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RESUMO

Albuquerque GE. Caracterizacdao da microbiota gastrica residente e transiente em pacientes
portadores de adenocarcinoma gastrico. [Dissertacdo]. Sdo Paulo: Fundacdo Antonio

Prudente; 2020.

O Adenocarcinoma Gastrico (AdG) estd entre as neoplasias mais comuns no mundo, com alta
incidéncia e mortalidade. A microbiota influencia ativamente o curso de diversos tumores,
podendo contribuir para a tumorigénese, ativando/inativando quimioterdpicos ou mesmo
modulando a resposta imune que pode ajudar a combater a doenga. A microbiota estomacal
ainda é pouco estudada, mas certamente é composta por microrganismos transientes,
derivados da cavidade oral, e também por verdadeiros residentes — que talvez tenham maior
impacto direto na biologia tumoral. O estudo aqui apresentado teve como objetivo buscar
evidéncias bioldgicas que ajudem a indicar bactérias com maior probabilidade de estarem
vivas no estdbmago de pacientes com AdG. Tais evidéncias incluiram diferencas de microbiota
entre saliva, bidpsia e fluidos gastricos, analise da atividade transcricional buscando diferengas
guantitativas entre leituras de DNA e RNA, além de crescimento de microrganismos de fluidos
gastricos em meios de cultura diferentes na presencga e auséncia de oxigénio, seguido de
sequenciamento para identificacdo taxon6mica. Amostras de RNA e DNA foram extraidos e
utilizados para abordagens de RNAseq, shotgun e sequenciamento de 16S rRNA.
Streptococcus pneumoniae foi a bactéria encontrada em maior abundancia tanto no DNA
como no RNA de fluidos gastricos (11% e 28% respectivamente), indicando que ela esta
altamente ativa na regido estomacal. J4 as bactérias Bacillus cereus, Elizabethkingia anophelis,
Legionella pneumophila e Virgibacillus senegalensis se destacaram como mais abundantes no
RNA, enquanto que as espécies Solobacterium moorei e Streptococcus pseudopneumoniae se
destacaram no DNA. Houve baixa associacdo positiva entre a abundéancia relativa da
microbiota a nivel de DNA versus RNA nos fluidos gastricos (r6=0,51 e p<0,05). Tanto a
diversidade alfa (indices Observed e Simpson p<0,05), quanto a diversidade beta (indices Bray-
Curtis e Unifrac p<0,05) das amostras foram distintas. A partir da cultura de fluidos gastricos
identificamos duas espécies de fungo (Trichosporon asahii e Candida parapsilosis), além de

espécies bacterianas dos géneros Streptococcus, Staphylococcus, Bacillus e Rothia. Ja no



sequenciamento das bidpsias (DNA x RNA) identificamos que no geral eles renderam
composicGes similares, visto pela alta correlagcdo entre a abundancia dos géneros bacterianos
identificados pelas duas abordagens (r6=0,82 e p<0,05), além de possuirem valores de
diversidade similares. O Unico género bacteriano que se destacou nas bidpsias a nivel de DNA
foi o Prevotella, também com elevada abundancia nas amostras de saliva. Ao avaliarmos a
microbiota da saliva, observamos que alguns géneros bacterianos estdao em proporgdes mais
similares entre saliva e fluido gastrico, enquanto outros se assemelham na saliva e bidpsia,
indicando que algumas bactérias da cavidade oral podem se associar ao tecido, enquanto
outras permanecem no lUumen estomacal. Por fim, concluimos que as abordagens de
sequenciamento sdo complementares, visto que o RNA é altamente relevante para
identificarmos a microbiota ativa transcricionalmente nos fluidos gastricos e que influenciam
0 microambiente mais ativamente. Ja o cultivo dos microrganismos permite confirmarmos as
bactérias que realmente estdo ativas/vivas na regido, e que possam ter papel relevante no

AdG.

Descritores: Adenocarcinoma. Neoplasias Gastricas. Metagendmica. Microbioma

Gastrointestinal. Microbiota



SUMMARY

Albuquerque GE. [Characterization of the resident and transient gastric microbiota in
patients with Gastric Adenocarcinoma]. [Dissertacdo]. Sdo Paulo: Fundacdo Anténio

Prudente; 2020.

Gastric Adenocarcinoma (GAC) is one of the most common neoplasms in the world, with high
incidence and mortality rates. The microbiota has an active role in cancer and may play
relevant roles in carcinogenesis, activation/inactivating of chemotherapeutic agents, as well
as in immune modulation that may determine health or disease. The gastric microbiota is still
poorly studied, but certainly contains a population of transient microorganisms, derived from
the oral cavity, as well as true residents - that maybe have a stronger impact on tumor biology.
Our study evaluated biological evidence that would indicate bacteria more likely to be alive in
the gastric environment of GAC patients. These evidences included differences in composition
between saliva, gastric fluids and biopsies, analysis of transcriptional activity and quantitative
differences between DNA and RNA reads, as well as the growth of microorganisms in distinct
media and oxygen concentrations, followed by DNA sequencing for taxonomic identification.
DNA and RNA samples were extracted and used for RNASeq, shotgun and 16S sequencing.
Streptococcus pneumoniae was the most abundant bacterium for both DNA and RNA levels
in gastric fluids (11% e 28% respectively), indicating its high activity and strong presence in the
stomach. Bacillus cereus, Elizabethkingia anophelis, Legionella pneumophila and Virgibacillus
senegalensis, on the other hand, were more abundant in the RNA, while the species
Solobacterium moorei and Streptococcus pseudopneumoniae were differentially abundant in
the DNA. We found low positive association between the relative abundance of the microbiota
at DNA and RNA levels in gastric fluids (r = 0.51 and p <0.05). Both the alpha (Observed and
Simpson p <0.05) and beta diversities (Bray-Curtis and Unifrac, p <0.05) indicated distinct
populations for DNA and RNA molecules reinforcing the complementarity of these data when
considering the human microbiota. Two fungi (Trichosporon asahii and Candida parapsilosis)
were identified in the gastric fluid cultures, in addition to bacterial species of the genera
Streptococcus, Staphylococcus, Bacillus, and Rothia demonstrating these to be alive in this

region. The 16S data on biopsies (both DNA x RNA), showed high correlation bacterial genera



identified by the two approaches (r = 0.82 and p <0.05) and similar diversity values, indicating
the identified species to be alive inside the gastric tissue. The only bacterial genus more
abundant in the biopsies DNA was Prevotella, also highly abundant in the saliva samples.
When evaluating the composition of the stomach versus the oral microbiota, we observed
that some bacterial genera had similar proportions in saliva and gastric fluid, while others
were similar in saliva and biopsy, indicating that some bacteria from the oral cavity may
associate with the gastric tissue, while others remain in the stomach lumen. Finally, we
concluded that the approaches used in this study are complementary; while DNA sequencing
is important for the identification of all the microorganisms that pass through the stomach
cavity, RNA is highly relevant to identify the transcriptionally active microbiota in the gastric
fluids and the components that influence the microenvironment more actively. Meanwhile,
culturomics not only allows us to confirm the bacteria that are actually active / alive in the
gastric region, with a putative role in GAC but also enables us to isolate such species / strains

for future functional studies.

Keywords: Adenocarcinoma. Stomach Neoplasms. Metagenomics. Gastrointestinal

Microbiome. Microbiota.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER GASTRICO

O cancer gastrico (CG) é a quinta neoplasia mais frequente no mundo, com mais de 1
milhdo de novos casos por ano, o que contribui para que esta seja a terceira maior causa de
morte por cancer, com aproximadamente 783 mil mortes anuais (Bray et al. 2018; World
Health Organization 2020). A distribuicdo do CG varia de forma significativa ao redor do globo,
sendo que a Asia representa 73%, a Europa 15%, e as Américas Central e do Sul 7% dos casos
mundiais (Carcas 2014). Entre os homens, o CG é o mais incidente e mortal em alguns paises
da Asia Ocidental, tais como Ird, Turcomenistdo e Quirguistdo. J4 na Asia oriental, se destacam
com elevados indices da doenca paises como Japao, Mongélia e Coreia do Sul, sendo o ultimo
0 pais com as mais altas taxas desta neoplasia, em ambos os sexos (Bray et al. 2018). No Brasil,
por sua vez, sé em 2017 ocorreram mais de 14 mil mortes, e estimativas para o triénio 2020-
2022 apontam para mais de 21 mil novos casos por ano (Ministério da Saude 2020).

O CG é uma doenca multifatorial, e ambos aspectos ambientais e genéticos possuem
papel em sua etiologia. Estes fatores de risco, por sua vez, podem ser classificados em nove
grandes grupos: dieta, estilo de vida, predisposicao genética, histérico familiar, tratamentos e
condicGes médicas, infec¢des, caracteristicas demograficas, exposicdo ocupacional e radiacdo
ionizante (Yusefi et al. 2018). Os habitos alimentares tém sido relatados como um dos
principais fatores de risco para o CG, sendo o excessivo consumo de sal um dos mais
ressaltados. Além disto, o baixo consumo de frutas e vegetais e o consumo de alimentos
processados e ultraprocessados, como a carne vermelha e embutidos, também estdo entre os
fatores de risco para esta neoplasia (Bonequi et al. 2013; Fang et al. 2015). Ja com relacdo ao
estilo de vida, assim como em outros tipos de cancer, o alcool e o tabaco se destacam
(Gonzalez et al. 2003; Ma et al. 2017). Ainda, sabe-se que o risco da doenca aumenta em
idades mais avangadas, e é cerca de duas vezes mais elevado em homens do que em mulheres
(Ajani et al. 2017). A infeccdo pela bactéria Helicobacter pylori também tem sido
extensamente relatada na literatura como relevante na doencga, principalmente como fator

inflamatdrio inicial que contribui para o estabelecimento do CG, além de infec¢es pelo virus



Epstein-Barr (EBV) e pelo papiloma virus humano (HPV) (Nagini 2012; Zeng et al. 2016;
Nishikawa et al. 2018). Com relacdo aos aspectos genéticos, sabe-se que mutacoes
germinativas no gene CDH1 s3ao as mais presentes em pacientes com CG hereditario
(Petrovchich e Ford 2016), esta neoplasia também j3 foi associada a polimorfismos em genes
codificadores de citocinas, além de tipos sanguineos especificos, entre outros (Wang et al.
2012; Karimi et al. 2014; Ajani et al. 2017; Yusefi et al. 2018).

A variante histolégica mais comum do CG é o Adenocarcinoma Gastrico (AdG),
neoplasia proveniente de glandulas da camada mais superficial do estdbmago, a mucosa,
representando cerca de 90-95% dos casos (Dicken et al. 2005). Outros tipos de CG menos
comuns compreendem cerca de 5-10% destes tumores e incluem o linfoma, o tumor estromal
gastrointestinal, tumores neuroenddcrinos, entre outras variantes mais raras (Richman et al.
2017). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconhece quatro padrdes histolégicos
principais do AdG: tubular, papilifero, mucinoso e células pobremente agregadas, além de
variantes incomuns (Lauwers et al. 2010; Hu et al. 2012). A classificagdo histopatoldgica mais
utilizada, porém, ainda é a de Lauren (1965), onde os AdGs sdo divididos em dois tipos
principais: intestinal e difuso, além dos subtipos mistos e indeterminados. Clinicamente,
porém, os diferentes subtipos sdo tratados de forma similar, visto que a classificacdo
histopatoldgica ndo é determinante do tratamento a ser utilizado nestes pacientes (Cisto et
al. 2018).

Na tentativa de melhor categorizar pacientes com AdG visando terapias mais
direcionadas, classificagdes moleculares tém sido desenvolvidas. O TCGA (The Cancer Genome
Atlas Research Network) sugeriu em 2014 uma classificacdo molecular que divide estes
tumores em quatro subtipos: (1) tumores positivos para o virus Epstein-Barr; (2) tumores que
apresentam instabilidade de microssatélites; (3) tumores genomicamente estaveis e (4)
tumores com instabilidade cromossémica. Jd em 2015, o ACRG (Asian Cancer Research Group)
também propds sua classificacdo, que, no entanto, divide estes tumores em: (1) tumores com
alta instabilidade de microssatélites; (2) tumores com estabilidade de microssatélites e maior
expressao de genes relacionados a transicdo epitélio-mesénquima; (3) tumores com
estabilidade de microssatélites e mutacdes/perda de fungdo de TP53 e (4) tumores com
estabilidade de microssatélites e TP53 funcional (Cristescu et al. 2015). Mais recentemente,
um grupo do Chile fez uma classificacdo molecular baseada em pacientes deste pais, sendo o

Unico estudo deste tipo, apenas com pacientes latino-americanos, ja publicado até o



momento. Este estudo utilizou técnicas mais acessiveis como imuno-histoquimica e
hibridizacdo in situ, visando aplicacdo desta estratégia na rotina clinica, classificando estes
tumores em 5 subtipos: (1) tumores positivos para o virus Epstein-Barr; (2) tumores com
defeito na via de mismatch repair; (3) tumores de transicdo epitélio-mesénquima; (4) tumores
com acumulo de TP53 e (5) tumores sem deteccdo de TP53 (Pinto et al. 2020). Apesar de estas
e outras classificagdes ainda ndo serem utilizadas na pratica clinica, as mesmas possuem
impactos importantes, estando relacionadas a informagdes clinicamente relevantes tais como
idade ao diagndstico, localizacdo na cavidade gastrica, recorréncia, potencial de
metastatizacdo e progndstico (Wang et al. 2019).

Um dos subtipos histoldgicos mais comuns do AdG é o chamado subtipo intestinal,
caracterizado pela formacdo de glandulas, sendo mais frequente em homens e em idades
avancadas, representando cerca de 54% dos casos (Cisto et al. 2018). Sua etiologia é bem
estabelecida, tendo sido descrita em 1975 uma cascata de eventos que culminam no
desenvolvimento desta neoplasia, que se inicia com inflamagdo na regido estomacal,
culminando na gastrite crénica, posterior gastrite atrofica, metaplasia intestinal, displasia, e
eventualmente, cancer (Correa et al. 1975). Sabe-se que a infec¢do por H. pylori pode iniciar
esta cascata inflamatdria e, devido em partes a reducdo da incidéncia desta infec¢cdo por
erradicacdo desta bactéria na populacdo, o AdG tem diminuido ao redor do mundo
(Wroblewski et al. 2010; Crowe 2019). Ja no subtipo difuso, também conhecido como pouco
diferenciado, a formacdo de glandulas ndo é caracteristica, mas a formacdo de fibrose é
acentuada. Este subtipo representa cerca de 32% dos casos, € mais agressivo, ocorre em
pacientes em geral mais jovens, de forma mais uniforme entre os sexos, além de ter um
historico familiar mais acentuado (Ansari et al. 2018; Cisto et al. 2018; Waldum e Fossmark
2018; Assumpcao et al. 2020). Ao contrario do subtipo intestinal, ha relatos na literatura do
aumento em incidéncia do subtipo difuso, observado em ambos os sexos (Henson et al. 2004).

No A.C.Camargo Cancer Center, dentro do projeto temdtico coordenado por nosso
grupo - “Gendmica de Adenocarcinomas Gastricos do Brasil”, observamos que para os 342
pacientes recrutados e ja laudados desde o inicio do projeto, em 2015, 46% foram classificados
como do subtipo difuso, contra 42% do tipo intestinal e 12% do tipo misto. Visto que este
subtipo tumoral vem crescendo ao longo dos anos, ndo tem uma clara relagdo com H. pylori e
ndo tendo sua etiologia bem estabelecida até o momento, se fazem necessarios mais estudos

focados neste subtipo tumoral.



A taxa global de sobrevida em 5 anos para os pacientes com AdG, é de cerca de 32%,
mas se estratificada por estagio da doenca pode chegar a nimeros tdo dispares quanto 69,5%
para pacientes com tumores localizados ou 5,5% em pacientes metastaticos ao diagndstico.
Infelizmente sabe-se que apenas 28% dos pacientes com AdG s3o diagnosticados em estagios
iniciais da doenga, contra 36% que sdo diagnosticados ja em estagios avangados (National
Cancer Institute 2016). A maioria dos pacientes com AdG em estdgios iniciais sdo
assintomaticos, fazendo com que esta neoplasia seja diagnosticada tardiamente,
prejudicando seu tratamento e levando a uma menor sobrevida para estes pacientes
(Cervantes et al. 2013). Estudo recente realizado no A.C.Camargo Cancer Center, com uma
coorte de 112 pacientes com AdG, observou que a maioria foi diagnosticada ja em
estadiamento clinico 1l (42,9%), e que para estes pacientes a sobrevida livre de doenca em 5
anos foi de 32% (contra 87% nos pacientes em estagios | e 62% em estdgio Il) (Freitas 2019).
Diante disso, embora a incidéncia da doenca esteja diminuindo ao redor do mundo
(possivelmente devido a reducdo do uso do sal para a preservacao dos alimentos, associada a
um diagndstico mais preciso e mais precoce) e o tratamento seja hoje muito mais eficiente, o
progndstico do AdG ainda é pouco favoravel.

O AdG é comumente diagnosticado por exame endoscépico alto, seguido de analise
da bidpsia da lesdo suspeita (Johnston e Beckman 2019). O método amplamente utilizado
para estadiamento da doenca e que da suporte a abordagem terapéutica, é o sistema TNM,
baseado em 3 critérios basicos: (T) tamanho do tumor, (N) nimero de linfonodos afetados e
(M) ocorréncia de metastase (Amin 2017). Dependendo do tamanho e da localizacdo do tumor
primario, os tratamentos cldssicos com finalidade curativa para o AdG envolvem a cirurgia
com gastrectomia subtotal ou total (Carcas 2014; Smyth et al. 2016). A quimioterapia tem sido
recomendada como tratamento neoadjuvante para reducdo da massa tumoral antes da
cirurgia, e a quimiorradioterapia é usada em um cenario adjuvante para destruir células
tumorais remanescentes, sendo a cisplatina e o 5-fluorouracil (ou seus analogos oxaliplatina
e capecitabina) os quimioterdpicos atualmente mais utilizados mundialmente (Orditura et al.
2014).

O estudo do British Medical Research Council foi o primeiro a demonstrar a eficacia da
quimioterapia neoadjuvante (QTneo). Neste trabalho, Cunningham et al. (2006) compararam
0s quimioterapicos epirrubicina, cisplatina e 5-fluorouracil como tratamento neoadjuvante

versus a cirurgia isolada em pacientes com AdG, mostrando aumento de 13% na taxa de



sobrevida em 5 anos para os pacientes que foram tratados previamente a cirurgia (36% versus
23%). Mais recentemente, um estudo clinico comparou 2 regimes de QTneo: (1) tratamento
ECF/ECX: epirrubicina, cisplatina e 5-fluorouracil/ capecitabina versus (2) tratamento FLOT: 5-
fluorouracil, leucovorina, oxaliplatina e docetaxel. Neste trabalho foi observado o aumento da
sobrevida global em 15 meses nos pacientes que foram tratados com o FLOT, além do
aumento de 9% na sobrevida em 5 anos (Al-Batran et al. 2019). Apesar de estes e outros
estudos evidenciarem o papel positivo da QTneo na sobrevida dos pacientes, apenas uma
pequena porgao destes parece se beneficiar do tratamento, sendo que os que nao se
beneficiam estdo sendo expostos a toxicidade desnecessdria, maior custo de tratamento,
exposicao a efeitos colaterais indesejaveis, além de terem o tratamento cirdrgico atrasado.

A terapia alvo, por sua vez, tem proporcionado melhora na sobrevida de alguns
pacientes. Sabe-se que HER2 estd amplificado em cerca de 20% dos AdGs, e a utilizacdo do
anticorpo monoclonal Trastuzumabe associada a quimioterapia padrao leva a um aumento na
sobrevida nestes individuos (Bang et al. 2010; Orditura et al. 2014; Van Cutsem et al. 2015). A
expressao aumentada do fator de crescimento endotelial vascular A (VEGFA), por sua vez, esta
relacionada a um pior progndstico e ja foi demonstrado que a utilizacdo do anticorpo
Ramucirumabe, que se liga ao receptor VEGFR-2, apresenta aumento de sobrevida global
(7,4% para 9,6%) em comparacao com pacientes tratados apenas com quimioterapia (Wilke
et al. 2014; Park et al. 2015). Porém, mais uma vez, apenas uma pequena parcela de pacientes
parece se beneficiar destes regimes.

Mais recentemente, com os excelentes resultados obtidos com uso de inibidores de
check-point imunoldgicos, em diversos tipos tumorais tais como melanoma, carcinoma de
células renais, cancer de pulmdo de células ndo-pequenas, entre outros (Larkin et al. 2015;
Motzer et al. 2015; Reck et al. 2016), estudos tém sido realizados com o intuito de avaliar a
eficacia deste tratamento também no CG (Alsina et al. 2016; Zhao et al. 2019). Na classificacdo
molecular proposta recentemente pelo TCGA, o gene PD-L1 (Programmed Death-Ligand 1),
que auxilia a célula tumoral induzindo a apoptose de células T, estava mais comumente
amplificado em pacientes EBV positivo e com alta instabilidade de microssatélites (The Cancer
Genome Atlas Research Network 2014; Derks et al. 2016), porém a resposta clinica ao
tratamento anti PD-L1 também foi encontrada em pacientes PD-L1 e EBV-negativos, sendo
gue até o momento n3o esta totalmente claro porque alguns pacientes respondem a este

tratamento e outros ndo (Dolcetti et al. 2018; Brar et al. 2019; Morihiro et al. 2019).



Atualmente no Brasil se tem aprovado como terceira linha de tratamento o Pembrolizumabe,
anticorpo monoclonal que se liga a PD-1 (Programmed Death 1), porém mais estudos ainda
precisam ser realizados para melhor entendimento da interagdo entre esses achados
imunoldgicos neste tipo tumoral (Fuchs et al. 2018; Ribeiro 2020).

A microbiota intestinal, por sua vez, ja foi associada com a resposta clinica a anti PD-1
e anti PD-L1 em pacientes com cancer gastrointestinal. Recentemente, Peng et al. (2020)
observaram que pacientes que responderam a esta imunoterapia possuiam uma elevada
razdo entre Prevotella/Bacteroidetes em suas fezes. Além disto, foi observado que as
bactérias capazes de produzir acidos graxos de cadeia curta, tais como Eubacterium,
Lactobacillus e Streptococcus foram positivamente associadas a resposta ao tratamento em
diferentes tipos de neoplasias gastrointestinais. Ja especificamente em pacientes com CG,
neste estudo foram encontrados géneros bacterianos associados tanto a resposta ao
tratamento anti PD-1/PD-L1 (como Prevotella e Bifidobacterium), como associadas aos ndo
respondedores (como Megamonas, Butyricimonas e Agathobacter), mostrando que esta nova
modalidade de tratamento pode estar interligada com a microbiota do individuo, reforcando

a relevancia de estudos nesta area.

1.2  MICROBIOTA GASTRICA

Humanos e microrganismos coevoluiram ao longo do tempo desde o surgimento dos
primeiros hominideos, levando ao estabelecimento de uma complexa e equilibrada rede de
interacdes (Moeller et al. 2016). Se por um lado o corpo humano fornece nutrientes e abrigo
aos microrganismos ali presentes, os metabdlitos por eles produzidos influenciam em fungdes
fisioldgicas importantes, tais como metabolismo, absorcdo de nutrientes e resposta imune,
impactando na homeostase do hospedeiro (Shreiner et al. 2015). O conjunto de
microrganismos que habitam o corpo humano é conhecido como microbiota humana, e
contém ndo sé organismos procariotos, como bactérias e archaeas, mas também eucariotos
e virus. O microbioma, por sua vez, € um termo mais amplo, que se refere ndo somente aos
microrganismos presentes em determinado ambiente, mas também a seu material genético,
e as condicoes do meio no qual eles se encontram (Marchesi et al. 2015). A microbiota

humana é, portanto, dinamica e sujeita a alteragdes ao decorrer da vida do hospedeiro em



resposta a diversos fatores, tais como dieta, ambiente, intervengdes médicas e doengas (Barko
et al. 2018).

Até recentemente acreditava-se que para cada célula humana, teriamos
aproximadamente 10 células bacterianas (Savage 1977; Suau et al. 1999; Rosner 2014). No
entanto, calculos atuais estimam que o ser humano possui quantidades similares de células
humanas e bacterianas (1:1,3, respectivamente) (Abbott, 2016; Sender et al. 2016). E apesar
de uma proporcao menor de bactérias, este nimero (que ndo considera outros componentes
da microbiota) ainda é surpreendentemente alto, e certamente diz da importancia da
microbiota, em especifico das bactérias, na composicdo do seu hospedeiro. O intestino,
responsavel pela absorcdo de nutrientes dos alimentos, é o 6rgdo com maior nimero de
bactérias, com aproximadamente 10 somente no célon (Sender et al. 2016). Outros locais
com alto niumero de bactérias incluem saliva e pele (ambos com aproximadamente 10"
bactérias no total), além do estdmago com um total estimado em 107 bactérias (Sender et al.
2016).

Por ser uma regido de transicdo do trato gastrointestinal, ligando a cavidade oral e
eso6fago ao intestino, o estbmago estd sujeito a presenca de bactérias provenientes de outras
regides do corpo. Anteriormente acreditava-se que este era um orgdao estéril devido
principalmente a sua acidez e ao peristaltismo gastrico que impossibilitariam sua colonizacado
e a consequente existéncia de uma microbiota propria. Além disto, sua localizacdo e a
dificuldade de coletar amostras para analise, juntamente com a complexidade dos meios de
cultura especificos necessarios para crescimentos dessas bactérias, contribuiram para que a
crenca deste 6rgao ser estéril se prorrogasse por muitos anos (Wang e Yang 2013; Nardone e
Compare 2015).

