando 100% das amostras sdo consideradas, esta OTU
corresponde ao género Saccharomonospora. Na Tabela 15 vemos a comparagéo do
numero de sequéncias normalizadas desta OTU nos outros grupos.

Dentre as OTUs que aparecem somente nos pacientes e controles que fumam
e bebem em todas as amostras temos somente dois géneros Streptococcus e
Actinomyces. O género Streptococcus apareceu com 3 OTUs somente nestes dois
grupos e o género Actinomyces apareceu com 6 OTUs.

Observando o diagrama de Venn com 90% das amostras, observamos que
nove OTUs estdo presentes somente no grupo dos pacientes, estas correspondem aos
géneros Actinomyces (3 OTUs), Veillonella (3 OTUs), Neisseria (1 OTU) e
Streptococcus (2 OTUES).

Observando o diagrama de Venn com 80% das amostras, observamos que 28
OTUs estdo presentes somente no grupo dos pacientes, estas correspondem
principalmente aos géneros Actinomyces, Veillonella e Streptococcus, entre outros.

Em um estudo de KURKIVUORI et al. (2007) foi observado que certas
espécies de Streptococcus produziam significativamente mais acetaldeido, a partir de
etanol, do que outras. Os autores encontraram que as espécies Streptococcus mitis,

Streptococcus intermedius e Streptococcus salivarius eram as que mais produziam
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acetaldeido. Poderiamos postular, ja que observamos OTUs diferentes que
correspondem ao género Streptococcus e que s&o somente encontradas em 100%, em
90% e em 80% das amostras do grupo do CFB e pacientes, que existem espécies
diferentes de Streptococcus entre estes dois grupos e o grupo de controles, e que
estas espécies poderiam ser as que mais produzem acetaldeido, devido ao uso de
alcool e tabaco. Tentamos discriminar qual seria a espéecie correspondente a algumas
destas OTUs utilizando um BLAST online com o banco HOMD, porém nao
obtivemos sucesso em distinguir uma espécie da outra, permanecendo como
Streptococcus sp. Ainda é cedo para fazer tal afirmacdo, mas é um primeiro indicio
de que este género pode possuir alguma associagdo com o surgimento de neoplasias

da mucosa oral influenciadas pelo consumo de alcool e tabaco.
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Tabela 15 - Comparacdo do numero de reads normalizados para a OTU
correspondente ao género Saccharomonospora nos trés grupos

NUmero de reads/100k

OoTU
Amostra Saccharomonspora
co1 8
C04 0
CO06 10
Co7 6
C09 40
C15 97
C16 94
C19 32
C20 0
C21 110
Mediana do Grupo C 21
Porcentagem de amostras que apresentam reads 80%
CFB10 3
CFB18 37
CFB29 9
CFB30 19
CFB31 65
Mediana do Grupo CFB 19
Porcentagem de amostras que apresentam reads 100%
P.01 37
P.03 62
P.04 49
P.08 20
P.09 15
p.11 31
p.23 2
p.27 126
p.33 5
P.36 25
P.46 54
Mediana do Grupo P 31
Porcentagem de amostras que apresentam reads 100%

Vemos pela tabela que realmente hd uma maior quantidade reads
normalizados para esta OTU no grupo dos pacientes do que nos controles.
PUSHALKAR et al. (2011) avaliaram a microbiota salivar de 5 individuos com
OSCC e de 2 controles, usando iniciadores que cobriam a regido V4-V5 do gene
16S- rDNA (300pb) e geraram 54 mil sequéncias. Os géneros mais abundantes
encontrados nos pacientes foram; Gemella, Streptococcus, Rothia, Porphyromonas e

Lactobacillus. Nos controles, os géneros bacterianos mais abundantes foram:
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Prevotella, Neisseria, Leptotrichia, Capnocytophaga, Actinobacillus e Oribacterium.
Os autores encontraram 218 OTUs que eram comuns entre os dois grupos (controles
e pacientes), porém ndo especificaram quais eram suas respectivas taxonomias. Os
autores encontraram duas OTUs correspondentes ao género Actinomyces que
estavam somente presentes no grupo dos pacientes, mostrando uma concordancia
entre os estudos. Em trabalho realizado por NAGY et al. (1998) bactérias presentes
em 10 amostras de biofilme retiradas da superficie de tumores da cavidade oral e 10
amostras de biofilme retiradas da mucosa saudavel dos mesmos pacientes, foram
avaliadas através do método de cultivo. Os géneros bacterianos mais abundantes
encontrados nos biofilmes tumorais foram; Veillonella, Fusobacterium, Prevotella,
Porphyromonas, Actinomyces, Clostridium, Haemophilus, Enterobacteriaceae e
Streptococcus. No estudo de NAGY et al. (1998) uma maior quantidade do género
bacteriano Actinomyces foi encontrado nos biofilmes tumorais, corroborando o0s
dados achados neste estudo. Neste estudo achamos uma maior quantidade de OTUs
no grupo dos pacientes e no grupo do controles que fumavam e bebiam pertencentes
ao género Veillonella, o que também corrobora os achados de NAGY et al. (1998).
Estas OTUs eram as mais abundantes nos dois grupos, e também compunham o core
microbiome em ambos o0s grupos, demonstrando possuir alguma importancia, seja ela

em decorréncia ou uma causa do processo de malignizacdo do tecido mucoso oral.
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47 AVALIACAO DO EFEITO DO MAIOR NUMERO DE

SEQUENCIAS PARA O GRUPO CFB

Investigamos também se a quantidade muito maior de sequéncias geradas
para o grupo CFB, fruto do uso de um chip diferente no sequenciamento, alterava as
estimativas do numero total de OTUs de modo significativo, ndo permitindo assim
um analise comparativa entre os trés grupos. Assim buscamos um conjunto de 23 mil
sequéncias selecionadas ao acaso (numero proximo a média de sequéncias geradas
para o0 grupo C — aquele para o qual geramos menor quantidade de sequéncias). Na
Figura 17 observamos o numero de OTUs gerados para cada amostra dos trés grupos,

mesmo aqueles que possuiam somente uma sequéncia em seu cluster.

