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RESUMO

Dutra DL. Composicéo e diversidade do microbioma do meato médio de pacientes com
rinossinusite cronica com polipose nasal. [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo; 20109.

Introducdo: A comunidade microbioldgica presente no corpo humano apresenta papel
crucial na homeostase normal de diversos sistemas fisiologicos e em inimeros cenarios
fisiopatologicos. O surgimento de tecnologias que independem de cultura esta permitindo
0 mapeando desta microbiota com alta sensibilidade. Nos seios paranasais saudaveis e na
rinossinusite crénica esta comunidade ainda precisa ser determinada, ndo hé estabelecido
um microbioma nasossinusal tipico. Objetivo: O objetivo deste estudo é avaliar a
composicao e diversidade do microbioma do meato médio de pacientes brasileiros adultos
com rinossinusite crénica com polipose, utilizando tecnologia de sequenciamento de nova
geracdo. Método: Realizou-se coleta com swab de meato médio de 20 pacientes
saudaveis, considerado grupo controle e 29 pacientes com rinossinusite crénica com
polipose (RSCcp). Apds extracdo de DNA da amostra coletada, procedeu-se o
sequenciamento de regibes variaveis V3-V4 do gene 16S rRNA para identificacdo
filogenética bacteriana. A composicdo foi determinada por meio das abundancias
relativas dos géneros mais prevalentes. Avaliagéo da diversidade foi realizada utilizando
os indices mais frequentes. Resultados: Os géneros com maior abundancia relativa nos
controles foram Corynebacterium, Staphylococcus e Streptococcus. Na RSCcp 0s
géneros mais abundantes foram Staphylococcus, Haemophilus e Corynebacterium, mas
com deplecéo significativa dos representantes das Corynebacteriaceae. Os indices de
diversidade e a riqueza ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre os
2 grupos. Concluséo: Os géneros Staphylococcus, Haemophilus e Corynebacterium,
apresentaram dominancia na composicao do meato médio de pacientes com RSCcp. A
comunidade bacteriana deste sitio anatdmico mostrou uma deplecdo significativa de
Corynebacterium.

Descritores: 1. Sinusite 2. Microbioma 3. Pélipos Nasais 4. RNA ribossémico 16S 5.
Sequenciamento de nucleotideos em larga escala 6. Analise de sequéncia de DNA 7.
Seio etmoidal.



ABSTRACT

Dutra DL. Middle meatus microbiome composition and diversity of patients with chronic
rhinosinusitis with nasal polyps [thesis]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo; 20109.

Introduction: The microbiological community present in the human body plays a crucial
role in the normal homeostasis of several physiological systems and numerous
pathophysiological scenarios. The emergence of culture-independent technologies is
allowing the mapping of this microbiota with high sensitivity. In healthy paranasal
sinuses and chronic rhinosinusitis, this community is still being determined. The core
sinonasal microbiome still needs to be established. Objective: This study aims to evaluate
the middle meatus microbiome composition of adult Brazilian patients with chronic
rhinosinusitis with polyps using next-generation sequencing technology. Methods:
Middle meatus swabs from 20 healthy subjects and 29 patients with chronic rhinosinusitis
with polyps (CRSwWNP) were collected. Extraction of DNA from samples was performed
and phylogenetic identification was determined using 16S rRNA gene sequencing of V3-
V4 variable regions. The composition was determined through relative abundances of the
most prevalent genera. Diversity was evaluated using the most common diversity indexes.
Results: The genera with the highest relative abundances in the controls were
Corynebacterium, Staphylococcus, and Streptococcus. In CRSWNP the most abundant
genera were Staphylococcus, Haemophilus Corynebacterium, but with significant
depletion of Corynebacteriaceae representatives. Diversity and richness did not reach a
statistically significant difference between the 2 groups. Conclusion: The genera
Staphylococcus, Haemophilus and Corynebacterium were dominant in the middle meatus
composition of Brazilian adult patients with CRSwWNP. The bacterial community of this
anatomical site showed a significant depletion of Corynebacterium.

Descriptors: 1. Sinusitis 2. Microbiome 3. Nasal Polyps 4. 16S rRNA 5. Next-generation
sequencing 6. DNA sequencing 7. Ethmoid sinus.
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1. INTRODUCAO

A forma inicial de identificagdo de microrganismos se amparava no século 18 em
sua observacdo direta com auxilio de microscépios, por meio da observacdo de
atribuicBes fisicas observaveis com as lentes de aumento de tais instrumentos. A
evolugdo do conhecimento caminhou para outro método, bem tradicional, utilizado até
hoje na prética clinica: o cultivo destes seres. A cultura utiliza técnicas que envolvem o
fornecimento de condicOes ideais de pH, temperatura e nutrientes, de forma controlada,
necessarios para o crescimento destes microrganismos. Entretanto, esta dependéncia de
condic@es ideais introduz um viés, a competicdo entre organismos em determinado meio
enriquecido favorece a dominancia de um ou mais organismos cujas taxas de crescimento
sejam mais altas. A cultura ndo é capaz de representar, portanto a diversidade real
presente naquele ambiente investigado. Além disso, as caracteristicas que diferem os
microrganismos cultivados séo baseadas em conhecimentos morfoldgicos e bioquimicos
de células microbianas, caracteristicas frequentemente insuficientes para uma descricéo
microbiana precisa e para caracterizacdo de sua ecologia.

