UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE DA CRIANCA E
DO ADOLESCENTE

AVALIACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL EM
PACIENTES PEDIATRICOS SUBMETIDOS A
TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO
HEMATOPOIETICAS

DISSERTACAO DE MESTRADO

IURI VICENTE CAMARGO MORKIS

Porto Alegre, Brasil, 2019



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE DA CRIANCA E
DO ADOLESCENTE

AVALIACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL EM
PACIENTES PEDIATRICOS SUBMETIDOS A
TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO
HEMATOPOIETICAS

IURI VICENTE CAMARGO MORKIS
Orientadora: LIANE ESTEVES DAUDT

A apresentacdo dessa dissertagcdo €
exigéncia do Programa de Pos-
Graduacdo em Saude da Crianca e do
Adolescente, da Universidade Federal Do
Rio Grande Do Sul, para obtencédo do
titulo de Mestre.

Porto Alegre, Brasil, 2019



CIP - Catalogacdo na Publicagado

Morkis, TIuri Vicente Camargo

Avaliacdo da microbiota intestinal em pacientes
pedidtricos submetidos ao transplante de
células-tronco hematopoiéticas / Iuri Vicente Camargo
Morkis. -- 2019.

62 f.

Orientadora: Liane Esteves Daudt.

Dissertacdo (Mestrado) -- Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Faculdade de Medicina, Programa de
Pb6s-Graduacdo em Saude da Crianca e do Adolescente,
Porto Alegre, BR-RS, 2019.

1. Microbiota intestinal. 2. Transplante de
células-tronco hematopoiéticas. 3. DECH. 4.
Diversidade bacteriana. I. Daudt, Liane
Esteves, orient. II. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragdo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE DA CRIANGA E DO

ADOLESCENTE

ESTA DISSERTACAO FOI DEFENDIDA PUBLICAMENTE EM:

2710272019

E, FOI AVALIADA PELA BANCA EXAMINADORA COMPOSTA POR:

Profa. Dra. Lucia Mariano da Rocha Silla
Departamento de Hematologia Clinica/HCPA
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Profa. Dra. Mariana Bohns Michalowski
Departamento de Pediatria/HCPA
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Profa. Dra Ursula da Silveira Matte
Departamento de Pesquisa Experimental/ HCPA
Universidade Federal do Rio Grande do Sul




DEDICATORIA

Dedico este trabalho em memoria de Roberto Morkis



AGRADECIMENTOS

A professora Liane, pelos excelentes ensinamentos, tranquilidade e confianga em todos

0S momentos;
Ao Programa de P6s-Graduacdo em Saude da Crianga e do Adolescente da UFRGS;

Aos pacientes e familiares, que realizaram a parte crucial deste trabalho da forma mais

altruista e generosa possivel,

Aos profissionais da Unidade de Analise Molecular de Proteinas, pelo suporte nas

diferentes etapas desta pesquisa;

A colega Mariela, enfermeira Priscila e graduandas do curso de Medicina Muriel e

Bruna;
Aos colegas da Unidade de Bioguimica Clinica;
Aos profissionais da Unidade de Ambiente Protegido;

Aos profissionais do Setor de Limpeza e Esterilizacdo do Servico de Diagnostico

Laboratorial do HCPA;
Ao FIPE, pela ajuda financeira para esta pesquisa;
Ao0s meus amigos, pelo companheirismo;

As pessoas mais importantes da minha vida: minha mée Ivone, meu irmio Roberto e

minha companheira e amor Fernanda; agradeco pelo apoio incondicional e amor;

Ao meu pai, Roberto Morkis, que mesmo néo estando aqui, tenho a certeza de que me

apoiou como sempre, e a quem dedico este trabalho.



RESUMO

Introducdo: A microbiota intestinal exerce papel importante na regulacdo do sistema
imune e metabolismo do TGIl. No TCTH, é um dos sistemas mais afetados, visto que
condicionamento, uso de antibidticos, DECH e tipo de nutricdo exercem impacto no
TGI. O estudo teve como objetivo caracterizar a microbiota intestinal em pacientes
pediatricos submetidos a TCTH. Metodologia: Pacientes entre 4 a 17 anos submetidos
ao TCTH foram incluidos na pesquisa; aqueles sem coleta adequada de fezes pré-
transplante foram excluidos. Duas amostras fecais foram coletadas; uma antes do
TCTH, assim que 0 paciente internou, a outra no D28 poés transplante. As amostras
foram congeladas a -80°C, para posterior extracdo de DNA bacteriano. Apos extracao
de DNA, a regido hipervariavel V4 do gene 16S rRNA bacteriano foi amplificada. Os
produtos de PCR foram sequenciados no equipamento lon Torrent Personal Genome
Machine (PGM) System (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Os dados de sequenciamento foram processados utilizando o
software QIIME, de acordo com as recomendacdes do Brazilian Microbiome Project
(BMP). A determinacdo taxonémica das OTUs foi realizada com o classificador RDP,
com indice de confianca de 0,8. Resultados: Treze pacientes foram avaliados. Os filos
predominantes foram Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria. Houve dominacao
intestinal por Enterobacteriaceae em dois pacientes (que foram a Obito) e
Lactobacillales em um paciente (DECHa de TGI). O indice de alfa diversidade foi mais
baixo nos pacientes com pior desfecho clinico, com excecdo do paciente com
predominio de Bifidobacterium. Discussdo: A dominacdo intestinal por bactérias de
Enterobacteriaceae e Lactobacillales antes do TCTH foi observada nos pacientes com

piores desfechos (DECHa e 06bito), bem como deplecdo de filos protetores como



Firmicutes e Bacteroidetes. Estudos posteriores que definam a relacdo causal entre
dishiose e desfecho clinico no TCTH sdo necessarios para adogdo de intervencdes

terapéuticas.

Palavras-chave: microbiota intestinal, transplante de células tronco hematopoiéticas,
diversidade bacteriana, DECH.



ABSTRACT

Introduction: The gut microbiota plays an important role in the regulation of the
immune system and the metabolism of gastrointestinal tract. In HSCT, GIT is one of the
most affected organs, since conditioning, antibiotics, GVHD and type of nutrition have
major impact. The objective of this study was to characterize the intestinal microbiota in
pediatric patients undergoing HSCT. Methodology: Patients aged 4 to 17 years
submitted to HSCT were included in the study; those without adequate collection of
pre-transplant stools were excluded. Two samples were collected; one prior to HSCT as
soon as the patient was hospitalized; and other around D28 after transplantation. The
samples were frozen at -80 ° C for further extraction of bacterial DNA. After DNA
extraction, the V4 hypervariable region of the bacterial 16S rRNA gene was amplified.
PCR products were sequenced on the lon Torrent Personal Genome Machine (PGM)
System (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer's
instructions. The sequencing data were processed using the QIIME software, according
to the recommendations of the Brazilian Microbiome Project (BMP). The taxonomic
determination of OTUs was performed with the RDP classifier, with a confidence index
of 0.8. Results: Thirteen patients were evaluated. The predominant phyla were
Bacteroidetes, Firmicutes and Proteobacteria. There was intestinal dominance by
Enterobacteriaceae in two patients (who died) and Lactobacillales in one patient
(@GVHD). The alpha diversity index was lower in the patients with worse clinical
outcome, except for the one patient with predominance of Bifidobacterium. Discussion:
Intestinal dominance by Enterobacteriaceae and Lactobacillales bacteria before HSCT
was observed in patients with worse endpoints (GVHD and death), as well as depletion

of protective bacteria belonging to Firmicutes. Further studies that define the causal



relationship between dysbiasis and clinical outcome in HSCT are necessary for the
adoption of therapeutic interventions.

Keywords: gut microbiota, hematopoietic stem cell transplantation, bacterial diversity,
GVHD
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1 INTRODUCAO

O transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) objetiva reestabelecer a
hematopoese apds regimes de quimioterapia e imunossupressdo. A ablacdo promovida
pela quimioterapia do condicionamento é seguida do repovoamento da medula dssea
pelas células progenitoras infundidas (COPELAN, 2006). As indicacbes para o TCTH
sdo primariamente para o tratamento das neoplasias onco-hematologicas, doencas
hematoldgicas benignas e alguns tumores soélidos, entre outras situacbes clinicas
(COPELAN, 2006).

A doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) aguda é uma importante
complicacao do periodo pds transplante (LEE et al., 2013). Ocorre quando as células do
sistema imune provenientes do doador combatem as células do hospedeiro (MACKALL
et al., 2009). O trato gastrointestinal (TGI) é especialmente afetado por essa condicéo.

O TGI é um dos principais sitios de colonizacdo de bactérias; mais de 15.000
espécies ja foram identificadas em diferentes amostras humanas (DOCAMPO et al.,
2015). Em situacdo saudavel, as bactérias comensais vivem em simbiose com 0
organismo humano. A microbiota intestinal, juntamente com as células epiteliais
intestinais, possui reconhecida funcdo na regulacdo do sistema imune no TGI
(MAYNARD et al., 2012), na inibicdo de potenciais patdgenos e no metabolismo de
alguns nutrientes (BUFFIE e PAMER, 2013).

A interacdo de microorganismos presentes no intestino e seus metabolitos
promovem diferentes respostas do sistema imunolégico. Acidos graxos de cadeia curta
(short fatty chain acid - SFCA) como butirato e propionato, produzidos por bactérias
comensais, induzem a expansdo de linfécitos T regulatorios (ARPAIA et al., 2013). Por

outro lado, bactérias filamentosas segmentadas podem induzir a diferenciagdo de
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linfécitos Thl7, contribuindo para a defesa antibacteriana (KHO e LAL, 2018). Além
disso, diversas condicdes clinicas tém sido relacionadas com mudancas e desequilibrio
no microbioma, tais como artrite reumatoide (SCHER et al., 2013), diabetes melitus
tipo 2 e no metabolismo de farmacos (HAISER et al., 2013).

No contexto do TCTH, o condicionamento é um fator de desequilibrio da
microbiota, devido aos danos causados a mucosa intestinal (DOCAMPO et al., 2015).
Da mesma forma, a doenca do enxerto contra o hospedeiro pode amplificar esse
desequilibrio, na medida em que as células do doador reagem com as células do epitélio
intestinal (SHONO et al., 2015). O uso de antibioticos de amplo espectro pode alterar o
microbioma, privilegiando o crescimento de algumas espécies (TAUR et al., 2012). A
nutricdo dos pacientes também interfere na simbiose intestinal, pois € mais restritiva no

cuidado e no preparo (STAFFAS et al., 2017).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CONCEITO DE MICROBIOTA

O termo microbiota refere-se ao conjunto de microorganismos que habitam um
determinado ecossistema (LYNCH e PEDERSEN, 2016). Na espécie humana, o
intestino é o principal 6rgao de colonizacdo; estima-se cerca de 100 trilhGes de bactérias
vivendo em simbiose com um individuo. Mais de 15000 espécies de bactérias diferentes
ja foram identificadas em amostras do trato gastrointestinal humano (DOCAMPO et al.,
2015). A disbiose é definida pelo desequilibrio na composicdo e nas funcbes
metabolicas da microbiota de um determinado ecossistema (LYNCH e PEDERSEN,
2016).

Com relacdo a microbiota intestinal, os filos Firmicutes e Bacteroidetes sdo os
prevalentes em individuos saudaveis; outros filos como Proteobacteria, Fusobacteria e
Actinobacteria também estdo presentes em menor proporcao (STAFFAS et al., 2017).
Deve-se ressaltar que o ambiente intestinal ndo € homogéneo, visto que possui
diferencas no pH, velocidade de fluxo e concentracdo de bile, fatores que podem
modificar a composi¢do bacteriana das diferentes regiGes. A principal fonte de estudo
de microbiota sdo amostras fecais que refletem a composicao da parte distal do intestino
grosso. Portanto, o conhecimento sobre microbiota intestinal humana refere-se, em
grande parte, a microbiota do intestino grosso (FLINT et al., 2012).

A composicdo bacteriana intestinal sofre drésticas transformacgdes durante o
desenvolvimento do individuo. O tipo de parto € um fator influenciador da microbiota
do recém-nascido. Recém-nascidos de parto normal tendem a apresentar microbiota

intestinal semelhante a microbiota vaginal e fecal da mée (LYNCH e PEDERSEN,
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2016). Além disso, tém maior quantidade de especies de Bifidobacterium do que
aqueles nascidos de cesarea (FLINT et al., 2012). Com a introducdo de alimentos
solidos, ha um aumento na diversidade da microbiota e na sua capacidade funcional. A
partir de 5 a 12 anos torna-se mais estavel, com a prevaléncia de Bacteroidetes e mais
espeécies produtoras de butirato (FLINT et al., 2012).

Na adolescéncia, outros géneros e classes de bactérias podem surgir, como
Anaerovorax, Bifidobacterium, Faecalibacterium e Lachnospiraceae, que possuem
variadas funcdes metabdlicas como envolvimento em vias de producdo de folato e
vitamina B12 (LYNCH e PEDERSEN, 2016). Com a chegada da idade adulta, o
intestino é dominado por Bacteroidetes e Firmicutes, com menores proporcdes de
Actinobacteria e Proteobacteria. Entretanto, embora a composicdo dos filos seja
semelhante, existe uma variabilidade na predominancia das espécies, de acordo com

perfil nutricional e caracteristicas individuais (LYNCH e PEDERSEN, 2016).

2.2 FUNCOES DAS BACTERIAS NO ORGANISMO

O sequenciamento de nova geracdo (NGS) possibilitou o estudo aprofundado
das bactérias que habitam o sistema gastrointestinal ao detectar espécies ndo cultivaveis,
como microorganismos anaerobios estritos. Diversas fungdes da microbiota intestinal
no organismo humano tém sido descritas com o uso de analise metagenémica,
protebmica e metabolémica. A maturagdo e modulacdo do sistema imune (ARPAIA et
al., 2013), protecdo contra crescimento de patogenos (BUFFIE e PAMER, 2013),
influéncia na vascularizagdo e proliferacdo celular do hospedeiro e regulacdo de
processos metabdlicos ja foram relacionados como funcbes das bactérias comensais do

intestino (LYNCH e PEDERSEN, 2016).
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Os produtos metabolicos das bactérias sdo fundamentais nos diferentes papéis
exercidos pela microbiota no organismo humano. Os &cidos graxos de cadeia curta
(short-chain fatty acid - SCFA) sdo os principais metabdlitos gerados, provenientes da
fermentacdo de carboidratos ndo digeridos (FLINT et al., 2012). Butirato, por exemplo,
é uma importante fonte de energia das células epiteliais intestinais. Ja foi descrita que a
interacdo de SCFA com receptores de células epiteliais intestinais induz a liberacdo de
peptideos envolvidos no metabolismo da glicose e controle de ingestdo de alimentos
(KHO e LAL, 2018). O butirato também foi estudado como um indutor de diferentes
vias metabdlicas de bactérias do cdlon, com o objetivo de impedir o crescimento de
bactérias patogénicas (CANI, 2018).

Ja foi identificado que espécies de Bacteroides fragilis, Eubacterium lentum,
Enterobacter aglomerans, Serratia marcescens e Enterococcus faecium produzem
vitamina K2, importante para o metabolismo humano. Da mesma forma, bactérias
presentes no intestino sdo as principais produtoras de vitaminas B5 e B12, coenzimas
fundamentais em diferentes processos metabdlicos (KHO e LAL, 2018). Deve-se
ressaltar que os fatores que afetam a composi¢cdo da microbiota, tais como o pH, fluxo
do intestino, o tipo de alimento ingerido e as situacdes em que ocorre disbiose
influenciam na producdo metabolica das espécies (FLINT et al., 2012).

