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RESUMO

Moda B.S.. Desenvolvimento de Metodologia para Identificação de Fun-
gos Através de Metabarcoding Aplicada em Amostras Humanas de
Adenocarcinoma Gástrico e Carcinoma Epidermoide de Pênis. [Tese].
São Paulo; Fundação Antônio Prudente; 2022.

O microbioma humano compreende material genético da microbiota de um local

do corpo e tem influência direta ou indireta na manutenção da homeostase. O

distúrbio da microbiota pode estar relacionado ao desenvolvimento de doenças.

A população fúngica ainda é muito pouco estudada no contexto do microbioma.

No presente estudo, foi desenvolvida uma metodologia para identificação de fun-

gos por metabarcoding. A metodologia desenvolvida foi aplicada em amostras

de pacientes portadores de adenocarcinoma gástrico ou carcinoma epidermoide

de pênis. De modo geral, em ambos os tumores foi verificada a redução de

diversidade fúngica conforme a evolução do estadiamento patológico. Também

foram verificados resultados não concordantes ao analisar espécies diferencial-

mente abundantes em dados de sequenciamento da região ITS2 e de WGS nas

amostras de lavado gástrico. Este trabalho reforça a importância em se estudar

os fungos e sua associação com doenças como o câncer e incentiva próximos estu-

dos através do desenvolvimento de uma metodologia específica para o micobioma.

Palavras-chave: Microbioma fúngico, Micobioma, ITS2, Metabarcoding, Ade-

nocarcinoma Gástrico, Carcinoma Epidermoide de Pênis



ABSTRACT

Moda B.S.. [Development of Methodology for Fungi Identification Th-
rough Metabarcoding Applied in Gastric Adenocarcinoma and Penile
Epidermoid Carcinoma of Human Samples]. [Tese]. São Paulo; Fundação
Antonio Prudente; 2022.

The human microbiome comprises genetic material from the microbiota of a body

site and has a direct or indirect influence on the maintenance of homeostasis. The

disturbance of the microbiota may be related to the development of diseases. The

fungal population is still very little studied in the context of the microbiome. In

this study, a methodology was developed to identify fungi by metabarcoding. The

methodology developed was applied to samples from patients with gastric adeno-

carcinoma or squamous cell carcinoma of the penis. In general, in both tumors,

a reduction in fungal diversity was observed according to the evolution of the

pathological staging. Discordant results were also found when analyzing diffe-

rentially abundant species in sequencing data from the ITS2 region and WGS

in gastric lavage samples. This work reinforces the importance of studying fungi

and their association with diseases such as cancer and encourages further studies

through the development of a specific methodology for the mycobiome.

Keywords: Fungi Microbiome, Mycobiome, ITS2, Metabarcoding, Gastric Ade-

nocarcinoma, Penile Epidermoid Carcinoma
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1

1 INTRODUÇÃO

1.1 O ESTUDO DO MICROBIOMA HUMANO

O termo microbioma humano foi definido por Turnbaugh e colaboradores

como o genoma da microbiota que habita o corpo humano (Turnbaugh et al.

2007), que se trata da comunidade de microrganismos comensais, simbióticos e

patogênicos que habitam o corpo humano (Lederberg e McCray 2001) (bacté-

rias, arqueobactérias, fungos, protozoários/parasitas e vírus). O corpo humano

se assemelha a um ecossistema que apresenta, além de suas próprias células que

formam os órgãos e tecidos, bilhões de células de bactérias e outros microrga-

nismos, em menor proporção. Microrganismos habitam praticamente todas as

regiões do corpo humano, incluindo o aparelho gastrointestinal, respiratório, uro-

genital e a pele. Esse ecossistema humano é resultado da coexistência entre a

comunidade microbiana e o corpo humano ao longo da evolução. Acreditou-se

por muitos anos que as células bacterianas excedem as células humanas de um

indivíduo na proporção de 10:1 (Savage 1977), mas estudos recentes propuseram

que, na realidade, esta proporção está mais próxima de 1:1 (Sender et al. 2016).

A microbiota humana vem sendo alvo de estudo desde o século XVII,

quando Antonie van Leeuwenhoek comparou amostras de suas próprias microbi-

otas oral e fecal (Leeuwenhoek ; Dobell 1920). Os métodos de cultivo e isolamento

foram, por muitos anos, o padrão ouro para a identificação e caracterização dos

microrganismos (Grice e Segre 2012). Esta abordagem, ainda em uso, se baseia

em uma análise fenotípica das colônias formadas em placas de cultivo, depen-

dendo das condições necessárias para o crescimento do microrganismo. No en-

tanto, várias evidências foram surgindo, demonstrando que apenas uma pequena

fração da diversidade total microbiana que existe na natureza pode ser cultivada

em laboratório, isso devido a dificuldade em replicar características essenciais do
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ambiente que permitem seu crescimento (Stewart 2012).

A partir do avanço das tecnologias moleculares, novas evidências da exis-

tência de microrganismos não cultiváveis foram observadas. Ao obter sequências

de DNA de amostras ambientais a partir da amplificação por PCR (Reação em

Cadeia da Polimerase), seguido do sequenciamento destas sequências, foi possível

caracterizar marcadores moleculares filogenéticos independentemente da viabi-

lidade do organismo portador do DNA (Amann et al. 1995). Essas análises

revelaram uma enorme diversidade que nunca havia sido verificada através das

técnicas de cultivo. Antes do surgimento dessas ferramentas moleculares só ha-

viam sido descritos 11 filos de bactérias (Woese 1987), e após essa inovação o

número de filos aumentou para cerca de 90, sendo que a grande maioria dos

novos filos não possuía representantes cultivados em laboratório (Woese 1987;

Rappé e Giovannoni 2003; Keller e Zengler 2004; Achtman e Wagner 2008).

Os marcadores moleculares filogenéticos são sequências de DNA compar-

tilhadas entre organismos que possuem tanto regiões altamente conservadas, que

são utilizadas como alvos para amplificação por PCR, como regiões com alta taxa

de mutação, que são utilizadas para diferenciação taxonômica. A ubiquidade de

determinados genes os tornam alvos ideais para estudos filogenéticos e classifi-

cação taxonômica (Woese 1987). Os marcadores mais utilizados para identificar

procariotos são os genes ribossomais do RNA 16S (16S rRNA), que estão presen-

tes com pelo menos uma cópia no genoma dos procariotos (Wang e Qian 2009),

e até mesmo em todos os genomas mitocondriais, que perderam a maior parte

de seus genes ancestrais ao longo da evolução simbiótica (Gray et al. 1999). O

estudo de outros microrganismos utilizam de outras regiões de interesse, como a

região de espaçador interno transcrito (ITS) presente nos fungos, localizada entre

os genes 18S e o 28S rRNAs, também utilizados no estudo do microbioma de

microrganismos eucariontes (Schoch et al. 2012).

Outra técnica desenvolvida para estudar microbiomas é o sequenciamento

total do DNA, também chamado de shotgun, metagenômica, ou WGS (do inglês



3

Whole Genome Sequencing. Ao invés de amplificar via PCR focar em um locus

genômico específico para amplificação, todo o DNA é fragmentado e sequenci-

ado independentemente, sem etapas prévias de amplificação (Sharpton 2014).

Diferente da metodologia de metabarcoding que informam apenas em relação a

classificação taxonômica e na maioria dos casos só alcança o nível de Gênero

(Huttenhower et al. 2012; Claesson et al. 2017), as sequências obtidas no WGS,

além de serem capazes de fornecer a classificação taxonômica de espécie (Seol

et al. 2019; Simon et al. 2019), e em alguns casos até o nível de cepa (Sharp-

ton 2014; Ventolero et al. 2022), também fornecem informações a respeito das

funções biológicas, ao obter sequências codificantes dos microrganismos (Song et

al. 2018). Todos os grupos de microrganismos podem ser estudados ao utilizar

essa metodologia, mas devido ao custo ser mais elevado que a dos marcadores

filogenéticos, ainda não utilizado de forma ampla. Apesar disso, alguns grupos

de microrganismos são preferencialmente estudados utilizando a metagenômica,

como o viroma e o arqueoma (microbioma viral e das arquéias, respectivamente)

(Lecuit e Eloit 2013; Borrel et al. 2020).

A metagenômica trata-se do estudo realizado em larga escala de genomas

provenientes de comunidades complexas, incluindo microrganismos não cultivá-

veis, e tem a capacidade de caracterizar a microbiota e determinar seu possível

papel no ambiente em que está inserido (Riesenfeld et al. 2004), já a análise base-

ada em marcadores filogenéticos, como o gene 16S rRNA também é chamada de

metabarcoding (Taberlet et al. 2012) ou metataxonomia (Marchesi e Ravel 2015).

O desenvolvimento da metagenômica foi um passo essencial para a descoberta

das relações, sejam elas causais ou não, entre o microbioma humano e diversas

doenças, pois estimativas apontam que de 20 a 60% do microbioma humano não

é cultivável (Pei et al. 2004; Zhou et al. 2004). Na última década as pesqui-

sas relacionadas com microbioma e metagenômica cresceram exponencialmente

(Young 2017), isso devido a evolução das técnicas moleculares independentes de

cultivo, e o interesse em descobrir como comunidades complexas de microrganis-
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mos podem influenciar a patogênese de diversas doenças e suas implicações na

prevenção, diagnóstico e tratamento.

Também é importante considerar a metodologia adotada para a investi-

gação do microbioma e o impacto que a mesma pode gerar no resultado final

da análise por sequenciamento de nova geração (NGS). Uma revisão de estudos

voltados para a microbiota bacteriana intestinal identificou a alteração da abun-

dância de diferentes grupos a depender das alterações no protocolo de coleta e

armazenamento das amostras, mas não foi verificada alteração significativa da

diversidade microbiana em relação aos métodos de extração testados (Song et al.

2018). A seleção do tipo de sequenciamento também acarreta em diferentes im-

pactos, como o metabarcoding, que a depender da região de interesse selecionada,

possui informações diferenciadas quanto a especificidade taxonômica (Rintala et

al. 2017). Já para o caso da metagenômica, apesar de não haver seleção de uma

única região de interesse, também existem desafios em sua aplicação. O elevado

custo ainda é uma das principais barreiras para a adoção dessa tecnologia, além

disso, a quantidade de dados geradas é muito superior, o que faz necessário maior

investimento para o armazenamento e análise destes dados (Song et al. 2018).

Outro fator que pode implicar em um viés de interpretação dos resultados

de estudos do microbioma humano é o fato da maioria dos estudos ser baseada no

DNA, que pode não refletir a população residente do determinado local de análise,

já que os protocolos de extração do DNA comumente utilizados não diferenciam

a viabilidade dos microrganismos (Ercolini 2013). Para solucionar essa questão,

outros estudos utilizam de outras técnicas, como o uso da monoazida de propídio

(PMA), composto que não penetra a membrana celular e se liga ao DNA livre,

evitando que DNA de microrganismos mortos sejam mantidos durante a extração

(Nocker et al. 2006; Nguyen et al. 2016; Tantikachornkiat et al. 2016; Li et al.

2017). Também existe a possibilidade de realizar o sequenciamento baseado no

RNA, também chamado de meta-transcritômica (Chandler et al. 2015), que

apesar de mostrar maior eficiência na manutenção dos microrganismos viáveis
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(Li et al. 2017), também apresenta limitações em relação a custo e rendimento

da extração, por ser uma molécula de maior instabilidade (Sheridan et al. 1998;

Bikel et al. 2015; Bashiardes et al. 2016). Ainda assim, o método baseado no

DNA voltado para o metabarcoding é o mais comumente utilizado até o momento,

principalmente devido ao custo e a ampla base de dados já construída, quando

nos referimos ao estudo do microbioma bacteriano (Song et al. 2018).

Além da seleção da metodologia de coleta, extração e tipo do sequencia-

mento, também existem diferentes abordagens em relação ao processamento das

sequências obtidas. Para o metabarcoding, a depender da região e microrganismo

de interesse a ser analisada, existem ferramentas e bancos de dados apropriados

para seu processamento. Existem pipelines open source que contemplam todas

as etapas de processamento e análise das regiões de interesse, como o QIIME2

(Bolyen et al. 2018), Mothur (Schloss et al. 2009) voltados mais para análise da

região 16S, e também o AMPtk (Palmer et al. 2018) desenvolvido para análise

das regiões ITS. A princípio, é realizada uma etapa de controle de qualidade, que

identifica a região de interesse através dos oligonucleotídeos utilizados durante a

etapa de PCR e remoção de sequências com baixa qualidade. Em seguida, é rea-

lizada a etapa de clustering, que se trata da de-replicação das sequências e o uso

de uma metodologia de agrupamento de modo a gerar sequências representativas

considerando uma porcentagem mínima de identidade (comumente delimitado em

97%), conhecidas como operational taxon units (OTUs) (Schloss 2010; Knight et

al. 2018; Chiarello et al. 2022), realizado pelo algoritmo Mothur (Schloss et al.

2009) ou UPARSE (Edgar 2013), por exemplo. Também pode ser utilizada a

metodologia de denoising, que promove a remoção de sequências erroneamente

geradas durante o sequenciamento e distinguem as sequências com variações de

até uma base (Overview. . . ; Jeske e Gallert 2022; Chiarello et al. 2022), no-

meadas como amplicon sequence variants (ASVs). Para essa abordagem, temos

como exemplos os algoritmos DADA2 (Callahan et al. 2016), Deblur (Amir et al.

2017) e UNOISE (Edgar e Flyvbjerg 2015; Edgar 2016b). As duas abordagens
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podem ser realizadas por diferentes algoritmos, mas ambas registram a frequência

de cada sequência representativa ao longo das amostras em uma tabela feature

table. Atualmente o método de denoising tem ganhado destaque devido a sua

maior resolução em diferenciar as sequências, e dessa forma, espera-se maior re-

solução taxonômica (Boers et al. 2019; Chiarello et al. 2022), e também maior

acurácia quanto a medição da diversidade intra-específica (também chamada de

diversidade alfa) em relação a abordagem baseada em OTU, apesar de que a

medição da diversidade inter-específica (diversidade beta) é mais similar entre as

duas metodologias (Nearing et al. 2018; Prodan et al. 2020; Joos et al. 2020;

Moossavi et al. 2020).

Para a classificação taxonômica, a metodologia de metabarcoding utiliza

um algoritmo que realiza a classificação das sequências representativas obtidas

(OTU ou ASV). Existem diversos classificadores, como o RDP (Wang et al. 2007),

UTAX (Edgar ) e SINTAX (Edgar 2016a), CONSTAX (Gdanetz et al. 2017),

entre outros. Além dos classificador é necessário um banco com sequências de

referência contendo a classificação taxonômica. É necessário selecionar o banco

de referência de acordo com a região e microrganismo de interesse. Para a região

16S de bactérias e arquéias temos como exemplo os bancos SILVA (Quast et al.

2012) e Greengenes (McDonald et al. 2012). Já para região para a região 18S de

eucariotos, temos também o banco SILVA e para região ITS de fungos e plantas

temos o banco UNITE (Nilsson et al. 2018). Com a feature table e a classificação

taxonômica é possível realizar análises em relação a diversidade alfa e beta. A

diversidade alfa avalia a diversidade presente dentro de uma amostra, sendo capaz

de quantificar a riqueza de espécies (richness), ou a equitabilidade (evenness),

ou ambas dependendo do índice de diversidade utilizado (Whittaker 1972). A

diversidade Beta, por sua vez, avalia a similaridade entre comunidades de habitats

diferentes em relação à variação das espécies identificadas nelas (Whittaker 1972).

No contexto do microbioma humano, essa medida é utilizada para comparar a

população de microrganismos de diferentes indivíduos. Além disso, sempre é
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de interesse ao pesquisador investigar se existe algum táxon significativamente

diferente em relação a abundância em um grupo de amostras. Para isso é realizada

uma análise de abundância diferencial (AD), e existem diferentes algoritmos para

esse propósito. Um ponto que deve ser levado em consideração para essa análise é

a realização ou não da rarefação das amostras (subsampling ou subamostragem).

Essa etapa de rarefação é utilizada para corrigir a as diferentes coberturas de

sequências entre as amostras (Weiss et al. 2017). Ainda não há um consenso em

relação a melhor prática a ser adotada, mas comparações estão sendo realizadas

entre as abordagens mencionadas (Pollock et al. 2018; Allaband et al. 2019;

Nearing et al. 2022). A rarefação é criticada já que a subamostragem remove

dados do conjunto amostral, reduz poder estatístico e pode introduzir um viés na

análise (Nearing et al. 2022). Algoritmos que utilizam da rarefação são LEfSe,

por exemplo (Segata et al. 2011), e aqueles que não fazem uso dessa abordagem

são ALDEx2 (Fernandes et al. 2014), ANCOM (Mandal et al. 2015), DESeq2

(Love et al. 2014), edgeR (Robinson e Oshlack 2010), metagenomeSeq (Paulson

et al. 2013), entre outros. Em um estudo recente, foram avaliados 14 algoritmos

diferentes para análise de AD em 38 datasets de sequenciamentos da região 16S

e os algoritmos ALDEx2 e ANCOM-II tiveram os resultados mais consistentes

entre os diferentes datasets e com a maior concordância em relação as outras

ferramentas (Nearing et al. 2022).

Apesar da limitação de informação obtida com o sequenciamento do tipo

metabarcoding, foram criadas ferramentas para buscar contornar essa limitação,

como as ferramentas desenvolvidas para predizer as função metabólicas dos mi-

crorganismos identificados a partir do perfil dos marcadores filogenéticos identi-

ficados. Para as sequências 16S de bactérias, foram desenvolvidas ferramentas

como o PICRUST2 (Douglas et al. 2020) e Tax4Fun (Aßhauer et al. 2015). Para

fungos, usualmente a caracterização metabólica só era obtida a partir de WGS,

já que as ferramentas como o PICRUST2 não apresentam um banco relevante de

sequências fúngicas devidamente anotadas (Douglas et al. 2020), mas recente-
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mente foi desenvolvida uma nova ferramenta específica para predição metabólica

em sequências ITS de fungos chamada FunFun, publicada em um artigo recente

ainda não revisto pelos pares (Krivonos et al. 2022).

Todos os fatores mencionados, desde a coleta da amostra até a análise

das sequências geradas, são importantes a serem considerados quando surge o

questionamento em relação a existência de um microbioma comum entre os seres

humanos para uma determinada região do corpo, também chamado de microbi-

oma core (Turnbaugh et al. 2007; Turnbaugh et al. 2009; Sharon et al. 2022).

O estudo de indivíduos saudáveis é importante para a definição deste microbi-

oma core, de modo a ser possível comparar com o microbioma de indivíduos

acometidos por doenças.

1.1.1 Microbioma e Saúde

A microbiota humana é reconhecida por realizar funções essenciais na ma-

nutenção da saúde do hospedeiro, incluindo o metabolismo, desenvolvimento de

tecidos, processo inflamatório e a imunidade (Lee e Mazmanian 2010). Alguns

dos benefícios proporcionados pela nossa microbiota incluem a síntese de certas

vitaminas (como o complexo B e K), a prevenção contra a infecção por patógenos

através da competição direta por superfícies corporais, ou pela imunidade indu-

zida por espécies comensais e seu impacto no desenvolvimento normal do sistema

imune (Gill et al. 2006). Bactérias da pele têm um papel crucial na prevenção

de infecções por espécies patogênicas (Kong e Segre 2012), enquanto bactérias da

boca e do trato gastrointestinal tem um importante papel na fisiologia digestiva,

estando envolvidas na metabolização de carboidratos e proteínas (Macfarlane e

Macfarlane 2012).

Devido a importância que a microbiota apresenta para o hospedeiro é pos-

sível entender que alterações em sua composição podem interferir na homeostase

existente entre os microrganismos e as células do hospedeiro, influenciando no

desenvolvimento de doenças (Turnbaugh et al. 2009; Muegge et al. 2011; Bulga-
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relli et al. 2012; Smith et al. 2013). Entretanto, a distinção entre “microbiota

saudável” e “microbiota doente” não é simples de se definir. Para responder a

essa questão, uma grande iniciativa do Instituto Nacional de Saúde (NIH) foi

realizada, o Projeto Microbioma Humano (Human Microbiome Project) 1, com o

principal objetivo de verificar como mudanças no microbioma humano estariam

associadas com a saúde ou à doenças. Um dos estudos desse projeto demonstrou

a presença, em indivíduos saudáveis, de comunidades bacterianas nicho específi-

cas que apresentam variações entre outros indivíduos e que persistem ao longo

do tempo em cada indivíduo (Huttenhower et al. 2012).

Outras iniciativas buscaram estabelecer relações causais entre doenças e o

microbioma, como foi o caso da relação entre perfis da microbiota oral e doenças

específicas, como a periodontite (Faveri et al. 2008), ou a doença infecciosa pro-

movida por C lostridium difficile que está associada com a perda da diversidade e

função da microbiota gastrointestinal, e que pode ser revertida pela reposição da

microbiota através do transplante de microbiota fecal, (Rao e Young 2015). Tam-

bém foi verificado que doenças inflamatórias intestinais têm maior risco de surgir

quando variações genéticas na maquinaria do hospedeiro interagem com a mi-

crobiota intestinal, alterando-a (sem que ocorra a colonização por um patógeno)

(Hugot et al. 2001; Ogura et al. 2001; Sartor 2008).

Trabalhos recentes começaram a identificar alguns dos mecanismos utili-

zados pela microbiota que podem influenciar o metabolismo energético do hos-

pedeiro (Greiner e Bäckhed 2016; Parséus et al. 2017), e até mesmo alterar a

resposta imune local quando a composição normal da microbiota é alterada, em

casos de rinossinusite provocada pela infecção de Pseudomonas aeruginosa (Cope

et al. 2016). Além disso, verificou-se que a infecção do trato respiratório por rino-

vírus pode alterar a microbiota, e foi sugerido que isso pode levar a um aumento

da sucessibilidade a infecções no resto do trato respiratório, como otite média e

pneumonia (Hofstra et al. 2015).
1 https://hmpdacc.org/

https://hmpdacc.org/
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Como é possível notar, o microbioma apresenta relações com diversas fun-

ções do hospedeiro, podendo influenciar direta ou indiretamente o surgimento

de diversas doenças, sejam elas causadas por agentes infecciosos ou não. Muitos

fatores, como a genética do hospedeiro e características ambientais, influenciam a

composição e mudanças dinâmicas na microbiota humana (Sekirov et al. 2010).

Dessa maneira, torna-se interessante estudar doenças complexas que são influ-

enciadas por fatores genéticos e ambientais, como o câncer, a fim de revelar a

relação entre os microrganismos e o desenvolvimento e a evolução dos tumores.

1.1.2 Microbioma e Câncer

O câncer é uma doença genética e influenciada por fatores ambientais.

Cerca de 20% das neoplasias estão associadas a microrganismos (Parkin 2006;

Martel et al. 2012). A Agência Internacional de Pesquisa em Câncer (IARC)

classificou 10 agentes microbianos (7 vírus, 2 parasitas e 1 bactéria) como car-

cinogênicos ao ser humano. A bactéria Helicobacter pylori, os vírus da hepatite

B e C (HBV, HCV), e o papilomavírus humano (HPV) juntos são responsáveis

por 90% de todos os tipos de câncer gerados por infecções (Martel et al. 2012).

A infecção gástrica por H. pylori (única bactéria classificada como carcinogê-

nica pela IARC), produz diversos fatores de virulência que podem desregular a

proliferação, polaridade e migração celular do hospedeiro.

Apesar de apenas uma bactéria ser classificada como carcinogênica, diver-

sos estudos estão obtendo evidências da contribuição de outros microrganismos

no processo de carcinogênese a partir de outros mecanismos, como o estímulo

de processos inflamatórios. Esse processo geralmente ocorre quando há o rompi-

mento das barreiras existentes entre as células do hospedeiro e os microrganismos,

o que proporciona o estímulo de processos inflamatórios ou imunossupressores,

afetando assim, a manutenção da homeostase (Hooper et al. 2012).

Outra hipótese estudada para estabelecer uma associação entre o micro-

bioma e câncer são as perturbações geradas por mudanças na dieta, inflamações,
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respostas imunes inatas ou infecções, que podem afetar a composição e a ri-

queza microbiana, podendo ter alguma relação com o desenvolvimento do tumor

(Arthur et al. 2012; Costello et al. 2012; Holmes et al. 2012). Em um recente es-

tudo, desenvolvido por pesquisadores da instituição A.C.Camargo Cancer Center

(ACCCC) revelou que o consumo de álcool e tabaco são grandes fatores de risco

para o desenvolvimento de carcinoma de células escamosas bucais, e também têm

um efeito devastador sobre as bactérias encontradas na mucosa oral de indivíduos

saudáveis (Thomas et al. 2014). Outros estudos sugerem que a periodontite, a

má higiene bucal e microrganismos orais estão associados com o surgimento de

câncer das regiões de cabeça e pescoço (Printz 2013; Schmidt et al. 2014; Chi et

al. 2015; Galvão-Moreira e Cruz 2016).

Sendo assim, hoje se reconhece que a microbiota contribui para a carci-

nogênese, seja aumentando ou diminuindo o risco para o hospedeiro, por três

mecanismos: (i) alterando o equilíbrio entre proliferação e morte da célula do

hospedeiro, (ii) atuando no equilíbrio do sistema imunológico, e (iii) influenci-

ando no metabolismo de diversas substâncias, podendo gerar compostos pró ou

antitumorais (Garrett 2015).

1.1.3 O Estudo dos Fungos e o Microbioma

Os fungos estão presentes em todo o nosso ambiente e participam de pro-

cessos naturais e industriais como a produção de antibióticos, pães, queijos e

bebidas alcoólicas; decomposição de detritos naturais, produção de nutrientes no

solo para plantas, entre outros. Do estimado número de 5,1 milhões de diferentes

espécies de fungos no mundo, cerca de 300 causam doenças de modo regular nos

humanos (Taylor et al. 2001; Blackwell 2011). As doenças causadas por essas

espécies vão de infecções superficiais da pele e unhas a infecções invasivas dos

pulmões, sangue e cérebro (Brown et al. 2012).