Em 1984 Barry Marshall e Robin Warren identificaram uma bactéria no estdmago de
pacientes com gastrite, inicialmente classificada como Campylobacter pyloridis e
reclassificada posteriormente como Helicobacter pylori (Lancet 1989), que é até hoje é uma
das bactérias mais relevantes e mais estudadas no ambiente estomacal (Salama et al. 2013;
Burkitt et al. 2017; Brito et al. 2019). A H. pylori, ¢ um bacilo gram-negativo presente em cerca
de 50% da populacdo mundial, a infeccdo por esta bactéria é usualmente adquirida na
infancia, e quando ndo tratada, persiste no hospedeiro ao decorrer da vida (Peek e Blaser

2002).



A H. pylori secreta a enzima urease, que converte ureia em amonia, reduzindo a acidez
do estomago, facilitando a sobrevivéncia desta bactéria, permitindo que ela penetre na
mucosa estomacal e colonize o epitélio. Uma vez no epitélio, ela pode provocar uma resposta
inflamatdria que danifica a mucosa gastrica, acarretando diversas doencgas, que em uma fase
inicial pode gerar uma gastrite crénica, mas, posteriormente parece contribuir para o
estabelecimento do CG (Hatakeyama 2009; Carcas 2014). Embora a etiologia do CG seja
multifatorial, 80% dos casos sdo atribuidos a infeccdo crbnica por esta bactéria, sendo
estabelecida, portanto, como importante fator de risco para o CG e agente carcinogénico
definitivo, reconhecido pela Organizagao Mundial de Saude desde 1994 (Nagini 2012).

A descoberta de microrganismos na cavidade estomacal incentivou diversos autores a
buscarem desvendar a composicdo da microbiota desta regido, visando identificar
microrganismos vidveis que habitam esta regido em simbiose com seu hospedeiro. Em um
estudo realizado na Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Paulo, vinte voluntarios
considerados saudaveis apds procedimento endoscdpico tiveram muco do seu estbmago
coletado e cultivado em diferentes meios de cultura, revelando os géneros Veillonella,
Lactobacillus e Clostridium como predominantes nesta regiao (Zilberstein et al. 2007). Em
contrapartida, em um estudo mais recente realizado na Espanha, individuos sauddveis
também tiveram suas bidpsias e fluidos gastricos cultivados, evidenciando a presenca
majoritaria dos géneros Propionibacterium, Lactobacillus, Streptococcus e Staphylococcus
(Delgado et al. 2013). E interessante destacarmos a divergéncia entre os dados obtidos nos
dois estudos. Tal variabilidade pode ser decorrente da populagao de estudo, do material
coletado, e dos meios de cultura utilizados. Uma vez que um meio especifico pode favorecer
o crescimento de determinadas bactérias em relagao as demais, o ndo crescimento de uma
bactéria especifica ndo significa necessariamente a sua auséncia, que pode ser simplesmente
um reflexo da ndo utilizacdo dos meios adequados ao seu cultivo. Diante disto, o
desenvolvimento dos métodos de andlise de material genético e a reducdo do custo das
abordagens de sequenciamento, tém sido de grande importdncia para identificacdo da
microbiota humana, incluindo-se ai a estomacal.

Dados recentes gerados em nosso laboratdrio por analise do gene 16S rRNA mostram
dezenas de bactérias em amostras de fluido gastrico, tanto em individuos controle como em
pacientes com AdG (Figura 1), evidenciando que de fato o estbmago é uma regido com alto

numero de bactérias. Enquanto diversas destas podem ter uma presenga temporaria,



bactérias transientes oriundas da cavidade oral, talvez uma parcela talvez seja de fato
residente do estdmago, tendo uma atividade metabdlica propria e talvez um papel relevante

no CG, que ainda necessita ser desvendado.
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Figura 1 - Abundancia relativa de géneros bacterianos presentes em fluidos gastricos de

individuos controles e de pacientes com AdG. Resultados preliminares do projeto tematico: “Genémica
de Adenocarcinomas Gastricos” em andamento no Laboratério de Genomica Médica do A.C.Camargo Cancer
Center.

A literatura ainda é relativamente escassa sobre microbiota gastrica e apresenta
resultados contrastantes. Em um dos primeiros estudos utilizando técnicas de
sequenciamento para avaliar a composi¢do de bactérias no estdmago, foram identificados os
filos Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes e Fusobacteria como os mais
comuns em bidpsia estomacais de 23 individuos. Interessantemente, eles também
observaram que a presenca de H. pylori ndo interferiu na composicdo bacteriana do estomago
(Bik et al. 2006). Todavia, outros estudos, mais recentes, mostram que a presenca de H. pylori
influencia diretamente a composicao da microbiota gdstrica, até mesmo a longo prazo, apds
sua erradicacdo (Yap et al. 2016; Guo et al. 2020; Miao et al. 2020).

Outro fator importante a ser considerado no estudo da microbiota géstrica é o tipo de

amostra estudada. Uma vez que bidpsias podem favorecer a identificacdo de bactérias que
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sdo mais proximamente associadas ao tecido gdstrico e seu muco, o estudo dos fluidos
gastricos pode permitir uma visdo mais global da microbiota estomacal, ja que este liquido
estda em contato com a parede estomacal de uma maneira generalizada e nado restrita a
somente um dado fragmento do estdmago. Assim, ambas as abordagens sdo relevantes

quando desejamos investigar a microbiota estomacal.

1.3  MICROBIOTA E CANCER

Microrganismos tém sido identificados como fatores de risco em cerca de 20% das
neoplasias humanas, como por exemplo, os virus de hepatite B e C no cancer de figado, o
papiloma virus humano (HPV) no cancer de colo do Uutero, o parasita Schistosoma
haematobium no cancer de bexiga, mais recentemente, a bactéria Fusobacterium nucleatum
com o cancer colorretal, além da prépria H. pylori no cancer gastrico (Martel et al. 2012; Shang
e Liu 2018; Sun et al. 2019a). Apesar do importante papel da H. pylori na epidemiologia do
AdG, parece improvavel que apenas uma bactéria seja associada a este fenémeno. Além disso,
apenas 1-3% das pessoas infectadas desenvolvem AdG (Wroblewski et al. 2010). Sendo assim,
talvez ndo so esta bactéria, mas também outros microrganismos, podem estar associadas ao
desenvolvimento de doengas gastricas relevantes.

O desequilibrio da composi¢cdo da microbiota, ou seja, a alteragcdo dos microrganismos
que habitam determinado nicho corporal, processo chamado disbiose, parece ter papel
importante no surgimento e estabelecimento de varias doencgas, tais como as inflamatérias
intestinais, obesidade, diabetes e alergias, ja tendo sido descrito até mesmo relacdo entre
disbiose e autismo (Wang e Yang 2013; DeGruttola et al. 2016; Roy e Trinchieri 2017; Cong e
Zhang 2018). No chamado brain-gut axis, sabe-se que a microbiota intestinal pode alterar o
comportamento do hospedeiro, interferindo no seu desenvolvimento social, qualidade de
vida, depressao, e até mesmo se relacionar com patologias do sistema nervoso central, como
a doenca de Parkinson (Hsiao et al. 2013; Sampson et al. 2016; Valles-Colomer et al. 2019). No
desenvolvimento do céncer, por sua vez, este aspecto ndo é diferente, tendo sido amplamente
estudado o papel da microbiota no desenvolvimento de diversas neoplasias tais como cancer
colorretal, cancer de mama, cancer da cavidade oral, entre outros (Goodman e Gardner 2018;

Helmink et al. 2019; Thomas et al. 2019).
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O intestino, por ser um dos locais do corpo com maior nimero de bactérias, tem sido
uma das regides mais estudadas e, em nosso grupo ja foi observado que pacientes com cancer
de reto possuem maior diversidade de bactérias que individuos controles, além de géneros
diferentes como os mais abundantes em cada popula¢do (Thomas et al. 2016). Ja em pacientes
com cancer colorretal, ja foi relatado que a composicao de bactérias do tecido tumoral é
diferente da composicdo do tecido normal adjacente ao tumor do mesmo paciente (Gao et al.
2015). Além disto, como ja citado, diversos estudos relataram que a bactéria Fusobacterium
nucleatum possui importante papel no desenvolvimento e na progressdao desta neoplasia
(Kostic et al. 2013; Bullman et al. 2017). Ainda, em um estudo com modelo animal foi
observado que quando fezes de pacientes com cancer colorretal foram transplantadas em
camundongos desprovidos de microbiota (germ-free) estes animais tiveram a formacdo de
polipos, além de outros sinais de tumorigénese, em contraste com os controles (Wong et al.
2017). Em um estudo mais recente com uma coorte de 967 amostras de fezes, foi observado
que pacientes com cancer colorretal possuem maior riqueza de bactérias que individuos
controles, além de uma associacdo positiva entre o metabolismo de colina produzido pela
microbiota intestinal, e bactérias associadas com o consumo de carne vermelha e este tipo de
cancer (Thomas et al. 2019). Os estudos aqui destacados e tantos outros indicam que a
microbiota intestinal quando em disbiose teria um papel importante no desenvolvimento
desta neoplasia.

Se por um lado a microbiota pode estar envolvida no desenvolvimento de neoplasias,
por outro lado os microrganismos também podem ter um papel potencialmente positivo,
impedindo o crescimento tumoral ao ativar (direta ou indiretamente) o sistema imune que
auxilia no combate as células tumorais (Wei et al. 2007; Leschner e Weiss 2010; Song et al.
2018). Além disto, estes microrganismos podem, ainda, estar relacionados com a eficacia dos
qguimioterdpicos, influenciando positiva ou negativamente a resposta de seu hospedeiro a
determinadas drogas. lida et al. (2013) demonstraram que o uso de antibidticos reduz a
eficacia de compostos a base de platina contra tumores subcutdaneos em camundongos. Por
outro lado, foi observado in vitro que dez agentes quimioterapicos tiveram eficacia inibida por
bactérias, sendo que alguns tiveram sua estrutura quimica alterada (Lehouritis et al. 2015). J&
em um estudo com modelos de cancer de coldn, foi observado que gamaproteobactérias
podem metabolizar o quimioterapico gencitabina no préprio tecido tumoral, inativando esta

droga e reduzindo sua eficacia em poucas horas (Geller et al. 2017). Outro aspecto importante
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€ a capacidade de alguns quimioterapicos causarem danos a mucosa intestinal, permitindo a
penetracdo de bactérias na lamina propria, que por sua vez ativam células do sistema imune
inato, iniciando uma inflamagao local e sistémica (Dzutsev et al. 2015; Roy e Trinchieri 2017).
Deste modo, estes estudos podem contribuir com futuras estratégias que envolvam a
alteragao da microbiota visando melhor resposta terapéutica.

Considerando o papel da microbiota na modula¢ao da resposta imune, tem sido de
grande interesse avaliar a composicdo da microbiota intestinal e sua possivel associacdo com
a imunoterapia. Em 2015, Vétizou et al. mostraram que em melanoma, o tratamento com o
anticorpo monoclonal anti-CTLA-4 nao era efetivo em camundongos germ-free, nem em
camundongos tratados com antibidticos, e que a agdo antitumoral deste imunoterapico
dependia da abundancia de bactérias do género Bacteroides no intestino. Em outro estudo,
foi comparado o crescimento tumoral de melanoma em camundongos da mesma linhagem,
porém criados em dois laboratérios distintos, e tratados com monoclonais anti-PD-L1.
Interessantemente, foi observado que havia resposta diferencial ao tratamento, e que esta
resposta estava relacionada a microbiota intestinal dos camundongos nos diferentes
laboratérios. Os camundongos que possuiam o género Bifidobacterium em sua microbiota
tiveram melhor resposta ao tratamento, e quando a microbiota do grupo respondedor ao
tratamento foi transferida aos animais do grupo nao-respondedor, estes Ultimos passaram a
responder ao tratamento (Sivan et al. 2015). Tais dados sugerem que a manipulagdo da
microbiota intestinal pode modular também a resposta a imunoterapia.

Quando olhamos para a microbiota gastrica em AdG, no entanto, observa-se
resultados conflitantes. Enquanto alguns estudos ndo identificaram mudancas significativas
na composicdo taxondmica de microrganismos (Dicksved et al. 2009; Wang et al. 2016), outros
reportaram aumento na abundancia de certos géneros como Lactococcus, Veilonella,
Fusobacterium, Leptotrichia em pacientes com AdG em comparacdo com controles (Castafio-
Rodriguez et al. 2017). Foi observada ainda uma diferente composicdo da microbiota em
populacdes distintas na Colémbia com maior ou menor risco de desenvolvimento de AdG
(Yang et al. 2016), evidenciando que o papel da microbiota no desenvolvimento desta
neoplasia permanece pouco claro (Coker et al. 2018). Diante disto, é importante
desvendarmos a composicdo da microbiota gastrica residente e tentarmos identificar

bactérias que sejam relevantes nesse microambiente e possam desempenhar papéis na
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patogénese e progressao do AdG. Tal conhecimento pode ajudar no desenvolvimento de

estratégias potenciais de prevengdo, deteccdo precoce e tratamento da doencga no futuro.

1.4 TECNICAS UTILIZADAS PARA ESTUDO DA MICROBIOTA

1.4.1 Estudos baseados na andlise de DNA: 16S rRNA e shotgun

Estima-se que apenas 1% das bactérias sdo passiveis de cultivo in vitro (Staley e
Konopka 1985; Amann et al. 1995; Torsvik e @vreas 2002; Martiny 2019). Apesar de ser um
consenso antigo, ainda se sabe que a maioria das bactérias ndo foi cultivada em laboratério,
0 que ndo necessariamente significa que elas ndo possam ser (Stewart 2012; Overmann 2017).
Esta dificuldade pode estar relacionada a diversas razdes, que vao desde presenca das
bactérias em baixa frequéncia em determinada amostra, ou ainda, a dificuldade de se
estabelecer os nutrientes necessdrios para seu crescimento otimizado, principalmente para
bactérias fastidiosas, que sdo mais restritas com relacdo aos nutrientes e condi¢cdes do meio,
como pH, temperatura, oxigénio, entre outras (Vartoukian et al. 2010). Diante disto, tem
entrado em destaque a abordagem de culturomics, o uso simultdneo de condi¢Ges de cultivo
diversas e em larga escala. A cultura proveniente de diversos materiais, apesar de ser a prova
mais solida de que um determinado microrganismo esta de fato vivo naquele ambiente, ainda
€ uma técnica relativamente lenta, que vai depender da sele¢ao dos meios corretos, niveis de
oxigénio e tempo de crescimento de cada organismo (Lagier et al. 2018; Diakite et al. 2020).

Desta forma, o isolamento do DNA presente em determinado ambiente, seguido de
sequenciamento em larga escala permite identificar e caracterizar esta diversidade
inexplorada de microrganismos. A area que permite esta caracterizacdo é conhecida como
metagenomica, que é o estudo do material genético de uma comunidade de organismos
presentes em determinada amostra ambiental (Culligan et al. 2014; Aguiar-Pulido et al. 2016).
A amplificagdo e posterior sequenciamento de marcadores génicos especificos de
microrganismos é um dos métodos mais utilizados em metagend6mica, sendo que o gene
utilizado vai depender do microrganismo que se quer estudar. Para bactérias utiliza-se como
marcador o gene da subunidade 16S do RNA ribossomal (rRNA) (Figura 2). Este gene possui
dez regiGes altamente conservadas entre as diferentes bactérias, permitindo a identificacdo
deste dominio, intercaladas com nove regides varidveis (V1-V9), que por sua vez permitem a

identificacdo de diferentes taxons bacterianos (Janda e Abbott 2007; Bikel et al. 2015). Este
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método, apesar de ser relativamente barato e amplamente utilizado, possui ressalvas, como
por exemplo, viés na identificacdo das bactérias presentes, podendo favorecer alguns taxons
e subestimar a presenca de outros dependendo da regido do gene 16S que for amplificada
(Guo et al. 2013; Ibarbalz et al. 2014). A avaliacdo via 16S em geral também ndo permite
aprofundamento taxondémico em nivel de espécie e cepa. Além disso, esta metodologia
fornece apenas informagdes sobre a composi¢cdo taxondmica das bactérias presentes, ndao
sendo possivel analisar diretamente as funcgdes bioldgicas associadas aos microrganismos

identificados.

subunidade
maior
Barcode da amostra Primer o
Regioes constantes
subunidade \ j /
menor \‘\ S _/f / \
Vi V2 V3 Va4 Vs V6 V7 V8 Vg
—
Regido alvo \
‘ 16S rRNA Gene ‘ RegiGes varidveis
Fonte: Adaptado de https://help.ezbiocloud.net/16s-rrna-and-16s-rrna-gene/ e

https://www.lcsciences.com/discovery/applications/genomics/16s-rrna-gene-sequencing-landing/16s-gene/
Figura 2 - Ribossomo procarioto e gene da subunidade 16S rRNA. O ribossomo procarioto possui a

subunidade maior, composta pelas regides 5S e 23S, além da subunidade menor, a 16S. O gene da subunidade
16S, por sua vez, possui dez regiGes constantes (em azul) intercaladas por nove regiGes variaveis (em rosa), que
servem para identificacdo do dominio bacteriano e dos diferentes taxons, respectivamente. A regido em

destaque (V3-V4) foi o alvo dos iniciadores usados neste trabalho para o sequenciamento de amplicons.

O estudo da microbiota pelo sequenciamento do DNA total (também conhecido como
“shotgun”), por sua vez, € uma abordagem que permite que todo o DNA presente na amostra
de interesse seja avaliado através de seu isolamento, fragmentacdo e posterior
sequenciamento. Desta forma, é possivel, em conjunto com ferramentas de bioinformatica,
identificar bactérias através do alinhamento das sequéncias geradas utilizando bancos de
dados especificos. De forma semelhante, é possivel identificar também archaeas, fungos e

virus que tenham genoma de DNA. Esta abordagem de estudo é bem mais abrangente,
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permitindo uma visdo da variabilidade funcional da microbiota, visto que todos os genes sao
sequenciados, e ndo somente genes especificos para inferir classificagdo taxonOmica
(Sharpton 2014).

Apesar das vantagens descritas, alguns desafios no uso de shotgun para analises de
metagenomica incluem o custo mais elevado desta abordagem (10-100x mais caro, de acordo
com a cobertura desejada/necessdria), a grande quantidade de dados gerados além de maior
complexidade de andlise dos mesmos (Mulcahy-O'Grady e Workentine 2016). Outro desafio,
ainda, é a propor¢cdao de DNA do hospedeiro em relagdo ao DNA microbiano presente na
amostra de interesse. Neste sentido, o Human Microbiome Project relatou altos niveis de DNA
humano em diversos tecidos e fluidos corporais, como vagina, saliva e garganta (Schmieder e
Edwards 2011; The Human Microbiome Project Consortium 2012). Como resultado, o uso de
estratégia shotgun pode gerar, em diversas situagdes, apenas uma infima porcentagem de
sequéncias que sejam de fato correspondentes ao do microbioma, sendo que a maior parte
das sequéncias geradas pode ser proveniente do genoma do hospedeiro.

Diante disto, em analises preliminares feitas em nosso laboratdrio (dados ndo
publicados — manuscrito Apéndice 2 - Albuquerque et al.) avaliamos por PCR em tempo real
(gPCR) a proporg¢do de DNA bacteriano em relagdo ao DNA humano presente em amostras
bioldgicas de diversos tipos tumorais. Para isto, foi feita uma curva padrdao com diferentes
massas de DNA bacteriano e humano utilizando-se como alvos os genes 16S (regido V1) e ACT1
(beta-actina) humano. A partir da equacao da reta gerada, foi possivel relacionar o nimero de
copias de cada genoma com o ciclo de amplificacdo (CT, cycle threshold) da gPCR. Como é
possivel observar na Figura 3, apesar da variacdo, o fluido gastrico possui alta razdo de cdpias
de genomas bacterianos/humano, indicando maior concentrac¢do de bactérias neste material,
sugerindo ser viavel o estudo da microbiota de fluido gastrico por abordagens de shotgun. As
bidpsias de estbmago, por sua vez, possuem uma quantidade muito maior de DNA humano
em relacdo ao bacteriano, inviabilizando a analise de metagen6mica por sequenciamento de
DNA total. Sendo assim, os dados aqui apresentados se baseiam em abordagem 16S para
fluido gastrico, bidpsia e saliva, além da abordagem de sequenciamento shotgun somente

para as amostras de fluido gastrico.
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Figura 3 - Razdo do numero de copias de genomas bacterianos/humano em diferentes
amostras bioldgicas. Para este célculo foram realizadas curvas padrdo com diferentes massas de DNA
bacteriano e humano. A partir da equacdo da reta gerada foi possivel relacionar o CT (cycle threshold) de
amplificagdo por PCR em tempo real com o nimero de cdpias do genoma de determinado organismo em
diferentes tipos de amostras humanas. As setas vermelhas destacam as amostras provenientes de estbmago
(fluido gastrico e bidpsia).

Apesar das abordagens de sequenciamento por amplificacdo do gene 16S e por DNA
total oferecerem dados altamente relevantes, estas técnicas ndo resolvem um grande desafio
atual: determinar quais microrganismos da microbiota estdo vivos e ativos em determinado

nicho.

1.4.2 Identificando microrganismos transcricionalmente ativos:
Metatranscriptomica

A determinacdo do conjunto de microrganismos vivos em uma comunidade,
especialmente no contexto de populagées com atividades metabdlicas que possam influenciar
de alguma forma o ambiente tumoral, é tema de grande importancia. Se a diferenciacdo entre
organismos vivos ou mortos é algo dbvio para seres macroscépicos, o tema é certamente mais
desafiador para bactérias, onde em geral é necessario buscar evidéncias que indiqguem a
presenca de células integras capazes de se reproduzir, e que sejam metabolicamente ativas
(Emerson et al. 2017). Apesar da cultura de bactérias ser a técnica padrao para confirmar que

um microrganismo estd de fato vivo em determinado ambiente, esta técnica pode ser
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relativamente lenta, pois dependera do tempo de crescimento de cada organismo, e
certamente serd limitada e incapaz de indicar todos os microrganismos que estariam vivos em
determinada regido, ja que diferentes microrganismos possuem diferentes requerimentos e
distintas condi¢cGes 6timas de crescimento.

Diante disto, alternativas para identificar microrganismos vivos tém sido elaboradas.
Uma possibilidade explorada neste trabalho se baseia nos principios de integridade de
membrana e atividade metabdlica. Sabe-se que a membrana celular protege os acidos
nucleicos de degradacao, especialmente em ambientes desfavoraveis. Diante da labilidade do
RNA, o estudo da microbiota baseado nestas moléculas deve permitir maior direcionamento
das andlises para microrganismos que estejam vivos na cavidade gastrica no momento da
coleta, apontando com maior precisdo aqueles que possam estar desempenhando fungdes
relevantes no microambiente estomacal (Von Rosenvinge et al. 2013; Sharpton 2014).
Obviamente, microrganismos transientes que caiam na cavidade gastrica de modo continuo e
em grande quantidade, talvez tenham seus RNAs em condigdo do tipo steady-state, fato que
implica em comparac¢fes cuidadosas entre achados de DNA e RNA para tentar diferencia-los
de organismos de fato residentes. No entanto, é certo que dados das analises de
metatranscriptémica (ou seja, o sequenciamento de RNA total, também denominado RNAseq)
complementam os dados de metagendmica, elucidando com maior precisdo quais bactérias
encontradas estdo transcricionalmente ativas, permitindo assim inferir também as funcées e
vias metabdlicas ativas deste repertdrio de bactérias (Rosenvinge et al. 2013; Bashiardes et al.
2016).

E importante ressaltar, porém, que apesar destas abordagens permitirem a
identificagao de diferentes microrganismos, decidimos focar neste trabalho na andlise de
bactérias, por serem as mais abundantes da microbiota estomacal. Além disso, outros estudos
em curso em nosso grupo avaliam a presenca de fungos e virus neste ambiente.

O RNAseq é uma abordagem mais recente nos estudos de metagenomica, e alguns
trabalhos ja demonstraram a importancia desta. Franzosa et al. (2014) fizeram uso combinado
da metatranscriptdmica com metagendmica em amostras de fezes e observaram que 59% dos
transcritos estavam regulados diferencialmente quando comparados com suas abundancias
nos dados gendmicos. Estes autores também verificaram que varias familias de genes menos
abundantes no nivel metagenémico podem ser muito ativas transcricionalmente, e vice-versa,

mostrando a importancia destas andlises complementares no estudo do microbioma.
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Recentemente, Thorell et al. (2017) analisaram a microbiota gastrica ativa em diferentes
estagios da progressdao do CG, através de anadlises de metatranscriptomica, observando a
dominancia de H. pylori na regidao estomacal, até mesmo em pacientes que eram considerados
H. pylori negativos por metodologias padrdo, além de relatarem uma associacao positiva entre
a presenca de H. pylori e os géneros Campylobacter, Deinococcus e Sulfurospirillum. Neste
mesmo trabalho, foram observados altos niveis de expressdo de genes envolvidos na
regulacdo do pH e transporte de niquel, comprovando que a H. pyloriinduz genes de viruléncia
relacionados a progressao da doencga. Este estudo foi um dos primeiros a avaliar a microbiota
gastrica a partir de seu RNA, mostrando que de fato esta abordagem é vidvel e que pode levar
a novas descobertas sobre quais bactérias estdo de fato ativas na regido estomacal e como
elas respondem in vivo a variacdes no ambiente. Apesar disto, este estudo analisou apenas
amostras de bidpsia de pacientes com CG, sendo sua grande maioria do sexo feminino (22/ 30
—73,4%), e sendo todos os individuos identificados como H. pylori positivos. Diante disto, o
trabalho aqui proposto é altamente relevante por se tratar de um estudo focado em uma
populacdo distinta de portadores desta neoplasia.

