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RESUMO

O transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH) é um procedimento complexo
utilizado para tratar diversas doencas hematoldgicas malignas ou benignas. Requer um
condicionamento com quimioterapia acompanhada ou ndo de radioterapia e,
frequentemente, uso de antibioticos. Pode resultar em toxicidade, infec¢bes e doenca do
enxerto contra o hospedeiro (DECH). Diversos estudos demonstram que ha uma
diminuigéo na diversidade da microbiota intestinal associada a desfechos negativos nesse
contexto. Entretanto, existem poucos dados acerca da populacdo brasileira. Portanto, o
objetivo desse trabalho foi caracterizar a microbiota intestinal antes e depois do TCTH
alogénico em uma amostra de pacientes adultos de um hospital publico no sul do Brasil,
e relaciona-la com desfechos pos-transplante como infeccdo, DECH e mortalidade. O
projeto teve a aprovacéo no Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (CAAE 54679321.7.0000.5327). Participaram do estudo 15 pacientes (8 homens
e 7 mulheres), submetidos ao TCTH alogénico pela primeira vez, que produziram 21
amostras de fezes vidveis para anélise. A avaliacdo da microbiota intestinal foi realizada
a partir de amostras fecais coletadas antes do condicionamento e ap6s a enxertia, das quais
extraiu-se 0 DNA. A partir disto, a regido V4 do gene 16S rRNA foi amplificada seguida
de sequenciamento no equipamento lon S5™. Os resultados deste trabalho estdo
apresentados na forma de artigo de acordo com o regimento do Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncias Médicas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. De
maneira geral, os resultados das andlises da diversidade alfa e beta demonstraram
diferencas significativas entre as amostras pré e pos-transplante. Confirmou-se que ha um
desequilibrio na composicdo da microbiota intestinal apés 0 TCTH com a reducdo de
bactérias importantes para a salde e aumento de bactérias potencialmente patogénicas.

Além disso, foi encontrada associacao da microbiota intestinal com DECH aguda.

Palavras-chave: transplante de celulas tronco hematopoiéticas; microbiota intestinal;

microbiota; infecgdes; doenca enxerto contra hospedeiro.



ABSTRACT

Hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is a complex procedure used to treat
several malignant or benign hematological diseases and requires conditioning with high-
dose chemotherapy, accompanied or not by radiotherapy and use of antibiotics. It can
result in toxicity, infections, and graft-versus-host disease (GVHD). Several studies
demonstrate that there is a decrease in the diversity of the intestinal microbiota associated
to negative outcomes in this context. However, there is little data on this in the Brazilian
population. Therefore, the objective of this work was to characterize the intestinal
microbiota before and after allogeneic HSCT in a sample of adult patients from a public
hospital in southern Brazil and relate it to post-transplant outcomes such as infection,
GVHD and mortality. The project was approved by the Research Ethics Committee of the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (CAAE 54679321.7.0000.5327). The study included
15 patients (8 men and 7 women), undergoing allogeneic HSCT for the first time, who
produced 21 viable stool samples for analysis. The evaluation of the intestinal microbiota
was carried out using fecal samples collected in preconditioning period and after grafting,
from which DNA was extracted. From this, the V4 region of the 16S rRNA gene was
amplified followed by sequencing on the lon S5™ equipment. The results of this work
are presented in the form of an article in accordance with the regulations of the Post-
Graduate Program in Medical Sciences at Universidade Federal do Rio Grande do Sul. In
general, the results of alpha and beta diversity analyze demonstrated significant
differences between pre- and post-transplant samples. It was confirmed that there is an
imbalance in the composition of the intestinal microbiota after HSCT with a reduction in
bacteria important for health and an increase in potentially pathogenic bacteria.

Furthermore, an association between intestinal microbiota and acute GVHD was found.

Key Words: hematopoietic stem cell transplantation; gut microbiota; microbiota;
infections; graft versus host disease.
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1 INTRODUCAO

A microbiota intestinal pode ser entendida como um conjunto de microrganismos
que povoa o trato gastrointestinal (TGI) humano, influenciando em processos locais e
sistémicos, como a transformacdo de nutrientes, o fornecimento de vitaminas, protegéo
contra patégenos, producdo de metabdlitos e a comunicacdo do eixo cérebro-intestino.
(1-3) Executa funcBes essenciais para 0 organismo como barreira fisica, funcional e

imunolégica do TGI. (4)

O funcionamento adequado da microbiota intestinal é dependente do estado de
equilibrio da sua composicdo, um estado conhecido como eubiose, responsavel por
promover os efeitos benéficos a salde recém citados. Em individuos saudaveis, essa
composicdo € relativamente estavel, sendo dominada por seis filos: Firmicutes,
Proteobacteria, Bacteroidetes, Fusobacteria, Actinobacteria e Verrucomicrobia, com
predominancia das bactérias Gram-positivas Firmicutes seguida pelas Gram-negativas

Bacteroidetes. (5,6)

Além da relacdo direta com os processos metabdlicos do hospedeiro, a microbiota
intestinal tem um papel importante na modulacéo da resposta imune e inflamatéria. (7)
Desta forma, quando ha alteracdo no equilibrio da microbiota, estado ao qual da-se o
nome de disbiose, ha perda dos efeitos benéficos, além de haver uma correlacdo com
diversos estados patologicos. (8) Nesse contexto, a producéo de acidos graxos de cadeia

curta (AGCC), cujo papel como mediadores imunes € muito relevante, fica prejudicada.