Apesar da importância de seus representantes, o microbioma fúngico, tam-

bém conhecido por micobioma, é um componente pouco estudado dentro do mi-
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crobioma humano, tendo em vista que os fungos compõe uma pequena porção do

microbioma humano total (≤ 0,1%) (Qin et al. 2010; Huffnagle e Noverr 2013).

Apesar disso, a partir do métodos independentes de cultura utilizando sequenci-

amento de larga escala foi possível iniciar o descobrimento de fungos comensais

presentes no corpo humano e determinar sua relação com a saúde e doenças.

Em uma recente publicação de Nash e colaboradores (2017), foi estudado

o micobioma intestinal de indivíduos saudáveis de um dos trabalhos do Projeto

Microbioma Humano e, com o sequenciamento da região ITS2, foi verificado que,

diferentemente das comunidades bacterianas, as comunidades fúngicas exibiram

alta diversidade tanto inter como intra-individual (Nash et al. 2017). O gênero

mais abundante encontrado nesses indivíduos saudáveis foi Saccharomyces, se-

guido por Malassezia e Candida, evidência corroborada pelo sequenciamento do

gene 18S rRNA e pelas sequências metagenômicas das mesmas amostras (Nash

et al. 2017). Outros estudos buscaram identificar a composição da microbiota

fúngica de outros locais do corpo, como pele, cavidade oral, pulmões e também

a cavidade vaginal (Wu et al. 2015; Bradford e Ravel 2017; Diaz et al. 2017; Jo

et al. 2017; Tipton et al. 2017).

A disbiose da microbiota fúngica, ou seja, qualquer mudança na compo-

sição das comunidades comensais residentes em um determinado ambiente em

relação às composição encontrada em indivíduos saudáveis (Petersen e Round

2014), pode estar associada com doenças, como o caso do aumento da população

de Candida tropicalis observado em pacientes com a doença de Crohn, uma do-

ença inflamatória que afeta todo o trato gastrointestinal (Iliev et al. 2012; Sokol

et al. 2016). Também foi observada a presença de fungos patogênicos oportu-

nistas do gênero Phoma em biópsias de adenomas colorretais, que não estavam

presentes em biópsias de tecido adjacente aos adenomas (Luan et al. 2015). Mais

de 80% dos casos esporádicos de câncer colorretal são induzidos por esse tipo de

adenoma (Jass 2007; Ullman e Itzkowitz 2011). Recentemente a disbiose fúngica

foi associada mais diretamente com o tumores, como foi o caso do estudo que
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identificou um papel ativo de espécies do gênero Malassezia com a progressão do

adenocarcinoma pancreático ductal, que migram do intestino para o pâncreas e

promovem a disbiose do micobioma do pâncreas (Aykut et al. 2019).

Esses estudos reforçam a importância do estudo dos fungos presentes no

micobioma, devido a sua capacidade de estar relacionado com diversos tipos

de doença, incluindo o câncer. Apesar de existirem diversos trabalhos sendo

realizados atualmente, o conhecimento existente sobre o micobioma e sua relação

com doenças ainda é muito limitado, o que incentiva a busca do papel dos fungos

no microbioma humano e sua relação com a saúde humana, permitindo assim,

descobrir possíveis biomarcadores, preditores de prognóstico ou até mesmo novos

tratamentos utilizando a microbiota de indivíduos saudáveis.

Diante da grande diversidade do microbioma humano e de sua possível

associação com várias formas de tumores, a pesquisa do microbioma do câncer

humano apresenta-se como área de pesquisa extremamente relevante e atual.

Embora a associação entre o câncer e bactérias sejam alvo de intensa investigação

(Huttenhower et al. 2012; Garrett 2015; Wang e Jia 2016; Coker et al. 2017), a

relação entre fungos e o câncer ainda é pouco conhecida, sobretudo, em tumores

raros.

1.1.3.1 Tumores de interesse: Câncer Gástrico e Câncer de Pênis

De particular interesse, alguns tumores como o gástrico (adenocarcinoma

gástrico), e o de pênis (carcinoma epidermoide), representam uma oportunidade

de investigação, seja pela maior exposição ao ambiente externo, como também

por se tratarem de serem raros (no caso do câncer de pênis).

Os carcinomas gástricos (CG) representam a sexta forma mais frequente

de câncer e também a quarta maior causa de morte devido a câncer ao redor do

mundo (Sung et al. 2021). No Brasil, o câncer gástrico apresentou uma estimativa

de 21.230 novos casos em 2020, sendo 13.360 homens e 7.870 mulheres, segundo

estimativas do Instituto Nacional do Câncer (INCA). Esse tipo de tumor maligno



14

é o quarto lugar na incidência entre homens e o sexto, entre as mulheres. Cerca

de 65% pacientes diagnosticados com câncer gástrico têm mais de 50 anos, mas

em sua maioria atinge homens na faixa etária de 60-70 (INCA, 2020).

Dentre os tipos tumorais, o adenocarcinoma representa 95% dos casos de

câncer gástrico (Ajani et al. 2017). Estes são divididos entre cardia e não-cardia

de acordo com sua localização no estômago, sendo que a região da cardia é definida

pela região da junção gastroesofágica e a região denominada fundo do estômago

e a região não-cardia trata-se da região inferior a cardia contemplando as regiões

corpo, antro e piloro (Ajani et al. 2017). O adenocarcinoma não-cardia tem

relação com gastrite crônica e inflamação do revestimento do estômago, que pode

ser causada por uma variedade de fatores ambientais (Rawla e Barsouk 2019). Já

a patogênese dos adenocarcinomas do tipo cardia ainda não possui uma definição

clara, apesar de que existem duas etiologias consideradas: i) associação com

doença do refluxo gastroesofágico e ii) associação com a gastrite provocada pela

infecção de H. pylori (Mukaisho et al. 2015).

O adenocarcinoma gástrico também é classificado em relação a sua his-

tologia de acordo com a classificação de Lauren, podendo ser intestinal (bem

diferenciado) ou difuso (pouco diferenciado) (Rawla e Barsouk 2019). O tipo in-

testinal é o tipo mais frequente, com maior incidência pessoas do sexo masculino

mais velhas e apresenta melhor prognóstico que o tipo difuso (Liu et al. 2013),

que tem maior incidência em pessoas mais jovens do sexo feminino (Chon et al.

2017). Apesar disso, no Brasil, estudos relataram uma redução da ocorrência

de tumores do tipo intestinal e um aumento do tipo difuso, predominantemente

em mulheres com menos de 45 anos de idade, mas sem resultar no aumento da

incidência deste tipo tumoral nas populações estudadas (Rampazzo et al. 2012;

Amorim et al. 2014).

O diagnóstico de adenocarcinoma gástrico, é frequentemente tardio, já que

80% dos casos são assintomáticos nas etapas iniciais do câncer (Layke e Lopez

2004). Já nos estágios mais avançados os pacientes podem apresentar os sinto-



15

mas de perda de peso, dor abdominal, náusea e vômitos e úlcera péptica (Layke

e Lopez 2004). O diagnóstico é feito pelo exame de endoscopia alta (EDA) ou

esofagogastroduodenoscopia (Low et al. 1994), e a maioria dos pacientes se en-

contram em estágios avançados da doença ao primeiro diagnóstico (Jemal et al.

2010; Murray et al. 2012) e se não tratado, 63% dos casos evoluem para doença

incurável em cinco anos (Wild et al. 2014). O prognóstico e tratamento para

o quadro de CG é definido pela localização, estadiamento do tumor e número

de linfonodos ressecados e acometidos (Medeiros et al. 2021). Por isso, se faz

essencial aprimorar os métodos de diagnóstico para essa doença. Em um estudo

recente, foi identificada a disbiose do micobioma fúngico da mucosa gástrica tu-

moral quando comparada com a mucosa gástrica normal dos pacientes avaliados,

e identificaram uma maior abundância do gênero Solicoccozyma nas amostras

tumorais (Zhang et al. 2022).

Já o câncer de pênis (CaPe) é uma doença rara em nações desenvolvidas,

correspondendo de 0,4 a 0,6% de todas neoplasias malignas (Ries et al. 2003).

No entanto, nos países em desenvolvimento o CaPe continua sendo um problema

importante de saúde pública (Parkin 2006). No Brasil, dentre as neoplasias ma-

lignas, corresponde a aproximadamente 2% de todos os tumores no homem (Aita

et al. 2015; Barreira1 et al. 2014), podendo alcançar até 10% na região norte

e nordeste (Maia et al. 2022). Os casos variam de 2.9 a 6.8 casos por 100.000

habitantes, sendo um dos países com as maiores incidências para esta doença

(Monteiro et al. 2021), e no ano de 2020 foram registradas 463 mortes no Brasil

(INCA, 2020). Dentre os tipos de CaPe, o carcinoma epidermoide (CE), que tam-

bém pode ser denominado espinocelular ou escamoso, representa 95% dos casos

de câncer peniano (Reis et al. 2010)

A doença do CaPe, assim como CG, é multifatorial e pode apresentar

relação com higiene inadequada, fimose em adultos, tabagismo, muitos parcei-

ros sexuais, HPV, principalmente do tipo 16, e também estuda-se a relação do

vírus de Epstein-Barr (EBV) com a doença (Afonso et al. 2012; Costa et al.
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2013). O HPV já pôde ser detectado em 15% a 71% dos casos de CaPe. Cerca

de 74% dos pacientes com CP tem histórico de fimose e também já foi verificado

que quando a circuncisão ocorre ainda quando recém nascido, a probabilidade de

desenvolvimento da doença é muito baixa (<1%) (Maia et al. 2022). A circun-

cisão permite a higienização adequada diminuindo a infecção por Mycobacterium

smegatis (Costa et al. 2013). A alta mortalidade da doença ocorre devido ao

atraso na procura ao atendimento de saúde, que costuma ocorrer em média, um

ano após o aparecimento dos primeiros sintomas (Pontillo et al. 2011). Indiví-

duos com baixa escolaridade e condição socioeconômica são mais afetados pela

doença, o que também pode justificar o atraso na procura por serviços de saúde

e consequentemente um diagnóstico precoce (Costa et al. 2013).

Em relação ao estudo do microbioma no contexto do CaPe, já foi verificado

que o procedimento de circuncisão promove a redução de bactéria anaeróbicas

pró-inflamatórias no tecido (Price et al. 2010). Um trabalho mais recente, ainda

no formato de preprint comparou o microbioma bacteriano e fúngico de amostras

periuretrais pediátricas e pré e pós-circuncisão e verificaram a redução de ordens

bacterianas (Clostridiales, Bacteroidales, Campylobacterales) e fúngicas (Saccha-

romycetales e Pleosporales) após a circuncisão, que podem estar associadas com

ativação de cascatas pro-inflamatórias (Mishra et al. 2022).

Dessa forma, se faz relevante os estudos voltados para o microbioma fún-

gico, com o intuito de caracterizar essa porção do microbioma humano para

diferentes tecidos em diferentes contexto, no caso do atual projeto no contexto

do câncer, considerando tumores com ocorrência relevante no Brasil, principal-

mente tumores raros como o câncer de pênis, que apesar de raros apresentam

uma elevada incidência no país quando consideramos o contexto mundial.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Desenvolver uma metodologia para identificação de fungos desde a seleção

do oligonucleotídeos até o sequenciamento da região de interesse e aplicar o mé-

todo em amostras humanas de pacientes portadores de adenocarcinoma gástrico

e carcinoma epidermóide de pênis e comparar com amostras de indivíduos sem

tumor ou amostras de tecido normal adjacente ao tumor.

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

∙ Seleção e validação de oligonucleotídeos para amplificação da região ITS2

baseada em investigação in silico de bancos de dados públicos;

∙ Seleção do protocolo de extração de DNA voltado para microrganismos,

com foco nos fungos;

∙ Estabelecimento e otimização da reação de PCR da região ITS2 utilizando

os oligonucleotídeos selecionados;

∙ Desenvolver uma abordagem analítica-computacional para detecção de fun-

gos em dados de sequenciamento baseado em amplicons (região ITS2);

∙ Desenvolver uma abordagem analítica-computacional para detecção de fun-

gos em dados de sequenciamento baseado em DNA total utilizando dados

públicos e aplicar em dados gerados in house;

∙ Padronizar a estratégia de sequenciamento do DNA fúngico baseada em

amplicons;
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∙ Identificar os fungos presentes em dados de sequenciamento genômico total

proveniente de tumores de adenocarcinoma gástrico obtidos do repositório

The Cancer Genome Atlas (TCGA)

∙ Sequenciamento DNA total de um subconjunto das amostras de lavado

gástrico selecionadas para o projeto, com foco na análise da população

fúngica;

∙ Comparar as populações fúngicas provenientes de amostras do tipo tumoral

e normal por meio de análises de diversidade alfa e beta;

∙ Buscar grupos fúngicos diferencialmente abundantes entre amostras tumo-

rais e normais e também entre outros subgrupos presentes no conjunto

amostral.
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3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 CASUÍSTICA

∙ Amostras de Pênis: Ao total foram obtidas 64 amostras de pênis, sendo

27 provenientes do A.C.Camargo Cancer Center (ACCCC), localizado em

São Paulo (SP), e 37 da Fundação Centro de Controle de Oncologia (FCE-

CON), localizada em Manaus (AM). Dessas amostras, 54 apresentavam in-

formações clínicas que poderiam ser utilizadas nas análises posteriores. As

amostras foram coletadas de peças cirúrgicas de pacientes com carcinoma

epidermoide, sendo 46 de tecido tumoral e 8 de tecido normal adjacente ao

tumor, que serão utilizadas como "controle"para as análise do microbioma

fúngico, além de outros tipos histológicos.

∙ Amostras de Lavado Gástrico: As amostras de lavado gástrico (LG)

foram obtidas do projeto temático FAPESP 14/26897-0, que permitiu a

criação de uma grande biblioteca de amostras de lavado gástrico. Foram

selecionadas 150 amostras para o projeto, contendo amostras originárias

de pacientes diagnosticados com adenocarcinoma gástrico, metaplasia in-

testinal, ou gastrite superficial. A seleção das amostras buscou parear as

amostras de acordo com a idade e sexo dos pacientes, em relação ao diag-

nóstico inicial do exame de endoscopia. Como critério de exclusão foram

desconsideradas amostras de pacientes que tivessem feito uso recente de

antibióticos a pelo menos um mês da coleta do exame endoscópico com a

coleta do lavado gástrico.

∙ Amostras de Adenocarcinoma Gástrico do repositório TCGA: De-

vido à pandemia do COVID-19, as atividades presenciais referentes a este

projeto (extração de DNA, quantificação e amplificação da região ITS2,

produção e sequenciamento das bibliotecas de todas as amostras) ficaram
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paralisadas entre o final do mês de Março até o início de Setembro de

2020. Decidimos assim, investir no desenvolvimento da análise de dados

disponíveis na literatura para complementar o projeto proposto. Foram

obtidos do repositório The Cancer Genome Atlas (TCGA Archive) 1, da-

dos de WGS provenientes de pacientes diagnosticados com adenocarcinoma

gástrico (utilizando os termos de busca Disease Type IS Stomach Adeno-

carcinoma AND Program Name IS TCGA ANDProject Id IS TCGA-STAD

AND Data Category IS Raw sequencing data AND Experimental Strategy

IS WGS). Ao total, foi realizado o download de dados provenientes de 111

amostras, sendo 82 provenientes de amostras de tumor, 29 de amostras de

tecido normal adjacente, sendo que dessas, 25 compartilhavam dados dos

dois tipos de materiais.

3.1.1 Seleção in silico de oligonucleotídios de interesse para amplificação

da região genomica dos fungos

Os oligonucleotídeos analisados foram levantados a partir de uma extensa

busca na literatura em bancos de dados voltado para classificação de fungos. O

banco selecionado para servir como referência da classificação das sequências ITS

foi checado em relação a similaridade com os demais bancos analisados utilizando

a ferramenta BLASTn (Altschul et al. 1990; Ye et al. 2006).

Em seguida, os primers levantados na literatura foram alinhados indivi-

dualmente, utilizando o software PrimerProspector (Walters et al. 2011), com o

banco de referência selecionado. Os arquivos gerados pelo software apresentam

informações do alinhamento do oligonucleotídeo em relação a cada sequência

presente no banco de dados, como posição do oligonucleotídeo na sequência alvo,

número de mismatches, gaps, e também um weighted score que leva em conside-

ração todos os scores atribuídos ao alinhamento do oligonucleotídeo atribuindo

diferentes pesos para cada fator (1).
1 https://portal.gdc.cancer.gov/legacy-archive/search/f

https://portal.gdc.cancer.gov/legacy-archive/search/f
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𝑊𝑒𝑖𝑔ℎ𝑡𝑒𝑑𝑆𝑐𝑜𝑟𝑒 = (𝑛𝑜𝑛3′𝑚𝑖𝑠𝑚𝑎𝑡𝑐ℎ𝑒𝑠 × 0.4) + (3′𝑚𝑖𝑠𝑚𝑎𝑡𝑐ℎ𝑒𝑠 × 1)+

(𝑛𝑜𝑛3′𝑔𝑎𝑝𝑠 × 1) + (3′𝑔𝑎𝑝𝑠 × 3)
(1)

Os arquivos gerados foram analisados a partir de um script desenvolvido

na linguagem Perl (Wall et al. 1994) com o objetivo de avaliar todas as combina-

ções de primers possíveis de modo a obter pares de oligonucleotídeos capazes de

alinhar com a maior quantidade possível de sequências de cada banco de dados,

considerando os seguintes fatores: tamanho mínimo do amplicon = 100 pares de

base (pb), tamanho máximo do amplicon = 800 pb, weighted score ≤ 5.0. A

figura 1 contém o fluxograma de todo o processo de seleção dos oligonucleotídeos.

Figura 1 – Fluxograma do método de seleção dos oligonucleotídeos a serem
utilizados para amplificação da região de interesse (Figura gerada com auxílio da
ferramenta https://online.visual-paradigm.com/pt/diagrams/templates/flowchart/).

3.1.2 Validação dos oligonucleotídeos selecionados

Para validar a análise in silico o par de primers selecionado foi testado

para amplificar a região ITS2 de 10 espécies de fungos (Candida albicans, As-

pergillus fumigatus, Fusarium solani, Trichosporon asahii, Candida neoformans,

Histoplasma capsulatum, Rhizopus arrhizus, Paracoccidioides brasiliensis, Spo-

rothrix brasiliensis, e um fungo patogênico da ordem Mucorales pertencente ao

grupo conhecido como "Fungo Negro"causador da doença mucormicose (Rahman

https://online.visual-paradigm.com/pt/diagrams/templates/flowchart/
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et al. 2021), gentilmente cedidas pelo Instituto de Medicina Tropical da Uni-

versidade de São Paulo (IMT-USP). Para definir os parâmetros da reação foram

testadas diferentes condições para a concentração dos oligonucleotídeos, volume

da reação, temperatura de anelamento e número de ciclos.

Os oligonucleotídeos foram validados para as amostras de DNA genômico

isolado de fungos utilizando enzima KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Roche) 1x,

0,2 𝜇M de cada oligonucleotídeo, 1 ng de DNA genômico, e o restante do volume

completado para 15 𝜇L com H2O MiliQ. As amostras foram metidas às seguintes

condições otimizadas: desnaturação inicial a 95°C por 5 min, seguidos de 30 ciclos

de 98°C por 30 s (desnaturação) e 58°C por 30 s (anelamento), e uma extensão

final a 72°C por 5 min.

3.1.3 Seleção dos protocolos de extração de DNA de acordo com o tipo da

amostra

A seleção do protocolo para a extração do DNA das amostras pênis foi

feita a partir da comparação de 3 kits comerciais testados em amostras de fezes

de 2 indivíduos cedidas pelo projeto “MOSAIC Challenge” (https://platform.

mosaicbiome.com/challenges/8). Os kits avaliados foram: DNeasy PowerSoil Kit

(Qiagen), ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit (Zymo Research) e E.Z.N.A.® Uni-

versal Pathogen Kit (Omega). Além destes, avaliamos também os efeitos do

produto MetaPolyzyme (Sigma) (MAC4L) para maior obtenção de DNA e mais

fidedigna representação dos microrganismos da amostra.

O desenho experimental foi organizado da seguinte forma: i) para os kits

Qiagen e Zymo, 250 𝑚𝑢L de cada amostra foram reservados para extração (alí-

quota 1), em seguida 250 𝑚𝑢L foram foram centrifugados (12.000 g por 5 min).

O sobrenadante foi reservado para extração (alíquota 2) e o precipitado foi res-

suspendido em 250 𝑚𝑢L de PBS 1X, incubado a 80°C por 5 min (para inativar

possíveis inibidores enzimáticos), seguida da adição de 5 𝑚𝑢L de MAC4L (prepa-

rado conforme recomendações do fabricante) e azida de sódio a 0,02% (inibição

https://platform.mosaicbiome.com/challenges/8
https://platform.mosaicbiome.com/challenges/8
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de crescimento bacteriano durante a incubação) e novamente incubado a 35°C

overnight (alíquota 3); ii) Para o kit Omega houve uma modificação do desenho

experimental devido a falta de reações disponíveis para realizar todas as varia-

ções de extrações mencionadas. Para esse protocolo foi realizada a extração com

e sem adição da enzima MAC4L apenas da alíquota 1, mas seguindo o mesmo

tratamento utilizado para a alíquota 3.

Para as amostras de lavado gástrico, uma diferente metodologia foi ado-

tada: inicialmente é adicionado 500 𝜇L de tampão de digestão Cell Lysis Solution

(Gentra Puregene Blood kit – Qiagen) e 15 𝜇L de Proteinase K a 20 𝜇g/𝜇L (In-

vitrogen) em 800 𝜇L de lavado gástrico, seguido de incubação a 300 rpm/55∘C

por 18 horas. Após essa etapa, os passos restantes são baseados no que utiliza

fenol-clorofórmio-álcool isoamílico para extração de ácidos nucleicos (Sambrook

et al. 1989).

3.1.4 Otimização da Reação de Amplificação da região ITS2

Para testar a eficiência do protocolo de PCR para região ITS2, foram uti-

lizadas amostras de DNA já extraídas anteriormente, de diferentes materiais e

tumores, sendo estes: lavado gástrico (LG) e biópsia (bx) de pacientes com ade-

nocarcinoma gástrico e swab oral (SW) de pacientes com carcinoma epidermoide

bucal. Diferentes protocolos foram utilizados, conforme abaixo, sendo o último o

que apresentou resultados os melhores dentre os demais avaliados.

∙ KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Roche) 1x, 0,2 𝜇M de cada oligonucleo-

tídeo, 20 ng de DNA extraído, em um volume final de 25 𝜇L; desnaturação

inicial a 95°C por 5 min, seguidos de 30 ciclos de 98°C por 30 s, 58°C por

30 s, seguido de extensão final a 72°C por 5 min;

∙ KAPA2G Robust HotStart ReadyMix (Sigma-Aldrich) 1x, 0,2 𝜇M de cada

oligonucleotídeo, 20 ng de DNA extraído, em um volume final de 25 𝜇L;
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desnaturação inicial a 95°C por 5 min, seguidos de 30 ciclos de 98°C por 30

s, 58°C por 30 s, seguido de extensão final a 72°C por 5 min;

∙ KAPA HiFi HotStart ReadyMix 1x, 0,2 𝜇M de cada oligonucleotídeo, 20 ng

de DNA extraído, DMSO a 5%, em um volume final de 25 𝜇L; desnaturação

inicial a 95°C por 5 min, seguidos de 30 ciclos de 98°C por 30 s e 58°C por

30 s, e uma extensão final a 72°C por 5 min;

∙ KAPA HiFi HotStart ReadyMix 1x, 0,5 𝜇M de cada oligonucleotídeo, 50

ng de DNA extraído, em um volume final de 25 𝜇L; desnaturação inicial a

95°C por 5 min, seguidos de 34 ciclos de 98°C por 30 s e 58°C por 30 s, e

uma extensão final a 72°C por 5 min.

3.1.5 Eletroforese dos Produtos de PCR da Região ITS2

Inicialmente a checagem do resultado da amplificação da região ITS2 foi

feita a partir de 5 𝜇L da reação de PCR submetido a eletroforese em gel de

agarose 2% diluído em tampão TBE 1x corado com fluoróforo (syberSafe, Invi-

trogen®, EUA). Para algumas amostras o volume de amostra utilizado não era

suficiente para visualização utilizando este protocolo, já que houve pouca ou ne-

nhuma amplificação da região de interesse. Por esse motivo, decidimos realizar

a eletroforese em gel de poliacrilamida 4% não denaturante diluído em tampão

TBE 1x utilizando um protocolo de coloração por prata adaptado de Bassam e

Gresshoff (2007), que se mostrou mais sensível que o método anterior.

3.1.6 Sequenciamento da Região ITS2 Amplificada por PCR

O sequenciamento da região ITS2 amplificada por PCR foi realizada em

dois equipamentos diferentes (Ion PGM™ e Ion S5™ - ThermoFisher), sendo

o sequenciamento feito na plataforma Ion PGM para o teste para seleção do

protocolo de extração do DNA e no Ion S5, o sequenciamento das amostras se-

lecionadas para a validação do método desenvolvido. Inicialmente, o produto de
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PCR foi purificado utilizando beads magnéticas (AMPure XP, Beckman Coulter

®). A quantificação da concentração do DNA purificado foi feita por meio de re-

ação fluorimétrica (Qubit 2.0 - ThermoFisher ®). A massa inicial utilizada para

o preparo das bibliotecas de sequenciamento variou de 10-100 ng eluída em 79

𝜇L de 𝐻2𝑂 Nuclease-Free. O preparo seguiu o protocolo de Ion Plus Fragment

Library Kit (Cat. No.4471252) sem a etapa de fragmentação, com a diferencia-

ção apenas do tamanho do fragmento selecionado. A verificação da integridade

das bibliotecas foi realizada no equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent). Para o

sequenciamento na plataforma Ion PGM foi selecionado o tamanho máximo do

fragmento para 400 pb, já para a plataforma Ion S5, foi selecionado o tamanho

máximo do fragmento para 600 pb. Em seguida, a preparação e enriquecimento

das ISPs (Ion Sphere Particles) seguiu o protocolo Ion PGM™ Hi-Q™ View OT2

Kit (utilizando o equipamento Ion Touch™), ou o protocolo Ion 510™ & Ion 520™

& Ion 530™ Kit (utilizando o equipamento Ion Chef™), para o sequenciamento

no Ion PGM e Ion S5, respectivamente. O carregamento do chip de sequencia-

mento com as ISPs enriquecidas foi feito de forma manual para o sequenciamento

na plataforma Ion PGM (Ion Chip 316™), e de forma automatizada (Ion Chef),

para o sequenciamento no Ion S5 (Ion Chip 520™).