Uma vez que nem todos os microrganismos detectados ao nivel de DNA estdo
abundantes na mesma proporc¢do ao nivel de RNA, e sabendo que estes microrganismos
podem passar pelo estbmago passivamente, pela ingestdo de saliva, liquidos e nutrientes
(Olsen e Yamazaki 2019), se torna interessante conhecermos também a microbiota oral dos
pacientes com AdG e sua relacdo com a homeostasia estomacal. Trabalhos recentes tém
destacado a similaridade desta microbiota com aquela proveniente da saliva (Tsuda et al.
2015), sugerindo ainda que a microbiota oral € mais complexa em pacientes com AdG (Coker
et al. 2018; Sun et al. 2018). Uma vez que os microrganismos mais ativos na cavidade
estomacal sejam identificados, caso estes tenham forte associacdo com a composicdo da
microbiota da saliva, abre-se a possibilidade de estudos altamente relevantes e ndo invasivos,

viabilizando estudos em escala ainda mais elevada.
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OBIJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Contribuir para melhor caracterizacdo da microbiota estomacal no cancer gastrico,

buscando evidéncias de quais bactérias teriam maior probabilidade de estarem ativas neste

orgdo, em contraste com aquelas cujos acidos nucleicos sdo encontrados livres, sem maiores

comprovagoes de atividade metabdlica local.

2.2

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar a microbiota bacteriana a partir de biépsias tumorais e fluidos gastricos
de pacientes com AdG usando a técnica de metagendmica por 16S rRNA;

Caracterizar a microbiota bacteriana a partir de biépsias tumorais de pacientes com
AdG usando a técnica de metatranscriptémica por 16S rRNA;

Caracterizar a microbiota gdastrica por metagenémica shotgun (DNA total) a partir de
amostras obtidas do fluido gastrico de pacientes com AdG;

Caracterizar a microbiota gastrica por metatranscriptdmica (RNAseq) a partir de
amostras de fluido gastrico de pacientes com AdG;

Para uma parcela de pacientes, caracterizar a microbiota bacteriana presente na saliva
usando a técnica de metagendmica — 16S rRNA;

Comparar as bactérias presentes na saliva com aquelas identificadas no estdmago,
buscando aquelas mais abundantes em algum destes locais;

Utilizar técnicas de cultivo para avaliar microrganismos presentes em fluidos gastricos,
seguido de sequenciamento de coldnias isoladas, de modo a caracterizar organismos
vivos na cavidade géstrica;

Comparar os dados obtidos a partir das diferentes estratégias, buscando um conjunto
de bactérias com maior probabilidade de estarem vivas e ativas na cavidade gastrica

de pacientes com AdG.
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3 METODOLOGIA

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este projeto é afiliado ao projeto tematico financiado pela Fapesp 14/26897-0
“Gendmica de Adenocarcinomas Gastricos do Brasil” em andamento no Laboratério de
Gendmica Médica do A.C.Camargo Cancer Center e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da instituicdo sob o niumero 2134/15 (Anexo 2). Visto que as analises de
metagenomica foram previamente previstas e aprovadas dentro do projeto citado, as
amostras bioldgicas analisadas no presente estudo foram provenientes de pacientes que
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) relacionado a este projeto
tematico (Apéndice 1). Todos os pacientes foram informados do objetivo da pesquisa e
convidados a participar de modo voluntario. Este subprojeto também foi aprovado pelo CEP

da instituicdo como projeto afiliado sob o nimero 2134/15E (Anexo 2).

3.2 POPULAGAO DE ESTUDO

A fim de reduzir a heterogeneidade do grupo amostral, selecionamos apenas pacientes
do sexo masculino, com diagndstico histopatolégico de AdG do tipo difuso, avaliados como H.
pylori negativos e com idade entre 40-70 anos. Devido a quantidade de abordagens
selecionadas para este estudo, inicialmente estipulamos o numero amostral de dez pacientes.
Durante o projeto tivemos que excluir um paciente pois seu fluido gastrico ndo foi suficiente

para a realizacdo de todos os experimentos. Assim, o estudo incluiu 9 pacientes.

3.3 COLETA DE DADOS CLINICOS

Os pacientes que concordaram em participar do estudo responderam um questionario
enquanto aguardavam a realizacdo do procedimento endoscopico. Este questiondrio foi
aplicado por entrevistadores treinados que fazem parte do projeto tematico em andamento

e, para este trabalho, foram selecionadas informacgdes gerais coletadas tais como sexo, idade
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e etnia autoatribuida, e informagdes sobre o uso de medicamentos como antibiéticos e
relacionados a problemas estomacais (inibidores de bombas de prdton). Além disto, ao longo
do tratamento foram coletadas informagdes clinicas, tais como tipo histolégico tumoral, local
da lesdo, tipo de intervencdo terapéutica, porcentagem de células tumorais viaveis apods a

cirurgia e resposta ao tratamento, quando possivel.

3.4 COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Amostras de bidpsias teciduais do estbmago foram coletadas exclusivamente para o
projeto tematico, em conjunto com amostras de fluido gastrico dos mesmos pacientes,
obtidas simultaneamente, durante endoscopia de rotina realizadas durante o exame inicial de
confirmacdo do diagndstico, antes de qualquer tratamento oncoldgico. Todos os pacientes
receberam instrucdes de preparo para o exame, que incluiu jejum de liquidos e sdlidos por
pelo menos seis horas.

Apds coletadas, as bidpsias foram congeladas e armazenadas no banco de tumores da
instituicdo de acordo com os procedimentos operacionais padrao, até sua solicitacao pelos
pesquisadores. Ja os fluidos gastricos foram imediatamente processados pelo nosso grupo,
cujo processo incluiu medigao e neutralizagao do pH, com aliquotas de 1,5ml armazenadas a
-80°C com e sem glicerol 20% (quando possivel), sendo e o restante armazenado a -20°C até
seu uso. As amostras de fluido gastrico sao derivadas da lavagem do estdmago do paciente
com agua mineral durante o exame endoscopico, a fim de facilitar a visualizacdo da parede
estomacal durante o exame pelo médico responsdvel. As amostras coletadas possuem
volumes varidveis (geralmente de 3 até 50ml) e seriam descartadas durante o procedimento
endoscdpico.

Uma vez que a coleta de saliva foi incluida no estudo quando ele ja estava em
andamento, foi possivel coleta-la para quatro dos nove pacientes. Nestes casos, amostras de
saliva espontanea foram coletadas antes do procedimento endoscdépico (1-2 ml de saliva ndo
estimulada), e em seguida foram armazenadas a -80°C até o momento da extracdo de DNA. A

Figura 4 mostra, resumidamente, o planejamento experimental deste projeto.
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Fonte: modificado de <http://www.organsofthebody.com/stomach/stomach-ulcer-diet-and-precautions>

Figura 4 - Desenho experimental proposto para este projeto. Foram selecionados nove pacientes do
sexo masculino com AdG do tipo difuso, diagnosticados como H. pylori negativo, com idade entre 40 e 70 anos.
Os fluidos gastricos foram coletados para analises de metagenomica por 16S e shotgun (DNA) e para andlises de
metatranscriptémica (RNAseq). As bidpsias foram utilizadas para analises de sequenciamento por 16S (DNA e
RNA) e a saliva foi utilizada, quando disponivel, para analises de sequenciamento por 16S (DNA). Além disso,

algumas amostras de fluido gastrico foram armazenadas com glicerol 20% para cultura microbiana.

3.5 EXTRACAO DE ACIDOS NUCLEICOS

Para as amostras de fluido gdstrico e saliva, 500ul do material coletado foram
incubados por 3h em agitacdo (300 rpm) com 500ul do reagente de digestdo Cell Lysis Solution
(Qiagen) e 30ul de proteinase K a 20ug/ul. A partir deste ponto foi feita a extracdo de DNA
utilizado fenol:cloroférmio:alcool isoamilico 25:24:1 (Merck), que consistiu em:

1 Adicionar 500ul do reagente. Homogeneizar por inversao 1min. Centrifugar 10min

13.200 rpm, temperatura ambiente;
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2 Transferir a fase aquosa para um novo tubo. Adicionar 500ul do reagente.
Homogeneizar por inversdo 1min. Centrifugar 10min 13.200 rpm, temperatura
ambiente;

3 Adicionar 500ul de cloroférmio (Merck). Homogeneizar por inversdao 1min. Centrifugar
10min 13.200 rpm, temperatura ambiente;

4 Transferir a fase aquosa para um novo tubo. Adicionar 800ul de alcool 100% gelado +

80ul de acetato de sédio (3M). Incubar por 1h a -20°C;

Centrifugar 30min 14.000 rpm, 4°C. Remover sobrenadante;

Adicionar 1ml de alcool 70% gelado para lavagem do pellet;

Centrifugar por 5min 14.000 rpm, 4°C. Remover sobrenadante;

Adicionar 1ml de alcool 70% gelado;

O 00 N o u»

Centrifugar por 5min 14.000 rpm, 4°C. Remover sobrenadante;
10 Secar o pellet a 42°C;
11 Ressuspender o pellet em 100ul de dgua ultrapura (Sigma);

12 Incubar a 55°C por 10min. Quantificar o DNA.

Para a extracdo de RNA de fluido gastrico, 2ml deste material foi concentrado no
equipamento CentriVap Concentration (Labconco) em um volume final de 500ul, e a partir
deste volume foi utilizado o kit de extracdo RNeasy PowerMicrobiome (Qiagen). Ja para a
extracdo de acidos nucleicos das bidpsias congeladas, foi utilizado o equipamento Precellys
(Bertin Technologies) para homogeneizar o material, seguido de sua extracdo com AllPrep
DNA/RNA Mini Kit (Qiagen), que permite o isolamento de DNA e RNA simultaneamente. O
RNA das bidpsias foi em seguida tratado com DNAse (TURBO DNA-free Kit — ThermoFisher).

Apds as extragGes, todas as amostras foram quantificadas através do equipamento
Qubit (ThermoFisher), e as amostras de RNA dos fluidos géstricos tiveram sua integridade

avaliada através do equipamento Bioanalyzer (Agilent Technologies).

3.6 PCREMTEMPO REAL

3.6.1 cDNA de fluidos gastricos
As amostras de RNA extraidas dos fluidos gdstricos foram convertidas em cDNA para

que fosse possivel analisa-las por qPCR. Para isto, 8ul de RNA foram utilizados como molde
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para conversdo em cDNA com a enzima SuperScript™ Il First-Strand Synthesis System
(ThermoFisher) utilizando-se hexameros randémicos (N6). Cabe notar que aqui indicamos o
volume de RNA usado, e ndo a massa, pois na maioria dos casos a quantidade presente neste
volume estava abaixo do limite de detecc¢do, o que impediu a quantificacdo. As condicbes e
reagentes utilizados na RT-PCR (reverse-transcriptase polymerase chain reaction) se

encontram na Tabela 1.

Tabela 1 - Condicdes de conversdo do RNA de fluidos gastricos para cDNA utilizados neste
estudo

Mix 1 volume (ul)
50ng/ul hexdmeros randémicos 1
10 mM dNTP mix 1
até Sug total RNA 8

Termociclador

65°C 5 min
4°C 2 min
Mix 2 volume (ul)
10X RT Buffer 2
25 mM MgCI2 4
0.1 MDTT 2
RNaseOUT (40U/ul) 1
SuperScript Il RT (200U/pl) 1

Termociclador

25°C 10min

50°C 50min

85°C 5min

Apds a conversdao do RNA total em cDNA, foi feita uma gPCR para avaliar a presenca
de DNA bacteriano e humano nas amostras de fluido gdstrico. Para isto, 1ul de cDNA foram
utilizados para cada reag¢dao, em conjunto com a enzima Fast SYBR Green Master Mix

(ThermoFisher). Os iniciadores utilizados para a amplificacdo foram especificos para a regido
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V1 do gene 16S (F: 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ e R: 5’-TTACTCACCCGTICGCCRCT-3’), e

para um fragmento do gene humano beta actina (ACT1) (F: 5'-CCATCTACGAGGGGTATGC-3' e

R: 5'-GGTGAGGATCTTCATGAGGTA-3’), ambos os iniciadores geram amplicons com cerca de

100bp. A reacdo final e condi¢Ges estabelecidas sdo apresentadas nas Tabelas 2 e 3. Como

controles foram utilizados DNA de Escherichia coli (controle positivo) e agua ultrapura (Sigma)

como controle negativo.

Tabela 2 - Condicbes de amplificacdo dos genes 16S (regido V1) e beta-actina utilizadas neste

estudo.

Reagdo Volume (pl)
16S (V1)
Iniciador V1F (5uM) 0,4
Iniciador V1R (5uM) 0,4
Fast SYBR Green 2x 5
Amostra (2ng) + H,0 4,2
Beta-actina
Iniciador ACTBF (5uM) 0,4
Iniciador ACTBR (5uM) 0,4
Fast SYBR Green 2x 5
Amostra (2ng) + H,0 4,2
Volume final 10

Tabela 3 - Condigbes de termociclagem para amplificagdo dos genes 16S (regido V1) e beta-

actina utilizadas neste estudo.

Ciclagem
Temperatura Tempo Ciclos
95°C 20s 1x
95°C 3s
40x
60°C 30s
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3.6.2 DNA de fluidos gastricos e biopsias
De forma similar as amostras de cDNA, 2ng de DNA foram utilizados para serem
amplificados por qPCR para que fosse possivel avaliar a propor¢cdo de DNA bacteriano e

humano nas amostras.

3.6.2.2 Construcao de curvas padrao

Com o intuito de estimar o nimero de genomas (humano e bacteriano) nas amostras,
foi feita uma curva padrdo para cada genoma. Para isto, utilizamos DNA humano comercial
(Human Genomic DNA — Promega), e um mix composto de cinco espécies de bactérias e duas
de fungo (ZymoBIOMICS™ Microbial Community DNA Standard - Zymo Research). Comegando
com 5ng foram preparadas diluigdes seriadas destes materiais, que foram amplificados por
gPCR conforme condicbes descritas na secdo anterior. Os CTs médios de amplificacdo
correspondentes a cada massa foram utilizados para a realizagdao da curva padrao.

O numero de cépias por ng de DNA para cada organismo, por sua vez, foi calculado
conforme demonstrado na Figura 5. Para os cdlculos, o tamanho do genoma humano diploide
foi considerado 6,4Gb, ja para o genoma bacteriano, o tamanho estimado foi de 3,95Mb (valor
médio obtido a partir de 16.031 genomas bacterianos depositados no National Center for
Biotechnology Information, National Institutes of Health, Genome Browse by Organism. Assim,
curvas padrao correlacionando a média dos CTs com o numero total de cépias do genoma
foram construidas. Cada curva possui duas linhas, representando o CT esperado versus o
observado de cada genoma. O CT esperado foi construido a partir do menor valor de CT
obtido, e os demais pontos foram calculados assumindo que a cada aumento de um CT,

deveria haver uma reducdao em 50% na massa de DNA amplificado.
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numero de copias = massa (ng) *6.022x10°23

tamanho*1x10°9*650
Onde:
6.022x10°23 numero de moléculas/mol= nimero de Avogadro
650 = peso médio de um par de base (bp)
1x10"9 = para converter g to ng

tamanho = tamanho do genoma de cada organismo

Fonte: http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html

Figura 5 - Cdlculo utilizado para a identificacdo do nimero de cépias de DNA genomico em
1ng de amostra.

3.7 SEQUENCIAMENTO DE DNA TOTAL DE FLUIDOS GASTRICOS (shotgun)

As amostras de fluido gastrico foram sequenciadas utilizando-se a abordagem de DNA
total (shotgun). Para isto, 500ng de DNA foram utilizados para a construcdo de bibliotecas
através do kit Nextera DNA Flex (lllumina). As bibliotecas amplificadas foram avaliadas no
Bioanalyzer (Agilent) e quantificadas por gqPCR através do kit Kapa Library Quantification
(Hlumina). As amostras foram entdao sequenciadas utilizando-se o reagente High Output
Cartridge v2 (300 ciclos) pela plataforma NextSeq 500 (lllumina) que pode gerar até 400

milhdes de reads por corrida.

3.7.1 Processamento e filtragem das amostras sequenciadas

As amostras sequenciadas foram processadas pelo grupo de Biologia Computacional
do A.C.Camargo Cancer Center, cujo pipeline foi adaptado em conjunto com nosso grupo
(Laboratdrio de Gendmica Médica). Este processamento consistiu na utilizagao do pipeline
samsa2 com modificacdes (Westreich et al. 2018; Treiber et al. 2020), como o uso da
ferramenta KneadData, para (1) unir as reads pareadas, (2) remocdo de reads de baixa
qualidade utilizando o programa Trimmomatic (Bolger et al. 2014) e (3) remogdo de DNA
contaminante do hospedeiro determinado apds alinhamento com o genoma humano
referéncia usando o software Bowtie2 (Langmead e Salzberg 2012). A seguir as reads foram
anotadas junto ao banco de dados do RefSeq (Tatusova et al. 2014), através do algoritmo

DIAMOND (Buchfink et al. 2015) para posterior classificacdo taxonémica.
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3.8 SEQUENCIAMENTO DE RNA TOTAL DE FLUIDOS GASTRICOS (RNAseq)

As amostras de fluido gastrico tiveram seu RNA total sequenciado. Para isto, todo o
RNA extraido foi utilizado para construcdo de biblioteca utilizando-se o kit lon Total RNA-seq
Kit v2 (ThermoFisher), e as bibliotecas amplificadas foram quantificadas no Bioanalyzer
(Agilent). A PCR em emuls3o foi realizada no equipamento lon OneTouch 2 System, seguida do
enriquecimento no lon OneTouch ES, em ambas as etapas o kit utilizado foi o lon Pl Hi-Q OT2
200 (ThermoFisher). O sequenciamento das amostras foi realizado no equipamento lon
Proton com o kit lon Pl Hi-Q Sequencing 200, com o lon Pl Chip V3, que gera entre 60 a 80

milhdes de reads por corrida.

3.8.1 Processamento e filtragem das amostras sequenciadas

As amostras sequenciadas foram processadas pelo grupo de Biologia Computacional
do A.C.Camargo Cancer Center, cujo pipeline foi adaptado em conjunto com o nosso grupo.
De forma similar ao pipeline utilizado nas andlises de metagendmica (DNA total), este
processamento consistiu na utilizacdo do pipeline samsa2 (Westreich et al. 2018), que é
especifico para analises de metatranscriptomica, com algumas modificagdes, conforme
descrito na se¢do 3.8.1. Adicionalmente para estas amostras, antes da anotac¢do no banco de
dados, foi realizada a filtragem de RNA ribossomal bacteriano através do sortMeRNA

(Kopylova et al. 2012).

3.9 CULTIVO, SEQUENCIAMENTO E IDENTIFICACAO DE COLONIAS ISOLADAS A
PARTIR DE AMOSTRAS DE FLUIDOS GASTRICOS

3.9.1 Selegao de fluidos gastricos, meios de cultura e condi¢des de cultivo

Para o cultivo de fluidos gastricos, foram selecionadas as amostras que possuiam este
material armazenado com glicerol 20% no freezer -80°C, sendo somente trés dos nove
pacientes. Foram utilizados os meios sélidos enriquecidos e nao-seletivos agar Brain Heart
Infusion - BHI (Newprow), sangue (Newprow) e chocolate (Newprow), na presenca e auséncia
de oxigénio. Para isto, 15ul de fluido gdastrico foram adicionados em cada placa de petri e

espalhados pela técnica de esgotamento. As placas cultivadas na presenca de oxigénio foram
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colocadas diretamente na estufa a 37°C apds plaqueamento, enquanto aquelas cultivadas sem
a presenca de oxigénio foram colocadas em uma jarra especifica para anaerobiose (Probac)
junto com o reagente Anaerobac (Probac), um gerador de atmosfera com teor reduzido de
oxigénio e maior concentracdo de CO2. Para confirmarmos a auséncia de oxigénio nas jarras,
utilizamos fitas indicadoras que acompanham o produto, e que mudam de coloracdo de
acordo com presenga de oxigénio no microambiente. Cada experimento foi realizado em

duplicata, e placas sem fluido gastrico foram também incubadas, como controles negativo.

3.9.2 Seleg¢ao das colonias e extragdo de DNA

O crescimento bacteriano foi avaliado nas placas apds 24h e 48h. Para as amostras nas
quais foi observado crescimento, col6nias com diferentes caracteristicas em cada placa foram
isoladas e transferidas para 5ml de meio liquido Luria Bertani (LB). As amostras foram
incubadas em agitacdo de 200 rpm a 37°C por 48h. Apds incubacdo, as culturas foram
centrifugadas por 14.000 rpm 2 min, e o pellet, com as bactérias, seguiu para extracdao de DNA
com o reagente fenol:cloroférmio:alcool isoamilico 25:24:1 (Merck) como descrito na secdo

3.5. A Figura 6 mostra resumidamente o planejamento experimental desta etapa do projeto.
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Fonte: Figura criada com BioRender.com

Figura 6 - Visdo geral da metodologia para cultivo in vitro de microrganismos presentes nos

fluidos gdstricos. Os meios de cultura BHI, sangue e chocolate foram selecionados para cultivo microbiano de
fluidos gastricos. Cada meio contendo 15ul do material foi armazenado diretamente na estufa (na presenca de
oxigénio) ou em uma jarra especifica para geracdo de anaeorobiose. Apds 48h, as placas no qual foi observado
crescimento tiveram diferentes col6nias isoladas para crescimento em meio liquido LB. Apds 48h foi realizada a

extragdo de DNA destas colOnias.
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3.9.3 Sequenciamento e identificagdo de microrganismos

O DNA extraido das colbnias foi fragmentado por 330 s utilizando o ultrasonicador
$220 (Covaris). A construcdo das bibliotecas foi realizada seguindo o protocolo lon Xpress Plus
gDNA Fragment Library Preparation (ThermoFisher), com posterior quantificacdo destas
bibliotecas por gqPCR (lon Library Quantification kit — ThermoFisher). A PCR em emulsdo e o
enriquecimento foram realizados no equipamento lon Chef e sequenciadas no lon S5 com o
reagente lon 540 Kit-Chef (ThermoFisher). O chip utilizado neste sequenciamento foi o lon
540, com capacidade para gerar entre 60 a 80 milhdes de reads por corrida.

Para identificagdo dos microrganismos encontrados, as reads foram anotadas através
do classificador taxondmico kraken2, com as condi¢Ges padrdes do programa, visto que este

banco identifica procariotos e eucariotos (Wood et al. 2019).

3.10 SEQUENCIAMENTO DE AMPLICONS DO GENE 16S rRNA E DE SEU TRANSCRITO

As amostras de DNA obtidas de fluido gdstrico, bidpsia e saliva tiveram as regides V3-
V4 do gene 16S do RNA ribossomal (rRNA) bacteriano amplificadas por PCR convencional. Para
isto, foram padronizadas diferentes massas de DNA para cada material a ser amplificado,
sendo 80ng para amostras de fluido gastrico, 50ng para bidpsias e 20ng para saliva. Como ja
estabelecido no laboratério, quando uma amostra nao era amplificada com a massa padrao,
na PCR seguinte eram utilizados o dobro de massa e a metade, para a possibilidade de a nao-
amplificacdo ser devido a DNA bacteriano insuficiente na amostra ou alguma possivel inibicdo
da reacao.

Os iniciadores utilizados para amplificacdo possuem adaptadores (sublinhados)
adequados para sequenciamento na plataforma lllumina e geram amplicons com tamanho
médio final de cerca de 500 pares de bases (U341F: 5’
CACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCCTACGGGRSGCAGCAG 3 e  806R: 5

GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGACTACHVGGGTWTCTAAT 3’) (Takahashi et

al. 2014). A enzima KAPA HiFi HotStart ReadyMix 2X (Kapa Biosystems) foi selecionada para
amplificacdo de DNA do fluido gastrico e saliva. Ja a enzima KAPA2G Robust HotStart ReadyMix
PCR Kit (Kapa Biosystems) foi utilizada para as biépsias, devido a dificuldade de amplificacdo
do 16S neste material. A reagao final e condi¢des estabelecidas sao apresentadas nas Tabelas

4 e 5. Como controles utilizamos DNA de Escherichia coli (controle positivo) e dgua ultrapura
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(Sigma) como controle negativo. De forma similar, o RNA extraido das bidpsias foi utilizado
para sintese de cDNA utilizando iniciadores randémicos (SuperScript Ill RT — TermoFisher)
seguido de amplificacdo das regides V3-V4 do gene 16S rRNA da mesma forma que os demais

materiais.

Tabela 4 - Condi¢Oes de amplificacdo do gene 16S (regides V3-V4) utilizadas neste estudo. A
enzima e a massa de DNA utilizada na reagdo dependeram do material a ser amplificado.

Reagdo Volume (pl)
Iniciador U341F (5uM) 3,5
Iniciador 806R (5uM) 3,5
Mix da enzima e tampdo 17,5
Amostra + H,0 10,5
Volume final 35ul

Tabela 5 - Condi¢cGes de termociclagem para amplificacdo do gene 16S (regides V3-V4)

utilizadas neste estudo. A quantidade de ciclos variou dependendo do tipo de amostra, para fluido gastrico
e saliva foram utilizados 28 ciclos, ja para as bidpsias, 32 ciclos.