A evolucdo dos métodos moleculares de deteccdo, por meio da identificacdo dos
acidos nucleicos dos microrganismos utilizando técnicas de sequenciamento,
revolucionou a forma de identificacdo de bactérias, reduzindo as limitag6es encontradas
previamente. Este avango permite uma maior compreenséo da complexidade do conjunto
de microbios que habitam o corpo humano, chamada de microbiota humana. Pesquisas
tém tentado determinar a real populacdo de micrébios vivendo em determinados sitios

anatdmicos mediante analise do contelido gendémico destas populacbes™. Uma
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cooperacdo cientifica de larga escala para se avaliar o conteudo gendmico da microbiota
humana, chamado The Human Microbiome Project, contemplou diversos sitios
anatdmicos do ser humano® ., Entretanto, apesar do pioneirismo do projeto, seu escopo
de avaliacdo ndo englobou os seios paranasais.

O reconhecimento da importancia da microbiota para estados de saude e doenca
do ser humano vem aumentando a medida que os métodos moleculares estdo permitindo
uma caracterizagdo melhor das comunidades microbiologicas. Atualmente diversos
estudos demonstram a contribui¢do da microbiota em processos biologicos basicos como
metabolismo, biossintese, neurotransmissdo e imunomodulacio®®). Ha envolvimento do
microbioma em diversos estados patoldgicos do trato digestivo, da via aérea, do sistema
nervoso central e do sistema imune®®. O envolvimento da comunidade microbioldgica
em estados de disfun¢do imunoldgica como alergia, asma, doencas autoimunes e
imunodeficiéncias primaria e adquiridas suscita questionamentos pertinentes na
fisiopatologia de estados inflamatdrios crénicos nasais, em especial na rinossinusite
cronica (RSC). Deve-se lembrar que as superficies mucosas representam um interface
crucial na interagdo entre o sistema imune e os microrganismos®.

A rinossinusite cronica representa um dos problemas de salde mais comuns no
continente americano. Estatisticas norte-americanas relatam uma prevaléncia que varia
de 2 a 16% nos Estados Unidos®®. No Brasil, estudo publicado com a populagio da
cidade de Sao Paulo aponta prevaléncia de 5,51%, indicando assim mais de 500.000
pessoas acometidas na regido metropolitana da cidade™?. Desde a sua caracterizacio,
muito conhecimento foi adquirido em rela¢do a sua natureza inflamatoria, envolvendo
em sua fisiopatologia fatores do hospedeiro, como alergia, imunodeficiéncia,
imobilidade ciliar, obstrucdo anatdbmica e fatores ambientais, como infeccdes

bacterianas, virais, fangicas, biofilmes e poluentes. No entanto, até 0 momento ndo se
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compreende de forma clara e suficiente a etiologia da RSC. Embora a colonizagéo
bacteriana cronica tenha sido implicada, a relacéo precisa entre esses microbios e a RSC
continua a ser alvo de debate.

Ampliar o conhecimento da real microbiota dos seios paranasais pode ajudar a
determinar o papel destes organismos na homeostase normal e nos estados patoldgicos
deste sitio anatébmico. Estudos comparativos de microbioma nasossinusal com
padronizacdo de metodologia em diferentes populacdes sdo necessarios. Tais estudos
comparativos proporcionardo substrato relevante para se compreender o papel dos
microrganismos nos mecanismos fisiopatoldgicos da RSC. A melhor compreenséao da
comunidade microbiana dos seios paranasais e de suas interacbes em diferentes

populacdes pode proporcionar solu¢bes médicas inovadoras na otorrinolaringologia.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

O objetivo primario deste estudo é avaliar composi¢do do microbioma do meato
médio de pacientes com rinossinusite cronica com polipose e de uma populacéo controle,

utilizando tecnologia de sequenciamento de DNA.

2.2 Objetivos secundarios

Comparar o perfil do microbioma do meato medio de pacientes com rinossinusite
crénica com polipose nasal com individuos sem esta condicdo (controles) utilizando
indices de diversidade;

Descrever 0s principais grupos taxondmicos encontrados nos pacientes com

RSCcp com asma.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Evolucéo da microbiologia

A descoberta do universo microbiano foi inicialmente revelada por dois grandes
génios, Robert Hooke e Antoni van Leeuwenhoek entre 1665 e 167812 Hooke
descreveu o fungo microscépico Mucor em 1665, Leeuwenhoek observou e descreveu
protozoarios microscopicos e bactérias, citadas em cartas de 1676 e que sdo consideradas
as primeiras observacOes de microrganismos bacterianos. Estes dois pioneiros tinham
em comum o desenvolvimento e utilizagdo de microscopios para suas descobertas e sdo
considerados os “pais” da microbiologia*?.

A microbiologia apresentou um novo renascimento duzentos anos depois com
Louis Pasteur quando a teoria da geracao espontanea foi refutada e este postulou a “teoria
dos germes”. Nos anos subsequentes técnicas essenciais para o cultivo, crescimento e
identificagdo apresentaram saltos significativos, com surgimento dos meios de cultura
enriquecidos, placas de Petri e coloracdo de Gram*®). Os germes patogénicos estio entre
0s primeiros a serem cultivados como mostra a histéria da descoberta de Mycobacterium
tuberculosis, Vibrio Cholerae e Yersinia pestis®. A cultura hoje representa uma
ferramenta importante na rotina clinica, essencial para diagnéstico e tomada de deciséo
nos mais diversos cendrios clinicos.