Desta forma, desde os avangos em estudos de sequenciamento baseados no gene
16S rRNA observou-se o quanto a disbiose pode interferir no processo satde-doenca em

diversos contextos (9) podendo impactar inclusive nos desfechos do transplante de células
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tronco hematopoiéticas (TCTH), um tratamento potencialmente curativo para diversas

desordens hematoldgicas. (10)

Durante o complexo processo do TCTH, é realizada a etapa de condicionamento
que consiste na aplicacdo de quimioterapia, acompanhada ou ndo de radioterapia, com o
objetivo de imunossupressdo e erradicacdo ou diminuicdo da doenca. Posteriormente, €
realizada infusdo intravenosa de células progenitoras hematopoiéticas com o intuito de
reestabelecer a funcdo medular do paciente. (11,12) Esse tratamento pode resultar na
ruptura da barreira intestinal e mudancas drasticas na microbiota intestinal (13),

possivelmente agravadas pelo uso de antibioticos.

O desequilibrio nos mecanismos regulatérios do epitélio intestinal torna a
microbiota suscetivel ao predominio de espécies patogénicas, aumentando o risco de
infeccdes, além de criar um ambiente favoravel ao agravamento da doenca do enxerto
contra o hospedeiro (DECH), a partir da ativacdo de células T por lipopolissacarideos

(LPS) gue passam pelo epitélio intestinal. (14)

Estudos clinicos tém demonstrado que as mudancas na diversidade da microbiota
durante o TCTH alogénico estdo associadas com o aumento da resposta imune pro-
inflamatdria e risco de complicacdes infecciosas, DECH e mortalidade. A DECH é uma
das causas de morbimortalidade no pos-transplante alogénico e decorre de uma reacdo de
alorreatividade dos linfdcitos do enxerto (células doadas por doador aparentado ou néo

aparentado) contra os antigenos de histocompatibilidade do hospedeiro. (15)

Héa alguns anos, Holler et al., demonstraram que no momento da admissao para o
transplante os pacientes tém predominancia de bactérias comensais, engquanto ap6s o
transplante ha uma tendéncia ao aumento de bactérias do género Enterococcus,

especialmente entre os pacientes que desenvolvem a DECH do TGI. (16) Este género é
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considerado pré-inflamatorio no TGI, visto que estimula a producao de fator de necrose
tumoral por macréfagos e compromete a integridade do epitélio intestinal (17). Além
disso, ja foi associado a mortalidade global (18) e maior risco de infeccdes (17). A
importancia das infecgdes, para este estudo em particular, reside no fato de que, no Brasil,
infeccdes sdo a maior causa de morte nos primeiros 100 dias pds transplante alogénico.

(19)

A deplecdo de espécies de Clostridiales também ja foi relacionada ao risco de
DECH. (20). Por outro lado, o género Blautia parece ter efeito protetor estando associado
a melhora da sobrevida global e menor incidéncia de DECH. (21) A espécie Clostridium
scindens também parece ter um efeito positivo pois impediria 0 crescimento da espécie
Clostridium difficile, sabidamente patogénica para esses pacientes. (17) O filo

Bacteroidetes também é considerado de efeito protetor. (22,23)

Nesse contexto, a adequacdo das anormalidades quantitativas e/ou qualitativas da
microbiota torna-se uma estratégia promissora para intervencdo terapéutica, tanto através
de abordagens com pre e probidticos como por meio da selecdo de antibidticos.
Entretanto, apesar de ser uma area em crescimento, os estudos ainda sdo recentes e pouco
se encontra sobre a populacdo brasileira nesse contexto, dai a necessidade de contribuir

com esses estudos.



15

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informac6es

A revisdo foi realizada na base de dados PubMed conforme demonstrado na
Tabela 1, buscando por trabalhos que avaliassem as alteracGes da microbiota intestinal
no contexto do TCTH alogénico e sua relacdo com desfechos pds-transplante. Foram
incluidos na pesquisa os trabalhos publicados nos ultimos 5 anos, que estivessem
disponiveis na integra e em lingua inglesa, portuguesa ou espanhola. Ndo foram
encontrados trabalhos relacionados ao foco dessa pesquisa nas bases de dados LILACS,
SciELO e banco de teses da CAPES. A selecdo dos artigos incluidos na revisdo e motivos

que levaram a exclusao dos demais em cada etapa estdo descritas na Figura 1.

Tabela 1. Estratégia de busca utilizada na base de dados PubMed

Busca Query Resultados

Encontrados Utilizados

Search: #1 AND #2 Filters: Full text, in the last 5 years, 563 56
#4 . .

English, Portuguese, Spanish
#3 Search: #1 AND #2 798 -

#2 Search: ((((((Stem Cell Transplantation) OR (Stem Cell 161 841 -
Transplantations)) OR (Transplantations, Stem Cell)) OR
(Transplantation, Stem Cell)) OR (Hematopoietic Stem
Cell Transplantation)) OR (Stem Cell Transplantation,
Hematopoietic)) OR (Transplantation, Hematopoietic
Stem Cell)
#1 Search: ((((((((((((((((Microbiota) OR (Microbiotas)) OR 208 898 -
(Microbial Community)) OR (Community, Microbial))
OR  (Microbial Communities)) OR (Microbial
Community Composition)) OR (Community
Composition, Microbial)) OR (Composition, Microbial
Community)) OR (Microbial Community
Compositions)) OR (Microbial Community Structure))
OR (Community Structure, Microbial)) OR (Microbial
Community  Structures)) OR (Microbiome)) OR
(Microbiomes)) OR (Human Microbiome)) OR (Human
Microbiomes)) OR (Microbiome, Human)
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Artigos completos selecionados
para elegibilidade

(n=71)

Artigos incluidos na revisdo

(n=56)

[ Incluidos || Elegibilidade
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Artigos excluidos apés as duas
etapas iniciais (n = 411 + 81)

Motivos
* Foco na populagdo
pediatrica (n = 83)
» Transplante autdlogo (n = 36)
* Transplante de microbiota
fecal (n =52)

= Revisdo ou tema ndo
relacionado diretamente ao
objetivo da pesquisa (n = 321)

Artigos completos excluidos
(n=15)
Motivos
* Intervengdo com celulas
mesenquimais (n = 4)
* Ndo avaliaram a microbiota
(n=3)

* Qutros (n = 8)

Figura 1. Estratégia de selecdo dos artigos para incluséo na revisao
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2.2 Resultados da revisao

2.2.1 A microbiotano TCTH

A microbiota intestinal do paciente que realiza o TCTH torna-se alvo de diversas
perturbacGes que podem alterar sua composicdo e repercutir nos resultados do
procedimento. Estudos demonstram que a reducéo na diversidade po6s-TCTH tende a ser
acompanhada pela aquisicdo de padrGes com aumento de bactérias potencialmente
patogénicas e reducdo da abundancia de bactérias potencialmente benéficas como as
bactérias produtoras de AGCC. (24-26) Em alguns casos, alteracGes ja sdo observadas

antes do transplante e podem estar relacionadas a desfechos negativos. (27,28).

