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Resumen del Trabajo (maximo 250 palabras): Con la finalidad, contexto de
aplicacion, metodologia, resultados y conclusiones del trabajo.

La finalidad de este trabajo ha sido caracterizar la diabetes tipo 2 con distinto
grado de severidad desde un punto de vista metagendémico, realizando un
analisis de composicién microbioldgica y funcional.

Los datos donde se ha aplicado el analisis, provienen de un estudio
observacional caso-control realizado en poblacién china, con 31 sujetos
clasificados en cuatro grupos distintos segun presentasen diabetes tipo 2 y
periodontitis 0 no. En ellos se secuencidé el gen que codifica para 16S rRNA
con la plataforma 454 GS FLX Titanium. Se llevaron a cabo analisis sobre
diversidad alfa y beta, asi como analisis de composicién taxonémica gracias a
la herramienta QIIMEZ2, mientras que el paquete limma en Rstudio, permitié el
célculo de funciones diferencialmente expresadas en los grupos de interés,
inferidas a partir de los datos del 16S rRNA gracias a PICRUST.

En cuanto a la diversidad alfa, se observdé que los grupos con diabetes o
periodontitis presentaban menor riqgueza que los controles. En diversidad beta,
la diabetes y la periodontitis han sido las poblaciones con mas distancia
respecto al grupo control. Finalmente, los filos Synergistetes y Spirochaetes, y
el género Treponema de este ultimo, se han identificado como caracteristicos
del grupo con diabetes y periodontitis. A nivel funcional, las mayores




diferencias se han presentado entre los grupos con periodontitis, diabéticos y
no diabéticos. Ello ha permitido concluir que la condicion periodontitica
provoca modificaciones en el entorno diabético que la hace adquirir diferencias
a nivel de composicién microbiolégica y funcional, respecto a la diabetes.

Abstract (in English, 250 words or less):

The purpose of this study has been to characterize type 2 diabetes with
different severity from a metagenomic point of view, performing a microbiology
and functional analysis.

The analysis was applied on data from an observational case-control study
performed in Chinese population, with 31 subjects classified into four different
groups according to whether they presented type 2 diabetes and periodontitis
or not. The gene coding for 16S rRNA was sequenced with the 454 GS FLX
Titanium platform. Analysis of alpha and beta diversity as well as taxonomy,
were carried out with QIIME2 tool, while the package limma on Rstudio, allowed
the calculation of differentially expressed functions in groups of interest, inferred
from the 16S rRNA data thanks to PICRUST.

Regarding alpha diversity, groups with diabetes or periodontitis had less
richness than controls. In beta diversity, diabetes and periodontitis have been
the populations with the greatest distance to the control group. Finally, the
Synergistetes and Spirochaetes phyla, and the Treponema genus of the latter,
have been identified as characteristic of the group with diabetes and
periodontitis. At the functional level, the greatest differences have been
observed between the diabetic with periodontitis group and the one with
periodontitis. This has allowed us to conclude that the periodontitic condition
causes changes in the diabetic environment that leads to differences at the
microbiological composition and functional level, not present in the diabetic
environment itself.
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1. Introduccion

1.1 Contexto y justificacion del Trabajo

El presente trabajo de fin de master pretende caracterizar la diabetes
tipo 2 con distinto grado de severidad desde un punto de vista
metagendmico. Para ello partimos de un estudio observacional caso-
control realizado en poblacién china (EMBL-EBI, Study: PRJNA182759).
La cohorte consta de 31 sujetos que fueron clasificados en cuatro grupos
distintos segun presentasen diabetes tipo 2 y periodontitis o no. Los
grupos formados fueron: sujetos no diabéticos sin periodontitis, no
diabéticos con periodontitis, diabéticos tipo 2 sin periodontitis y
diabéticos tipo 2 con periodontitis. En ellos se extrajo ADN de muestras
de la cavidad oral para obtener el metagenoma oral humano a partir de
deep sequencing (método de secuenciacion cultivo-independiente) del
gen que codifica para 16S rRNA con la plataforma de pirosecuenciacion
454 GS FLX Titanium. Esta tecnologia, desarrollada por Roche
Diagnostics Corporation, proporciona secuencias con una longitud media
de 400 bases de lecturas de un solo extremo (single-end reads
sequences) [1].

El andlisis metagenémico de esta cohorte podria permitir la
caracterizacion de las posibles variaciones en el microboma en muestras
con diabetes tipo 2 con distinto grado de severidad, lo cual podria ayudar
a un mejor entendimiento de sus mecanismos de acciébn y por
consiguiente podria ser de utilidad en un mejor control de la misma.

La diabetes de tipo 2 es una enfermedad cronica influenciada tanto por
aspectos genéticos como ambientales, cuya prevalencia ha aumentado
dramaticamente en las Ultimas décadas, convirtiéndola en un importante
problema de salud a lo largo de todo el mundo [2, 3]; de hecho la OMS,
prevé que sera la séptima causa de mortalidad en 2030 [4].
Adicionalmente su heterogeneidad la ha convertido en blanco de
multiples estudios cientificos, encaminados a ilustrar caracteristicas
relacionadas con sus riesgos [5]. Una de esas condiciones relacionadas
con la diabetes de tipo 2 es la periodontitis, que consiste en una
inflamacion gingival y sangrado, recesién gingival y en fases avanzadas
puede llevar a la pérdida de dientes [6]. Esta caracteristica clinica a
menudo es pasada por alto en pacientes con diabetes tipo 2, pero
existen estudios que la asocian a mayor severidad de diabetes tipo 2,
correlacionandola con los niveles de hemoglobina glicosilada (HbA1c) [7,
8].

Por otro lado, la implicacién de la microbiota (intestinal principalmente)
en la patogenia de diversas enfermedades ha cobrado un elevado
interés en los ultimos anos, prueba de ello es el aumento de articulos
cientificos sobre microbiota publicados en PubMed durante los ultimos



17 anos [9, 10]. No en vano, el microbioma ha pasado a ser considerado
otro 6rgano humano y como tal se esta estudiando en profundidad para
entender su fisiologia y patologia [11]. Un marcador muy ampliamente
aceptado y empleado por diversas plataformas para su estudio, es el
gen que codifica para el 16S rRNA (ARN ribosomal 16S) que es el
componente de la subunidad 30S de los ribosomas procariontes. Su
amplio uso en estudios metagendmicos se debe a que esta presente en
practicamente la totalidad de las bacterias, presenta bajas tasas de
evolucién, lo cual le convierte en un buen candidato para estudios
filogenéticos, pues cambios aleatorios en su secuencia pueden ser una
precisa medida de tiempo, y por ultimo, este gen es suficientemente
grande para ser usado con fines informaticos [12]. Dentro de este
contexto y gracias al uso de estas nuevas tecnologias de alto
rendimiento, enfermedades complejas como la obesidad y la propia
diabetes se han asociado con una disbiosis de la microbiota intestinal y
con cambios en la composicion taxondémica y funcional de la misma [13,
14].

Por tanto, se ha elegido esta area y tema porque entender mejor la
diabetes de tipo 2 asi como su asociacién con otros factores de riesgo
desde el punto de vista microbiolégico y metagendmico, puede
ayudarnos a reducir su comorbilidad y a ahorrar recursos econémicos
invertidos en su tratamiento. Ademdas establecer riesgos mas
individualizados de este desorden podria contribuir a encaminarse a la
tan ansiada medicina personalizada.

Esta enfermedad esta ampliamente extendida entre la poblacién pero su
gran heterogeneidad hace que sus diferentes variantes no estén
demasiado estudiadas en el contexto metagendémico. La interaccidn
huésped-microbiota puede revelar aspectos aln desconocidos acerca de
esta enfermedad. Por otro lado, para abordar el estudio de la microbiota
debemos recurrir a técnicas de secuenciacion masiva. Estas técnicas de
alto rendimiento han supuesto una revolucién en el campo de los
estudios microbiolégicos, pero implican la generacién de gran volumen
de datos y por tanto han requerido del desarrollo de nuevas maneras de
gestionar y manejar estos datos, posibles gracias a la bioinformatica. Asi
mismo han debido aplicarse nuevos métodos estadisticos para analizar
dichos datos. Con lo que la aplicacion de estas nuevas herramientas
bioinformaticas y bioestadisticas permite una mejor comprensién de
enfermedades desde un enfoque antes imposible de abordar [15].

1.2 Objetivos del Trabajo

1) Realizar un andlisis de la composicion microbiolégica en muestras de
metagenoma oral humano, a partir de sus datos de secuenciacion, en el
contexto de las categorias aportadas en los metadatos del estudio, para
detectar diferencias en riqueza y/o igualdad (eveness) y para detectar
taxones diferencialmente expresados entre alguno de los grupos de
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interés, prestando especial importancia a las diferencias entre el grupo
de diabetes sin y con periodontitis.

2) Realizar un analisis funcional para determinar los genes y funciones
representativas de los grupos distintos de pacientes, para detectar
posibles genes y funciones diferencialmente representadas prestando
especial interés en los grupos con diabetes sin y con periodontitis.

Para contestar a las preguntas del primer objetivo general, tendremos
que establecer los siguientes objetivos especificos:

1) Preprocesar las secuencias para obtener una tabla de frecuencias de
OTUs (operational taxonomic unit).

2) Calcular la diversidad alfa y beta de nuestras secuencias.

3) Andlisis estadistico de distintas métricas de diversidad alfa y beta en
los distintos grupos de estudio.

4) Realizar una asignacién taxonémica de la tabla de OTUs.

5) Anadlisis estadistico de la tabla con asignaciones taxonémicas en los
distintos grupos de estudio.

Para determinar el segundo objetivo general y poder contestar a las
preguntas, necesitaremos realizar los siguientes objetivos especificos:

6) Normalizacién de la tabla de OTUs e inferencia de genes y funciones.
7) Estudio estadistico para establecer genes y funciones
diferencialmente expresados.

1.3 Enfoque y método seguido

El presente estudio se centrara en andlisis de datos de
pirosecuenciacion en los que se ha empleado como gen marcador el gen
que codifica para 16S rRNA. Es cierto que hoy en dia han surgido
nuevas estrategias de secuenciacion como el método shotgun, mucho
mas potentes, pero no exenta de inconvenientes, como sesgo hacia
genes altamente expresados que pueden consumir la mayoria de
lecturas o el sesgo en el extremo 3, debido a la seleccidn por polyA [16],
y por otro lado, la secuenciacién del 16S rRNA por pirosecuenciacion
sigue siendo wuna técnica metagendmica que permite analizar
simultaneamente una misma comunidad desde un punto de vista
taxonédmico y funcional [17]. Estos datos de partida se encuentran en
archivos depositados en el repositorio del European Nucleotide Archive
(ENA), bajo el numero de acceso PRJNA182759.

El andlisis de la calidad de las secuencias de los archivos con los datos
se llevarda a cabo con FastQC, ya que puede ejecutarse como una
aplicacion interactiva independiente para el andlisis inmediato de un
pequenio niumero de archivos con extensién .fastg como es nuestro caso
y permite la generacién de informes de control de calidad de las
secuencias de forma facil y rapida [18].



El procesamiento de datos se realizara utilizando la linea de comandos
de la terminal de la herramienta QIIME2 (Quantitative Insights into
Microbial Ecology), instalada en maquina virtual sobre sistema operativo
Ubuntu [19]. Esta plataforma bioinformatica de nueva generacioén para el
estudio de microbiomas, es un sistema basado en plugins, es decir en
paquetes creados en lenguaje python3, que nos permitiran procesar los
datos en cada fase de nuestro flujo de trabajo. En concreto inicializan un
objeto giime2.plugin.Plugin y registran acciones, formatos de datos y/o
tipos semanticos que se hacen visibles en QIIME2. Se ha elegido dicha
herramienta sobre otras, como MOTHUR, por su gran flexibilidad, ya que
en ella se dispone de multiples plugins con scripts que permiten realizar
diversas tareas, en contraposicion con MOTHUR en que cada tarea
debe realizarse por separado. Ademas QIIME2 ofrece excelentes
visualizaciones.

También se empleara PICRUST (Phylogenetic Investigation of
Communities by Reconstruction of Unobserved States), haciendo uso de
este paquete de software bioinformatico mediante su versién online en la
plataforma web de cédigo abierto Galaxy. Se ha optado por esta opcidn
debido a su mayor facilidad de manejo, lo cual la hace mas idénea para
inexpertos en el campo, como es nuestro caso [20, 21]. Finalmente,
realizaremos parte del andlisis con R, un entorno de software libre, pues
su versatilidad y la gran disponibilidad de librerias ya creadas nos
permitiran abordar ciertos analisis estadisticos y la creacion de distintos
tipos de graficos. Haremos uso de R a través del entorno de desarrollo
integrado RStudio, ya que facilita el flujo de trabajo haciendo mas facil el
depurado interactivo para diagnosticar errores y permite la generacion
de informes con R Markdown [22].

1.4 Planificacion del Trabajo

Las tareas propuestas para cada objetivo especifico dentro este trabajo
de fin de master son:

1) Preprocesado de las secuencias

- Determinacién de la calidad de las secuencias descargadas del ENA.

- Importacién de los archivos fastg.gz de partida a QIIME2.

- Andlisis de la calidad de las secuencias generadas.

- Eliminacién de secuencias ruido, corte de los extremos con baja
calidad (trimming), filtrado de las secuencias que no tengan la longitud
minima, dereplicado de las secuencias y filtrado de quimeras.

- Visualizacion del resumen de la tabla de frecuencias y la tabla con
secuencias representativas.

2) Calculo la diversidad alfa y beta de nuestras secuencias.

- Realizacién de alineamientos multiples de secuencias de novo.
- Filtrado de las posiciones altamente variables de los alineamientos.