Outra funcdo da microbiota intestinal que vem recebendo maior atencdo é a
interacdo com o eixo cérebro-intestino. A comunicagdo entre o sistema nervoso central
e 0 sistema nervoso entérico (ENS) para modulagéo da atividade secretora e motilidade
intestinal ja é bem conhecida (HUANG et al., 2019). Entretanto, 0 ENS também sofre
influéncia direta da microbiota intestinal, na medida em que produz neurotransmissores
como serotonina (Escherichia spp., Streptococcus spp., Enterococcus spp.), dopamina

(Bacillus spp.), noradrenalina (Escherichia spp., Bacillus spp., Saccharomyces spp.) e
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GABA (Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp.) (NEUMAN et al., 2015). Cortisol
liberado em situacdo de estresse promove a disbiose e ruptura da barreira intestinal. Tal
desequilibrio da microbiota leva a um estado proinflamatério no individuo, a partir de
liberacdo de citocinas e ativacdo do eixo HPA (SKONIECZNA-ZYDECKA et al.,

2018).

2.3 MICROBIOTA E SISTEMA IMUNE

A mucosa intestinal possui uma estrutura que impede a invasdo de
microorganismos patogénicos, a0 mesmo que tempo que permite a simbiose com a
microbiota normal, a partir das células epiteliais intestinais (IECs) e células do sistema
imune do intestino. Essas células intestinais do sistema imune podem estar presentes
junto com as IECs, como os linfacitos intraepiteliais, ou organizado em estruturas como
foliculo linféide, linfonodos mesentéricos e placa de Peyer (WANG et al., 2015). O
principal mecanismo de vigilancia imunoldgica é através da interacdo de receptores
especificos das IECs e células do sistema imune com antigenos de bactérias do lumen
intestinal, gerando uma resposta compativel com as bactérias e antigenos apresentados
(PETERSON e ARTIS, 2014).

Células do epitélio intestinal e células imune intestinais apresentam receptores
do tipo Toll (TLR) e receptores NOD-like que modulam a resposta imune a partir do
contato com padrdes moleculares associados a patégenos (PAMP - Pathogen-associated
molecular patttern) de bactérias do Iimen intestinal (LAZAR et al., 2018). Em
situagdes normais, PAMP associados a bactérias comensais ativam tais receptores e
produzem uma resposta antiinflamatoria. Em outras situacbes, a ligacdo de certos

PAMP promove uma reagdo inflamatdria (LAZAR et al., 2018).
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A partir de estimulos especificos de bactérias comensais, IECs estimulam a
producdo de interleucina 10 (IL-10), macrofagos e células dentriticas com propriedades
tolerogénicas, além de induzir a diferenciacdo de linfocitos T regulatorios (Tregs). Os
SCFA butirato, propionato e acetato também se mostraram importantes como indutores
de linfocitos Tregs (LAZAR et al., 2018). Estudo com camundongos germ-free mostrou
falha na resposta antiviral de células NK, pois macrofagos e células dentriticas nédo
realizaram a ativacao adequada (PETERSON et al., 2015).

Por outro lado, células linfoides inatas (ILC) produzem citocinas associadas a
linfécitos Thl, Th2 e Th17, como IL-13, IL-17, IL-22 e Interferon-gama, com fungbes
de regular a resposta inflamatoria e regeneracdo epitelial local. Tal producdo também €
mediada por sinais especificos das IECs (PETERSON e ARTIS, 2014).

Além da inducdo da resposta imune, as IECs também secretam substancias
antimicrobianas, como alfa e beta-defensinas e lectinas TipoC Reglll, que atuam
diretamente nos microorganismos patdgenos do Iimen intestinal. Esta secrecdo pode ser
dependente ou independente da interacdo com a flora comensal do intestino, e tem como
principal objetivo a protecdo contra invasores patogénicos (PETERSON e ARTIS,
2014). Por exemplo, bactérias filamentosas segmentadas podem interagir com IECs e
induzir a diferenciacdo de linfocitos Thl7, responsaveis pela defesa contra

microorganismos patogénicos do TGl (NOOR et al., 2018).

2.4 MICROBIOTA NO BRASIL

Estudos sobre microbiota intestinal no Brasil tém sido realizadas em diferentes

areas da saude, com as tecnologias de sequenciamento de nova geragdo. A avaliagdo da

microbiota de recém-nascidos saudaveis identificou o predominio de género
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Escherichia e menores taxas de colonizagdo por Staphylococcus, no primeiro més de
vida (BRANDT et al., 2012). Tal achado difere de trabalhos em paises desenvolvidos,
no qual essa relacdo se inverte. Da mesma forma, foi observada a predominancia do
género Escherichia em amostras de fezes de criangas saudaveis nos periodos de trés
meses, seis meses e um ano de vida. Também foi relatada microbiota mais complexa e
diversa ao final de 12 meses (TADDEI et al., 2014).

Na investigacdo da microbiota intestinal de recém-nascidos com Enterocolite
necrosante identificou maior risco para esta condicdo na presenca de espécies de
Citrobacter koseri e Klebsiella pneumoniae, pertencentes a familia Enterobacteriaceae,
bem como menor diversidade bacteriana e menor proporcdo de Lactobacillus
(DOBBLER et al., 2017).

Uma avaliacdo da microbiota intestinal de individuos adultos estratificados
guanto aos niveis e ingestdo de vitamina D, identificou abundancia de Haemophilus e
Veillonella em individuos com baixa ingestdo de vitamina D, bem como um aumento na
concentracdo sanguinea de lipopolissacarideos. Tais achados sugerem a influéncia da
vitamina D na microbiota e no sistema imune intestinal (LUTHOLD et al., 2017).

Também foi avaliada a microbiota intestinal de individuos com esteato-hepatite
ndo alcodlica (NASH), e observada uma diminuicdo de Faecalibacterium e
Ruminococcus em individuos magros com NASH, enquanto que individuos obesos
apresentavam predominio de Lactobacillus (DUARTE et al.,, 2018). Estudo que
analisou a microbiota intestinal de pacientes com fenilcetondria encontrou diminuicéo
em bactérias da classe Clostridiales e aumento de Prevotella, Akkermansia e
Peptostreptococcaceae, além de menor abundancia de genes relacionados a utilizagéo de

amido e agucares, comparados com controles (PINHEIRO DE OLIVEIRA et al., 2016).
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2.5 MICROBIOTA E TRANSPLANTE DE MEDULA OSSEA

O transplante de células-tronco hematopoiéeticas (TCTH) € um tratamento
curativo de doencas neoplésicas e hematologicas, que envolve o condicionamento
quimioterapico para ablacdo da medula dssea do paciente e posterior infusdo de células
progenitoras de origem hematopoiética de um doador. A partir do reinicio da
hematopoiese do paciente e da formacgéo de novo sistema imune no paciente, postula-se
a influéncia da microbiota nesse novo sistema imuno-hematopoiético (COPELAN,
2006).

Estudos iniciais com camundongos germ-free submetidos a TCTH
demonstraram menor incidéncia de doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) e
mortalidade, comparados com camundongos comuns. Isso seria um indicativo da
influéncia das bactérias comensais na DECH. Entretanto, estudos posteriores nao
encontraram a mesma associacao (ANDERMANN et al., 2018).

As tecnologias de analise metagendmica permitiram uma avaliacdo mais
aprofundada da microbiota intestinal. A associacdo entre disbiose e incidéncia e
morbidade da DECH ja foi descrita (TAUR et al., 2014), bem como o maior risco de
infeccBes em estado de desequilibrio da flora intestinal (TAUR et al., 2012). Possiveis
mecanismos sdo as agressdes ao epitélio intestinal pelo condicionamento e DECH, que
permitem a passagem de microorganismos e geram a resposta imune exacerbada, por
ativacdo de linfocitos T (SHONO e VAN DEN BRINK, 2018). Essas agressdes também
afetam as células de Paneth, que secretam as substancias alfa-defensinas com
propriedades antibacterianas contra microorganismos patogénicos (ERIGUCHI et al.,
2012). O desequilibrio nos mecanismos regulatérios do epitélio intestinal torna a

microbiota suscetivel ao predominio de uma espécie patogénica, aumentando o risco de
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infeccdes, alem de criar um feedback positivo para agravamento da DECH, a partir da
ativacdo de celulas T por lipopolissacarideos (LPS) que passam pelo epitélio intestinal
(DOCAMPO et al., 2015).