Na literatura, encontramos estudos que relacionam as alteracbes da microbiota
intestinal com bacteremia, recuperacdo celular (29,30), neutropenia febril (31,32), DECH
crbnica (33), fadiga (34), mortalidade e sobrevida. (35) Contudo, grande parte dos
trabalhos demonstram, principalmente, a relacdo com o desenvolvimento da DECH

aguda. (26, 36-42)

Entre os grupos de bactérias identificados em individuos que desenvolveram
DECH, parecem estar em menor abundancia os géneros Feacalibacterium, Akkermansia,
Veillonella e as familias Lachnospiraceae e Ruminococcaceae, enquanto pode haver um
enriquecimento de bactérias multirresistentes pertencentes a Escherichia, Shigella e
Bacteroides. (37,42). A reducdo da bactéria anti-inflamatoria Feacalibacterium
prausnitzii foi identificada em pacientes com DECH crénica. (41) A Dominancia relativa
de Enterococcaceae foi associada ao aumento do risco para DECH (28) e
especificamente a DECH de TGI. A dominéncia relativa de Staphylococcaceae foi
considerada preditora de DECH aguda com envolvimento hepatico. Ja a diminuigéo de

Lachnospiraceae foi preditor de envolvimento intestinal. (43)
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Nesse sentido, autores hipotetizaram que alguns padrbes de disbiose poderiam
estar correlacionados com DECH em locais especificos. Burgos da Silva et al. observaram
que aqueles que estavam com DECH de TGI superior e inferior tiveram respectivamente
3,4 e 3,6 vezes menor abundancia do género Blautia, enquanto o género Anaerostipes foi
menos abundante entre aqueles que tiveram DECH de pele ou figado (37,2 vezes), TGI
superior (4,6 vezes) e TGI inferior (26,4 vezes) em relagcdo aos que nédo tiveram DECH.
(36). Interessante observar que Blautia ja foi associada a melhora da sadde intestinal,

parecendo, inclusive, proteger contra neutropenia febril. (44)

Outro estudo trouxe resultados que mostraram que nos 20 dias anteriores ao inicio
da DECH, os pacientes tinham menor abundéncia de membros da classe Clostridia,
menor contagem de produtores de butirato e menores propor¢des de bactérias anaerdbias
estritas/facultativas em relagdo aos que ndo tiveram DECH. (36) Esse achado foi
corroborado por outro estudo que mostrou que Clostridium spp. estava elevado em
pacientes sem GVHD. (40) Nesse sentido, os clostridios produtores de butirato foram
identificados como possiveis protetores para o desenvolvimento de GVHD, o que se daria

através do aumento da presenca de células Treg no intestino. (45)

O proprionato e o0 butirato parecem ser protetores para DECH cronica (46) ao
passo que a reducdo da concentracdo fecal de AGCC foi relacionada a gravidade da
DECH aguda do TGI, como demonstrado por um estudo no qual pacientes com DECH
grave tiveram diminuicdo altamente expressiva dos niveis dos principais AGCC: acetato
(75,8%), propionato (95,8%) e butirato (94,6%). Os pacientes com DECH aguda leve
apresentaram niveis preservados de propionato, enquanto o butirato esteve
significativamente diminuido em todos os graus de DECH aguda do TGI. (42). Esse
achado é preocupante a medida que a recuperacdo de bactérias produtoras de butirato

parece ocorrer lentamente e a dishiose pode persistir por pelo menos um ano apés o
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TCTH. (24) A supressdo prolongada dessas bactérias ocorre, possivelmente, atraves de
protocolos de descontaminacdo intestinal e uso de antibidticos de amplo espectro antes

do DO, havendo uma associa¢do conhecida com morte relacionada a DECH. (45)

Outro aspecto extremamente importante no TCTH é a recuperacdo imune, que
pode impactar diretamente a sobrevida do paciente. Embora estudos ndo encontrem efeito
significativo da microbiota na recuperacao de mondcitos (30) ou na doenga refrataria (40),
a diversidade da microbiota foi relatada como preditora independente da contagem de
células T CD4 nos 3 meses ap6s 0 TCTH em receptores de aloenxertos com CD34. O
aumento da abundéancia relativa fecal de Staphylococcus associou-se a pior contagem de

células T CD4. (29) Pouco foi encontrado a esse respeito na literatura.