Etapa Temperatura Tempo Ciclo(s)
Desnaturacdo inicial 95°C 2min 1x
Desnaturacao 95°C 20s

28x (ou 32x)
Anelamento 54°C 15s
Extensao final 72°C 5min 1x

Os amplicons gerados foram purificados com beads magnéticas (AMPure XP - Beckman
Coulter), quantificados no Qubit (ThermoFisher) e sequenciados em servigo terceirizado
(Neoprospecta Microbiome Technologies - Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil) que realizou a
construcdo das bibliotecas e sequenciamento de acordo com protocolo estabelecido por eles.
Basicamente, para a construcdo de cada biblioteca uma nova amplificacdo foi realizada em
triplicata usando 5ng de amplicon purificado por reagdo, com a enzima Taqg Platinum
(Invitrogen) e barcodes especificos para cada amostra (condi¢cdo de amplificagdo: 95°C por 5

min, seguindo de 10 ciclos de 95°C por 46s, 66°C por 30s e 72°C por 45s, e uma extensao final
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de 72°C por 2min). As triplicatas foram juntadas e purificadas com o Ampure XP Beads
(Beckman Coulter), e em seguida foi feito o pool das bibliotecas usando volume iguais de cada
amostra (Christoff et al. 2017). A quantificagdo do pool foi feita por gPCR com o kit KAPA
Library Quantification (KAPA Biosystems). Para o sequenciamento foi utilizado o kit MiSeq
Reagent v2 (500 ciclos) na plataforma MiSeq (lllumina), visando gerar > 50.000 reads por

amostra.

3.10.1 Processamento e filtragem das amostras sequenciadas

As amostras sequenciadas foram processadas pelo grupo de Biologia Computacional
do A.C.Camargo Cancer Center, cujo pipeline foi estruturado em conjunto com nosso grupo.
Este processamento consistiu em: (1) remoc¢do dos adaptadores; (2) remocdo das reads
mapeadas no genoma humano; (3) importacdo das reads restantes para o programa Qiime2
(Bolyen et al. 2019); (4) realizacdo da juncdo das reads pareadas e filtro de qualidade e; (5)
controle de qualidade para remocao de ruidos das reads através do Deblur (Amir et al. 2017).
As sequéncias foram entdo clusterizadas como Operational Taxonomic Units (OTUs) quando
apresentavam 97% de similaridade entre elas, seguida de busca de similaridade contra
sequéncias presentes no banco de dados SILVA (Quast et al. 2013) visando a classificacdo
taxondémica das OTUs.

A partir das analises das curvas de rarefacdo construidas para cada tipo de amostra
(Figura 7), selecionamos aquelas com pelo menos 1 mil reads apds aplicacdo dos filtros de
gualidade para prosseguirmos as analises de caracterizacdo da microbiota. Tal padronizacao

foi realizada anteriormente por nosso grupo dentro do projeto tematico.
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Figura 7 - Curva de rarefacdo de amplicons derivados de bidpsias (RNA e DNA), fluidos

gastricos e saliva. Os dados se referem a 439 amostras ja sequenciadas dentro do contexto do projeto

tematico: “Genomica de Adenocarcinomas Gastricos” em andamento no Laboratério de Genémica Médica do
A.C.Camargo Cancer Center. As curvas demonstram que com pelo menos 1.000 reads ja é possivel atingir

saturacdo aceitdvel para cobrir a diversidade destas amostras.

Com o intuito de avaliar o nivel taxonémico mais profundo possivel, os resultados
gerados foram baseados na classificagdao a nivel de género. As reads que foram classificadas
nivel como "Ambiguous_taxa”, "uncultured", "uncultured bacterium", ou "unidentified" nao
foram analisadas neste momento, mas sdao de grande valia para estudos posteriores,

notadamente pela possibilidade de identificacdo e andlises de novos microrganismos.

3.11 ANALISES ESTATISTICAS

Para as analises de metagen6mica e metatranscriptdmica foi utilizado o pacote
phyloseq (McMurdie e Holmes 2016) no programa RStudio. Assumindo a ndo-normalidade da
amostra, para avaliar a existéncia de diferencas estatisticamente significativas na diversidade
alfa (Observed, Shannon e Simpson) foi utilizado o teste U de Mann-Whitney para amostras

ndo pareadas e o teste de Wilcoxon para amostras pareadas, e em relacdo a diversidade beta
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(indice de Bray-Curtis e distancias Unifrac unweighted e weighted) foi utilizado o teste
multivariado Analysis of Similarities (ANOSIM). Para avaliar a diferenca entre as abundancias
relativas das amostras, foi realizado o teste Kruskal-Wallis para comparacdao multipla quando
necessario, seguido do teste de U de Mann-Whitney, enquanto que para as amostras pareadas
foi utilizado o teste de Wilcoxon. Por fim, para as analises de correlagao, foi utilizado o teste
de correlacdo de Spearman. Para todos os testes estatisticos, foi estabelecido um nivel de

significancia de 5% (p<0,05).
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q RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERISTICAS DA POPULAGAO ESTUDADA

Inicialmente selecionamos dez pacientes portadores de AdG, recrutados no contexto
do projeto tematico gastrico e que se enquadraram no perfil selecionado para este estudo.
Escolhemos para o estudo apenas pacientes do sexo masculino, com idade entre 40 e 70 anos,
diagnosticados com tumores gastricos do tipo difuso e negativos para infeccdo ativa por H.
pylori, conforme coloragcdo por Giemsa. Tais critérios de selecdo visaram uma maior
homogeneidade da populacdo estudada e se encaixam em parametros mais comuns em nossa
casuistica. Apds a selecao de casos e inicio dos estudos a amostra de um dos pacientes
mostrou-se em quantidade insuficiente de fluido gastrico impedindo a realizacdo dos os
experimentos propostos. Diante disso, seguimos com o estudo de nove pacientes. Todos os
pacientes possuiam bidpsia coletada exclusivamente para o nosso projeto e além disto, para
quatro destes pacientes também foi possivel coletar saliva para analise.

Conforme observado na Tabela 6 a maioria dos pacientes tem entre 61-70 anos
(44,4%; n=4), seguido de pacientes entre 40-50 anos (33,3%; n=3) e de pacientes entre 51-60
anos (22,2%; n=2), além disto, a maioria se auto atribuiu como branco (77,8%; n=7). Com
relacdo ao uso de medicamentos, 33,3% (n=3) relataram o Ultimo uso de antibiéticos ha mais
de um ano ou ndo se lembravam (33,3%; n=3). Um paciente (paciente #2) informou ter feito
o uso deste medicamento ha menos de uma semana (11,1%) da coleta das amostras. Quanto
ao uso de inibidores de bomba de préton, 55,6% dos pacientes relataram fazer uso desta
medicacdo no momento do diagndstico (n=5). Quando mensurado o pH do fluido géstrico
destes pacientes, a maioria constava como pH neutro (55,6%; n=7), seguido de pH acido
(33,3%; n=3) e basico (11,1%; n=1).

Quando observamos dados especificos do tumor, 44,4% dos pacientes possuem lesdo
inicial no corpo do estdmago (n=4), 33,3% seguido de lesdo no eséfago distal (n=3) e 22% na
regido cardia/fundo ou antro (um paciente cada). Todos os pacientes fizeram terapia
quimioterdpica neoadjuvante, e 44,4% destes pacientes tiveram excelente resposta, restando
entre 0-10% de células tumorais vidaveis na peca cirdrgica, sendo classificados como

respondedores de acordo com o critério de Becker 1 (In et al. 2018). Cabe notar que esta
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proporcao de respondedores nao reflete a rotina observada na rotina de pacientes com
cancer gastrico. Por exemplo, entre 159 pacientes de nosso projeto tematico que realizaram
QTneo entre 2015 a 2020, apenas 29 (18%) foram classificados como respondedores, nimeros
gue sdo concordantes com a literatura que reporta que apenas cerca de 10-30% dos pacientes
com CG respondem a QTneo (Becker et al. 2003; Mansour et al. 2007; Lorenzen et al. 2013;

Achilli et al. 2017).

Tabela 6 - Dados clinicos gerais dos pacientes deste estudo.

Variaveis N %
Género
Masculino 9 100,0

Idade ao diagnéstico

40 - 50 anos 3 33,3
51-60 anos 2 22,2
61-70 anos 4 44,4

Etnia auto atribuida

Asiatico 1 11,1
Branco 7 77,8
Pardo 1 111

Classificagao de Lauren

Difuso 9 100,0

Local da lesao

Antro 1 11,1
Cardia/fundo 1 11,1
Corpo 4 44,4
Esofago distal 3 33,3
H. pylori

Negativo 9 100,0




Cont/ Tabela 6

Variaveis

%

Uso de antibiético pela ultima vez

Uma semana 11,1
Entre 1-6 meses 22,2
Mais de um ano 33,3
N&o se lembra 33,3
Uso de inibidores de bomba de préton

Sim 55,6
Nao 44,4
pH fluido gastrico

acido (1-6) 33,3
neutro (7) 55,6
basico (8-14) 11,1
Tratamento neoadjuvante

Sim 100,0
% células tumorais na pega cirdrgica

0-10% 44,4
11-60% 33,3
61-100% 22,2
Resposta a neoadjuvancia

Respondedor 44,4
Nao respondedor ou respondedor parcial 55,6

4.2 EXTRACAO DE ACIDOS NUCLEICOS
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ApOs a extragcdo de DNA e RNA das amostras deste estudo, elas foram quantificadas

no Qubit, a Tabela 7 mostra a quantificacdo total das mesmas. De modo geral as amostras de

DNA de todos os materiais renderam boa massa total, sendo que para fluido gdstrico a

mediana foi de 1.000ng totais, para bidpsia 9.056ng e para as amostras de saliva 2.150ng. Com

relagao as extragdes de RNA, a mediana da massa total obtida nas extragdes de bidpsia foi de



38

136ng, porém, em duas das amostras a quantidade de RNA esteve abaixo do limite de
quantificacdo. Ja para o RNA de fluido gastrico, apenas 2/9 amostras deram quantificacoes
detectaveis. Aqui é importante ressaltar que para a extragao deste material ja foi necessario
utilizar um grande volume de fluido gastrico, e como para algumas amostras o volume total
deste material era limitante, estabelecemos o maximo de 2ml para a extragdo (versus apenas

500ul para a extracdo de DNA do mesmo material).

Tabela 7 - Quantificacdo de acidos nucleicos (RNA e DNA) das amostras utilizadas neste
estudo.

Fluido gastrico Bidpsia Saliva
Paciente DNA total RNA total DNA total RNA total DNA total
1 1.160 397 10.800 232 NA
2 2.540 0 23.700 768 NA
3 1.140 0 24.000 121,2 NA
4 1.010 0 712 0 NA
5 208 0 4.720 135,6 NA
6 978 0 7.440 111,2 2.260
7 1.330 570 3.820 248 2.020
8 101 0 13.600 0 4.560
9 640 0 7.260 644 2.040
média 1.012 107 10.672 251 2.720
mediana 1.010 0 9.056 136 2.150

4.3  ANALISE DO RNA EXTRAIDO DE FLUIDOS GASTRICOS: INTEGRIDADE E PCR EM
TEMPO REAL

Como a maioria das amostras de RNA ndo deram quantificacao suficiente para serem
detectadas no Qubit, foi feito o cDNA deste material e uma gPCR foi realizada para algumas
amostras para avaliar a presenca destes acidos nucleicos no fluido gdstrico. Através da Tabela
8 é possivel observar que apesar da baixa quantificacdo de RNA, todas as amostras

amplificaram para o primer bacteriano (16-regido V1), com mediana de CT de 20,32, enquanto
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que para o primer humano (beta-actina), duas das seis amostras ndo amplificaram
(identificados como Undetermined), indicando baixa quantidade de RNA humano (ou a baixa

expressao do gene da beta-actina) neste material.

Tabela 8 - Média do CT de amplificagao bacteriano e humano nas amostras de fluido gastrico
(cDNA).

Paciente CT 16S (bacteria) CT actina (humano)
1 19,45 Undetermined
2 20,10 39,59
4 20,30 30,80
5 20,35 Undetermined
6 23,45 32,08
9 23,00 30,76
média 21,11 33,31
mediana 20,32 31,44

Apds a confirmacdo da presenca de RNA bacteriano nas amostras de fluido gastrico,
sua integridade foi avaliada através do equipamento Bioanalyzer (Agilent Technologies), com
o respectivo cdlculo do seu numero RIN (RNA integrity number), que permite inferir a
qualidade do RNA eucariédtico total, baseado em um score de 1 a 10, sendo 10 considerado a
amostra intacta (Mueller et al. 2016). Para as amostras de RNA provenientes do fluido
gastrico, o RIN ficou em torno de 2,5 (Figura 8), e apesar de estarmos interessados no RNA
bacteriano, e ndo no eucariédtico, a informacdo de qualidade deste é relevante, visto que
ambos estdo no mesmo ambiente e, a principio, sujeitos ao mesmo processo de degradacao.
Uma limitagdo importante, porém, indicada pelos dados de amplificagao do gene da beta-
actina, é a praticamente auséncia de RNA humano - incluindo seus RNAs ribossomais usados

como referéncia para o calculo, o que deixa claro uma certa inadequacao desta abordagem.
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Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3
RIN: 2.60 RIN: 2.60 RIN: 2.60
[Ful [Fu] FUl
20
C 10
0 0 0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt]
Paciente 4 Paciente 5 Paciente 6
RIN: 2.60 RIN: 2.40 RIN: 2.60
FU] [Fu] [Fu
4 40
2 10
2 20
c - s ( 0
T T T T T 1 T 1 1 f 1 T T 7T T T
25 200 1000 4000 nt] 25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt)
Paciente 7 Paciente 8 Paciente 9
RIN N/A RIN: 2.60 RIN: 2.50
[FU] Fu) FU)
50
10
0 " 0
T T 1 T T T T T T T T T T T T T T T
25 200 1000 4000 [nt) 25 200 1000 4000 [nt) % 506, 000 4000 ]

Figura 8 - Analise da integridade do RNA de amostras de fluido gastrico. O nimero de integridade

de RNA (RIN) foi avaliado pelo software da Agilent Technologies, no equipamento Bioanalyzer. Esta abordagem
tem como base a intensidade relativa dos picos de RNAs ribossomais humanos, que ndo sdo visiveis para
nenhuma amostra. E possivel observar que todas as amostras tiveram RINs calculados ao redor de 2,5 e pico

entre 25 e 200 nt, sendo consideradas amostras altamente degradadas.

Apesar das limitacGes da nossa abordagem, decidimos seguir com o sequenciamento
das amostras, visto que houve amplificacdo de cDNA bacteriano para estas, e um alto CT
humano, o que poderia ser favordvel para nosso propdsito visto que o RNA deste material
serd sequenciado pela técnica de RNAseq. Além disto, apesar da possivel degradacao
visualizada neste material, o protocolo utilizado para construcdao de bibliotecas requer a

fragmentacdao dos RNAs, o que ndo impede o sequenciamento.

4.4 QUANTIFICACAO DO NUMERO DE COPIAS DE GENOMAS BACTERIANOS x
GENOMAS HUMANOS POR PCR EM TEMPO REAL

4.4.1 Construgao de curvas padrao
Apds termos extraido DNA das amostras de interesse, partimos para a construcao das

curvas padrdo correlacionando o nimero de cépias dos genomas humano e bacteriano, com
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seus respectivos CTs de amplificagdo na qPCR, conforme trabalho de nosso grupo (Apéndice
2).

Para isto, iniciamos a curva com 5ng de DNA humano, seguido de cinco dilui¢cdes
seriadas, até que a beta-actina ndo fosse mais detectada na qPCR. De forma similar, iniciamos
a curva para o DNA bacteriano com 5ng da mock utilizada (o que equivale a 4,8ng de DNA
bacteriano, pois a mesma continha uma pequena massa de DNA fungico), seguido de dilui¢des
seriadas até que o CT de amplificacdo ficasse em torno de 32, visto que para o DNA bacteriano
o controle negativo comeca a amplificar neste CT (ja que a enzima utilizada na gPCR contém
DNA bacteriano, esta amplificacdo tardia do controle negativo ja é esperada). A Tabela 9
exemplifica as massas utilizadas para a construcdo das curvas padrdo, além do numero de
copias calculado de cada genoma em 1ng de amostra conforme cdlculo exemplificado

anteriormente na Figura 5.

Tabela 9 - Massas utilizadas, CT de amplificagdo e nimero de cépias dos genomas humano e
bacteriano utilizados para construcdo de curvas padrao.

Curva padrao DNA humano

DNA humano (ng) CcT m‘éfiio cje Cépias do Cépias do
R TR e ampllf.lcagao genoma genoma em Logl0
(actina) em 1ng Xng

5,0000 25,39 144,77 723,85 2,86

0,8333 27,82 144,77 120,64 2,08

0,1389 31,08 144,77 20,11 1,30

0,0231 33,82 144,77 3,35 0,53

0,0039 36,90 144,77 0,56 -0,25

0,0006 Undetermined 144,77 0,09 -1,03

Curva padrao DNA bacteriano
Massa DNA Massa .DNA CcT m‘éfiio ge Copias do Copias do
mock {ng) bacteriano amplificagdo genoma genoma em Logl0
(ng) (16S-V1) em 1ng Xng

5,000000 4,800000 12,06 234.275,40 1.124.521,94 6,05
0,450450 0,432432 15,78 234.275,40 101.308,28 5,01
0,040581 0,038958 19,81 234.275,40 9.126,87 3,96
0,003656 0,003510 23,84 234.275,40 822,24 2,91
0,000329 0,000316 27,14 234.275,40 74,08 1,87
0,000030 0,000028 30,01 234.275,40 6,67 0,82
0,000003 0,000003 32,44 234.275,40 0,60 -0,22

Com o CT de amplificagcdo e o nimero de cépias do genoma calculado para cada massa
utilizada na qPCR foi possivel construir a curva de amplificacdo observada para o DNA
bacteriano e humano. Ja para o calculo da curva esperada, utilizamos o maior valor de CT

obtido a partir da massa na qual iniciamos a curva observada, e os demais pontos desta foram
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calculados de forma que a cada metade da massa houvesse o aumento de um CT. Como
podemos observar na Figura 9, ambas as curvas apresentaram alta correlagdo entre os valores
esperados e calculados, com R? = 1 para as diluicdes de DNA humano e R?=0,99 para diluicdes
do DNA bacteriano, mostrando uma grande proximidade com a maxima eficiéncia da reacao
de amplificacdo. Diante disto, optamos por utilizar a equacdo da reta observada para os

calculos a seguir.

DMA humano (actina) DMA bacteriano (163)

_ y=105-0301x R*=1
y=9.49-0265x R =1

y=968-0301x R*=1
y=981-03x R*=099

.
L

Niamero total de copias do genoma (leg10)

(=1
L

10 20 30 10 20 30
Ct médio

Curva —* esperado —* observado

Figura 9 - Curvas padrdo para DNA humano (beta-actina) e bacteriano (16S) relacionando o

numero de copias de determinado genoma com seus respectivos CTs. Para o célculo da curva

padrdo foram utilizados DNA humano comercial (Human Genomic DNA — Promega) e um mix composto de cinco
espécies bacterianas (ZymoBIOMICS™ Microbial Community DNA Standard). Iniciando com 5ng, diversas
diluicdes foram realizadas e amplificadas por PCR em tempo real. Foi calculado o nimero de cépias de
determinado genoma para cada massa amplificada e, assim, curvas padrdo correlacionando a média dos CTs com
0 numero total de cdpias do genoma foram construidas. Para cada genoma foram calculadas as curvas
observadas (em azul) e esperadas (em vermelho), sendo que as curvas esperadas que foram calculadas a partir
do menor valor de CT observado obtido, e os demais pontos foram adicionados assumindo que a cada aumento

de um CT, deveria haver uma redugdao em 50% na massa de DNA amplificado.
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4.4.2 Quantificando o nimero de cdpias do genoma humano e bacteriano em
fluidos gastricos e biopsias

Para quatro amostras de DNA de bidpsia (pacientes #1, #2, #3 e #5) e seis de fluido
gastrico (pacientes #1, #2, #3, #4, #5 e #9) amplificamos a regido V1 do gene 16S bacteriano e
o gene beta-actina humano por qPCR, de modo a termos uma relacdo quantitativa da
microbiota. Como é possivel observar na Tabela 10, todas as amostras de fluido gastrico
possuem maior nimero de copias de genomas bacterianos em relagdo ao numero de cdpias
de genoma humano, com mediana de aproximadamente 10 mil genomas bacterianos versus
12 copias do genoma humano por ng de amostra, sendo que os pacientes #1 e #3 possuem
maior razao entre o nimero de cdpias destes genomas, evidenciando como estas amostras
possuem muito mais DNA bacteriano do que humano em sua composic¢do (razdes de cerca de
8 mil e 20 mil respectivamente), O paciente #9, por sua vez, possui um numero de cépias de
cada genoma mais similar do que os outros (razao de apenas 15,23). Considerando que cada
genoma humano diploide tem uma massa cerca de 2000x maior que um genoma bacteriano,
o sequenciamento shotgun de uma amostra nestas condigées deve apresentar uma proporgao
de cerca de 260 reads de DNA humano para cada read originado de genomas DNA bacterianos.
Curiosamente, o paciente #2, que alegou ter tomado antibidtico apenas uma semana antes
da coleta dos materiais, ficou com razdo entre os genomas (bacteriano:humano) em cerca de
400 (a terceira maior obtida). Isso sugere, ao menos para o0 momento do estudo, que nao
houve grande interferéncia quantitativa da antibioticoterapia na microbiota uma semana
apos o uso, assim, decidimos seguir com este paciente para o sequenciamento e para as

anadlises subsequentes.
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Tabela 10 - Média do CT, numero de cdpias e razao entre genomas bacterianos e genomas
humanos nas amostras de fluido gastrico e biépsia.

: gene alvo CT genomas/ng de razao copias genoma
Paciente (qPCR) médio DNA total bacteriano/humano

fluido gastrico

1 16S 16,45 37.552,49 8.146,33
2 16S 20,05 3.109,46 412,62
3 16S 14,73 123.380,80 19.601,77
4 16S 18,90 6.924,17 45,34
5 16S 19,92 3.403,68 214,43
9 16S 17,98 13.052,68 15,23
1 Actina 32,17 4,61
2 Actina 31,37 7,53
3 Actina 31,66 6,29
4 Actina 26,43 152,70
5 Actina 30,14 15,87
9 Actina 23,61 857,26

Média 4.739,30

Mediana 313,56
Bidpsia

1 16S 30,10 3,01 0,10
2 16S 30,45 2,37 0,06
3 16S 26,60 33,84 1,17
5 16S 32,16 0,72 0,03
1 Actina 29,12 29,65
2 Actina 28,70 38,25
3 Actina 29,16 28,86
5 Actina 29,25 27,35

Média 0,34

Mediana 0,08
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Quando avaliamos o DNA proveniente das bidpsias, vemos que a quantidade de DNA
humano entre as amostras é mais homogénea (mediana de 31 genomas por amostra) e a
quantidade de genomas bacterianos se confirmando como muito baixa (mediana de 10
genomas), sendo que apenas o paciente #3 teve um nuimero de cpias um pouco mais elevado
(cerca de 34 genomas bacterianos por ng de DNA total), confirmando mais uma vez, que a
melhor abordagem para este tipo de material é o sequenciamento de amplicons. Cabe notar
gue o paciente #3, que possui maior nimero de genomas bacterianos na bidpsia, é o que
também possui maior nimero de genomas bacterianos no fluido gdstrico, com cerca de 123
mil genomas bacterianos por ng de DNA total. No geral, estes achados estdo de acordo com o
que é relatado na literatura, visto que bidpsias contém grande quantidade de DNA humano e
uma baixa abundancia de bactérias, quando comparado a superficies mucosas (Zhang et al.
2015).

Diante do resultado da qPCR para fluidos gastricos, é esperado que as amostras dos
pacientes #2, #4 e #9 tenham um alto percentual de reads humanos no sequenciamento
shotgun. Mesmo assim, decidimos seguir com esta abordagem de sequenciamento para todos
os casos buscando anotar mesmo os poucos reads bacterianos que eventualmente sejam
sequenciados. Ja para as bidpsias, a técnica de sequenciamento de amplicons deve permitir

um maior enriquecimento do DNA bacteriano presente na amostra.