Apos a descrigdo do DNA e surgimento de técnicas do seu sequenciamento, inicia-
se a era moderna, com a biologia molecular desempenhando papel importante na
evolucgéo do conhecimento microbiologico. Uma evolugdo fundamental ocorreu quando

Linus Pauling introduziu o conceito de sisteméatica molecular utilizando proteinas e
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4cidos nucleicos para identificacio de microrganismos®. A evolucdo das técnicas de
sequenciamento e surgimento do PCR culminaram nos anos 90 com o primeiro
sequenciamento completo do genoma de um organismo vivo, o Haemophilus
Influenzae™®. As técnicas de sequenciamento automatico possibilitaram a analise de
fragmentos maiores, 0 que permitiu o desenvolvimento do Projeto Genoma Humano,
iniciado em 1990 e finalizado em 2003 como sequenciamento completo do genoma
humano™”. Entretanto a metodologia empregada ainda apresentava um alto custo e baixo
rendimento, com necessidade de clonagem dos fragmentos antes do sequenciamento,
principalmente em se tratando de genomas maiores.

O esperado avanco surgiu com o desenvolvimento das tecnologias nomeadas de
sequenciamento de nova geracdo (next generation sequencing) ou NGS, disponiveis
comercialmente a partir de 2004®). Esta metodologia ndo necessita da clonagem prévia
do material a ser sequenciado e gera quantidades muito maiores de informacéao por tempo
de processamento. Dentre as tecnologias empregadas estdo aquelas desenvolvidas pelas
empresas 454 Life Sciences/Roche (pirosequenciamento 454), Life Technologies (Solid,
lonTorrent), lllumina (HisScan, HiSeq2000), Pacific Biosciences (PacBio SMRT). Uma
grande vantagem do emprego de tais tecnologias foi a reducao dos custos, o que aliado a
um aumento na capacidade da analise computacional permitiu o desenvolvimento de

estudos em varios centros no mundo.

3.2 Termo microbioma

O termo microbioma apresenta suas raizes nos primordios da ecologia

microbiana®®. A popularidade e atencfo médica atual nos leva a acreditar que o conceito
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de microbioma seja uma descoberta recente. Uma premissa é que o ganhador do prémio
Nobel, o microbiologista Joshua Lederberg, primeiro cunhou o termo “microbioma” em
2001, definindo como “a comunidade ecoldgica de microrganismos comensalistas,
simbiontes ou patogénicos, que literalmente compartilham o espago de nosso corpo”?.
Entretanto debate que data de 1988 ja definia o conceito de microbioma alinhado com o
pensamento microbiolégico atual: “Isto pode ser definido como a comunidade
microbioldgica caracteristica ocupando um habitat razoavelmente bem definido que
apresenta distintas propriedades fisico-quimicas. O termo portanto se refere ndo apenas

aos microrganismos envolvidos mas também abrange o seu teatro de atividade @,

Ha debate ainda de quando e como o termo é apropriado, um argumento € que como
o termo é derivado da familia de terminologia “omics” (do inglés), ele deve ser utilizado
para descrever a colecdo de genomas de espécies microbianas, enquanto a colecdo de
organismos deve ser chamada microbiota®®?. Ha outro argumento que n&o se baseia nesta
derivacdo, definindo que o termo advém da fusdo de micrébio e bioma, descrevendo
assim o ecossistema microbiano, habitantes e ambiente a sua volta, ndo apenas
genomas®®. De qualquer modo o termo microbioma muitas vezes é usado de forma
indistinta de microbiota e seu emprego normalmente implica numa visao de certa forma

mais holistica da comunidade microbiana de determinado local.

3.3 Bactérias e 0 gene 16S rRNA

O foco principal dos estudos de microbioma humano se concentram nas bactérias.
Fungos e virus podem fazer parte da comunidade, entretanto frequentemente os estudos

cientificos se referem a estes seres com a denominagdo separada, utilizando os termos
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“micobioma” e “viroma”, respectivamente(®* 25),

A identificacdo molecular e classificacdo filogenética das bactérias se baseia no
sequenciamento de regifes do gene 16S rRNA, em 1985 Lane et al. ja descrevia sua
utilizacdo para este fim®@5 29, O emprego desta metodologia se beneficia de algumas
carateristicas, este gene apresenta uma distribuicdo universal nos procariotos, contém 9
regibes variaveis que permitem classificar os organismos nos diferentes grupos
taxondmicos e mantém regides conservadas adequadas para o desenho de primers @728
Estas caracteristicas tornaram este gene o marcador filogenético padrdo-ouro na

identificacdo de bactérias utilizando sequenciamento genético de nova geragéo 8 29,

3.4 Sequenciamento de nova geracéo

As principais plataformas de analise com tecnologia NGS utilizadas dos estudos
publicados sdo a Roche 454/FLX pyrosequencing e Illumina. O sequenciador Roche foi
0 primeiro a chegar ao mercado em 2004 e utilizava uma técnica chamada de
pirosequenciamento®®. A maioria das investigac@es iniciais de microbioma nasossinusal
com tecnologia de sequenciamento utilizaram esta plataforma de analise®® 3, O sistema
Illumina utiliza uma técnica de sequenciamento por sintese, a plataforma MiSeq realiza
leituras pareadas de 300 pares de bases com custo menor e maior desempenho do que o
sequenciamento tradicional de Sanger, do qual deriva®® 32, Esta plataforma passou a ser
a mais utilizada nos anos mais recentes nos estudos de microbioma nasossinusal,
principalmente com parada de producdo dos sequenciadores Roche 454/FLX a partir de

201363,
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3.5 Microbioma nasossinusal

Estudos visando identificar a composi¢cdo do microbioma nasossinusal empregando
plataformas NGS, tanto em estados de normalidade quanto em estados de inflamacao
aguda e crbnica dos seios paranasais tiveram seu maior crescimento nos Gltimos 10 anos,
inicialmente com pequeno nimero de pacientes e muitas vezes metodologias distintas®*-
1. A forma de coleta bem como sua localizagio é etapa relevante em estudos que
empregam metodologia com alta sensibilidade como os estudos de microbioma. Estas

etapas foram avaliadas em investigacdes prévias e merecem mencao.