Porém, acerca de desfechos duros em si, estudos verificaram que uma alta
diversidade da microbiota foi um preditor independente do aumento da sobrevida (35) e
menor mortalidade (27), ao passo que a baixa diversidade no momento da enxertia esteve
associada ao aumento de DECH intestinal e a morte relacionada ao transplante (38).
Observa-se ainda, que além da relacdo com mortalidade por DECH (27), pacientes que
apresentam baixa diversidade da microbiota tem maior chance de ébito por infeccbes
(35). Este dado € de particular interesse a populacdo brasileira, considerando a alta taxa

de ébitos por infeccdo no TCTH nessa populacdo. (19)

Segundo Peled et al., apos realizar um estudo que avaliou 8767 amostras fecais, 0
risco de infeccbes da corrente sanguinea poderia ser previsto pela composi¢do da
microbiota antes do TCTH e o risco de morte relacionada ao transplante poderia ser
previsto pelo momento da exposicdo a antibidticos e colonizagao por bactérias resistentes

a antibidticos antes mesmo do transplante. (27)
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Autores propdem que a dominacdo intestinal de bactérias Gram-negativas, como
as dos géneros Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Pseudomonas e
Stenotrophomonas, é altamente preditora de bacteremia. (24) Na mesma linha, um estudo
de microbioma, relacionou a dominéncia de bactérias da familia Enterobacteriaceae

como altamente preditoras de bacteremia. (47)

Apesar de todos esses achados demonstrando o impacto do TCTH na microbiota,
nem todos os pacientes vao apresentar alteracdes pronunciadas. Autores avaliaram
diariamente a microbiota de pacientes do inicio do condicionamento até o D+30. Viu-se
que alguns pacientes tiveram alteracBes drasticas na microbiota enquanto alguns
conseguiram manté-la relativamente estavel. Em func¢éo do tamanho da amostra, ndo foi
possivel determinar a causa para essas diferengas, entretanto, viu-se que é possivel manter
a microbiota estdvel durante o TCTH apesar da quimio e/ou radioterapia e uso de
antibioticos. Esse estudo também identificou que os pacientes com a microbiota mais
preservada tiveram melhores resultados em relacdo aos que tiveram alteragdes maiores

(24).

Além desses achados, existe ainda a identificacdo de vias metabolicas
relacionadas a microrganismos alteradas no TCTH. Uma anélise de correlacéo revelou
que os metabolitos relacionados a tirosina foram inversamente relacionados com
Clostridium XIVa. (39) Outras vias ja identificadas como alteradas devido ao impacto do
processo de transplante foram as do ciclo do &cido tricarboxilico (TCA), metabolismo de
alanina, aspartato e glutamato, metabolismo do propanoato, butanoato, biossintese de
arginina, metabolismo do piruvato, biossintese de esteroides e glicolise/gliconeogénese.
(37) Assim, entende-se que ndo somente a diversidade e a composi¢do da microbiota
devem ser consideradas, mas também a sua funcionalidade potencial deve ser explorada.

(48)
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2.2.2 Vias envolvidas nas alteracdes na microbiota intestinal e desfechos do

TCTH

Os mecanismos pelos quais a diversidade da microbiota intestinal interfere nos
desfechos do TCTH ainda ndo s&o bem conhecidos. Varios estudos investigam as
possiveis vias envolvidas nesse processo, no qual as células T parecem ter um importante
papel. O que pode ser visto através do equilibrio Treg/Th17, que junto com fatores
inflamatorios, parece estar ligado ao desenvolvimento da DECH induzida pelo

condicionamento, aliado as alteragdes na microbiota intestinal. (49,50)

Aqui cabe ressaltar que intensidade do condicionamento também é um fator
crucial, pois dados apontam que ha uma interacdo entre intensidade do condicionamento
e o nivel de dano a microbiota, com os condicionamentos mieloablativos causando maior
dano. Isto pode ser observado inclusive pela consisténcia mais liquida das fezes, presentes
nesse tipo de regime (51) e pela associa¢do com maiores alteracdes taxonémicas e a nivel
metabolico funcional, quando comparados aos condicionamentos ndo mieloablativos.
(52) Nesse sentido, um estudo sugeriu que o uso de Globulina Antitimocitica (ATG) em
altas doses, parece reduzir o dano ao epitélio intestinal no contexto de condicionamentos
mieloablativos. A quantidade de células T nos enxertos também parecem ser uma variavel

determinante para a disbiose intestinal. (35)

Um subtipo de células T também identificado como associado positivamente a
diversidade da microbiota intestinal logo ap6s o transplante alogénico, sdo as innate-like
mucosal-associated invariant T (MAIT) cells. Maiores quantidades dessas células foram
associadas a melhor sobrevida e menor ocorréncia de DECH aguda. O subconjunto V32
de células T yd correlacionado com as células MAIT no ambiente pos transplante parece
ser dependente das caracteristicas da microbiota intestinal. Para os autores do estudo que

investigou essas células, a conservacdo da microbiota auxiliaria na manutencdo e



22

recuperacdo de células T ndo convencionais, 0 que pode ser um dos mecanismos pelos

quais a diversidade da microbiota influencia nos desfechos pds-transplante. (53)

Outro mecanismo que relaciona a microbiota com um desfecho potencialmente
letal p6s TCTH, que é o DECH de TGl, é via major histocompatibility complex (MHC).
A microbiota parece exercer influéncia na expressdo de MHC classe Il nas células
epiteliais intestinais (IEC) no ileo, cuja apresentacdo de antigeno leva a ativacdo de
células T CD4+, iniciando o processo de DECH do TGI. Essa expressdo estava ausente
em animais germ free e a delecéo especifica da expressdo de MHC classe Il nas IEC
preveniu o desenvolvimento da DECH. Assim, os autores deste estudo mostraram que a
deplecdo da microbiota mediada por antibiético inibiu a producdo de 1L-12/23p40 por
macrofagos ileais, cuja neutralizacdo impediu a upregulation de MHC classe 1l nas IEC

impedindo o inicio da DECH do TGI. (54)

A respeito da DECH aguda, estudos mostram relagdo ndo somente com alteracGes
dindmicas na composic¢do da microbiota intestinal e citocinas (55), mas que a resposta
imune pode ser influenciada pelos &cidos biliares e pela diminuicdo da producdo de
ligantes receptor aril-hidrocarboneto (AhR) pela microbiota, 0 que poderia limitar a
inducdo da indoleamina 2,3-dioxigenase e influenciar a reatividade das células T
alogénicas. (56) Além disso, as células T no enxerto parecem exigir um receptor de

butirato, 0 GPR109A, para induzir morbidade e mortalidade por DECH. (57)