- Generacion de un arbol filogenético con raiz.
- Célculo de métricas de diversidad alfa y beta.
- Visualizacion de métricas diversidad beta.

3) Andlisis estadistico de distintas métricas de diversidad alfa y beta en
los distintos grupos de estudio.

- Analisis de la composicion microbiolégica de las muestras.

- Generacidn de curvas rarefaccion alfa.

- Andlisis de composicion en funcion del grupo de pertenencia.
- Ordenacién restringida.

4) Asignacién taxondmica de la tabla de OTUs.

- Entrenar el clasificador Naive Bayes.

- Asignar taxonomia a las secuencias de la tabla de secuencias
representativas generada por dadaz2.

- Creacion de gréficos de barras de composicion taxonémica.

5) Analisis estadistico de la tabla con asignaciones taxonémicas en los
distintos grupos de estudio.

- Creacién de tabla de taxones colapsada a nivel filo, género y especie.
- Aplicacion de test ANCOM a la tabla de taxones segun el grupo de
pertenencia.

6) Normalizacion de la tabla de OTUs e inferencia de funciones.

- Seleccion de taxones de referencia cerrada.

- Exportacion en formato .biom.

- Adicién de anotaciones taxonémicas de Greengenes.

- Normalizacién del archivo por nimero de copia de 16S.
- Obtencién de tabla de prediccion del metagenoma.

- Obtencién de tabla de prediccion de funciones.

7) Estudio estadistico para establecer genes diferencialmente
expresados.

- Importacién de la tabla y comprobacién de normalidad.

- Diseno de la matriz de disefio y la matriz de contraste.

- Obtencion de tabla con ortélogos KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) diferencialmente expresados.

- Visualizacion grafica.

- Repeticion del proceso con categorias pathways KEGG y COGs
(Clusters of Orthologous Groups).

En base a estas tareas y a las fechas de entrega de cada PEC (pruebas de
evaluacién continua), la planificacion temporal propuesta se ha plasmado en un
diagrama de Gantt (figura 1), mostrado mas abajo.
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Figura 1. Diagrama de Gantt, donde se muestra la planificacion temporal de cada tarea
necesaria para realizar el trabajo de fin de master. Para su realizacion, se ha empleado el

programa de cddigo abierto, escrito en Java, GanttProject.

1.5 Breve sumario de productos obtenidos

Graficos de riqueza por distintas métricas segun los cuatro grupos del

estudio junto con sus test estadisticos.

Graficos de igualdad en los cuatro grupos del estudio junto con sus test

estadisticos.
Gréficos de ordenacion.

Graficos de barras de los taxones agrupados de acuerdo a los cuatro
grupos del estudio, en distintos niveles taxonémicos.
Resumen de los test estadisticos aplicados para deteccién de los
taxones diferencialmente expresados entre el grupo de diabéticos sin y
con periodontitis y también entre el grupo de no diabéticos sin y con

periodontitis.



Tablas de ortélogos, pathways KEGG y COGs expresados en los efectos
de interés.

Representacién grafica de los ortologos, pathways KEGG y COGs
diferencialmente expresados.

Tablas de OTUs, de secuencias representativas y de taxones.

Tablas con los ortdlogos, pathways KEGG y COGs diferencialmente
expresados en los efectos de interés.

Script con las instrucciones de la linea de comandos en QIIME2 para el
andlisis de secuencias.

Script en R Markdown para el grafico de ordenacion y los andlisis de
expresion génica.

1.6 Breve descripcion de los otros capitulos de la memoria

Los otros capitulos de la memoria consistiran en un apartado de
materiales y métodos (desarrollado a lo largo del capitulo 2), donde se
describirdn los datos de partida y métodos estadisticos aplicados.
También se incluira un apartado de resultados (capitulo 3), donde se
expondran los resultados graficos y estadisticos obtenidos relativos a
cada uno de los dos grandes objetivos planteados. Finalmente se
anadird un apartado de discusion (capitulo 4), donde los resultados se
analizaran realizando una critica objetiva, argumentada con otros
estudios publicados.

Otro capitulo del trabajo final de master sera el de conclusiones (capitulo
5), en él se resumiran las conclusiones obtenidas del estudio. En
concreto, se hara un ejercicio de autoevaluacion del proyecto, donde se
valorara el grado de logro de cada indicador y se explicara criticamente
las conclusiones que se han extraido de la actividad, incluyendo posibles
acciones futuras en relacién al estudio realizado.

El capitulo seis recogera la bibliografia del trabajo de fin de master,
mientras que el siguiente capitulo incluira un glosario de términos
mencionados en el mismo.

Finalmente en el capitulo ocho de anexos (que se adjuntard por
separado), se incluirdn los scripts generados, las tablas de OTUs, de
secuencias representativas y de taxones y las tablas con los ortélogos,
pathways KEGG y COGs diferencialmente expresados en los efectos de
interés.



2. Material y métodos

Como se ha mencionado anteriormente, los datos referentes a las
muestras del estudio se encuentran en el ENA, con el nimero de acceso
PRJUNA182759. Los datos clinicos relativos a cada muestra alli
presentes, junto con datos referentes a tres variables adicionales: HbA1c
(hemoglobina glicosilada), PBS (2h Postpandrial Blood Sugar) y AL
(Attachment Loss), extraidos de un articulo escrito con los datos
depositados [23], nos han permitido elaborar un archivo de metadatos
para las muestras, que se ha importado a QIIME2.

En primer lugar, se confirmé que los archivos depositados se trataban
de archivos fastq con calidades; pues cada lectura consistia en cuatro
lineas: un titular que empieza por el caracter @, una secuencia de
nucledtidos, un simbolo + y una puntuacién de calidad (quality score) de
la secuencia, para cada posicion, codificada por un caracter ASCII
imprimible, codificado en escala Phred+33. A continuacion, se ha
procedido al andlisis inicial de los archivos con FastQC, donde se ha
determinado que el truncado de las secuencias se haria a una longitud
de 367 pares de bases y que se recortaria 9 pares de bases en el inicio
de las secuencias.

Los archivos fastq.gz de partida para las lecturas de un solo extremo,
son archivos fastq demultiplexados, con una calidad asignada; por lo que
para su importacion a QIIME2, se ha creado un archivo delimitado por
comas (.csv), en formato fastq manifest. Dicho archivo ha permitido
conectar los identificadores de las muestras con rutas absolutas de
archivos fastg.gz que contienen las secuencias y sus datos de calidad de
las mismas, también ha indicado la direccion de lectura en cada ruta
absoluta de archivos fastq.gz. Esta accién ha permitido continuar el
analisis por las tareas posteriores al demultiplexado de secuencias [19].

A continuacién se ha usado el plugin dada2, en QIIME2, con el método
denoise-single, para la eliminaciéon de secuencias ruido (denoise), corte
de los extremos con baja calidad (trimming), filtrado de las secuencias
que no tuvieran la longitud minima después del frimming, dereplicado de
las secuencias y filtrado de quimeras. Cabe destacar que en el
derreplicado se combinan todas las lecturas de secuencias idénticas en
“secuencias unicas” junto con el nimero de lectura para esa secuencia
Unica, asi se reduce tiempo computacional y se eliminan comparaciones
redundantes. Como producto final, este plugin ha devuelto una tabla de
amplicon sequence variant (ASV), que puede considerarse un analogo a
las tradicionales tablas OTUs con mayor resolucion, por eso a menudo
se usa el término tabla de 100% OTUs para referirse a ella. En esta tabla
se recoge el numero de veces que cada ASV es observado en cada
muestra. También se ha generado una tabla con las secuencias
representativas de cada ASV [24]. Posteriormente se ha visualizado un



resumen de la tabla de frecuencias y la tabla con secuencias
representativas, para tener una idea que como fue el proceso. El
resumen ha permitido establecer la profundidad de muestreado
(sampling depth) que deberemos emplear en subsiguientes fases del
proceso. La profundidad de muestreo, elegida en base al nimero de
secuencias de la muestra SRR630916, ha sido 1798.

Dado el interés del estudio en determinar si las muestras diferian en su
composicion de acuerdo a su grupo de pertenencia (diabetes,
periodontitis), o diferian en riqueza y en igualdad de acuerdo a este
grupo; se ha creado un arbol filogenético para poder obtener medidas de
diversidad filogenéticas: Faith’s, weighted UniFrac y unweighted UniFrac
[25]. Primero se ha empleado el plugin alignment bajo el método mafft,
para realizar multiples alineamientos de las secuencias de la tabla de
secuencias representativas de novo usando MAFFT. Como resultado se
ha creado una tabla de secuencias alineadas. Las posiciones altamente
variables de los alineamientos (afiaden ruido al arbol filogenético) han
sido filtradas con el plugin mask. Finalmente se ha generado el arbol
con esas secuencias filtradas, gracias al plugin phylogeny y al método
fasttree, seguido del método midpoint-root, generandose al final del
proceso un arbol con raiz [19]. Este trabajo previo, ha permitido el
estudio de la diversidad alfa y beta, mediante métricas filogenéticas y no
filogenéticas, con el plugin diversity empleando la pipeline core-metrics-
phylogenetic. EI método rarifica la tabla de frecuencias de nuestras ASV
a la profundidad de 1798 (determinada durante la visualizacion de la
tabla de frecuencias). Esto significa que extraerd muestras al azar sin
reemplazo de cada muestra y todas terminaran teniendo la misma
profundidad, porque las métricas de diversidad son sensibles a las
diferentes profundidades de muestreado a lo largo de las distintas
muestras, y computara las siguientes medidas de diversidad alfa y beta.

Diversidad alfa:

Indice de diversidad de Shannon
OTUs observadas

Diversidad de Faith

Igualdad o igualdad de Pielou

Diversidad beta:

Distancia de Jaccard
Distancia de Bray-Curtis
Distancia unweighted UniFrac
Distancia weighted UniFrac

Se ha analizado la composicion microbioldgica de las muestras segun su
grupo de pertenencia (diabetes, periodontitis) con el plugin diversity, con
el método diversity alpha-group-significance sobre las matrices con las
medidas de diversidad alfa obtenidas y se han aplicado tests Kruskal
Wallis sobre ellas, para determinar si existen diferencias
estadisticamente significativas entre los cuatro grupos de sujetos (segun
la presencia o no de diabetes y periodontitis). A continuacién se han



generado las curvas rarefaccién alfa, en las que se representa la
diversidad alfa en funcién de la profundidad de muestreo, para
comprobar que el muestreo realizado a la profundidad de secuencias
indicada fue el idéneo para registrar toda la diversidad de las muestras
[19].

Los resultados de beta diversidad generados, han sido visualizados con
QIIME2 mediante graficos generados por analisis de coordenadas
principales (PCoA) gracias a EMPEROR [26]. Las matrices con medidas
de diversidad beta, se han analizado en busca de diferencias de
composicién segun su grupo de pertenencia mediante PERMANOVA.
Dado que también es posible su calculo en QIIME2 mediante el método
beta-group-significance del plugin diversity, se ha usado para analizar
cada una de las métricas obtenidas para la diversidad beta de acuerdo a
la columna grupo del archivo con los metadatos [27].

Por otro lado, en RStudio se ha realizado una ordenacién restringida,
con la ayuda de los paquetes biomformat y vegan. Para ello se ha
cargado el archivo de metadatos y la tabla de frecuencias ASV en
RStudio, que ha debido de exportarse de QIIME2. Tras un
procesamiento de la tabla (transposicion, calculo de abundancias
relativas y seleccion de las caracteristicas que aparecen en al menos el
10% de las muestras), se ha empleado la funcion CCA (Canonical
Correspondence Analysis) para realizar un analisis de gradiente directo,
en el que se ha relacionado las especies con cuatro variables de nuestro
archivo de metadatos (HbA1c, PBS, edad y AL). Este analisis se
diferencia del analisis de correspondencia en que los scores de las
muestras estadn restringidos a ser combinaciones lineares de las
variables seleccionadas. Por ello CCA explica menos variacion que el
andlisis de correspondencia [28].

Finalmente, para abordar el andlisis de la composicién taxonémica de
las muestras segun nuestros grupos de interés; con QIIME2 se ha
asignado taxonomia a las secuencias de la tabla de secuencias
representativas generada por dada2, gracias a un clasificador Naive
Bayes pre-entrenado con nuestras muestras. Para entrenar al
clasificador, se han descargado los archivos de la base de datos
Greengenes (versién 13_8) de la direccion:
https://docs.qiime2.org/2018.2/data-resources/. En concreto se ha
importado el archivo fasta con las secuencias de referencia (de los OTUs
al 99% de esta base de datos) y el archivo con las clasificaciones
taxondmicas correspondientes a las anteriores secuencias. A
continuacién se ha empleado el plugin feature-classifier con el método
extract-reads para obtener unas secuencias de referencia de la base de
datos en funcion de los primers que hemos usado,
fwd:AGAGTTTGATCCTGGCTCAG y rev:TTACCGCGGCTGCTGGCAC
(que amplifican las regiones hipervariables V1 y V3) y la longitud final de
las secuencias(358 pb), para aumentar la precision del clasificador.
Después se ha empleado el método fit-classifier-naive-bayes para
entrenar el clasificador Naive Bayes con esas secuencias y la taxonomia
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de referencia [19]. Con el método classify-sklearn del plugin feature-
classifier empleando nuestro clasificador entrenado y la tabla de
secuencias representativas, se ha obtenido una tabla con la asignacion
taxondmica a cada secuencia junto con la confianza a que fue
clasificado. Este archivo ha permitido la creacion de graficos de barras
interactivos, empleando la opcidon qiime taxa barplot con los que
explorar la composicion taxonémica de nuestras muestras.