4.5 RESULTADOS DO SEQUENCIAMENTO: DNA TOTAL e RNAseq

4.5.1 Processamento das reads

Com o intuito de identificarmos espécies bacterianas presentes na microbiota de
fluidos gastricos, seu DNA e RNA total foram sequenciados e processados para remogao de
reads de baixa qualidade, reads derivadas do genoma humano e rRNA residual (Tabela 11). A
média de reads geradas no sequenciamento de RNA foi de 6 milhdes por amostra, sendo que
apos todas as etapas de processamento e filtros esta média caiu para a metade, cerca de 3
milhdes. De modo geral tivemos grande variagao no nimero de reads de baixa qualidade, que
chegou a 73% das reads para o paciente #4, contra apenas 15% para o paciente #3. J4 com
relacdo a remogao de DNA humano, os pacientes #6 e #9 tiveram mais de 65% das reads
anotadas no genoma humano, sendo que nas demais amostras este percentual ficou abaixo

de 6%. Ao observamos a gPCR realizada anteriormente com o cDNA de alguns pacientes, é
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possivel observar que aqueles onde praticamente ndo houve deteccdo de cDNA humano
(pacientes #1, #2 e 5#), também demonstraram baixo niumero de reads humanos, <0,1%, o
gue mostra a importancia da gPCR antes de seguirmos com o sequenciamento das amostras,
visto que este dado nos ajuda a ter uma ideia da quantidade aproximada de genomas
humanos ou bacterianos (além de fungicos, conforme artigo no apéndice 2 - Albuquerque et
al.) no material analisado, e a profundidade de leitura (milhdes de reads) ideal. Nos dados de
RNASeq, a quantidade de rRNAs de procariotos nas amostras variou de 0,1% no paciente #9
até cerca de 25% no paciente #3, sendo que as amostras com menor nimero de rRNA
procarioto foram justamente as amostras com maior numero de reads de origem humana.
Para o sequenciamento de DNA, obtivemos uma média de reads brutos de 44 milhdes
por amostra, valor bem superior a média obtida para as amostras de RNA. Tal diferenca se
deve ao uso de plataformas diferentes para o sequenciamento (lllumina para DNA, e lon
Proton para RNA). No geral, as reads de baixa qualidade ficaram abaixo dos 25% no DNA, e
com relagao ao numero de reads contaminantes humanos, observamos dois grupos distintos:
um contendo amostras que tiveram cerca de 80% de DNA humano em seu sequenciamento
(pacientes #4, #6, #7 e #9), e outro grupo com porcentagem de reads humanos abaixo de 11%
(pacientes #1, #2, #3, #5 e #8), ressaltando aqui mais uma vez que o paciente #2 relatou o uso
recente de antibidtico, que no entanto parece nado ter afetado de forma significativa o numero
de bactérias encontradas na regido estomacal apdés uma semana de seu ultimo uso.
Comparando estes resultados com os dados de gPCR apresentados anteriormente,
observamos que os pacientes #4 e #9 tinham baixa razdo entre o nimero de copias do genoma
bacteriano e humano (razdo de 45 e 15 respectivamente), corroborando o observado em seu
sequenciamento, onde obtivemos um alto nimero de reads de DNA humano para estas
amostras e, consequentemente tiveram um numero de reads finais menor (~ 1 milhdo de
reads finais versus amostras com mais de 29 milhdes de reads para aquelas com pouco DNA

humano).
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Tabela 11 — Processamento das reads: amostras sequenciadas de fluidos gastricos (RNAseq e

DNA total).
paiove | fewis Resdedotma (S S
brutas qualidade (%) (%) humano (%) finais
(%)
RNAseq
1 7.570.545 49,48 0,08 0,24 18,98 3.818.758 50,44
2 8.294.206 34,56 0,01 0,14 21,81 5.427.332 65,44
3 4.845.468 15,97 2,60 1,66 24,83 3.945.371 81,42
4 6.837.008 73,61 2,53 0,00 6,42 1.631.614 23,86
5 8.993.790 32,21 0,02 0,57 20,06 6.095.038 67,77
6 3.683.773 20,52 67,92 0,05 0,36 425.794 11,56
7 6.177.041 49,74 5,07 0,13 10,48 2.791.266 45,19
8 6.465972 27,12 0,16 0,13 15,31 4.701.968 72,72
9 1.289.182 23,41 69,10 0,02 0,10 96.540 7,49
Média 6.017.443 3.214.853
mediana  6.465.972 3.818.758
Paciente :f;:ss ':Ieu‘:is d:::?‘;.( )a h: ::;isas Reads finais (%)
(%)
DNA total
1 57.422.506 25,22 10,95 36.649.732 63,82
2 22.291.034 24,30 12,65 14.054.244 63,05
3 44.735.162 21,67 9,36 30.851.982 68,97
4 46.666.914 15,10 81,40 1.633.110 3,50
5 44.714.260 23,21 10,48 29.649.164 66,31
6 70.211.950 14,67 81,46 2.716.850 3,87
7 23.632.558 15,64 79,80 1.078.226 4,56
8 63.662.588 12,45 6,06 51.880.334 81,49
9 27.824.426 17,03 78,18 1.333.646 4,79
Média 44.573.489 18.871.920
mediana 44,735,162 14.054.244
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Apenas duas amostras tiveram um alto nimero de reads humanos tanto a nivel de
DNA quanto de RNA (pacientes #6 e #9). A amostra #4 teve alto nUmero de reads humanos
somente a nivel de DNA, mas a nivel de RNA teve mais de 70% das reads consideradas de baixa
qgualidade, restando apenas cerca de 2,5% de DNA humano na amostra. De forma similar, o
paciente #7 teve quase 50% das reads de baixa qualidade, sobrando apenas 5% de reads
humanos para serem filtrados.

No geral, o fator que mais influenciou o nimero de reads bacterianos finais no RNAseq
foi a qualidade da read, enquanto que no DNA total foi a presenca de DNA humano na
amostra. Uma vez que a degradacdo dos acidos nucleicos ocorre no estdbmago, principalmente
devido a enzima pepsina (Liu et al, 2015), é esperado que os fluidos gdstricos possuam acidos
nucleicos parcialmente degradados, principalmente o RNA, que é mais labil e possui
usualmente uma meia-vida de algumas poucas horas (Tani e Akimitsu 2012), enquanto que o
DNA é bem mais estavel (Allentoft 2012). Além disso, como ja citado, as amostras de RNA

deram baixa quantificagdo no geral e estavam bem degradadas.

4.5.2 Composicdo da microbiota bacteriana de fluidos gastricos avaliada por
molécula sequenciada (DNA x RNA)

No total, detectamos 7.088 espécies bacterianas no DNA e 1.492 espécies bacterianas
no RNA, sendo que destas, 1.487 espécies estavam presentes em ambos os materiais. Assim,
a maioria das espécies foi encontrada exclusivamente em reads de DNA (5.601 espécies),
contra apenas 5 espécies exclusivas do RNA. Tal achado ndo é totalmente surpreendente
diante de dois fatos: i) as moléculas de DNA s3o mais estdveis, e ii) a quantidade de reads
geradas para as bibliotecas de DNA foi muito maior que a quantidade média de reads obtidas
para as bibliotecas de RNA (respectivamente, médias brutas de 44 milhdes x 6 milhdes - um
fator de 7,33X). Quando normalizamos o nimero de espécies encontradas por milhdo de read
sequenciados, para RNA encontramos cerca de 390 espécies, enquanto que para DNA foram
504 espécies por milhdo de reads, ou seja, a diferenca permanece (ndo pode ser atribuida
apenas a profundidade de sequenciamento) e detectamos cerca de 114 espécies a mais ao
nivel DNA por milhdo de reads, evidenciando que de fato temos mais espécies encontradas
no sequenciamento de DNA total.

Ao avaliarmos a abundéancia das amostras exclusivas de cada material, ainda,

observamos que as espécies exclusivamente encontradas no DNA representam apenas 1,5%
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da abundancia total de bactérias nos fluidos gastricos neste material, enquanto as exclusivas
de RNA representam uma porcentagem ainda menor, apenas 0,001% do material
sequenciado. Esta diferenca entre o niumero de espécies encontradas entre DNA e RNA,
mantida a propor¢ao encontrada em um universo amostral distinto, reflete uma das ideias
centrais deste projeto: ao estudarmos as bactérias presentes no fluido gastrico ao nivel de
DNA estamos possivelmente identificando todas que passam pela regido estomacal, sendo
elas residentes da cavidade gdstrica ou transientes e oriundas da cavidade oral ou outras
porgdes do trato gastrointestinal. Por outro lado, quando identificamos as bactérias presentes
ao nivel de RNA, identificamos aquelas com atividade transcricional detectavel e que podem
ter sua expressao génica influenciando e sendo influenciada pelo microambiente estomacal.
Se por um lado as bactérias mortas devem ter uma queda mais acentuada em seus reads
quando DNA é comparado a RNA, as bactérias vivas, devem manter boa representatividade
nas bibliotecas de RNA, pois a lise celular deve se dar apenas durante o processo de extracdo
dos acidos nucléicos.

Considerando ser menos provavel que bactérias em baixa frequéncia sejam relevantes
no contexto biolégico, quando avaliamos a microbiota bacteriana com frequéncia maior que
1% nos fluidos gastricos, observamos varias espécies do género Streptococcus, sendo que a
Streptococcus pneumoniae se destaca como a mais abundante tanto nos dados de DNA (11
%) quanto nos dados de RNA (28%), atividade transcricional que sugere esta ser uma bactéria
residente na cavidade estomacal (Figura 10). Além disso, é possivel observar que as demais
bactérias com maior frequéncia no RNA (Pseudoramibacter alactolyticus, Virgibacillus
senegalensis e Bacillus cereus, com cerca de 8% cada) ndo estdo entre as mais abundantes no
DNA, representando apenas 0,04%, 0,02% e 0,05% de sua composicao respectivamente. A
vasta diferenca percentual entre os reads obtidos a partir de RNA, se comparados aos
oriundos da biblioteca de DNA, pode sugerir que estas bactérias se encontram vivas, e possam

ser residentes da cavidade gdstrica.
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Figura 10 - Abundancia relativa das espécies bacterianas com frequéncia superior a 1% nas

amostras de fluido géstrico, estratificado por material sequenciado (DNA x RNA).

O género Streptococcus ja foi identificado como abundante no fluido géstrico de
individuos sauddveis (Bassis et al. 2015) e em bidpsias de pacientes com CG pela amplificacdo
do gene 16S (Rajilic-Stojanovic et al. 2020), quando avaliada a abundancia bacteriana a nivel
de RNA, em um numero menor de estudos, este género também ja foi descrito como
abundante na cavidade gastrica (Schulz et al. 2016). A espécie S. pneumoniae, por sua vez, é
uma bactéria gram-positiva, patégeno oportunista que geralmente coloniza a mucosa do trato
respiratorio superior (Weiser et al. 2018). A sua disseminacdo esta relacionada a diversas
doencas inflamatdrias, tais como otite, pneumonia, sepse e meningite (Kadioglu et al. 2008;
Weiser et al. 2018), além disso, esta bactéria também ja foi relatada como causadora de
infec¢Oes pélvicas e intra-abdominais (Ronnachit et al. 1027). Em um dos poucos estudos que
utilizaram sequenciamento de DNA total em amostras de fluido gdstrico, Hu et al. em 2018
descrevem as espécies “Streptococcus_mitis_oralis_pneumoniae” entre os tdxons mais
abundantes no fluido gastrico de pacientes com CG, porém nao individualizando estas
espécies.

Curiosamente, a bactéria Pseudoramibacter alactolyticus foi detectada em alta
frequéncia apenas ao nivel de RNA no paciente #3, com cerca de 57% das reads associadas a
esta bactéria, enquanto que nos demais essa proporcao ndo passou de 0,06%, A P.

alactolyticus ja foi descrita como associada a infec¢des endodonticas (Siqueira e Rogas 2003;
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Siqueira e Rogas 2009), e ja foi encontrada no sistema nervoso central de um paciente apds
extracdo dentaria (Liao et al. 2019). Além disto, estudos recentes tém mostrado a associacdo
de doenga periodontal e AdG, sendo possivel que esta associagdo seja em parte determinada
pela translocacdo da microbiota entre estes ambientes (Chou et al. 2018; Lo et al. 2020), algo
que talvez tenha ocorrido no paciente #3.

Dentre as bactérias mais abundantes ao nivel de DNA, a Staphylococcus aureus foi
detectada com frequéncia de 4% neste material, porém em baixissima quantidade no RNA dos
fluidos gastricos (<0,004%). Quando quantificada por paciente, esta bactéria aparece com
frequéncia acima de 4% em quatro pacientes ao nivel de DNA (#4, #6, #7 e #9), chegando a
até 10% da composi¢cdo da amostra. S. aureus faz parte da microbiota nasal do hospedeiro,
mas também pode colonizar o intestino e a regido perineal (Acton et al. 2008; Tong et al. 2015;
Balasubramanian et al. 2017). Esta bactéria também ja foi descrita como principal agente
etioldgico causador de infecgOes, influenciando o progndstico de pacientes com diversos tipos
tumorais, incluindo cancer pancredtico, de estdbmago e colorretal (Takeuchi et al. 2001; Bai et
al. 2018), além de estar associada com infec¢Ges nosocomiais e intoxicacdo alimentar. Ja a
bactéria Peptostreptococcus stomatis, também em destaque na microbiota pela analise do
DNA (5% contra apenas 0,07% no RNA), foi inicialmente encontrada na cavidade oral (Downes
e Wade 2006) e alguns estudos ja relacionaram a sua presenca com cancer colorretal (Zeller
et al. 2014; Yu et al. 2017b). Diante disso, é possivel explicar a presenca destas bactérias no
estbmago dos pacientes estudados, visto que as mesmas podem estar passando pelo
estdbmago, mas sao provenientes de outras regides a ele conectadas.

Curiosamente, observamos o encontro de sequencias de DNA aparentemente
correspondentes a fragmentos gendémicos de Mycobacterium leprae, agente causador da
hanseniase (Scollard et al. 2006). Propor¢cGes mais elevadas destes fragmentos foram
observadas em quatro pacientes (#4, #6, #7 e #9). Reads mapeadas no genoma de M. leprae
foram encontradass nas bibliotecas de DNA - representando 7% da abundancia total de
espécies, e também nas bibliotecas de RNA, porém em frequéncia significativamente menor
(0,008%). A frequéncia destas reads (DNA) variou entre 2,5% e 27% nestes quatro pacientes
qgue, interessantemente, também foram os que apresentaram maior nimero de reads
humanos nas mesmas bibliotecas. Nos demais pacientes sua frequéncia ndo passou de 0,01%.

O Brasil é, atualmente, o segundo pais com maior incidéncia de hanseniase (WHO

2018), doenca causada pela M. leprae, que produz uma infeccdo crbnica que afeta
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principalmente nervos periféricos e pele, mas também pode afetar outras regides como olhos
e membranas mucosas (White e Franco-Paredes 2015). Ja foi relatado que por coleta de swabs
nasais é possivel a identificacdo desta bactéria (Job et al. 2008), sugerindo, portanto, que elas
podem ser encontradas nos fluidos gastricos. Alguns estudos antigos ja tentaram avaliar um
possivel aumento na incidéncia de cancer para pacientes com esta doenga, porém sem
sucesso (Purtilo e Pangi 1975; Kolonel e Hirohata 1977), e esta é a primeira vez que a M. leprae
foi identificada no fluido gastrico de pacientes com AdG (que tenhamos conhecimento), e
diante disso estudos adicionais sdo necessarios para confirmar estes achados nestes
individuos, e alguma possivel associacdo entre estas doencas.

Com o intuito de validarmos o resultado obtido e descartarmos um possivel artefato
do sequenciamento shotgun, as amostras de DNA sequenciadas tiveram suas reads anotadas
contra o genoma da bactéria Mycobacterium leprae. Para o mapeamento, foram consideradas
as reads anotadas no genoma com alta similaridade (identidade > 97%) e E-value < 1e-50. O
valor de E-value representa quantos resultados podem ser encontrados apenas por acaso,
dado o mesmo tamanho de um banco de dados aleatdrio, ou seja, quanto menor o E-value,
melhor é a qualidade do alinhamento. Considerando o tamanho médio do genoma da M.
leprae 3,3Mb (Cole et al. 2001), e que a mediana dos fragmentos gerados variou de 119 a
150pb entre os pacientes, podemos observar na Tabela 12, que os pacientes #4, #6, #7 e #9
tiveram suas reads cobrindo aproximadamente apenas 3% do genoma desta bactéria. Se por
um lado esta cobertura (que variou entre 17Kb e 121Kb do genoma bacteriano) indica uma
dispersao relativamente boa dos reads no genoma, nao podemos descartar um possivel
artefato de mapeamento resultante de similaridade com elementos repetitivos do genoma de

M. leprae.
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Tabela 12 - Anotagdo das reads sequenciadas de fluido gdstrico (DNA total) no genoma de
Mpycobacterium leprae.

reads

numero de Cobertura % de abundancia

. en mapeadas ) °
Paciente regides anotadas horizontal (nt) cobertura do relativa
) no genoma ) 3

no genoma do genoma genoma (shotgun)
1 347 4,187 42.681 1.29% 0.0057%
2 325 911 40.625 1.23% 0.0146%
3 148 368 17.612 0.53% 0.0003%
5 431 2.681 53.444 1.62% 0.0200%
4 646 16.419 96.900 2.94% 2.4739%
6 809 113.853 121.350 3.68% 27.3647%
7 700 32.535 105.000 3.18% 9.5461%
8 655 20.645 81.220 2.46% 0.0063%
9 731 32.598 109.650 3.32% 14.1938%

" Foram consideradas as reads anotadas no genoma de M. leprae com identidade > 97% e E-value < 1e-50. 2 A
cobertura horizontal foi calculada a partir da mediana dos fragmentos anotados no genoma de M leprae, que
variou de 119 até 150pb dependendo do paciente. 3A porcentagem da cobertura do genoma foi calculada
considerando o tamanho do genoma de M. leprae de 3,3Mb.

Ao compararmos a composicdo bacteriana das amostras (DNA x RNA) com abundancia

maior que 1% em pelo menos um material, foi possivel observar que as bactérias Bacillus

Cereus, Elizabethkingia anophelis, Legionella pneumophila e Virgibacillus senegalensis estao

mais abundantes no RNA, enquanto apenas as espécies Solobacterium moorei e Streptococcus

pseudopneumoniae foram mais abundantes no DNA dos fluidos gastricos de forma

significativa (Figura 11).
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Figura 11 - Andlise comparativa da abundancia das espécies bacterianas com frequéncia

superior a 1% nas amostras de fluido gastrico (DNA x RNA). Foram selecionadas as espécies que
possuiam abundancia relativa maior que 1% em pelo menos um material sequenciado de fluido géastrico (DNA
ou RNA). Para analise estatistica foi utilizado o teste ndo paramétrico Wilcoxon, para amostras pareadas. As

espécies foram consideradas como diferencialmente abundantes quando p<0,05.

Com relagcdo as bactérias mais abundantes na microbiota ao nivel de RNA, a espécie
Virgibacillus senegalensis, € uma bactéria halofilica, descrita apenas em 2015, encontrada em
fezes de um individuo senegalense sauddvel, o que gerou o nome da espécie (Seck et al. 2015).
Esta bactéria ndo possui outros relatos na literatura até o momento, e a sua presenca e
atividade transcricional no estdmago é de certa forma intrigante. Pela sua frequéncia
relativamente alta, parece pouco provavel que seja um artefato do sequenciamento, e quando
observamos por paciente, 8 deles tiveram esta bactéria identificada, sendo que sua
abundancia ficou entre 6-14% em seis pacientes. J4 ao nivel de DNA esta bactéria se mostrou
em frequéncia extremamente baixa (< 0,0004%).

A bactéria Bacillus cereus, por sua vez, é uma bactéria gram-positiva, anaerdbia
facultativa, conhecida principalmente por habitar o solo, podendo também ser encontrada na
agua e em vegetais. Enquanto que algumas cepas de B. cereus sao utilizadas como probidticos
(Zhu et al. 2016), outras estdo relacionadas a infecgdes alimentares (Arnesen et al. 2008). Esta
bactéria possui mecanismos de resisténcia ao pH acido do estébmago, visto que ela precisa
passar por esta regido para se alojar no intestino (Duport et al. 2016). Para 8/9 pacientes esta
espécie foi identificada do nivel de RNA, sendo que sua frequéncia variou de 19% no paciente

#8 até 0,03% no paciente #6. Ja no DNA, esta espécie foi identificada em frequéncia total de
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apenas em 0,0005%. Curiosamente, as bactérias V. senegalensis e B. cereus sé ndo foram
detectadas no paciente #9.

Ja a espécie Elizabethkingia anophelis, bactéria aerdbica gram-negativa, foi detectada
com frequéncia entre 1-5% em trés dos nove pacientes, e foi isolada pela primeira vez em
2012 no intestino de mosquitos da espécie Anopheles gambiae, o principal vetor da maldria
(Kampfer et al. 2012; Hu et al. 2017). Diversas infec¢des ja foram relacionadas a esta bactéria,
como meningite e sepse (Lau et al. 2016; Janda e Lopez 2017). Até o momento, porém, esta
bactéria nado foi descrita como presente no estdbmago, ainda mais de forma ativa, sendo este
achado passivel de andlises mais minuciosas.

Por fim, a bactéria Legionella pneumophila apareceu na microbiota (RNA) com
frequéncia entre 1-8% em seis pacientes, enquanto que no DNA esta frequéncia ficou abaixo
de 0,04%. A L. pneumophila € uma bactéria gram-negativa que pode causar pneumonia. A
infeccdo por esta bactéria esta relacionada, principalmente, com a ingestdo de agua
contaminada, e ja foi relatada até mesmo obstrugao intestinal em pacientes devido a infecgao
por esta espécie (Prichard e Fick 2016). Mais uma vez nos deparamos com uma bactéria
abundante na microbiota ao nivel de RNA e ndo descrita, até o momento, como relevante na
cavidade estomacal.

Quando avaliamos as bactérias encontradas majoritariamente na microbiota ao nivel
de DNA, a Solobacterium moorei, gram-positiva e anaerdbica obrigatdria, esta relacionada
com halitose (Haraszthy et al. 2007; Barrak et al. 2020), sendo assim parece plausivel que seu
material genético esteja presente na microbiota do fluido gastrico, visto que bactérias da
cavidade oral estdo em continua degluticdo, caindo na cavidade gastrica. J& a Streptococcus
pseudopneumoniae, possui caracteristicas similares com a S. pneumoniae (Arbique et al.,
2004) e ja foi relatada como abundante em bidpsias e mucosa estomacal de pacientes H. pylori
negativos (Sohn et al. 2017). No geral, esta bactéria ficou com abundancia em torno de 2% na
microbiota ao nivel de DNA versus 0,7% na microbiota RNA.

Ao avaliarmos se existe alguma associacdo entre as bactérias encontradas ao nivel de
DNA versus as encontradas ao nivel de RNA, foi observado que existe uma pequena associa¢do
positiva entre a abundancia das espécies em ambos os materiais (Figura 12, r6=0,51 e p<0,05),
porém é evidente que vdrias espécies em abundancias variadas ao nivel de DNA ndo
aumentam em proporcdo ao nivel de RNA (formando praticamente uma linha na borda do

eixo x no grafico). O que sugere que talvez estas bactérias estejam mortas ou tenham reduzida
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atividade transcricional no estdmago, ressaltando o valor do uso combinado do

sequenciamento de DNA e de RNA para a avaliacdo da microbiota bacteriana estomacal.

ré6=0,51; p=2,1e-06

Abundancia relativa RNA (log10)

-4
Abundancia relativa DNA (log10)

Figura 12 - Correlacdo da abundancia relativa (log10) das espécies bacterianas nas amostras
de fluidos gastricos (DNA x RNA). Cada circulo representa uma espécie bacteriana. A linha diagonal indica

abundancias similares nos conjuntos de dados de DNA e RNA, sendo que as espécies mais proximas da linha
possuem maior correlagdo entre os materiais. Para andlise estatistica foi utilizada a correlagdo de Spearman,
sendo que quanto ré6 mais perto de 1, maior é a correlagdo entre as varidveis. A drea sombreada representa o

intervalo de confiancga. A correlagdo foi considerada como estatisticamente significativa quando p<0,05.

Para comparar a diversidade bacteriana das amostras, utilizamos as métricas de
diversidade alfa e beta. Ao avaliarmos a diversidade alfa, verificamos se o nimero de bactérias
diferentes (riqueza) entre o DNA e RNA é similar (Lande 1996). Como mostra a Figura 13A, é
possivel observar que a riqueza de espécies € maior na microbiota ao nivel de DNA quando
comparada com a encontrada no RNA (grafico Observed). Quando levamos em consideracao
a abundancia destas espécies na amostra, também houve diferenca significativa pelo indice

de Simpson (p=0,04), que dd um peso maior para as espécies mais frequentes.
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Figura 13 - Medidas de diversidade nas amostras de fluido gdstrico (DNA x RNA). (A) A diversidade

alfa foi avaliada pelos indices Observed, Shannon e Simpson respectivamente, e o teste ndo paramétrico U de
Mann-Whitney foi utilizado para verificar a existéncia de diferenca significativa entre as amostras. (B) A
diversidade beta foi avaliada pelos indices de Bray-Curtis, e Unifrac (unweighted e weighted) respectivamente,
e o teste ndo paramétrico ANOSIM foi utilizado para avaliar a similaridade entre as amostras, sendo o R o

coeficiente de correlagdo. A diferenca foi considerada estatisticamente significativa quando p <0,05.

Outro parametro comumente utilizado em andlises de diversidade é a diversidade
beta, que avalia o qudo similar é a composicdo bacteriana de diferentes amostras. Dentre os
parametros utilizados, o indice Bray-Curtis avalia o quao similar sdo as amostras baseado na
sua abundancia, enquanto que indice UniFrac avalia esta similaridade a partir de quao
proximas filogeneticamente as bactérias estdo entre si e quanto mais distantes, menor é a
similaridade das amostras (Lozupone et al. 2007). Diante disto, observamos que a composicao

bacteriana encontrada no RNA é diferente da vista no DNA, e isto é verdade tanto quando
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consideramos apenas a abundancia relativa das bactérias (indice Bray-Curtis), como quando
levamos em consideracdo a distancia das bactérias na arvore filogenética (indice Unifrac
unweighted e weighted), com p<0,05 em todas as métricas (Figura 13B), indicando, mais uma
vez, que as diferentes abordagens de sequenciamento para este material geram resultados
diferenciados, ou seja, a microbiota bacteriana ao nivel de DNA parece representar muito mais
que somente as bactérias presentes na regido estomacal, precisando ser analisada em
conjunto com o RNA deste material para inferir quais bactérias estdo de fato
transcricionalmente ativas na regido estomacal.