1000

OTUs observadas
100

10

Frequéncia (niUmero de reads)

Figura 17 - Gréafico de grupos de frequéncia de OTUs observadas para cada amostra

dos trés grupos de estudo.
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Observamos pelo gréafico que o numero de OTUs gerados com qualquer
frequéncia pelo grupo P foi maior do que nos outros, e que este é condizente com 0s
dados de rarefacdo gerados anteriormente. Observamos ainda que a maioria das
amostras do grupo dos pacientes possui um maior nimero de OTUs com menor
frequéncia (<20X) do que os demais grupos. Fizemos ainda uma analise conjunta,

agrupando os dados de todos os individuos de um mesmo grupo (Figura 18).
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Figura 18 - Grafico de grupos de frequéncia de OTUs observadas para 0s trés grupos

de estudo

Como se pode observar pelo grafico, os pacientes ainda possuem uma maior
quantidade de OTUs do que os dois grupos de controles, na maioria das classes de
frequéncia. De modo oposto, o grupo CFB possui uma menor quantidade de OTUs

para a maioria das classes de frequéncia, corroborando os gréficos de
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saturacdo/rarefacdo. Prosseguimos com estas analises, desta vez dividindo o grupo de

pacientes conforme estadiamento tumoral, como descrito anteriormente (Figura 19).
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Figura 19 - Grafico de grupos de frequéncia de OTUs observadas para os grupos de

estudo, com énfase no estadiamento tumoral para o grupo dos pacientes.

Observando o grafico, o nimero de OTUs com frequéncia Unica € maior
agora no grupo com pacientes com tumores T3 e T4, sequido pelo grupo dos
controles e depois pelos pacientes T1 e T2, por ultimo encontramos o grupo dos CFB.
Deve se levar em consideragcdo que o grupo dos controles possui um n amostral
maior do que do grupo dos pacientes T3 e T4 (10 vs 6), e mesmo assim observamos
uma maior quantidade de OTUs com frequéncia Unica e com uma frequéncia maior,
demonstrando sua maior diversidade. Os dados apresentados sdo condizentes com as

curvas de saturacdo/rarefacdo mostradas anteriormente.
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48 ESTIMATIVA DA RIQUEZA DA DIVERSIDADE

MICROBIANA USANDO O CATCHALL

A seguir, buscamos investigar melhor a questdo da suposta maior diversidade
bacteriana observada no grupo dos pacientes (P), quando comparada ao grupo
controle (C). Para isto, utilizamos uma estimativa de diversidade bacteriana gerada
pelo programa Catchall (BUNGE et al. 2012). Primeiramente queriamos saber qual a
estimativa da riqueza nos dois grupos, observada na Figura 20. Excluimos o grupo
CFB destas analises pois 0 nimero de reads gerados para este grupo foi muito maior
do que os gerado para 0s outros grupos e nao conseguimos usar o programa Catchall

de forma adequada com um sub-set das sequéncias do grupo CFB para estas analises.
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Legenda — Temos o nimero de espécies esperadas para cada amostras dos dois grupos, controles e
pacientes, conforme calculado pelo programa Catchall. As amostras que estdo em vermelho,
consideradas como outliers, foram excluidas do calculo da média de espécies esperadas.

Figura 20 — Numero de espécies esperadas para os grupos P e C gerados pelo
Catchall
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Apos isto avaliamos, se 0 numero de OTUs observadas nos pacientes era

maior que dos controles, como ilustra a Figura 21.

40001

3000+
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Legenda — Em azul achurado temos o ndmero médio de espécies observadas para o grupo dos
controles, em azul com linhas temos o nimero médio de espécies esperadas geradas pelo programa
Catchall. Em vermelho achurado temos o0 nimero médio de espécies observadas para o grupo dos
pacientes, em vermelho com linhas temos o nimero médio de espécies esperadas. Observamos
diferenca estatisticamente significativa (teste T nao-pareado) quando comparamos o ndmero de
espécies observadas entre os grupos P e C (P=0.0195). O numero de espécies esperadas ndo se
mostrou diferente entre os grupos (P=0.879).

Figura 21 — Numero de espécies observadas para os grupos P e C

Podemos observar que o nimero de espécies observadas, aqui consideradas
como OTUs, € significativamente maior no grupo dos pacientes, comparados aos
controles, o que reforga os dados vistos e analisados anteriormente. Fizemos a
mesma analise agora separando o grupo dos pacientes por seu estadiamento tumoral
(Figura 22), no entanto, neste caso ndo observamos diferencas significativas

(P>0.05).
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Legenda — Em azul achurado temos o nimero médio de espécies observadas para o grupo dos
controles, em azul com linhas temos o nimero médio de espécies esperadas geradas pelo programa
Catchall. Em vermelho achurado temos o nimero médio de espécies observadas para o grupo dos
pacientes (T1-T2 e T3-T4), em vermelho com linhas temos o nimero médio de espécies esperadas

para o grupo dos pacientes (T1-T2 e T3-T4).
Figura 22 — Numero de espécies observadas para o grupo C e 0s sub-grupos P T1-T2

e P T3-T4.

Podemos observar que o nimero de espécies observadas, aqui consideradas
como OTUs, € maior no grupo de pacientes com tumores mais avangados, como T3 e
T4, do que o0s pacientes com tumores menos avangados, como T1 e T2. Ainda vemos
que este grupo T3-T4 possui uma maior quantidade de espécies do que o grupo dos
controles, mesmo com uma menor quantidade de amostras compondo esse grupo,
reforcando dos dados vistos e analisado anteriormente. Também é possivel observar
que os pacientes T1 e T2 possuem um maior nimero de espécies observadas do que

0 grupo de controles analisados anteriormente.
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CONCLUSOES

Pacientes possui uma maior diversidade bacteriana do que ambos 0s grupos
de controles. Foi demonstrado neste trabalho tanto por curvas de rarefacdo de
amostras individuais e de uma analise como grupos, quanto por graficos de
frequéncia de OTUs que o0s pacientes possuem uma maior quantidade de
OTUs do que ambos os grupos de controles.

Pacientes com tumores mais avancados possuem uma maior diversidade
bacteriana quando comparados a pacientes com tumores T1-T2 ou a ambos 0s
grupos-controle. Foi demonstrado neste trabalho pelas curvas de rarefagéo e
pelos graficos de frequéncia de OTUs que pacientes com tumores mais
avancados possuem uma maior diversidade bacteriana que 0s outros grupos
analisados.