3.1.7 Análise Bioinformática do Sequenciamento da Região ITS2

A análise de bioinformática foi realizada através de um pipeline desenvol-

vido durante este projeto 2. Os dados brutos do sequenciamento foram obtidos

no formato FASTQ, sem a remoção dos barcodes que identificam cada amos-

tra. O software AMPtk (Palmer et al. 2018) foi utilizado paras etapas de

identificação das sequências (reconhecimento dos barcodes), seleção de sequên-

cias de 100 a 600 pb com pelo menos um dos oligonucleotídeos utilizados na

reação de PCR. Em seguida, as sequências resultantes deste pré-processamento

são alinhadas com o genoma humano utilizando a ferramenta BWA-MEM (Li

e Durbin 2009), seguida da extração de sequências que não foram alinhadas ao
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genoma do hospedeiro pelo software SAMTools (Li et al. 2009). Antes de re-

alizar a etapa de clusterização das sequências, é necessária a re-conversão dos

dados para o formato FASTQ, o mesmo é realizado através da ferramenta Picard

https://broadinstitute.github.io/picard/. A etapa de clusterização foi realizada

a nível de OTUs com 97% de identidade, ou ASVs, utilizando o software USE-

ARCH (Edgar 2010) (versão 9.2.64) implementado no software AMPtk. Em

seguida, foi realizado um filtro com valor 0.005 (valor padrão do AMPtk) para

reduzir o index-bleed (sequências erroneamente identificadas em outras amostras),

e classificação taxonômica utilizando os bancos de sequências ITS2 customizados

a partir dos primers utilizados na reação de PCR utilizando como referência o

banco de sequências ITS UNITE (versão 8.0) (Nilsson et al. 2018). Para avaliar

a manutenção das amostras na análise, foi utilizada a curva de rarefação (função

ggrare 2), para verificar a saturação do número de ASVs obtidas. Em seguida,

realizamos um filtro de abundância mínima de 0,001%, com o objetivo de reduzir

o número de contaminantes do sequenciamento (Jeske e Gallert 2022), utilizando

o pacote phyloseq (McMurdie e Holmes 2013). Análises posteriores utilizando es-

ses resultados foram realizadas utilizando o pacote phyloseq, tidyverse (Wickham

et al. 2019), dplyr (Wickham et al. 2015), EnvStats (Millard 2013) e ggpubr

(Kassambara 2020), implementados na linguagem R (versão 4.0.2).
2 https://rdrr.io/github/gauravsk/ranacapa/man/ggrare.html

https://broadinstitute.github.io/picard/
https://rdrr.io/github/gauravsk/ranacapa/man/ggrare.html
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Figura 2 – Fluxograma do pipeline de processamento das leituras obtidas
do sequenciamento da região ITS2 (Figura gerada com auxílio da ferramenta
https://online.visual-paradigm.com/pt/diagrams/templates/flowchart/).

3.1.8 Desenvolvimento de um Modelo Matemático para Correção da Dis-

tribuição das Regiões ITS2 Sequenciadas via Metabarcoding

Para o desenvolvimento do modelo, foram utilizados dados de sequencia-

mentos da região ITS2 de amostras controle, ou comunidades mock, compostas

por diferentes espécies fúngicas, obtidas na literatura e também realizado durante

o projeto. As comunidades mock criadas neste projeto utilizaram o DNA genô-

mico isolado de 4 espécies fúngicas cedidas pelo IMT com tamanhos da região

ITS2 variando de 260 a 350 pb aproximadamente, incluindo os oligonucleotí-

deos. As espécies selecionadas foram: Fusarium solani, apresentando a região

https://online.visual-paradigm.com/pt/diagrams/templates/flowchart/


28

ITS2 com cerca de 240 pb (FS), Trichosporon asahii, com cerca de 260 pb (TA),

Cryptococcus neoformans com aproximadamente 280 pb (CN) e Paracoccidioi-

des brasiliensis com aproximadamente 300 pb (PB). Cada amostra foi composta

por 10 ng de DNA genômico isolado, utilizando diferentes massas de cada DNA

fúngico selecionado.

As três comunidades mock criadas receberam diferentes denominações con-

forme a sua composição: Mock Iguais - 2,5 ng de DNA genômico de cada espécie

(25% para cada espécie); Mock Crescente - 1 ng FS, 2 ng TA, 3 ng CN e 4 ng

PB (10, 20, 30 e 40%, respectivamente); Mock Decrescente- 4 ng FS, 3 ng TA,

2 ng CN e 1 ng PB (40, 30, 20 e 10%, respectivamente). Além destas, também foi

utilizado 10 ng de uma comunidade mock comercial (ZymoBIOMICS Microbial

DNA Community Standard) que tem em sua composição o DNA genômico de

2 espécies fúngicas, Saccharomyces cerevisiae e Cryptococcus neoformans (cada

espécie representando 2% do total da comunidade mock). A reação de PCR da

região ITS2, preparação das bibliotecas para sequenciamento, sequenciamento na

plataforma Ion PGM e análise dos dados foram realizados conforme o descrito

nos itens 3.1.4 e 3.1.6.

Para a criação do modelo matemático, utilizamos um script desenvolvido

em Python para obter das sequências ITS2 classificadas pelo pipeline as informa-

ções dos amplicons que podem afetar a reação de amplificação por PCR, como o

tamanho da sequência, porcentagem de bases GC e o número de sequências ho-

mopoliméricas. A metodologia utilizada foi a de análise multivariada conhecida

como Lasso (least absolute shrinkage and selection operator), um método de re-

gressão que emprega regularização e seleção de variáveis para melhorar a precisão

e a interpretabilidade do modelo obtido (Kukreja et al. 2006). O algoritmo foi

alimentado com dados de contagem total de sequências nas amostras, contagem

de sequências correspondentes a cada OTU, tamanho do amplicon, conteúdo GC

e contagens de homopolímeros de 5, 6 ou 8 pb (todos em log2), e buscou estimar

através de uma regressão linear, as frequências relativas dos OTUs nas amostras
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sequenciadas.

3.1.9 Sequenciamento e Análise do DNA total

Foi realizado o sequenciamento do DNA total de todas as amostras de

pênis (64) e de 90 amostras de lavado gástrico, das 150 selecionadas para o pro-

jeto. A partir de 100 ng de DNA de cada amostra realizamos a preparação das

bibliotecas de sequenciamento, utilizando o protocolo Nextera DNA FlexLibrary

Prep (Illumina) e o sequenciamento foi realizado na plataforma Illumina NextSeq

550, 2x 150 pb.

Inicialmente, para a análise dos dados obtidos do repositório TCGA, foi

desenvolvido um pipeline utilizando o software Kraken2 (Wood et al. 2019) para

anotação taxonômica das sequências obtidas. Inicialmente, as sequências hu-

manas foram removidas dos arquivos BAMs (Binary Alignment Map utilizando

o software SAMTOOLS (flag=5) (Li et al. 2009). As sequências restantes fo-

ram submetidas a classificação taxonômica pelo software Kraken2 utilizando os

parâmetros –minimum-base-quality=10, –confidence=0.1, e o banco baseado no

repositório Nucleotide (nt) (download realizado dia 10/11/2020). A análise da ta-

bela de frequências obtida do software Kraken2 contendo o número de frequências

por táxon classificado (considerando diferentes níveis taxonômicos) foi realizada

utilizando os pacotes implementados em R tidyverse, dplyr, ggpubr, EnvStats,

jbebgler/tidyheatmap 3. Para análise diferencial dos táxons anotados foi utilizado

o pacote DESeq2 (Love et al. 2014), também implementado em R.

Também foi desenvolvido um segundo pipeline, utilizado para o proces-

samento dos dados obtidos do sequenciamento de DNA total das amostras de

lavado gástrico e de pênis, que compreende a mesma lógica, mas utiliza dife-

rentes ferramentas para realizar o processamento das sequências 3. Este pipe-

line foi utilizado em outro projeto em vigência do laboratório, que tem como

alvo principal a análise da população bacteriana das amostras, mas é possível
3 https://github.com/jbengler/tidyheatmap

https://github.com/jbengler/tidyheatmap
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utilizar os dados processados para a análise da população fúngica. Os arqui-

vos FASTQ gerados no sequenciamento tem as sequências do hospedeiro re-

movidas através do software KneadData 4 tendo o genoma humano como re-

ferência (GRCh37 - hg19), seguida da classificação taxonômica das sequências

remanescentes pelo software Kraken2 (Wood et al. 2019), com seus parâme-

tros padrões utilizando o banco PlusPF (download realizado em 17/05/2021),

contendo o genoma humano, de arquéas, bactérias, vírus, protozoários e fun-

gos (https://benlangmead.github.io/aws-indexes/k2). Em seguida, a tabela de

frequência gerada é normalizada utilizando o software Bracken, método estatístico

que computa a abundância dos indivíduos de um determinado nível taxonômico

anotados em uma amostra (Lu et al. 2017).
4 http://huttenhower.sph.harvard.edu/kneaddata

http://huttenhower.sph.harvard.edu/kneaddata
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(Figura gerada com auxílio da ferramenta
https://online.visual-paradigm.com/pt/diagrams/templates/flowchart/).

Figura 3 – Fluxograma do pipeline de processamento das reads obtidas no
sequenciamento WGS. As leitura obtidas são submetidas a uma série de etapas
de processamento para gerar os dados que contém as informações taxonômicas do
microbioma. Este pipeline foi aplicado nas as sequências obtidas do sequenciamento
do DNA total das amostras do TCGA e das amostras sequenciadas no projeto

3.1.10 Análises Estatísticas

Para análise dos dados metagenômicos utilizamos o pacote phyloseq no pro-

grama RStudio (versão 1.1.453; RStudio: Integrated Development for R. RStudio,

Inc., Boston, MA, EUA), utilizando a linguagem R (versão 4.2.0). Assumindo

a não-normalidade da amostra foi utilizado o teste U de Mann-Whitney para

avaliar a existência de diferenças estatisticamente significativas entre os grupos

testados, e a diversidade alfa (Observed, Shannon e Simpson). E em relação à

diversidade beta (índice de Bray-Curtis e distâncias unweighted e weighted Uni-

frac), foi usado o teste multivariado Analysis of Similarities (ANOSIM) (Clarke

https://online.visual-paradigm.com/pt/diagrams/templates/flowchart/
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1993). Para análise de abundância diferencial utilizamos a metodologia Analy-

sis of Compositions of Microbiomes with Bias Correction (ANCOM-BC) (Lin e

Peddada 2020) e para a análise de correlação entre os microrganismos avaliados,

utilizamos a metodologia Sparse Estimation of Correlations among Microbiomes

(SECOM), capaz de detectar relações lineares e não lineares entre dois táxons

dentro de uma amostra ou entre diferentes amostras.
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 SELEÇÃO DOS OLIGONUCLEOTÍDEOS PARA AMPLIFICA-

ÇÃO DA REGIÃO ITS2 EM FUNGOS

Ao todo foram levantados 115 oligonucleotídeos (Apêndice B) e 9 bancos

de sequências ITS contendo diferentes composições quanto a região (Tabela 1).

A tabela 2 apresenta o resultado do alinhamento feito pelo software BLASTn

das sequências presentes no banco UNITE contra as sequências presentes nos

demais bancos levantados. Com exceção dos bancos Findley-ITS (Findley et

al. 2013), SIS (Usyk et al. 2017), SILVA-18S (Quast et al. 2012) e RDP-

28S (Cole et al. 2013) onde o banco UNITE apresenta similaridade de 58.1%,

29.7%, 12% e 2,9% respectivamente, foi possível observar que o banco UNITE

contém a grande maioria das sequências presentes nos outros bancos e por essa

razão foi selecionado como banco de referência para as demais análises (Tabela

2). É importante ressaltar que a baixa similaridade entre os banco SILVA-18S

e RDP-28S está no fato dos bancos mencionados serem compostos pelas regiões

conservadas adjacentes à região ITS.

Tabela 1 – Bancos de sequências utilizados para classificação taxonômica de fungos

Banco de dados Versão Data de Acesso Sequências Referência
Findley - 08/2018 23456 (Findley et al. 2013)

NCBI-ITS - 08/2018 9166 (Schoch et al. 2014)
ntF-ITS1 - 08/2018 13949 (Motooka et al. 2017)
RDP-28S Release 11 08/2018 14725 (Cole et al. 2013)

SILVA-18S v.132 08/2018 55145 (Quast et al. 2012)
SIS - 08/2018 5789 (Usyk et al. 2017)

THF v1.6.1 08/2018 3982 (Tang et al. 2015)
UNITE v.8.0 02/2019 71042 (Nilsson et al. 2018)
Warcup v.2 08/2018 17878 (Deshpande et al. 2016)



34

Tabela 2 – Similaridade entre o banco UNITE (v.8.0) e os demais bancos de sequências
para classificação taxonômica de fungos. Foi utilizado o software BLASTn para realizar
o alinhamento das sequências do banco UNITE contra as sequências dos demais bancos
avaliados.

Banco de dados Sequências (totais) Alinhadas - UNITE % de Similaridade
Findley 23456 13631 58.1

NCBI-ITS 9166 8136 88.8
ntF-ITS1 13949 11547 82.8
RDP-28S 14725 1763 12.0

SILVA-18S 55145 1586 2.9
SIS 5789 1717 29.7

THF 3982 3433 86.2
Warcup 17878 17516 98.0

Após a seleção do banco UNITE os 115 primers levantados da literatura

foram alinhados individualmente com todas as sequências fúngicas contidas no

banco (versão 8.0) utilizando o software PrimerProspector. A partir dos arquivos

de alinhamento gerados pelo software foi realizada uma comparação generalizada

com o objetivo obter pares de oligonucleotídeos capazes de alinhar com a maior

quantidade possível de sequências presentes no banco de referência, respeitando

os seguintes fatores: tamanho do amplicon variando de 100 a 800 pb e score de

alinhamento (weighted score) ≤ 5.0 (detalhes descritos no item 3.1.1).

Dentre os 10 melhores pares de primers, se encontrava o par 5.8Sf_khot e

28S-1r (Tabela 3), desenvolvido com mínima homologia ao gene rRNA humano e

capaz de gerar amplicons com grande informação filogenética (Khot et al. 2009).

Por não haver uma grande diferença de sequências recuperadas entre esse par de

primers (46151 de 71042 sequências) e aquele que recuperou a o maior número de

sequências (46531 de 71042 sequências), e também pelo alinhamento dos primers

junto ao banco UNITE não apresentarem grande quantidades de mismatches e

gaps, principalmente na região 3’ do primer (Figura 2), optamos por selecionar

o par de oligonucleotídeos 5.8Sf_khot (5’-GTGAATCATCGARTCTTTGAAC-

3’)/28S-1r (5’-TATGCTTAAGTTCAGCGGGTA-3’) que tem como alvo a região

ITS2.

Também foi investigada a diversidade taxonômica dos possíveis fungos a
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serem amplificados pelos primers selecionados. Ao menos 50% de todos os filos do

reino Fungi presentes no banco UNITE (versão 8.0) foram recuperados (Tabela

4). Além disso, verificamos a variação dos tamanhos dos possíveis amplicons,

tendo em vista que a região ITS, diferentemente do gene 16S rRNA dos procari-

otos, apresenta uma alta variabilidade no tamanho em pb (Palmer et al. 2018).

A Figura 4 apresenta a variação da região ITS2 recuperada pelos primers sele-

cionados dos filos com maior número de sequências (Ascomycota, Basidiomycota

e Glomeromycota). As sequências recuperadas do filo Ascomycota apresentam

menor tamanho em relação aos demais filos. Essa característica de variabilidade

do tamanho da região ITS2 afeta diretamente a reação de PCR e também o se-

quenciamento, de modo que as menores regiões são mais amplificadas do que as

regiões maiores, o que se torna um viés na análise da abundância das espécies

encontradas nas amostras após o sequenciamento (Filippis et al. 2017).

Tabela 3 – Lista dos dez pares de oligonucleotídeos mais abrangentes em relação ao
banco UNITE

Primer F Primer R Sequências Recuperadas % banco UNITE
ITS3KYO2f 28S-1r 46531 65.5

ITS3f 28S-1r 46500 65.5
ITS3KYO1f 28S-1r 46491 65.4

58A2f 28S-1r 46477 65.4
ITS3mix15f 28S-1r 46475 65.4

ITS3Rf 28S-1r 46370 65.3
fITS7f 28S-1r 46360 65.3
58A1f 28S-1r 46344 65.2
5.8SRf 28S-1r 46303 65.2

5.8Sf_khot 28S-1r 46151 65.0
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Tabela 4 – Porcentagem de sequências recuperadas do banco UNITE (v.8.0) pelo par
de primers 5.8Sf_khot/28S-1r em relação ao nível taxonômico (Reino e Filo, represen-
tados por "k"e "p", respectivamente.

Nível Taxonômico Sequências Amplificadas Sequências Totais %
k__Fungi 46151 71042 65.0

p__Ascomycota 23888 37077 64.4
p__Basidiomycota 16576 26048 63.6

p__unidentified 2983 4395 67.9
p__Glomeromycota 1510 1750 86.3
p__Mucoromycota 278 518 53.7

p__Chytridiomycota 259 391 66.2
p__Rozellomycota 228 251 90.8

p__Mortierellomycota 191 297 64.3
p__Neocallimastigomycota 49 75 65.3

p__Kickxellomycota 45 50 90.0
p__Zoopagomycota 30 32 93.8

p__Blastocladiomycota 29 39 74.4
p__Olpidiomycota 16 20 80.0

p__Monoblepharomycota 15 23 65.2
p__Basidiobolomycota 15 24 62.5
p__Entorrhizomycota 13 13 100.0

p__Entomophthoromycota 11 19 57.9
p__Aphelidiomycota 6 6 100.0

p__GS01 5 7 71.4
p__Calcarisporiellomycota 4 6 66.7
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Figura 4 – Variabilidade do tamanho dos amplicons (bp) recuperados pelo
par de primers selecionados.Resultado in silico da distribuição em pares de base
dos amplicons gerados pelo par de primers 5.8Sf_khot/28S-1r em relação aos filos do
Reino Fungi presentes no banco UNITE (v.8.0). Os valores acima de cada nome de filo
representam o número de sequências recuperadas pelo par de primers escolhido.

Em seguida, o par de primers foi encomendado para síntese (IDT) e va-

lidado a partir da amplificação da região ITS2 dos DNAs genômicos isolados de

fungos de interesse clínico cedidos pelo IMT-USP, utilizando as condições iniciais

de PCR descritas no item 3.1.2. É possível observar que todos os DNAs genô-

micos foram amplificados e também a variabilidade da região ITS2 (Figura 5),

verificada pela análise in silico e corroborada pelos achados na literatura citado

anteriormente.
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Figura 5 – Eletroforese das reações de PCR utilizando o par de primers
5.8Sf_khot/28S-1R. Amplificação da região ITS2 de 10 espécies fúngicas provenien-
tes de DNAs genômicos isolados cedidos pelo IMT-USP.

4.1.1 Seleção do protocolo de extração de DNA

Tendo selecionado e validado os primers, a próxima etapa foi a seleção do

protocolo de extração de DNA das amostras. Este passo é de particular impor-

tância principalmente para o estudo de fungos onde a parede celular de certas

espécies pode apresentar resistência à lise, o que ocasionaria uma representa-

ção alterada das mesmas. Devido aos diferentes tipos de material de origem das

amostras (lavado gástrico e tecido peniano) foram utilizados protocolos diferentes

para cada tipo de amostra.

Outros estudos realizados na instituição relacionados ao microbioma gás-

trico (mais especificamente o microbioma bacteriano) já haviam estabelecido um

protocolo de extração de DNA total eficiente para esse tipo de material. Como

descrito no item 3.1.3, este protocolo não apresenta uma etapa de lise mecânica,

mas se mostrou eficaz para extração do DNA fúngico presente nesse tipo de ma-

terial, resultado verificado em um artigo publicado pelo grupo durante o período

do projeto (Albuquerque et al. 2022), em que o material fúngico e bacteriano

foram quantificados por PCR quantitativo (qPCR). Acreditamos que este proto-

colo relativamente simples foi bem sucedido devido ao material ser naturalmente
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exposto ao pH ácido do estômago, que pode ter contribuído com o rompimento

das estruturas celulares fúngicas.

No caso das amostras de pênis o protocolo de extração utilizado foi di-

ferente, tendo em vista a diferença do material. Pela dificuldade em se obter

amostras (optamos por selecionar o protocolo de extração a partir da extração

de DNA de amostras de fezes, um tipo de amostra com grande riqueza de mi-

crorganismos e que em geral apresenta maiores dificuldades durante a etapa de

amplificação do DNA, devido à presença de inibidores da DNA polimerase usada

durante a PCR (Bourgeois et al. 2019). As amostras de fezes foram cedidas pelo

projeto “MOSAIC Challenge”. Este experimento teve como intuito comparar os

protocolos em diferentes quesitos:

∙ Rendimento do protocolo

∙ Sequenciamento ITS2: Diversidade fúngica recuperada (inter e intra-amostral)

∙ Sequenciamento WGS: Abundância geral observada

4.1.2 Rendimento dos protocolos testados

Foram testados três kits comerciais usados para extração de DNA de di-

ferentes microrganismos (bactérias, protozoários, fungos, vírus, entre outros),

sendo eles: Qiagen, Zymo e Omega, na presença ou ausência do complexo en-

zimático MAC4L, complexo de seis enzimas com a função de potencializar a

etapa de lise celular dos microrganismos, para maior obtenção de DNA e mais

fidedigna representação dos microrganismos da amostra (protocolo detalhado no

item 3.1.3).Verificamos que, ao contrário do esperado, a adição do mistura de

enzimas MAC4L resultou em redução da eficiência da extração de DNA para to-

dos os protocolos comerciais utilizados, principalmente para o protocolo Qiagen,

considerando a concentração de DNA extraído e que protocolo da marca Zymo

apresentou a menor eficiência dentre os protocolos testados, enquanto os Omega
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e Qiagen tiveram rendimento acima de 50 ng/𝜇L para as duas amostras (Figura

6.

Em seguida, a região ITS2 foi amplificada, utilizando os primers seleciona-

dos (5.8Sf_khot/28S-1r) e as condições de PCR estabelecidas durante a validação

(3.1.2). Foi possível observar que apenas as amostras submetidas ao protocolo

Omega com adição da mistura enzimática MAC4L apresentaram um padrão di-

ferente de amplificação em relação aos outros protocolos (Figura ??), mais um

indício de algum fator neste protocolo que prejudicou a extração.

Figura 6 – Eficiência de diferentes protocolos de extração de DNA de mate-
rial fecal provenientes de dois indivíduos do projeto “MOSAIC Challenge”.
A eficiência dos diferentes protocolos de extração utilizados foi avaliada através da
quantificação da concentração de DNA medido em ng/𝜇L pelo fluorômetro Qubit 2.0
(Invitrogen). As amostras estão divididas por amostra de fezes utilizada (1 e 2), por
marca de protocolo utilizado (Omega, Qiagen ou Zymo), e também pela ausência ou
presença do complexo enzimático MAC4L (ausência: vermelho, presença: azul).

4.1.3 Sequenciamento ITS2: Diversidade fúngica recuperada (inter e intra-

amostral)

O preparo das bibliotecas, sequenciamento e análise foram realizados de

acordo com o item 3.1.6, para a plataforma Ion-PGM. Inicialmente, foi possí-

vel verificar que as amostras sequenciadas alcançaram um nível de saturação de

OTUs com uma quantidade baixa de reads (aproximadamente 2500 reads) (Fi-
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gura 8). É visível que, mesmo em amostras cujo processamento pelo software

AMPtk mantiveram um número menor que 5000 reads, o nível de saturação foi

alcançado e por isso as mesmas não foram excluídas da análise. Esse resultado

está de acordo com valores reportados por estudos anteriores e com o fato de exis-

tir uma menor riqueza de fungos no microbioma humano, não sendo necessária

uma grande profundidade de sequenciamento para se ter uma visão abrangente

do microbioma fúngico (Nash et al. 2017; Aykut et al. 2019).

Ao comparar a diversidade intra-individual (diversidade alfa) aos níveis de

OTU e gênero, não foi verificada uma diferença significativa tanto para os dife-

rentes protocolos testados (Figura 9), como para presença ou ausência de MAC4L

(Figura 10). Já a comparação da diversidade interindividual (diversidade beta),

mostrou que a o perfil da população fúngica, a nível de gênero, é semelhante

entre as amostras extraídas com diferentes protocolos, com exceção das amos-

tras extraídas com o kit Omega na presença de MAC4L (Figura 11). Estas se

mostraram mais semelhantes ao controle negativo do que as demais amostra, ao

verificar o resultado da Análise de Coordenada Principal (PCoA) das métricas

de Bray-Curtis, que se baseia na frequência de cada OTU, e Weighted Unifrac,

que utiliza a distância filogenética entre as sequências considerando frequência de

cada OTU .

Estes resultados indicam que qualquer um dos três protocolos testados,

juntamente com o uso dos oligonucleotídeos selecionados neste trabalho, foi capaz

de produzir uma diversidade semelhante de fungos, com exceção da combinação

do protocolo Omega com o complexo enzimático MAC4L. Também houveram in-

dícios de que o uso da mistura enzimática MAC4L não proporcionou um aumento

da diversidade intra-individual (diversidade alfa).