Por fim, apesar de os pacientes selecionados para este estudo terem sido classificados
como H. pylori negativos, podemos observar na Figura 14 que na microbiota de todos os
pacientes houve anotacdo para esta bactéria ao nivel de DNA. Sua abundancia, porém, é muito
baixa, com no maximo 0,14% das reads associadas a esta bactéria para o paciente #6. Ja a
partir do RNA, apenas dois pacientes apresentaram reads mapeados no genoma de H. pylori
(pacientes #4 e #7), e estes ndo chegaram a 0,006% da amostra, reforcando a baixa frequéncia
e/ou baixa atividade transcricional desta bactéria nestes pacientes. Tais achados demonstram
a capacidade de sequenciamento em larga-escala de revelar microrganismos de interesse
médico, adicionando informacdo relevante e complementar a técnicas padrao. Neste sentido,
cabe notar artigo recente que ao avaliar por Deep Sequencing 392 pacientes com cancer de
colo de utero, negativas para HPV por PCR pacientes, encontrou DNA viral de 30 tipos de HPV

em 169 casos (Arroyo Mihr et al 2020).
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Figura 14 - Abundancia relativa de Helicobacter pylori na microbiota bacteriana de fluidos

gastricos (DNA x RNA).

De modo geral, as espécies encontradas na microbiota ao nivel de DNA parecem ser
diferentes das encontradas na microbiota ativa transcricionalmente, visto que encontramos
espécies diferencialmente abundantes, tais como B. cereus, E. anophelis, L. pneumophila e V.
senegalensis mais presentes em reads de RNA, versus Solobacterium moorei e Streptococcus
pseudopneumoniae mais abundantes a nivel de DNA. As amostras no geral tiveram uma baixa
correlacdo entre as varidveis, e através dos indices de diversidade elas foram consideradas
populagdes distintas. Com excec¢do de S. pneumoniae, ja foi relatada como aumentada em
pacientes com CG em um estudo usando a abordagem de shotgun conforme ja citado (Hu et
al. 2018), as bactérias identificadas no nosso estudo como diferencialmente abundantes na
microbiota transcricionalmente ativa, ndo foram até o momento corroboradas outros
trabalhos, sendo que o presente estudo é o primeiro no qual temos conhecimento a avaliar a

microbiota de fluidos géstricos pela abordagem de RNAseq.
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4.6 CULTIVO MICROBIANO E ESPECIES IDENTIFICADAS NAS AMOSTRAS DE FLUIDO
GASTRICO

Utilizamos para experimento de cultivo microbioldgico, amostras de fluido gastrico
coletadas de trés pacientes com AdG. Para um destes pacientes (#8) ndo foi observado
crescimento microbiano em nenhum meio sob nenhuma das condi¢des de cultivo utilizadas.
Do fluido gastrico cultivado do paciente #7 somente nos meios em condi¢cGes com oxigénio foi
observado crescimento, enquanto que para o fluido gastrico proveniente do paciente #9
houve crescimento em todos os meios e condicOes utilizadas. A Tabela 13 exemplifica os

meios e condigdes utilizados e em quais houve crescimento bacteriano.

Tabela 13 - Meios de cultura, condicGes de oxigénio e numero de col6nias observadas através
do fluido gastrico de trés pacientes do estudo.

paciente 7 paciente 8 paciente 9
. PN . AL . AL . coloni
Meio Oxigénio  crescimento  coldnias (n)  crescimento colonias Crescimento as
O+ v 1 X 0 v 1
BHI
O,- X 0 X 0 v 1
O+ v 2 X 0 v 1
Chocolate
O,- X 0 X 0 v 3
0.+ v 1 X 0 v 2
Sangue
0,- X 0 X 0 v 1

Dentre as informacdes clinicas coletadas, podemos destacar que os pacientes #7 e #9
possuiam lesdo localizada no corpo gastrico. Ambos foram considerados respondedores ao
tratamento neoadjuvante, tinham pH estomacal acido (pH 3 e 4 respectivamente). Ja para o
paciente #8, a lesdo foi na transicdo esofagogastrica, sem resposta a QTneo, com pH
estomacal neutro no momento da coleta (pH=7). Ainda, os pacientes #8 e #9 relataram estar
fazendo uso de inibidores de bomba de préton.

Foram selecionadas todas as quatro colonias obtidas do paciente #7 enquanto que do

paciente #9, visto a semelhanca entre algumas col6nias entre os diferentes meios, foram
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selecionadas as duas col6nias obtidas através do meio de cultura sangue na presenca de
oxigénio, enquanto que das colbnias que cresceram em anaerobiose, selecionamos duas
coldnias que cresceram no meio chocolate e a col6nia obtida através do meio BHI. A Figura

15 mostra o crescimento microbiano obtido nas amostras apds 48h.

A D G

Figura 15 - Crescimento microbiano de fluidos gastricos avaliado apds 48h. Na primeira coluna

temos as col6nias provenientes do paciente #7 nos meios (A) BHI/Oz2 +, (B) chocolate/O2+ e (C) sangue/O2+. Nas
colunas dois e trés encontram-se as col6nias obtidas do paciente #9 nos meios (D) BHI/O2-, (E) chocolate/O2-, (F)
sangue/02-, (G) BHI/O2+, (H) chocolate/O2+ e (I) sangue/02+. A indicagdo O2- ou 02+ equivalem respectivamente

a auséncia ou presenca de oxigénio no cultivo.

As colbnias isoladas foram transferidas para meio liquido, onde todas cresceram de
modo adequado, seguido de extracdao de DNA total e posterior sequenciamento, a Tabela 14
resume as bactérias identificadas a partir das colbnias isoladas sequenciadas. Quando

observamos os microrganismos que cresceram a partir do fluido gdstrico, no paciente #7
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observamos apenas espécies de fungo. Os dados de sequenciamento das duas colbnias
distintas obtidas a partir do meio chocolate na presenca de O, indicaram se tratar das espécies
Candida parapsilosis e Trichosporon asahii, sendo que para a C. parapsilosis 95% das reads
foram anotadas para este fungo. Em contraste, apenas 10% das reads foram associadas a
espécie T. asahii, mas considerando que apenas 14% das reads foram anotadas no dominio
fungico, o resultado obtido parece viavel. As col6nias obtidas através dos meios sangue e BHI,
ambos também na presenca de O,, acabaram indicando se tratar da mesma espécie que
cresceu em uma das colbénias do meio chocolate, a C. parapsilosis. Cabe, no entanto, notar
qgue ambos fungos C. parapsilosis e T. asahii sdo conhecidos por habitarem a pele humana
(Jautova et al. 2001; Rafat et al. 2017), fato que ndo nos faz descartar a possibilidade de que
sejam contaminantes do meio de cultura, apesar de ndo termos tido problema de

contaminagao ou crescimento de col6nias nos controles negativos utilizados.
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Tabela 14 - Identificacdo dos microrganismos sequenciados, reads totais geradas e reads
associadas ao microrganismo potencialmente identificado.

Colonia Meio Oxigénio Microrganismo reads totais reads do (%)
identificado microrganismo
paciente 7
1 chocolate + Candida parapsilosis 515.015 491.602 95,45
2 chocolate + Trichosporon asahii 301.227 30.311 10,06
3 sangue + Candida parapsilosis 133.775 125.719 93,98
4 BHI + Candida parapsilosis 191.583 180.415 94,17
paciente 9
1 sangue + Streptococcus parasanguinis 694.839 234.285 33,72
Rothia dentocariosa 227.820 32,79
2 sangue + Staphylococcus aureus 616.145 548.102 88,96
3 chocolate - Bacillus subtilis 951.525 223.037 23,44
Streptococcus salivarius 206.645 21,72
4 chocolate - Streptococcus 557.137 490.719 88,08
Streptococcus vestibularis 115.200 20,68
Streptococcus gordonii 96.318 17,29
5 BHI - Streptococcus 598.662 536.452 89,61
Streptococcus sp, LPB0220 210.177 35,11
Streptococcus parasanguinis 192.110 32,09

Com relagcdo aos microrganismos identificados no paciente #9, todos sdo bactérias,
sendo que a coldnia 1 obtida no meio sangue 02+ na verdade eram duas coldnias distintas,
sendo classificadas como as espécies S. parasanguinis e R. dentocariosa. Ja a segunda col6nia
obtida deste meio foi da espécie S. aureus. A colbnia trés, que cresceu em meio chocolate sem
a presenca de 02, também resultou em duas espécies distintas, a B. subtilis e a S. salivarius,
mostrando que mais uma vez foram selecionadas duas col6nias em conjunto. A col6nia 4, por
sua vez, obtida do mesmo meio da anterior, identificou duas espécies do género

Streptococcus, S. vestibularis e S. gordonii. Por fim, na col6nia cinco, extraida do meio BHI 02,
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também foram identificadas duas espécies do género Streptococcus, porém distintas das
obtidas do meio chocolate, foram estas a S. sp. LPB0220 e S. parasanguinis.

Em geral, evidéncias na literatura corroboram as bactérias encontradas vivas no nosso
trabalho. Em um estudo no qual foram cultivadas em meio agar sangue bidpsias e fluido
gastrico de individuos sauddveis e com gastrite cronica, foram identificadas colénias das
espécies bacterianas S. aureus, S. salivarius e S. parasanguinis, similares as encontradas no
fluido géstrico do paciente #9, além de outras espécies bacterianas do género Streptococcus
e Rothia, e uma espécie de fungo (Candida albicans), mesmo género encontrado no nosso
estudo (Liu et al. 2018). Em outro estudo no qual foram cultivadas bidpsias de individuos com
e sem infeccdo por H. pylori, a espécie Rothia dentocariosa foi uma das espécies mais
frequentes, que interessantemente sé foi detectada na auséncia de H. pylori, além disto,
diversas espécies do género Streptococcus também foram identificadas neste estudo
(Troncoso et al. 2020). Curiosamente, em ambos os estudos citados acima também foi
relatado um grande numero de espécies do género Neisseria que cresceram a partir do
material estomacal, no nosso estudo, porém, nao foi detectada esta bactéria.

J4 com relacdo a microbiota fungica, apesar de ser menos estudada na literatura e de
ndo ter sido o foco deste projeto, sabe-se que esta contribui de forma relevante para a
microbiota humana, com estudos avaliando a presenca de fungos em diferentes sitios
anatomicos, tais como cavidade oral, nasal, trato gastrointestinal (principalmente intestino),
pele, pulmao, etc., além de relacionando-os a diversas doengas, como alergias, doencas
inflamatdrias intestinais, dermatite, hepatite B, fibrose cistica, entre outros (Ott et al. 2008;
Nelson et al. 2010; Chen et al. 2011; Cui et al. 2013). Mais recentemente, um estudo
identificou que a microbiota fungica esta relacionada ao surgimento do cancer de pancreas,
mostrando a importancia de mais estudos relacionados a estes organismos (Aykut et al. 2019).

Revisando os fungos encontrados no intestino saudavel, Hallen-Adams e Suhr (2017)
observaram que Candida foi um dos géneros mais detectados, estando presente em 86% dos
estudos avaliados, enquanto que, em contraste, o género Trichosporon foi o menos citado
dentre os fungos que se encontram nesta regido, presente apenas em 17% dos estudos
avaliados por eles. Dentre as espécies do género Candida, C. albicans foi a mais encontrada,
seguida de C. tropicalis e C. parapsilosis. Na microbiota fecal de individuos saudaveis também
ja foi relatada uma associacdo positiva entre o género Candida e a presenca de bactérias do

género Prevotella, ambos associados a uma dieta rica em carboidratos (Hoffmann et al. 2013).
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Em um estudo mais antigo, mas que abordou a regidao estomacal, foram identificadas diversas
espécies do género Candida, inclusive a C. parapsilosis, tanto em bidpsias como em fluidos
gastricos (Zwolinska-Wcisto et al. 1998). Além disto, ja foi observado que na candidemia,
infeccdo da corrente sanguinea causada por fungos do género Candida, a C. parapsilosis é o
principal fungo, fora a C. albicans, associado a esta infecgao em pacientes com diversos tipos
tumorais, sendo que o recebimento prévio de anti-fungico foi um fator associado a presenca
desta espécie (Sun et al. 2019). A espécie Trichosporon asahii, por sua vez, apesar de ja ter
sido encontrada tanto fezes como na regido perineal de brasileiros saudaveis (Silvestre et al.
2010; Gouba et al. 2014), é um patdgeno oportunista, e que pode infectar severamente
pacientes imunossuprimidos, incluindo pacientes oncolégicos (Colombo et al. 2011; Magee et
al. 2015).

Ao compararmos as espécies que cresceram em meio de cultura com a abundancia
relativa destas nas amostras de fluido gastrico sequenciadas, vemos que estas espécies foram
identificadas tanto na microbiota avaliada por DNA como também nos dados de RNA, porém,
ambas em frequéncias muito baixas (Tabela 15). Dentre os pacientes deste estudo, o paciente
#9 foi o que apresentou menor porcentagem de bactérias do género Streptococcus, e a
espécie mais frequente deste género foi a S. pneumoniae ao nivel de RNA (1%) e de DNA

(14%).

Tabela 15 - Bactérias cultivadas e suas frequéncias relativas na microbiota sequenciada de
fluidos gastricos (DNA x RNA).

paciente 9 RNAseq (%) DNA total (%)
Streptococcus parasanguinis 0,6 0,8
Rothia dentocariosa 0,4 0,1
Staphylococcus aureus 0,07 11,0
Bacillus subtilis X X
Streptococcus salivarius 0,1 0,1
Streptococcus vestibularis X 0,006
Streptococcus gordonii 0,03 0,05
Streptococcus sp LPB0220 X X

Streptococcus parasanguinis 0,9 0,8
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Os dados de cultura, quando contrastados com os de sequenciamento nos mostram
alguns fatos interessantes: i) as espécies mais abundantes nos dados de sequenciamento ndo
vao necessariamente crescer em determinado meio de cultura; ii) espécies abundantes em
termos de crescimento em cultura, ndo sdo necessariamente abundantes nas amostras
originais, como indicado por dados de sequenciamento e iii) as espécies com baixa frequéncia
também devem ser consideradas na analise de dados de sequenciamento, visto que nos
fluidos gastricos, espécies com frequéncia de até 0,006% no sequenciamento cresceram em
meio de cultura, o que ja se destaca como um viés do nosso trabalho, visto que no geral
focamos em bactérias com frequéncia maior que 1%, pensando que estas poderiam ter maior
relevancia na cavidade gastrica.

A abordagem de cultura neste estudo foi utilizada com meios enriquecidos mais gerais,
sem termos procurado selecionar condigdes mais similares ao encontrado na regiao
estomacal, talvez por isso certas bactérias mais abundantes mensuradas nas analises de
sequenciamento ndo cresceram, visto que elas devem requerer condigdes oOtimas de
crescimento que ndo foram providas no nosso experimento. Além disto, é valido ressaltar que
dos trés pacientes que tiveram o fluido gastrico cultivado, obtivemos crescimento bacteriano
apenas de um deles, e consequentemente so foi possivel fazer comparagdes com as andlises
de shotgun e RNAseq para este, sendo necessario um maior niumero amostral para inferir
achados mais relevantes.

De modo geral, a parte de cultura de bactérias neste estudo foi um screening inicial,
visando trabalhos futuros do nosso grupo utilizando esta abordagem, com o intuito de
confirmar possiveis achados via sequenciamento de microrganismos ativos

transcricionalmente com potencial relevante em diversas neoplasias

4.6 RESULTADOS DO SEQUENCIAMENTO: rRNA 165

4.6.1 Processamento das reads

O processamento dos dados de sequenciamento de amplicons (16S) teve inicio com a
contagem do numero total de sequéncias obtidas para cada amostra. Como é possivel
observar na Tabela 16, atingimos um numero superior a 50 mil reads brutos para todas as
amostras de fluido gastrico e de saliva, dentro do esperado nesta etapa inicial para atingir a

saturacdo, conforme experiéncia prévia de nosso grupo. Um dos primeiros passos neste
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processamento é a retirada de reads contaminantes, ndo-bacterianos, derivados do genoma
humano. Para as amostras de fluidos gastricos, houve grande variacdo na porcentagem de
reads mapeadas no genoma humano, indo de apenas cerca 8% nos pacientes #6, #7 e #9 até
60% no paciente #3. J4 para as amostras de saliva, os pacientes #6 e #7 tiveram menos de 1%
de reads humanas, e a porcentagem maxima deste contaminante foi cerca de 17% no paciente
#9. E interessante ressaltar que a maioria das reads foi eliminada apds filtro de qualidade com
o deblur, sendo que sé duas amostras de fluido gdstrico tiveram menos de 50% de reads
removidas por este filtro (pacientes #3 e #4) e uma de saliva (#9). O deblur é especifico para
erros de sequenciamento gerados pelo lllumina, sendo importante para avaliar a qualidade
dos reads finais. Apds todo o processamento, a porcentagem de reads finais variou entre 5 a
26% em relacdo ao numero inicial sequenciado. Mesmo assim, todas as amostras atingiram
mais de 3 mil reads com uma mediana maior que 11,5 mil sequéncias, o que permitiu uma
boa cobertura da diversidade bacteriana, conforme as curvas de saturacdo das amostras

(Figura 16).
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Tabela 16 - Processamento das reads: amostras sequenciadas (16S) a partir de fluido gastrico

e saliva.
reads com Removidas reads Removidas
Paciente :z:;z adaptador (humano) pareadas (deblur) ;ierf:i’: (%)
(%) (%) (%) (%)
fluido gastrico

1 149.143 97,97 11,04 85,55 59,54 38.792 26,01

2 96.441 97,46 14,81 73,49 54,53 18.287 18,96

3 55.666 97,64 60,81 24,03 18,50 3.076 5,53

4 71.234 92,16 30,21 61,56 38,06 16.736 23,49

5 103.428 97,10 10,12 84,28 71,41 13.313 12,87

6 78.342 93,60 8,69 68,37 53,63 11.547 14,74

7 75.927 94,27 8,94 67,65 54,41 10.054 13,24

8 81.025 94,62 11,45 60,87 50,88 8.091 9,99

9 80.608 94,12 8,71 67,97 54,63 10.754 13,34
Média  87.979.33 14.516.67
Mediana  80.608.00 11.547.00

Saliva

6 77.109 94,29 0,02 78,73 61,68 13.148 17,05

7 99.037 94,21 0,02 77,63 60,17 17.297 17,47

8 93.600 94,48 6,88 72,13 57,53 13.663 14,60

9 103.565 94,10 16,96 56,90 44,85 12.481 12,05
Média  93.327.75 14.147.25
Mediana  96.318.5 13.405.5

Ainda de acordo com a Figura 16, é possivel observar que em geral as amostras

sequenciadas permitiram identificar de 50 a 100 OTUs, e que as bidpsias cujo cDNA foi

sequenciado no geral saturaram antes, ou seja, menos bactérias foram identificadas. Além

disto, curiosamente o paciente #3 teve um nimero bem maior de OTUs na bidpsia (DNA) do

que nos fluidos (saliva e fluido géstrico).
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Figura 16 - Curvas de rarefacdo das amostras sequenciadas por 16S. Para esta abordagem de

sequenciamento foram avaliados fluidos géastricos (n=9), salivas (n=4) e bidpsias (DNA, n=6 e RNA, n=4). O eixo y
do grafico indica o nimero de OTUs (Operational Taxonomic Units) identificadas por numero de read

sequenciada.

Em concordancia com os resultados obtidos previamente pela quantificacdo do DNA
bacteriano por gPCR, quando avaliamos o sequenciamento 16S das bidpsias, observamos que
o0 numero de reads apds processamento foi menor do que o obtido para os fluidos gastricos,
Na Tabela 17, vemos que para a maioria das amostras mais de 50% das reads foram mapeadas
no genoma humano, atingindo 84% na bidpsia-DNA do paciente #9. Somente as bidpsias do
paciente #3 ficaram abaixo de 50%, com 47% de reads humanos ao avaliarmos a partir de DNA
e 23% a partir do RNA/cDNA, o que vai de encontro ao resultado da gPCR, visto que este
paciente era o que possuia a maior razdo entre genomas bacterianos/humano dentre as
bidpsias (1,17). Quando observamos o numero de reads finais, com relacdo as bidpsias (DNA),
trés destas ficaram com menos de um mil reads, ndao atingindo a saturagdo minima
estabelecida para identificacdo de todas as bactérias presentes na amostra. Para as leituras
de 16S a partir de RNA, este nimero foi ainda pior, sendo que para 5/9 amostras ndo foi
possivel obtermos reads em quantidade suficiente para seguirmos com as analises (amostras
em destague na Tabela 17). Diante disso, seguimos com as andlises com seis bidpsias

sequenciadas a nivel de DNA, e com apenas quatro ao nivel de RNA.
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Tabela 17 - Processamento das reads: amostras sequenciadas (16S) obtidas a partir de
bidpsias (DNA e RNA).

reads r::':s Removidas reads Removidas reads
Paciente totais adaptad (hur:lano) par(:adas (dell,alur) finais (%)
or (%) (%) (%) (%)
Bidpsia DNA

1 107.485 97,88 69,65 27,05 23,07 4.276 3,98

2 97.766 97,22 73,02 16,61 14,85 1.719 1,76

3 78.549 97,68 47,21 47,14 41,40 4.504 5,73

4 120.145 97,43 78,46 4,96 4,63 395 0,33

5 121.399 97,56 78,2 6,45 5,83 754 0,62

6 93.410 97,22 52,18 42,36 37,82 4.243 4,54

7 85.972 97,90 61,35 34,28 30,52 3.232 3,76

8 85.353 97,89 51,15 44,13 39,01 4371 5,12

9 85.474 97,63 84,25 6,69 6,00 591 0,69
média 97.283.67 2.676.11
mediana  93.410.00 3.232.00

Bidpsia RNA

1 70.954 97,22 51,29 36,32 31,99 3.070 4,33

2 82.481 97,68 76,8 5,23 5,06 136 0,16

3 76.597 97,31 23,75 68,98 60,66 6.377 8,33

4 94.478 97,13 81,61 3,03 3,00 30 0,03

5 81.057 97,51 78,95 5,52 5,45 57 0,07

6 72.810 97,41 72,47 18,91 17,06 1.342 1,84

7 60.102 97,35 77,36 11,46 10,93 319 0,53

8 84.128 97,45 74,76 14,50 13,27 1.040 1,24

9 87.928 97,47 77,42 3,94 3,79 133 0,15
média 78.948.33 1.389.33
mediana  81.057.00 319.00
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Um estudo anterior que avaliou a regido V3-V4 do gene 16S em bidpsias de pacientes
com CG, porém em uma casuistica de 80 pacientes, também estabeleceu um minimo de 1.000
reads ap0s filtros de qualidade para seguirem nas analises. Apesar de ter foco principal nesta
abordagem, 26 pacientes foram descartados (32,5% das amostras), por ndo atingirem este
valor minimo de cobertura (Yu et al. 2017). Tais achados demonstram que mesmo
sequenciando amplicons especificos, ainda existe uma perda importante de amostras, seja
pela qualidade das reads sequenciadas ou por contaminantes (principalmente DNA humano).
Cabe notar que no caso de bidpsias, por mais que tenhamos especificidade dos iniciadores
usados, a presenca de DNA do hospedeiro em grande quantidade - em paralelo com

quantidade muito baixa do DNA alvo - vai comumente gerar amplicons inespecificos.

4.6.2 Composicdo da microbiota bacteriana das bidpsias avaliada por tipo de
molécula sequenciada (DNA x RNA)

No total identificamos 50 géneros nas amostras de bidpsias, sendo que destes, 52%
(26 géneros) estavam presentes tanto no DNA quanto no RNA, enquanto 32% foram
encontrados apenas na microbiota ao nivel de DNA e 16% apenas na microbiota de RNA.
Quando observamos a abundancia relativa dos géneros exclusivos de cada material, porém,
vemos que eles ndo chegam a 2% da abundancia total, sugerindo que a falha em encontrar
certos microrganismos nas reads de DNA e de RNA, seja um problema de amostragem. No
geral, 98% da composicao bacteriana é similar entre as bidpsias independente da molécula
sequenciada, demonstrando uma concordancia entre as abordagens utilizadas, visto que a
maioria das bactérias é encontrada tanto ao nivel de DNA como de RNA. Tal achado sugere
gue as bactérias encontradas nas bidpsias sdo residentes e estejam vivas transcricionalmente
neste tecido.

Dentre as bactérias exclusivas de cada material, os géneros Abiotrophia,
Chryseobacterium, Dialister, Kingella, Massilia e Megasphaera, presentes exclusivamente no
DNA, ja foram relatados como contaminantes de sequenciamento - fato que ndo descarta que
sejam de fato relevantes em nosso contexto, mas levanta um ponto de atengdo - além dos
géneros Corynebacterium e Methylobacterium, exclusivos no RNA (Salter et al. 2014;
Eisenhofer et al. 2019). Assim, é possivel que tais bactérias também possam ser fatores de
confusdo e potenciais contaminantes em nossas andlises. Tais contaminantes sdo sempre

detectadas mais facilmente em amostras com menor abundancia de bactérias (Glassing et al.
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2016) e podem ser decorrentes do processo de extracdo de DNA/RNA ou ainda dos reagentes
de amplificacdo e sequenciamento. Apesar disto, géneros em alta frequéncia em ambos os
materiais, tais como Veillonella, Prevotella, Haemophillus e até mesmo o género
Streptococcus, também ja foram relatados como contaminantes, mostrando que mais do que
a presencga de determinado organismo na amostra, a sua frequéncia e o contexto bioldgico no
qual ela se encontra também deve ser levada em consideragdo para discriminamos uma
possivel contaminacdo, ou até mesmo algum erro de anotacdo do sequenciamento. Diante
disto, considerando ser menos provavel que bactérias em frequéncias tdo baixas sejam
relevantes no contexto bioldgico destas amostras, focamos as nossas andlises em bactérias
que apresentaram frequéncias mais elevadas (>1%).