Para testar si existen taxones diferencialmente abundantes entre los
diferentes grupos de estudio, se ha aplicado el test ANCOM (analysis of
composition of microbiomes), que asume que pocos de los taxones
cambiaran entre los grupos (menos de un 25%). Primero se han creado
tablas con taxones, con el plugin taxa siguiendo el método collapse, para
agrupar grupos con caracteristicas que tienen la misma asignacion
taxonémica a un nivel determinado (2 para filo, 6 para género y 7 para
especie). Se han sumado las frecuencias de todas las caracteristicas de
la tabla de ASV al agruparse con las anotaciones taxonémicas creada en
la clasificacién taxonémica. Este plugin se ha aplicado sobre dos tipos
de tabla, una que contenia solo poblacién diabética y otra que contenia
la poblacién no diabética. Con el plugin composition add-pseudocount,
se han modificado esas tablas para que reflejen frecuencias de los
taxones por muestra, pero para evitar frecuencias de cero se ha afadido
un valor de 1, obteniendo una tabla con pseudocuentas. Se ha aplicado
el test ANCOM (con el plugin composition ancom) sobre cada tabla,
seleccionando la columna periodontitis, para determinar qué taxones
difieren en abundancia en cada uno de los cuatro grupos [19, 29].

Para la inferencia de funciones mediante la herramienta PICRUST.
Primero se han procesado los datos que necesita de entrada, para
adaptar los archivos a PICRUST. Se ha realizado una seleccién de
taxones de referencia cerrada usando la version de Greengenes para la
que PICRUST fue entrenado (version 13_5), para ello se ha empleado el
plugin vsearch, siguiendo el método cluster-features-closed-reference y
obteniendo una tabla con Greengenes IDs compatible con PICRUST,
que se ha exportado para tener un archivo en formato biom. A este
archivo se le han anadido las anotaciones taxonémicas de Greengenes
usando biom add-metadata. El resto del proceso se ha realizado en
Galaxy, donde se ha normalizado el archivo por numero de copia de
16S. La tabla resultante se ha usado como input para predecir el
metagenoma, con el médulo predict metagenome, que ha inferido un
metagenoma de abundancias de ortélogos KEGG para cada muestra en
la tabla normalizada y ha generado una tabla con las métricas para el
metagendma predicho en valores NSTI (Nearest Sequenced Taxon
Index). Después se ha empleado el modulo categorize by function, que
ha permitido examinar los resultados de KEGG desde un nivel méas alto
en la jerarquia de la ruta. Pues un ortélogo KEGG puede estar implicado
en diferentes rutas y en ese caso el ortblogo KEGG seria contado por
cada ruta [20].

La tabla de ortélogos KEGG, se ha usado para realizar un andlisis de
ortélogos diferencialmente expresados con el paquete limma de

11



Bioconductor en RStudio, empleandose un modelo lineal general, con un
método para obtener una estimacion mejorada de la varianza. Nos
hemos decantado por este paquete porque permite hacer multiples
comparaciones, mientras que otros paquetes como edgeR o DESeq,
estan disenados para una comparacion entre dos niveles, como es el
caso de control versus tratamiento. Se ha especificado la matriz de
disefo y la matriz de contraste. En este caso, para la matriz de disefio se
ha optado por un modelo de un factor con cuatro niveles (uno por cada
grupo de pertenencia de los sujetos que pertenecieron en el estudio).
Las preguntas a contestar (el efecto de la periodontitis en la diabetes en
la expresién génica, su efecto en ausencia de diabetes y el efecto de la
diabetes en los genes en ausencia de periodontitis) por el modelo se han
formulado como contrastes, que han consistido en comparaciones entre
los parametros del modelo. La tabla con los genes diferencialmente
expresados, obtenida con método decidetest, ha permitido crear un
heatmap para su visualizacion grafica y por otro lado, las tablas de
ortélogos up y downregulados para cada comparacion se han guardado.
Este analisis se ha repetido para las pathways KEGG y para los COGs
[30, 31].

3. Resultados

Analisis de diversidad alfa

Diversidad de Faith

Primero se ha decidido confirmar si existia un sesgo en cuanto a género,
para esta métrica de diversidad alfa. Para ello se ha representado la
distribucién que seguian las muestras para esta métrica en el grupo de
mujeres y en el grupo de hombres. En la gréafica (figura 2) se aprecia que
no hay grandes diferencias en las distribuciones, si bien se observa una
tendencia en el grupo de mujeres a presentar una mediana ligeramente
superior.
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Figura 2. Gréfico de significacién de diversidad de Faith dividida segin el género de las
muestras del estudio.

Los analisis no paramétricos aplicados sobre las muestras divididas en
funcién del género en cuanto a esta métrica de diversidad alfa, han
corroborado que no existen diferencias en esta medida de riqueza en
cuanto a género.

Resultado Kruskal-Wallis (todos los grupos)

H 0.0567
p-valor 0.8117

Tabla 1. Test de Kruskal-Wallis para la diversidad de Faith, dividida en dos grupos en
funcion del género de las muestras.

Seleccionando nuestros grupos de interés, en el grafico (figura 3) si se
pueden observar difererencias. Siendo el grupo con diabetes y sin
periodontitis el que menos riqueza filogénetica de Faith presenta y el grupo
con dibetes y periodontitis, el que mayor rigueza de esta métrica presenta
junto con el grupo control. Por lo que el grupo con diabetes sin periodontitis
es el que menor variedad de especies desde el punto de vista filogenético
presenta en el grupo, en relaciébn a esta métrica. Cabe destacar que la
condicién de diabetes y de periodontitis, presentadas por separado,
parecen disminuir la riqueza filogenética de Faith respecto al grupo control;
mientras que cuando ambas condiciones se presentan conjuntamente la
riqueza de esta métrica es equivalente al grupo control.

Los test estadisticos (tabla 2) han confirmado la existencia de diferencias

estadisticamente significativas entre el grupo de diabéticos con
periodontitis y el de diabéticos sin esta condicién.
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Figura 3. Gréfico de significacion de diversidad de Faith dividida segln el grupo (diabetes,
periodontitis) al que pertenecen las muestras del estudio.

Resultado Kruskal-Wallis (todos los grupos)

H 11.4042
p-valor 0.0097
Kruskal-Wallis (por pares) H p-valor q-valor
Group 1 Group 2
D+P+ D-P+ 3.166667 0.0752 0.1399
D+P- 8.595238 0.0034 0.0202
P- D- 0.044444 0.8330 0.8330
D-P+ D+ P- 2.816667 0.0933 0.1399
D- P- 1.633333 0.2012 0.2415
D+P- D- P- 4.821429 0.0281 0.0843

Tabla 2. Test de Kruskal-Wallis para la diversidad de Faith segun el grupo (diabetes,
periodontitis) al que pertenecen las muestras del estudio.

OTUs observadas

Al igual que en la anterior métrica, la agrupacién por género no es
estadisticamente significativa (no mostrada). En cuanto a los grupos de
interés (figura 4), la tendencia es similar a la anterior métrica.
Observandose menor riqueza en el grupo de diabéticos sin periodontitis y
mayor en el de diabéticos con periodontitis, siendo ésta ultima mas similar
a la del grupo control, aunque en el gréafico se observa una tendencia en el
grupo control a presentar mas riqueza de OTUs.
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Figura 4. Gréfico de significacion de diversidad de OTUs observadas dividida segun el
grupo (diabetes, periodontitis) al que pertenecen las muestras del estudio.

Resultado Kruskal-Wallis (todos los grupos)

H 14.5362
p-valor 0.0023
Kruskal-Wallis (por pares) H p-value g-value
Grupo 1 Grupo 2
D+P+ D- P+ 9.8545 0.0017 0.0102
D+ P- 6.0952 0.0136 0.0288
D- P- 0.5458 0.4600 0.5521
D-P+ D+ P- 0.0667 0.7963 0.7963
D- P- 5.633333 0.0176 0.0288
D+P- D- P- 5.485714 0.0192 0.0288

Tabla 3. Test de Kruskal-Wallis para la diversidad de OTUs observadas segun el grupo
(diabetes, periodontitis) al que pertenecen las muestras del estudio.

El test estadistico de Kruskal-Wallis (tabla 3), ha confirmado la existencia
de diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de diabéticos
con periodontitis frente al de diabéticos sin esta condicidn y frente al grupo
sin diabetes y con periodontitis. Por otra parte, también se han encontrado
diferencias significativas entre el grupo control y el grupo de diabéticos sin
periodontitis y el grupo control y el grupo de no diabéticos con periodontitis.
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Figura 5. Gréfico de significacion de diversidad de Shannon dividida segun el grupo
(diabetes, periodontitis) al que pertenecen las muestras del estudio.

Resultado Kruskal-Wallis (todos los grupos)
H 6.3013
p-valor 0.0978

Tabla 4. Test de Kruskal-Wallis para la diversidad de Shannon segun el grupo (diabetes,
periodontitis) al que pertenecen las muestras del estudio.

A diferencia de los anteriores, esta métrica de diversidad alfa no muestra
diferencias significativas entre los distintos grupos (tabla 4), aunque los
diagramas de cajas muestran una tendencia similar al de los anteriores
graficos (figura 5).

Igualdad de Pielou

Tanto el grafico de la distribucion de las muestras para la métrica de
igualdad de Pielou dividida en funcion del género (figura 6), como el test
estadistico aplicado (tabla 5), muestran que las muestras si presentan
diferencias en igualdad en cuanto a género. Presentando los varones
mayor igualdad. Aunque el efecto de la diferente igualdad entre géneros, se
veria controlado por el disefio experimental, en el que se ha incluido
practicamente el mismo nimero de mujeres que de hombres por cada
grupo de interés, segun presente o no diabetes y periodontitis.
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Figura 6. Gréfico de igualdad de Pielou dividida segun el género de las muestras del

estudio.

Resultado Kruskal-Wallis (todos los grupos) '
H 6.6570

p-valor 0.0099

Tabla 5. Test de Kruskal-Wallis para la igualdad de Pielou dividida en dos grupos en

funcion del género de las muestras.

Sin embargo, cuando se han dividido las muestras en funcion de los cuatro
grupos de interés, no se han detectado diferencias en igualdad respecto a

los mismos (figura 7, tabla 6).
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Figura 7. Gréfico de igualdad de Pielou dividida segun el grupo (diabetes, periodontitis) al

que pertenecen las muestras del estudio.
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Resultado Kruskal-Wallis (todos los grupos)

H 2.4421
p-valor 0.4858

Tabla 6. Test de Kruskal-Wallis para la igualdad de Pielou segun el grupo (diabetes,
periodontitis) al que pertenecen las muestras del estudio.

Alfa rarefaccion

Los graficos de rarefaccién para las tres métricas diferentes de riqueza
(figuras 8, 9,10), parecen indicar que la profundidad de muestreo escogida
fue correcta, pues mayor profundidad no resultaria en una observaciéon de
caracteristicas adicionales ya que la riqueza de las muestras al encontrarse
en la fase plateau, se ha observado plenamente.
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Figura 8. Graficos de rarefaccion. El grafico superior muestra la diversidad de Faith para
cada uno de los grupos de interés (diabetes, peiodontitis) en funcién de la profundidad de
muestreo, mientras que el grafico inferior muestra el nimero de muestras en funcién de la
profundidad de muestreo.
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Figura 9. Graficos de rarefaccion. El grafico superior muestra los OTUs observados para
cada uno de los grupos de interés (diabetes, periodontitis) en funcion de la profundidad de
muestreo, mientras que el grafico inferior muestra el nimero de muestras en funcién de la

profundidad de muestreo.
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Figura 10. Gréficos de rarefaccidn. El gréfico superior muestra la diversidad de Shannon
para cada uno de los grupos de interés (diabetes, periodontitis) en funcién de la
profundidad de muestreo, mientras que el grafico inferior muestra el nimero de muestras
en funcién de la profundidad de muestreo.
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Diversidad beta

Ademas de la diversidad alfa, también se han analizado diferentes métricas
de diversidad beta, puesto que este tipo de diversidad nos informa del
grado de diferenciacion entre comunidades biolégicas [32]. En este estudio,
sera de gran utilidad para saber cuanto de distintos son los cuatro grupos
de interés.

Distancia de Jaccard
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Figura 11. Grafico que muestra la distancia de Jaccard entre cada grupo de interés en el
estudio (presencia o no de diabetes y periodontitis).

En el grafico de la figura 11, podemos observar como las muestras
diabéticas con periodontitis y no diabéticas con periodontitis son las que
muestran mas distancia respecto al grupo control. Por otro lado, el grupo
con diabétes y periodontitis presenta también mayor distancia de Jaccard
respecto al grupo que presenta exclusivamente diabetes, aunque en menor
medida. El test estadistico aplicado para confirmar si estas diferencias
observadas son significativas ha sido el test PERMANOVA (tabla 7).
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Método PERMANOVA
Nombre test estadistico pseudo-F
Test estadistico 1.17798
p-valor 0.001
N2 permutaciones 999
Resultados Tamaiio
permanova por pares  muestral Permutaciones pseudo-F
Grupo 1 Grupo 2
D+P+ D+P- 20 999 1.32802
D-P+ 18 999 1.06254
D-P- 17 999 1.08297
D+P- D-P+ 14 999 1.30928
D-P- 13 999 1.10815
D-P+ D-P- 11 999 1.15740

Tabla 7. Test de permanova

estudio

p-valor

0.001

0.038
0.034

0.003

0.036

0.006

q-valor

0.006

0.038
0.038

0.009

0.038

0.012

para la distancia Jaccard entre los grupos de interés en el

En base a la distancia de Jaccard, el test PERMANOVA confirma que todos
los grupos difieren en composicién. Presentando mas disimilaridad (desde
el punto de vista cualitativo de esta métrica) el grupo de diabéticos con
periodontitis que el de diabéticos sin esta condicién y siendo estos mas
diversos que el grupo control. Aunque la mayor distancia fue presentada
por el grupo de pacientes con periodontitis no diabéticos, que son los mas
disimilares respecto al grupo control.