Sobre citocinas, um estudo apontou que através do blogueio da sinalizacdo do
receptor de interferon gama (IFNGR) seria possivel modular a microbiota intestinal e
reduzir a DECH. Descobriu-se que este bloqueio leva a upregulation de proteinas
recombinantes S100A9 e que a superexpressdo de S100A9 em células T do doador esta
associada a reconstituicdo da microbiota intestinal, tornando essa uma possivel nova via

de alvo terapéutico no TCTH relacionada a microbiota. (58)
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2.2.3 Nutricéo, microbiotae TCTH

IntervengGes nutricionais como modificadoras da diversidade da microbiota
intestinal, bem como promotoras de melhora na sobrevida e na redugéo do risco de DECH
em receptores de TCTH alogénico ainda sdo um tema controverso na literatura. Embora
0 suporte nutricional quando introduzido precocemente pareca ser uma alternativa que
contribui para a melhoria dos desfechos do transplante, ndo apenas pela nutricdo per se,
mas também pela possivel relagdo com a manutencdo da homeostase da microbiota
intestinal, estudos ndo encontraram diferenca na diversidade da microbiota quando
comparada nutrigdo enteral e parenteral (59) ou intervencdo com suporte de nutrigdo via

sonda enteral. (60)

Quanto a dieta por via oral, sabe-se que transplante comumente é seguido por
modificagcdes importantes no comportamento alimentar dos receptores. Segundo o estudo
de Michonneau et al, estas alteracGes, principalmente entre os individuos que mantém
alimentacéo apenas por via oral, parecem afetar de forma mais importante o metabolismo
de xantinas ou metabdlitos derivados de condimentos. Os autores também observaram
que no inicio da DECH aguda, houve producdo reduzida de metabdlitos derivados do
triptofano, especialmente ligantes do AhR, que é um fator de transcricdo presente em
varias células e em células inflamatérias infiltrantes envolvido na regulacao de diversos
processos bioldgicos incluindo a resposta imune. (56) Identificaram ainda, a producgéo
reduzida de plasmalogénios juntamente com o aumento do nivel de acidos biliares e
acidos poli-insaturados. Essas vias podem estar envolvidas na resposta pro-inflamatoria

durante a DECH.

A disbiose, juntamente com a alteragdo do metabolismo no transplante, induz
grandes mudancas na circulacdo de metabdlitos que podem influenciar a reatividade do

sistema imunoldgico. Assim, estudos em modelo animal vém explorando diferentes
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alternativas envolvendo microbiota intestinal e fatores dietéticos no TCTH. Um estudo
testou diferentes dietas com tirosina durante o transplante e verificou que houve alteracdo
da estrutura e da composicdo da microbiota intestinal, do fenotipo metabdlico fecal e
melhora da sobrevida global e dos sintomas na fase inicial da DECH aguda. (39) Ja um
outro estudo com uma combinacdo de um composto com cinco ervas medicinais,
conhecido como Xuebijing, dado em forma de injecdo, acompanhado de uma dose
reduzida de ciclosporina, verificou que houve protecdo da microbiota intestinal de
camundongos para DECH aguda com reversdo da dishiose em nivel de filo, género e
espécie. Além disso, houve inibicdo da expansdo de Enterococcus e de Escherichia coli.
A analise patoldgica revelou que o tratamento combinado melhorou a integridade do

tecido intestinal e reduziu a permeabilidade intestinal em animais com DECH. (61)

Em contrapartida aos efeitos positivos encontrados, efeitos negativos também
foram verificados e reforcam a necessidade de cautela nos cuidados relacionados a
nutricdo no TCTH alogénico. No caso da suplementagcdo leve de vitamina A, por
exemplo, houve associagdo com aumento da DECH pulmonar e disbiose intestinal em

modelo animal. (62)

Quanto ao uso de prebidticos, estudo com modelo animal, demonstrou que
a administracdo oral de galactooligossacarideos (GOS) poderiam atenuar a DECH aguda.
(63) Ja em humanos, a administracdo de amido resistente e uma mistura de prebioticos
(glutamina, fibra e oligossacarideos) foi iniciada desde o condicionamento pre-
transplante até o D+28 e viu-se que houve reducgéo de lesdes na mucosa e incidéncia de
todos graus de DECH aguda. E importante observar que nesse estudo houve manutencgéo
da diversidade da microbiota intestinal e que a populacdo de bactérias produtora de

butirato foi preservada. (64)
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Em relacdo ao uso de probidticos, acredita-se que a melhoria do desequilibrio
imunoldgico pelos probidticos teria potencial terapéutico para DECH. Em um
experimento, viu-se que 0 uso concomitante de L. acidophilus ao Tacrolimus reduziu a
inflamacéo e a gravidade da DECH em comparagdo com o Tacrolimus sozinho. Os
autores deste estudo propuseram que o tratamento combinado de L. acidophilus com
Tacrolimus poderia prevenir a progressao da DECH através da modulacéo de células T
efetoras e células Treg. (65) A administracdo de Bacteroides fragilis através de gavagem
oral aumentou a diversidade microbiota intestinal, bactérias comensais benéficas e
melhorou significativamente sintomas agudos e desenvolvimento cronico de DECH em
modelo animal. A preservacao da integridade intestinal apds uso de B. fragilis pareceu
relacionada ao aumento de AGCC, IL-22 e células Treg. Esse estudo concluiu que uma
Unica cepa de bactéria comensal pode ser um meio seguro e eficaz para proteger a

integridade intestinal e melhorar a DECH apds transplante alogénico. (66)