Com relagdo as bacterias associadas a desfechos clinicos, a depelcdo de espécies
de Clostridiales, do filo Firmicutes, foi associado com maior risco de DECH
(STAFFAS et al., 2017). Estas espécies sdo importantes para a homeostase intestinal,
pois produzem SCFA. O género Blautia foi associado como possivel protetor, melhora
da sobrevida global e menor incidéncia de DECH (JENQ et al., 2015). A espécie
Clostridium scindens é considerada de efeito protetor pois impede o crescimento da
espéecie Clostridium difficile, altamente patogénica nestes pacientes (SHONO e VAN
DEN BRINK, 2018).

A abundéncia de Enterobacteriaceae, do filo Proteobacteria, foi associada com
maior risco de bacteremia por bactérias gram-negativas, complicacdes pulmonares e
mortalidade pés TCTH (SHONO e VAN DEN BRINK, 2018). Da mesma forma, a
dominacdo intestinal por Enterococcus, do filo Firmicutes, foi associada com maior
risco de bacteremia (TAUR et al., 2012) e incidéncia de DECH (HOLLER et al., 2014).
Este género é considerado proinflamatério no TGI, visto que estimula a producdo de
fator de necrose tumoral por macréfagos e compromete a integridade do epitélio
intestinal (SHONO e VAN DEN BRINK, 2018).

O filo Bacteroidetes também é considerado de efeito protetor no TCTH. Estudo
em criancas verificou que nos momentos pré e pés TCTH o aparecimento de espécies de
Bacteroides e Parabacteroides foi associada com menor incidéncia de DECH (BIAGI
et al., 2015). Outro estudo em pacientes adultos obteve resultados semelhantes com

relacdo ao filo Bacteroidetes (DOKI et al., 2017).
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A diminuicdo da diversidade da microbiota no momento pés TCTH ja foi
relacionada com mortalidade global (TAUR et al., 2014), ocorréncia de DECH
(HOLLER et al., 2014) e maior risco de infeccbes (SHONO e VAN DEN BRINK,
2018). Tais achados estdo relacionados com os estudos que observaram a
predominancia por Enterococcus ou Enterobacteriaceae associada a piores desfechos.
Ou seja, o impacto do TCTH na microbiota intestinal leva a dominacéo intestinal por
bactérias ndo comensais, que exercem seus efeitos patogénicos no TGI, na DECH e na

bacteremia (DOCAMPO et al., 2015).

2.6 ANTIBIOTICOS, MICROBIOTA E TRANSPLANTE

Os primeiros estudos com camundongos germ-free que demonstraram menor
incidéncia de DECH nesses animais submetidos a TCTH apontavam para um possivel
efeito patogénico da microbiota intestinal na DECH. Os estudos seguintes ndo
obtiveram o0s mesmos resultados, porém tal questdo ndo se encerrou. Analises
metagenémicas tém apontado associacdo entre incidéncia de DECH e disbiose
intestinal, especialmente com relacdo a diminuicdo da diversidade microbiana.

Modelos animais demonstraram o impacto da microbiota na hematopoiese.
Camundongos germ-free apresentaram diminuicdo na populacdo de precursores de
células mieldides na medula 6ssea, comparados com animais com deplecdo de espécies
especificas. Tais achados sugerem um papel fundamental da microbiota na expansao e
diferenciacdo de células progenitoras da linhagem mieldide (KHOSRAVI et al., 2014).
Outro estudo identificou uma diminuicdo no ndmero absoluto de células-tronco
hematopoiéticas e células precursoras da linhagem linfoide em camundongos germ-free

(IWAMURA et al., 2017). Da mesma forma, animais tratados com antibiéticos tiveram
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diminuicdo no compartimento mieléide da medula 6ssea, que voltou a normalidade apds
o fim da administracdo das substancias (YAN et al., 2018). Embora diversos fatores
possam alterar a hematopoiese nesse contexto, postula-se que a interacdo de receptores
especificos (NOD1 e TLR) de células da medula 6ssea com produtos metabolicos de
bactérias e LPS presentes na circulacdo sanguinea possam induzir a liberacdo de
citocinas sinalizadores da producéo e diferenciacao de células hematopoiéticas (YAN et
al., 2018).

O impacto do uso de antibidticos no TCTH e sua relacdo com a disbiose também
vem recebendo maior atencdo. Estudo que investigou diferentes antibioticos em
camundongos no TCTH demonstrou diferenca na incidéncia de DECH, conforme o
antibidtico utilizado. Drogas de amplo-espectro, como piperacilina-tazobactam e
imipenem-cilastatina, tiveram piores resultados quanto a mortalidade e incidéncia de
DECH comparados com aztreonam (SHONO et al., 2015). Além disso, animais tratados
com antibioticos de amplo espectro tiveram maior infiltracdo de linfocitos T CD4+ no
tecido intestinal sem aumento de linfocitos T CD8+, e diminuicdo de células B
(SHONO et al., 2015). Outro estudo relatou maior risco de dominacdo intestinal por
bactérias do género Enterococcus em pacientes recebendo metronidazol; também
identificou maior risco de bacteremia na situacdo de dominacgdo intestinal nestes
pacientes (TAUR et al., 2012). Tais achados demonstram que o impacto dos
antibiéticos na microbiota normal pode afetar desfechos clinicos importantes do

transplante.
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2.7 MODULACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL NO TCTH

As possibilidades terapéuticas de intervencdo na microbiota intestinal tém sido
estudadas em diversas areas. A utilizacdo de prebidticos e probioticos em situacdes
clinicas como doenca inflamatoria intestinal e diarreia (ANDERMANN et al., 2016), e
o transplante de microbiota fecal para tratamento de infeccdo por Clostridium difficile
resistente a antibidtico sdo exemplos de manipulacdo da microbiota intestinal para
obtencdo de desfechos clinicos favoraveis (LYNCH e PEDERSEN, 2016).

Tendo em vista os achados recentes que associaram a diversidade microbiana de
pacientes submetidos a TCTH com ocorréncia de bacteremia e DECH, o foco em
intervencdes na microbiota intestinal tem aumentado. Um estudo realizado que
investigou os efeitos de probidticos em criancas e adolescentes submetidos a TCTH
verificou a seguranca do suplemento (LADAS et al., 2016); entretanto, ainda ndo foi
demonstrada a eficacia dessa abordagem.

O transplante de microbiota fecal (FMT) visa corrigir a disbiose intestinal do
paciente a partir da administracdo de contedo de microbiota de um doador saudavel.
Porém, no TCTH o risco de infeccdes e bacteremias é consideravelmente alto e levanta
guestionamentos sobre a seguranca do procedimento, antes de avaliar sua eficécia.
Pesquisas com pacientes submetidos ao TCTH para determinar a seguranca de FMT
ainda observaram casos de bacteremia apds o procedimento (DEFILIPP et al., 2018),
embora ja tenha sido relatada a melhora na diversidade da microbiota intestinal
(DEFILIPP et al., 2018), bem como a resolugéo de infeccdo por Clostridium difficile
resistente a antibiético (DE CASTRO et al., 2015).