Distancia de Bray-Curtis

Esta métrica de diversidad beta, proporciona una medida cuantitativa de las
diferencias en diversidad entre los cuatro grupos de interés en este estudio.

21



Distances to D-P-

1.000 s m—

0.975 [

0.950

0.925 .

0.900

Distance

0.875

0.850

0.825

D-P- (n=10)
P- (n=40)
D-P+ (n=30)

D+P+ (n=60)
D+

Figura 12. Grafico que muestra la distancia de Bray-Curtis entre cada grupo de interés en
el estudio (presencia o no de diabetes y periodontitis).

Método PERMANOVA
Nombre test estadistico pseudo-F
Test estadistico 1.25251
p-valor 0.001
N2 permutaciones 999
Resultados Tamano
permanova por pares muestral Permutaciones pseudo-F p-valor g-valor

Grupo 1 Grupo 2

D+P+ D+P- 20 999 1.63320 0.001 0.0060
D-P+ 18 999 0.95165 0.686 0.6860
D-P- 17 999 1.06733 0.183 0.2196
D+P- D-P+ 14 999 1.46939 0.004 0.0120
D-P- 13 999 1.17692 0.058 0.0870
D-P+ D-P- 11 999 1.16458 0.046 0.0870

Tabla 8. Test de PERMANOVA para la distancia Bray-Curtis entre los grupos de interés en
el estudio

Como se puede observar en la figura 12, desde el punto de vista de la
métrica de Bray Curtis, las diferencias no son tan marcadas. Aunque el
grupo de diabetes con periodontitis presenta una mayor distancia, respecto
a esta métrica, que el grupo de diabéticos sin periodontitis. El test
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PERMANOVA (tabla 8), confirma que esta diferencia es estadisticamente
significativa. También confirma que hay una diferencia significativa entre el
grupo de diabéticos sin periodontitis y el de no diabéticos con
periodontitis, indicativo de que el nimero de organismos compartidos entre
ambas comunidades serd menor.

Distancia unweighted UniFrac

UniFrac es una medida de B-diversidad que usa informacién filogenética
para comparar muestras pertenecientes a los cuatro grupos de interés en
este caso. La version unweighted es cualitativa, porque se basa en la
presencia o ausencia en los ASV observados [25].
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Figura 13. Grafico que muestra la distancia unweighted UniFrac entre cada grupo de
interés en el estudio (presencia o no de diabetes y periodontitis).
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Método PERMANOVA

Nombre test estadistico pseudo-F
Test estadistico 2.37754
p-valor 0.001
N2 permutaciones 999
Resultados Tamaiio
permanova por pares muestral Permutaciones pseudo-F p-valor q-valor

Grupo 1 Grupo 2

D+P+ D-P+ 18 999 1.281114 0.077 0.077
D+P- 20 999 3.569410 0.002 0.004
D-P- 17 999 1.562596 0.016 0.024
D-P+ D+P- 14 999 3.749903 0.002 0.004
D-P- 11 999 2.251405 0.002 0.004
D+P- D-P- 13 999 1.842904 0.020 0.024

Tabla 9. Test de PERMANOVA para la distancia unweighted UniFrac entre los grupos de
interés en el estudio

Como resultado de los test de PERMANOVA (tabla 9) sobre la distancia
unweighted UniFrac, podemos afirmar que existen diferencias en
composicion entre todos los grupos, a excepcion del grupo con diabetes y
periodontitis y el grupo sin diabetes con periodontitis. El grupo con diabetes
presenta mayor diferencia en composicion respecto al grupo control, pero
esta diferencia disminuye cuando la diabetes se presenta con periodontitis,
aunque sigue siendo estadisticamente significativa.

Distancia weighted UniFrac

La version weighted de UniFrac, es una medida cuantitativa de -
diversidad, ya que tiene en cuenta la abundancia de los ASV observados y
usa informacién filogenética para comparar las muestras pertenecientes a
los cuatro grupos de interés, en el caso de este estudio [25].
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Figura 14. Grafico que muestra la distancia weighted UniFrac entre cada grupo de interés
en el estudio (presencia o no de diabetes y periodontitis).

Método

Nombre test estadistico

Test estadistico

p-valor

N2 permutaciones

Resultados Tamano
permanova por pares muestral

Grupo 1 Grupo 2

D+P+ D+P- 20
D-P+ 18
D-P- 17
D+P- D-P+ 14
D-P- 13
D-P+ D-P- 11

PERMANOVA

pseudo-F

5.97549

0.001

999

Permutaciones pseudo-F

999 10.686014
999 1.285356
999 2.671687
999 11.869136
999 2.628219
999 4.791233

p-valor

0.001

0.228
0.011

0.002

0.034

0.013

q-valor

0.0060

0.2280
0.0195

0.0060

0.0408

0.0195

Tabla 10. Test de PERMANOVA para la distancia weighted UniFrac entre los grupos de

interés en el estudio

Los test de PERMANOVA (tabla 10) sobre la distancia weighted UniFrac
muestran menores diferencias. Aunque se mantienen diferencias en
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composicion entre el grupo de diabetes con periodontitis y sin periodontitis,
que a su vez muestran diferencias significativas en composicién (respecto
a esta métrica) con el grupo control, siendo ambas mayores.

En general, las diferencias cualitativas de las métricas de diversidad beta
entre grupos son mas marcadas que las cuantitativas. Una manera de ver
esto resumido de forma visual es con los graficos de ordenacién, en este
caso de coordenadas principales (PCoA).
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Figura 15. Grafico de PCoA con la métrica de beta diversidad de Jaccard.
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Figura 16. Grafico de PCoA con la métrica de beta diversidad de Bray Curtis.
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Figura 17. Gréafico de PCoA con la métrica de beta diversidad de unweighted UniFrac.
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Figura 18. Grafico de PCoA con la métrica de beta diversidad de weighted UniFrac.

En todos los graficos (figuras 15 a 18) observamos que la comunidad mas
separada del resto es el grupo de pacientes diabéticos sin periodontitis (en
azul). Aunque los cuatro grupos se separan mejor de acuerdo a las
métricas de beta diversidad de distancia UniFrac, siendo la métrica
weighted UniFrac la que mejor explica la variabilidad de los datos. Un
47.58% de la variabilidad de los datos es explicada por el primer eje, que
separa razonablemente bien los cuatro tipos de grupo creados de acuerdo
a la presencia o no de diabetes y periodontitis. También podemos confirmar
que en general los graficos respaldan los resultados obtenidos con los tests

PERMANOVA.
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Ordenacion restringida

CCAZ2

CCA1

Figura 19. Gréfico de ordenacidn restringida en funcion de las variables: age (edad), PBS
(Postpandrial Blood Sugar), HbA1c (hemoglobina glicosilada) y AL (attachment loss).

En el grafico de ordenacion restringida, se muestra los ASVs asociados con
las dos variables asociadas con la condicién de diabetes: la hemoglobina
glicosilada y el azicar en sangre postpandrial (a las dos horas de haber
comido) y una variable asociada a la condicion de la periodontitis, la
pérdida de fijacion de los dientes. También se ha decidido tener en cuenta
otra posible variable confusora, la edad. Se observa que la periodontitis
aumenta a medida que nos desplazamos hacia la derecha mientras que la
condicién de la diabetes parece aumentan en direccién casi opuesta pues
HbA1c y PBS no aumentan exactamente en la misma direccién. Por otro
lado, los ASVs mas implicados en edad se asocian mas con el estado de la
diabetes, pues se aprecia que aumenta en la misma direccion que las dos
variables asociadas con diabetes, aunque su dimensiébn es menor. La
diabetes se podria asociar mas al eje 2 mientras que la periodontitis podria
encontrarse un poco mas asociada al eje 1.

Composicion taxonémica

La asignacion taxondmica a la tabla de frecuencias ha permitido la creacién
de graficos de barras, donde se representan la frecuencia relativa de los
taxones, a un determinado nivel taxonémico, a lo largo de las muestras del
estudio. Estos graficos de barras permiten una exploracién visual de la
composicién taxonémica de las muestras.
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Figura 20. Grafico de composicién taxonémica a nivel de filo. Permite visualizar los filos

dominantes en cada grupo.

En la figura 20 podemos apreciar la composicién taxondémica de las
muestras a nivel de filo, agrupadas segun los cuatro grupos de estudio (en
funcion de que presenten o no diabetes y periodontitis). Parece que el filo
Bacteroidetes es el mas abundante y puede destacarse el filo Spirochaetes
como bastante asociado con la presencia de periodontitis, mientras que el
filo Actinobacteria puede asociarse con la ausencia de esta condicidn, pues
apacere con mayor frecuencia en muestras sin periodontitis,
independientemente de que presenten o no diabetes, aunque parece que
aparece con mucha mayor frecuencia en el grupo de diabéticos sin
periodontitis. Una situacion similar se observa en el filo Proteobacteria, que
parece presentarse con mayor frecuencia en el grupo con diabetes sin
periodontitis.
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También se ha explorado la composicién taxonémica a distintos niveles,
como puede apreciarse en las figuras 21 y 22.
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Figura 21. Grafico de composicién taxondémica a nivel de clase.

30



100% —

k_ Bacteriap_ Fusobacteriz;c_Fusobacteriz;o_Fusobacterisles _Fuscbacteraceas;g_ Fusobacterumis__
k_ Baoteria;p_ Fusobacterizc_Fusobacteriz;o_Fusobacterisles;f Leptofrichiaceas;g_ Lestotrichizs__
. k_ Bacteriap_ Spirochastesic Sprochastes;o_ Spirochastalesf Spirochastaceasg  Treponemas_

. k_ Bacteriz;p_ Bacteroidetes;c_ Bacterowdiz;o_Bactercidales Porohyromonadacese;g_ Porphyromonas;_

) . k_ Bacteria;p_ Actinobactenae_ Actinobacteria;o_ Actnomycetsles:f Corynebacteriacese;g_ Corynebacteriums_

k_ Bacteria;p_ Bacteroidetes:c  Bacterodis;o_ Bacteroidales?  Prevotellaceas;g  Prevotells;s_intermedia
‘ . k_ Bacteria;p_ Firmicutes:c_ Baeillio_Lactobacillales:f_ Streptococcacess;g  Streptococous;s_

S S S S

70% | k_ Bacteria;p_ Bacteroidetes:c_ Flavobacter'ao_ Flavobacterizles_Flavobacteriacessg_ Capnocytophagais__ochracea
k__Bacteria;p__Actinobactenae_Actinobacteria;o_ActinomycetalestMicrococzacess,g_ Rothizis_zenia

k_ Bacteria;p_ Firmicutes:c_ Clostridia;o_ Clostridisles;? Veilloneliacess;g_ Selenomonas;s_

0% . k_ Bacteria;p_ Actinobacterac_ Actinobacteria;o_ Actnomycetsles?  Actinomycetsceseg  Actinomycess_
% . k_ Bacteriap_ Bacteroidetes;c_ Bacteroidis;o_ Bacteroidslasf_ Prevotellaceasg_ Prevotellzs
% . k_ Bacteria)p_ Bacterodetes:c_ Flavooacterizio_ Flavobacterizlesf Flavobacteraceasg_ Capnocytophagas__
'-55‘0% . k_ Bacteriz;p_ Bacteroidetes:c_ Bacterowdizo_ Bacteroidales®  Prevotellaceas;g Prevotells;s_nigrescens
'*;‘EU k_ Bacteriz;p_ Protecbacteriz;c  Betsprotecbacteriaje Meisserizles  Neisseriacessg s
& k_ Bacteria;p_ Bacteroidetes:c Bacterodiz;o_ Bacteroidales_  ;

5
i

k_ Bacteria;p_ Protecbacteriz;c  Epsilonprotecbacteriz;n_ Campyl ales;f_Campylobacteraceas;y Campylobacters

k__Bacteriap_ Firmicutes;c_ Clostridizia__Clostridiales,T_Vellonslizcessg_ Veilonels,__

I | . k__Bacteriap_Protecbacters;c__Gammaprotecbacteriao_PasteurellslesfPasteursllaceasg_s__
. . k__Bacteriap_ Synergistetes;c_ Synergisiizo__Synergistales:’_Dethiosufoviorionacess;g_ TGE=s__
. k_ Bacteria;p_ Bacteroidetes:c  Bacterodis;o_ Bacteroidales? BSiig_ s

. k_ Bacteria;p_ Protecbacteriz;c  Betaproteobacteria;o_ Burkholderislesf  Burkholderiaceas;g  Lautropias_

k_ Baoteriap_ Firmicutes;c_ Clostridiajo_Clostridiales;t Vaillonzliaceasg_ Veilonellais__parvula

k_ Bacteriap_ Bacterodetes;c_ Bacterodis;o_Bastersidalesf_ Paorohyromonadacaasg_ Porphyromaonass_
109 —4o i . I : k_ Bacteriz;p_ Firmicutesic_ Clostridia;o_ Clostridisles;f Veilonellacess;g_ Selenomonas;s_nowia

k_ Bacteriz;p_ Actinobactenae_ Actinobacteria;o_ Actnomycetsles;? Propionibacterizceseg ;s

. k_ Bacteria;p_ Bacteroidetes:c Bacteroidiao_Bacteroidales Prevotellaceasg Prevotels;s_melaninogenica

-
0% 117 rm T . k_ Bacteria;p_ Protecbacterizc  Bstaprotecbacteriaio_ Meisserizles  Meisseriaceas;g  Neisserias_

------ . k__Bacteriap_Actincbactenae_Actinabacteria;o_Actnomycetales: Actinomycetacessg s
. k__Bacteria;p_ Bacteroidetes.c_ Bacteroidia;o__Bacteroidalesf_Porohyromonadacese__

k Bacterizp Actincbacterize  Actinobacterizo  Actinomyeetales;

Figura 22. Grafico de composicién taxondémica a nivel de especie.