Além dos estudos com pré e probi6ticos, um estudo publicado em 2019
sugeriu uma nova estratégia terapéutica para reducdo da DECH: uma dieta sem lactose
para atenuar o crescimento de patobiontes e possivelmente melhorar os resultados
clinicos no TCTH alogénico. Os autores viram que a deplecéo de lactose in vitro e in vivo
inibiu a expansao enterocdcica e reduziu a DECH. Clinicamente, pacientes portadores de
um alelo de ma absorcdo de lactose apresentaram dominacdo de Enterococcus apés
exposi¢do a antibidticos. Este mecanismo envolveria a perda de lactase em fungdo dos
danos causados aos enterdcitos pelo condicionamento ou por células T alorreativas e a
lactose remanescente favoreceria a expansdo das bactérias mencionadas. (67) Assim,
postula-se que a modulacéo da dieta com foco em determinados nutrientes, para redugédo
de bactérias patogénicas, poderiam ser mais um alvo estratégico para ser explorado em

novos estudos.
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2.2.4 Relacao com o uso de antibidticos

Estudos como o de Severyn et al. mostraram que a descontaminacdo intestinal
com antibidticos como a vancomicina e polimixina B antes do TCTH tiveram um efeito
protetor contra bacteremias por bactérias advindas do intestino. (68) Profilaxia com
fluoroquinolona foi associado a diminuicdo de bacteremias e a colonizacao intestinal por
microrganismos gram-negativos. (25) Contudo, a descontaminacdo intestinal é uma

pratica controversa para prevencao de DECH aguda e bacteremia.

A exposicdo aos antibioticos pode ser considerada uma das principais
impulsionadoras das alteracbes da microbiota pos-transplante. (31, 69) Segundo Bansal
et al. (2022), a alorreatividade, a intensidade do condicionamento ou a imunossupressao

tém menos efeito na microbiota que o uso de antibidticos. (69)

Nesse sentido, diversos estudos vém demonstrando a relagdo da microbiota
alterada por antibidticos com desfechos negativos ou o uso racional para preservacdo da
microbiota com melhora dos resultados. Daoud-Asfour et al., mostraram que a omissédo
da ciprofloxacina profilatica preservou a microbiota sem aumentar a DECH do TGl e ndo
foi associada a piores resultados clinicos (70). Em uma meta-analise, a profilaxia com
antibidticos sistémicos aumentou a DECH aguda e a diversidade da microbiota se
relacionou com mortalidade relacionada ao transplante e sobrevida global (71). Ainda, o
uso de antibidticos de amplo espectro durante o periodo de neutropenia esteve associado
a uma maior incidéncia de DECH intestinal por meio da perda da diversidade do

microbioma. (72)

A exposicgéo a antibidticos se correlaciona ainda com a redugdo da abundancia de
linfécitos Treg no intestino. Ha importancia fisiopatoldgica dos clones de linfécitos T

CD8 expandidos na progressdao da DECH aguda e parece que o desenvolvimento de
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intervencdes no microbioma para tratamento da DECH através do repovoamento do nicho
Treg intestinal para suprimir a inflamagé@o € uma alternativa promissora a ser estudada.
(73) Um estudo em modelo animal de DECH crénica verificou que os animais tratados
com gentamicina tinham menos células Th17 e mais Tregs nas glandulas lacrimais do que

0 grupo controle sem tratamento. (74)

Os beta-lactdmicos estdo relacionados com reducgéo da razdo Treg/Th17 no D+15
e perda de Lachnospiraceae. Piperacilina-tazobactam, um antibiético da classe dos beta-
lactdmicos, parece causar declinios mais intensos entre 0s microrganismos anaerobios
obrigatérios. (75) Segundo Tanaka et al., o uso de piperacilina-tazobactam ou
carbapenémicos deve ser reservado somente para casos de neutropenia febril em que ha

suspeita de infeccBes anaerdbicas ou multirresistentes. (76)

Em comparacdo com outros tipos de antibidticos, a profilaxia com Rifaximina
mono-antibiose foi capaz de preservar a microbiota intestinal e pareceu manter um efeito
protetor na presenca de antibiéticos adicionais de amplo espectro. As febres de origem
desconhecida ou complicagdes infecciosas ndo aumentaram no grupo Rifaximina em
comparagdo com o grupo Ciprofloxacina/Metronidazol segundo um estudo retrospectivo

com 161 pacientes. (77)

As maiores mudancas na composicdo da microbiota parecem ocorrer entre 0
momento da infusdo de células-tronco e a reconstituicdo de células imunoldgicas
saudaveis (75). Entretanto, € necessario ressaltar que o inicio dessas mudancas pode ser
observado durante o condicionamento e pode ter relacdo com uso de antibidticos nesse
periodo. Assim, a limitacdo do uso de antibidticos de amplo espectro, especialmente de
forma profilatica, deve ter como alvo também o periodo pré-transplante e ndo apenas o

peri-transplante. (69)
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Toxicidade Antibioticos
Inflamacio
e DISBIOSE intestinal
Danos a mucosa e integridade .
epitelial intestinal Aloreatividade
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- |

DECH, bacteremia, mortalidade

Figura 2. Marco conceitual da relacdo das alteracdes da microbiota intestinal com
desfechos negativos apds o TCTH (elaborado pelo autor).



29

4 JUSTIFICATIVA

O TCTH é um procedimento com uma elevada taxa de morbimortalidade
relacionada principalmente a presenca de infeccdes e DECH. Segundo a revisdo da
literatura, diversos estudos demonstram a importancia da microbiota intestinal nesse
contexto. Porém, relacionar microrganismos especificos com desfechos pds-transplante
é algo complexo dada a heterogeneidade da composi¢cdo da microbiota entre as
populacdes e os individuos. Contudo, alguns marcadores ja sdo conhecidos por suas
associagdes com resultados importantes do TCTH, tanto os positivos gquanto 0s
negativos. Entretanto, existem poucos estudos descrevendo a microbiota intestinal e
suas alteracbes em pacientes adultos de TCTH alogénico no Brasil. Desta forma, é
importante contribuir com a caracterizacdo da microbiota da populacéo brasileira, neste
caso na regido Sul do pais, antes do transplante e verificar quais alteracGes ocorrem ap0s
o0 procedimento e qual sua relacdo com desfechos pds transplante, atentando ao uso de
antibidticos e focando, principalmente, nas infeccGes dada sua alta prevaléncia nessa
populacdo. Assim, a partir destes resultados, sera possivel planejar estudos maiores,
visando estratégias de intervencdo para adequacao das anormalidades quantitativas e/ou

qualitativas da microbiota de acordo com o impacto esperado nos resultados do TCTH.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Caracterizar a microbiota intestinal antes e depois do TCTH alogénico em uma
amostra de pacientes adultos de um hospital do sul do Brasil e relaciona-la com desfechos

pos-transplante.