3.5.1 Coleta de amostra

Na coleta da amostra nasossinusal, as metodologias mais comumente empregadas
foram lavados, biopsias, swabs e escovados®* % 38 39 Estydo visando elucidar a
diferenca entre biopsia do etmoide e swab do meato médio, ndo encontrou diferencas
significativas entre os métodos, recomendando-se assim a técnica menos invasiva como

padrio®® 4D,

O local de coleta escolhido também apresenta variabilidade entre os estudos. Os
mais utilizados foram porcdo anterior da fossa nasal, seio maxilar, meato médio, seio
frontal, seio esfenoidal. Um estudo visando elucidar esta organizacdo espacial do
microbioma concluiu que o meato médio é um local adequado e representativo dos seios

paranasais para coleta de sitio inico®?.



Revisdo de Literatura 12

3.5.2 Microbioma do meato médio

Estudo de Ramakrishnan et al. avaliando pacientes saudaveis coletou swab de
meato médio de 28 pacientes, utilizando PCR quantitativo e sequenciamento do 16S
rRNA, demonstrou bactérias em todos os pacientes®. As mais prevalentes e abundantes
foram Staphylococcus epidermidis, Propionibacterium acnes e Staphylococcus aureus,
prevaléncia de 82, 92 e 86% respectivamente, abundancia de 11, 15 e 8%
respectivamente. Agentes oportunistas também foram detectados. Os autores sugerem
que os achados subentendem que individuos podem abrigar patdgenos em um estado de
normalidade desde que estes microrganismos ndo tenham oportunidade de dominar a
flora residente. Sugerem, desta forma, que a abundéncia relativa deve ter mais impacto

do que a prevaléncia na patogénese de um estado de doenga.

3.5.3 Microbioma na RSC

Os pacientes com RSC parecem apresentar um reducdo substancial na riqueza,
regularidade e diversidade bacteriana, pelos menos 3 estudos apontam nesta dire¢ao®® 3"
3. No entanto ha pelo menos um estudo que aponta para um aumento nos indices de

diversidade bacteriana®).

Estudo publicado por Abreu et. al. demonstrou deplecdo de mudltiplas e
filogeneticamente distintas bactérias &cido laticas em pacientes com RSC, com reducédo
especifica de Lactobacillus sakei (L. sakei) e aumento concomitante em Corynebacterium
tuberculostearicum (C. tuberculostearicum)®. Os géneros, Lactobacillaceae,
Enterococcaceae, Aerococcaceae, e Streptococcaceae, estavam associados com
pontuacdo menor no questionario de qualidade de vida (SNOT-22) enquanto, C.

tuberculostearicum estava associado a uma pontua¢do maior neste questiondrio. A partir
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deste resultado sugeriu-se a possibilidade deste microrganismo participar em processos

fisiopatoldgicos que contribuem para os sintomas nasossinusais da RSC.

Estudo publicado por Aurora et al. encontrou aumento na diversidade microbiana
em pacientes com RSC em relagdo aos controles®®. O filo mais abundante foi o das
Cyanobacteria, resultado intrigante, ja que estes organismos séo fototroficos encontrados
no solo e em ambientes marinhos, sua abundancia alta em ambiente relativamente escuro,

como o dos seios paranasais, surpreendeu 0s autores.

Outra caracteristica que alguns estudos apontam é a presenca maior de anaerobios,
além de grupos novos (ex. Aggregatibacter, Bradyrhizobium) nunca antes relatados na
RSC®* 44 4 O aumento do relato dos anaer6bios e microrganismos novos

provavelmente esteja ligado a dificuldade de seu cultivo em estudos prévios.

Uma metandlise interessando o microbioma nasossinusal reuniu os principais
estudos publicados até 2017, onze trabalhos atingiram os critérios de inclusdo, perfazendo
um total de 131 pacientes com RSC e 58 individuos saudaveis®?. Apenas um género, o
Corynebacterium, apresentou associacdo com RSC, corroborando 2 achados anteriores
de Abreu et al., 2012 e Aurora et al., 2013, citados anteriormente® % Este género, no
entanto, ja foi associado a um estado de boa satide respiratoria em criancas“® e varios
integrantes aparentam ser comensais de pele e mucosa®” %), Os géneros mais abundantes
em todos os participantes foram os Staphylococcus, Propionibacterium,
Corynebacterium, Streptococcus e uma linhagem ndo-classificada de Actinobacteria.
Outros achados do estudo foram uma reducdo na diversidade e uma fragmentagéo das

comunidades microbianas na RSC.

Desde a metanalise, estudos adicionais foram publicados avaliando o perfil do
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microbioma nas RSC. Hoggard et al. investigou 94 pacientes com RSC (n=43 RSCcp,
n=8 FC) submetidos a cirurgia endoscépica endonasal e 29 controles submetidos a outras
cirurgias“®. A composicdo microbiana encontrada nos controles foi representada por 2
géneros principais, Corynebacterium e Staphylococcus. As comunidades dos pacientes
com RSC apresentaram deplecdo significativa de Corynebacterium e foram compostas
principalmente por 5 géneros, Staphylococcus, Streptococcus, Haemophilus,

Pseudomonas e Moraxella.