4.1.4 Sequenciamento WGS: Abundância geral observada

Para concluir a comparação entre os protocolos testados, foi realizado o

sequenciamento genômico total a partir do DNA total extraído das amostras
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Figura 7 – Amplificação da região ITS2 de amostras de DNA extraídas de material
fecal provenientes de dois indivíduos do projeto “MOSAIC Challenge”. A nomenclatura
das amostras está de acordo com a amostra de origem (F1 ou F2) e com o protocolo de extração
utilizado (Qiagen - Q, Zymo - Z, ou Omega - O) na presença ou ausência de MAC4L (M).
Os controles positivos utilizados foram a comunidade microbiana ZymoBIOMICS Microbial
DNA Community Standard (Mock-Bacteria + Fungi) e o DNA genômico isolado de Candida
neoformans e Candida neoformans cedido pelo Instituto de Medicina Tropical (USP). Como
controle negativo, além das reações utilizando H2O MiliQ como template, também foi utilizada
uma comunidade bacteriana, também cedida pelo “MOSAIC Challenge”. A eletroforese foi
realizada em gel de agarose 2% preparado em TBE 1x.

extraídas pelos protocolos Omega e Qiagen, com e sem a adição de MAC4L,

seguindo as etapas de preparo e análise descritas no item 3.1.9. As amostras

de DNA extraídas com o protocolo Zymo foram excluídas dessa análise, já que

não apresentaram diferenças quanto a diversidade fúngica e por apresentar baixo

rendimento de DNA, quando comparado com os demais protocolos (Figura 6).

Com o sequenciamento total do material genético, é possível ter uma visão mais

abrangente do microbioma presente na amostra, tendo informações não só de

bactérias, como fungos, vírus e arqueobactérias.
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Figura 8 – Curvas de rarefação de OTUs observadas dos amplicons gerados
a partir de amostras fecais extraídas por diferentes protocolos. As curvas de
rarefação indicam o número de OTUs totais observadas de acordo com o número de
reads presentes nas amostras, separadas de acordo com a amostra de origem, protocolo
de extração de DNA utilizado e ausência ou presença da mistura enzimática MAC4L.
É possível verificar que todas as amostras alcançam um nível de saturação de OTUs a
partir de 2500 reads.

Na tabela 5 é possível verificar a predominância do reino Bacteria em to-

das as amostras, resultado verificado em outros estudos para amostras de fezes

(Breitbart et al. 2003; Sender et al. 2016; Nash et al. 2017). Os demais grupos

identificados se encontram todos com abundância inferiores a 10%, sendo que

para o grupo dos fungos todas as amostras apresentaram valores inferiores a 1%,

valores também observados em outros estudos investigando fezes humanas (Huff-

nagle e Noverr 2013; Nash et al. 2017). Apesar dos valores de frequência relativa

entre as amostras serem semelhantes, isso não significa que o perfil microbiano

detectado nas amostras são semelhantes, tendo em vista a situação observada

com as amostras extraídas com o protocolo Omega com adição de MAC4L para

o marcador ITS2 (Figura 11. Este experimento reforça o resultado anterior que

os protocolos Omega e Qiagen produzem resultados semelhantes e satisfatórios.

Logo, como não há evidências de uma diferença significativa entre os dois pro-

tocolos mencionados, o protocolo selecionado para ser utilizado na extração de
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Figura 9 – Comparação da diversidade fúngica entre os protocolos, na pre-
sença ou ausência de MAC4L. acima: Comparação da diversidade alfa para o nível
de OTU; abaixo: Comparação da diversidade alfa para o nível de Gênero. Para essa
análise as amostras foram agrupadas de acordo com os protocolos de extração utiliza-
dos, diferenciando-as de acordo com o uso ou não da enzima MAC4L. Foi realizado o
teste estatístico não paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney para testar se havia dife-
rença significativa entre os protocolos tanto na ausência, como na presença de MAC4L.
Os gráficos foram gerados utilizando o pacote phyloseq implementado na linguagem R.
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Figura 10 – Comparação da diversidade fúngica entre presença e ausência de
MAC4L para cada protocolo de extração. acima. Comparação da diversidade
alfa para o nível de OTU; abaixo. Comparação da diversidade alfa para o nível de
Gênero. Para essa análise as amostras foram agrupadas de acordo com os protocolos
de extração utilizados, diferenciando-as de acordo com o uso de MAC4L (presença
em vermelho, ausência em azul). Foi realizado o teste estatístico não paramétrico de
Wilcoxon-Mann-Whitney para testar a diferença entre os protocolos. Os gráficos foram
gerados utilizando o pacote phyloseq implementado na linguagem R.
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Figura 11 – Perfil da população fúngica presente entre as amostras fecais
extraídas por diferentes protocolos. A diversidade interindividual (diversidade
beta) foi analisada utilizando o pacote phyloseq, implementado na linguagem R. Para
análise foram utilizados três índices de medição da diversidade: Bray-Curtis, Weighted
e Unweighted Unifrac. As diferentes amostras estão nomeadas de acordo com a origem
da amostra e do protocolo de extração utilizado, na ausência ou presença da enzima
MAC4L. Em azul temos a amostra 1, em vermelho, a amostra 2 e em verde, o controle
negativo (NTC).

DNA das amostras de pênis foi o Omega sem adição de MAC4L, considerando

que o mesmo apresentou um bom rendimento de DNA (em ng/𝜇L) e tinha o

melhor custo-benefício na época em que foram realizados os testes.

Tabela 5 – Abundância relativa das reads geradas a partir do sequenciamento genô-
mico total das amostras de fezes.

Amostra % Archaea % Bacteria % Eukaryota % Fungi % Virus
F1-Qiagen 0.056 96.107 3.397 0.328 0.44
F1-Omega 0.86 94.226 4.415 0.437 0.499

F1-Qiagen-MAC4L 0.101 94.153 5.353 0.535 0.393
F1-Omega-MAC4L 0.059 95.921 3.562 0.347 0.458

F2-Qiagen 0.965 93.381 5.414 0.455 0.239
F2-Omega 1.684 93.371 4.683 0.454 0.262

F2-Qiagen-MAC4L 3.407 90.919 5.462 0.520 0.213
F2-Omega-MAC4L 1.791 92.582 5.39 0.467 0.237
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4.1.5 Influência da variabilidade da região ITS2 no sequenciamento

4.1.5.1 Preparo das comunidades Mock e PCR da região ITS2

Durante a etapa de seleção in silico dos oligonucleotídeos verificamos uma

alta variabilidade da região ITS em fungos em relação ao comprimento em pares

de bases (Figura 4, que foi confirmada durante a validação dos primers e também

durante a seleção do protocolo de extração de DNA (Figuras 5 e 7, respectiva-

mente). Para melhor compreender essa questão, buscamos mais informações na

literatura sobre a região ITS e suas particularidades, de modo compreender como

essa variabilidade poderia impactar os resultados do sequenciamento.

Trabalhos prévios discutem essa característica da região ITS como um dos

maiores desafios para estimar a abundância dos fungos identificados por meio

de sequenciamento de amplicons (Palmer et al. 2018). Regiões menores tendem

a ser favorecidas em reações de PCR, o que acaba distorcendo a quantidade

real de indivíduos presentes em uma amostra (Filippis et al. 2017; Palmer et

al. 2018). Para investigar essa questão realizamos o sequenciamento da região

ITS2, amplificada por PCR, de 3 comunidades fúngicas preparadas com diferentes

concentrações de 4 DNAs genômicos fúngicos cedidos pelo IMT-USP possuindo

diferentes tamanhos da região ITS2 (descrição completa das comunidades mocks

no item 3.1.8).

Pela intensidade das bandas obtidas na reação de PCR, é possível notar a

que a amplificação não ocorre de maneira homogênea, mesmo quando utilizamos

a mesma massa de DNA genômico (Mock 1 - Figura 12). Também é possível

observar que, em todas as amostras Mock preparadas (Mock 1, 2 e 3), a região

ITS2 de maior tamanho sempre teve menor intensidade de banda, mesmo quando

possuía maior concentração que os demais isolados fúngicos (Mock 2). A exceção

para essa amplificação favorecida às menores regiões ocorreu apenas na amostra

comercial, que possuía a mesma concentração para os dois genomas fúngicos e

a banda de maior comprimento (cerca de 350 pb) apresentou maior intensidade
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do que a outra. Este último resultado revela a importância da análise de outras

características das sequências que afetam a reação de PCR, como a porcentagem

de bases GC na região de interesse. Uma região rica em GC apresenta formação

de estruturas secundárias mais resistentes a desnaturação e prejudicam o anela-

mento do primer (Frey et al. 2008). Neste caso, a banda de maior comprimento

corresponde a espécie S. cerevisiae, contendo cerca de 40% de GC na região de

ITS2 e a espécie C.neoformans contendo cerca 60% de GC.
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Figura 12 – Amplificação das regiões ITS2 presentes nas comunidades
mocks. Mock 1, 2 e 3 correspondem as amostras Mock Iguais, Crescente e Decrescente,
respectivamente (descrição detalhada no item 3.1.8); Zymo std - comunidade micro-
biana ZymoBIOMICS Microbial DNA Community Standard, contendo duas espécies
fúngicas: Saccharomyces cerevisiae e Cryptococcus neoformans. Ctrl - H2O MiliQ.

4.1.5.2 Sequenciamento e análise das amostras mock

O preparo das bibliotecas para o sequenciamento foi feito de acordo com o

protocolo descrito no item 3.1.6, para a plataforma ION PGM. O mesmo padrão

de amplificação dos diferentes fragmentos se manteve para as comunidades mock

criadas para esse experimento (Figura 13). Os quatro fragmentos de interesse

apresentaram um tamanho maior do que o esperado devido ao acréscimo dos

adaptadores utilizados na construção das bibliotecas. O processamento e classifi-
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cação taxonômica das sequências obtidas após o sequenciamento foram realizados

utilizando o software AMPtk, seguindo o pipeline descrito no item 3.1.6.

Figura 13 – Eletroferograma das bibliotecas produzidas da região ITS2 am-
plificada por PCR das amostras Mock fúngicas. acima à esquerda Mock
Iguais - 2,5 ng de DNA genômico de cada espécie; acima à direita Mock Crescente
- 1 ng F.solani, 2 ng T.asahii, 3 ng C.neoformans e 4 ng P.brasiliensis; abaixo à
esquerda Mock Decrescente - 4 ng F.solani, 3 ng T.asahii, 2 ng C.neoformans e 1
ng P.brasiliensis; abaixo à direita Mock comercial (ZymoBIOMICS Microbial DNA
Community Standard) que tem em sua composição o DNA genômico de 2 espécies
fúngicas em iguais concentrações, Saccharomyces cerevisiae e Cryptococcus neoformans
(cada espécie representando 2% do total da comunidade Mock). Para todas as corridas
foi utilizado 1 ng da biblioteca para checar o perfil de fragmentos.

Em seguida, recuperamos informações das sequências de ITS2 das espé-

cies que compuseram as amostras mock, como tamanho em pb, conteúdo GC e

sequências homopoliméricas, características essas que são conhecidas por afetar o

preparo das bibliotecas de sequenciamento e resultar na alteração da abundância

observada entre as espécies (Ross et al. 2013; Laursen et al. 2017; Boers et

al. 2019). Ao comparar a abundância observada com a esperada, incluindo as

informações de tamanho em pb nota-se o viés gerado pela amplificação da região

ITS2 (Figura 14, acima). A menor região (226 pb) da espécie Fusarium solani

apresentou abundâncias observadas superiores às esperadas, mas em particular,

a sequência ITS2 de Paracoccidioides brasiliensis (286 pb) obteve um resultado

esperado muito inferior ao esperado em todas as situações. Mas, quando se ob-

serva a região de Saccharomyces cerevisiae com 308 pb e abundância observada
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muito próxima da esperada na amostra Mock Zymo fica claro que outros fatores

podem estar afetando a amplificação das regiões de interesse, como o conteúdo

GC de cada sequência, ou até mesmo a complexidade da composição de cada

amostra, já que a amostra Mock Zymo contém apenas o DNA genômico de duas

espécies fúngicas. Ao adicionar a informação de conteúdo GC na análise an-

terior é possível verificar que a região ITS2 de F.solani é composta de 53.54%

de bases GC, enquanto a região de P.brasiliensis possui a maior porcentagem

(67.13%), e a região de S.cerevisiae, 42.20% (Figura 14, abaixo). Por apresentar

tanto o maior tamanho como a maior porcentagem de bases GC, a região ITS2 de

P.brasiliensis obteve uma quantidade reads muito inferior ao resultado esperado.

Da mesma maneira, é possível que a baixa porcentagem de bases GC da região de

S.cerevisiae compensou o maior tamanho em pb da região e gerou um resultado

próximo do esperado.
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Figura 14 – Comparação entre as abundâncias observadas e esperadas das
espécies presentes nas comunidades mock. acima. As diferentes espécies presen-
tes nas comunidades mocks estão separadas pelo tamanho de amplicon de ITS2. Cada
amostra está indicada pelos nomes definidos de acordo com as concentrações utilizadas
de cada DNA genômico detalhados no item 3.1.8. abaixo. Complementação da análise
com o conteúdo GC. As espécies presentes nas amostras estão indicadas por números,
sendo 1- Fusarium solani, 2- Trichosporon asahii, 3- Cryptococcus neoformans, 4- Pa-
racoccidioides brasiliensis e 5- Saccharomyces cerevisiae.
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4.1.5.3 Desenvolvimento de um modelo estatístico para estimar com

maior precisão a abundância dos representantes do microbi-

oma fúngico de uma determinada amostra

Com o intuito de identificar a existência de correlação entre o resultado

esperado com o resultado observado e as diferentes propriedades das regiões ITS2,

buscamos outros trabalhos na literatura com dados de sequenciamento baseado

em amplicons de comunidades mock fúngicas (Tabela 6). Os dados obtidos da

literatura foram submetidos ao mesmo processamento da região ITS2, descrito no

item 3.1.6. Foram obtidas as características das sequências das espécies fúngicas

utilizadas, coletando também outras informações relevantes, como a abundância

esperada de cada espécie, número de ciclos usado durante a etapa de amplifica-

ção por PCR, região de interesse sequenciada e plataforma de sequenciamento

utilizada. Todos os estudos analisados apresentam uma grande diferença entre a

abundância observada após a análise e a abundância esperada para cada espécie

presente nas diferentes comunidades mock (Figura 15, acima).

Numa etapa inicial de análise, foram utilizados apenas os dados gerados

pelo sequenciamento das amostras mock feito inhouse para treinar um modelo

para predição da abundância (frequência relativa) real de cada espécie presente

nas amostras. A versão final do modelo (descrito em detalhes no item 3.1.8)

utilizou apenas 5 das 7 variáveis de entrada (contagens de homopolímeros de 5

e 6 pb não foram consideradas) e foi capaz de realizar predições razoavelmente

acuradas (R2 = 0.9; Figura 15, abaixo).

Em seguida o modelo foi aplicado para o conjunto de dados obtidos na li-

teratura, mas o mesmo não performou de maneira satisfatória como o observado

com os dados inhouse (análise ainda não finalizada). Acreditamos que outros

fatores estão impactando no resultado ao agregar dados de diferentes laborató-

rios. Estamos trabalhando na normalização dos dados de sequenciamento, para

remoção dos efeitos em lote, ou batch effects, presentes em análises de dados ge-
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rados por diferentes plataformas biológicas high-throughput (Goh et al. 2017),

que são gerados por diferentes fatores, como manipulação da amostra, reagentes

utilizados, e também plataformas de sequenciamento (Leek et al. 2010). Após

a normalização, será realizada a incorporação dos dados da literatura junto ao

modelo de modo a obter um preditor que utilize a abundância observada de reads

correspondentes a cada OTU fúngica, em conjunto com as demais proprieda-

des da sequência, para estimar de forma mais eficiente a abundância das OTUs

encontradas em um determinado microbioma.

Tabela 6 – Sequenciamento de comunidades mock fúngicas encontrados na literatura.

Nome Região Alvo Plataforma de Sequenciamento Referência
Tonge2014 ITS1, ITS2 e LSU Ion PGM (Tonge et al. 2014)

Tedersoo2015 ITS1, ITS2 e LSU MiSeq Illumina (Tedersoo et al. 2015)
Palmer2018 ITS2 MiSeq Illumina e Ion PGM (Palmer et al. 2018)
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Figura 15 – Análise de diferentes sequenciamentos de comunidades mock
fúngicas. acimaComparação entre os resultados individuais observados e esperados de
espécies fúngicas em comunidades mock. A porcentagem esperada foi definida de acordo
com a composição de cada comunidade mock descrita em cada estudo. Os diferentes
estudos analisados estão indicado pelas diferentes cores. abaixo. Frequências relativas
estimadas pelo modelo obtido (Lasso) vs frequências esperadas nas amostras mock. O
gráfico mostra a comparação entre os valores de frequências relativas esperadas de cada
espécie fúngica que compõe as três comunidades mock sequenciadas no atual projeto
em relação aos valores preditos pelo modelo descrito na seção 3.1.8. A regressão linear
entre os dados esperados e os preditos possui o coeficiente de determinação igual 0.9
(R2 = 0.9).
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4.1.6 Sequenciamento da Região ITS2

4.1.6.1 Otimização do protocolo de PCR da região ITS2

Apesar da validação dos oligonucleotídeos já ter sido realizada com su-

cesso, tanto utilizando amostras de DNA genômico de isolados fúngicos (cedidos

pelo IMT-USP), como em amostras fecais ("MOSAIC Challenge"), foi necessário

otimizar a reação de PCR de acordo com o material utilizado. Como já visto em

trabalhos anteriores, a microbiota humana varia de acordo com a região do corpo

(Huttenhower et al. 2012). Também há a presença de compostos que podem

atuar como inibidores da amplificação durante a etapa de PCR e apresentam

variação de acordo com o tipo da amostra (Schrader et al. 2012). Diferentes

amostras de DNA já extraídas, provenientes de materiais diferentes, foram utili-

zados para verificar a eficiência do protocolo de PCR estabelecido anteriormente.

Foram utilizadas amostras de lavado gástrico (LG) e biópsia (bx) de pacientes

com adenocarcinoma gástrico e amostras de swab oral (SW) de pacientes com

carcinoma epidermoide bucal.

Inicialmente foi testado o protocolo utilizado para a validação dos oligonu-

cleotídeos, em que foi alterado a massa de DNA e o volume da reação, conforme

o descrito no item 3.1.4 . Este protocolo resultou em amplificação apenas do con-

trole positivo e uma amostra de lavado gástrico (LG131), que possivelmente deve

apresentar uma quantidade muito elevada de DNA fúngico, pois a intensidade da

banda obtida é similar a dos controles positivos (Figura 16, acima à esquerda).

Com o intuito de verificar se a ausência de amplificação estaria ocorrendo

devido a presença de inibidores nas amostras, foram testadas variações do proto-

colo de PCR buscando aumentar a eficiência da reação de amplificação. Para isso,

foram selecionadas a amostra LG131 como mais um controle interno de amplifi-

cação e a amostra LG789, que não apresentou amplificação pelo protocolo inicial.

A Figura 16 apresenta o resultado do PCR utilizando a da enzima KAPA2G

Robust HotStart ReadyMix (Sigma-Aldrich), recomendada por ter maior tole-
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rância a inibidores e também por ser capaz de amplificar regiões ricas em GC

e AT (protocolo descrito no item 3.1.4). É possível verificar que não houveram

diferenças em relação ao resultado da Figura 16 (acima à direita) em relação às

amostras em questão. Para verificar a presença de inibidores PCR nas amostras,

foram repetidas as reações reduzindo a massa de DNA (10 ng) o que também não

resultou em diferenças no resultado final.

Além do teste com a KAPA2G Robust, foi realizado outro teste para veri-

ficar se a amplificação não estava ocorrendo na amostra LG789 devido a presença

de regiões ricas em GC. Para tal, foi adicionado Dimetilsulfóxido (DMSO), um

solvente orgânico capaz de facilitar o rompimento de ligações GC durante a etapa

de desnaturação da PCR, e também evita a formação de estruturas secundárias

do DNA simples fita em sequências ricas em GC (protocolo descrito no item

3.1.4). A Figura 16 (abaixo à esquerda) apresenta resultado semelhante ao an-

terior, com amplificação apenas da amostra LG131 e do controle positivo, com

maior intensidade das bandas.

Pelos resultado obtidos até esse momento, foi decidido retornar ao pro-

tocolo inicial e trabalhar com os parâmetros internos do protocolo, tendo em

vista que a ausência de produtos de amplificação das amostras não parece ser de-

vido a uma quantidade exacerbada de inibidores ou a predominância de regiões

ITS2 ricas em bases GC. Em seguida, vários testes foram realizados alterando

a concentração dos oligonucleotídeos utilizados, massa de DNA, temperatura de

anelamento e número de ciclos da reação de PCR. A Figura 16 (abaixo à direita)

apresenta o resultado mais relevante para essa etapa de otimização do protocolo

de PCR para amostras de LG. Após verificarmos a necessidade de aumentar a

concentração dos oligonucleotídeos (0.5 𝜇M) e da massa de DNA (50 ng), foi avali-

ada a influência do número de ciclos da PCR (Figura 16, abaixo à direita). Neste

experimento, é possível verificar a presença de bandas para a amostra LG789,

que ainda não tinha sido observado em nenhum experimento anterior. A amostra

LG462, assim como a amostra LG131, serviu de controle interno positivo para



57

a reação. Foi decidido alterar o número de ciclos para 34, tendo em vista que

um valor maior começa a produzir amplificação inespecífica no DNA humano

(H.gDNA). As bandas que aparecem em todas as amostras abaixo de 100 pb são

dímeros de primers resultantes do aumento da concentração dos oligonucleotí-

deos. Apesar de não serem desejados em uma reação de PCR, estes dímeros são

eliminados durante as etapas seguintes do protocolo para o sequenciamento.

O protocolo otimizado (item 3.1.4) foi testado em diferentes amostras de

LG para verificar a eficiência da reação em um maior número de amostras (Figura

17). Observa-se que a amplificação se deu em praticamente todas as amostras e

ainda que existe uma grande diversidade entre os tamanhos da região ITS2 no

microbioma gástrico. É possível que amostras como a LG59, que não apresentou

amplificação, apresentem uma quantidade tão baixa de fungos que inviabiliza o

estudo do micobioma. Esse experimento também testou a conservação do DNA

de algumas amostras que tiveram mais uma extração realizada (LG104, LG109

e LG167). Verificou-se que, de um modo geral, ocorre uma redução das ban-

das amplificadas em extrações mais recentes. Dessa forma, buscou-se priorizar

a primeira extração realizada das amostras selecionadas, sempre que houvesse

material disponível.
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Figura 16 – Testes para otimização do protocolo de PCR para região ITS2
em amostras de lavado gástrico. acima à esquerda. PCR estabelecido para
amostras de DNA genômico de isolados fúngicos e amostras de fezes. acima à di-
reita. PCR utilizando enzima KAPA2G Robust HotStart ReadyMix (Sigma-Aldrich)
abaixo à esquerda. PCR utilizando a enzima KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Ro-
che) e DMSO a 5%. abaixo à direita. PCR utilizando a enzima KAPA HiFi HotStart
ReadyMix (Roche), oligonucleotídeos a 0.5 𝜇M, 50 ng de DNA e variações no número
de ciclos (34, 36 ou 38). Tipos de amostras utilizadas: lavado gástricos (LG), biópsia
de adenocarcinoma gástrico (bx), swab oral (SW), fezes (F) e peça cirúrgica peniana
(P). Os números que seguem o tipo da amostra indicam diferentes pacientes. Controles
positivos: DNA genômico isolado das espécies Fusarium solani (F.solani), Paracocci-
diodes brasiliensis (P.brasiliensis); controle negativo: reações sem DNA (NTC) e DNA
genômico humano (H.gDNA) (Promega - número de catálogo: G1471). Detalhes do
protocolo da PCR estão descritos nas seção 3.1.4. A eletroforese foi realizada em gel
4% poliacrilamida (TBE 1X) na figura abaixo À direita e em gel 2% agarose (TBE 1X)
nas demais figuras.
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Figura 17 – Amplificação da região ITS2 para amostras de lavado gástrico
utilizando protocolo otimizado. Diferentes amostras de LG foram utilizadas para
testar o protocolo otimizado. O DNA genômico isolado da espécie Aspergillus fumigatus
foi utilizado como controle positivo (IMT-USP) e como controle negativo, reações sem
DNA (NTC). Detalhes da PCR estão descritos nas seção 4.1.6.1

4.1.6.2 Amplificação da região ITS2 - Amostras de Lavado Gástrico

e Pênis

Conforme o descrito no item 4.1.1, foram utilizados dois protocolos de

extração das amostras dependendo do tipo de material utilizado (tecido conge-

lado para amostras de pênis ou alíquota de lavado gástrico). Após a extração

e quantificação das amostras, foi realizado o protocolo de PCR otimizado para

amplificação da região ITS2. Mesmo tendo utilizado a massa de 50 ng nos testes,

verificamos a necessidade de aumentar a massa para 80 ng para as amostras de

lavado gástrico, tendo em vista a ausência de amplificação de várias amostras

durante as PCRs iniciais. Dessa forma, foram utilizados para amostras de pênis

a massa de 50 ng de DNA total extraído e para as amostras LG foi utilizada a

massa de 80 ng.

Como mencionado no item 4.1, o padrão de amplificação da região ITS2

é muito heterogêneo. Na Figura 18 podemos observar padrões diferentes de-

pendendo da amostra de origem, sendo um padrão mais similar para amostras
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de pênis (Figura 18, acima), que é justificável tendo em vista a amplificação

de bandas inespecíficas quando é observado o resultado da PCR da amostra de

DNA genômico humano (número de catálogo G1471 Promega ®). É importante

ressaltar que essa contaminação não foi observada durante a validação dos oligo-

nucleotídeos, que foi realizada com menores massas de DNA, já que os controles

positivos utilizados se tratavam de DNA genômicos isolados de colônias fúngicas

(cedidas pelo IMT-USP). Para contornar essa amplificação inespecífica, o pipe-

line de análise contém uma etapa de processamento prévio em que as sequências

são alinhadas com o genoma humano e somente sequências não alinhadas seguem

para a análise posterior 3.1.6. Para as amostras de LG, observa-se um padrão

de amplificação mais heterogêneo (Figura 18, abaixo), o que também acredita-

mos ser esperado, já que o número de células do hospedeiro é menor quando

comparado com uma amostra de tecido. Após a PCR, o preparo das bibliotecas

e o sequenciamento das mesmas foi realizado de acordo com o item 3.1.6, e o

resultados serão apresentados nos próximos itens.