Ao avaliarmos a composicao bacteriana das amostras (DNA x RNA) com abundancia
maior que 1% em pelo menos um material, vemos que de modo geral os géneros que mais se
destacam sdo similares (Figura 17). Na microbiota ao nivel de DNA, Prevotella (20%) é o
género mais abundante, seguido de Streptococcus (17%), Actinobacillus (14%) e Haemophilus
(10%). Na microbiota transcricionalmente ativa, porém, o género Treponema representou
25% da amostra, seguido de Streptococcus (21%), Alloprevotella (13%) e Haemophilus (8%), O
género Prevotella, abundante na microbiota total, representou apenas 5% ao nivel de RNA,
enguanto o género Alloprevotella, representando cerca de 13% da composicdo bacteriana

ativa, constitui apenas 4% da microbiota ao nivel de DNA.
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Figura 17 - Abundancia relativa dos géneros bacterianos com frequéncia superior a 1% nas

amostras de bidpsia, estratificado por material sequenciado (DNA x RNA).

De modo geral, os géneros mais abundantes observados neste estudo vao de acordo
com o ja observado na literatura em bidpsias gastricas de individuos sem infec¢ao por H.
pylori, com destaque para o género Streptococcus e Prevotella, altamente frequentes em
individuos com CG (Dicksved et al. 2009; Ferreira et al. 2018) e sem céncer, tanto no seu DNA
(Li et al. 2009; Wurm et al. 2018) quanto no RNA (Schmieder et al. 2011). Ja a predominancia
do género Treponema a nivel de RNA, deve-se ao fato de que no paciente #3, 99% da sua
microbiota parece representar quase unicamente este género, causando um viés ao avaliar
todos os pacientes de forma conjunta, visto que nosso numero amostral é de apenas de
quatro pacientes a nivel de RNA para as bidpsias.

O género Treponema, predominante no paciente #3 é conhecido por estar associado
a doengas periodontais (You et al. 2013; Chen et al. 2018). Ja quando investigada a relacao
entre o género Treponema e a bidpsia estomacal, alguns trabalhos associam a presenca da
espécie Treponema pallidum em bidpsias de estbmago como causadora da sifilis gastrica,
forma rara desta doenca sexualmente transmissivel, representando apenas 1% dos casos de
sifilis (Guimaraes et al. 2016; Okamoto et al. 2018). Entretanto, como a abordagem por 16S
geralmente ndo permite chegar ao nivel de espécie, ndo podemos inferir que o paciente tenha
de fato esta bactéria especifica ou alguma outra espécie deste mesmo género. Também vale
ressaltar que este género sé foi detectado neste Unico paciente e ndao encontramos no

prontudrio clinico deste caso qualquer evidéncia de sifilis gastrica neste individuo.
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Ao avaliarmos diferengas significativas entre a abundancia relativa dos géneros com
frequéncia maior que 1% nos diferentes tipos de moléculas, foi possivel observar mesmo com
o pequeno numero amostral do estudo que o género o género Prevotella estd mais abundante
na microbiota ao nivel de DNA quando comparado a microbiota transcricionalmente ativa

(p=0,04) (Figura 18). No demais, ndo foram encontrados outros géneros diferencialmente

abundantes.
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Figura 18 - Andlise comparativa da abundancia dos géneros bacterianos com frequéncia

superior a 1% nas amostras de bidpsia (DNA x RNA). Foram selecionados os géneros que possuiam

abundancia relativa maior que 1% em pelo menos um material sequenciado de bidpsia (DNA ou RNA). Para
analise estatistica foi utilizado o teste ndo paramétrico U de Mann-Whitney, para amostras ndo pareadas. Os

géneros foram considerados como diferencialmente abundantes quando p<0,05.

Recentemente, Wurm et al. (2018) também compararam a microbiota da bidpsia
estomacal através da abordagem RNA e DNA e identificaram o filo Firmicutes mais abundante
na microbiota ativa transcricionalmente, do qual o género Streptococcus faz parte, além do
filo Bacteroidetes como mais abundante na microbiota ao nivel de DNA, no qual o género
Prevotella se encontra, e que foi identificado como mais abundante na microbiota de DNA no

nosso estudo. O género Prevotella ja foi extensamente relatado como presente tanto na
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microbiota oral, associado a doencas periodontais (Tanaka et al. 2008; Ibrahim et al. 2017;
Zhang et al. 2017) e até mesmo relacionada com cancer oral (Gholizadeh et al. 2016), e visto
a diferenca significativa deste género entre as moléculas analisadas (DNA versus RNA) este
pode ser um bom candidato a ser encontrado na saliva, e que por isso foi detectado em maior
frequéncia ao nivel de DNA. Além disso, devido a poucos relatos na literatura abordando a
microbiota comparativa entre DNA e RNA, de modo ainda mais especifico no estbmago, ndo
foi possivel encontrar mais suporte para nossos achados na literatura.

Quando avaliamos a existéncia de uma correlacdao entre a abundancia relativa das
bactérias ao nivel de DNA versus RNA, por sua vez, observamos que existe uma associacdo
positiva entre os dois tipos de amostra (r6=0,82 e p<0,05), ou seja, a abundancia de
determinado género é similar em ambos, e quanto maior a abundancia deste no DNA, maior
é a tendéncia de também ser observada maior abundancia ao nivel de RNA (Figura 19), o que
sugere que a maioria dos géneros encontrados a partir do DNA estd de fato

transcricionalmente ativa no tecido estomacal.

r6=0,68; p=2,1e-06

Abundancia relativa biopsia DNA (log10)

0
Abundancia relativa biépsia RNA (log10)

Figura 19 - Correlacdo da abundancia relativa (log10) dos géneros bacterianos presentes nas

amostras de bidpsias (DNA x RNA). Cada circulo representa um género bacteriano. A linha diagonal indica
abundancias similares nos conjuntos de dados de DNA e RNA, sendo que os géneros mais proximos da linha
possuem maior correlagdo entre os materiais. Para andlise estatistica foi utilizada a correlagdo de Spearman,
sendo que quanto ré mais perto de 1, maior é a correlagdo entre as variaveis. A drea sombreada representa o

intervalo de confiancga. A correlagdo foi considerada como estatisticamente significativa quando p<0,05.



76

Para comparar a diversidade bacteriana das amostras, utilizamos mais uma vez as
métricas de diversidade alfa e beta. Como mostra a Figura 20, ndo houve diferenca
significativa entre a riqueza de bactérias ao nivel de DNA versus RNA nas bidpsias dos
pacientes (grafico Observed), nem quando levamos em conta suas abundancias relativas
(indices de Shannon e Simpson). Com relacdo a diversidade beta, também n3o observamos
diferencas significativas entre as amostras, o que apesar de poder estar relacionado ao nosso
limitado numero amostral, também pode nos indicar que as amostras tendem a apresentar

diversidades similares.
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Figura 20 - Medidas de diversidade nas amostras de bidpsia (DNA x RNA). (A) A diversidade alfa

foi avaliada pelos indices Observed, Shannon e Simpson respectivamente, sendo que o teste ndo paramétrico U
de Mann-Whitney foi utilizado para verificar a existéncia de diferenca significativa entre as amostras. (B) A
diversidade beta foi avaliada pelos indices de Bray-Curtis, e Unifrac (unweighted e weighted) respectivamente, e
o teste ndo paramétrico ANOSIM foi utilizado para avaliar a similaridade entre as amostras, sendo o R seu

coeficiente de correlagdo, A diferenca foi considerada como estatisticamente significativa quando p < 0,05.



77

Observamos em linhas gerais que as andlises da microbiota das bidpsias a partir de
DNA ou de RNA apresentam resultados similares em termos de composicdo, visto tanto por
sua alta correlagdo, como observado pela similaridade de suas diversidades. Dentre as
bactérias mais frequentes, apenas o género Prevotella se destacou como diferencialmente
abundante. Em outros tipos de amostra, como mucosa intestinal, jd foram observadas
diferencas entre a microbiota ao nivel de DNA e RNA (Heinsen et al. 2015; Moen et al. 2018),
porém visto que a bidpsia estomacal ja é um tecido com baixo niumero de bactérias, as que

estdo geralmente presentes parecem estar, de fato, ativas e colonizando o tecido gastrico.

4.6.3 Composi¢ao da microbiota bacteriana: regiao estomacal x cavidade oral

Com o intuito de avaliar a similaridade entre a microbiota bacteriana ao nivel de DNA
da cavidade estomacal versus oral, foram selecionados os sequenciamentos apenas
provenientes da abordagem de amplicons (16S), ja que a abordagem de sequenciamento por
DNA total poderia gerar algum viés nas analises, visto que ndo s6 o método de
sequenciamento foi diferente, mas também as etapas de processamento das reads e o banco
usado para classificacdo taxonémica.

No total, detectamos 62 géneros em fluido gastrico, seguido de 58 na saliva e 42 na
bidpsia. Ao compararmos os géneros exclusivos dos diferentes materiais, observamos que
fluido gastrico e saliva tiveram mais géneros exclusivamente encontrados quando
comparados com a bidpsia, além de terem um nimero maior de géneros em comum (Figura
21). Quando observamos a frequéncia dos géneros exclusivamente encontrados em cada
material, em geral observamos mais uma vez baixa frequéncia destas bactérias exclusivas,
sendo que comparando fluido gastrico e saliva os géneros exclusivos representam menos de
1% da composicao total de cada material, jd quando comparamos bidpsia e fluido gastrico os
géneros exclusivos compdem menos de 4% de cada amostra, enquanto que ao avaliar bidpsia
e saliva os géneros exclusivos da bidpsia representam 13% de sua abundancia (sendo que na
saliva estes representam apenas 4%). Ou seja, o fluido gastrico parece ser mais similar em
composicdo com a saliva, e a bidpsia por sua vez parece ser mais similar ao fluido gastrico, o
que faz sentido visto que a saliva deglutida fica em constante transi¢cdo pelo estdbmago, ficando

em contato com os fluidos da regido.
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Figura 21 - Comparacdo do niumero de géneros encontrados (A) na bidpsia x fluido géstrico,

(B) bidpsia x saliva e (C) fluido gastrico x saliva.

Quando observamos os géneros mais frequentes nas amostras (>1%), podemos ver
que no fluido gastrico predomina o género Streptococcus, compondo mais de 50% da amostra,
ja na bidpsia este género se encontra em torno de 18% e na saliva 12%. Curiosamente, o
género Prevotella, o mais presente na saliva, com 24%, foi mais presente na bidpsia (20%) do
que no fluido gastrico (apenas 8%). Este dado parece corroborar o que foi observado quando
as bidpsias foram comparadas (DNA x RNA) pois o género Prevotella se destacou ao nivel de
DNA, e parece realmente vir da cavidade oral. Ja os géneros Veillonella e Neisseria, também
se encontraram com maior frequéncia na saliva quando comparado com as amostras
estomacais (Figura 22).

Mesmo com nosso numero amostral limitante, os géneros mais abundantes
encontrados na saliva, como Streptococcus, Veillonella, Prevotella, Alloprevotella, Neisseria,
Haemophilus, Porphyromonas e Fusobacterium, vao de acordo com estudos que definem
tanto o core da microbiota oral saudavel (Zaura et al. 2009), como também ja foram
detectados em pacientes com doencas na cavidade oral, como doencas periodontais e cancer

(Chen et al. 2015; Zhao et al. 2017).
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Figura 22 - Abundancia relativa dos géneros bacterianos com frequéncia superior a 1% nas

amostras de bidpsia, fluido gastrico e saliva.

Dentre os géneros mais abundantes, os Unicos que apresentaram frequéncia
significativamente diferente entre as amostras foram Anaerobacillus, Bacillus, Prevotella e
Streptococcus (Figura 23). Os géneros Anaerobacillus e Bacillus sé foram detectados nas
amostras de bidpsia, com frequéncias medianas de 1% e 0,5% respectivamente. O género
Prevotella, por sua vez, estd menos abundante nas amostras de fluido gastrico com relagdo as
bidpsias (mediana de 4% versus 20%), enquanto que o género Streptococcus estd mais
abundante nas amostras de fluido gastrico, com mediana de 51% nestas amostras, versus
apenas 12% nas amostras de bidpsia e saliva. Curiosamente nenhum género foi detectado
como mais abundante na saliva, isso pode se dever tanto ao fato do nosso nimero amostral
limitado, porém também pode indicar que praticamente todas as bactérias presentes na saliva

também sdo encontradas no estdbmago, levando a esta alta similaridade entre ambos.
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Figura 23 - Analise comparativa da abundancia dos géneros bacterianos com frequéncia

superior a 1% nas amostras de bidpsia, fluido gastrico e saliva. Foram selecionados os géneros que

possuiam abundancia relativa maior que 1% em pelo menos um material sequenciado (bidpsia, fluido gastrico
ou saliva). Para analise estatistica foi utilizado o teste ndo-paramétrico de comparagdo multipla Kruskal-Wallis
para amostras nado-pareadas, seguido do teste U de Mann-Whitney quando necessario. Os géneros foram

considerados como diferencialmente abundantes quando p<0,05

Ao avaliar se existe uma associacdo entre as bactérias encontradas na cavidade oral x
estomacal, constatamos que existe uma correlacdo mais positiva entre as amostras de saliva
x fluido gastrico (r6 = 0,8 e p<0,05), do que quando comparamos bidpsia x saliva, e até mesmo
bidpsia x fluido gastrico, indicando que a microbiota dos fluidos é mais similar entre si (saliva

x fluido gastrico) do que a microbiota estomacal (biépsia x fluido gdstrico) (Figura 24).
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Figura 24 - Correlag¢do da abundancia relativa (log10) dos géneros bacterianos presentes nas

amostras de (A) saliva x fluido gastrico, (B) saliva x bidpsia e (C) fluido gdstrico x bidpsia. Alinha
diagonal indica abundancias similares nos conjuntos de dados das varidveis analisadas, sendo que os géneros
mais proximos da linha possuem maior correlacdo entre as amostras. Para andlise estatistica foi utilizada a
correlagdo de Spearman, sendo que quanto ré mais perto de 1, maior é a correlagdo entre as varidveis. A area
sombreada representa o intervalo de confianca. A correlagdo foi considerada como estatisticamente significativa
quando p<0,05.
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Avaliando a diversidade das amostras, destaca-se maior riqueza de géneros na saliva,
seguido do fluido gastrico e bidpsia (diversidade alfa, indice Observed — Figura 25A), porém
quando a abundancia relativa dos géneros é levada em consideragao, ndao houve diferenga
estatisticamente significativa entre as amostras. Ja quando avaliamos a diversidade beta, foi
observado que a composigdo bacteriana entre os materiais é diferente, sendo que quando
comparamos bidpsia versus fluido gastrico isto foi verdade para todos os indices analisados
(Figura 25B). Ja saliva e bidpsia foram consideradas como diferenciadas quando levado em
conta apenas a distancia filogenética entre as bactérias (indice Unifrac unweighted), enquanto
que saliva e fluido gastrico se agrupam de modo distinto nas métricas no qual levamos em
consideracdo a abundancia relativa das bactérias (Bray-curtis e Unifrac weighted), o que nos
leva a inferir que embora a saliva tenha géneros em comum com as amostras provenientes do
estdmago, os materiais ndo sdo tdo similares entre si. E importante ressaltar, mais uma vez,
gue o numero amostral tanto da saliva como da bidépsia é pequeno (n=4 e n=6
respectivamente), o que pode causar algum tipo de viés nas nossas analises, visto que a
correlagdo entre as amostras de saliva e fluido gastrico foi maior, porém com relacdo a
diversidade beta a saliva foi mais similar a bidpsia.

Estudos ja mostraram que o muco parece permitir o crescimento e coloniza¢do de
certas bactérias, visto que seu pH ndo é tdo acido como o do estdbmago, podendo explicar em
partes a semelhanca entre estes materiais (Yang et al. 2013; Leung et al. 2019; Herath et al.
2020). Tal fato pode sugerir um mecanismo onde certas bactérias sdo deglutidas e atravessam

a camada de muco, indo colonizar o tecido gastrico onde passam a habitar.
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Figura 25 - Medidas de diversidade nas amostras de bidpsia, fluido gastrico e saliva. (A) A
diversidade alfa foi avaliada pelos indices Observed, Shannon e Simpson respectivamente, sendo que o teste ndo
paramétrico U de Mann-Whitney foi utilizado para verificar a existéncia de diferenga significativa entre as
amostras. A diversidade beta comparando (B) bidpsia x fluido gastrico, (C) bidpsia x saliva e (D) fluido gastrico x
saliva foi avaliada pelos indices de Bray-Curtis, e Unifrac (unweighted e weighted) respectivamente, e o teste ndo
paramétrico ANOSIM foi utilizado para avaliar a similaridade entre as amostras, sendo o R seu coeficiente de

correlagdo. A diferenca foi considerada como estatisticamente significativa quando p < 0,05.

No geral, as amostras de saliva e fluido gastrico possuem maior nimero de géneros
em comum, além de maior correlacdo entre a proporg¢do dos géneros encontrados (r6 = 0,8;
p<0,05). Dentre os géneros com frequéncia >1%, apenas Streptococcus estd mais abundante
nos fluidos gastricos (p<0,05) enquanto o género Prevotella é mais abundante nas amostras
de saliva e bidpsia, indicando que esta bactéria migra para o estdbmago e possivelmente se
associa ao tecido ao ser deglutida. Além disso, ao compararmos bidpsia x saliva também
observamos uma associacdo positiva mediana significativa (ré = 0,61; p<0,05). E provével que
alguns géneros bacterianos estdao em proporgdes mais similares entre saliva e fluido gastrico,
enguanto outros se assemelham entre saliva e bidpsia, indicando que algumas bactérias da
cavidade oral podem migrar para a regidao do tecido, enquanto outras permanecem no limen
estomacal. Tal associacdo diferencial deve estar relacionada as caracteristicas fisiologicas de
cada bactéria e sua capacidade de sobreviver perante diferentes nutrientes e condi¢des

ambientais.
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CONCLUSOES

Andlise quantitativa do genoma humano e bacteriano por gPCR

Observamos para as amostras de fluido gastrico mediana de 12 mil cépias de genomas
bacterianos versus apenas 12 cdpias de genoma humano por ng de amostra, indicando
o alto numero de bactérias neste material e confirmando a viabilidade dos estudos de
metagendmica por DNA total;

As amostras de bidpsias mostraram uma mediana de 10 cdpias de genoma bacteriano
versus 31 copias de genoma humano por ng de amostra, indicando baixos numeros de
bactéria neste material, e que a melhor abordagem de metagenémica para este caso

é o sequenciamento de amplicons.

Microbiota bacteriana de fluidos gastricos

A bactéria Streptococcus pneumoniae se destacou como a mais abundante tanto a
nivel de DNA (11%) como a nivel de RNA (28%), indicando sua alta atividade
transcricional na regido estomacal e seu papel como provavel bactéria residente;

As bactérias Bacillus cereus, Elizabethkingia anophelis, Legionella pneumophila e
Virgibacillus senegalensis estao mais abundantes ao nivel de RNA, indicando que
apesar de pouco frequentes ao nivel de DNA, elas devem estar muito ativas
transcricionalmente, sendo possivelmente bactérias residentes;

As bactérias Solobacterium moorei e Streptococcus pseudopneumoniae foram mais
abundantes no DNA, indicando que estas possam estar apenas passando pela regido
(bactérias transientes);

O sequenciamento de DNA e RNA apresentou populagdes distintas, indicando que as
duas abordagens sdao necessarias e complementares na avaliagdo da microbiota
estomacal;

Observamos crescimento de espécies bacterianas com baixa frequéncia no
sequenciamento, mostrando que as bactérias pouco frequentes também sdo

relevantes e estdo vivas na regido estomacal.
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Microbiota bacteriana de bidpsias

Os géneros mais abundantes tanto a nivel de DNA como de RNA foram Streptococcus,
Treponema, Actinobacillus, Haemophilus e Alloprevotella (bactérias residentes);

O género Prevotella foi mais abundante nas amostras de DNA e nas de saliva, indicando
que este género deve estar apenas em transito pela regido (bactéria transiente) sem
atividade transcricional significativa no microambiente estomacal;

Para a bidpsia estomacal, que ja é um tecido com menor nimero de bactérias, nossos
dados sugerem que as bactérias encontradas a nivel de DNA sdo de fato ativas e

residentes, colonizando este tecido.

Microbiota da cavidade estomacal x oral

Nenhum dos géneros bacterianos avaliados apresentou maior abundancia na saliva
guando comparado com bidpsia ou fluido gastrico, indicando similaridade na
composicao bacteriana entre as regioes;

As amostras da cavidade estomacal se parecem mais com as da saliva do que com o
outro material da mesma regido (bidpsia), indicando que algumas bactérias
provenientes da regido estomacal se deslocam para a regido do tecido, enquanto

outras permanecem no limen estomacal.
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Apéndice 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE

A.C.Camargo
Cancer Center

Projeto: Aspectos Gendmicos de Adenocarcinomas Gastricos

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Numero do Protocolo:

Titulo do Estudo: Aspectos Gendmicos de Adenocarcinomas Gastricos

Nome completo do Pesquisador: Dr. Emmanuel Dias-Neto

Nome da Instituicdo: A.C.Camargo Cancer Center

Telefone do pesquisador: (11) 2189-5023

Nome do Participante:

RGH: N° de Identificagdo no estudo:

DADOS SOBRE O ESTUDO

Este é um projeto de pesquisa do Centro Internacional de Pesquisas e do Nicleo de Cirurgia Abdominal do
AC Camargo Cancer Center, estd sob responsabilidade do Dr. Emmanuel Dias-Neto.

Todos os estudos de pesquisa devem ser aprovados por um comité de ética em pesquisa antes que qualquer
sujeito possa participar. O comité de ética ajuda a proteger os interesses dos sujeitos em estudos de pesquisa.
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Tratamento e Pesquisa A. C. Camargo
Cancer Center.

EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PARTICIPANTE OU SEU REPRESENTANTE LEGAL

Convidamos vocé a participar deste estudo, que visa compreender as bases do desenvolvimento do céncer de
estdmago. Apesar de varios estudos ja terem sido feitos, ainda faltam andlises especificas que poderdo ajudar a
compreender por que o cancer se desenvolve, qudo agressivo ele serd e quais os pacientes que devem se
beneficiar do tratamento quimioterapico antes da cirurgia. Ainda ndo sabemos também sobre a importancia ou
influéncia da mistura de ragas no comportamento dos tumores, mas hoje dispomos de tecnologias modernas
que permitem avaliar estas questdes e contribuir para o melhor conhecimento desta doenca.

Objetivos da pesquisa

Este & um estudo sobre a importancia de diversos fatores que podem contribuir para o desenvolvimento do
cancer gastrico. Neste estudo, usando amostras de pessoas saudaveis e de pessoas com céncer, avaliaremos as
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bactérias presentes no estdmago, as alteracdes em substdncias importantes (como proteinas, e o material
genético presente dentro das células, DNA e RNA) e aspectos relacionados a etnia (“raga” - européia, africana,
asidtica ou outras, que podem ter contribuido para a sua formagéo).

Em individuos saudaveis e também naqueles com de cancer de estdmago, iremos avaliar estas alteragdes e como
elas variam entre individuos dos grupos com e sem doenca. Iremos comparar ainda as alteragdes caracteristicas
de individuos que tenham uma ocorréncia freqliente de cancer na familia, individuos com melhor ou pior
resposta ao tratamento por quimioterapia e individuos com tumores de comportamento mais agressivo versus
menos agressivo. Andlises destes dados podem ajudar na compreensdo de um possivel papel destes fatores no
desenvolvimento do cancer.

Procedimentos que serdo utilizados e propdsitos

Caso aceite, vocé podera participar de todos os estudos, ou de apenas algum deles, dependendo do momento
em que vocé tiver sido contatado e conforme vocé se enquadre nos grupos a serem avaliados. Para o projeto
que estuda as bactérias presentes no estdmago é necessario que vocé tenha um pedido de um exame de
endoscopia (um exame onde uma sonda é passada por sua boca, até atingir o estémago, e permite a sua
visualizacdo), que deve ter sido solicitado pelo seu médico pessoal. Esclarecemos que o exame nao é solicitado
por um meédico deste estudo e os seus custos ndo serdo cobertos por este estudo. Neste exame o interior do seu
estdmago sera analisado para ver se existem alteragdes. E feito um procedimento de lavagem do interior do
estdmago. Apds a lavagem, o liquido é normalmente aspirado e jogado em lixo adequado. Se obtivermos a sua
autorizacdo, ao invés de descartarmos este liquido no lixo, ele serd usado para os estudos. Para os demais
estudos vocé pode participar na condi¢do de um controle (sem diagndstico de cancer) ou ainda caso o cancer de
estdmago tenha sido diagnosticado em vocé ou em membros da sua familia. Neste caso, de acordo com o grupo
do estudo em que vocé se enquadre, solicitamos sua autorizacdo para a coleta de uma pequena amostra de
saliva, de sangue (usando procedimentos de rotina) ou, quando for o caso, de pequenos fragmentos do tumor
obtidos na rotina do seu tratamento ou de seus exames. Em nenhum caso a coleta destas amostras ira prejudicar
o seu diagndstico nem o seu tratamento.