Kuhar et al. também avaliou 0 microbioma de pacientes submetidos a cirurgia
endoscopica endonasal e verificou a possibilidade de alteracdes na composicao estarem
relacionadas a histopatologia do tecido®. Nos 51 pacientes, a abundancia dos filos
Firmicutes e Bacteroidetes estava associada a algumas carateristicas histopatologicas das

RSC, como ulcera¢édo de mucosa.

Estudo publicado por Koeller et al. comparou o microbioma de sujeitos saudaveis
(n=3) com pacientes com RSCcp (n=5), RSCsp (n=5) e RSC caracterizada por rinorreia
maxilar unilateral (n=5)®Y. As amostras foram coletadas por meio de 3 bidpsias,
contemplando o etmoide e seio maxilar. Os autores ndo encontraram diferenga clara entre
as comunidades do grupo controle e do grupo com RSCcp. Entretanto, nas RSCsp a
composicdo da microbiota apresentava aumento significativo dos seguintes grupos:
Flavobacterium, Pseudomonas, Pedobacter, Porphyromonas, Stenotrophomonas,

Brevundimonas e Achromobacter.

Avaliacdo de escovado de seios paranasais de 59 pacientes com RSC e 10
controles foi publicada por Cope et al. em 201739, Os autores propuseram o agrupamento
dos pacientes em 3 subgrupos distintos, definidos por um padrdo especifico de co-

colonizacdo bacteriana, sendo um dos grupos dominados pelas familias
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Corynebacteriaceae ou Staphylococcaceae. Alem da composicao, os autores avaliaram o
potencial funcional das comunidades, por meio de predicdo metagendmica e a relacao
com a resposta imune do hospedeiro, por meio do perfil de RNA da mucosa. Neste estudo,
a presenca de comunidades microbianas dominadas pela familia Corynebacteriaceae

estava associada a uma expressdo génica aumentada de I1L-5.

Estudo englobando especificamente pacientes com RSCcp foi publicado por Gan
et al. em 2019, totalizando 59 individuos com RSCcp e 27 controles®?. Diferentemente
da metanalise citada previamente, ndo houve diferenca na diversidade entre 0s grupos.
Além disso, foi encontrado deplecdo de forma significativa de Corynebacterium e
Dolosigranulum na RSCcp. Os cinco géneros com maior abundéancia relativa neste grupo
foram, em ordem decrescente: Lactobacillus (23,56%), Corynebacterium (9,84%),

Staphylococcus (8,74%), Streptococcus (7,19%), Erysipelotrichales (4,18%).

N&do é possivel definir até o momento um perfil exato do microbioma dos
pacientes com RSC. Os resultados de analise de riqueza e diversidade ndo s&o
completamente homogéneos, enquanto alguns encontram reducdo destes parametros, ha
relato de aumento desta caracteristica. Ha ainda aqueles que ndo encontram diferengas
nas avaliacOes de riqueza e diversidade das comunidades. Existe também descricdo da

presenca de microrganismos tipicamente existentes em solo e em ambientes marinhos.

Os estudos publicados utilizam diferentes métodos de coleta de material, extracéo
de &cidos nucleicos, metodologias de sequenciamento e de analise dos dados resultantes
do sequenciamento. Estas diferentes metodologias dificultam e limitam a comparacgéo
entre os resultados obtidos. Além disso, limitagdes da resolugéo filogenética em leituras
curtas do genoma devem ser levadas em consideracdo na interpretacdo dos resultados.

Dados provenientes de estudos que utilizam este tipo de estratégia de leitura genémica e
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determinam espécie, devem ser avaliados com cautela.



4 METODOS
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4, METODOS

4.1 Etica, participantes e questionario

Quarenta e nove pacientes foram recrutados no servico de Otorrinolaringologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(HCFMUSP), sendo divididos em 2 grupos, um com vinte e nove (n=29) individuos com
diagndstico de rinossinusite crénica com polipose e outro com vinte (n=20) controles.
Estes pacientes foram submetidos a um questionario padronizado, chamado de Open
Source Sinonasal Survey — OS3 (Anexos A e B) sobre diversos aspectos de sua saude,
inclusive medicacoes utilizadas, antecedentes pessoais e comorbidades, incluindo asma,
alergias e preencheram o SNOT-22 em vers&o adaptada ao portugués®. Os pacientes
com rinossinusite cronica foram assim classificados levando-se em consideracdo a
definicio do International Consensus Statement on Allergy and Rhinology:
Rhinosinusitis ¥,

Todos participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo C). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para Analise de Projetos de
Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo (CaPPesq) mas subordinada a aprovacdo da Comissdo Nacional de Etica em

Pesquisa (CONEP) do Ministério da Saude (Anexo D).
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4.2 Critérios de inclusao e exclusao

Grupo controle: Inclusdo de qualquer paciente acima de 18 anos desde que a
amostra seja coletada de forma adequada. Os pacientes ndo podem ter qualquer sintoma
nasossinusal ou ter qualquer alteracéo visibilizada na endoscopia nasal.

Grupo rinossinusite cronica com polipose nasal: Incluséo de qualquer paciente
com rinossinusite cronica desde que se caracterize com polipos na endoscopia nasal.
Exclusdo dos pacientes que tenham recebido antibi6ticos orais e corticosteroides orais
no Gltimo més antes da coleta. Excluidos ainda pacientes com tumores nasossinusais,

gestantes e criancas (pacientes < 18 anos de idade).