Neste estudo identificamos um core microbiome composto por 19 OTUs
presentes na cavidade oral de todos os individuos avaliados em todos os 3
grupos de estudo. Dentre estas OTUs houve uma prevaléncia de bactérias dos
géneros Streptococcus, Saccharomonospora, Veilonella, Granulicatella,
Actinomyces, Rothia, Haemophilus e Neisseria. Dentre as OTUs que
aparecem somente nos pacientes e controles que fumam e bebem em todas as
amostras temos somente dois géneros Streptococcus e Actinomyces. O género
Streptococcus apareceu com 3 OTUs somente nestes dois grupos e o género

Actinomyces apareceu com 6 OTUs.
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OTUs correspondentes a bactérias do género Saccharomonospora e ao género
Actinomyces se encontraram elevadas nos pacientes, comparados aos
controles, havendo um aumento gradual quando se passava dos grupos C para
CFB e para P, indicando que estas poderiam estar envolvidas no processo de
malignizacdo do tecido mucoso da cavidade oral.

O género Actinomyces se encontra mais elevado no grupo dos pacientes do

gue em ambos 0s grupos controle.
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Anexo 1 - A plataforma lon Torrent da Applied Biosystems

A quimica de sequenciamento do lon Torrent™ (Applied Biosystems) é
diferente das demais plataformas de sequenciamento de nova geracdo criada até
agora. Esta plataforma baseia-se em semicondutores que detectam uma diferenca de
potencial elétrico causada pela mudanga de pH quando um nucleotideo € incorporado
a fita de DNA nascente pela agdo de uma DNA polimerase. A liberagdo de um Unico
atomo de hidrogénio nao é suficiente para alterar drasticamente o pH do meio, porém,
como uma Unica fita de DNA estd anelada a apenas uma bead e ela é amplificada
mais ou menos um milhdo de vezes através de uma PCR em emulsdo (ePCR), ha
uma drastica mudanca de pH no meio devido a grande quantidade de &tomos de
hidrogénio sendo liberados simultaneamente. Assim, uma corrente elétrica passa
pelos poc¢os aonde se encontram as beads e quando ha uma mudanca de pH gerada
pela incorporagédo de uma base, este potencial muda, indicando a incorporagdo de
uma base. Deste modo, cada um dos nucleotideos € adicionado de uma vez, um a um,
0 que permite associar a mudanca de potencial elétrico com a incorporacdo da
respectiva base (como ilustrado na Figura Al). Atualmente, esta plataforma é capaz
de gerar sequéncias de aproximadamente 200 nt, porém com altera¢cbes no seu
namero de ciclos, este nimero pode ser aumentado. Com o chip 314 (o primeiro a ser
lancado), é possivel obter 100,000 sequéncias de 100 nt, ou seja, 10MB (Mega
Bases). Com o chip 316 (o segundo a ser lancado), é possivel obter 10 vezes mais
sequéncias que o 314 (100MB), enquanto que o chip 318 gera ao redor de 1GB de

dados em uma Unica corrida.
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A figura mostra os milhes de wells no chip do lon torrent com as camadas sensiveis a uma mudanca
de potencial da corrente elétrica (A); um desenho esquematico de um well do chip do lon torrent com
um bead e a adi¢do de um nucleotideo alterando o pH do meio e consequentemente o potencial da
corrente elétrica, podendo entdo ser detectado pelo sensor (ROTHBERG et al. 2011) (B); a adicdo de
um nucleotideo complementar & fita de DNA pela DNA polimerase causando a liberagdo de um
hidrogénio, mudando o pH e consequentemente o nucleotideo é identificado (C); quando o nucleotideo
ndo é complementar a fita, portanto ndo ha uma mudanca no pH e ndo causa uma mudanca de
potencial da corrente elétrica (D); dois nucleotideos sdo incorporados a fita de DNA complementar,
causando uma liberagdo dobrada de hidrogénio e uma mudanca do potencial elétrico duas vezes maior
(E).

Figura Al.1 — Quimica de sequenciamento da plataforma lon Torrent™, Applied

Biosystems



Anexo 2 - Sequenciamento de 10 controles na plataforma 454-Roche

Escolha dos Iniciadores

Primeiramente foi feita uma selecdo de iniciadores que permitiriam: i) a
amplificacdo do maior numero possivel de taxons e ii) a amplificacdo de segmentos
polimorficos do gene 16S-rDNA que permitam diferenciar os taxons amplificados. A
fim de identificar os iniciadores mais adequados, foram avaliados aqueles que
permitissem atingir os objetivos i e ii acima descritos. Foi feita uma busca exaustiva
na literatura e em bancos de dados (tais como http://bioinfo.unice.fr/454/), para
identificar a grande maioria dos iniciadores ja descritos cujo alvo é a amplificacdo do
gene 16S-rDNA de Eubactérias. Para todos os iniciadores foi feita uma anélise da
sequéncia original, e de seu respectivo reverso-complementar. A partir deste set, foi
desenvolvido um pipeline de bioinformatica onde estes iniciadores foram avaliados
contra os bancos Human Oral Microbiome Database (HOMD) e Ribosomal
Database Project (RDP). Foi anotado quantos hits cada um destes iniciadores era
capaz de gerar em cada um destes bancos, e aqueles que eram encontrados em
percentuais muito baixos eram descartados.

Tendo definido os melhores iniciadores individuais, fizemos um estudo das
combinac¢Bes que permitissem amplificar a maioria dos tdxons gerando a maior
frequéncia relativa de amplicons Unicos (taxon-especificos, gerados pelas
combinag6es dos melhores iniciadores individuais). Deste modo, o melhor par de
iniciadores seria aquele que permitisse amplificar a maior parcela dos diferentes
taxons, gerando a maior quantidade de amplicons Unicos.

As 20 melhores combinacdes de iniciadores de cada banco foram colocadas em
uma tabela e seu ranking foi somado junto com o ranking que esta mesma
combinacdo possuia no banco oposto. Por exemplo, um dos melhores pares de
iniciadores para a amplificagdo dos tdxons do banco RDP possui ranking 3 para este
banco, mas aparece como o 10° melhor par no banco do HOMD, deste modo a sua
soma de rankings é equivalente a 13. As combinac¢Ges com a menor somatoria de

rankings foram escolhidas como os iniciadores que seriam usados.



e Fusion Primers

Com o uso da plataforma de sequenciamento 454, que atualmente gera cerca de
400-500 nucleotideos uteis, ndo é possivel sequenciar os amplicons gerados em sua
totalidade. Deste modo, para a construcdo dos fusion-primers adequados a
amplificacdo da regido de interesse seguida do sequenciamento no sistema 454, foi
determinado qual extremidade do amplicon seria mais informativa no
sequenciamento. Deste modo, uma analise in silico foi feita, avaliando a
informatividade dos 400-500 nt mais préximos de cada um dos iniciadores -F ou R —
selecionados na etapa anterior. Nestes fragmentos foram investigadas quantas

sequéncias Unicas poderiam ser geradas em cada banco de dados.