5.2 Objetivos especificos:

Comparar a diversidade alfa e beta da microbiota intestinal nas amostras fecais do

pré e pos-transplante.

Identificar os tdxons diferencialmente abundantes nas amostras fecais do pré e

pos-transplante.

Identificar diferencas nas vias metabolicas microbianas nas amostras fecais do pré

e pos-transplante.

Correlacionar as alteracGes na microbiota intestinal com condicionamento e uso

de antibioticos.

Testar a associa¢do da microbiota intestinal com o infec¢do, DECH e mortalidade

através de analise multivariada.
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CONSIDERACOES FINAIS

Apesar do nimero restrito de pacientes que compuseram este estudo, nossos
resultados confirmam um desequilibrio na composi¢édo da microbiota intestinal apds o
TCTH e relagdo com DECH aguda em uma amostra de pacientes brasileiros. Os
resultados corroboraram a algumas das mudancas observadas por outros trabalhos em
relacdo as caracteristicas taxondmicas durante o curso do transplante, com a reducao de
bactérias importantes para a saude, como as do género Bifidobacterium, e aumento de
bactérias potencialmente patogénicas, como as da familia Enterobacteriaceae. Também
foi possivel observar a presenca de alteracBes metabdlicas microbianas, relacionadas

especialmente ao metabolismo energético.

Apesar desses achados, a confirmagdo dos resultados em amostras maiores €
recomendada. Entendemos ainda que as mudancas taxonémicas que podem impactar em
diferentes perfis metabdlicos e mecanismos moleculares e celulares que atuam nesse
contexto, merecem ser estudadas de forma mais aprofundada quanto ao impacto nos
resultados do TCTH. Além disso, o papel dos antibi6ticos nesse contexto precisa ser
considerado, especialmente quando utilizados de forma profilética, tendo em vista que
muitas das alteracGes na microbiota intestinal parecem ser provocadas pelo seu uso,

possivelmente impactando nos desfechos pds-transplante.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

O conhecimento mais aprofundado acerca da dindmica da microbiota intestinal ao
longo do desenvolvimento do processo de transplante, considerando as alteragcdes no
perfil metabdlico e o envolvimento de mecanismos celulares e moleculares sera
interessante para a elucidagdo do impacto no TCTH. Estudos longitudinais com especial
foco no uso de antibioticos, nas bactérias produtoras de butirato e no papel das células T

podem ser promissores nesse sentido.

Posteriormente, estudos de intervengdo com o intuito de restaurar e/ou preservar
a integridade da microbiota intestinal, tendo em vista a relagdo com os desfechos do
paciente, poderao ser planejados e implementados de forma mais assertiva. O uso racional
de antibidticos, uso de pré e/ou probidticos ou, ainda, o transplante de microbiota fecal,

poderdo ser explorados como estratégias terapéuticas nesses estudos.
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H* oo projeto GPPG: 2021-0500

Titulo do projeto: Awvaliagdo da microbiota intestinal e suss alteracdes em
pacientes adultos de transplante da células tronco hemaetopoigticas alogénico de
um hospital do Sul do Brasil

Wocé astd sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa cujo objetivo &
avaliar a microbicta intestingl e es alterapdes ocorridas pds-transplante de
células fronco hematopoigficas alogénico. Esta pesquisa esta sendo realizada
pele Servipo de Mufrigo e Servico de Hematologia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA). Se vooé aceitar o convite, sua participagdo na pesquisa
envolvard uma entrevista de aproxdmadamente 20 minutos na gual vocé
respondera perguntas relacionados so seu nivel socioecondmico e estado
nutricional e serd wverificadoc seu peso e altura. Também serd solicitado
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condicionamento pars o transplante & na semana do dia 28 apos o transplante.
Voré tera liberdade para fornecer a amostra de acordo com momento fisioldgico
aproprisdo, denfro do periodo preestsbelecido na pesquisa. WVood poderd
chamar o coletador, que frard o frasco apropriado para coleta e ird oranta-lo.
Dados scbre exames e tratamento serdo acessados afravés do promtudrio
eletrénico.

0= possiveis riscos ou desconfortos decomrentes da parficipagdo na pesquisa
=80 desconforfo ou cansago/mal estar relacionado & hospitalizacdo/doenga ao
responder 85 perguntas ow =0 reslizer 8 afericdo do peso e alturs;
Desconforio/constrangimento para formecimento de amostra de fezes; E risco
baixo de guebra de confidencialidade dos dados.

Essa pesquisa ndo frars bensficios dirstos sos participantes, porém, podera
contribuir para o aumento do conhecimento sobre o assunto estudado, e, poders
beneficiar futuros pacientes.

Sus parficipagdc na pesquisa & totalmente woluntars, ou seja. ndo &
obrigatdria. Caso vocé decida ndo participer. ou ainda. desistir de participar e
refirar seu consentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimeanto que vocd
recebe ou possa vir a receber na instituigdo.

Mo ests previsto nenhum fipe de pagamento pela sua participecSo na
pesquisa & vocé ndo ters nenhum custo com respeifc sos procedimentos
envolvidos

Caso ocorra alguma  intercorréncia ou dano, resuliante de sua
participacdo na pesquisa, vocé recebers todo o atendimento necessério, sem
nenhum custe pessosl.
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s dados coletados durante a pesquiss serSc sempre tratados
confidencialmente. Os resultados serdo spresentados de forma conjunta, sem =
identificacdo dos participantes. ou =8ja, 0 s2u nome ndo aparecerd na publicagdo
dos resuliados.