O maior entendimento sobre os perfis de microbiota intestinal de pacientes

submetidos ao TCTH também pode direcionar para medicina personalizada. Aqueles
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individuos que apresentem dominacao intestinal ou predominio de espécies patogénicas,
por exemplo, estariam sujeitos a um tratamento especifico para bacteremias ou DECH

(NOOR et al., 2018).
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3 JUSTIFICATIVA

A perda da diversidade da microbiota intestinal vem sendo estudada no TCTH,
bem como sua relacdo com desfechos de sobrevida global e mortalidade relacionada ao
tratamento. Algumas espécies tém sido associadas com impacto negativo no transplante
(TAUR et al., 2012), enquanto que outras possuem possivel impacto protetor
(DOCAMPO et al., 2015). No Brasil, estudos recentes investigaram a microbiota
intestinal sob varios aspectos, como avaliacdo da populacdo normal (DE MORAES et
al., 2017), em pacientes com céancer colorretal (THOMAS et al., 2016), em recém-
nascidos (MUELLER et al., 2017), recém-nascidos prematuros com risco de
enterocolite necrotizante (DOBBLER et al., 2017) e avaliacdo da microbiota normal de
criancas (MELLO et al., 2018). Entretanto, at¢é 0 momento ndo foram encontradas
publicacGes investigando a relacdo entre a microbiota e 0 TCTH no Brasil. Sendo assim,
0 presente estudo teve como objetivo caracterizar a microbiota intestinal de pacientes

pediatricos durante 0 TCTH num hospital universitario do sul do Brasil.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a diversidade da microbiota intestinal em pacientes pediatricos

submetidos ao transplante de células-tronco hematopoiéticas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a influéncia do TCTH alogénico nas mudancas da microbiota

b) Relacionar aspectos da microbiota intestinal com possiveis desfechos

clinicos no TCTH. (Mortalidade, DECH e infeccéo)
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5 METODOLOGIA

5.1 TIPO DE ESTUDO

Foi realizado um estudo de coorte, no periodo de marco de 2017 a janeiro de
2019, na Unidade de Ambiente Protegido e Servi¢co de Hematologia Clinica do Hospital

de Clinicas de Porto Alegre.

5.2 POPULACAO E AMOSTRA

A populacdo constituiu-se nos pacientes pediatricos internados no hospital para
TCTH alogénico. A amostragem da pesquisa foi por conveniéncia; pacientes entre 4 a
17 anos submetidos ao procedimento no periodo determinado foram convidados a
participar. Pacientes sem uma amostra fecal adequada pré transplante foram excluidos

do estudo.

5.3 COLETA DE DADOS

A coleta de dados foi realizada através do sistema AGH (Aplicativos para

Gestdo Hospitalar), por busca de prontuarios para obtencédo de informacoes clinicas.

5.4 ANALISE METAGENOMICA

Uma amostra fecal pré transplante e outra proxima ao D28 pds transplante —

apos a pega neutrofilica - foram coletadas de pacientes pediatricos internados na
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instituicdo. Cerca de 59 de fezes foram depositadas em um frasco de coleta estéril,
imediatamente refrigeradas e congeladas em até 24 horas a -80C, para posterior
extracdo de DNA.

A extracdo de DNA bacteriano foi realizada a partir de 220mg de contetdo
fecal, com o kit QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA), de acordo
com as instrucdes do fabricante. Apds as extracdes, foi determinada a pureza do DNA
pela relacdo Azeorgo, COM 0 equipamento NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A concentracdo de cada amostra foi medida no
Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) com o kit Qubit® dsDNA HS
Assay kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). O DNA extraido foi armazenado em -80°C
até o sequenciamento.

Para a analise metagen6mica, a regido hipervaridvel V4 do gene 16S rRNA
bacteriano foi amplificada pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), com 0s primers
515F (GTGCCAGCMGCCGCGGTAA) e 806R (GGACTACHVGGGTWTCTAAT).
Da reacdao de PCR, 4 pL de cada produto foram analisados por eletroforese em gel
agarose (2%, wt/vol) com GelRedTM (Biotium, Fremont, CA, USA) para verificar a
amplificacdo e auséncia de contaminacdo. A quantificacdo dos produtos de PCR foi
feita com o equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), a
partir do kit Qubit® dsDNA HS Assay kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As
bibliotecas de DNA geradas do processo de purificacdo foram processadas em pool para
formacédo dos templates. Estes foram sequenciados no equipamento Ion OneTouch2™
Instrument (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA), utilizando o kit lon PGM™
Hi-Q™ OT2 Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) ¢ o chip lon 316™

Chip Kit v2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
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Os dados de sequenciamento foram processados utilizando o software QIIME,
de acordo com as recomendacdes do Brazilian Microbiome Project — BMP (PYLRO et
al., 2014). A filtragem de quimeras foi realizada de novo e com o banco de referéncia
RDP_GOLD. A determinacdo taxonémica das OTUs foi realizada com o classificador
RDP, com indice de confianca de 0,8. Informacdes clinicas dos pacientes foram obtidos

dos prontuarios, em até 90 dias pés transplante.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de abundancia relativa foram calculados a partir da determinacao
taxonémica das OTUs. A partir do software QIIME, foram calculados os indices de
diversidade alfa — Chao 1, OTUs observadas, e PD whole tree - pela curva de rarefacédo
em 20000 sequéncias/amostra, e indice de beta-diversidade a partir de Analise de
Coordenada Principal pelo teste Weighted UniFrac. Este teste possui a vantagem de
avaliar a diferenca na composicdo da microbiota entre duas amostras levando em
consideracdo informacdes filogenéticas. Valores mais proximos de 1 indicam maior

distancia.

5.6 ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi aprovado no Comité de Etica da instituicdo com o nimero 16-
0669. Os pesquisadores assinaram dois termos de compromisso para Utilizacdo de
Dados, onde se comprometeram a preservar a privacidade dos pacientes, bem como na

utilizacdo do material biologico destes. Os pacientes e responsaveis que concordaram
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em participar da pesquisa assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido, que

abordava todos os aspectos do estudo.
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RESUMO

Introducdo: A microbiota intestinal exerce papel importante na regulacdo do sistema
imune e metabolismo do TGIl. No TCTH, é um dos sistemas mais afetados, visto que
condicionamento, uso de antibidticos, DECH e tipo de nutricdo exercem impacto no
TGI. O estudo teve como objetivo caracterizar a microbiota intestinal em pacientes
pediatricos submetidos a TCTH. Metodologia: Pacientes entre 4 a 17 anos submetidos
ao TCTH foram incluidos na pesquisa; aqueles sem coleta adequada de fezes pré-
transplante foram excluidos. Duas amostras fecais foram coletadas; uma antes do
TCTH, assim que 0 paciente internou, a outra no D28 poés transplante. As amostras
foram congeladas a -80°C, para posterior extracdo de DNA bacteriano. Apos extracao
de DNA, a regido hipervariavel V4 do gene 16S rRNA bacteriano foi amplificada. Os
produtos de PCR foram sequenciados no equipamento lon Torrent Personal Genome
Machine (PGM) System (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Os dados de sequenciamento foram processados utilizando o
software QIIME, de acordo com as recomendacdes do Brazilian Microbiome Project
(BMP). A determinacdo taxonémica das OTUs foi realizada com o classificador RDP,
com indice de confianca de 0,8. Resultados: Treze pacientes foram avaliados. Os filos
predominantes foram Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria. Houve dominacao
intestinal por Enterobacteriaceae em dois pacientes (que foram a Obito) e
Lactobacillales em um paciente (DECHa de TGI). O indice de alfa diversidade foi mais
baixo nos pacientes com pior desfecho clinico, com excecdo do paciente com
predominio de Bifidobacterium. Discussdo: A dominacdo intestinal por bactérias de
Enterobacteriaceae e Lactobacillales antes do TCTH foi observada nos pacientes com

piores desfechos (DECHa e 06bito), bem como deplecdo de filos protetores como
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Firmicutes e Bacteroidetes. Estudos posteriores que definam a relacdo causal entre
dishiose e desfecho clinico no TCTH sdo necessarios para adogdo de intervencdes

terapéuticas.

Palavras-chave: microbiota intestinal, transplante de células tronco hematopoiéticas,
diversidade bacteriana, DECH.



43

INTRODUCAO

O transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) objetiva reestabelecer a
hematopoese apds regimes de quimioterapia e imunossupressdo. A ablacdo promovida
pela quimioterapia do condicionamento é seguida do repovoamento da medula 0ssea
pelas células progenitoras infundidas (COPELAN, 2006). A doenca do enxerto contra 0
hospedeiro (DECH) aguda é uma importante complicacdo do periodo pos transplante
(LEE et al., 2013); ocorre quando as células do sistema imune provenientes do doador
combatem as células do hospedeiro (MACKALL et al., 2009). O trato gastrointestinal
(TGI) é especialmente afetado por essa condicao.