Fusion Primer Reverse

(Iniciador de Sequenciamento B 454 + 16s rDNA Forward):
E343F- CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG TACGGRAGGCAGCAG

Fusion Primers Forward:

(Iniciador de Sequenciamento A 454 + Tag + Iniciador reverse 16s rDNA):

TAG 01- CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACACGT CRRCACGAGCTGICGAC
TAG 03- CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGAGAG CRRCACGAGCTGICGAC
TAG 05- CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGCATG CRRCACGAGCTGICGAC
TAG 10- CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ATGCAG CRRCACGAGCTGICGAC
TAG 13- CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CAGATG CRRCACGAGCTGICGAC
TAG 14- CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CAGCAG CRRCACGAGCTGICGAC
TAG 16- CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CATCTG CRRCACGAGCTGICGAC
TAG 17- CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CATGAG CRRCACGAGCTGICGAC
TAG 18- CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CTCATG CRRCACGAGCTGICGAC
TAG 20- CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CTGCTG CRRCACGAGCTGICGAC

Sequenciamento no 454
PCR

Foram realizadas 6 reacdes de 10ul para cada amostra, contendo 3pl de DNA
eluido, 5ul de Kapa Hifidelity Master Mix (2x) e 1ul de cada iniciador fusion
(2pmol/ul). As condicdes da termociclagem foram 95°C- 3 minutos; 98°C- 20
segundos, 60°C- 30 segundos, 72°C- 1 minuto (40 vezes); 72°C- 5 minutos. Os
produtos foram analisados em um gel de poliacrilamida 8% corado com prata.



Ligacao dos Adaptadores, emPCR e Sequenciamento

Como os adaptadores ja estavam ligados devido aos fusion primers, as
amostras foram quantificadas utilizando o fldorimetro Qubit, e seus perfis de
tamanho foram analisados usando um chip high sensitivity de DNA no Bioanalyzer.
Foi usado uma copia de amplicon por bead de sequenciamento na emPCR. A PCR
em emulséo foi quebrada e as beads recuperadas e enriquecidas para usar somente as
que continham os adaptadores A e B de sequenciamento. Foram depositadas 1,8

milhdes de beads na placa de sequenciamento.

Andlise Taxonémica

A andlise das sequéncias para a identificacdo dos barcodes assim como a
analise taxondmica em si foram feitas utilizando o software Qiime (CAPORASO et
al. 2010b).

Os iniciadores selecionados para a plataforma 454 sdo apresentados a seguir,
na Tabela A2.1:

Em relagéo ao banco RDP Em relagé&o ao banco HOMD
(Total de 1.182.620 sequéncias) (Total de 753 sequéncias)
. I'-Ta'r es de Forward Reverse
iniciadores
Av.
Match amplic | Ident. TRel'I Match Av. Ident. TReI'I
primers (%) | size taxon otal | primers | amplic | {3500 ota
(pb) (0/0) (%) size (%)
(pb)
E341F-Unice NYYR [CCTACGGG[N]GGC[N]JGCA _|GTCG[NJCAGCTCGTG[YY]G |552404 (46,71) | 693,72 346719 29,32 |712 (94,56) | 695,22 685 90,97
E341F-Unice YYR [CCTACGGG[N]GGCI[NJGCA [GTCGTCAGCTCGTG[YY]G 550980 (46,59) | 693,73 345852 29,24 (692 (91,90) [ o 665 88,31
343F-Unice NYYR  [TACGG[R]JAGGCAGCAG GTCGINICAGCTCGTG[YY]G |541841 (45,82) | 692,63 338187 28,60 (730 (96,95) [ . o 703 93,36
343F-Unice YYR  [TACGG[R]JAGGCAGCAG GTCGTCAGCTCGTG[YY]G ~ |540368 (45,69) | 692,64 337295 2852 (707 (93,89) | o, s 680 90,31
SV3F-Unice NYYR |ACTCCTACGGGAGGCAGCAG [GTCG[N]CAGCTCGTG[YY]G |531143 (44,91) | 692,65 330303 27,93 |709 (94,16) | 694,21 682 90,57
SV3F-Unice YYR _ JACTCCTACGGGAGGCAGCAG [GTCGTCAGCTCGTG[YY]G _ |529764 (44,80) | 692,66 329473 27,86 |689 (91,50) | 694,65 662 87,92

Tabela A2.1: Combinagdes dos melhores iniciadores nos dois bancos. Y: Cou T; R: Aou G; N: A, C, T ou G. Match primers:
Indica o total de sequéncias amplificaveis e seu percentual em relagdo ao total do respectivo banco; Av. amplic size: indica o
tamanho médio dos amplicons produzidos com cada par de iniciadores em cada um dos bancos; Ident. taxon: Indica o total de
tdxons com amplicons de sequéncias distintas, portanto identificaveis com os iniciadores usados; Rel. total: Indica o percentual
de taxons identificaveis em relacdo ao banco total usado.

Os resultados obtidos a partir do HOMD ou do RDP sdo mostrados a seguir,
nas Tabelas A2.2 e A2.3:




Tabela A2.2 — Potencial de identificacdo de tdxons no banco HOMD, por cada um

dos iniciadores selecionados.

--> Forward 500pb

Iniciadores Total sequences Primer Match Identified (Rel. Total)
343F_Unice.Fr NYY 753 | 730 (96,95%) 677 | 89,91%
SundquistV3F-Unice.Fr NYY 753 | 709 (94,16%) 656 | 87,12%
<-- Reverse 500pb

Iniciadores Total sequences Primer Match Identified (Rel. Total)
343F_Unice.Fr NYY 753 | 730 (96,95%) 661 | 87,78%
SundquistV3F_Unice. Fr NYY 753 | 709 (94,16%) 640 | 84,99%
--> Forward 400pb

Iniciadores Total sequences Primer Match Identified (Rel. Total)
343F_Unice.Fr NYY 753 | 730 (96,95%) 661 | 87,78%
SundquistV3F_Unice. Fr NYY 753 | 709 (94,16%) 642 | 85,26%
<-- Reverse 400pb

Iniciadores Total sequences Primer Match Identified (Rel. Total)
343F_Unice.Fr NYY 753 | 730 (96,95%) 626 | 83,13%
SundquistV3F_Unice. Fr NYY 753 | 709 (94,16%) 607 | 80,61%

Tabela A2.3 — Potencial de identificacdo de tdxons no banco RDP, por cada um dos

iniciadores selecionados.