4.3 Coleta das amostras

Coletou-se de material do meato médio nasal utilizando swab nasal (Copan
Diagnostics Inc., swab nimero 503CS01, COPAN ITALIA, Brescia, Italia), guiado por
endoscopia e protegido de contaminacdo da fossa nasal e do vestibulo nasal utilizando
para isso uma canula estéril de 14cm (Mixing Canula c6digo 500.11.14, ConVatec Inc.,
Austrélia). Realizou-se antissepsia do vestibulo, ponta e asa nasal visando evitar
contaminacdo com microrganismos destas regides. O material coletado foi resfriado de
forma imediata até o armazenamento definitivo utilizando maleta térmica com controle
de temperatura em tempo real. Coleta sempre foi realizada com técnica asséptica e tubo
de preservacédo livie DNAase ou RNAase (Sarstedt, Numbrecht, Alemanha) proprios
para criopreservacgdo a -80°C. Armazenamento foi feito na Unidade de Criopreservacao

da FMUSP (BIOB-02, UCB).
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4.4 Remessa das amostras

O material coletado foi enviado a Universidade de Adelaide (Australia) dentro de
armazenamento especifico chamado de DRY SHIPPER (aluminum container, HS Code
7613.00.0000 — Cryoport, Irvine, Califérnia, Estados Unidos) com monitoramento de
temperatura 24hrs/dia até o destino. O dispositivo citado para o transporte das amostras
utiliza nitrogénio liquido e tem capacidade para manter o resfriamento estavel dos tubos
por pelo menos 15 dias. Uma copia do monitoramento da temperatura do transporte pode

ser avaliada no Anexo E.

4.5 Processamento das amostras

Toda extracdo de DNA foi realizada na Universidade de Adelaide (Australia)
utilizando o Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha),
conforme instruc@es do fabricante. DNA total foi extraido de todas as amostras bem como
controles DNA-negativos com apenas reagentes de extracdo. Toda extracdo foi realizada
sob condicdes estritamente estéreis, utilizando equipamento novo a cada amostra para se
evitar contaminacdo cruzada. As pontas de swab foram preparadas para extracdo ao serem
cortadas em pedacos de 2-3mm e colocadas em tubo de micro centrifugacdo. Uma solucéo
de lisozima (Sigma, St. Louis, Estados Unidos) a 20mg/ml em solucdo litica tampé&o (20
mM Tris-Cl, ph8; 2mM sodium EDTA; 1.2% Triton X-100, filter sterilised; Sigma, St
Louis, Estados Unidos) foi adicionada a cada amostra e deixado por uma pernoite a
temperatura ambiente. As amostras foram entdo homogeneizadas usando microesferas de
aco inoxidavel de 5mm e Tissue Lyser Il (Qiagen, Hilden, Alemanha) a 15Hz por 20

segundos. As microesferas de aco foram retiradas antes de nova homogeneizagdo com
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50mg de microesferas de vidro, novamente utilizando Tissue Lyser Il a 30Hz por 5
minutos. Proteinase K e Buffer AL (Qiagen, Hilden, Alemanha) foram adicionados a cada
amostra e deixados incubar por 30 minutos a 56°C. Os tubos foram entdo brevemente
centrifugados para coleta das esferas e sobrenadante foi transferido para novos tubos de
micro centrifugacdo. Apos adicdo de etanol a 100% ao sobrenadante, a nova mistura foi
pipetada nas colunas DNeasy Mini Spin (Qiagen, Hilden, Alemanha). Subsequente
extracdo de DNA da mistura sobrenadante seguiu conforme instrugdes do fabricante, com
um total de 100ul de DNA extraido por amostra. A concentragdo foi determinada
utilizando um espectrofotdémetro Nano Drop 1000 (Thermo Scientific, Massachusetts,
Estados Unidos). O DNA extraido foi armazenado a -80°C até o sequenciamento.
Qualquer amostra suspeita de ter sido manejada de forma inadequada, contaminada ou

ndo passasse no controle de qualidade durante o processamento foi excluida.

4.6 Sequenciamento do material genético

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e 0 sequenciamento foram realizados pela
Australian Genome Research Facility. As bibliotecas foram geradas ao amplificar os
primers (341F-806R) contra as regiGes hipervaridveis V3-V4 do gene 16S rRNA
(CCTAYGGGRBGCASCAG foward primer, GGACTACNNGGGTATCTAAT
reverse primer). O PCR foi realizado utilizando o AmpliTag Gold 360 master mix (Life
Technologies, Mulgrave, Australia) seguindo um protocolo de dois estagios, 29 ciclos
para o primeiro estagio e 14 ciclos para o estagio de indexagdo. As concentracdes
resultantes dos amplicons amplificados foram medidas usando fluorometria (Invitrogen
Picogreen; Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Os

amplicons foram normalizados de acordo com as concentragcbes obtidas antes do
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sequenciamento. O sequenciamento foi realizado na plataforma Illumina MiSeq
(IMlumina Inc., San Diego, Califérnia, Estados Unidos) com pares de 300 bases paired-

ended chemistry em 8 ciclos

4.7 Pipeline de Bioinformatica

Ap0s a obtencdo das sequéncias, foi realizada a demultiplexacdo das amostras de
acordo com as sequéncias dos barcodes. Posteriormente, as sequéncias foram avaliadas
através do software QIIME v.1.9.1 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology)®®.
Neste estudo, a abordagem utilizada foi o método baseado em OTUs (Unidades
Taxondmicas Operacionais). O software foi utilizado para remover as sequéncias de
barcodes e do primer, retirar artefatos quiméricos, efetuar o alinhamento das sequéncias,
a construcdo da matriz de distancia, o agrupamento das OTUs e a construgdo da arvore
filogenética, assim como para calcular os indices de diversidade — alfa diversidade (indice
de riqueza de Chaol, diversidade de Shannon, indice de dominancia de Simpson e
namero de OTUs observadas) e beta diversidade (baseada na distancia Bray-Curtis). As
sequéncias das bibliotecas remanescentes foram agrupadas em OTUs, com similaridade
de 99% contra o banco de dados Greengenes vers&o 13.568),