O TGI é um dos principais sitios de colonizacdo bacteriana; mais de 15.000
espécies ja foram identificadas em diferentes amostras humanas (DOCAMPO et al.,
2015). Em situacdo saudavel, as bactérias comensais vivem em simbiose com 0
organismo humano. A microbiota intestinal, juntamente com as células epiteliais
intestinais, possui reconhecida funcdo na regulacdo do sistema imune no TGI
(MAYNARD et al., 2012), na inibicdo de potenciais patdgenos e no metabolismo de
alguns nutrientes (BUFFIE e PAMER, 2013).

A interacdo de células hematopoiéticas com bactérias intestinais promove
diferentes respostas do sistema imune. Como exemplo, algumas espécies induzem a
reatividade de células Thl7, contribuindo para a defesa antibacteriana e doencas
inflamatdrias, enquanto que outras podem geram metabolitos (acidos graxos de cadeia
curta) importantes para a tolerancia imunuldgica no local (ARPAIA et al., 2013).

No TCTH, fatores como condicionamento, DECH, nutri¢do e uso de antibidticos
sdo fatores fundamentais para o desequilibrio da flora intestinal. Alguns trabalhos ja

demonstraram a influéncia da diversidade da microbiota no decorrer do transplante,



44

porém resultados conclusivos ainda ndo foram obtidos, visto que muitos fatores sao
considerados confundidores. Sendo assim, o0 estudo teve como objetivo caracterizar a
microbiota intestinal nos pacientes pediatricos no momento prévio ao TCTH alogénico

em um centro brasileiro, e entender o impacto no decorrer do tratamento.

METODOLOGIA

TIPO DE ESTUDO

Foi realizado um estudo observacional no periodo de abril de 2017 a novembro
de 2018, na Unidade de Ambiente Protegido e Servico de Hematologia Clinica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. A amostragem da pesquisa foi por conveniéncia;
pacientes entre 4 a 17 anos submetidos ao procedimento no periodo determinado foram
convidados a participar. Agqueles sem uma amostra fecal adequada pré transplante foram

excluidos do estudo.

ANALISE METAGENOMICA

Duas amostras fecais foram coletadas; uma antes do TCTH, assim que o
paciente internou, a outra no D28 pds transplante. Cerca de 5g de fezes foram
depositadas em um frasco de coleta estéril, imediatamente refrigeradas e congeladas em
até 24 horas a -80C, para posterior extracdo de DNA.

A extracdo de DNA bacteriano foi realizada a partir de 220mg de conteudo
fecal, com o kit QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA), de acordo

com as instrucbes do fabricante. Apds as extracdes, foi determinada a pureza do DNA
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pela relacdo Azeorgo, cOmM 0 equipamento NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A concentracdo de cada amostra foi medida no
Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) com o kit Qubit® dsDNA HS
Assay kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). O DNA extraido foi armazenado em -80°C
até o sequenciamento.

Para a analise metagen6mica, a regido hipervariavel V4 do gene 16S rRNA
bacteriano foi amplificada pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), com os primers
515F (GTGCCAGCMGCCGCGGTAA) e 806R (GGACTACHVGGGTWTCTAAT).
Da rea¢dao de PCR, 4 pL de cada produto foram analisados por eletroforese em gel
agarose (2%, wt/vol) com GelRedTM (Biotium, Fremont, CA, USA) para verificar a
amplificacdo e auséncia de contaminacdo. A quantificacdo dos produtos de PCR foi
feita com o equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), a
partir do kit Qubit® dsDNA HS Assay kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As
bibliotecas de DNA geradas do processo de purificacdo foram processadas em pool para
formagdo dos templates. Estes foram sequenciados no equipamento Ion OneTouch2™
Instrument (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA), utilizando o kit lon PGM™
Hi-Q™ OT2 Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e o chip Ion 316™
Chip Kit v2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Os dados de sequenciamento foram processados utilizando o software QIIME,
de acordo com as recomendac¢6es do Brazilian Microbiome Project — BMP (PYLRO et
al., 2014). A filtragem de quimeras foi realizada de novo e com o banco de referéncia
RDP_GOLD. A determinacdo taxonémica das OTUs foi realizada com o classificador
RDP, com indice de confianca de 0,8. indices de diversidade alfa — Chao 1, OTUs

observadas, e PD whole tree - foram calculados a partir da curva de rarefagdo em 20000
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sequéncias/amostra. Informacdes clinicas dos pacientes foram obtidos dos prontuarios,

em até 90 dias poés transplante.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados de abundancia relativa foram calculados a partir da determinacao
taxonémica das OTUs. A partir do software QIIME, foram calculados os indices de
diversidade alfa — Chao 1, OTUs observadas, e PD whole tree - pela curva de rarefacédo
em 20000 sequéncias/amostra, e indice de beta-diversidade a partir de Analise de

Coordenada Principal pelo teste Weighted UniFrac.

ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi aprovado no Comité de Etica da instituicdo com o nimero 16-
0669. Os pesquisadores assinaram dois termos de compromisso para Utilizacdo de
Dados, onde se comprometeram a preservar a privacidade dos pacientes, bem como na
utilizacdo do material biologico destes. Os pacientes e responsaveis que concordaram
em participar da pesquisa assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido, que

abordava todos os aspectos do estudo.

RESULTADOS

No periodo de abril de 2017 a novembro de 2018, vinte (20) pacientes

preenchiam os critérios de inclusdo e aceitaram participar da pesquisa. Destes, seis (6)

ndo conseguiram coletar a amostra fecal no periodo adequado e foram excluidos; um (1)
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paciente ndo teve amplificacdo de DNA na amostra coletada e também néo participou
do estudo. A tabela 1 apresenta as informac6es clinicas e do TCTH dos treze (13)

pacientes avaliados.
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Tabela 1 — Caracteristicas clinicas dos pacientes

Paciente Sexo Idade Doenca Tipo Condic.  Antibidtico pré
TCTH
1 F 9 SMD NAP MA Levo
2 M 12 LMA Haplo NMA  Mero/Vanco/ Poli
B
3 M 9 Beta Talassemia AP MA Metro
4 F 17 SMD NAP MA N30
5 M 7 Wiscott-Aldrich  NAP  MA Sulfa+Trime /

Cipro / Metro

6 F 5 Chediak-Higashi Haplo NMA Mero / Vanco

7 M 8 AA NAP NMA Sulfa+Trime /
Metro

8 M 10  Imunodeficiéncia Haplo NMA Metro

9 M 4 LLA Haplo NMA Sulfa+Trime /

Mero / Cefepime

Linfohistiocitose
10 F 11 NAP MA

hemofagocitica Cefepime

11 F 10 Beta Talassemia AP MA Mero / Vanco

12 F 8 LLA NAP NMA Levo

13 M 4 AA NAP NMA  Sulfa+Trime/ Levo
[ Metro

AA, anemia aplasica; AP, aparentado; Condic., condicionamento; Cipro.,
ciprofloxacino; Haplo, haploidéntico; LLA, leucemia linfoide agua; LMA, leucemia
mieldide agua; Levo, levofloxacino; MA, mieloablativo; Mero, meropenem; Metro,
metronidazol; NAP, ndo aparentado; NMA, ndo mieloablativo; Poli B, polimixina B;
SMD, sindrome mielodisplasica; Sulfa+Trime, Sulfametoxazol+Trimetoprima; Vanco,
vancomicina.
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Um total de 5.170.939 reads foram gerados da andlise ap0s correcdo de beads
policlonais e leituras de baixa qualidade, tendo como média 220bp. O nimero total de
counts foi de 776.904. A tabela 2 apresenta a abundancia relativa dos filos de bactérias
nas amostras observadas. Os filos predominantes nas amostras foram Bacteroidetes,
Proteobacteria e Firmicutes; Actinobacteria foi o filo predominante de uma Unica
amostra. Fusobacteria, Tenericutes e Verrucomicrobia foram os menos frequentes. Os

pacientes 2, 6, 9, 10 e 11 apresentaram abundancia maior que 90% de um Unico filo.