4.1.6.3 Problemas com o Sequenciamento utilizando a plataforma Ion

S5

Durante a etapa de sequenciamento enfrentamos dificuldades que inviabi-

lizaram 2 experimentos realizados, resultando em uma porcentagem muito alta

de sequências de baixa qualidade, e também de cobertura muito desigual entre

as amostras sequenciadas, muito abaixo do esperado. Após a investigação com

a equipe da Thermo, verificamos que o lote dos reagentes de sequenciamento

utilizados estava com problema e também a concentração final do pool das bibli-

otecas a 60 pM, recomendado pela equipe da Thermo, não era adequada para o

sequenciamento que estávamos realizando (sequenciamento de regiões de até 600

pb). Segundo a nova recomendação, deveríamos utilizar a concentração final a

40 pM. Infelizmente só foi possível repetir os experimentos utilizando essa nova

concentração para as amostras de lavado gástrico.
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Figura 18 – Variabilidade do perfil de amplificação da região ITS2 de acordo
com o tipo de amostra de origem. acima. Exemplo de resultado da eletroforese
da PCR de DNA total extraído de amostras de pênis; abaixo Exemplo de resultado
da eletroforese da PCR de DNA total extraído de lavado gástrico. Amostras de pê-
nis indicadas pelo sufixo "CaPe"e amostras de LG indicadas pelo sufixo "SG". Como
controle temos o DNA genômico extraído de Aspergillus fumigatus, NTC para amostra
ausente em DNA e Human gDNA para a amostra de DNA humano comercial (número
de catálogo G1471 Promega ®). A eletroforese foi realizada em gel 4% poliacrilamida
(TBE 1X).
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4.1.7 Resultados - Amostras de Pênis

Das 54 amostras de pênis selecionadas, foram preparadas bibliotecas de

52 amostras (as outras 22 amostras não apresentaram amplificação da região

ITS2 ou não apresentaram material suficiente para a reação de PCR). Como

será explicado no próximo item, ao todo foram utilizadas 25 amostras para o

sequenciamento da região ITS2. A média de idade dos pacientes foi de 52 anos e

a tabela 7 apresenta as informações clínicas das amostras utilizadas. Por se tratar

de um estudo retrospectivo e também por se tratarem de conjuntos diferentes de

amostras, não foi possível obter o preenchimento das informações para todas as

variáveis. Não foi possível utilizar a informação do estadiamento clínico para

essas amostras, devido a falta de informação da maioria das amostras e também

por utilizarem diferentes edições da classificação.

Tabela 7 – Dados clínicos - Amostras de pênis

Variáveis n %

Origem Amostra

ACCCC (São Paulo) 17 68

FCECON (Amazonas) 8 32

Estado Civil

casado 13 52

solteiro 7 28

união estável 2 8

viúvo 2 8

não responderam 1 4

Cor da pele

não informado 17 68

parda 7 28

branca 1 4

alfabetizado
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não informado 15 60

sim 9 36

não 1 4

Atendimento

SUS 18 72

Convênio 6 24

não informado 1 4

Tabagismo

não 13 52

sim 8 32

não informado 3 12

ex-tabagista 1 4

Fimose

sim 13 52

não informado 10 40

não 2 8

HPV

negativo 10 40

positivo 9 36

não informado 6 24

EBV

negativo 16 64

não informado 6 24

positivo 3 12

Histórico IST

não informado 18 72

não 6 24

sim 1 4
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Tipo da amostra

neoplásico (tumor) 20 80

não neoplásico (tecido adjacente ao tumor) 5 20

Local do tumor

glande 12 48

outras especificações 5 20

prepúcio 3 12

não informado 3 12

corpo cavernoso e/ou esponjoso 1 4

glande e prepúcio 1 4

Tipo histológico

carcinoma epidermoide 21 84

outros tipos histológicos 3 12

carcinoma verrucoso 1 4

Grau histopatológico

moderadamente diferenciado 14 56

bem diferenciado 5 20

não informado 3 12

indiferenciado 2 8

pouco diferenciado 1 4

Metástase linfonodal

ausente 13 52

presente 10 40

não informado 2 8
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4.1.7.1 Sequenciamento - Região ITS2

Das 52 bibliotecas preparadas para as amostras de pênis, realizamos um

sequenciamento inicial com 25 amostras. Os resultados obtidos deste sequen-

ciamento e dos demais foram analisados pelo pipeline descrito no item 3.1.6,

considerando aqui ASV ao invés de OTU. Diferentemente do método de OTU,

que utiliza da clusterização das reads em um determinado valor de identidade

(geralmente 97%, como foi utilizado nos experimentos anteriores) (Westcott e

Schloss 2015; Kopylova et al. 2016), o método de ASV utiliza da tecnologia de-

noising para inferir as sequências biológicas nas amostras antes da introdução

dos erros de amplificação e sequenciamento, o que permite a diferenciação das

sequências a partir de um único nucleotídeo (Callahan et al. 2017). Tendo em

vista as vantagens esperadas do uso de ASV e por estar sendo mais utilizado em

trabalho recentes (Fricker et al. 2019), optamos por seguir com o uso de ASV

para as amostras do projeto.

Neste sequenciamento, foram obtidas 2.129.785 sequências totais, sendo

que 87.904 viáveis (sequências com pelo menos 100 pb e apresentando pelo menos

um dos oligonucleotídeos utilizados na PCR). Os resultados obtidos após este

processamento inicial do pipeline revelaram que não foi alcançado a cobertura

média esperada mínima de 31.250 mil sequências por amostra (Tabela 8), quando

consideramos que o sequenciamento é capaz de produzir de 3 a 4 milhões de reads

ao utilizamos o Ion 520 Chip para sequências de 600 pb. Este processamento

inicial teve como média 3143.5 reads por amostra e mediana de 2.418. Dessas,

foram removidas na sequência 48.946 sequências por se alinharem ao genoma

humano (GRCh37), restando 38.958 sequências para composição da tabela de

ASVs e posteriores análise taxonômicas.

Devido ao baixo número de sequências do primeiro sequenciamento, deci-

dimos repetir as amostras e adicionar as amostras restantes, dessa vez diminuindo

o número total de amostras do sequenciamento (no primeiro sequenciamento, ao
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todo existiam 96 amostras, incluindo as 25 de pênis), com o intuito de aumentar

o número de sequências viáveis de cada amostra para confirmar os resultados

observados nas análises realizadas. Infelizmente, esse sequenciamento foi feito

antes do ajuste na molaridade final do pool de bibliotecas feito pela Thermo e

o resultado obtido foi pior àquele obtido anteriormente, conforme o apêndice C.

Para este sequenciamento, obtivemos uma média de 1685.86 reads por amostra

com mediana de 1.234. Por esses motivos decidimos seguir apenas com o dados

das 25 amostras iniciais sequenciadas.

Tabela 8 – Sequenciamento ITS2 com 25 amostras de pênis - Número de reads de
ITS2 por amostra de pênis obtidas após a etapa de demultiplexação, identificação dos
primers, considerando o tamanho mínimo de 100 pb, realizado pelo software AMPtk

.

Amostra Barcode Número de Sequências
CaPe10T-B BC.1 2909
CaPe17AM BC.2 13521
CaPe27AM BC.3 2391
CaPe40T BC.4 3026
CaPe41T BC.5 2585
CaPe44N BC.6 1367
CaPe45AM BC.7 6962
CaPe45T BC.8 3045
CaPe48T-AM BC.9 1802
CaPe49N BC.10 3162
CaPe50AM BC.11 2393
CaPe50T BC.12 2443
CaPe55N BC.13 1860
CaPe55T BC.14 2358
CaPe57T BC.15 1273
CaPe59T BC.16 2022
CaPe35AM BC.17 4817
CaPe42AM BC.18 4434
CaPe53AM BC.19 7012
CaPe55AM BC.20 3134
CaPe58T BC.21 2953
CaPe60T BC.22 2379
CaPe61N BC.23 5770
CaPe61T BC.24 2049
CaPe62N BC.25 2237

Através da curva de rarefação (Figura 19, à esquerda), é possível verifi-
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car que, com exceção de quatro amostras (CaPe48T-AM, CaPe55T, CaPe59T e

CaPe62N) (Figura 19, à direita), todas as amostras atingiram o platô em relação

ao número de ASVs. As amostras que não atingiram a saturação de ASVs foram

removidas das análises posteriores. Essa métrica é uma forma de verificar se foi

possível sequenciar de forma representativa o microbioma fúngico presente na

amostra, através da checagem das ASVs presentes em um grupo de sequências

selecionadas aleatoriamente das amostras (sem reposição) (McMurdie e Holmes

2014; Gotelli e Colwell 2001). Ao consultar trabalhos anteriores (Persoon et al.

2017; Nash et al. 2017; Raimondi et al. 2019; Diaz et al. 2019; Aykut et al.

2019), estimamos que seria necessário em média de 2 a 10 mil sequências váli-

das por amostra (sequências com qualidade, maior que 100 pares de base, com

a presença de ao menos um dos oligonucleotídeos utilizados na reação de PCR),

para se atingir esse platô de saturação (ponto que mesmo com o aumento do nú-

mero de sequências, não é acompanhado por um aumento do número de ASVs).

Também é importante observar que o número de ASVs identificadas nas amostras

foi baixo, variando de 2 ASVs (amostra CaPe17AM) até 16 (amostra CaPe58T).

Essa pequena diversidade observada está de acordo com outros estudo do mi-

cobioma humano (Persoon et al. 2017; Huseyin et al. 2017; Nash et al. 2017;

Raimondi et al. 2019; Aykut et al. 2019).

Em relação a classificação taxonômica, dividimos as amostras obtidas de

tecido adjacente ao tumor das amostras tumorais, mas devido ao pequeno número

de amostras que restaram para as análises, não é possível identificar um padrão

entre os fungos observados (Figura 20, acima). Verificamos também se havia

alguma diferença no perfil fúngico das amostras obtidas do Amazonas comparadas

com as amostras de São Paulo. A princípio, temos uma maior presença do gênero

Aspergillus nas amostras coletadas no ACCCC do que em FCECON (Figura 20,

abaixo). Além disso, as amostras recebidas de Amazonas aparentam ser menos

diversas em termos gênero quando comparadas com as de São Paulo. Por se

tratar de um pequeno grupo de amostras, não é possível concluir se realmente há
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Figura 19 – Curvas de Rarefação - Amostras de Pênis - ITS2. à esquerda.
ASVs observadas em relação ao número de sequências obtidas a partir do sequencia-
mento de 25 amostras de pênis; à direita. Curvas de rarefação das amostras que não
alcançaram o ponto de saturação de diversidade de ASVs.

uma diferença entre a diversidade de fungos entre os dois grupos de amostras.

Além da classificação taxonômica, também é possível comparar a diversi-

dade fúngica presente nas amostras através de métricas comumente utilizadas na

área da Ecologia e também no estudo do microbioma. A análise da diversidade

alfa realizada, foram avaliados os seguintes índices: i. Táxons Observados (Obser-

ved): avalia a riqueza, ou seja os diferentes táxons presentes em uma determinada

amostra; ii. índice de Shannon: considera riqueza e equitabilidade, atribuindo

o valor zero para a existência de apenas uma espécie o valor 1 quando todas as

espécies possuem a mesma abundância (Sagar e Sharma 2012); iii. índice de

Simpson: em oposição ao índice anterior, este mede a força da dominância, atri-

buindo maior peso para a espécie mais abundante e tem relação indiretamente

proporcional com a diversidade de espécies (Whittaker 1972), sendo zero uma

amostra sem dominância e um, o valor máximo, contendo apenas uma espécie na

amostra (Greenberg 1956).

A Figura 21 apresenta alguns resultados obtidos para diferentes métricas
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da diversidade alfa a partir das amostras de pênis sequenciadas. Verificamos que

as amostras de São Paulo apresentaram uma maior diversidade intra-amostral em

relação ao índice de Shannon quando comparada às amostras do Amazonas em

relação nível Filo, ou seja, as amostras de SP são mais homogêneas em relação

a abundância dos Filos do que as amostras de AM (Figura 21, à esquerda). É

possível que o perfil fúngico varie de acordo com a região, como já notificado

em um estudo recente, que identificou assinaturas microbianas de acordo com

a cidade de origem das amostras ambientais sequenciadas (Danko et al. 2021).

Além disso, independente da origem da amostra, pacientes que apresentaram

metástase nos linfonodos possuem menor diversidade (a nível de Família) em

relação a pacientes sem metástase, considerando o índice Shannon (Figura 21, à

direita). Foram realizadas comparações entre outras características (tabagismo,

fimose, HPV, EBV, grau histopatológico, raça cor ou etnia, etc), para cada nível

taxonômico (ASV, Filo, Classe, Ordem, Família e Gênero), mas não foi verificada

nenhuma outra diferença significativa.Também foi feita a comparação entre as

amostras neoplásicas e não neoplásicas (tumor vs. tecido adjacente ao tumor) e

não foi verificada diferença significativa, mas como foi dito anteriormente, esse

resultado já era esperado, pelo pequeno número de amostras analisadas.

Para a análise da diversidade beta, foi utilizada a metodologia ANOSIM

(Analysis of Similarities), que utiliza uma permutação da matriz de dissimilari-

dade para comparar a população fúngica entre dois ou mais grupos. O valor de

R calculado, quando próximo de 1.0, sugere uma dissimilaridade entre os grupos,

enquanto um valor de R próximo de zero sugere uma distribuição uniforme dentro

e entre os grupos 1.

Assim como a diversidade alfa, a diversidade beta pode ser avaliada por

diferentes métricas, como: i) Dissimilaridade de Bray-Curtis: considera a abun-

dância de microrganismos compartilhados entre duas amostras e o número de

microrganismos identificados em cada amostra, medido na escala de zero a um,
1 https://sites.google.com/site/mb3gustame/hypothesis-tests/anosim

https://sites.google.com/site/mb3gustame/hypothesis-tests/anosim
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Figura 20 – Perfil taxonômico dos microbioma fúngico das amostras de pênis
a nível de Gênero. As ASVs classificadas taxonomicamente pelo software AMPTk
foram convertidas em frequência relativa, representado no eixo Y (Abundância). As
amostras foram separadas de acordo com o local de origem (Amazonas ou São Paulo).
O termo “g__” representam sequências que não foram classificadas com o nível ta-
xonômico em questão. A imagem foi gerada utilizando a função plot_bar() do pacote
phyloseq.



71

Figura 21 – Diversidade alfa dos fungos identificados nas amostras de pênis.
à esquerda. Análise de acordo com a origem das amostras coletadas em relação
ao nível taxonômico de Filo. à direita. Análise de acordo a presença ou ausência
de metástase linfonodal em relação ao nível taxonômico de Família, respectivamente.
Foram avaliadas as métricas de táxons observados (Observed), índices de Shannon e
Simpson.

sendo zero atribuído para amostras com mesmo número de microrganismos e

um quando não compartilham nenhum microrganismo (Bray e Curtis 1957); ii)

Distância Jaccard: semelhante a métrica anterior, mas que não leva considera a

informação da abundância, apenas a presença de microrganismos em uma ou am-

bas as amostras (Jaccard 1900); iii) Unifrac Qualitativo (Unweighted): adiciona

a informação de distâncias filogenéticas entre os representantes do microbioma da

amostra para a realização do cálculo. Esta métrica considera que microrganismos

taxonomicamente mais próximos podem desempenhar funções mais similares en-

tre si do que espécies de grupos taxonômicos diferentes (Lozupone et al. 2006);

iv) Unifrac Quantitativo (Weighted): segue a mesma regra que a medida anterior

e adiciona abundância dos microrganismos observados (Lozupone et al. 2007).

Em relação à diversidade beta, verificamos para as variáveis EBV (pre-

sença/ausência) e metástase linfonodal, uma maior similaridade entre os grupos

analisados (R próximos a zero com valor p < 0.05) (Figura 22, acima à direita),

a população de fungos dos dois grupos é muito similar (Figura 22, inferior à es-
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querda). Esse resultado indica que apesar das amostras ausentes de metástase

linfonodal apresentarem maior diversidade intra-amostral em relação às amos-

tras positivas. Já a análise da diversidade beta em relação a origem de cada

amostra indicou uma maior dissimilaridade entre as amostras de Amazonas e

São Paulo em todas as métricas avaliadas (Figura 22, acima à esquerda). Em

relação a presença/ausência de EBV (Epstein-Barr Virus), apenas as métricas

que consideram a abundância de cada grupo fúngico (Jaccard e Unifrac Quanti-

tativo) tiveram evidências estatísticas significativas para afirmar que a população

de fungos nas amostras negativas para EBV tem maior grau de dissimilaridade

em relação a população das amostras positivas para EBV (Figura 22, abaixo à

esquerda). Também foram avaliadas as outras informações clínicas das amostras

analisadas, inclusive tipo da amostra (tumor ou tecido adjacente ao tumor), mas

não foram verificadas diferenças significativas.

Também foi realizada uma análise de abundância diferencial para verificar

se um ou mais grupos de fungos estão mais ou menos presentes em diferentes

subgrupos das amostras de carcinoma de pênis analisadas. Para esta análise foi

utilizada a metodologia ANCOM-BC (Analysis of Compositions of Microbiomes

with Bias Correction), desenvolvida para corrigir o problema de realizar amos-

tragens desiguais, observados na metodologia de ANCOM (Lin e Peddada 2020).

A tabela 9 apresenta os dados observados para a análise comparando a

abundância dos gêneros presentes entre as amostras neoplásicas e não neoplá-

sicas. O gênero Cladosporium apresentou cerca de 4 vezes maior abundância

nas amostras neoplásicas e os gêneros Exophiala, Cryptococcus, Fusarium e Pha-

norochaete apresentaram menor abundância, ou seja, são mais abundantes nas

amostras não neoplásicas. Apesar da análise constar com um pequeno número de

amostras, principalmente para as amostras não neoplásicas, foi possível verificar

uma diferença significativa para os gêneros mencionados.
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Figura 22 – Diversidade beta dos fungos identificados nas amostras de pênis.
Comparação da população fúngica entre as amostras as amostras de carcinoma de
pênis. Análise de Coordenadas Principais (PCoA) do microbioma fúngico classificado
em diferentes níveis taxonômicos (Classe e Gênero). A variável clínica analisada, assim
como o nível taxonômico estão indicados em cada Figura. As métricas avaliadas estão
indicadas ao lado do eixo y (Jaccard, Unifrac Qualitativo ou Unifrac Quantitativo),
e no canto superior esquerdo de cada gráfico estão indicados o valor de R estatístico
ANOSIM.
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Tabela 9 – Análise de abundância diferencial dos fungos presentes nas amostras de
pênis, a nível de Gênero, em relação às informações ao tipo da amostral (tumor ou
tecido adjacente ao tumor. A metodologia de ANCOM-BC foi utilizada para análise
de abundância diferencial, e a tabela consta com os valores de LFC (Log Fold Change),
p, com nível de significância de 0.05. O asterisco (*) indica valores p significativos
corrigidos (considerando o nível de significância sendo 5%).

Gênero LFC - Amostra: neoplásico p
g__Cladosporium 2.0305 0.0000*
g__Exophiala 0.2433 0.0000*
g__Fusarium -0.5600 0.0000*
g__Phanerochaete -2.3593 0.0000*
g__Cryptococcus 0.6833 0.0000*
g__Penicillium -2.7629 0.3739
g__Aspergillus -1.4751 0.9232
g__Aureobasidium -0.1225 1.0000
g__Candida -0.6651 1.0000
g__Cystobasidium 0.0730 1.0000
g__Erythrobasidium 0.1751 1.0000
g__Malassezia -0.1852 1.0000
g__Trichosporon 0.1636 1.0000

Também comparamos a abundância dos gêneros presentes nas amostras

tumorais considerando a presença/ausência de metástase linfonodal (Tabela 10).

Para essa análise incorporamos às informações de idade, presença/ausência de

HPV e EBV, por serem fatores que tem relação com o câncer de pênis (Favorito

et al. 2008; Afonso et al. 2012). O gênero Penicillium se mostrou cerca de 2x

mais abundante em amostras com presença de metástase linfonodal. Já os gê-

neros Aureobasidium, Exophiala, Fusarium e Cryptococcus apresentaram menor

abundância nas mesmas em relação às amostras ausentes para esta condição. É

interessante observar que o gênero Fusarium também apresenta menor abundân-

cia nas amostras neoplásicas, pela análise anterior (Tabela 10). Pelo formato

do estudo, não é possível estabelecer uma relação causal entre o micobioma e

a evolução do tumor, mas é possível que a progressão do tumor desfavoreça a
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manutenção de fungos pertencentes a esse gênero. Não é possível correlacionar o

resultado observado com a presença de infecções por patógenos fúngicos devido

a ausência dessa informação. Existem trabalhos na literatura que reportaram a

infeção por representantes do gênero Fusarium em pacientes oncológicos (Jr et

al. 1997; Arnoni et al. 2018).
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Tabela 10 – Análise de abundância diferencial dos fungos presentes nas amostras de pênis, a nível de Gênero, em relação à informação de
presença ou ausência de metástase linfonodal. A metodologia de ANCOM-BC foi utilizada para análise de abundância diferencial, considerando
as informações de idade, presença/ausência de HPV e EBV como fatores influenciadores para essa análise. As colunas contendo o termo LFC
representam valores de (Log Fold Change), e as colunas adjacentes, representam os valores p, com nível de significância de 0.05. O asterisco (*)
indica valores p significativos corrigidos.

Gênero LFC-Metast.linf:
presente

p
Metast.linf

LFC
Idade

p
Idade

LFC-HPV:
positivo

p
HPV

LFC-EBV:
positivo

p
EBV

g__Aureobasidium -0.5647 0.0000* -0.0511 0.4214 0.1526 1 -0.8658 1
g__Exophiala -0.3288 0.0000* 0.0101 1 -0.5421 1 -0.5218 1
g__Fusarium -0.1745 0.0000* -0.0235 1 0.0544 1 -0.6829 1
g__Cryptococcus -0.0111 0.0000* -0.0035 1 -0.4307 1 0.0264 1
g__Penicillium 1.4975 0.0458 0.0015 1 -1.2329 0.4636 0.1964 1
g__Cladosporium 1.0716 0.9324 0.0555 0.1352 -1.379 0.7207 -0.9731 1
g__Trichosporon -0.5153 1 -0.0996 0.1352 1.4024 1 2.7745 1
g__Candida 1.4127 1 -0.0976 0.4214 0.7015 1 0.0263 1
g__Cystobasidium 0.6552 1 0.0292 1 -2.1077 0.4636 0.4756 1
g__Aspergillus -0.8568 1 0.017 1 -1.819 0.7052 0.3159 1
g__Erythrobasidium 0.6048 1 0.0413 0.9429 -0.4506 1 -0.3126 1
g__Malassezia 0.4564 1 -0.0105 1 0.1061 1 0.5932 1
g__Filobasidium -0.1525 1 -0.0215 1 -0.8015 1 0.0115 1
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4.1.8 Resultados - Amostras de Lavado Gástrico

Diferentemente do ocorrido com as amostras de pênis, foi possível repetir

e o sequenciamento das amostras de lavado gástrico após as novas recomenda-

ções da empresa Thermo a respeito da concentração otimizada do pool final das

bibliotecas (40 pM). Dessa forma, foi possível realizar o sequenciamento das 150

amostras selecionadas para este projeto. A tabela 11 apresenta as informações

das amostras selecionadas. Buscamos selecionar amostras que já haviam sido

sequenciadas para a região 16S de bactérias, para em um trabalho futuro rela-

cionarmos os fungos identificados neste trabalho com as bactérias identificadas

anteriormente. A média de idade é de 56.6 anos para as amostras de câncer, e de

56.3 anos para as amostras de gastrite superficial. Para simplificar a apresenta-

ção dos dados, agrupamos as respostas "não se aplica"com "não informado", tendo

em vista que existem informações exclusivas paras as amostras provenientes de

pacientes com câncer. Todas as amostras de câncer foram diagnosticadas como

adenocarcinoma gástrico.

Tabela 11 – Dados clínicos - Conjunto amostral de LG

Variáveis n %

Sexo

Masculino 89 58.94

Feminino 62 41.06

Etilismo

sim 76 50.33

nao 74 49.01

não informado 1 0.66

Tabagismo

nao 75 49.67

ex-fumante 58 38.41

sim 17 11.26
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não informado 1 0.66

Diabetes

Não 128 84.77

Sim 22 14.57

não informado 1 0.66

H.pylori

Negativo 116 76.82

Positivo 26 17.22

não informado 9 5.96

Uso antibióticos

mais de 1 ano 69 45.7

não se lembra 39 25.83

entre 1 e 6 meses 30 19.87

mais de 6 meses 7 4.64

pelo menos 1 ano 3 1.99

cerca de 1 mês 2 1.32

não informado 1 0.66

Uso antiácidos

Não 127 84.11

Sim 23 15.23

não informado 1 0.66

Uso inibidores proteases

Sim 90 59.6

Não 59 39.07

não informado 2 1.32

Diagnóstico Endoscopia

Câncer 74 49.01

Gastrite Superficial 50 33.11
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Metaplasia Intestinal 22 14.57

Gastrite Crônica 4 2.65

Exame normal 1 0.66

Local da lesão

não informado 77 50.99

Corpo 34 22.52

Cardia/Fundo 20 13.25

Esôfago Distal 9 5.96

Antro 8 5.3

Boca Anastomótica 3 1.99

Estado doença

não informado 78 51.66

Doença localizada 59 39.07

Doença metastática 14 9.27

Grau histológico

não informado 100 66.23

GH3 (pouco diferenciado) 33 21.85

GH2 (moderadamente diferenciado) 13 8.61

GH1 (bem diferenciado) 4 2.65

indiferenciado 1 0.66

Classificação Lauren

não informado 81 53.64

Difuso 44 29.14

Intestinal 21 13.91

Misto 5 3.31
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4.1.8.1 Sequenciamento - Região ITS2

Após a alteração no protocolo de sequenciamento, observamos uma me-

lhoria significativa em relação a cobertura de reads por amostra. Considerando

os dois sequenciamentos realizados, obtivemos uma média e mediana de 8.022 e

7.355 reads por amostra. A Figura 23 apresenta a distribuição de sequências após

processamento inicial do pipeline de análise. Apenas duas amostras apresenta-

ram um número inferior a 1.000 sequências (SG738 e MMP250, com 17 e 354

reads, respectivamente), mas apenas a amostra SG738 foi removida das análises

posteriores, já que a curva de saturação da amostra MMP250 atingiu o platô de

saturação (Figura 24, à direita).