A nivel de especie, resulta imposible detectar cambios de ordenacion a
nivel visual y se debera recurrir a los tests estadisticos.

Para los analisis de las diferencias en composicién taxonémica segun el
grupo de pertenencia de los sujetos del estudio, se han empleado tests
ANCOM. La razén por la que se ha elegido esta metodologia es porque
tiene en cuenta las restricciones de composicion y esto permite reducir
descubrimientos falsos positivos en la deteccibn de taxones
diferencialmente abundantes a nivel de ecosistema, a la vez que se
mantiene un alto poder estadistico. Esto la diferencia de otras
aproximaciones, que descartan la estructura compositiva subyacente en los
datos de microbioma o usan modelos de probabilidad como las
distribuciones multinomial y Dirichlet-multinomial, que imponen una
estructura de correlacién no adecuada para datos de microbioma. Como se
ha explicado, ANCOM tiene en cuenta la estructura subyacente en los
datos y hace esto usando resultados de los andlisis de log-ratio, ademas no
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hace asunciones de distribucidbn y puede escalar bien para comparar
muestras de miles de taxones [29]. Por ello se han realizado tests ANCOM
a tres niveles taxonémicos distintos para comparar la composicién de los
microbiomas en dos poblaciones de diabéticos diferentes: una con una
complicacion adicional (periodontitis), asociada con una mayor severidad, y
otra sin ella. Adicionalmente se ha pretendido chequear el efecto que esta
complicacion puede tener en ausencia de diabetes, comparando
poblaciones sin diabetes con periodontitis y sin ella; para comprobar que
las posibles diferencias halladas en la primera comparacién son debidas a
un efecto conjunto de ambas condiciones y no exclusivamente al efecto de
la periodontitis.

Analisis estadistico de diferencias en composicidén taxonémica a nivel filo:

Spirochaetes ¥ & Actinobacteria

Synergistetes Proteobacteria

5.
@Bacteroidetes

—t—T T T — T

sististic

Figura 23. Grafico volcano geher_al_d_CJ_en el resumen del test ANCOM, donde se representa
el valor del estadistico W en el test para cada filo frente al F-score.

En el gréfico generado (figura 23), podemos observar seis filos destacados
y mas abajo, en la tabla 11, podemos observar que cinco de ellos han
resultado diferencialmente expresados segun nuestros cuatro grupos de
estudio: Actinobacteria, Spirochaetes, Proteobacteria, Synergistetes y una
categoria correspondiente a las caracteristicas de la tabla de frecuencias a
los que no se les pudo asignar un filo de pertenencia.

En la visualizacién por diagrama de barras de la composicion taxonémica
de las muestras a nivel de filo, agrupadas segun los cuatro grupos de
estudio (figura 20), se destacaron el filo Bacteroidetes, y en el grafico
volcano comprobamos que pertenece al sexto punto destacado (que no
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llega a alcanzar significacion estadistica) y también llamaron la atencién los
filos Spirochaetes, Actinobacteria 'y Proteobacteria, que tras realizar el test
estadistico han resultado ser filos diferencialmente expresados, por lo que
los presentes resultados confirman las tendencias detectadas visualmente
con el grafico de barras.

. Filos | W
k_Bacteria;_ 13
k__Bacteria;p__Actinobacteria 18
k__ Bacteria;p__Proteobacteria 15
k__Bacteria;p__Spirochaetes 18
k__Bacteria;p__Synergistetes 15

Tabla 11. Resumen del andlisis estadistico por ANCOM segun el grupo de pertenencia de
las muestras (D-P-, D-P+, D+P- o D+P+).

Respecto a la comparacién de la composicién de los microbiomas en las
dos poblaciones de diabéticos, con complicacién adicional (periodontitis) y
sin ella, mediante ANCOM:

=1 @ Spirochaetes
14 - ® Synergistetes

12 - Actinobacteria g

Figura 24. Grafico generado en el resumen del test ANCOM, en muestras de diabéticos
con periodontitis frente a diabéticos sin esta condicién. Se representan el valor del
estadistico W en el test para cada filo frente a la diferencia de medias.
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k__Bacteria;p__Actinobacteria 12

k__Bacteria;p__Spirochaetes 16

k__Bacteria;p__Synergistetes 14
Grupo D+P+ D+P- |
Percentil 0 25 50 75 100 0] 25 50 75 100

p__Actinobacteria 54.0 114.5 141.5 175.3 686.0 A 227.0 402.0 694.0 1076.51865.0
p_ Spirochaetes 20.0 108.0 243.0 357.3 554.0 1.0 1.0 20 50 1120
p_ Synergistetes 1.0 26.0 515 113.8 152.0 1.0 1.0 1.0 1.8 6.0

Tabla 12. Resumen del analisis estadistico por ANCOM, sobre la poblacién diabética. En
la primera tabla se muestran los filos significativos para el anélisis ANCOM, mientras que
la segunda tabla muestra las abundancias de los filos significativos por percentiles en los
dos grupos estudiados.

Comprobamos que el filo Actinobacteria se presenta con mas abundancia
en la poblacién con diabetes sin periodontitis, mientras que Spirochaetes 'y
Synergistetes, son mas abundantes en la poblacién de diabeticos con
periodontitis.

Por otro lado, los andlisis ANCOM realizados entre no diabéticos con y sin
periodontitis, reveld unicamente una presencia diferencial del filo
Actinobacteria, mas abundante en la poblacion no diabética sin
periodontitis. Por lo que la disminucion de este filo observada en los sujetos
D+P+ no es exclusiva de este grupo, sino que es debida a la presencia de
la periodontitis independientemente de la condicion diabética. Mientras que
los filos Spirochaetes y Synergistetes, si pueden considererse
exclusivamente aumentados debidos a la presencia de las dos codiciones
(diabetes y periodontitis) en los individuos del estudio.

@ Actinobacteria
10
@ Proteobacteria
54
-
ee s
L o o
o L ] ™o o0

cir mean_difference

Figura 25. Grafico generado en el resumen del test ANCOM, en muestras de no diabéticos
con periodontitis frente a no diabéticos sin esta condiciéon. Se representan el valor del
estadistico W en el test para cada filo frente a la diferencia de medias.
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Filo | w

k__Bacteria;p__Actinobacteria 11

Grupo
Percentile | 0.0 |25.0 500 75.0 [100.0 | 0.0 \250 50.0 750 100.0
p__Actinobacteria

Tabla 13. Resumen del analisis estadistico por ANCOM sobre la poblacién no diabética.
En la primera tabla se muestran los filos significativos para el analisis ANCOM, mientras
que la segunda tabla muestra las abundancias de los filos significativos por percentiles en
los dos grupos estudiados.

Diferencias en composicion taxonémica a nivel género:

g_Treponema g
150 1 g_Actinomyces g

g_Paraprevotella g

s

160 L]

=0

L
1] 5 ] 15 20

cir {_statistic
Figura 26. Grafico generado en el resumen del test ANCOM, donde se representa el valor
del estadistico W en el test para cada género frente al F-score.

Género w
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Actinomycetaceae;g__Actinomyces 147

k__Bacteria;p__Spirochaetes;c__Spirochaetes;o__Spirochaetales;f _Spirochaetaceae;g_ Treponema | 157

Tabla 14. Resumen del analisis estadistico por ANCOM segun el grupo de pertenencia de
las muestras (D-P-, D-P+, D+P- o0 D+P+).

El test ANCOM sobre la tabla de frecuencias colapsada a nivel de género
(tabla 14), ha permitido destacar dos géneros: Actinomyces (perteneciente
al filo Actinobacteria) y Treponema (perteneciente al filo Spirochaetes).

Los resultados del test ANCOM sobre poblacion diabética para las
diferencias en composicion taxonémica a nivel de género son:
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Figura 27. Grafico generado en el resumen del test ANCOM, en muestras de diabéticos
con periodontitis frente a diabéticos sin esta condicién. Se representan el valor del
estadistico W en el test para cada género frente a la diferencia de medias.

k__Bacteria;p__Spirochaetes;c__Spirochaetes;o__Spirochaetales;f _Spirochaetaceae;g_ Treponema | 147

Tabla 15. Resumen del analisis estadistico por ANCOM, sobre la poblacién diabética.

Los resultados del test ANCOM en poblacion diabética con periodontitis
frente a diabética sin periodontitis (tabla 15), muestran una mayor
presencia del género Treponema en poblacion diabética con periodontitis.
Mientras que los resultados del test ANCOM sobre poblacién no diabética
para las diferencias en composicion taxonémica a nivel de género son:

36



501 g_Cardiobacterium g
| g_Actinomyces ®

40

@ g_Paraprevotella

] s .
TS ;2 ol

L S S e e |
-4 2 -2 o 2

~Ir mesn diference
Cir mean_ghaierence

Figura 28. Gréfico generado en el resumen del test ANCOM en muestras de no diabéticos
con periodontitis frente a no diabéticos sin esta condiciéon. Se representan el valor del
estadistico W en el test para cada género frente a la diferencia de medias.

p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f _Actinomycetaceae;g__Actinomyces 47

p_Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Cardiobacteriales;f__Cardiobacteriaceae;g__Cardiobacterium | 49

Grupo D-P+ D-P- |

Percentil 0.0 50.0 75.0 0.0 25.0 50.0 75.0 100.0
g__Actinomyces 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 | 9.0 20.0 43.0 68.0 1420
g_ Cardiobacterium 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 | 230 23.0 30.0 53.0 57.0

Tabla 16. Resumen del analisis estadistico por ANCOM sobre la poblacion no diabética.

Los resultados de este tercer andlisis a nivel de género (tabla 16), destacan
una expresion diferencial del género Actinomycetes y del género
Cardiobacterium (perteneciente al filo Proteobacteria) en poblacion no
diabética, siendo mas abundantes ambos en los sujetos no diabéticos sin
periodontitis (es decir, en los controles). Esto confirma que la presencia de
la periodontitis en un ambiente diabético aporta un efecto en la abundancia
de géneros que es diferente al ejercido cuando no se presenta esta
condicién. Por lo tanto, la interaccidn de ambas condiciones en un mismo
individuo propicia la presencia de un perfil taxonémico de ciertos taxones
distinto de cuando se presenta la condicidn diabética o de periodontitis en
exclusiva.
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Diferencias en composicion taxondmica a nivel especie:

g_Treponema;s_ g
g_Actinomyces;s_ g

150 g_Paraprevotella;s_ .
L]
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Figura 29 Grafico generado en el resumen del test ANCOM, donde se representa el valor
del estadistico W en el test para cada especie frente al F-score.

Especie w
p__ Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__ Actinomycetales;f _Actinomycetaceae;g_ Actinomyces;s 178
p__ Spirochaetes;c__Spirochaetes;o__ Spirochaetales;f Spirochaetaceae;g_ Treponema;s_ 190

Tabla 17. Resumen del analisis estadistico por ANCOM a nivel de especie.

En este caso, el analisis por grupos a nivel de especie no aporta ninguna
informacion adicional respecto al analisis a nivel de género, puesto que no
es capaz de identificar a nivel de especie en ninguno de los géneros
detectados diferencialmente (Actionomycesy Treponema).

Abajo se presentan los test ANCOM para contrastar las diferencias en
poblacion diabética con y sin periodontitis y los tests para contrastar las
diferencias en poblacién no diabética con y sin periodontitis (tablas 18 y
19).
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Figura 30 Grafico generado en el resumen del test ANCOM en muestras de diabéticos con
periodontitis frente a diabéticos sin esta condicién. Se representan el valor del estadistico
W en el test para cada especie frente a la diferencia de medias.

p__Spirochaetes;c__Spirochaetes;o__Spirochaetales;f__Spirochaetaceae;g_ Treponema;s_

Grupo D+P+

Percentil 0.0 25.0 50.0 75.0 100.0 0.0 | 25.0 50.0 75.0
g_ Treponema;s_  20.0 8525 210.0 324.0 5280 1.0 1.0 1.0 5.0

Tabla 18. Resumen del analisis estadistico por ANCOM a nivel de especie, sobre la
poblacién diabética.

g_Actinomyces;s_ g

a0 -

] g_Cardiobacterium;s_

| @9 _Paraprevotella;s_
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Figura 31 Grafico generado en el resumen del test ANCOM en muestras de no diabéticos
con periodontitis frente a no diabéticos sin esta condicidon. Se representan el valor del
estadistico W en el test para cada especie frente a la diferencia de medias.
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p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f__Actinomycetaceae;g__ Actinomyces;s_ 60

Percentile 0.0 250 500 75.0 100.0 | 0.0 25.0 50.0 75.0 100.0

g_ Actinomyces;s. 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 9.0 20.0 43.0 68.0 142.0

Tabla 19. Resumen del analisis estadistico por ANCOM sobre la poblacion no diabética.

En resumen, con el analisis de la composicion taxondémica de las muestras,
se puede apreciar que la diabetes con periodontitis presenta un efecto
sobre la abundancia de ciertos taxones diferente del que puede presentar
una forma menos extrema de diabetes (sin periodontitis) y este efecto se
debe a una interaccibn de ambas condiciones porque los taxones
expresados diferencialmente en presencia de periodontitis cuando los
sujetos presentan diabetes es diferente al causado por la periodontitis en
ausencia de esta condicion.

Seleccién de genes diferencialmente expresados

La seleccion de ortdlogos KEGG diferencialmente expresados se ha
basado en un analisis con un modelo lineal general. Se ha creado la matriz
de disefio como un modelo de un factor con cuatro niveles (D-P-/D-
P+/D+P-/D+P+) y se ha estudiado: el efecto que la presencia de diabetes
con periodontitis, diabetes sin periodontitis y periodontitis cuando no hay
diabetes, pueden tener sobre la expresion diferencial de ciertos genes.