Uma linha de corte de 400 foi escolhida com relacdo a profundidade de rarefacédo
antes do prosseguimento da analise de diversidade e comparacdo das abundancias
relativas dos taxa. A plotagem de rarefagdo, assim como o indice de diversidade Shannon,
confirmaram que quase todas as amostras atingiram um platd a esta profundidade
indicando amostragem suficiente. Aplicando esta profundidade resultou-se em 38
amostras para seguimento com avaliacdo. Taxa foram comparados no nivel género.

Abundancia relativa bem como prevaléncia do género foram calculados para cada grupo.
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4.8 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada no programa SPSS versao 22. O teste utilizado
foi o modelo linear generalizado (GLzM), no qual foi avaliado o efeito das variaveis
independentes (grupos) sobre as variaveis dependentes (indices de alfa diversidade e filos
e géneros bacterianos). Para selecionar o tipo de distribuicdo (gamma ou normal),
adotamos a distribuicdo com melhor aderéncia para cada variavel dependente. Os indices
de alfa diversidade analisados foram: Chaol para estimar a riqueza e Shannon e Simpson
para estimar a diversidade e também foi calculado o nimero de OTUs (Unidades
Taxondmicas Operacionais) observadas. O software Microbiome Analyst®” foi utilizado
para observar as diferencas na beta diversidade entre os tipos de amostra, presenca de
asma e tabagismo. O teste ANOSIM foi realizado para cada variavel utilizando a distancia

Bray-Curtis. Para todas as andlises, o nivel de significancia considerado foi p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Dados descritivos

Os dados descritivos dos participantes nos grupos controle e rinossinusite crénica
com polipose (RSCcp) podem ser observados na Tabela 1. Das 49 amostras, 38 se
mostraram de adequadas para andlise apds verificacdo de concentracdo de DNA,
qualidade das sequéncias e testes de rarefacdo, sendo 22 participantes RSCcp e 16
Controles. No grupo RSCcp, a média de idade dos participantes foi 57,3 anos, enquanto
que no grupo controle a média de idade foi de 48,8 anos. A maioria dos participantes do
grupo RSCcp era do sexo masculino (54,5% - 12 participantes) e no grupo controle a
maioria dos participantes do sexo feminino (68,8% - 11 participantes). Adicionalmente,
12 participantes do grupo RSCcp apresentavam asma (54,54%), 3 apresentavam diabetes
(13,64%), 4 apresentavam sensibilidade a aspirina (18,19%), 10 eram ex-tabagistas

(45,45%) e 2 eram fumantes (9,10%).
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Tabela 1: Dados descritivos da populacdo (n=38)

. RSCcp Controle
Variavel (n=22) (n=16)
Idade (anos)* 57,3+1,9 48,8+2,2
Sexo, n (%)?

Masculino 12 (54,5) 05 (31,2)
Feminino 10 (45,5) 11 (68,8)
Asma, n (%)?

Sim 12 (54,54) 1 (06,25)
Né&o 10 (45,46) 15 (93,75)
Diabetes, n (%)?

Sim 3(13,64) 1 (06,25)
Né&o 19 (86,36) 15 (93,75)
Sensibilidade a aspirina, n (%)?

Sim 4 (18,19) 2 (12,50)
Né&o 18 (81,81) 14 (87,50)
Tabagista, n (%)?

Sim 2 (09,10) 2 (12,50)
Ex-tabagista 10 (45,45) 3(18,75)
Né&o 10 (45,45) 11 (68,75)
Ultima IVAS, n (%)?

Hé& mais de 2 meses 17 (77,27) 13 (81,25)
Hé& mais de 1 més 3(13,63) 3(18,75)
Entre 2 a 4 semanas 1 (04,55) 0
Entre 1 a 2 semanas 1 (04,55) 0
Questionario SNOT-22, n? 36 (09-74) --

SNOT-22 (Sino-Nasal Outcome Test). IVAS (infeccdo de via aéreas superiores)

Valores apresentados em média + desvio padrdo; 2nUimero (porcentagem);
3média(minimo-maximo); -- N&o coletado.

5.2 Comparagao entre 0s grupos

5.2.1 Abundancia relativa — filos

A abundancia dos principais filos encontrados nos grupos pode ser observada na

Tabela 2 e na Figura 1 (filos por grupo) e Figura 2 (filos por participante). O principal
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filo observado no grupo controle foi Actinobacteria (50,431 + 7,128 — valor apresentado
em média e desvio padrdo), o qual apresentou significancia estatistica em relacdo ao
grupo RSCcp (16,213 + 6,079 — p < 0,05, valor apresentado em média e desvio padrao),
e o0 segundo filo mais abundante no grupo controle foi Firmicutes (33,218 £ 9,310 - valor
apresentado em média e desvio padrdo). No grupo RSCcp, o filo mais abundante foi
Proteobacteria (41,209%), seguido de Firmicutes (36,459 + 8,714 - valor apresentado em

média e desvio padréo).

Tabela 2: Filos bacterianos observados entre 0s grupos.