Figura 23 – Distribuição de sequências das amostras de lavado gástrico
sequenciadas - ITS2. Quantidade de reads obtidas após a etapa de demultiplexação,
identificação dos primers e considerando o tamanho mínimo de 100 pb, realizado pelo
software AMPtk.

Podemos observar também pela curva de saturação uma grande varie-

dade em relação a saturação do número de ASVs comparando com o número de

sequências necessárias para atingir essa saturação (Figura 24, à esquerda). Exis-

tem amostras que atingiram o platô de saturação com um pequeno número de

reads, como é o caso da amostras SG738, mas também temos casos de amostras
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com um número elevado de reads, que não atingiram o platô (amostras SG221

e SG535) (Figura 24, à direita), que foram removidas das análises posteriores

juntamente com a amostra SG738.

Figura 24 – Curvas de rarefação - amostras de lavado gástrico - ITS2. acima.
ASVs observadas em relação ao número de sequências obtidas a partir do sequencia-
mento de 151 amostras de LG; abaixo. Visão detalhada das amostras que não alcan-
çaram o ponto de saturação de ASVs e com número inferior a 1.000 reads.

A Figura 25 apresenta as principais diferenças obtidas para a análise da

diversidade alfa da população fúngica observada nas amostras de lavado gástrico.

Verificamos que em relação ao diagnóstico obtido da endoscopia dos pacientes,

existe uma diferença intra-amostral a nível de Família dos fungos identificados

nas amostras (Figura 25, acima à esquerda). Também foi possível verificar uma

diferença na diversidade alfa na população fúngica quando aos estágios da do-

ença, tanto em relação ao estadiamento patológico (TNM 8ª edição), quanto ao

agrupamento dos estágios iniciais e mais avançados (Figuras 25, acima à direita

e abaixo à esquerda, respectivamente). Em termos absolutos, as amostras com

estágios mais avançados do câncer apresentam menor diversidade intra-amostral

em relação aos estágios iniciais e às doenças pré-neoplásicas. Em relação a outras

informações clínicas das amostras, observamos uma maior diversidade alfa dos
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fungos nas amostras negativas para H.pylori em relação às amostras positivas,

para o nível de Família (Figura 25, abaixo à direita). Como já dito anteriormente,

a H.pylori já tem uma relação bem estabelecida com o desenvolvimento do câncer

gástrico (CG) e a alteração promovida por esta espécie no microbioma bacteri-

ano pode ter relação com uma alteração do microbioma fúngica, tendo em vista

a interação bacterioma-micobioma já investigada em outros trabalhos, inclusive

no contexto do câncer (Oever e Netea 2014; Sam et al. 2017; Shay et al. 2020).

Figura 25 – Diversidade alfa dos fungos identificados nas amostras de lavado
gástrico. acima. Análise de acordo com a origem das amostras coletadas em relação
ao nível de classificação sendo ASV ou Gênero, respectivamente. abaixo. Análise de
acordo a presença ou ausência de metástase linfonodal em relação ao nível de classifi-
cação sendo ASV ou Gênero, respectivamente. Foram avaliadas as métricas de táxons
observados (Observed), índices de Shannon e Simpson.
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Em relação comparação da diversidade inter-amostral (beta), também fi-

zemos a análise utilizando as informações apresentadas na tabela 11, mas para

facilitar a visualização, foi realizado o filtro das comparações com valor p significa-

tivo em pelo menos uma das métricas testadas (Tabela 12). Além das amostras

positivas para H.pylori apresentarem menor diversidade intra-amostral, vemos

que existe uma diferença entre os representantes do micobioma entre as amostra

positivas ou negativas para essa bactéria, quando consideramos os níveis Filo e

Ordem (valores de R - Unweighted Unifrac de 0.2238 e 0.1072 e valor p de 0.002 e

0.022, respectivamente). Quando analisamos a variável Estadiamento, que apre-

senta os subgrupos "doença localizada"e "doença metastática", verificamos uma

maior diferença entre as populações fúngicas (R mais próximo de 1) ao nível de

Classe (R Unw.Unifrac= 0.1708, p = 0.040), quando consideramos os demais

resultados. Também verificamos diferenças no micobioma quando comparamos

indivíduos com ou sem diabetes para o nível de Filo (R Unw.Unifrac = 0.1064, p

= 0.039). Já para a variável tabagismo, as Ordens fúngicas detectadas nas amos-

tras de indivíduos fumantes ou não, tem menor diferença entre seus indivíduos

(R Jaccard = 0.0396, p = 0.048).

Tabela 12 – Comparação da diversidade beta das amostras de lavado gástrico. Fo-
ram avaliadas diferentes informações clínicas considerando diferentes métricas para a
análise (valor R estatísticos e p valor indicados nas colunas). Foram selecionadas as
comparações com pelo menos uma métrica com valor significativo (p < 0.05). As métri-
cas analisadas foram Jaccard, Unweighted Unifrac (Unw.Unifrac) e Weighted Unifrac
(W.Unifrac). O asterisco (*) indica valores p significativos (considerando o nível de
significância sendo 5%).
Variável Nível Taxonômico R - Jaccard p - Jaccard R - Unw.Unifrac p - Unw.Unifrac R - W.Unifrac p - W.Unifrac
H.pylori Filo 0.0271 0.312 0.2238 0.002* 0.0106 0.394
H.pylori Ordem -0.0159 0.623 0.1072 0.022* -0.0604 0.870
Estadiamento Filo 0.1038 0.043* 0.0989 0.062 0.0054 0.430
Estadiamento Classe 0.0946 0.073 0.1708 0.040* 0.0306 0.314
Estadiamento Ordem 0.0901 0.086 0.1049 0.047* 0.0413 0.251
Estadiamento Família 0.1425 0.045* 0.0956 0.076 -0.0031 0.471
Estadiamento Gênero 0.1409 0.036* 0.0698 0.143 0.0060 0.448
TNM (8ed) ASV 0.0801 0.025* 0.0550 0.098 0.0448 0.126
Tabagismo Ordem 0.0396 0.048* -0.0187 0.831 0.0318 0.092
Diabetes Filo 0.0653 0.136 0.1064 0.039* 0.0473 0.203

Para a análise de abundância diferencial realizamos duas comparações,

para a primeira, foram selecionadas as amostras de pacientes diagnosticados

com gastrite superficial e as amostras de pacientes com câncer gástrico, des-
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considerando assim as amostras das outras doenças pré-neoplásicas (gastrite crô-

nica e metaplasia intestinal). Para esta análise, as variáveis sexo, IMC e pre-

sença/ausência para H.pylori foram consideradas como dependentes devido a

achados em estudos anteriores, tanto para o microbioma bacteriano (Haro et al.

2016; Noto e Jr 2017; Pereira-Marques et al. 2019), como para o fúngico (Dash

et al. 2019). Por isso, as mesmas foram incorporadas na análise de abundância

diferencial em questão e não foram encontradas evidências estatísticas de gêneros

fúngicos diferencialmente abundantes entre as amostras de gastrite superficial e

câncer gástrico (Tabela 13). Diferentemente de outros estudos comparativos en-

tre amostras tumorais e normais, o atual estudo utilizou de amostras provenientes

de pacientes portadores de alguma doença gástrica para servir como controle. Ao

verificar a análise da diversidade beta, não vemos a informação de diagnóstico

na tabela 12, isso indica que para essa variável não foram encontradas diferenças

significativas entre a variável em questão e algum nível taxonômico, o que reforça

essa ausência de diferença para análise de abundância diferencial.

Para a segunda análise, filtramos apenas as amostras tumorais e reali-

zamos a comparação entre as amostras de pacientes com a doença localizada e

aquelas de pacientes com doença metastática, considerando as mesmas variáveis

citadas anteriormente como fatores dependentes para a análise de abundância

diferencial. Verificamos uma maior abundância dos gêneros Symmetrospora e

Cutaneotrichosporon, que apresentaram uma abundância cerca de 120% e 145%

maior nas amostras originadas de pacientes acometidos pela metástase do câncer

gástrico. Em contrapartida, verificamos uma redução na abundância de vários

gêneros (Phlebia, Perenniporia, Erythrobasidium, Naganishia, Yarrowia, Rhodo-

torula, Debaryomyces, Filobasidium, Bjerkandera, Cystobasidium, Exophiala, Pe-

niophora, Cryptococcus, Fusarium, Torulaspora, Humicola, Trametes e Trichos-

poron), nas amostras destes mesmos pacientes (Tabela 14).

Dos gêneros que se mostraram mais abundantes em pacientes metastáticos,

temos Cutaneotrichosporon, também relatado em um estudo recente, que estava
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enriquecido em amostras de biópsia de 22 pacientes acometidos por CG quando

comparados com amostras de 11 indivíduos saudáveis (Yang et al. 2022). Apesar

disso, no mesmo estudo, também é reportada a maior abundância do gênero

Cystobasidium na amostras de CG, mas aqui foi verificada a redução em amostras

de LG de pacientes com metástase. Temos também o gênero Exophiala, que se

mostrou reduzido em amostras metastáticas e foi relatado, no mesmo estudo, sua

maior abundância nas biópsias dos indivíduos saudáveis (Yang et al. 2022). Como

se trata de um estudo menor e também com amostras de outra população (China),

é esperado que haja variações, tendo em vista a dificuldade de se estabelecer

um microbioma core de um determinado ambiente, tendo em vista a grande

variabilidade devido a distância geográfica entre as populações comparadas (Neu

et al. 2021).

Considerando os gêneros enriquecidos nas amostras de lavado gástrico dos

pacientes com doença localizada temos um destaque o gênero Fusarium, um pa-

tógeno já associado a etiologia do câncer de esôfago, devido a maior concentração

de suas micotoxinas em milho e trigo em uma região da China com maior risco

a desenvolver este tumor (Marasas et al. 1988; Sydenham et al. 1990), mas

também esse gênero já foi associado com a ocorrência de infecções em pacien-

tes com tumores pediátricos no Brasil (Arnoni et al. 2018). Também temos o

gênero Trichosporon, mais abundante em amostras com o CG localizado. Este

grupo de fungos apresentam espécies oportunistas, que foram associadas a disbi-

ose fúngica em amostras de câncer colorretal (Kaźmierczak-Siedlecka et al. 2020)

e estavam em maior abundância em amostras de CG no estudo citado (Neu et

al. 2021). É possível que a redução da diversidade fúngica intra-amostral em

pacientes metastáticos ocorra devido ao agravamento da disbiose já presente em

amostras tumorais em estágios iniciais, favorecendo apenas algumas espécies com

potencial patogênico que podem estar associadas ao desenvolvimento do câncer,

ou o avanço do estadiamento tumoral pode comprometer a imunidade do pa-

ciente, permitindo que algumas espécies se desenvolvam mais, agravando ainda
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mais a disbiose fúngica. Pelo desenho do estudo (retrospectivo), não é possível

estabelecer uma relação direta de causa-efeito para o estudo em questão.

Os demais gêneros identificados como diferencialmente abundantes não fo-

ram mais explorados, por não haver estudos na literatura associando-os a doenças

humanas. Apesar disso, é importante ter o registro desses fungos, para eventu-

ais trabalhos futuros que possam associá-los novamente ao CG ou atém mesmo

outras doenças.
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Tabela 13 – Abundância diferencial dos fungos presentes nas amostras de lavado gástrico, a nível de Gênero, entre amostras de gastrite
superficial e amostras de câncer gástrico. A metodologia de ANCOM-BC foi utilizada para análise, considerando as informações de sexo, IMC
e presença/ausência de H.pylori como fatores influenciadores para essa análise. As colunas contendo o termo LFC representam valores de (Log
Fold Change), e as colunas adjacentes, contém os valores p ajustados, com nível de significância de 0.05.

Gênero LFC-Sexo:M p-Sexo:M LFC-IMC p-IMC LFC-H.pylori:positivo p-H.pylori:positivo LFC-Gastr.Superf. p-Gastr.Superf.
g__Peniophora -0.5104 1 0.0739 0.7801 0.0350 1.0000 -0.7911 0.2477
g__Sphaeropsis 0.2273 1 -0.0247 1.0000 -0.6152 1.0000 0.4149 1.0000
g__Cladosporium -0.4374 1 0.0372 1.0000 0.5148 1.0000 -0.1630 1.0000
g__Aureobasidium -0.3369 1 -0.0103 1.0000 -0.3944 1.0000 0.2959 1.0000
g__Exophiala 0.2302 1 -0.0001 1.0000 0.2230 1.0000 0.1239 1.0000
g__Aspergillus 0.7510 1 -0.1000 1.0000 0.4569 1.0000 0.5747 1.0000
g__Penicillium 0.1147 1 -0.0231 1.0000 0.4818 1.0000 -0.1521 1.0000
g__Candida -0.5270 1 -0.0093 1.0000 -0.3261 1.0000 0.2840 1.0000
g__Debaryomyces -0.0872 1 0.0202 1.0000 0.4532 1.0000 -0.1399 1.0000
g__Issatchenkia 0.1701 1 -0.0204 1.0000 0.3968 1.0000 -0.1515 1.0000
g__Torulaspora -0.2123 1 -0.0176 1.0000 0.0134 1.0000 0.0836 1.0000
g__Cytospora 0.7183 1 -0.0423 1.0000 -0.5871 1.0000 0.4416 1.0000
g__Fusarium 0.0777 1 -0.0107 1.0000 -0.1175 1.0000 -0.6369 1.0000
g__Humicola 0.2538 1 0.0080 1.0000 0.6673 1.0000 0.1024 1.0000
g__Hyphodontia -0.2261 1 0.0147 1.0000 0.1945 1.0000 -0.1249 1.0000
g__Perenniporia -0.1209 1 0.0046 1.0000 -0.0253 1.0000 0.0304 1.0000
g__Phlebia 0.2300 1 -0.0116 1.0000 0.0724 1.0000 0.3130 1.0000
g__Bjerkandera -0.0769 1 0.0281 1.0000 -0.2229 1.0000 -0.1727 1.0000
g__Trametes 0.3432 1 -0.0116 1.0000 0.0276 1.0000 0.3254 1.0000
g__Cystobasidium -0.0084 1 0.0164 1.0000 -0.1490 1.0000 0.5094 1.0000
g__Erythrobasidium 0.0262 1 -0.0012 1.0000 -0.3424 1.0000 -0.1434 1.0000
g__Malassezia -0.3429 1 0.0305 1.0000 1.2440 1.0000 -0.2458 1.0000
g__Rhodotorula -0.3706 1 0.0477 1.0000 0.3363 1.0000 0.0604 1.0000
g__Filobasidium -0.3020 1 0.0596 1.0000 1.2189 1.0000 -0.4611 1.0000
g__Naganishia -0.0500 1 -0.0404 1.0000 1.1559 1.0000 0.1192 1.0000
g__Cryptococcus 0.3491 1 0.0136 1.0000 0.0886 1.0000 -0.5361 1.0000
g__Cutaneotrichosporon -0.1067 1 -0.0329 1.0000 -0.3406 1.0000 -0.1078 1.0000
g__Trichosporon -0.1377 1 0.0115 1.0000 -0.9280 0.2793 -0.9468 1.0000
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Tabela 14 – Análise de abundância diferencial dos fungos presentes nas amostras de lavado gástrico, a nível de Gênero, comparando as amostras
tumorais com a doença localizada ou doença metastática. A metodologia de ANCOM-BC foi utilizada para análise de abundância diferencial,
considerando as informações de sexo, IMC e presença/ausência de H.pylori como fatores influenciadores para essa análise. As colunas contendo
o termo LFC representam valores de (Log Fold Change), e as colunas adjacentes, representam os valores p ajustados, com nível de significância
de 0.05. O asterisco (*) indica valores p significativos corrigidos.

Gênero LFC-Sexo:M p-Sexo:M LFC-IMC p-IMC LFC-H.pylori:positivo p-H.pylori:positivo LFC-Doença.Metast. p-Doença.Metast.
g__Exophiala 0.4933 1 -0.0292 1.0000 0.1378 1 0.7873 0.0000*
g__Debaryomyces -0.6098 1 0.1021 1.0000 -0.2397 1 0.3743 0.0000*
g__Yarrowia -0.3935 1 0.0014 1.0000 0.5745 1 0.1913 0.0000*
g__Torulaspora -0.4967 1 -0.0223 1.0000 0.4085 1 -0.4566 0.0000*
g__Fusarium -0.6256 1 0.0701 1.0000 -0.7956 1 -0.4597 0.0000*
g__Humicola 0.3605 1 -0.0194 1.0000 0.3484 1 -0.2457 0.0000*
g__Perenniporia -0.0609 1 0.0133 1.0000 0.0050 1 0.0828 0.0000*
g__Phlebia -0.3779 1 0.0397 1.0000 -0.5366 1 0.0775 0.0000*
g__Bjerkandera -0.5647 1 0.0622 1.0000 -0.4899 1 0.4950 0.0000*
g__Trametes 0.6005 1 -0.0468 1.0000 0.3502 1 -0.1865 0.0000*
g__Peniophora -0.8682 1 0.1311 0.1681 -0.1577 1 0.8362 0.0000*
g__Symmetrospora 0.2268 1 0.0075 1.0000 0.1931 1 1.2370 0.0000*
g__Cystobasidium 0.1178 1 -0.0078 1.0000 0.0393 1 0.7335 0.0000*
g__Erythrobasidium 0.7120 1 -0.0492 1.0000 0.3498 1 0.1212 0.0000*
g__Rhodotorula -0.1307 1 0.0601 1.0000 1.0098 1 0.3483 0.0000*
g__Filobasidium -0.4665 1 0.0265 1.0000 0.9948 1 0.4694 0.0000*
g__Naganishia -0.1461 1 -0.0457 1.0000 0.6678 1 0.1466 0.0000*
g__Cryptococcus 1.4538 1 -0.0628 1.0000 0.2682 1 -0.9640 0.0000*
g__Cutaneotrichosporon 0.0433 1 0.0208 1.0000 -0.4408 1 1.4631 0.0000*
g__Trichosporon -0.0744 1 0.0125 1.0000 -1.4808 1 -0.0740 0.0000*
g__Candida -0.2943 1 -0.0138 1.0000 -1.1150 1 2.0445 0.3087
g__Cladosporium -0.0175 1 0.0279 1.0000 1.5092 1 -0.3589 1.0000
g__Aureobasidium 0.5726 1 -0.0234 1.0000 -0.6243 1 0.3882 1.0000
g__Aspergillus -0.0364 1 -0.0065 1.0000 -0.0152 1 0.8940 1.0000
g__Penicillium 0.2679 1 -0.0011 1.0000 0.6858 1 -0.5768 1.0000
g__Issatchenkia -0.3033 1 0.0126 1.0000 0.6841 1 1.9416 1.0000
g__Malassezia -0.5905 1 0.0981 1.0000 1.2880 1 -0.4159 1.0000
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4.1.8.2 Análise do microbioma fúngico a partir do sequenciamento

total de amostras de adenocarcinoma gástrico do TCGA

Como foi descrito no item 3.1, foram obtidas do repositório TCGA um

total de 111 amostras, sendo 82 provenientes de amostras de tumor, 29 de amos-

tras de tecido normal adjacente, e 25 dessas amostras compartilhavam os dados

dos dois tipos amostrais foram recuperados. A partir do pipeline descrito no

item 3.1.9. A Figura 26 apresenta as diferenças das sequências classificadas e

não classificadas pelo software Kraken2. Mesmo após a remoção das sequências

do hospedeiro o software classifica a maior parte das sequências como sendo do

hospedeiro (Figura 27, abaixo à direita). Ainda não está claro o motivo desse

resultado, mas novos testes serão realizados para confirmar esse resultado, como

teste com outros parâmetros de remoção pelo software SAMTOOLS, uso de ou-

tros bancos de referência e também aumentar a especificidade da classificação

realizada pelo Kraken2. Apesar disso, a proporção de sequências classificadas

como pertencentes ao Reino Fungi são condizentes com o observado em outros

estudos (≤ 1%) (Figura 27, abaixo à esquerda) (Qin et al. 2010; Huffnagle e

Noverr 2013; Nash et al. 2017; Chiu e Miller 2019) .
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Figura 26 – Sequências Classificadas e Não Classificadas pelo software Kra-
ken2 dos dados obtidos do TCGA. Boxplot das sequências das 111 amostras de
STAD obtidas do repositório TCGA após filtro para remoção de sequências do hospe-
deiro.
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Figura 27 – Distribuição das sequências fúngicas e humanas das amostras
de STAD - TCGA. acima à esquerda e acima à direita apresentam o número
total de sequências classificadas (Counts) como pertencentes ao Reino Fungi ou a es-
pécie Homo sapiens pelo software Kraken2, respectivamente; abaixo à esquerda e
abaixo à direita apresentam os valores da frequência relativa (Proporção) em relação
as sequências classificadas como pertencentes ao Reino Fungi ou a espécie Homo sapi-
ens, respectivamente. No eixo x estão identificadas as amostras ordenadas de acordo
com os valores em RPM das sequências classificadas.

A partir da classificação taxonômica das sequências obtidas, foram seleci-

onadas as sequências fúngicas (classificadas dentro do Reino Fungi) para análises

posteriores. O número total de sequências classificadas para cada nível taxonô-

mico foi convertido em frequência relativa ao total de sequências fúngicas. Em

seguida, foi verificado se havia diferença significativamente estatística entre a

frequência relativa de cada fungo identificado (de acordo com cada nível taxonô-

mico) dentro de cada grupo de informação clínica obtida das amostras do TCGA.

Inicialmente, realizamos um teste mais abrangente para ter uma visão ampla da

população fúngica identificada.A Figura 28 apresenta um heatmap contendo to-

dos os gêneros fúngicos identificados, sendo que os valores p (na escala -log10,

nível de significância de 5%) estão representados em cores diferentes. As cores
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mais escuras representam menores valores de p, sendo os valores acima de 1,3

na escala apresentada representam valores menores que 0,05. Podemos observar

que os gêneros Kluyveromyces e Sclerotinia apresentam frequências diferencial-

mente significativas entre os diferentes tipos de classificação histológica baseada

nos critérios de Lauren (Lauren 1965). Essa classificação foi associada a diferen-

tes prognósticos em relação a sobrevida geral de 5 anos, sendo o tipo intestinal

apresentando melhor sobrevida em relação aos demais tipos (Chen et al. 2016).

Em seguida, aqueles gêneros fúngicos que apresentaram diferenças esta-

tisticamente significativas foram analisados em maiores detalhes dentro das res-

pectivas. A Figura 29 apresenta exemplos dessa análise detalhada. Os gêneros

Sclerotinia e Kluveromyces apresentaram diferenças em relação à classificação

histológica de Lauren (Figura 29, acima à esquera e acima à direita, respecti-

vamente). Apesar da diferença na frequência relativa ser pequena, existe uma

tendência de maior abundância dos gêneros em questão no tipo Misto do que nos

tipos Difuso e Intestinal. Em particular, temos a espécie Kluyveromyces fragilis,

já reportada anteriormente como um patógeno oportunista por causar um quadro

de infecção pulmonar em um paciente cardíaco transplantado imunossuprimido

(Lutwick et al. 1980).

Também é possível verificar que existe uma diferença de abundância nos

gêneros Aspergillus e Fusarium quando dividimos o estadiamento tumoral clí-

nico em dois grupos: estágios iniciais (I e II) e tardios (III e IV) (Figura 28),

sendo que ambos os gêneros são mais abundantes nos tumores de estadiamento

mais avançado. O gênero Aspergillus possui espécies capazes de desenvolver uma

micose oportunista, chamada de Aspergilose, em indivíduos imunossuprimidos,

sendo a espécie A.fumigatus responsável por 90% das infecções no ser humano

(McCormick et al. 2010; Jiang et al. 2013). Do mesmo modo, não é possível

estabelecer relações diretas entre a maior abundância de um fungo em um de-

terminado grupo de amostras, mas existem indícios que a microbiota bacteriana

tumoral é menos diversa que amostras de indivíduos livres de tumor (Rajagopala
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et al. 2017), é possível que o microbioma de tumores em estágios mais avançados

apresentem menor diversidade fúngica, como observado nas amostras de lavado

gástrico sequenciadas para a região ITS2 (Figura 25, abaixo à esquerda). Além

disso, para o conjunto de amostras do TCGA o gênero Fusarium se mostrou mais

abundante em amostras de estadiamento mais avançado, em concordância com o

estudo recente de micobioma e CG (Neu et al. 2021), mas discordante do achado

na análise das sequências de ITS2 (Figura 14).

Não é possível relacionar diretamente a maior abundância de um deter-

minado fungo com uma redução da sobrevida geral ou com o agravamento do

estadiamento do tumor, mas o objetivo deste estudo é identificar variações no

microbioma fúngico que possam complementar o conhecimento em relação ao

diagnóstico e também ao prognóstico dos tumores investigados, principalmente

considerando a variação presente na população brasileira.
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Figura 28 – Comparação da presença de gêneros fúngicos em relação às in-
formações clínicas e moleculares das amostras de STAD - TCGA. Heatmap
com os p valores na escala -log10 em relação a comparação de cada gênero (linhas)
em cada variável analisada (colunas). Foram realizados os testes estatísticos Wilcox-
Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis, de acordo com o número de grupos de cada variável,
considerando o nível de significância sendo 5%. Uma diferença significativa é represen-
tada por valores maiores que 1,3, representados por cores mais escuras. Também foram
adicionadas as classificações taxonômicas em relação aos níveis de Filo e Classe (P e
C, respectivamente).
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Figura 29 – Frequência relativa de gêneros fúngicos identificados nos dados
de WGS em relação a informações das amostras STAD - TCGA. acima à
esquerda, acima à direita. Abundância relativa dos gêneros Sclerotinia, Kluyve-
romyces em relação à classificação histológica de Lauren, respectivamente; abaixo à
esquerda, abaixo à direita. Abundância relativa dos gêneros Aspergillus e Fusarium
em relação ao estadiamento clínico tumoral, subdivido em estágios Inicial (compreende
os estágios I e II) e Tardio (compreende os estágios III e IV), respectivamente. Os testes
estatísticos realizados foram Wilcox-Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis, de acordo com
o número de grupos de cada variável, considerando o nível de significância sendo 5%.