--> Forward 500pb

Iniciadores Total sequences Primer Match Identified (Rel. Total)
343F_Unice.Fr NYY 1182620 | 541841 (45,82%) 274412 | 23,20%
SundquistV3F-Unice.Fr NYY 1182620 | 531143 (44,91%) 267548 | 22,62%
<-- Reverse 500pb

Iniciadores Total sequences Primer Match Identified (Rel. Total)
343F_Unice.Fr NYY 1182620 | 541841 (45,82%) 279944 | 23,67%
SundquistV3F_Unice. Fr NYY 1182620 | 531143 (44,91%) 273252 | 23,11%
--> Forward 400pb

Iniciadores Total sequences Primer Match Identified (Rel. Total)
343F_Unice.Fr NYY 1182620 | 541841 (45,82%) 229821 | 19,43%
SundquistV3F_Unice. Fr NYY 1182620 | 531143 (44,91%) 223627 | 18,91%
<-- Reverse 400pb

Iniciadores Total sequences Primer Match Identified (Rel. Total)
343F_Unice.Fr NYY 1182620 | 541841 (45,82%) 235466 | 19,91%
SundquistV3F_Unice. Fr NYY 1182620 | 531143 (44,91%) 229555 | 19,41%




Caracteristicas das sequéncias dos controles geradas pela plataforma Roche-

454:

Input de Sequéncias: 387.577

Filtros Ndmeros Sequéncias Excluidas Porcentagem

Maximo de bases Ambiguas >2 889 0,2%

Tamanho Maximo 1000

Tamanho Minimo 80 279.628 72,1%

Erros na Tag >2 216 0,06%

Erros no Iniciador (17nt) >11 1.913 0,5%

Total 282.646 72,9%
Numero de Tamanho das sequéncias antes dos filtros

Amostra Tag Sequéncias (nt)

Ci15 CAGCAG 20.506 Minimo 40

C23 CTGCTG 19.448 Maximo 1.196

C09 ATGCAG 14.068 | | Média 176

C20 CATGAG 11.498 Tamanho das sequéncias depois dos filtros

C13 CAGATG 9.676 — (nt)

C06 AGCATG 8.516 m',”'in;o ggg

c19 CATCTG 9.116 | [yroin” c11

Co4 AGAGAG 8.516 -

col ACACGT 4.605 Sequéncias/Amostra

c21 CTCATG 1.358 Minimo 1.358

Total 107.307 Maximo 20.506

Percentage Média 10.479

m 27,7%
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B Eacteria;Bacteroidetes
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. Bacteria TM7
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Figura A2.1 — Gréfico de area mostrando os filos bacterianos mais abundantes nos
controles (C) sequenciados na plataforma 454-Roche



Anexo 3 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Hospital
A.C.Camargo

Centro de Tratamento, Ensino e Pesquisa em Cancer

Centro de Tratamento e Pesquisa Hospital do Cancer A. C. Camargo

Fundacao Antonio Prudente
Departamento de Cirurgia de Cabega e Pescogo e Otorrinolaringologia
Rua Professor Anténio Prudente, 211 - 01509-900 - Sao Paulo - SP
Fone: 2189-5172

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

DADOS DE IDENTIFICACAO DO PACIENTE OU RESPONSAVEL LEGAL

Nome do Paciente:

Documento de identidade n°: Sexo: M/F

Nascimento:_ / [/

Endereco: ne Compl. CEP

Cidade: Estado: Telefone:

DADOS SOBRE O ESTUDO

O presente estudo, intitulado “Metagenémica da Cavidade Oral”, um projeto de pesquisas

do Centro de Pesquisas do Hospital AC Camargo e do Departamento de Cirurgia de

Cabeca e Pescoco e Otorrinolaringologia do mesmo Hospital.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Tratamento e

Pesquisa Hospital do Cancer A. C. Camargo, numero do Protocolo 1457/10, em

29/09/2010 e teve inicio em 04/10/2010



EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU REPRESENTANTE
LEGAL

Justificativas da pesquisa

Mais de 70% dos casos de cancer de boca podem ser evitados com uma mudanca no estilo de
vida, como a diminuicdo do contato com os fatores de risco mais importantes para esta
doenca: o uso de tabaco e de bebidas alcodlicas. Evidéncias sugerem que o uso de tabaco e
alcool causa importantes modificacdes na boca e com isto aumenta o risco de desenvolver
cancer. E possivel que o consumo destas substancias leve a um desequilibrio nas bactérias
comumente encontradas na boca. Este estudo tentara esclarecer a relagdo entre o consumo de
bebidas alcodlicas e tabaco, a populagéo de bactérias encontradas na boca e a evolugdo deste

tipo de céancer.

Objetivos da pesquisa

Avaliar as bactérias presentes na boca e a sua variagdo na presenca ou auséncia de cancer de

boca em individuos que fazem ou nédo o uso de tabaco e de alcool.

Procedimentos que serdo utilizados e propositos

Este é um estudo sobre a relacdo dos fatores de risco para lesdes de cancer de boca e as
espécies de bactéria encontradas na cavidade oral.

Nesse estudo iremos obter informagdes sobre as lesdes e sobre habitos comuns, através de
questionarios aplicados a 20 pacientes com lesfes de céncer de boca e faringe e 40
individuos que ndo possuem lesdes de céncer de boca e faringe que serdo selecionados
atraves de seus habitos comuns e que se apresentarem no Departamento de Cirurgia de
Cabeca e Pescoco e Otorrinolaringologia do Centro de Tratamento de Pesquisa do Hospital
do Céncer AC Camargo. Sera feita uma coleta de células presentes na mucosa oral através de
um swab bucal.

Para participar do estudo o paciente devera:

- Ter idade maior que 40 anos;

N&o poderdo participar pacientes portadores de doengas mentais e aqueles com dificuldades
de entendimento dos procedimentos necessarios.

O tempo previsto de duracdo da entrevista é de 50 minutos. Apos a entrevista, um individuo
treinado fara a coleta das células encontradas na mucosa, usando uma pequena escova a qual

sera esfregada na face interna nas bochechas, lingua, soalho bucal, gengivas e demais



mucosas da cavidade oral. Esse procedimento tem duracdo de menos de 5 minutos e ndo ha
necessidade de uso de qualquer tipo de anestesia. Nenhum desconforto é esperado para este
procedimento. Se desconfortos forem percebidos o individuo participante pode exigir a
interrupcéo do procedimento.