Andlisis de ortélogos KEGG
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Figura 32 Gréfico boxplot, que muestra la distribucion de las cuentas por muestra de la

matriz con los datos del metagenoma predicho por PICRUST.

40



En el grafico anterior (figura 32), observamos que la mayoria de los datos,
procedentes de la prediccion del metagenoma obtenida con PICRUST, se
sitian en torno al cero con colas largas hacia la derecha, lo que sugiere
que los valores presentan una distribucion binomial negativa.
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Figura 33 Grafico MDS (Multidimensional scaling plot of distances), que muestra la
ordenacion de las muestras en las dos primeras dimensiones tras el filirado y la
normalizacién de las cuentas por el tamano de las librerias y la transformacion logaritmica
de los datos. Las muestras pertenecientes al grupo D+P- aparecen en azul, las
pertenecientes al grupo D-P- en rojo, el grupo D+P+ se representa en morado y el grupo
D-P+ en verde.

Este tipo de graficos muestra la relacion entre las muestras del estudio y
realiza un andlisis similar a un andlisis de componentes principales. En
concreto, en el grafico anterior los grupos de interés se separan en torno a
la primera dimension, pero no hay una clara separacién entre grupos; eso
nos ofrece una anticipacién de lo que seran los resultados de los genes
diferencialmente expresados, en el sentido de que con este gréafico de
ordenacion, no esperamos que haya grandes diferencias entre los grupos.

Efecto de la diabetes con periodontitis en los ortélogos KEGG

K03548
| k12344
o KA9791 KR
. Ko% g
< - ¥
F} * -
[ M .
i 77 : -
< .
7 oo .
D —
I I I I

Log2 Fold Change
Figura 34 Gréfico volcano, donde se representan los ortélogos KEGG del contraste sobre
el efecto de la diabetes con periodontitis. En abcisas se represantan los cambios de
expresién en escala logaritmica y en ordenadas el menos logaritmo del p-valor.
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Los ortélogos cuyo —log10(P-value) se situa en torno a 4 o mas y cuyo log2
Fold Change es mayor a 1 en valor absoluto, son candidatos a estar
diferencialmente expresados. En el gréafico se ha destacado las identidades
de ortélogos KEGG con p-valores mas bajos en color azul. Parece que la
diabetes con periodontitis puede inducir mas a una upregulacion de ciertos
ortélogos KEGG.

El mismo procedimiento se ha realizado para evaluar el efecto de los otros
dos contrastes restantes.

Efecto de la diabetes sin periodontitis en los ortélogos KEGG
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Figura 35. Grafico volcano, donde se representan los ortélogos KEGG del contraste sobre

el efecto de la diabetes sin periodontitis. En abcisas se represantan los cambios de
expresion en escala logaritmica y en ordenadas el menos logaritmo del p-valor.

Parece que la diabetes sin periodontitis puede tener mas efecto en la
downregulacion de ciertos ortélogos KEGG.

Efecto de la periodontitis cuando no hay diabetes en los ortélogos KEGG

log1 0{P-value)
3
|

LoaZ Fold Change
Figura 36. Grafico volcano, donde se representan los ortélogos KEGG del contraste sobre

el efecto de la periodontitis cuando no hay diabetes. En abcisas se represantan los
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cambios de expresién en escala logaritmica y en ordenadas el menos logaritmo del p-
valor.

En este caso, parece también que la periodontitis por si sola, puede tener
mas efecto en la downregulacion de ciertos ortélogos KEGG.

Comparaciones multiples

DP DnoP

(=X

PnoD 0

Figura 37 Diagrama de Venn, con el nimero de ortélogos KEGG diferencialmente
expresados en cada comparaciébn y comunes a las tres comparaciones o a las
comparaciones dos a dos.

En el diagrama de Venn, vemos que la diabetes con periodontitis no
comparte ningun ortélogo KEGG, de entre sus diferencialmente
expresados, con el otro tipo de diabetes. Por el contrario, comparte todos
sus ortologos diferencialmente expresados con la periodontitis, pero esta
condicion, cuando se presenta en exclusiva, presenta por separado y en
exclusiva mucho mayor niumero de ortélogos diferencialmente expresados.
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Perfiles de expresiéon de ortdlogos KEGG diferencialmente expresados
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Figura 38. Heatmap de los ortélogos KEGG diferencialmente expresados en alguno de los

cuatro grupos.

En la figura 38, podemos observar las expresiones de cada ortélogo KEGG
diferencialmente expresado agrupandas para destacar los ortélogos que se
encuentran upregulados (en rojo) o downregulados (en azul)
simultaneamente, constituyendo perfiles de expresion. Comprobamos que
no existen patrones de expresion muy marcados, pero cabe destacar que
se observan mas diferencias entre el grupo de diabéticos con periodontitis,
que presenta en general grupos de ortélogos KEGG mas expresados, con
la periodontitis en exclusiva, caracterizada por una mayor downregulacion
general y entre medias de estos grupos mas marcados, se presenta una
transicion gradual de patrones de expresiébn formada por muestras
pertenecientes a distintos grupos.

A continuacién se presentan tres fragmentos de tablas con los ortélogos
diferencialmente expresados de cada grupo (se han seleccionado los tres
mas upregulados y mas downregulados), junto con las pathways en que
estan implicados, su logFC y p valor ajustado:

44



Nombre KO Pathway logFC adj.P.Val
K07280 hypothetical protein "Unclassified", "Cellular Processes and 3.71 0.02
Signaling", "Membrane and intracellular
structural molecules"
K03583 exodeoxyribonuclease V "Genetic Information Processing", 3.66 0.01
gamma subunit "Replication and Repair", "Homologous
recombination”
KO03675 glutaredoxin 2 "Genetic Information Processing", 3.49 0.01
"Folding, Sorting and Degradation",
"Chaperones and folding catalysts"
K12344  3-oxo-5-alpha-steroid 4- "Metabolism", "Lipid Metabolism", -1.81 0.01
dehydrogenase 2 "Steroid hormone biosynthesis", "Human
Diseases", "Cancers", "Prostate ¢
K14591 protein AroM "Unclassified", "Poorly Characterized", -1.17 0.04
"Function unknown"
K15039 3-hydroxypropionate None -1.16 0.04
dehydrogenase (NADP+)
Tabla 20. Tabla con anotaciones de ortélogos KEGG. Se muestran las tres identidades
mas upreguladas y las tres mas downreguladas en el grupo con diabetes y periodontitis.
Nombre KO Pathway logFC adj.P.Val |
MFS transp.ort?,r, PPP family, 3- "Environmental Information Processing"
KO05820 phenylpropionic acid N "o N 2.71 0.01
Membrane Transport”, "Transporters
transporter
K03212 RNA methyltransferase, TrmA ::Genetic .Inf?rr”na.tion Proces.sing", . 296 003
family Translation", "Ribosome Biogenesis
D-serine/D-alanine/glycine "Unclassified", "Cellular Processes and
K11737 Signaling", "Other ion-coupled 2.24 0.03
transporter "
transporters
"Unclassified", "Genetic Information
K07482 transposase, [S30 family Processing", "Replication, recombinatior -3.84 0.03
and repair proteins"
K06019  pyrophosphatase PpaX ,,gfitgggg:‘;hgsgﬁg% tlz/([)fl?b"hsm ) 0.02
%é?tttilirnrrfi;eo transferase/ "Metaboligm", "Metabolism of Cofactor:
K13990 . and Vitamins", "One carbon pool by -3.57 0.01
formiminotetrahydrofolate folate”
. olate",
cyclodeaminase
Tabla 21. Tabla con anotaciones de ortélogos KEGG. Se muestran las tres identidades
mas upreguladas y las tres mas downreguladas en el grupo con diabetes y sin
periodontitis.
Nombre KO Pathway logFC adj.P.Val
K10671 sarcosine reductase "Unclassified", "Metabolism", "Others" 4.58 0.01
"Unclassified", "Cellular Processes and
KO07276 hypothetical protein ~ Signaling", "Membrane and intracellular structural ~ 4.35 0.02
molecules”
K09700 hypothetical protein "Unclassi"ﬁed", "Poorly Characterized", "Function 424 001
unknown
3-oxoadipate enol- "Metabolism", "Xenobiotics Biodegradation and
KO1055 lactonase Metabolism", "Benzoate degradation” 461 0.01
"Unclassified", "Cellular Processes and
KO07280 hypothetical protein ~ Signaling", "Membrane and intracellular structural  -4.56 0.00
molecules”
K03834 tyrosine—speciﬁc "I.Jncla}ssiflelfi", "Ce.llular Processes and . 436 001
transport protein Signaling", "Other ion-coupled transporters
Tabla 22. Tabla con anotaciones de ortélogos KEGG. Se muestran las tres identidades

mas upreguladas y mas downreguladas en el grupo con periodontitis y sin diabetes.
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Analisis de pathways de KEGG diferencialmente expresadas

o o * 0P
1e+03 — O+P-
O+P+
* D-P+
Be+sDd — © © e voo
oo, o o oo
o ] O o
BesDd —| o ogo o o
o o oo o
Boon 0%2,%808 28 og _ & o
de+04 | HBOS g § & 3! - |
=S @ 8 @ é Oﬁé o DE o
2] o @@ o
SR T TH TR TR T
! i !
veeno — e i i e e 0 e ) o e i B
rrrrrrrrerererrrerrerrrrrrrrTr Tl
bl B e 6w R Tt I e o e T R R I s R O v i e g
mMmOm O OO oL Do oo o000 00— — —=— — — —— — 4 04
[ o o o o o o o o o e o o o o < o o o o s o s o o s
s o I o I o o o o s o o o o Y o o e N o o o o o Y o o o o o o [ o o o Y
[ o I O e T I o T T T e T I e I o T T I T e T T e T o T o I o e o o I e o
WD D DD DD m DD DD DD DD DD D DD DD DD DD
Tl vl vl vl il vl vl vl vl vl vl vl v vl vl vl vl ol ol vl vl ol Vol vl vl ol vl vl vl
AT T Tl vl vl T vl vl T vl vl v v vl vl vl vl vl v vl vl vl vl vl vl vl A
WOONONWOOOONoooonNnNo@uoonooomoooonomom
Figura 39. Gréafico que muestra la distribucién de las cuentas por muestra de la matriz con

los datos del médulo categrize by function de PICRUST.

Estos datos permiten examinar los resultados desde un nivel mas alto de
jerarquia de la ruta, ya que un ortélogo KEGG puede estar implicado en
diferentes rutas. Al igual que en el anterior andlisis, la mayoria de los datos
se sitlan en torno al cero con colas largas hacia la derecha, lo que sugiere
que los valores presentan una distribucion binomial negativa.
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Figura 40. Grafico MDS que muestra la ordenacién de las muestras en las dos primeras
dimensiones tras el filtrado y la normalizacién de las cuentas por el tamafo de las librerias
y la transformacién logaritmica de los datos. Las muestras pertenecientes al grupo D+P-
aparecen en azul, las pertenecientes al grupo D-P- en rojo, el grupo D+P+ se representa
en morado y el grupo D-P+ en verde.

En este analisis no se observa separacion entre los grupos de estudio.
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Efecto de la diabetes con periodontitis en las pathways
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Figura 41. Gréfico volcano, donde se representan las pathways KEGG del contraste sobre
el efecto de la diabetes con periodontitis. En abcisas se represantan los cambios de
expresién en escala logaritmica y en ordenadas el menos logaritmo del p-valor.

El grafico (figura 41) da idea de que seran pocas las pathways expresadas
diferencialmente por esta condicibn y el efecto principal sera de
upregulacion de las mismas.

Efecto de la diabetes sin periodontitis en las pathways
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Figura 42. Gréfico volcano, donde se representan las pathways KEGG del contraste sobre
el efecto de la diabetes sin periodontitis. En abcisas se represantan los cambios de
expresion en escala logaritmica y en ordenadas el menos logaritmo del p-valor.

Con el segundo efecto, se repite la misma situacién que con el primero,

aunque el grafico (figura 42) hace intuir que el efecto causado por esta
condicién sobre las pathways seria de downregulacion.
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Efecto de la periodontitis cuando no hay diabetes en las pathways

L.l_biquiti Retino
Systemic -
- DFH,%{QE.E i Huntingt .Plant-pa
\ o1 Inorgani
T ’ . "
= + + * *
z * *
g ™ N N O
~.D— * . ; iy +:*+ + T
_8'] f * “+ # +++ ;ﬂ' +ﬂ++ +
- — + I* * o t
t W ot
+ +"+ﬁ-¥.§‘£ L") ++ +* .
+y o * “'
D — *
I I |
-3 -2 -1 0 1 2

Logz Fold Change

Figura 43. Grafico volcano, donde se representan las pathways KEGG del contraste sobre
el efecto de la periodontitis cuando no hay diabetes. En abcisas se represantan los
cambios de expresién en escala logaritmica y en ordenadas el menos logaritmo del p-
valor.

A este tercer grafico (figura 43) pueden aplicarse los comentarios
realizados en el anterior.
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Figura 44. Diagrama de Venn, con el niumero de pathways KEGG diferencialmente
expresadas en cada comparacién y comunes a las tres comparaciones o a las
comparaciones dos a dos.

Se observa que no hay ninguna pathway en comun entre las
comparaciones y la periodontitis, presentada en exclusiva, presenta 16
pathways diferencialmente expresadas exclusivamente en esta condicion,
mientras que la diabetes sin periodontitis presenta una.
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Perfiles de expresidén de pathways diferencialmente expresadas
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Figura 45. Heatmap de las pathways diferencialmente expresados en alguno de los cuatro
grupos.