4.1.8.3 Sequenciamento Genômico Total de Amostras de Lavado Gás-

trico (ACCCC) para investigação do microbioma fúngico

Assim como realizado com os dados obtidos do TCGA, foi realizada uma

análise mais abrangente a partir das sequências fúngicas obtidas do WGS das

90 amostras de lavado gástrico selecionadas para este experimento (32 casos de

gastrite superficial, 1 gastrite crônica, 25 metaplasia Intestinal, 35 casos de CG).

Foi realizada a normalização das sequências para frequência relativa e compara-
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mos as abundâncias dos fungos anotados em relação às informações disponíveis

(tabela 11. É possível observar uma concordância com o resultado obtido, já que

a diferença verificada nos gêneros dentro do grupo de categorização do paciente

também tem, em sua maioria, abundância diferenciada de acordo com o resultado

obtido na endoscopia alta (Resultado Eda) (Figura 30). Os gêneros destacados

nos dois grupos são comumente reportados como patógenos de plantas (Venturia,

Blumeria, Exserohilum e Puccinia) (Gauthier e Keller 2013; Santra e Banerjee

2020), sendo que suas micotoxinas são agentes potenciais que podem levar a do-

enças em humanos, como câncer, dano ao fígado, falha dos rins e paralisia (Miller

1995). Verificamos ainda que, a maior abundância do gênero Blumeria ocorre

em amostras provenientes de pacientes portadores de adenocarcinoma gástrico

quando comparadas com amostras de indivíduos livres de tumor (Figura 31).

Apesar de não ser possível definir uma relação de causalidade, esses resul-

tados contribuem para o entendimento que a microbiota fúngica também sofre

alterações, assim como a microbiota bacteriana, amplamente estudada, que re-

velaram a diferença do microbioma de amostra tumorais em relação a amostras

controle para câncer gástrico (Coker et al. 2018; Ferreira et al. 2018). Esses

resultados também são promissores pela inovação do uso do material do lavado

gástrico coletado do procedimento de endoscopia, sem a necessidade de utilizar

métodos mais invasivos como a coleta de material para biópsia. Apesar de haver

uma complementariedade entre as amostras processadas para o metabarcoding e

as amostras WGS (73 amostras em comum), não foi verificado nenhum gênero

em comum em relação as variáveis analisadas. Um resultado similar também foi

observado na investigação do micobioma do Projeto Microbioma Humano, em

que os achados em WGS não corresponderam ao observado para os resultados de

ITS2, sendo que se tratava de um maior conjunto amostral provenientes de fezes

de indivíduos saudáveis (317 amostras de 147 voluntários) (Nash et al. 2017).

Assim como verificado neste trabalho, apenas uma pequena porcentagem das

sequências geradas pelo WGS são alinhadas aos genomas fúngicos (0.01%), o que
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pode indicar que o dados de WGS não atingiram a profundidade necessária para

compreender toda a diversidade fúngica presente nas amostras e a dificuldade de

se obter bons resultados para esses tipos amostrais, em que há um predomínio

de DNA bacteriano (Nash et al. 2017).

Figura 30 – Comparação da presença de gêneros fúngicos identificados no
sequenciamento de DNA total em relação às informações clínicas e mole-
culares das amostras de lavado gástrico - ACCCC. Heatmap com os valores p
na escala -log10 em relação a comparação de cada gênero (linhas) em cada variável
analisada (colunas). Foram realizados os testes estatísticos Wilcox-Mann-Whitney ou
Kruskal-Wallis, de acordo com o número de grupos de cada variável, considerando o
nível de significância sendo 5%. Uma diferença significativa é representada por valores
maiores que 1.3, representados por cores mais escuras. Também foram adicionadas as
classificações taxonômicas em relação aos níveis de Filo e Classe (P e C, respectiva-
mente).
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Figura 31 – Frequência relativa de gêneros fúngicos identificados no sequen-
ciamento de DNA total em relação a informações das amostras de lavado
gástrico - ACCCC. à esquerda e à direita. Abundância relativa do gênero Blu-
meria em relação à categorização do paciente e resultado da endoscopia ao diagnós-
tico, respectivamente; Os testes estatísticos realizados foram Wilcox-Mann-Whitney ou
Kruskal-Wallis, de acordo com o número de grupos de cada variável, considerando o
nível de significância sendo 5%.
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5 CONCLUSÕES

Durante o todo o projeto trabalhamos para a construção de um pipeline

voltado para o estudo do micobioma humano, pipeline este desenvolvido desde a

seleção dos oligonucleotídeos para amplificação da região de interesse, até a análise

bioinformática mais apropriada para o estudo de sequências fúngicas. Foram

selecionados o par de primers mais abrangente e específico dentre a diversidade

que levantamos da literatura para a amplificação da região de interesse com maior

informação taxonômica (ITS2). Também foram avaliados diversos bancos de

sequências fúngicas para selecionar aquele mais abrangente para o nosso estudo,

tendo em vista que o objetivo principal do projeto era caracterizar uma população

fúngica pouco estudada, principalmente em relação ao câncer de pênis tumor de

incidência rara, mas relevante para o cenário do Brasil.

Também padronizamos o protocolo de extração do DNA fúngico para os

tipos de materiais a serem avaliados no projeto, realizando uma extensa avaliação

de protocolos, tanto em questão de rendimento, quanto em relação aos resulta-

dos obtidos, de modo a garantir protocolos eficientes para o processamento das

amostras do projeto. Após a seleção dos oligonucleotídeos e padronização dos

protocolos de extração, foram realizados inúmeros testes para otimizar a reação

de PCR da região ITS2, tendo em vista a grande diversidade de rendimento de

cada amostra, principalmente das amostras de lavado gástrico. Por fim adapta-

mos um pipeline de processamento e análise bioinformática tanto para dados de

metabarcoding, quanto de WGS voltados para o micobioma.

Paralelamente ao estabelecimento dos procedimentos, trabalhamos para a

criação de um modelo estatístico para estimar com maior precisão a frequência

dos representantes fúngicos de uma amostra, considerando as variações intrínse-

cas da região sequenciada (ITS2) que resultam em amplificação desigual durante

a etapa de PCR e durante o sequenciamento. Apesar do modelo apresentar
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resultados animadores para alguns conjuntos separados de dados obtidos da li-

teratura, o modelo se mostrou ter eficácias diferentes a depender do conjunto de

dados testado. Acreditamos que a composição das amostras e o efeito de batch

possam influenciar no modelo e não conseguimos avançar a partir deste ponto.

De todo modo, será interessante voltar nesse ponto pois a comparação de dados

de sequenciamento de diferentes estudos é uma prática importante e verificamos

que as sequências fúngicas tem maior propensão de não serem corretamente es-

timadas quando comparadas com sequências de marcadores bacterianos (16S).

Além disso, foi possível publicar um artigo como segundo autor que trabalhou

no desenvolvimento de uma metodologia baseada em qPCR capaz de estimar a

razão entre o DNA bacteriano ou fúngico presente em diferentes tipos de amostra

e o DNA do hospedeiro, de modo a avaliar qual a melhor metodologia para o

estudo do microbioma de determinado tipo amostral (metabarcoding ou WGS)

(Apêndice A).

Com os protocolos estabelecidos realizamos o processamento e sequenci-

amento, e análise das amostras. Infelizmente tivemos um problema com o se-

quenciador para as bibliotecas geradas para a região ITS2 das amostas de pênis,

mas ainda assim conseguimos identificar algumas diferenças interessante entre

as amostras, como a presença de diferença entre a diversidade fúngica entre as

amostras de São Paulo e Amazonas, o que indica a grande variabilidade existente

no país e reforça a dificuldade de se definir um microbioma core geral para cada

local do corpo humano. Também verificamos uma menor diversidade em amos-

tras com maior estadiamento patológico e que a população fúngica também é

diferente para essas amostras. E ainda, identificamos gêneros fúngicos diferenci-

almente abundantes tanto nas amostras neoplásicas como nas não neoplásicas, o

que reforça que sejam realizados mais estudos confirmar os achados deste projeto

e investigar sua relação com o desenvolvimento e progressão do câncer de pênis.

Já para o estudo do micobioma em amostras de lavado gástrico foi possível

realizar uma análise mais abrangente, apresentando dados da região ITS2, dados
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de WGS e dados de WGS obtidos para esse tumor da literatura (TCGA). Apesar

de não haver grande concordância entre os resultados, foi possível observar que a

diversidade fúngica intra-amostral vai diminuindo conforme a progressão da do-

ença, além disso, é possível que exista alguma interação bacteriana-fúngica, tendo

em vista que as amostras diagnosticadas como H.pylori positivas apresentaram

uma maior diversidade fúngica intra-amostral em relação às amostras negativas.

Esse resultado reforça a importância realizar mais estudos voltados para a inte-

ração entre os dois grupos de microrganismos e suas possíveis implicações para

manutenção da homeostase. Ao analisar a diversidade inter-amostral, verificamos

que a população fúngica também varia de acordo a presença de H.pylori, estadi-

amento (amostra localizada ou metastática), tabagismo e diabetes, em diferentes

níveis taxonômicos, mas isso mostra a importância de se considerar a porção fún-

gica nas análises de microbioma humano. Já a análise de abundância diferencial

apresentou resultados diferentes entre os sequenciamentos da região ITS2 e WGS

feito no projeto, e também quando comparados com dados do TCGA e de outro

trabalho recente que estudou o micobioma associado ao câncer gástrico. Apesar

das diferenças os resultados só reforçam que mais estudos sejam feitos, com n

amostral maiores e grupos mais bem definidos para buscar uma caracterização

mais detalhada do microbioma fúngico associado a tumores.

Como limitações do projeto tivemos que superar desafios ao trabalhar

com uma área não tão desenvolvida quanto a análise do microbioma bacteriano,

mas o ponto principal foi o tempo e insumos perdidos que ocorreu durante os

sequenciamentos das amostras, o que acarretou no comprometimento do sequen-

ciamento das amostras de pênis, apesar de ter sido possível utilizar os dados,

acabamos não tendo o melhor dado possível para estudar esse tumor raro. Essa

questão com o sequenciamento acabou demandando um tempo muito maior que

o planejado, pois foi necessário repetir o preparo de todas as bibliotecas já re-

alizada, muitas vezes da PCR, mas em alguns casos desde a etapa de extração

do DNA, o que acabou afetando o tempo para nos dedicarmos a análise dos da-
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dos gerados. Para futuras publicações serão realizadas análises mais detalhadas,

principalmente para os dados de WGS, como a análise das funções metabólicas

do micobioma identificado, buscando também correlacionar os fungos anotados

com os demais grupos presentes (bactérias, vírus, protozoários, etc).

É importante ressaltar que o principal objetivo deste experimento foi o ca-

racterizar inicialmente a população fúngica dos tumores de interesse, com amos-

tras da população brasileira, além de comparar com amostras livres de tumor,

buscando a identificação de marcadores biológicos, tanto de desenvolvimento,

quanto para progressão da doença, mas que devem ser comprovados com estudos

desenhados especificamente para esse propósito.
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Abstract: Whereas targeted and shotgun sequencing approaches are both powerful in allowing the
study of tissue-associated microbiota, the human: microorganism abundance ratios in tissues of
interest will ultimately determine the most suitable sequencing approach. In addition, it is possible
that the knowledge of the relative abundance of bacteria and fungi during a treatment course or in
pathological conditions can be relevant in many medical conditions. Here, we present a qPCR-targeted
approach to determine the absolute and relative amounts of bacteria and fungi and demonstrate
their relative DNA abundance in nine different human tissue types for a total of 87 samples. In these
tissues, fungi genomes are more abundant in stool and skin samples but have much lower levels in
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other tissues. Bacteria genomes prevail in stool, skin, oral swabs, saliva, and gastric fluids. These
findings were confirmed by shotgun sequencing for stool and gastric fluids. This approach may
contribute to a more comprehensive view of the human microbiota in targeted studies for assessing
the abundance levels of microorganisms during disease treatment/progression and to indicate the
most informative methods for studying microbial composition (shotgun versus targeted sequencing)
for various samples types.

Keywords: microbiome; mycobiome; metagenomics; 16S; qPCR; shotgun

1. Introduction

The human microbiota consists of trillions of microorganisms, including viruses,
archaea, bacteria, fungi, protists, and other eukaryotes that may impact human health.
The transition to an unbalanced, dysbiotic state needs to be explored, as it may be either the
cause or the result of numerous pathological states. The reduction in sequencing costs and
the continuous development of high throughput bioinformatics pipelines have contributed
immensely not only to study human-associated microorganisms, but also to a deeper view
of the microbiota associated with different niches, including plants [1,2], soils [3,4], urban
environment [5,6], hospitals [7,8], and even the international space-station [9]. Notably,
advances in the study of human-associated microbiota allowed the investigation of nu-
merous health and disease aspects, ranging from the impact of C-section versus vaginal
delivery on the microbiota of newborns [10,11], to neurodegenerative diseases [12,13] and
the microbiota impact in various cancers [14,15], including treatment response [16].

In general, the most desirable and informative protocols for microbiota studies involve
total DNA extraction, followed by DNA fragmentation, library construction, and sequenc-
ing, which is denominated shotgun metagenomics. This approach, depending on the
efficacy of the DNA/RNA extraction, would allow the capture of all nucleic acids (total
nucleic acids—TNA) available and provide a less skewed view of the microbiota [17].
From a comparative standpoint, the human genome is much larger (10–10,000×) than those
of viruses, bacteria, fungi, or parasites, thus confounding comparison between studies.
Furthermore, depending on the sample source, the human cell fraction will significantly
outnumber the microbiota, when the host DNA can easily dominate the resultant TNA
pool. This confounding issue may affect the proper inference of the microbiota and impede
its effective characterization. Particularly, when the ratio of human to non-human DNA
is less favorable, shotgun sequencing would be severely impacted, as most sequencing
reads (>99.9%) would originate from the host [18]. In this sense, several strategies have
recently emerged as alternatives to provide enrichment of microbial versus host DNA.
Most of these methods rely on eliminating host cells prior to DNA extraction or require
an intact, high-quality molecular weight DNA, which may depend on the sample source.
Furthermore, the potential bias when determining microbial community profiles has not
been thoroughly explored and their efficacy is variable and still debatable [19].

Analyses of the tissue-associated microbiota remain limited to cultivation protocols
or the study of targeted regions of the genome, such as 16S rRNA for bacteria or ITS for
fungi [20–23]. While the former is impacted by the lack of protocols that would allow the
unbiased growth of all microorganisms in the sample, as to reflect their sample-specific
abundance, the latter imposes limitations such as representation bias and lower phyloge-
netic resolution [24,25]. These biases have affected both sample-source and experimental
approach selection (shotgun or targeted) for microbiota investigations. Consequently, most
publications have focused on the study of the gut microbiota, where the bacteria: human
ratios are very favorable for microbiome studies. Of particular importance, the tissue micro-
biota, which has been shown to impact immunomodulation and chemotherapy response
in oncology [26], would benefit from characterization via more comprehensive (shotgun)
approaches. Body tissues contain important and unique microbiota, whose function and
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interest are being unraveled [27,28], and would likewise benefit. In accordance with this,
were non-human: human DNA ratios quantified, appropriate samples for targeted or shot-
gun metagenomic studies could readily be determined, allowing a cost-effective, and more
comprehensive or less biased microbiota evaluation. In addition to complementing and
strengthening the potential of target and shotgun sequencing for microbiome composition
analysis, determining the ratio of non-human DNA in a sample can be informative of the
fluctuations in the abundance of the microbiota in several biological conditions, including
therapeutic interventions such as chemotherapy and radiotherapy in cancer patients [16,29].

Here, we propose a unifying approach to determine the relative and absolute abun-
dance of fungi and bacteria in different human sample types. This combines the comparison
of targeted gene amplification and shotgun sequencing, both assessing the relative propor-
tions of each DNA source for nine tissue types.

2. Materials and Methods
2.1. Samples and DNA Extraction Methods

A total of 87 samples were included, representing nine different sample types: oral
mucosa swabs (n = 10), non-stimulated saliva (n = 10), gastric fluids collected during
endoscopy (n = 16), stool (n = 5), biopsies of salivary glands (n = 6), gastric biopsies (n = 10),
biopsies of rectal tumors (n = 10), tissue fragments from penile tumors (n = 10), and skin
swabs (n = 10). Some tissue specimens were selected as they were simple to obtain and
would represent different tissue types (such as oral and skin swabs, and saliva) or when
they would allow the characterization of body niches that are often explored in oncology,
such as biopsies, tissue samples, and gastric fluids. Subjects enrolled were volunteers from
ongoing studies in our group, to evaluate the microbiota of cancer patients and controls,
or members of our research group.

Gastric fluids and gastric biopsies were collected during endoscopy for diagnostic
purposes at the A.C.Camargo Cancer Center and stored at −20 ◦C). DNA from oral and
skin swabs were extracted with DNeasy PowerSoil Kit (Qiagen, Hilden, NW, Germany);
saliva and gastric fluids with phenol:chloroform:isoamyl alcohol 25:24:1 (Merck, Damstadt,
HE, Germany); salivary gland, rectum, penis, and stool DNA was obtained with E.Z.N.A.®

Bacterial DNA Kit (Omega Bio-Tek, Norcross, GA, USA), and gastric biopsies DNA was
extracted with AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen). DNA samples were quantified with
Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (ThermoFisher, Waltham, MA, USA) and qPCR amplified.

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 5.8S rRNA region
(5.8S_F: 5′-CARCAAYGGATCTCTTGG-3′ and 5.8S_R: 5′-TGTGCGTTCAAAGATTCGAT-
3′). To evaluate the human DNA levels, used to normalize human:fungi:bacteria ra-
tios, we used ACTB primers (ACTB_F: 5′-CCATCTACGAGGGGTATGC-3′ and ACTB_R:
5′-GGTGAGGATCTTCATGAGGTA-3′) that amplify two targets in the human genome
(chrms 5 and chrms 7), generating amplicons of similar lengths (88 and 92 nt). The qPCR
mix for ACTB and 16S-V1 genes consisted of 0.2 µM of each primer, 5 µL of Fast SYBR
Green 2× (ThermoFisher) and 3 µL of the eluted DNA in various concentrations, in a final
volume of 10 µL. Cycling conditions consisted of an initial denaturation (95 ◦C for 20 s)
followed by 40 cycles at 95 ◦C for 3 s and 60 ◦C for 30 s. For 5.8S gene fragment, the qPCR
mix included 0.2 µM of each primer, 5 µL of the GoTaq Master Mix 2× (Promega, Madison,
WIS, USA) and 4.2 µL of eluted DNA in a final volume of 10 µL. Cycling conditions for
qPCR were initial denaturation at 95 ◦C for 3 min, followed by 40 cycles at 95 ◦C for 15 s
and 58 ◦C for 30 s. All experiments were conducted in duplicates and qPCR was performed
in a 7500 Real-Time PCR System (ThermoFisher).
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2.3. Standard Curves

For absolute quantitative analysis by qPCR, we utilized commercially available hu-
man genomic DNA (Promega—G1471) to generate a standard curve derived from hu-
man amplicons. The ZymoBIOMICS™ Microbial Community DNA Standard (Zymo
Research—D6305/D6306,) composed of eight bacteria and two fungi species (Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella enterica, Lactobacillus fermentum, Enterococcus fae-
calis, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae,
Cryptococcus neoformans), was used to prepare standard curves for bacteria and fungi,
starting with a DNA mass of 5 ng. The number of bacteria, fungi, or human genomes
were calculated per ng of DNA according to the formula: number of copies = mass of
DNA used (ng) × 6.022 × 1023/average genome size × (1 × 109) × 650 (average weight of
a base pair)—divided by the median number of copies of the target genes. Mean Cts corre-
sponding to each dilution point were used for plotting the standard curves. Mean genome
size and target copy number were considered for the bacteria and fungi present in the mock
community. A median of six copies of 16S rRNA for bacteria, 102.5 copies of rRNA for the
haploid fungi (https://rrndb.umms.med.umich.edu, accessed on 13 April 2020), and four
for the human calculations (two copies of the two loci amplified by the ACTB primers in a
diploid human genome). The genome sizes considered were 6.4 Gb for the human diploid
genome, 3.58 Mb for bacteria, and 15.6 Mb for fungi haploid genomes (Figure 1, Table 1).
These values represent the median of the genome sizes for the components of the mock
according to the National Center for Biotechnology (NCBI) database at the time of analysis
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/, accessed on 13 April 2020).

Genes 2022, 13, x FOR PEER REVIEW 4 of 13 
 

 

°C for 3 s and 60 °C for 30 s. For 5.8S gene fragment, the qPCR mix included 0.2 μM of 
each primer, 5 μL of the GoTaq Master Mix 2× (Promega, Madison, WIS, USA) and 4.2 μL 
of eluted DNA in a final volume of 10 μL. Cycling conditions for qPCR were initial 
denaturation at 95 °C for 3 min, followed by 40 cycles at 95 °C for 15 s and 58 °C for 30 s. 
All experiments were conducted in duplicates and qPCR was performed in a 7500 Real-
Time PCR System (ThermoFisher). 

2.3. Standard Curves 
For absolute quantitative analysis by qPCR, we utilized commercially available hu-

man genomic DNA (Promega—G1471) to generate a standard curve derived from human 
amplicons. The ZymoBIOMICS™ Microbial Community DNA Standard (Zymo Re-
search—D6305/D6306,) composed of eight bacteria and two fungi species (Pseudomonas 
aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella enterica, Lactobacillus fermentum, Enterococcus faecalis, 
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae, Cryp-
tococcus neoformans), was used to prepare standard curves for bacteria and fungi, starting 
with a DNA mass of 5 ng. The number of bacteria, fungi, or human genomes were calcu-
lated per ng of DNA according to the formula: number of copies = mass of DNA used (ng) 
× 6.022 × 1023/average genome size × (1 × 109) × 650 (average weight of a base pair)—di-
vided by the median number of copies of the target genes. Mean Cts corresponding to 
each dilution point were used for plotting the standard curves. Mean genome size and 
target copy number were considered for the bacteria and fungi present in the mock com-
munity. A median of six copies of 16S rRNA for bacteria, 102.5 copies of rRNA for the 
haploid fungi (https://rrndb.umms.med.umich.edu, accessed on 13 April 2020), and four 
for the human calculations (two copies of the two loci amplified by the ACTB primers in 
a diploid human genome). The genome sizes considered were 6.4 Gb for the human dip-
loid genome, 3.58 Mb for bacteria, and 15.6 Mb for fungi haploid genomes (Figure 1, Table 
1). These values represent the median of the genome sizes for the components of the mock 
according to the National Center for Biotechnology (NCBI) database at the time of analysis 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/, accessed on 13 April 2020). 

 
Figure 1. Standard DNA dilution curves for human, bacteria (V1-16S) and fungi (5.8S) qPCR, show-
ing expected (red) and observed (blue) Ct-values considering the genome size and target copy num-
ber of the bacteria and fungi present in the mock community. Calculations do not consider the var-
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Figure 1. Standard DNA dilution curves for human, bacteria (V1-16S) and fungi (5.8S) qPCR, showing
expected (red) and observed (blue) Ct-values considering the genome size and target copy number
of the bacteria and fungi present in the mock community. Calculations do not consider the variable
ploidy observed in many fungi species. Values used for plotting are shown in Table 1. In the equation,
y denotes the genome copy number while x denotes the mean Ct value.

For calculating the absolute genome copy number for the specimens used here,
additional standard curves were created considering the genome sizes and target gene copy
number of an increased number of bacteria and fungi, not limited to the ones present at the
mock community. For the construction of these standard curves and calculations, the aver-
age genome sizes were considered as 6.4 Gb for humans (human diploid genome), 12.3 Mb
(fungi haploid genome), and 4.15 Mb (bacteria). The values for bacteria and fungi were re-
spectively calculated based on the median length of 25,923 bacteria and 177 fungi genomes
available at https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/, accessed on 2 December 2021. Only
complete genome sequences in the database were considered. The number of copies of the
target genes was five for the bacterial 16S rRNA (based on a total of 20,255 full bacteria
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genomes from the rrnDB database (as of Oct. 2021-https://rrndb.umms.med.umich.edu,
accessed on 2 December 2021); and 82 copies of the rRNA for fungi (based on a total of
91 fungal taxa, as described by Lofgren et al., 2019). Calculations of the genome copies
(Log10) were obtained as follow: (i) human genome copies = 9.02 − (0.268 × mean Ct
value); (ii) bacteria genome copies = 9.06 − (0.298 ×mean Ct value), and (iii) fungi genome
copies 6.73 − (0.259 ×mean Ct value). Ploidy was not considered for the overall calcula-
tions in fungi and may have impacted calculations in real-life samples. Absolute genome
copies were calculated for bacteria and fungi according to the Cts obtained for each sample
after comparing them to the standard curves. 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 2× difference in the dilution of the template
DNA mass and (ii) observed Cts—real values observed after qPCR amplification for the
same theoretical dilutions.

Table 1. Calculated correlations between DNA mass, mean Cts and number of copies of the genomes
and the target genes for the mock DNA and human DNA.