Caso aceite participar do estudo vocé devera:
- Ter mais que 18 anos de idade;

Quando vocé receber este formuldrio, explicaremos a vocé quais as razdes da pesquisa e seu objetivo.
Possivelmente outros pesquisadores do AC Camargo devem te contatar para obter outras informagdes tais como
alguns habitos comuns tais como o que vocé geralmente come, bebe, se faz uso de cigarro ou bebidas com alcool,
medicamentos e outros.

Caso concorde em participar, por favor, assine este Termo de Consentimento em 2 vias. Uma ficara em seu poder
e a outra sera arquivada pelo pesquisador.

Esclarecemos ainda que vocé tem toda a liberdade de participar ou ndo do estudo, e sua decisdo, seja ela qual
for, ndo afetara de nenhum modo o seu tratamento. Caso vocé concorde, esta sera uma colaboracéo voluntaria,
ndo havendo nenhuma forma de remuneragdo por isto. Do mesmo modo, esta decisdo ndo afeta de nenhum
modo o que serad cobrado de vocé ou de sua seguradora de satde durante o tratamento. A qualguer momento,
mesma que vocé ja tenha concordado em participar e fornecido a sua assinatura, vocé tem toda a liberdade de
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desistir e solicitar o descarte da amostra coletada, sem que isso ocasione qualquer prejuizo a vocé ou a seu
tratamento.

Estudos a serem realizados e material necessdrio (marque nos quadros se vocé aceita participar, se ndo deseja
participar, ou se o estudo ndo se aplica— caso o procedimento necessdrio ndo se aplique ao seu caso, conforme
orientacdo que voceé tera recebido no momento de preenchimento deste documento)

1) Avaliagdo das bactérias presentes no estdmago e sua relagdo com o desenvolvimento do cancer de estémago.
Amostra necessaria: suco gastrico normalmente coletado durante a endoscopia, e que seria jogado fora. O que
faremos: iremos determinar quais as bactérias podem ser encontradas em seu estdmago e avaliaremos se elas
podem ser associadas ao surgimento do cancer. O aceito; O nio

aceito; O n3o se aplica.

2) Avaliagdo de alternativas de diagndstico usando compostos volateis (elementos que evaporam) derivados da
respiracdo ou que podem exalar a partir do suco gastrico. Amostra necessaria: 1) suco gastrico normalmente
coletado durante a endoscopia (como descrito acima), e 2) um pouco do ar que vocé exala quando respira. O
que faremos: 1) serdo avaliados os compostos que evaporam do suco gastrico, usando um aparelho especifico;
2) pediremos para vocé soprar através de um canudo estéril e novo, para coletarmos e analisarmos compostos
presentes na respiracdo. Os resultados talvez ajudem no desenvolvimento de testes simples e baratos para
diagnosticar pacientes no futuro.

[ aceito; O n3o aceito; O n3o se aplica.

3) Avaliacdo de alteragdes de DNA relacionadas ao desenvolvimento do cancer (incluindo cancer familiar) ou
aspectos de etnia (raca). Amostra necessaria: uma pequena quantidade de saliva (cerca de 2mL) ou 15 mL de
sangue (equivalente a uma colher de sopa) de sangue coletado de uma veia do brago. O que faremos: no DNA
obtido buscaremos alteracdes relacionadas com o desenvolvimento do cdncer em funcdo da raca (etnia)

determinada por anélise de DNA. [ aceito; O n3o aceito; O n3o se aplica.

4) Avaliagdo de marcadores de resposta a quimioterapia. Amostra necessaria: pequenos pedagos do tumor
(coletados antes ou depois da quimioterapia) apds diagndstico; e 15 mL (equivalente a uma colher de sopa) de
sangue coletado de uma veia do braco. As coletas de sangue poderéo ser feitas em diferentes momentos do
tratamento/acompanhamento médico. O que faremos: buscaremos alteragdes de substancias (DNA, RNA ou
proteinas) no material coletado, e no sangue buscaremos células tumorais.

[ aceito; O n3o aceito; O n3o se aplica.

5) Determinagdo de agressividade tumoral. Amostra necessaria: pequenos pedagos do tumor, coletados
normalmente no exame de endoscopia antes da quimioterapia, 15 mL (equivalente a uma colher de sopa) de
sangue coletado de uma veia do brago. O que faremos: buscaremos alteragdes de substancias (DNA, RNA ou

proteinas) no material coletado. [ aceito; O ndo aceito; [ ndo se aplica.

Observagdo: caso vocé aceite participar de um ou mais estudos acima, que envolvam a coleta de sangue
(estudos 3, 4 e 5), esclarecemos que uma Unica coleta inicial ja atende atodos estes estudos. No entanto, coletas
em outros momentos que vocé vier ao A.C.Camargo podem ser necessarias para os estudos 4 e 5.
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Complicagdes e riscos esperados

Caso voceé aceite participar deste estudo, esclarecemos que ndo havera nenhum custo além daqueles necessarios
para cobrir os exames solicitados por seu médico para a avaliagdo do seu caso. Caso vocé participe doando uma
pequena amostra de sangue, as raras complicagGes associadas a esta coleta compreendem: dor pela picada da
agulha, pequeno sangramento ou hematoma no local onde foi usada a agulha para coletar o sangue, mas este
ndo deve causar nenhum mal. Todas as perguntas que serdo feitas a vocé, e tambhém o método de coleta de
células e amostras que serdo utilizados neste estudo foram previamente empregados em outros estudos.

Confidencialidade das informacées

Todos os dados levantados serdo usados apenas para pesquisa cientifica, visando a melhor compreensio do
cancer de estdmago. Todos os esforgos serdo feitos no sentido de manter a privacidade das informagdes, que
ficardo restritas aos médicos, pesquisadores e enfermeiros diretamente envolvidos neste projeto. Neste sentido,
todo e qualquer dado que possa levar a sua identificagdo sera codificado, fazendo com que o risco de perda de
confidencialidade seja minimo.

Beneficios que poderdo ser obtidos

Os participantes ndo se beneficiardo diretamente com a participacdo nesse estudo. Contudo, o estudo
contribuira para um melhor entendimento dos fatores que podem causar o surgimento ou a evolugdo do cdncer
de estdmago, desta forma ajudando no desenvolvimento de métodos de prevencéo.

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Declaro que, apds ter sido adequadamente esclarecido dos riscos e beneficios deste estudo, conforme definidos
acima, eu concordo em participar do projeto de pesquisa intitulado: “Aspectos Gendmicos de Adenocarcinomas
Gastricos”.

Sao Paulo, de de 20

Assinatura do participante ou responsavel legal Assinatura do pesquisador ou responsavel pela
aplicacdo do termo
Em caso de diivida, entre em contato com o Dr. Emmanuel Dias-Neto, no Laboratério de Gendmica Médica do
A.C.Camargo Cancer Center, pelo telefone (11) 2189-5023.

Caso o pesquisador responsavel ndo fornega informagdes/esclarecimentos suficientes, entre em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo Antdnio Prudente/A.C.Camargo Cancer Center pelo
telefone (11) 2189-5020. Este Comité de Etica se localiza a Rua Prof. Antdnio Prudente, 211, Liberdade;
horario de atendimento: segunda-feira a sexta-feira das 8 as 17 horas. O Comité de Etica em Pesquisa é um
grupo formado por cientistas e ndo-cientistas que realizam a revisdo ética inicial e continua do estudo clinico
para manter sua seguranga e proteger seus direitos.
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Apéndice 2 — Manuscrito do paper

A quantitative view of bacteria and fungi in human samples.

Albuquerque, GEL, et al.,

1 - Laboratory of Medical Genomics, A.C.Camargo Cancer Center, Rua Tagua 440, 01508-010, Sdo

Paulo, SP, Brazil

1. Introduction

The human microbiota is a community of billions of microorganisms, such as viruses, archaea,
bacteria, fungi, protists and other eukaryotes which seem to be important for health maintenance and
tissue homeostasis. The disbalance of these communities, known as dysbiosis, may lead to diverse
pathological states. Research on this field has recently flourished after the reduction in sequencing
costs and the development of new high throughput bioinformatics pipelines. These advances allowed
the generation and analysis of millions of sequencing reads that go beyond the human-associated
microorganisms and have permitted a deeper view of the microbiota associated with plants (Hardoim
et al., 2008; Khan et al., 2009), soils (Baldrian et al., 2012; Auffret et al., 2016) urban-environments
(MetaSUB International Consortium., 2016), hospitals (Lax et al., 2017; Chng et al., 2020), the
international space-station (Checinska et al., 2019) and many other sources. Remarkably, advances in
human-associated microbiota allowed the investigation of health and disease aspects, going from the
impact of c-section versus vaginal delivery (Biasucci et al., 2010; Mueller et al., 2015) to studies of the
impact of carcinogens (Thomas et al.,, 2019), neurodegenerative diseases (Poole et al., 2013;
Scheperjans et al., 2015), and how the microbiota may impact cancer treatment (Lehouritis et al.,
2015).

In most cases, the desired and more informative microbiota-investigating protocols would
include the straightforward extraction of the total DNA from a given sample, followed by library
construction and sequencing, known as shotgun metagenomics. The shotgun approach, depending on
the efficiency of the DNA/RNA extraction methods, would allow the capture of all nucleic acids
available, allowing a less skewed view of the microbiota (Quince et al., 2017). However, as the human
genome is much larger (10-10,000X) as compared to viruses, bacteria, fungi, or parasites, the total DNA
pool can easily become dominated by host DNA. This will not only affect proper inferences of

abundance but may even impede the effective microbiota analysis when the non-human:human ratios



are less favorable. In this case, shotgun sequencing would be severely impacted, leading to a dramatic
reduction in the proportion of microbiota-derived reads, because most reads (>99.9%) would come
from the host (Marotz et al., 2018).

For this reason, studies of the tissue-associated microbiota remain limited to cultivation
protocols or the study of targeted regions of the genome, such as 16s rRNA or ITS (Gophna et al., 2006;
Esposito et al., 2017; Aykut et al., 2019). While the first is impacted by the lack of media that would
allow the unbiased growth of all microorganisms as a means to reflect their abundance in the sample
of interest, the later imposes limitations such as representation bias and lower phylogenetic
classification (Donachie et al., 2007; Campanaro et al., 2018). These limitation biases have certainly
affected the selection of sample sources and experimental approaches for the investigation of the
microbiota and, as a consequence, most publications have focused on the study of the gut/fecal
microbiota, where the bacteria:human ratios are very favorable. In particular, the gut microbiota has
been shown to impact local immunomodulation or chemotherapy response in oncology (revised by
Anfossi & Calin 2020), and these studies would benefit from more comprehensive shotgun
metagenomics approaches. Notwithstanding, other body tissues contain important and unique
microbiota, whose function and interest have been recently revealed (Chng et al., 2016; Poore et al.,
2020). In this sense, if the non-human:human DNA ratios are known, this knowledge may indicate
situations where shotgun metagenomic studies would be feasible, allowing a more comprehensive and
less biased microbiota evaluation. The quantitative analysis of the microbiota would reveal the relative
proportions of bacteria: or fungi:human allowing the amounts of these organisms to be considered
during microbiome analysis, and also giving support to select the most appropriate methods for
assessing the population of microorganisms in specific tissue types.

Here we give an approach for a quantitative view of bacteria: and fungi:human DNA ratios for
different sample types. For some samples the results were compared to shotgun sequencing to further

confirm the proportions of each DNA source.

2. Materials and methods

2.1 Sample types and DNA extraction methods

A total of 87 samples were included, representing nine different tissue types: oral mucosa
swabs (n=10), saliva (n=10), gastric fluids collected during endoscopy (n=16), stool (n=5), tissue
biopsies of salivary glands (n=6), stomach (n=10), rectum (n=10), penis (n=10), and skin (n=10). DNA
from oral swabs and skin samples were extracted with DNeasy PowerSoil Kit (Qiagen); saliva and gastric
fluids with Phenol:Chloroform:lsoamyl Alcohol 25:24:1 (Merck); salivary gland, rectum, penis and

stool-DNA was obtained with E.Z.N.A.® Bacterial DNA Kit (Omega), and stomach DNA was extracted



with AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen). DNA samples were quantified with Qubit™ dsDNA HS Assay
Kit (ThermoFisher) and gPCR amplified. The collection and study of these samples was previously

approved by the A.C.Camargo Cancer Center ethics committee.

2.2 Primer pairs and qPCR DNA amplification

Bacteria- and fungi-derived DNA, were respectively evaluated by DNA amplification of a short
fragment of the V1 region of the 16S rRNA (V1_F: 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ and V1 _R: 5'-
TTACTCACCCGTICGCCRCT-3’) or a portion of the 5.85 rRNA region (5.8S_F: 5'-CARCAAYGGATCTCTTGG-
3' and 5.85_R: 5'-TGTGCGTTCAAAGATTCGAT-3'). For evaluating the amounts of human DNA, a
normalizer for tissue derived microbiota, we used a fragment of similar size of the human ACTB gene
(ACTB_F: 5’-CCATCTACGAGGGGTATGC-3’ and ACTB_R: 5-GGTGAGGATCTTCATGAGGTA-3’). The gPCR
mix for ACTB and 16S-V1 genes consisted of 0.2uM of each primer, 5ul of Fast SYBR Green 2x
(ThermoFisher) and 3ul of the eluted DNA in various concentrations, in a final volume of 10ul. Cycling
conditions consisted of an initial denaturation (95°C for 20 secs) followed by 40 cycles at 95°C for 3
secs and 60°C for 30 secs. For 5.8S gene fragment, the qPCR mix included 0.2uM of each primer, 5ul of
the GoTaq Master Mix 2x (Promega) and 4.2ul of eluted DNA in a final volume of 10ul. Cycling
conditions for qPCR were: initial denaturation at 95°C for 3mins, followed by 40 cycles at 95°C for 15
secs and 58°C for 30 secs. All experiments were conducted in duplicates and gPCR was performed in a

7500 Real-Time PCR System (ThermoFisher).

2.3 Standard curves

For absolute quantitative analysis by gPCR, we utilized a commercially-available human
genomic DNA (Promega - G1471) to generate a standard curve of amplicons from the human B-actin
gene. The ZymoBIOMICS™ Microbial Community DNA Standard (Zymo Research - D6305/D6306),
composed of five bacteria and two fungi species was used to prepare standard curves for bacteria and
fungi, starting with a DNA mass of 5ng. The mean CTs corresponding to each dilution point were used
for plotting the standard curves.

The number of genomes per ng of DNA was calculated for bacteria, fungi and human DNA (Fig.
$1). Considering genome sizes of 6.4Gb (human diploid genome), 19.78Mb (fungi) and 3.95Mb
(bacteria). The average genome sizes used for bacteria and fungi were determined according to
complete genomes sizes of 16,031 bacteria and 64 fungi available at the National Center for
Biotechnology (NCBI) “Genome Browse by Organism”
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/organism/). Standard curves correlating the mean CTs with
the total genome copies/ng of DNA were constructed. Each standard curve is given as: i) expected CTs

- considered according to the lowest CT-value, under the assumption that a difference of one CT would



correspond to a 2X difference in the mass of template DNA and ii) observed CTs - values observed after

gPCR amplification.

number of copies = mass (ng) “6.022x10°23
length*1x1079*650

Were:

6.022x10°23 number of molecules/mol= Avogadro's number
650 = average weight of a base pair (bp)

1x10"9 = to convert g to ng

length = genome length

Figure S1. Calculations used to determine the number of genomes per 1lng of genomic DNA

(http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html).

2.4 Shotgun sequencing

As another metric to evaluate bacteria:human and fungi:human ratios, we compared qPCR
ratios to shotgun metagenomic sequencing of 10 samples of gastric fluids and two stool samples. For
that, we used 100 ng of DNA-template for library preparation for each sample (Nextera DNA Flex kit,
Illumina), followed by sequencing in the NextSeq 500 platform (Illumina). The results were analyzed
by Kraken2 (Wood et al 2019), and the number of reads for bacteria, fungi and human was used to

calculate the relative frequency of each group, and to compare with gPCR data.

3. Results

3.1 Standard curves correlating genome copies and CTs
Standard curves were plotted, allowing to correlate the number of genome copies for bacteria
and fungi according to the respective CTs achieved in qPCR amplification (Table S1). As shown in Fig.
1, all standard curves showed very high correlations (R? equal to 0.99 or 1), despite some delay for

observed CTs for fungi, especially in the more diluted points of the curve.



Table S1. Calculated correlations between DNA mass, mean CTs and genome copies.

Human (ACTB)
Number of
Number
Mass Mass genome
Mean CT of copies | Logl0
gqPCR (ng) | ACTB (ng) copies in
in Xng
ing
5 5 25.39 144.77 723.85 2.86
0.8333 0.8333 27.82 144.77 120.64 2.081
0.1389 0.1389 31.08 144.77 20.11 1.303
0.0231 0.0231 33.82 144.77 3.35 0.525
0.0039 0.0039 36.9 144.77 0.56 -0.253
0.0006 0.0006 Undetermined 144.77 0.09 -1.031
Mock - Bacteria (16S)
Number of
Mass Number
Mass genome
bacteria Mean CT of copies | Logl0
qPCR (ng) copies in
(ng) in Xng
ing
5 4.8 12.06 234275.4 1124522 | 6.051
0.45045 0.432432 15.78 234275.4 101308.3 | 5.006
0.040581 0.038958 19.81 234275.4 9126.87 3.96
0.003656 0.00351 23.84 234275.4 822.24 2.915
0.000329 0.000316 27.14 234275.4 74.08 1.87
0.00003 0.000028 30.01 234275.4 6.67 0.824
0.000003 0.000003 32.44 234275.4 0.6 -0.221
Mock - Fungi (5.8S)
Number of
Mass Number
Mass genome
fungus Mean CT of copies | Logl0
gPCR (ng) copies in
(ng) in Xng
ing
5 0.2 17.09 46844.62 9368.92 3.972
0.5 0.02 21.06 46844.62 936.89 2.972
0.05 0.002 25.33 46844.62 93.69 1.972
0.005 0.0002 29.22 46844.62 9.37 0.972
0.0005 0.00002 32.56 46844.62 0.94 -0.028
0.00005 0.000002 36.43 46844.62 0.09 -1.028
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Figure 1. Standard DNA dilution curves for Human (ACTB), bacteria (V1-16S) and fungi (5.8S) qPCR,

showing expected (red) and observed (blue) CT-values.

3.2 Impacts of varying bacteria:human and  fungi:human  DNA-ratios  over
amplification/quantification capabilities

In order to simulate real-life analysis of sample types where significant variations in the ratios
of target microorganisms and host-derived DNA are common, we evaluated the CT fluctuations in face
of different DNA ratios and their possible impact over bacteria/fungi quantification. When using a fixed
amount of human DNA (1ng) and up to 500X variation (5ng to 0.01ng) of the mock DNA, the CT for the
human ACTB gene remained within the expected range of variation. The very same finding was
observed when the amount of mock DNA was fixed at 1ng, and the human DNA varied 500X (0.01 ng

to 5 ng), with no significant impacts seen for the bacteria 16S- or the fungi 5.8S-detection (Figure 2).
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Figure 2. Effects of varying DNA mass over amplification capabilities of bacteria (A) and fungi (B), as

compared to human ACTB.

3.3 Genome copies in different sample-types

After running the standard curves for different amounts of DNA, and showing no significant
variations of background human DNA to affect the expected CTs, we were able to determine the
approximate number of bacteria or fungi genome copies for nine different types of samples. Figure 3A
shows, as expected, that stool samples have the highest bacteria:human ratios - making this a very
good source for metagenome shotgun sequencing, as published by many different groups. Our data
also shows that skin, oral swabs, saliva and gastric fluids also contain more bacteria than human DNA
and, therefore, shall provide informative microbiota data using this same sequencing approach, even
considering the much larger length of the human genome. On the other hand, human-derived DNA
prevails in tissue-derived samples, still with high amounts of bacteria DNA being observed in rectal and
penile biopsies, suggesting that metagenomics shotgun could still produce informative data from these
samples. As for the mycobiome analysis, we see high amounts of fungi-derived DNA in stool and skin
samples, but also in gastric fluids of some samples (Figure 3B).

After comparing the approximate number of human and bacteria genomes in all samples, we
observe that only salivary gland and stomach biopsies have less bacteria than human DNA (Fig. 3C).
Rectum and penile biopsies appear to have similar amounts of human and bacterial genome copies,
whereas the other samples types have significantly more bacteria, being stool the sample with most
bacterial DNA. From our limited set of samples, only stool and skin samples seem to have higher
fungi:human genome-ratios. Oral swabs, saliva and gastric fluids apparently have similar proportions
of genomes from each organism, which makes sense as the gastric microbiota is heavily influenced by
the swallowing of large amounts of microorganisms present in the saliva (Bassis et al., 2015; Schulz et
al., 2018).

The quantitative analysis of fungi by gPCR showed stool and skin to be the samples with more
fungi genome copies, with a reduction in saliva, oral swabs, rectal biopsies, all with relatively similar
amounts of fungi genomes. Interestingly, very small amounts of human genomes were found in the

skin and stool, as compared with the other DNA sources evaluated here (Figure 3B, C).
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Figure 3. Genome-ratios for bacteria:human (A) and fungi:human (B) and relative amounts of both

(C) in different types of human-derived samples.

3.4 Shotgun analysis

As shotgun sequencing is a less biased approach, we have also used this method to compare
the data with our qPCR results, performing an analysis of relative abundance between bacteria, fungi
and human-derived DNA from 18 samples, including 16 samples of gastric fluids and two stool samples.
This analysis showed a percentage of bacteria-derived reads varying from 2 to 93% in gastric fluids,
and was 85% and 87% in stool samples. As expected, we observed for both sample types, a smaller

contribution of fungi-DNA, as compared to bacteria. The presence of fungi was confirmed in all samples



but with low frequency, varying from 0.04 to 0.86% in gastric fluids and of 0.5% in the two samples of
stool.

Our shotgun sequencing results were also compared in terms of bacteriazhuman and
fungi:human genome ratios as calculated by our gPCR analysis from the same samples. As can be seen
in Figure 4, very good correlations were reached between gPCR data and the ratio of bacteria:human
reads (Fig 4A) and fungi:human reads (Figure 4B), obtained by shotgun. This validation reinforces the
validity of the gPCR approach designed here as well as the supporting calculations that appear to be
reliable to determine the relative amounts of these organisms in stool and in gastric samples, and

possibly in other samples as well.

tho = 0.857; pvaboe < 22e-16 | tho = 0.802; puslue = 0.0009

ratio bacteriahuman reads (log10) *»

ratio fungi/human reads (log10)

ratio bacteria’human genome copies (log10) ratio fungifhuman genome copies (log10)

samplatyps ® sool ® caskichids
Figure 4. Correlation between (A) ratio bacteria:human reads versus ratio bacteriazhuman genome
copies and (B) ratio fungi:human reads versus ratio fungi:human genome copies. Each circle represents
a sample. For statistical analysis, Spearman's correlation was used, and the closer it is to 1, the greater the

correlation between the variables. The shaded area represents the confidence interval. The correlation was

considered to be statistically significant when p<0.05

3.5 Analysis of bacteria:human ratios over time

As an exercise to evaluate the applicability of this approach, we have followed a small cohort
of five patients diagnosed with squamous cell carcinoma in the oral cavity. These patients have been
treated with radiotherapy and swabs of the neoplastic lesion were collected at diagnosis, before the
start of radiotherapy and after the end of this treatment. In Figure 5 we observe that individuals had
varied responses in terms of bacterial ratios along time and at the end of this treatment and this tool

was efficient to capture this variation along time.
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Figure 5. Ratio bacteria:zhuman genome copies of swab samples in the same patient in different

times. The first collection point was at the first contact with the patient, the second point was before the

radiotherapy and the third point was after the radiotherapy.

4. Discussion

The ratio of bacteria to human cells in a sample has not been considered for most microbiota
analysis of human diseases, as the main focus of the majority of the manuscripts has been on the
composition and diversity of the microbiota and amount of bacteria in the sample is usually not
considered. Additionally, very few authors have focused on the mycobiome composition, not to
mention the abundance of fungi in sample types and diseases, and possible impacts of this biomass.

However, it seems clear that in some physiologic situations and for different tissues, important
variations can be seen in the number of microorganisms capable of colonizing a certain tissue. It is also
possible that variations in the microbiota composition, as well as the ratio of microorganisms:human
cells in a certain tissue or sample could be a proxy of the immune surveillance status.

Other applications are more technical and include the use of this tool to effectively indicate
the best approach for determining the microbiota composition, indicating with good precision the
number of expected reads for bacteria and human-derived DNA in shotgun metagenomics, or the
inadequacy of this approach due to unachievable coverage when very little amounts of bacteria is
present. A good demonstration of this is the evaluation of the microbiota of gastric fluids by shotgun
metagenomics, as predicted by our quantitative analysis. This application can also be visualized for a
number of medical/biological situations of interest, as demonstrated here when we investigated
bacteria:human ratios for head and neck cancer patients during their treatment radiotherapy. In this

case, some authors have suggested the use of specific microorganisms in the protection of the



intestinal epithelium against radiation-induced injuries (He et al.,, 2018; Rhiel et al., 2019). Our
approach could be applied to investigate a series of treatment-related scenarios including the impact
of bacteria amounts in pre-radiotherapy x post-radiotherapy stage and outcomes such as the
effectiveness of this treatment and the later development of mucositis in different grades. Whereas
radiotherapy and chemotherapy efficacy, and the role of the microbiota, including biofilms, as mucosal
protective agents or drug metabolizers that could possibly impact cancer therapy and treatment side
effects goes beyond the scope of this work, it is possible to envisage the use of this tool to monitor

bacterial levels in a fast and inexpensive fashion in diverse scenarios of interest.
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