En la figura 45, se aprecia dos bloques de pathways claros, pero que no se
conrresponden con grupos bien definidos. Si cabe destacar que entre el
bloque de pathways mas upreguladas se encuentra el grupo de diabétidos
con periodontitis mayoritariamente; mientras que el bloque de pathways
mas downreguladas se puede asociar mas al grupo de periodontitis sin
diabetes. Aunque en ambos bloques se encuentran muestras
pertenecientes a otros grupos.
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Efecto de la diabetes con periodontitis en los COGs
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Figura 46. Grafico MDS que muestra la ordenacion de las muestras en las dos primeras
dimensiones tras el filtrado y la normalizacion de las cuentas por el tamano de las librerias
y la transformacién logaritmica de los datos. Las muestras pertenecientes al grupo D+P-
aparecen en azul, las pertenecientes al grupo D-P- en rojo, el grupo D+P+ se representa
en morado y el grupo D-P+ en verde.

En la figura 46 se puede apreciar que los grupos de interés se separan en
torno a la primera dimension, pero no hay una clara separacion entre ellos.
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Figura 47. Grafico volcano, donde se representan los COGs del contraste sobre el efecto
de la diabetes con periodontitis. En abcisas se represantan los cambios de expresion en
escala logaritmica y en ordenadas el menos logaritmo del p-valor.

Parece que la diabetes con periodontitis puede inducir mas a una
upregulacion de ciertos COG, al igual que ocurria con los ortélogos KEGG.
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Efecto de la diabetes sin periodontitis en los COGs
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Figura 48. Grafico volcano, donde se representan los COG del contraste sobre el efecto de
la diabetes sin periodontitis. En abcisas se represantan los cambios de expresion en
escala logaritmica y en ordenadas el menos logaritmo del p-valor.

La diabetes sin periodontitis puede tener mas efecto en la downregulacion
de ciertos COGs.

Efecto de la periodontitis cuando no hay diabetes en los COGs

-log10{P-walue)
3
|

Log2 Fold Change

Figura 49. Grafico volcano, donde se representan los COGs del contraste sobre el efecto
de la periodontitis cuando no hay diabetes. En abcisas se represantan los cambios de
expresion en escala logaritmica y en ordenadas el menos logaritmo del p-valor.

La figura 49 también muestra un efecto de la periodontitis en la
downregulacion de ciertos COG.
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Comparaciones multiples

DP DnoP

B8

(NN

PnoD 0

Figura 50. Diagrama de Venn, con el nimero de COG diferencialmente expresados en
cada comparacién y comunes a las tres comparaciones o a las comparaciones dos a dos.

La diabetes con periodontitis comparte un COG, de entre sus
diferencialmente expresados, con el otro tipo de diabetes, que a su vez es
compartido por la tercera condicién. Por otro lado, comparte el resto de sus
COGs diferencialmente expresados (5) con la periodontitis; pero esta
condicién, cuando se presenta por separado, presenta 379 COGs
diferencialmente expresados en exclusiva y ademas comparte 3 con la
diabetes sin periodontitis, que presenta adicionalmente 88 COGs
diferencialmente expresados.
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Perfiles de expresiéon de los COGs diferencialmente expresados
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Figura 51. Heatmap de los COGs diferencialmente expresados en alguno de los cuatro
grupos.

Por ultimo, la figura 51 permite arrojar unas conclusiones similares a las
comentadas para este mismo tipo de grafico en el analisis de ortélogos
KEGG.

Discusion

Con los analisis realizados, hemos visto que un ambiente diabético y
periodontitico se caracteriza por presentar mayor abundancia de los filos
Synergistetes y Spirochaetes, donde destaca el género Treponema. Estos
filos, anteriormente ya habian sido asociados a la periodontitis, en
particular Synergistetes se ha relacionado con la presencia de ciclopéptidos
(cyclo (-leu-pro) y cyclo (-phe-pro)) de los que se ha sugerido que pueden
tener un rol en la disbiosis producida en este entorno [33]. Synergistetes es
un filo de bacterias anaerobias Gram negativas, con habilidad para
fermentar aminoacidos [34]. Es frecuente encontrar miembros de este filo
en sitios asociados a enfermedad, mientras que casi nunca se detectan en
individuos sanos, sugiriendo que presentan un rol patogénico [35].
Spirochaetes también es un filo de bacterias Gram negativas, caracterizado
por presentar células alargadas enrolladas helicoidalmente. El rasgo mas
caracteristico de los miembros de este filo, es su posesion de flagelos
especializados que les permiten desplazarse por movimientos giratorios
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[36]. Especies de este género (Treponema vincenti) ya habian sido
asociadas a problemas bucales como la gingivitis ulcerativa necrotizante y
la propia periodontitis [37, 38].

Por otro lado, hay trabajos que sefalan que la hiperglicemia modifica en
ambiente de la cavidad oral, incrementando los niveles de glucosa, la
permeabilidad vascular y los niveles de metalo-proteinasas de matriz,
citoquinas y moléculas de adhesion. Esto hace que el entorno subgingival
en diabéticos, sea rico en glucosa, pro-oxidante, rico en proteinas vy
anaeroébico [39]. Todo ello concuerda con la mayor presencia de los dos
filos observados. Pues por ejemplo, hay trabajos que relacionan una
quimiotripsina de Treponema denticola (TD-CTLP), como agente impulsor
del desarrollo de la periodontitis y también se menciona que actla
activando otras enzimas, como las metaloproteinasas de matriz 8 y 9 [40].

Nuestros resultados sobre la riqueza de la comunidad, por otro lado,
difieren de trabajos como Ganesan, et al., que afirman que en el contexto
de diabetes y periodontitis, la riqueza de especies es menor a la
presentada por no diabéticos con periodontitis [39]. En nuestro caso, se
observa que en general en las distintas métricas, hay una disminucién de la
riqueza con la condicion de diabetes y de periodontitis cuando se presentan
por separado, mientras que al presentarse estas dos condiciones
conjuntamente, no se aprecian cambios estadisticamente significativos en
riqueza respecto al grupo control. Por lo que el efecto unido de éstas dos
condiciones, es distinto al de cada una por separado. Esto puede ser
debido a diferencias en la metodologia usada y tampoco hay que olvidar
que nuestros resultados deberian confirmarse en una cohorte mayor de
individuos, pues una limitacién del presente estudio es el bajo numero de
réplicas biolégicas en cada grupo, lo que hace que, unido a la gran
variabilidad de los datos, los analisis puedan no tener la suficiente potencia
estadistica. No obstante, este efecto diferencial cuando dos condiciones se
presentan a la vez, ya ha sido documentado para otras circunstancias [39],
por lo que no es de extranar que pudiese pasar una situacién similar en
nuestro caso.

En lo referente a la diversidad beta, gracias a los graficos de coordenadas
principales y a los test estadisticos para las distintas métricas, hemos
podido constatar que la diabetes y la periodontitis son las poblaciones con
mas distancia respecto al grupo control en nuestro estudio. Siendo la
periodontitis el grupo mas homogéneo de todos en general, pues los
puntos pertenecientes a este grupo presentaban menos dispersién en el
grafico de coordenadas principales. Todo ello indicaria que estos dos
grupos, compartirian menos caracteristicas en comun con el grupo control.
Como se ha mencionado anteriormente la presencia de diabetes vy
periodontitis, tiene un impacto en el entorno en el que aparecen, en el caso
de la diabetes aumentando su contenido en glucosa y creando un ambiente
mas pro-oxidante [39], mientras que en el caso de la periodontitis la
hiperinflamacién [41]. Estos factores pueden explicar estas diferencias en
diversidad en nuestro estudio.
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Por otra parte, de la inferencia de funciones, realizada gracias a PICRUST,
se puede destacar que se presentaban mas diferencias entre el grupo de
diabéticos con periodontitis y la periodontitis en exclusiva, presentando el
primero un patron mas marcado de upregulacion de funciones y el segundo
una mayor downregulacion general, respectivamente. Entre medias de
estos grupos mas marcados, se observaba una transicion gradual de
patrones de expresion, formada por muestras pertenecientes a distintos
grupos. Una examinacion detallada de las tablas con los ortélogos KEGG
diferencialmente upregulados en el grupo con diabetes y periodontitis y
downregulados en el grupo con periodontitis, nos lleva a destacar ortélogos
KEGG implicados en las rutas de procesado de la informacion genética
para el grupo de diabéticos con periodontitis, entre los que se encuentran:
la exodeoxiribonucleasa V gamma, la glutarredoxina 2 y la proteina
ribosdmica metiltiotransferasa S12. Curiosamente esta ruta presenta
miembros downregulados en el grupo con periodontitis como: la propia
glutarredoxina 2 o la S transferasa de glutatién putativa. Respecto a otros
miembros upregulados en el grupo con diabetes y periodontitis, cabe
destacar, la anhidrasa carbonica (perteneciente a la ruta de metabolismo
energético, en concreto del metabolismo del nitrégeno), la proteina de
transporte especifica de tirosina (pertenecientes a la ruta de procesos
celulares y senalizacion, en particular a transportadores acoplados a otros
iones) y la proteina CysZ (perteneciente a la ruta del metabolismo de amino
acidos). Estos resultados a nivel funcional, en cuanto a la anhidrasa
carbonica y el regulador NtrX de la respuesta de regulaciéon de nitrégeno,
también upregulado, respaldan los obtenidos en la taxonomia, pues existen
trabajos que relacionan a especies del género Treponema con el ciclo del
nitrégeno, eso si en contextos mediambientales [42]. En el contexto de
diabetes, por otro lado, autores como Qin et al.,, han destacado el
enriguecimiento en el transporte de membrana de azlcares y en el
transporte de aminoacidos de cadena ramificada en pacientes diabéticos
[43], mientras que en nuestro estudio si se aprecia una upregulacion de
transportadores, pero asociados a aminodcidos como tirosina o prolina y
transportadores de manganeso y hierro. Esta divergencia puede darse al
efecto conjunto de un ambiente diabético y periodontitico, que puede
aportar caracteristicas que lo diferencian de un ambiente condicionado
solamente por la diabetes, ademas no hay que olvidar que en el caso del
presente estudio, la inferencia de funciones se ha realizado sobre un
metagenoma oral, mientras que en el caso del trabajo mencionado, el
analisis de funciones se realiz6 sobre metagenoma intestinal. Cabe
destacar que los hallazgos de Qin et at, para funciones downreguladas en
un entorno intestinal diabético, si se confirman en nuestras muestras
diabéticas de la cavidad oral, pues se observa una reduccién en la
quemotaxis bacteriana (con downregulacion de diversas proteinas de
guemotaxis, como MotB), en el ensamblado flagelar (hay downregulacion
del factor de ensamblado flagelar FliW, por ejemplo ) y en el metabolismo
de cofactores y vitaminas (con reduccion de glutamato
formiminotransferasa entre otras); confirmandose que nuestra técnica de
inferencia de funciones a través de PICRUST, es una buena aproximacién
para tener una idea general de lo que esta pasando a nivel funcional bajo
ciertas condiciones, aunque siempre hay que tener en cuenta que los
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resultados solo sugieren lo que puede estar pasando, pues son inferencias
y que los resultados deberian confirmarse con secuenciacion shotgun [20].

Por ultimo, respecto al grupo con periodontitis, se aprecia que muchos de
los ortélogos upregulados en el grupo con diabetes y periodontitis,
aparecen downregulados en este grupo, como: la proteina CysZ,
transportadores de manganeso y hierro o la anhidrasa carbdnica. Las
funciones downreguladas en el grupo coinciden por las mencionadas en
otros trabajos para esta condicion, llevados a cabo también en microbioma
oral, como son el metabolismo lipidico, donde se presenta una reduccion
de miembros como la sintasa de acidos grasos, el metabolismo de
terpenoides (con downregulacion de la fosforibosiltransferasa decaprenil-
fosfato). Por otro lado, también se encuentra una upregulacion de
miembros necesarios para la sintesis de flagelos (como la proteina flagelar
FIbB), de la biosintesis de aminoacyl-tRNA (sinthetasa lysyl-tRNA), del
metabolismo energético (dehydrogenasa NADH) y del de carbohidratos
(pectinesterasa) [44]. Los andlisis con COGs, estan en la linea de lo
comentado para las rutas KEGGs, por lo que su explicacion seria similar a
lo argumentado hasta el momento.

. Conclusiones

Las conclusiones extraidas de los resultados son:

- La diabetes y la periodontitis, presentan una menor riqueza que los
controles, en poblacién china. Mientras que cuando se presentan en
conjuncién, este efecto se ve anulado, por lo que el efecto de una
condicién sobre la riqueza microbioldgica, viene condicionado por su
entorno.

- Laigualdad no se ve afectada por la diabetes, la periodontitis o la suma
de ambas en poblacion china.

- En lo referente a la diversidad beta, la diabetes y la periodontitis
comparten menos caracteristicas en comun con los controles.

- Se han identificado dos filos caracteristicos asociados al grupo con
diabetes y periodontitis: Synergistetes y Spirochaetes, y dentro de este
ultimo, se ha destacado el género Treponema.

- Las mayores diferencias a nivel génico, se han presentado entre los
grupos con periodontitis, diabéticos y no diabéticos.

La falta de diferencias en igualdad entre grupos, puede deberse a que por
falta de suficiente tamano muestral, los test estadisticos no hayan
presentado la suficiente potencia estadistica o realmente puede que la
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igualdad no presente un rol importante en la caracterizaciéon de los grupos
en poblacion china. Las diferencias detectadas a nivel funcional, pueden ser
reflejo del mayor impacto de la condicién de periodontitis a nivel bucal,
mientras que, la diabetes es una condicién mas sistémica y se han aplicado
mayor numero de estudios en su analisis a nivel intestinal.