Organism Group DNA Mass in
qPCR (ng) Mean Ct Genome Lenght

(Mb)
Number of

Genome Copies

Number of Genomes
Normalized by

Copies of the Target

Log10 of the
Number Genomes

Mock-bacteria

4.800000 12.1 3.6 1,242,233.8 207,038.9 5.3
0.432432 15.8 3.6 111,913.0 18,652.16 4.3
0.038958 19.8 3.6 10,082.2 1680.37 3.2
0.003510 23.8 3.6 908.3 151.39 2.2
0.000316 27.1 3.6 81.8 13.64 1.1
0.000028 30.0 3.6 7.4 1.23 0.1
0.000003 32.4 3.6 0.7 0.11 −1.0

Human

5.000000 25.4 64,000 723.9 180.96 2.3
0.833333 27.8 64,000 120.6 30.16 1.5
0.138889 31.1 64,000 20.1 5.03 0.7
0.023148 33.8 64,000 3.4 0.84 −0.1
0.003858 36.9 64,000 0.6 0.14 −0.9

Mock-fungi

0.200000 17.1 15.6 11,875.1 115.9 2.1
0.020000 21.1 15.6 1187.5 11.6 1.1
0.002000 25.3 15.6 118.8 1.2 0.06
0.000200 29.2 15.6 11.9 0.1 −0.9
0.000020 32.6 15.6 1.2 0.01 −1.9
0.000002 36.4 15.6 0.1 0.001 −2.9

Notes: 1—The total mass of the mock contained 96% of bacteria DNA (12% of each of the eight species) and 4%
from fungi DNA (2% of each one of the two species). 2—Calculations have considered the average number of
copies of the amplification targets in the respective genomes used in this mock and the diploid human genome
(four for human DNA, six for bacteria, and 102.5 for fungi).

2.4. Shotgun Sequencing

As another metric to evaluate bacteria: human and fungi: human ratios, and to deter-
mine the accuracy of our calculations, we compared qPCR ratios to shotgun metagenomic
sequencing data of 10 samples of gastric fluids and two stool samples. For this, we used
100 ng of DNA template for library preparation for each sample (Nextera DNA Flex kit,
Illumina, San Diego, CA, USA), followed by sequencing on the NextSeq 500 platform
(Illumina). The results were analyzed by Kraken2 [30], and the number of reads for bacteria,
fungi and human were used to calculate the relative frequency of each group, and to
compare with qPCR data.

2.5. Statistical Analysis

Possible significant differences between the genome copy number of the different
samples were assessed by the Mann–Whitney test. For the correlation analyses, we used
Spearman’s correlation. For all statistical tests, a level of 5% significance was considered
(p < 0.05). Statistical analysis and graphs were generated with the appropriate packages
using R Studio.
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3. Results
3.1. Standard Curves Correlating Genome Copies and Cts

Standard curves were plotted, allowing to correlate the approximate absolute number
of genome copies for bacteria and fungi according to the respective Cts achieved in qPCR
amplification (Table 1). As shown in Figure 1, all standard curves showed very high
correlations (R2 equal to 0.99 or 1), despite some discrepancies observed for fungi.

3.2. Impacts of Varying Bacteria:Human and Fungi:Human DNA-Ratios over
Amplification/Quantification Capabilities

In order to simulate real-life analysis of samples that present significant variations in
the ratios of target microorganisms and host-derived DNA, we evaluated the Ct fluctuations
in face of different human: bacteria and fungi: human DNA ratios and their possible impact
on the quantification of these microorganisms. When using a fixed amount of human DNA
(1 ng) and up to 500× variation (5 ng to 0.01 ng) of the mock DNAs from bacteria or fungi,
the Ct values for the human ACTB gene remained within the expected range of variation,
suggesting no inhibition or off-target amplification. The same was observed when the
amount of mock DNA was fixed at 1ng, and the human DNA varied 500× (0.01 ng to 5 ng),
with no significant impact on either the bacteria 16S-, or the fungi 5.8S-detection (Figure 2).

Genes 2022, 13, x FOR PEER REVIEW 7 of 13 
 

 

 
Figure 2. Effects of varying DNA mass over amplification capabilities of bacteria (A) and fungi (B), 
as compared to human DNA amounts. Horizontal axes indicate the Ct value for human DNA and 
vertical axes indicate Cts for bacteria (16S) or fungi (5.8S). Each dot represents the mean of a tripli-
cate experiment. 

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 differ-
ent types of human-derived 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 show that skin 
and oral swabs, saliva, and gastric fluids also contain more bacteria genomes than human 
genomes and, thus, should provide informative microbiota data using this same sequenc-
ing approach, despite the much larger length of the human genome. By contrast, some 
tissues contain similarly high levels of human and bacterial genomes—as with rectal and 
penile biopsies—suggesting that metagenomics shotgun sequencing could still be in-
formative, but human DNA will largely dominate due to its length. 

After comparing the approximate number of human and bacteria genomes in all sam-
ples, we observed that biopsies from salivary gland and stomach contained much less 
bacteria genomes as compared to human genomes (Figure 3C). Rectal and penile biopsies 
appear to have similar amounts of human and bacterial genome copies, whereas the other 
sample types have significantly more bacteria, stool being the sample with most bacterial 
DNA as expected. From our limited set of samples, only stool and skin samples seem to 
have more significant fungi: human genome-ratios, and good variation was seen for gas-
tric fluids and saliva. Oral swabs, saliva, and gastric fluids have similar proportions of 
genomes from each type of organism, which makes sense as the gastric microbiota is heav-
ily influenced by the large amounts of microorganisms present in the saliva (Figure 3C). 

The quantitative analysis of fungi by qPCR showed stool and skin to be the samples 
with more fungi genome copies, with a reduction in saliva, oral swabs, rectal biopsies, all 
presenting similar amounts of fungi genomes. Interestingly, very small amounts of hu-
man genome were found in the skin and stool, as compared with the other tissues and 
samples evaluated here as DNA sources (Figure 3B,C). 

Figure 2. Effects of varying DNA mass over amplification capabilities of bacteria (A) and fungi (B),
as compared to human DNA amounts. Horizontal axes indicate the Ct value for human DNA
and vertical axes indicate Cts for bacteria (16S) or fungi (5.8S). Each dot represents the mean of a
triplicate experiment.

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 human-derived 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 show that
skin and oral swabs, saliva, and gastric fluids also contain more bacteria genomes than
human genomes and, thus, should provide informative microbiota data using this same
sequencing approach, despite the much larger length of the human genome. By contrast,
some tissues contain similarly high levels of human and bacterial genomes—as with rectal
and penile biopsies—suggesting that metagenomics shotgun sequencing could still be
informative, but human DNA will largely dominate due to its length.
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test * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001 significant.

After comparing the approximate number of human and bacteria genomes in all
samples, we observed that biopsies from salivary gland and stomach contained much less
bacteria genomes as compared to human genomes (Figure 3C). Rectal and penile biopsies
appear to have similar amounts of human and bacterial genome copies, whereas the other
sample types have significantly more bacteria, stool being the sample with most bacterial
DNA as expected. From our limited set of samples, only stool and skin samples seem
to have more significant fungi: human genome-ratios, and good variation was seen for
gastric fluids and saliva. Oral swabs, saliva, and gastric fluids have similar proportions of
genomes from each type of organism, which makes sense as the gastric microbiota is heavily
influenced by the large amounts of microorganisms present in the saliva (Figure 3C).

The quantitative analysis of fungi by qPCR showed stool and skin to be the samples
with more fungi genome copies, with a reduction in saliva, oral swabs, rectal biopsies,
all presenting similar amounts of fungi genomes. Interestingly, very small amounts of
human genome were found in the skin and stool, as compared with the other tissues and
samples evaluated here as DNA sources (Figure 3B,C).

3.4. Shotgun Analysis

As shotgun sequencing is less biased, it was used to compare the resulting data with
our qPCR data, to analyze the relative abundance of bacteria, fungi, and human-derived
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DNA in 16 samples of gastric fluids and two stool samples. Our data has shown human-
derived reads varying from 0.5 and 67% in the gastric fluids, and to be ≤0.1% in the stool.
As expected, we observed a smaller contribution of fungi-DNA, as compared to bacteria
for both sample types. This low frequency of fungi was true for all samples, ranging from
0.03 to 0.6% of the total reads in gastric fluids, and 0.1% in the two stool samples.

Our shotgun sequencing results were also compared in terms of bacteria: human and
fungi: human genome ratios (obtained from qPCR analysis of the same samples). As can be
seen in Figure 4, very good correlations were obtained between qPCR data and the ratios
of bacteria: human reads (Figure 4A) and fungi: human reads (Figure 4B), from shotgun
sequencing analysis. This reinforces the validity of the herein presented qPCR approach,
as well as the supporting calculations that allow the amounts of the genomes of these
organisms to be determined.
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4. Discussion

Most human microbiota studies are focused on the composition and diversity of the
microbiota and do not consider that the amounts of bacteria or the human: bacteria ratios
could be informative. Additionally, very few authors have focused on the mycobiome
composition, not to mention the different fungi colonization enrichment in sample types
and disease settings, and possible impacts of this biomass in regulating or having any role
in biological processes. Moreover, the quantitative variation of the microbiota may not only
result from disease processes but from the use of medicines, pre-and pro-biotics, and drugs
such as alcohol and tobacco, as well as levels of mucosa immunity and other situations.
Here we observed that only stool and skin samples had more fungi genomes, but still
much lower than bacteria, as compared to the other sample types. This observation should,
however, be viewed with caution, as very few specimens were evaluated for some tissue
types. On the other hand, fungi such as Candida albicans are known as important members
of the human gastrointestinal tract and may also be opportunistic pathogens [31]. In this
sense, it seems feasible that in some pathologies and for different tissue types, variations in
the number of microorganisms may have a physiological role and may suggest the impact
of certain drugs or therapies on the microbiota, their role in drug metabolization, or even
serve as a proxy of immune surveillance status where microorganisms appear to influence
immune regulation [32–34].

Other applications of our approach are more technical and include the use of this tool to
effectively indicate the best sequencing approach for determining microbiota composition,
and how many reads one can expect from a shotgun metagenomics study. In this sense,
our results demonstrated that gastric tissues had a significantly higher number of human
genomes per bacterial or fungi genomes as compared to the gastric fluids from the same
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patients, indicating that a shotgun approach for gastric microbiome studies should be
more efficient if based on gastric fluids. From our data (Figure 3) it is also clear that
samples from skin, oral swabs, and gastric fluids have amounts of non-human DNA that
would allow a direct shotgun sequencing approach, with no need to first amplify the
target genes. Indeed, this was confirmed from our shotgun sequencing of gastric fluids.
As seen here and for other studies, the quantification of fungi may be less precise due to
ploidy variation, which may occur according to species composition and developmental
stage [35,36], as well as the higher complexity of the fungal cell wall, which is usually
more resistant to lysis [37], and would also affect fungi quantification and analysis when
shotgun approaches are used. Overall, it seems that our approach is reliable, as our
amplifications showed no detectable fluctuations when facing 500× excess of human-host
DNA or 500× excess of mock microbiota template DNA, and it is also capable to provide a
precise microbiota quantification, as seen from the expected/observed number of reads for
bacteria or fungi as well as the amount of human-derived DNA in shotgun metagenomics.
A good demonstration of this is the evaluation of the microbiota of gastric fluids by
shotgun metagenomics, as predicted by our quantitative analysis, which shows that >50%
of samples have more bacteria-derived DNA than host-DNA. Our data also indicates
samples for which the shotgun approach would be inadequate, when lesser amounts of
bacteria- or fungi-derived DNA are present, precluding the microbiota evaluation with
shotgun sequencing.

The application of this method for medical/biological situations of interest is en-
visioned. An example may include the monitoring of bacteria biomass after antibiotic
treatment and the resolution of the sceptic shock [38], the observation of variations in
the abundance of protective or opportunistic microorganisms that may impact surgery,
radiotherapy, and chemotherapy, including side-effects such as infections of surgical sites,
mucositis, and even treatment efficacy [39–41]. In this regard, the use of specific microorgan-
isms to protect the intestinal epithelium has been suggested to manage collateral damage
related to radiotherapy [42,43]. Our approach could thus be applied to investigate a number
of treatment-related scenarios including the impact of ‘protective’ bacteria inoculation in
pre-radiotherapy versus post-radiotherapy stages, treatment efficacy, and to assess later
development of mucositis in different grades. We envisage the widespread application of
this simple tool to rapidly assess bacterial levels in diverse pathophysiological and other
clinically relevant scenarios of metagenomics interest, not limited to human samples.

5. Conclusions

In this study, we proposed a method for estimating the relative and absolute abundance
of fungi and bacteria in human samples. We observed that the ratio of human per bacteria
or fungi DNA is variable depending on the sample collection method (tissue, swab, body
fluids) and source (tissues such as skin, rectum, stomach, and penis). Additionally, although
bacteria outnumber fungi in most samples, we show that these microorganisms can be
more abundant in a few sample types (stool and skin), indicating their importance in the
microbiome of different body sites. This approach provides a valuable resource for the
improvement of metagenomic studies, enabling a more comprehensive view of the human
microbiota in targeted studies and a quantitative assessment of the microbiota in several
clinical scenarios.
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Apêndice B – Oligonucleotídeos levantados na literatura

Tabela 15 – Oligonucleotídeos levantados na literatura

Primer Sequência (3’ - 5’) Direção Referência

3271-ITS2r GATATGCTTAAGTTCAGCGGGT reverse (Delhaes et al. 2012)

3271ITS2f CARCAAYGGATCTCTTGG forward (Delhaes et al. 2012)

5.8SRf TCGATGAAGAACGCAGCG forward Vilgalys Lab*

5.8Sf_khot GTGAATCATCGARTCTTTGAAC forward (Khot et al. 2009)

5.8Sf CGCTGCGTTCTTCATCG forward Vilgalys Lab*

5.8Sbr TCGATGAAGAACGCAGCG reverse Vilgalys Lab*

5.8Sar_opt CAAGAGATCCGTTGYTGAAAGTT reverse esse trabalho

5.8Sar CAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTT reverse (Epp et al. 2012)

58A2r CTGCGTTCTTCATCGAT reverse (Martin e Rygiewicz 2005)

58A2f ATCGATGAAGAACGCAG forward (Martin e Rygiewicz 2005)

58A1f GCATCGATGAAGAACGC forward (Martin e Rygiewicz 2005)

28S-4r CCAGSTTTCAAATTTGAGCT reverse (Khot et al. 2009)
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28S-3r CCGCTTCACTCGCCGRTACT reverse (Khot et al. 2009)

28S-2r TTTCCTCCGCTTATTGATATGC reverse (Khot et al. 2009)

28S-1r TATGCTTAAGTTCAGCGGGTA reverse (Khot et al. 2009)

18Sr_rp1 ATTCCTCGTTGAAGAGCA reverse (Hanson et al. 2016)

18S0067adegf AAGCCATGCATGYCTAAGTATMA forward (Dollive et al. 2012)

UN.UP18S42f CGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAAC forward (Levesque e Cock 2004)

UN.LO28S22r GTTTCTTTTCCTCCGCTTATTGATATG reverse (Schurko et al. 2003)

TW14r GCTATCCTGAGGGAAACTTC reverse T.J. White, unpublished

TW13r GGTCCGTGTTTCAAGACG reverse T.J. White, unpublished

SR6Rf_2 AAGTANAAGTCGTAACAAGG forward Vilgalys Lab*

SR6Rf_1 AAGWAAAAGTCGTAACAAGG forward Vilgalys Lab*

SR1Rf TACCTGGTTGATNCTGCCAGT forward Vilgalys Lab*

SLG1f TTGCGCAACCTGCGGAAGGAT forward AFTOL*

PNS1f CCAAGCTTGAATTCGTAGTCATATGCTTGTC forward AFTOL*

NSR399r TCTCAGGCTCCYTCTCCGG reverse (Dollive et al. 2012)

NSI1f GATTGAATGGCTTAGTGAGG forward (Martin e Rygiewicz 2005)

NSA3f AAACTCTGTCGTGCTGGGGATA forward (Martin e Rygiewicz 2005)
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NS7af CAATAACAGGTCTGTGATGC forward UNITE-primers*

NS4r CTTCCGTCAATTCCTTTAAG reverse (White et al. 1990)

NS41r CCCGTGTTGAGTCAAATTA reverse AFTOL*

NS24Rf TAAAAGTCGTAACAAGGTTT forward AFTOL*

NS1f GTAGTCATATGCTTGTCTC forward (White et al. 1990)

nLSU1221r CTAGATGAACYAACACCTT reverse (Schadt et al. 2003)

NLC2r GAGCTGCATTCCCAAACAACTC reverse (Martin e Rygiewicz 2005)

NLB4r GGATTCTCACCCTCTATGAC reverse (Martin e Rygiewicz 2005)

NLB3r GGATTCTCACCCTCTATGA reverse (Martin e Rygiewicz 2005)

NL6Bmunr CAAGCGTTTCCCTTTCAACA reverse (Egger 1995)

NL4r GGTCCGTGTTTCAAGACGG reverse (Kurtzman e Robnett 1997)

NL1f GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG forward (Kurtzman e Robnett 1997)

LRORr CCGCTGAACTTAAGCATATCAATA reverse (Amend et al. 2010)

LR7r TACTACCACCAAGATCT reverse Vilgalys Lab*

LR6r CGCCAGTTCTGCTTACC reverse Vilgalys Lab*

LR5r TCCTGAGGGAAACTTCG reverse Vilgalys Lab*

LR5f CGATCGATTTGCACGTCAGA reverse (Tedersoo et al. 2015)
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LR3Rf GTCTTGAAACACGGACC forward Vilgalys Lab*

LR3r CCGTGTTTCAAGACGGG reverse Vilgalys Lab*

LR21r ACTTCAAGCGTTTCCCTTT reverse Vilgalys Lab*

LR1r GGTTGGTTTCTTTTCCT reverse Vilgalys Lab*

LR16r TTCCACCCAAACACTCG reverse Vilgalys Lab*

LR15r TAAATTACAACTCGGAC reverse Vilgalys Lab*

LR0Rf ACCCGCTGAACTTAAGC forward Vilgalys Lab*

LR0Br GGTAGTCCTACCTGATTTG reverse UNITE-primers*

LF402r TTCCCTTTYARCAATTTCAC reverse (Tedersoo et al. 2015)

LF402f GTGAAATTGYTRAAAGGGAA forward (Tedersoo et al. 2015)

LF340r TACTTGTKCGCTATCGG reverse (Tedersoo et al. 2008)

ITSOf ACTTGGTCATTTAGAGGAAGT forward (Tedersoo et al. 2008)

ITS9munf TGTACACACCGCCCGTCG forward (Egger 1995)

ITS8munr CTTCACTCGCCGTTACTA reverse (Egger 1995)

ITS86r TTCAAAGATTCGATGATTCAG reverse (Vancov e Keen 2009)

ITS86f GTGAATCATCGAATCTTTGAA forward (Turenne et al. 1999)

ITS5Rr CCTTGTTACGACTTTTACTTCC reverse AFTOL*
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ITS5f GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG forward (White et al. 1990)

ITS4Sr CCTCCGCTTATTGATATGCTTAAG reverse AFTOL*

ITS4r TCCTCCGCTTATTGATATGC reverse (White et al. 1990)

ITS4ngsr TCCTSCGCTTATTGATATGC reverse (White et al. 1990)

ITS4KYO3r CTBTTVCCKCTTCACTCG reverse (Toju et al. 2012)

ITS4KYO2r RBTTTCTTTTCCTCCGCT reverse (Toju et al. 2012)

ITS4KYO1r TCCTCCGCTTWTTGWTWTGC reverse (Toju et al. 2012)

ITS4BRr TCAACAGACTTGTACATGGTCC reverse (Vialle et al. 2009)

ITS4Br CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG reverse (Gardes e Bruns 1993)

ITS4BR2r GGATTATCACCCTCAATGAT reverse (Bergeron et al. 2019)

ITS3Rf ATCGATGAAGAACACAG forward Bruns Lab*

ITS3R3f CACATCGATGAAGAACACAGT forward (Feau et al. 2011)

ITS3R2f AAGGTACACCTGTTTGAGTGTC forward (Feau et al. 2011)

ITS3mix15f CANCGATGAAGAACGYRG forward (Tedersoo et al. 2015)

ITS3KYO2f GATGAAGAACGYAGYRAA forward (Toju et al. 2012)

ITS3KYO1f AHCGATGAAGAACRYAG forward (Toju et al. 2012)

ITS3f GCATCGATGAAGAACGCAGC forward (White et al. 1990)
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ITS2r CGCTGCGTTCTTCATCG reverse Vilgalys Lab*

ITS2R2r GACACTCAAACAGGTGTACCTT reverse (Vialle et al. 2009)

ITS2Melampsorar CACTGTGTTCTTCATCGACG reverse Bruns Lab*

ITS2KYO2r TTYRCTRCGTTCTTCATC reverse (Toju et al. 2012)

ITS2KYO1r CTRYGTTCTTCATCGDT reverse (Toju et al. 2012)

ITS2f GTGARTCATCGAATCTTT forward (Liguori et al. 2015)

ITS2br GCTGCGTTCTTCATCGATGC reverse (White et al. 1990)

ITS2ar TGTGTTCTTCATCGATG reverse Bruns Lab*

ITS1Pf TTATCATTTAGAGGAAGGAG forward UNITE-primers*

ITS1P2f CTTTATCATTTAGAGGAAGGAG forward Bruns Lab*

ITS1ngsf TCCGTAGGTGAACCTGC forward (Tedersoo et al. 2015)

ITS1KYO2f TAGAGGAAGTAAAAGTCGTAA forward (Toju et al. 2012)

ITS1KYO1f CTHGGTCATTTAGAGGAASTAA forward (Toju et al. 2012)

ITS1f TCCGTAGGTGAACCTGCGG forward (White et al. 1990)

ITS1Fngsf GGTCATTTAGAGGAAGTAA forward (Tedersoo et al. 2015)

ITS1FKYO2f TAGAGGAAGTAAAAGTCGTAA forward (Toju et al. 2012)

ITS1Ff GTAAAAGTCGTAACAAGGTTTC forward (Willger et al. 2014; Lennon et al. 2010)



142

ITS1ar GTTCAAAGAYTCGATGATTCAC reverse (Willger et al. 2014)

ITS1af CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA forward (Gardes e Bruns 1993)

ITS148f ACACACCGCCCGTCGCTACT forward (Usyk et al. 2017)

ITS134f CTGCCCTTTGTACACACCGC forward (Usyk et al. 2017)

ITS130f GTCCCTGCCCTTTGTACACA forward (Usyk et al. 2017)

ITS127f TACGTCCCTGCCCTTTGTAC forward (Usyk et al. 2017)

ITS1217r TTTCGCTGCGTTCTTCATCG reverse (Usyk et al. 2017)

ITS10munr GCTGCGTTCTTCATCGAT reverse (Egger 1995)

Illumina18S.775F.1f TGARRAAATTAGAGTGTTCAAAGCAG forward (Nash et al. 2017)

Illumina18S.1121R.1r CCTTYAAGTTTCAGCCTTGCG reverse (Nash et al. 2017)

gITS7f GTGAATCATCGARTCTTTG forward (Ihrmark et al. 2012)

fITS7r CAAAGATTCGATGAYTCAC reverse (Tedersoo et al. 2015)

fITS7f GAACACAGCGAAATGTGA forward (Ihrmark et al. 2012)

fITS7af GTGARTCATCGAATCTTTG forward (Ihrmark et al. 2012)

End18Sf GTAAAAGTCGTAACAAGGTTTC forward (Findley et al. 2013)

CTB6f GCATATCAATAAGCGGAGG forward (Garbelotto et al. 1997)

BITSf ACCTGCGGARGGATCA forward (Bokulich e Mills 2013)
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*

AFTOL - https://lutzonilab.org/aftol/primers/

Bruns Lab - https://nature.berkeley.edu/brunslab/tour/primers.html

UNITE-Primers - https://unite.ut.ee/primers.php

Vilgalys Lab - https://sites.duke.edu/vilgalyslab

https://lutzonilab.org/aftol/primers/
https://nature.berkeley.edu/brunslab/tour/primers.html
https://unite.ut.ee/primers.php
https://sites.duke.edu/vilgalyslab
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Apêndice C – Terceiro sequenciamento ITS2 com 51

amostras de pênis

Tabela 16 – Número de reads obtidas por amostra a partir do terceiro sequenciamento,

após a etapa de demultiplexação, identificação dos primers, considerando o tamanho

mínimo de 100 pb, realizado pelo software AMPtk.

Amostra Barcode Número de Sequências

CaPe10T-B BC.1 540

CaPe17AM BC.2 4740

CaPe25AM BC.93 1356

CaPe27AM BC.3 956

CaPe35AM BC.17 1763

CaPe37AM BC.33 2052

CaPe40T BC.4 721

CaPe41T BC.5 692

CaPe42AM BC.18 1111

CaPe44N BC.6 654

CaPe45AM BC.7 2181

CaPe45T BC.8 719

CaPe46AM BC.34 1547

CaPe46T-B BC.95 5586

CaPe48AM BC.35 1550

CaPe48T-AM BC.9 325

CaPe49AM BC.36 2879

CaPe49N BC.10 305

CaPe50AM BC.11 693
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Tabela 16 – continuação da página anterior

Amostra Barcode Número de Sequências

CaPe50T BC.12 770

CaPe51AM BC.37 1503

CaPe52T BC.38 1471

CaPe53AM BC.19 2515

CaPe53T BC.39 1802

CaPe54T BC.40 548

CaPe55AM BC.20 745

CaPe55N BC.13 560

CaPe55T BC.14 1070

CaPe57AM BC.41 1091

CaPe57T BC.15 604

CaPe58T BC.21 1650

CaPe59AM BC.42 1083

CaPe59N BC.43 1631

CaPe59T BC.16 668

CaPe60T BC.22 1045

CaPe61N BC.23 1322

CaPe62N BC.25 498

CaPe62T BC.26 1759

CaPe63AM BC.44 767

CaPe64AM BC.45 980

CaPe65N BC.27 2737

CaPe66AM BC.28 3045

CaPe67AM BC.29 4364

CaPe68AM BC.30 994

CaPe70AM BC.31 957
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Tabela 16 – continuação da página anterior

Amostra Barcode Número de Sequências

CaPe71AM BC.46 1249

CaPe72AM BC.96 8203

CaPe73AM BC.47 1864

CaPe74AM BC.48 3564

CaPe75AM BC.32 826

CaPe76AM BC.94 2705
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