Os pacientes e seus familiares serdo informados das razdes da pesquisa, bem como dos
eventuais beneficios que possam ser obtidos com o seu resultado. Serd explicado
detalhadamente o objetivo do estudo e o contetdo e duragdo da entrevista. Sera esclarecida a
absoluta liberdade do paciente de participar ou ndo do estudo sem que isto acarrete qualquer
comprometimento ou alteracdo em seu tratamento. Também sera assegurado ao participante
um completo sigilo das informacdes obtidas. Em caso de concordancia, essa serd uma
colaboragdo voluntaria, ndo havendo nenhuma forma de remuneracdo. O paciente pode
desistir de participar, mesmo ap06s a assinatura deste consentimento, sem que isso ocasione
qualquer prejuizo ao tratamento do mesmo.. Apo6s concordancia de participar, este Termo de
Consentimento devera ser assinado em 2 vias, sendo que uma via sera entregue ao sujeito da
pesquisa e a outra permanecera com o pesquisador. Os pacientes serdo entrevistados em uma
sala particular por um profissional previamente treinado.

Complicagdes e riscos esperados

N&o existe nenhum risco ou complicacdo associado com a participacdo neste estudo. E
pouco provavel que a coleta de células presentes na mucosa oral cause qualquer desconforto.
Porém, se isto ocorrer, deve ser bastante leve e totalmente suportavel. Todas as perguntas e o
método de coleta de células que sera utilizada neste estudo foram previamente empregados
em outros estudos. Todos os dados levantados serdo usados apenas para pesquisa cientifica,
visando a melhor compreensdo do céncer de boca. Todos os dados serdo mantidos

confidenciais.

Beneficios que poderao ser obtidos

Os pacientes ndo se beneficiaram diretamente com a participacdo nesse estudo. Contudo, 0
estudo contribuira para um melhor entendimento dos fatores que podem causar
aparecimentos e evolugdo de lesGes orais e faringeas, desta forma ajudando o
desenvolvimento de a¢des de prevencao.

6. Por favor, responda sim ou ndo as questbes a seguir:

Foi garantido ao participante o direito de receber resposta a qualquer pergunta ou
esclarecimento acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados
com a pesquisa e o tratamento?

SIM NAO



Ficou esclarecida ao participante a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer
momento, sem que isso traga prejuizo quanto a continuidade do tratamento no Hospital do
Céncer A. C. Camargo?

SIM NAO

Ficou esclarecido que ndo havera ressarcimento ou qualquer tipo de pagamento referente a
realizacdo deste estudo?

SIM NAO

Ficou esclarecido que ndo havera indenizacdo além das previstas pela lei, em reparacao a
dano imediato ou tardio, causado pela pesquisa em questdo?

SIM NAO

Ficou esclarecido a seguranca de que a identidade do participante serd preservada,
mantendo-se todas as informacdes em carater confidencial, sob guarda do pesquisador
principal, e que os dados serdo utilizados somente para analise estatistica e posteriormente
para publicac@es cientificas, sem qualquer informacao que possa identificar o participante?
SIM NAO

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Declaro que, apo6s ter sido convenientemente esclarecido dos riscos e beneficios deste estudo,
conforme definido nos itens 1 a 9, do inciso Ill, consinto em participar, na qualidade de
paciente, do Projeto de Pesquisa referido no inciso 1.

Séo Paulo, de de 20

Assinatura do paciente ou responsavel legal Assinatura do pesquisador

Em casos de davidas, contatar Dr. Luiz P. Kowalski no Departamento de Cirurgia de Cabeca
e Pescoco e Otorrinolaringologia do Hospital do Cancer A C Camargo pelo telefone 2189-
5172. Se o pesquisador principal ndo fornecer as informacgdes e/ou esclarecimentos
suficientes, por favor, entre em contato com o Coordenador do Comité de Etica do Hospital
A.C. Camargo — SP, pelo Telefone 2189-5020.



Anexo 4- Questionario aplicado aos individuos deste estudo

QUESTIONARIO INICIAL

Projeto Metagen6mica da Cavidade Oral

NUmero de IdentifiCaCao.............ooeeveriiiiiiiiiiiiiiie e
Nota: o numero de identificacdo € o mesmo do registro geral hospitalar (RGH)

NOME dO PAITICIPANTE ....oeiiiiiiiiiiiie et e e

Endereco




NUmero de identifiCacdo............cccoceiuiiiiiiiiiiiiiieieee e [

INFORMACOES GERAIS

B2 Sexo: (1) Masculino; (2) FEMININO .........coeviiiiiiiiiiiiiiieee e ||

B3 Grupo étnico (deve ser informado pelo entrevistador):
(01) Branco; (02) Mulato; (03) Negro; (04) Asiatico; (5) Indigena L]

B4 Qual € 8 SUAIHATE? ....ccoooiiiiiiiie et ]

B5 Qual é sua data de nascimento?........cccoeeevevvviieieeeeeenninennnn. Y O I
Dia Més Ano

B6 Em qual cidade/distrito vocé mora? [CL] ......ccoovvvviiviiiiiiiiiiieiinee e, I 1 1 |
Especificar -

B7 Ha quanto tempo vocé mora nessa cidade? .........ccccceeeeeeeieiiiiiiiiieeiiiiiiiin L]
(Se for menos de 1 ano, por 00)

B8 Em que cidade/distrito vOC& nasceu? [CL] ......ccccoceveeviiiiiiiiniiiiiins I 1 1 1
Especificar -

B9 Qual é a sua religiao?

(01) Catdlica (04) Judaica (07) Hinduista

(02) Mugulmana  (05) Budista (08) Nenhuma

(03) Protestante  (06) Animista/Voodooista 09) Outra L]

B10 Quando foi a dltima vez que vocé fez uso de antibioticos? ..........ccccvvvnnnnn. ]
B11l Se foi recentemente (Gltimos 3 meses), quais? E por quanto tempo?