Caso wvocd tenha dividas, podera enfrar em contato com a pesquisadora
responsavel Licia Silla, pelo telefone (51) 98811-2587, com & pesguisadora
Jéssica Harter, pelo telefone (53) 89108-3584 cu com o Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo e-mail
cepi@hcpa.edu.br, telefone (51) 33586248 ou Av. Protdsio Alves, 211 - Portéo 4
- 5% andar do Bloco © - Rio Branco - Porto Alegra/RE, de segunda & sexts, das

Bhas 17h

Esse Termo & assinado em duas vias, sendo uma para o participante e
outra para os pesquisadores.

Maome do participante da pesguisa

Acssinatura

Mome do pesquisador que aplicow o Termo

Assinatura

Local e Data:
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ANEXO 1. STROBE Statement—checklist of items that should be included in

reports of observational studies

Item
No Recommendation
Title and abstract 1  (a) Indicate the study’s design with a commonly used
term in the title or the abstract PAG. 42
(b) Provide in the abstract an informative and
balanced summary of what was done and what was
found PAG. 42
Introduction
Background/rationale 2 Explain the scientific background and rationale for the
investigation being reported PAG. 43
Obijectives 3  State specific objectives, including any prespecified
hypotheses PAG. 44
Methods
Study design 4 Present key elements of study design early in the
paper PAG. 44
Setting 5 Describe the setting, locations, and relevant dates,
including periods of recruitment, exposure, follow-
up, and data collection PAG. 44
Participants 6  (a) Cohort study—Give the eligibility criteria, and the

sources and methods of selection of participants.
Describe methods of follow-up PAG. 44

Case-control study—Give the eligibility criteria, and
the sources and methods of case ascertainment and
control selection. Give the rationale for the choice of
cases and controls NA

Cross-sectional study—Give the eligibility criteria,
and the sources and methods of selection of
participants NA

(b) Cohort study—For matched studies, give
matching criteria and number of exposed and
unexposed

Case-control study—For matched studies, give
matching criteria and the number of controls per case
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Variables 7 Clearly define all outcomes, exposures, predictors,
potential confounders, and effect modifiers. Give
diagnostic criteria, if applicable PAG. 44-47
Data sources/ 8*  For each variable of interest, give sources of data and
measurement details of methods of assessment (measurement).
Describe comparability of assessment methods if
there is more than one group PAG. 44-47
Bias 9 Describe any efforts to address potential sources of
bias PAG. 44-47
Study size 10  Explain how the study size was arrived at PAG. 44
Quantitative variables 11  Explain how quantitative variables were handled in
the analyses. If applicable, describe which groupings
were chosen and why
Statistical methods 12 (a) Describe all statistical methods, including those

Continued on next page

used to control for confounding PAG 46-47

(b) Describe any methods used to examine subgroups
and interactions PAG 46-47

(c) Explain how missing data were addressed

(d) Cohort study—If applicable, explain how loss to
follow-up was addressed

Case-control study—If applicable, explain how
matching of cases and controls was addressed ~ NA

Cross-sectional  study—If applicable, describe
analytical methods taking account of sampling
strategy NA

(e) Describe any sensitivity analyses
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Participants

13*

(a) Report numbers of individuals at each stage of study—eg
numbers potentially eligible, examined for eligibility,
confirmed eligible, included in the study, completing follow-
up, and analysed PAG 47-48

(b) Give reasons for non-participation at each stage PAG 47

(c) Consider use of a flow diagram

Descriptive
data

14*

(a) Give characteristics of study participants (eg demographic,
clinical, social) and information on exposures and potential
confounders Tab 1/2

(b) Indicate number of participants with missing data for each
variable of interest PAG 47-48

(c) Cohort study—Summarise follow-up time (eg, average and
total amount)

Outcome data

15*

Cohort study—Report numbers of outcome events or summary
measures over time PAG 47-48

Case-control study—Report numbers in each exposure
category, or summary measures of exposure NA

Cross-sectional study—Report numbers of outcome events or
summary measures NA

Main results

16

(a) Give unadjusted estimates and, if applicable, confounder-
adjusted estimates and their precision (eg, 95% confidence
interval). Make clear which confounders were adjusted for and
why they were included NA

(b) Report category boundaries when continuous variables
were categorized NA

(c) If relevant, consider translating estimates of relative risk
into absolute risk for a meaningful time period NA

Other analyses

17

Report other analyses done—eg analyses of subgroups and
interactions, and sensitivity analyses

Discussion

Key results

18

Summarise key results with reference to study objective

PAG 48

Limitations

19

Discuss limitations of the study, taking into account sources of
potential bias or imprecision. Discuss both direction and
magnitude of any potential bias PAG 48-52
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Interpretation 20 Give a cautious overall interpretation of results considering
objectives, limitations, multiplicity of analyses, results from
similar studies, and other relevant evidence PAG 48-52

Generalisability 21 Discuss the generalisability (external validity) of the study

results PAG 48-52
Other information PAG. 41
Funding 22  Give the source of funding and the role of the funders for the

present study and, if applicable, for the original study on which
the present article is based

*Give information separately for cases and controls in case-control studies and, if
applicable, for exposed and unexposed groups in cohort and cross-sectional studies.

Note: An Explanation and Elaboration article discusses each checklist item and gives
methodological background and published examples of transparent reporting. The
STROBE checklist is best used in conjunction with this article (freely available on the
Web sites of PLoS Medicine at http://www.plosmedicine.org/, Annals of Internal
Medicine at http://www.annals.org/, and Epidemiology at http://www.epidem.com/).
Information on the STROBE Initiative is available at www.strobe-statement.org.