Tabela 2 — Abundancia relativa (%) dos filos

Tabela 2 — Abundancia relativa (%) pré TCTH

\5¢ N &> & & & ' C-*se
o F ¥y ¢ & &
& s & F _\\'\"’Q & > B
SO Q* ¢ <® Vv ¢ & <
Pacientes

1 0.1 19.6 0 0.4 1.3 0.1 0.8
2 0 0.8 0 0 1.8 0 0
3 02 [844] s o 0 3.9 0 0
y 0 746 | 141 0 0 113 0 0
5 0.5  |656 | 98 0 0 24.1 0 0
6 005 0.5 0 0 0 0 0
- 0 263 0 0 0 0 0
8 02 35 178 0 0 0.9 0
9 0 5.7 0 005 09 0 0.25
10 0 0 0.4 0 0 99.6 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0
12 0.3 332 [634] 23 0 0.7 0 0.1
13 05 | 17| 219 o 0 0.6 0 0

Legenda: Numeros em amarelo representam o filo predominante de cada paciente



50

Individuos com predominancia relativa de Firmicutes (1, 6, 12) tiveram
diferentes composicdes. O paciente 1 apresentou espécies da ordem Clostridiales
(familia Ruminococcaceae e Lachnospiraceae), 0 paciente 6 apresentou Lactobacillales
(géneros Enterococcus, Streptococcus e Lactobacillus) e paciente 12 apresentou ambas,

Clostridiales (45,04%) e Lactobacillales (9,04%).

No filo Bacteroidetes, predominantes de seis pacientes, o principal representante
foi do género Bacteroides. O paciente 5 apresentou predominancia de espécies de
Bacteroides (65%), mas também composicdo de Enterobacteriaceae (24% do género

Escherichia).

A predominéncia do filo Proteobacteria nos pacientes 10 e 11 foi as custas da
familia Enterobacteriaceae. Por outro lado, o paciente 8 tinha composicao distribuida
entre Escherichia (40,54%), Bacteroides (26,31%) e espécies da ordem Clostridiales
(17,6%). O paciente 7 foi o unico com predominancia de Actinobacteria, e apresentou

abundancia do género Bifidobacterium.

Trés pacientes desenvolveram DECH aguda, e seis pacientes foram a ébito. A
tabela 3 apresenta as ocorréncias clinicas nos primeiros 100 dias p6s TCTH, o filo
predominante e o indice de diversidade alfa PD whole tree. Valores mais altos deste
indice indicam maior diversidade dentro da amostra estudada. Os motivos de Gbito
foram sepse (6, 10, 11 e 12) e SARA (2 e 5). De acordo com a tabela 3, trés pacientes
tiveram Obito antes do D28 (10, 11 e 12). Os pacientes 2 e 6 tiveram 06bito nos D50 e

D72 p6s TCTH, enquanto que paciente 5 teve 6bito apés o D100.



51

Tabela 3 — Ocorréncias clinicas p6s TCTH

Infeccdo DECHa Obito PD whole Filo
tree predominante
1 Nao Nao Néao 19.178 Firmicutes
. N . 3.177 .
2 Choque séptico Néo Sim - D50 Bacteroidetes
3 Enterococcus Nao Nao 9.303 Bacteroidetes
CMV /BK/
4 Klebsiella / Nao Nao 9.801 Bacteroidetes
Enterococcus
5 CMV / BK /| EBV Nao Sim - 1.592 Bacteroidetes
D100
6 CMV /KPC/VRE TGI -1 Sim - D72 6.824 Firmicutes
7 Nao Pele Néao 4.374 Actinobacteria
8 CMV Nao Néao 15.555 Proteobacteria
9 CMV Nao Néao 8.467 Bacteroidetes
10 Sepse Né&o Sim - D15 1638 Proteobacteria
11 Sepse Né&o Sim - D16 1843 Proteobacteria
12 Pseudor_nc_)nas/ Nao Sim - D6 9.200 Firmicutes
Clostridium
. 8.606 )
13 CMV Pele - 111 Néao Bacteroidetes

Os pacientes 1 e 8 apresentaram o maior indice de diversidade alfa no estudo
(Chaol = 298,3 e PD whole tree = 19,2; Chaol = 207,4 e PD whole tree = 15,5,
respectivamente), enquanto que 10 e 11 tiveram os menores valores (Chaol = 12,8 e
PD whole tree = 1,6; Chaol = 16,7 e PD whole tree = 1,8, respectivamente). Os
pacientes 2, 6 e 7 também apresentaram baixa diversidade bacteriana intestinal. Destes,
apenas 0 paciente 7 ndo foi a Obito; a predominancia era de especies de

Bifidobacterium. A figura 1 apresenta abundéncia relativa de espécies por amostra.
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Abundancia relativa (%) por paciente
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Figura 1 — Abundancia relativa das bactérias por paciente.

Apenas sete pacientes coletaram a segunda amostra no D28. A diversidade beta
foi avaliada a partir da comparagdo da microbiota antes e depois de cada individuo. O
teste Weighted Unifrac indicou maiores diferenca entre composicdo bacteriana nos
pacientes 1 (distance matrix = 0,76), 2 (distance matrix = 0,70), 3 (distance matrix =

0,49), 4 (distance matrix = 0,72). A tabela 4 apresenta os indices de diversidade beta

para cada paciente e os filos predominantes em ambos momentos.
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Tabela 4 — Diversidade beta e filo predominante pré e pos TCTH

Distance matrix Filo Pré TCTH Filo Pos TCTH DECHa Obito

1 0,76 Firmicutes Bacteroidetes (97%) Nao Nao
2 0,70 Bacteroidetes Firmicutes (50%) Niao D50
3 0,49 Bacteroidetes Proteobacteria (57%) Nao  Nao
4 0,72 Bacteroidetes Proteobacteria (100%) Nao  Nao
5 0,37 Bacteroidetes  Proteobacteria (69%) Nao D100
6 0,47 Firmicutes Proteobacteria (99%) TGI-1 D72
7 0,26 Actinobacteria ~ Firmicutes (50%) Pele  Nao

O filo predominante no momento p6s TCTH foi Proteobacteria, presente em 4
pacientes. Todos individuos tiveram mudanca do filo predominante nos momentos pré e
pos TCTH. A figura 2 apresenta o grafico de Analise de Coordenada Principal (PCoA)

para o teste Weighted Unifrac.

O paciente 1, que apresentava uma microbiota diversa antes do transplante, teve
uma mudanca consideravel para Bacteroidetes (género Bacteroides 81,68%) no
momento p6s TCTH. O paciente 2 apresentava uma microbiota com baixa diversidade
pré TCTH, e mudou para microbiota mais diversa no momento pés TCTH, com
especies de Firmicutes da ordem Clostridiales e Lactobacilalles (Streptococcus). Este
individuo foi a 6bito no D50 p6s TCTH por sepse.

O individuo 3 e 5 apresentaram mudanca na composicao bacteriana para o filo
Proteobacteria (Escherichia 56,68% e 68,8%, respectivamente). O paciente 5 foi a dbito

apos o D100. Da mesma forma, o paciente 4 apresentou no momento pés TCTH
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dominacdo intestinal por bactérias da familia Enterobacteriaceae. Este teve ocorréncias
infecciosas, mas néo foi a obito.

O paciente 6, que apresentava uma microbiota considerada patogénica
(Streptococcus e Enterococcus), teve dominagdo intestinal por bactérias da familia
Enterobacteriaceae no momento pods transplante. Este foi a obito por sepse no D72.
Apenas o individuo com predominio de Bifidobacterium no momento pré TCTH teve
menor alteracdo na composicdo bacteriana, embora também tenha mudado o filo

predominante.