Especificar-




EDUCACAO E OCUPACAO

C1l Vocé foiaescola? (1) SiM; (2) NEO ....oovvvvvvviiiiiiiie e |
[Se “nao”, ir para C4)]

C2 Por quantos anos VOCE fOi & €SCOIAT .........uuuiiieiiiiiiiiei e .
C3 Com que idade parou de eStUAr? ...........oevvuiviiiiiiiiiie e L]
C4 Qual é/foi seu emprego de maior duraGao? [CL].......cceeriiviereeeeiiiiiiieee e 1

Especifique -




USO DE FUMO DO TABACO

D1 Vocé fuma ou ja fumou diariamente por pelo menos 1 ano? .......cccceeevvvvvviienennn. |

(1) Sim, e continua; (2) Nunca; (3) Sim, no passado [se “nunca” ir para D6]

Por favor, descreva os periodos da sua vida durante os quais vocé fumou cigarro,
charuto, cachimbo ou cigarro de palha (bidi), a quantidade fumada e outros detalhes
sobre o produto usado. Tente resumir as mudancas mais importantes da sua vida
guanto a quantidade e tipo de produto. Ignore as mudangas que aconteceram por
menos de 1 ano.

Entrevistador: Evite sobreposicao de anos para o0 mesmo produto ou tipo de cigarro
i.e. escreva 30-40, 41-45 ao invés de 30-40, 40-45.

D2 Vocé fuma ou ja fumou cigarro? [Se “nao” ir para D3]

De Até  Tabaco Filtro Marca Numero
€) idade? idade? tipo (b) (c) por dia
|| Yy R I Y N

N Y Y I B I A W

| N W

N Y Y I B I A W

T Y O Y (O [ ]
D3 Vocé fuma ou ja fumou charuto? [Se “nao” ir para D4]

De Até Marca NUmero
@) idade? idade? por dia
|| I O I_1 |||

[ A I__1 |||
[ O I_1 ||
D4 Vocé fuma ou ja fumou cachimbo? [Se “n&o” ir para D5]

De Até Marca Numero
€) idade? idade? por dia
|| | ] T

I A Y T
[ A [ A T

(@ (1) Sim; (2) Nao
(b) (1) Claro; (2) Escuro; (9) Nao sabe
(c) (1) Filtro; (2) Sem filtro; (9) Nao sabe

D5 Vocé fuma ou ja fumou cigarro de palha (bidi)? Se “nao” ir para D6]
(@) (1) Sim; (2) Nao [_|

Cigarro De Até Marca Numero de
palha (a) idade? idade? por dia
I I O A T

Y I I ZS A T




I I I A

D6 Vocé ja mascou diariamente tabaco, betel quid, noz de areca, pan massala por pelo
MENOS 1 ANOT ...ttt ettt e e e e e e e e et e e e e e et e e e e e e e e eaas ||
(1) Sim e continua; (2) Nunca; (3) Sim, mas parou desde a ultima visita [se “nunca” ir
para D8]

Por favor, descreva os periodos da sua vida durante 0os quais vc mascou, a
guantidade mascada e outros detalhes sobre o produto usado. Tente resumir as
mudangas mais importantes da sua vida quanto a quantidade e tipo de produto.
Ignore as mudancgas que aconteceram por menos de 1 ano.

Produto: (1) Tabaco (4) Noz de Areca com tabaco
(2) Betel quid com tabaco (5) Noz de Areca sem tabaco

(3) Betel quid sem tabacco  (6) Pan massala
(7) Outro (especifique)

D7 Produto Da idade até idade? Quantas vezes por dia?

D8 Vocé ja cheirou tabaco diariamente por pelo menos 1 ano? .......cccccoeccvveeeeeeeeenee ||
(1) Sim, e continua; (2) nunca; (3) No passado [se “nunca” ir para proxima pagina]

Por favor, descreva os periodos da sua vida durante os quais vocé cheirou, a quantidade
cheirada e outros detalhes sobre o produto usado. Tente resumir as mudangas mais
importantes da sua vida quanto a quantidade e tipo de produto. Ignore as mudancas que
aconteceram por menos de 1 ano.

Da idade? Até idade? Quantas vezes por dia?



HABITOS DIETETICOS

Com que freqUiéncia vocé consumiu 0s seguintes alimentos e bebidas?

Unidade Item Quantas vezes por semana?
(se menos de 1x/semana, escrever 98; se nunca por 0)

E1 1 copo Leite L

E2 1 pote logurte L]

E3 1 porcao Pao L

E4 1 porcéo Macarrédo ou arroz L]

E5 1 porcao Prato a base de milho L

E6 1 porcédo Carne |||
E7 1 porcdo Peixe |||
E8 1 porcéo Presunto, salame, linguica L]
E9 1 Ovo ||
E10 1 porcédo Queijo ||
E11l 1 (média) Batata |||

E12 1 porcéo Vegetais verdes crus e salada L]
E13 1 porcao Cruciferos (brécoli, repolho, couve flor) L
E14 1 (média) Cenoura L]
E15 1 (média) Tomates frescos -
E16 1 porcéo Leguminosas (ervilha, feijao, lentilha, etc) -
E17 1 porcao Resumindo, com que frequéncia vocé come qualquer

Tipo de vegetais (excluindo batatas)? L]

E18 1 copo Suco de frutas frescas .
E19 1 (média) Macéa ou pera L]
E20 1 (média) Frutas citricas (laranja, limao) .
E21 1 (média) Bananas L]
E22 1 (média) Resumindo, com que frequéncia vocé come qualquer

tipo de frutas (incluindo salada de frutas) .
1 pedaco ou Bolo ou doces |||
Porcéo

E23 Que tipo de gordura vocé usa geralmente:

(1) azeite de oliva (4) oleo de outras sementes (7) ndo usa gordura

(2) azeite de dendé/coco (5) manteiga (8) outra gordura animal
(3) Oleo vegetal (6) margarina (9) ndo sabe

E24 para temperar VEgetaiS €1C.7 ......iii i ||
E25 PAra COZINNAI? ... ||

E26 Nos ultimos 2 anos, vocé usou suplementos vitaminiCoS? ...........ccccvvvvvvveeeeennen. |
(1) Sim (2) N&o (9) ndo sabe [se"n&o” ir para E29]



E27 Com que frequéncia vocé tem tomado suplementos vitaminicos?...................... |
(1) Diariamente
(2) Ao menos 1x/semana
(3) Ao menos 1x/més
(4) Ocasionalmente
(5) Nunca

E28 Com que idade vocé comecgou a tomar vitaminas (na idade adulta)? L
E29Qual 0 SEU PESO (KO) 2. . oiioiiiiriiiiiiiiiitiie et e s eee s ]

E30 Qual € sua altura (CM)2......eeeee e e e e e e e e e e e e e e [
E31 Vocé nasceu de:

A) Parto Normal

B) Cesariana



USO DE ALCOOL

F1 Vocé ja tomou bebidas alcodlicas, por pelo menos IX/MES........cccceevveeeeeeeeeeeennnnne, ||
(1) Sim (2) Nunca (3) No passado [se “nunca” ir para proxima pagina]

F2 QuaNdo VOCE DEDETY ... .. e e e e e e e e |
(1) junto com as refeicdes; (2) entre refeicdes; (3) ambas

Por favor, descreva os periodos da sua vida durante os quais vocé bebeu, a quantidade e
outros detalhes sobre o produto usado. Tente resumir as mudancas mais importantes da

sua vida quanto a quantidade e tipo de bebida. Ignore as mudancas que aconteceram por
menos de 1 ano ou beber alguma bebida ocasionalmente.