Recomendaciones de futuro

Las diferencias funcionales entre los efectos causados por la presencia de
periodontitis, diabetes o la presencia de ambos, puede plantear que se dé
una disbiosis a nivel funcional mas allad de la que se observa a nivel de
organismos microbianos (que no es demasiado fuerte). Habria que
determinar si las diferencias funcionales se asociasen con la patofisiologia
de la diabetes de tipo 2 y con sus diferentes grados de severidad, pues no
debemos olvidar que una de las limitaciones de este estudio es que no
permite arrojar conclusiones de causalidad, que podrian ser determinadas
con modelos murinos con ratones germ-free. Otras posibles acciones
futuras podrian encaminarse hacia estudios de clasificacién, que
permitiesen discernir entre las formas mas severas de diabetes de las que
no lo son.

Métodos usados y limitaciones del trabajo

Para la inferencia de funciones, podria haberse probado a colapsar la tabla
a nivel de género en lugar de especie, por ser un nivel en que se presenta
mas confianza a la hora de realizar la asignacion taxonémica. En los
analisis de expresién diferencial, no se decididé corregir por la longitud del
gen, porque al comparar entre muestras, este efecto seria el mismo entre
una muestra y otra (asumiendo que la longitud es la misma en todas las
muestras). Pero tras seguir profundizando, parece que al tener mas
lecturas los genes con mayor longitud, la potencia del test es mayor y por
eso se podrian encontrar mas genes con expresion diferencial entre los
genes mas largos, un mayor tamafo muestral se asocia a un mayor
probabilidad de rechazar la hipétesis nula de igualdad de medias para una
misma diferencia de medias. Por ultimo, otra objecién la metodologia es
que el analisis de las pathways KEGG, podria haberse hecho por un test
hipergeométrico, pero con la informacién disponible no fue capaz de
ejecutarse, por eso se eligié la estrategia descrita en el estudio.

Una limitacion del trabajo, es que las conclusiones se limitan a la poblacion
china, no sabemos lo que ocurriria en otro contexto poblacional.

Logro de los objetivos

En general se puede afirmar que la planificacion ha sido realista y ha
facilitado su seguimiento, permitiendo el cumplimiento de los objetivos
marcados al principio del estudio.
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6. Glosario

16S rRNA: componente de la subunidad 30S de los ribosomas
procariontes que se une a la secuencia de Shine-Dalgarno.

AL: Attachment Loss, término referido la pérdida de insercion de tejido
conectivo. Es la manifestacion clinica predominante y determinante de la
enfermedad periodontal.

ANCOM: ANalysis Of Composition Of Microbiomes, metodologia creada
para comparar la abundancia de taxones individuales en dos o més
poblaciones.

Anhidrasa carbonica: enzima de la familia de metaloenzimas que
cataliza la conversion de dioxido de carbono y agua a bicarbonato y
protones.

ASV: Amplicon Sequence Variant, nuevo método para analizar datos de
secuenciacion de alto rendimiento de genes marcadores, que controla
los errores de manera que las variantes de secuencia de amplicon se
puedan resolver exactamente, a nivel de las diferencias en un solo
nucleétido sobre la regién del gen secuenciado.

CCA: Constrained Correspondence Analysis, técnica de ordenacion
restringida multivariante que extrae los gradientes principales entre
combinaciones de variables explicativas en un conjunto de datos.

Clasificador Naive Bayes: en teoria de la probabilidad y mineria de
datos, es un clasificador probabilistico fundamentado en el teorema de
Bayes y algunas hipétesis simplificadoras adicionales.

COG: Clusters of Orthologous Groups, base de datos generada por
comparacién de proteinas predichas y conocidas en todos los genomes
microbianos secuanciados completamente para inferir sets de ortélogos.

Deshidrogenasa NADH: gran complejo multienzimatico que cataliza la
transferencia de electrones del NADH al coenzima Q en la cadena
respiratoria.

Diabetes tipo 2: trastorno metabdlico que se caracteriza por
hiperglucemia en el contexto de resistencia a la insulina y falta relativa
de insulina. Representa alrededor del 90 % de los casos de diabetes.

Diagrama Venn: esquemas usado en la teoria de conjuntos. Muestra
colecciones (conjuntos) de cosas (elementos) por medio de lineas
cerradas; el conjunto de elementos que pertenecen simultaneamente a
otros dos es la interseccion de ambos (en la interseccion las regiones
encerradas por sus lineas limite se superponen).
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Disbiosis: desbalance del equilibrio microbiano de la microbiota normal,
debido a cambios cuantitativos o cualitativos de su composicion, su
funcionamiento o actividades metabdlicas, o bien, a cambios en su
distribucién.

Distancia Jaccard: mide el grado de similitud entre dos conjuntos, toma
valores entre 0 y 1, correspondiente este Ultimo a la igualdad total entre
ambos conjuntos.

Distancia Bray-Curtis: estadistico usado para cuantificar la diferencia
de composicidon entre dos sitios diferentes, en funcién de los recuentos
en cada sitio. Toma valores entre 0 y 1, donde 0 significa que los dos
sitios tienen la misma composiciéon (que comparten todas las especies),
y 1 significa que los dos sitios no comparten ninguna especie.

Distancia UniFrac: distancia métrica utilizada para comparar
comunidades biol6gicas. Incorpora informacion sobre la relacion relativa
de los miembros de la comunidad mediante la incorporacion de
distancias filogenéticas entre los organismos observados en el célculo.
Posee dos variantes: weighted (cuantitativa) y unweighted (cualitativa),
donde la primera representa la abundancia de organismos observados,
mientras que la segunda solo considera su presencia 0 ausencia.

Diversidad alfa: riqueza de especies de una comunidad particular a la
qgue consideramos homogénea.

Diversidad beta: grado de cambio en la composicion de la comunidad o
grado de diferenciacién de la comunidad, en relacién a un ambiente de
gradiente complejo o un patron de ambientes.

Diversidad Faith: indice para medir diversidad filogenética. Es el
analogo filogenético a la riqueza de taxones y recoge el numero de
unidades del arbol que se encuentran en una muestra.

Downregulacion: proceso por el que una célula disminuye la cantidad
de un componente celular en respuesta a un estimulo externo.

EMPEROR: herramienta de nueva generacion interactiva para el
analisis, visualizacion y la mejor comprensién de datasets de ecologia
microbiana de alto rendimiento.

ENA: European Nucleotide Archive, es un repositorio que proporciona
acceso libre e inrestringido a secuencias anotadas de AND y ARN.

Exodeosiribonucleasa V gama: es una exonucleasa que destruye el
ADN.

Filo: categoria en taxonomia situada entre el reino y la clase.
FIbB: proteina motora flagelar localizada alrededor del cuerpo basal

flagelar.
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Gingivitis ulcerativa necrotizante: enfermedad gingival inflamatoria,
dolorosa y rapidamente destructiva, de etiologia compleja.

Glutamato formiminotransferasa: enzima que interviene en el
metabolismo del acido fdlico.

Glutarredoxina 2: enzima redox caracterizada por usar glutation como
cofactor.

Glutation S transferasa putativa: enzima que cataliza reacciones
transferencia de un grupo funcional dependientes de glutatién sobre
substratos hidrofobos.

Grafico volcano: en estadistica, es un tipo de diagrama de dispersion
que se usa para identificar rapidamente los cambios en grandes
conjuntos de datos compuestos de datos duplicados.

Gram negativas: bacterias que no se tifien de azul oscuro por la tincion
de Gram. Esta caracteristica esta ligada a la estructura de la envoltura
celular, que presenta doble membrana celular, una externa y la otra
citoplasmatica.

Heatmap: representacion grafica de los datos donde los valores
individuales contenidos en una matriz se representan como colores.

Hemoglobina glicosilada: heteroproteina de la sangre que se forma
por la union de la hemoglobina (Hb) con glicidos unidos a cadenas
carbonadas con funciones &cidas en el carbono 3 y el 4. Su medicién es
una prueba de laboratorio usada en la diabetes para saber si el control
que realiza el paciente sobre la enfermedad ha sido bueno durante los
altimos meses.

Igualdad de Pielou: medida independiente del nimero de especies, su
valor va entre 0 y 1, donde 1 corresponde a situaciones donde todas las
especies son igualmente abundantes.

KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, es una base de
datos para entender funciones de alto nivel y utilidades de los sistemas
biologicos, desde informacién a nivel molecular.

Leu: leucina, uno de los veinte aminoacidos que utilizan las células para
sintetizar proteinas.

Maquina virtual: software que simula un sistema de ordenador. Se
puede instalar en el sistema operativo de eleccion y puede ejecutar
programas como si fuese un ordenador real.

Metagenoma: conjunto de genes microbianos presentes en un entorno
0 ecosistema determinado.

Metaloproteinasa de matriz: enzima que descompone colageno de los
espacios entre las células de los tejidos. Es relevante en la participacion
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de procesos como curacion de heridas, la angiogénesis y la metastasis
de células tumorales.

Microbioma humano: conjunto de genes de los microorganismos
presentes en nuestro organismo.

Microbiota: poblacion microbiana existente en un organismo.

MOTHUR: paquete de software de cddigo abierto para procesamiento
de datos bioinformaticos usado en el analisis de DNA de
microorganismos no cultivados.

PBS: 2h postpandrial blood sugar, test que mide la glucosa en sangre
exactamente 2 horas tras haber comida. Para este tiempo, el azucar en
sangre ha disminuido en gente sana pero sigue elevado en gente con
diabetes.

Pectinesterasa: enzima hidrolasa que hidroliza enlaces estermetilicos
de la pectina de alto metoxilo, y junto con la poligalacturonasa, puede
hidrolizar las sustancias pécticas produciendo metanol y pectato.

Periodontitis: enfermedad que puede cursar con gingivitis, para
proseguir con una pérdida de insercién colagena, recesién gingival y
pérdida del soporte éseo del diente.

PERMANOVA: Permutational Multivariate Analysis of Variance, es un
test estadistico multivariante no paramétrico usado para comparar
grupos de objetos y testar la hipdtesis nula de que los centroides y
dispersion de los grupos, definida como media de espacio, son
equivalentes para todos los grupos.

Phred+33: Puntuacién de calidad de una base, es un valor entero que
representa la probabilidad estimada de un error, es decir, que la base es
incorrecta. Se representan con caracteres ASCIl, como se trata te
phred+33, se representan con ASCIlI_BASE 33.

PICRUST: Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction
of Unobserved States, es un paquete de software bioinformético que
permite la inferencia de un perfil functional de una comunidad microbiana
basandose en la encuesta de un gen marcador a lo largo de una o mas
muestras.

Pirosecuenciacioén: tecnologia que permite determinar una secuencia
de ADN mediante luminiscencia. Este método de secuenciaciéon se basa
en la deteccion de la liberacion de pirofosfato cuando se incorporan los
nucleétidos.

Primer: es una cadena corta de ARN o ADN (de alrededor de 18-22
bases) que sirve como punto de partida para la sintesis de ADN.

Pro: prolina, uno de los aminoacidos que usan las células para sintetizar
las proteinas de los seres vivos.
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Proteina CysZ: transportador de sulfato dependiente de protén que
media la obtencién de sulfato. Proporciona sulfuro para la ruta de
sintesis de la cisteina.

Python: lenguaje de programacién orientado a objetos, de cdédigo
abierto e interpretado, que no necesita compilar el codigo fuente para
poder ejecutarse.

Quimiotaxis: reaccidbn por la que bacterias u otras células de
organismos uni o pluricelulares dirigen sus movimientos segun la
concentracion de un estimulo quimico en su medio ambiente.

Quimotripsina: enzima proteinasa que puede realizar protedlisis, con
una cadena polipeptidica de 245 residuos y cinco enlaces disulfuro. Es
una enzima digestiva que degrada las proteinas de los alimentos en el
intestino.

Recesion gingival: proceso en el que las encias se retraen, dejando al
descubierto la raiz del diente y otras partes que se encontraban ocultas
bajo el tejido. Es una patologia de origen multicausal.

Regulador NtrX: proteina reguladora de asimilacion de nitrégeno.

Riqueza de especies: es el numero de especies diferentes
representado en una comunidad ecoldgica, paisaje o region.

Secuenciacion shotgun: técnica de laboratorio para determinar la
secuencia del ADN del genoma de un organismo. Se fragmenta el
genoma en una coleccion de pequefnos fragmentos de ADN que se
ordenan de forma individual. Un programa de ordenador busca
coincidencias en las secuencias de ADN vy las utiliza para colocar los
fragmentos individuales en el orden correcto para reconstruir el genoma.

Terpenoides: terpenos (compuestos organicos derivados del &cido
mevalbnico) modificados quimicamente, por oxidacion o reorganizacion
del esqueleto hidrocarbonado (como la vitamina A o retinol, que contiene
un atomo de oxigeno).

Tiometiltransferasa S12: enzima que produce metabolitos metilados.

Tirosina: uno de los veinte aminoacidos que forman las proteinas. No
es esencial en los mamiferos ya que su sintesis se produce a partir de la
hidroxilacién de otro aminoacido: la fenilalanina.

Upregulacion: proceso por el que una célula aumenta la cantidad de un
componente celular, como ARN o proteina, en respuesta a un estimulo
externo.
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8. Anexos

- Scripts con las instrucciones de la linea de comandos en QIIME2.

- Script en R Markdown para el grafico de ordenacion.

- Scripts en R Markdown para el analisis de ortélogos KEGG, pathways
KEGG y COG diferencialmente expresados.

- Tablas de ASVs, de secuencias representativas y de taxones.

- Tablas con los ortélogos, pathways KEGG y COGs diferencialmente
expresados en los efectos de interés.
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