PC2 (15.92 %) 2
31

® 4
(5

6

PC1(61.49 %)

PC3 (12.69 %)

Figura 2. Analise de Coordenada Principal da diversidade beta. As cores indicam
cada paciente, conforme indicado na legenda As esferas maiores indicam a amostra pds
TCTH, e as esferas menores indicam o0 momento pré TCTH.
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DISCUSSAO

Estudos com microbiota intestinal no TCTH tém demonstrado correlacdo entre
disbiose e desfechos clinicos, e o papel de certas bactérias como protetoras e
patogénicas. Em pacientes pediatricos, observa-se resultados semelhantes, embora
menor quantidade de publicacdes nesse tema. O presente trabalho buscou caracterizar a
microbiota pré TCTH dos pacientes pediatricos internados, e avaliar a mudanca na
microbiota no momento p6s TCTH. Devido ao baixo numero amostral e elevado
namero de possiveis confundidores, optou-se por ndo realizar testes estatisticos de
correlacéo.

O filo Proteobacteria foi predominante em trés pacientes no momento pré
TCTH. Destes, dois foram a ébito por sepse. Apresentavam dominacdo intestinal por
espécies de Enterobacteriaceae, associada com maior risco de bacteremia e diminuicédo
da sobrevida global. O paciente que ndo foi a ébito apresentava menor quantidade de
Proteobacteria (46%), além de outros géneros, como Bacteroides (26%), Prevotella
(6%) e Faecalibacterium (5%).

Com relacdo ao filo Firmicutes, o predominio de bactérias do género
Enterococcus foi apontada como possivel associagdo com DECHa, sendo considerado
proinflamatério no TGl (DOCAMPO et al., 2015). Além disso, a dominacgdo intestinal
por este género esteve associada com maior risco de bacteremia. Neste trabalho,
observamos a ocorréncia de DECHa no trato gastrointestinal em paciente com
dominacdo intestinal por espécies da familia Lactobacillales (géneros Enterococcus,
Streptococcus e Lactobacillus) no momento pré TCTH. Este paciente foi a 6bito por

sepse.
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Por outro lado, o filo Firmicutes também abrange bactérias com efeitos
benéficos, devido a presenca de espécies de Clostridium ndo inflamatorias - produtores
de SCFA (SIMMS-WALDRIP et al., 2017). Estudo com pacientes adultos que avaliou a
microbiota intestinal antes do TCTH relacionou a deplecdo de espécies da familia
Ruminococceae (do filo Firmicutes) e maior risco de bacteremia (MONTASSIER et al.,
2016). Dos outros dois pacientes com predominio de Firmicutes, um nao desenvolveu
complicacdes clinicas (apresentava Ruminococceae e Lachnospiraceae), enquanto que o
outro foi a O&bito por sepse (apresentava Leuconostoc, Ruminococceae e
Lachnospiraceae). O género Blautia, pertencente ao filo Firmicutes, foi associado como
possivel protetor, melhora da sobrevida global e menor incidéncia de DECH (JENQ et
al., 2015). Este género foi observado em apenas um paciente e com baixa abundancia
(7,5%); o paciente foi a dbito por sepse.

Foi observada predominancia de Bacteroidetes em seis (6) pacientes; um (1)
destes desenvolveu DECHa e outros dois pacientes foram a @bito. O principal
componente deste filo foi Bacteroides. Tal género foi relatado como protetor de
DECHa, tanto no momento pré-transplante (DOKI et al., 2017) quanto pés transplante
(BIAGI et al., 2015). O género Bacteroides contempla muitas espécies produtoras de
acidos graxos de cadeia curta (short chain fatty acid — SCFA), o que explicaria sua
funcdo protetora. Entretanto, deve-se ressaltar a baixa diversidade bacteriana dos
pacientes; mesmo com bactérias possivelmente protetoras, a riqueza das espécies é
importante para a microbiota saudavel.

Diversos estudos tém demonstrado que a disbiose intestinal no TCTH esta
relacionada com agravamento da DECHa, bacteremias e ébito (TAUR et al., 2014).
Neste estudo, observou-se maior nimero de Obitos nos pacientes com menor

diversidade bacteriana e dominag&o intestinal no periodo pré TCTH. Apenas o paciente
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com predominancia de Bifidobacterium sobreviveu deste subgrupo. Com relacdo a
mortalidade, trés pacientes foram a Obito antes do D28. Dois destes apresentavam a
menor diversidade bacteriana no momento pré TCTH, sugerindo a importancia da
avaliacdo da microbiota no momento pré transplante.

A comparacdo dos momentos pré e pés transplante no subgrupo de sete
pacientes demonstrou acentuada alteracdo na composicdo bacteriana. Os individuos
apresentaram um alto indice de diversidade beta e mudanca do filo predominante na
segunda coleta. O filo predominante no momento pés TCTH foi Proteobacteria. Deve-
se ressaltar que 0s pacientes ja apresentavam uma microbiota alterada na primeira
coleta, o que reforca o impacto que o transplante causa na microbiota intestinal.

Trés pacientes tiveram dominacéo intestinal pés TCTH; um foi a ébito (que ja
apresentava microbiota patogénica antes do TCTH, por Lactobacillales), outro teve
complicacdes infecciosas e sobreviveu. Outro paciente com predominio de Bacteroides
po6s TCTH ndo teve complicacdes infecciosas. Por outro lado, um paciente que tinha
uma microbiota com baixa diversidade pré TCTH demonstrou uma microbiota mais
diversa no momento pds transplante, e também foi a dbito. Tais achados podem indicar
a importancia da avaliacdo da microbiota pré transplante para 0 acompanhamento do
tratamento.

A composicdo da microbiota intestinal varia consideravelmente com o passar
dos anos. No periodo da infancia inicia o predominio dos filos Bacteroidetes e
Firmicutes tal como nos adultos, porém a composi¢do tem diferencas acentuadas no
nivel de espécie. Além disso, nesta fase ocorrem flutuagdes importantes, conforme
mudam alimentacdo, estilo de vida e uso de antibidticos (RINGEL-KULKA et al.,
2013). Sendo assim, é fundamental o estudo da microbiota desta populacdo nas

situagcBes normais e patologicas.
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O estudo teve vieses que impossibilitaram a extrapolacdo dos resultados. O
baixo numero de pacientes incluidos, a dificuldade em obter a coleta de fezes dos
pacientes pediatricos e os diversos fatores confundidores do TCTH impediram a
associacdo estatistica dos dados com desfechos clinicos. Entretanto, foi possivel
observar um indice de diversidade microbiana baixo nos pacientes, e dominagédo
intestinal por bactérias da familia Lactobacillales e Enterobacteriaceae associadas a
piores desfechos.

O presente trabalho demonstrou aspectos importantes da microbiota intestinal
dos pacientes pediatricos no momento anterior ao TCTH. Estudos que demonstrem a
associacdo causal entre desfechos clinicos e microbiota sdo fundamentais para possiveis

intervencdes terapéuticas no futuro.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

A composicdo da microbiota intestinal tem sido objeto de estudo em diversas
areas da saude. A sua funcdo na regulacdo do metabolismo, do sistema imune intestinal,
na protecdo contra patdgenos, entre outros, justificam essa importancia. Criancas estao
mais propensas as flutuacdes na composi¢cdo da microbiota, tendo em vista que ela ainda
ndo estd bem consolidada. No TCTH, essa flutuacdo deve ser ainda mais acentuada,
visto que condicionamento, uso de antibioticos, alteracdo no habito alimentar e DECH
atingem o TGl e as bactérias comensais.

O presente estudo caracterizou a microbiota intestinal pré TCTH alogénico de
pacientes pediatricos no nosso meio. Verificou-se uma baixa diversidade bacteriana,
com acentuada domindncia intestinal de bactérias de Lactobacillales e
Enterobacteriaceae e maior ocorréncia de Obitos nestes pacientes. Além disso, 0s
pacientes com maior indice de diversidade alfa tiveram menos ocorréncias clinicas
desfavoraveis. Entretanto, tais resultados ndo foram extrapolados pelo baixo nimero de
pacientes incluidos na pesquisa e grande nimero de variaveis associadas, mas trazem
importantes questionamento para o seguimento e manejo destes pacientes

Foi possivel demonstrar aspectos importantes da microbiota intestinal dos
pacientes pediatricos no momento anterior ao TCTH. Estudos que demonstrem a
associacdo causal entre desfechos clinicos e microbiota sdo fundamentais para possiveis

intervengdes terapéuticas no futuro.