Entrevistador: Evite sobreposi¢cao de anos para o mesmo produto ou tipo de cigarro. (b,c),

i.e. escreva 30-40, 41-45 ao invés de 30-40, 40-45.

F3 Bebida (a) Daidade? Paraidade? Consumo
Unidade (b) Quantidade? Por (c)

(@) (1) Vinho (b) (1) Copo pequeno (50 ml/1.5 0z) (c) (1) Dia
(2) Cerveja e cidra (2) Copo médio (100 ml/3 0z) (2) Semana
(3) Destiladas (> 35°) (3) Copo grande (250 ml) (3) Més

(uisque, conhaque, vodca,  (4) '/, garrafa pequena (330 ml)
marc, gin, cachaca, pinga)  (5) Garrafa (700-750 ml)

(4) Cocktail/Aperitivo (<35°)
(Matrtini, porto, vermut)

(5) Outros (especificar)




HISTORICO CIVIL

G1 Vocé ja foi casado(a) ou viveu cOmO CaSAAO(A)? .....evvvvrrurriiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeereenninnnns |
(1) Sim (2) Nado [se “nao” ir para G5]

G2 Vocé continua casado(a) ou vivendo como €asSado(@)? ......ueeeeeeriereeeeeeieierieeieeiinenns ||
(1) Sim  (2) N&o, Separado(a)/divorciado(a); (3) Nao, Viuvo(a)

G3 Quantas vezes vocé casou ou viveu como casado(a)? .......cccoeevveeeerininnnniiinnnnns L

G4 Que idade vocé tinha quando casou ou viveu como casado(a) pela primeira vez?

G5 Quantos filhos vocé tem ou teve NO total? ........coevvviieiiiiiiiiiieeeee L



HISTORICO DE DOENCAS DIVERSAS

H1 VOCE jAteve verrugas de PeIE7T ...t

(1) Sim  (2) Nao; (9) Nao sabe [se “ndo” ir para HE]

Se “sim”, em que lugar? (1) Sim (2) Nao

H2 1Y = T 1 ST PP PP PP
H3 P St a e e e e e e e e e e n e
H4 CabeCa € PESCOCO......uuuuieiiiei i e e e e et e e e e e e e e e e e e e eeeeeaeanann
H5 Outro (especificar)
H6 Durante sua vida adulta, vocé ja teve candidiase/sapinho:..........ccccccoeeerinnnee.

(1) Sim  (2) Nao; (9) Nao sabe [se “n&o” ir para H10]

Se “sim”, em que lugar? (1) Sim; (2) Nao

H7 (€72 011 7= VLSRR
H8 BOCA. ..
H9 Outro (especificary ...
H10 Vocé jateve 1eSOES de NeIPES? ..o e e e
(1) Sim  (2) Nao; (9) Nao sabe [se “nao” ir para H14]

Se “sim”, em que lugar? (1) Sim; (2) Nao

H11l LADIO <.t ————
H12 (€12 o] = 1P PPRPPRRR
H13 Outro (especificar)
H14 Vocé ja teve doencas sexualmente transmisSiVeIS? .........ooevvvvviveviiiiiiiieeeeeenn.

(1) Sim  (2) Nao; (9) Nao sabe [se “nao” ir para J1]

Se “sim”, quais? (1) Sim (2) Nao; (9) Nao sabe

H15 Y1 ST AU (o =Y =
H16 GONOITOEA/COITIMENTO ..evuiierieii e e e e e e e e eaeees
H17 CondilOMANVEITUGA. .....ccoeiieieieiiii e
H18 HIVIAIDS .. e e e e e e aaas



SAUDE ORAL
J1 Com que frequéncia VOCE limpa 0S deNtES?.......cceeeeiiiiieiiiieeeee e |
(0) Nunca (5) 2 x/dia
(1) < de 1x/semana (6) 3 x/dia
(2) 1-2 de x/semana  (7) > 3 x/dia
(3) Dia sim, dia ndo (8) Nenhuma das anteriores [ir para J5]
(4) 1 x/dia
J2 O qué vocé usa para lImpar SEUS AENEES?.......uueiiiiiiiiieeeeee e ||
(1) Escova de dentes
(2) Dedo
(3) Palitos
(4) Outro (especificar)
J3 Qual material vocé usa para limpeza doS denteS? ..........eveeiiviiiiieeiiniiiiieciiineee ]
(1) Nada
(2) Pasta de dente
(3) Outro (especificar)
J4 Sua gengiva sangra quando VOCe limpa 0S dente?............cccoiiiiiinnnnn, ||
(1) Nao (2)As vezes; (3) Sempre ou quase sempre
J5 Com que frequéncia vocé usa desaguatorio bucal?..........ccccccveeiiiiiiiii i |
(0) Nunca (5) 2 x/dia
(1) < de 1x/semana (6) 3 x/dia
(2) 1-2 x/semana (7) > 3 x/dia
(3) Dia sim, dia ndo (8) Nenhuma das anteriores
(4) 1 x/dia
J6 VOCE USA AENLAAUIAT ....eviviiiiiie e et e e e e e e e e e e e e e e e s ||
(1) Sim (2) Ndo [se “nao” ir para J9]
J7 E uma dentadura tOtal?...........co.eveueieeeie ettt eneas ||
(1) Sim  (2) Nao
J8 Com que idade vocé comecou a usar dentadura? ...........cccccevvviiiiiiiiniieieieeeeeeenns |
J9 Nos ultimos 20 anos, com gue frequéncia vocé foi ao dentista?...........ccceeeeveeeeeee. |
(1) Todo ano (3) A cada 5 anos
(2) 1 x dentro de 2-5 anos (4) Nunca
J10VOCE ja feZ DIOPSIA OFal? .....ccoieeeeeeeeeeeeeeeee e |
(1) Sim (2) Ndo [se “n&o” ir para J13]
J11 Com QUAI IAAAR? ..o e e e e e e .
J12 O qué ela mostrou? /1

(especificar)