Média + desvio padrao Comparacao entre 0s grupos
Filos Controle
RSCcp (n=22) (n=16) Wald P B
Actinobacteria 16,213 + 6,079 50,431 + 7,128 13,374  <0,05* 34,218
Bacteroidetes 5,009 + 2,024 0,556 + 2,373 2,037 0,153 4,453
Firmicutes 36,459 + 8,714 33,218 +9,310 0,065 0,799 3,240
Proteobacteria 411é22§3i 15,275 + 5,317 3,780 0,052 25,934

RSCcp (rinossinusite cronica com polipose); Wald (Qui quadrado de Wald); * Significancia confirmada
pelo pos-teste de Sidak.

Principais Filos
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B p_ Proteobacteria
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o

o
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Figura 1: Principais filos encontrados nos grupos
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Figura 2: Distribuicdo dos principais filos entre os participantes

5.2.2 Abundancia relativa — géneros

Em relacdo aos principais géneros observados, os resultados podem ser
observados na Tabela 3 e na Figura 3 (filos por grupo) e Figura 4 (filos por participante).
O principal género presente no grupo controle foi Corynebacterium (48,581 + 7,727 -
valor apresentado em média e desvio padrdo), o qual apresentou diferenga estatistica
significante em relacdo ao grupo RSCcp (14,586 + 5,082 — p < 0,05, valor apresentado
em média e desvio padrdo). O mapa de calor permite uma boa representacdo desta
diferenca, no topo da Figura 5 é possivel ver o contraste de cor das células que
representam Corynebacterim nos grupos controle e RSCcp. O segundo género mais
abundante no grupo controle foi Staphylococcus (21,118 + 6,926 - valor apresentado em

média e desvio padrdo). No grupo RSCcp o género mais abundante foi Staphylococcus
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(20,427 5,873 - valor apresentado em média e desvio padrdo), seguido do género
Haemophilus (16,640 + 4,871 - valor apresentado em média e desvio padrdo), o qual
apresentou valores quase estatisticamente significativos em relacdo ao grupo controle

(03,031 £ 5,046 — p= 0,052, valor apresentado em média e desvio padrdo).

Tabela 3: Géneros bacterianos observados entre 0s grupos

Média + desvio padrdo Comparacio entre 0s grupos

Geéneros
RSCcp (n=22) Controle (n=16) Wald P B
Corynebacterium 14,586 + 5,082 48,581 + 7,727 13,509  <0,05* 33,995
Prevotella 2,945 + 1,904 0,093 + 2,233 0,944 0,331 2,852
Staphylococcus 20,427 £5,873 21,118 + 6,926 0,006 0,939 0,691
Alloiococcus 2,604 + 1,626 5,106 + 1,953 0,968 0,325 2,502
Streptococcus 9,531+3364 2,037 +3,674 2,263 0,133 7,494
Neisseriaceae 2,827 + 1,318 0,506 + 1,546 1,305 0,253 2,321
Enterobacteriaceae 0,677 £ 2,017 5,325+ 2,474 2,119 0,145 4,648
Klebsiella 4,331 + 3,206 0,006 + 3,759 0,766 0,381 4,326
Haemophilus 16,640 £ 4,871 03,031 + 5,046 3,765 0,052 13,610
Moraxella 3,681 + 2,053 3,181 + 2,395 0,025 0,874 0,005
Pseudomonas 6,063 £ 2,487 0,125 £ 2,753 2,562 0,109 5,939

CRS (rinossinusite crénica com polipose); Wald (Qui quadrado de Wald); * Significancia confirmada pelo pés-
teste de Sidak.

Principais Géneros
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Figura 3: Principais géneros encontrados nos grupos
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Figura 4: Distribuicdo dos principais géneros entre os participantes
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Principais géneros nos grupos
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Figura 5: Heatmap contendo os principais géneros encontrados entre 0s grupos

A Figura 6 contém a prevaléncia cumulativa dos principais géneros observados
nos grupos (Corynebacterium, Staphylococcus, Streptococcus, Haemophilus e
Moraxella). Neste grafico é possivel constatar que nos controles, Corynebacterium e
Staphylococcus apresentam prevaléncia cumulativa de cerca de 70% e a partir desse ponto
ha uma inflexdo de modo a apresentar variagdo constantemente pequena a medida que se

adiciona os demais géneros mais prevalentes.
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Figura 6: Prevaléncia cumulativa dos principais géneros nos grupos

5.2.2 Alfa diversidade

Os resultados da comparacdo dos indices de alfa diversidade entre os grupos
(Chaol, Shannon, Simpson e numero de OTUs observadas) podem ser observados na
Tabela 4 e na Figura 7. O grupo RSCcp apresentou maior riqueza, como observado no
estimador de riqueza Chaol (645,298 + 67,691 — valor apresentado em média e desvio
padrdo) em relacdo ao grupo controle (540,668 + 66,505 — valor apresentado em média e
desvio padrdo). Adicionalmente, o grupo RSCcp também apresentou valores
discretamente mais elevados no indice de diversidade de Shannon (2,165 + 0,189 — valor
apresentado em média e desvio padrao) e no nimero de OTUs (492,227 + 59,090 — valor
apresentado em média e desvio padrdo); em contrapartida, 0 grupo controle apresentou

valores mais elevados no indice de Simpson (0,652 + 0,055 — valor apresentado em média
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e desvio padrdo). Nenhuma das comparacgdes entre os grupos em relacdo aos indices de

alfa diversidade apresentaram significancia estatistica.

Tabela 4: indices de alfa diversidade entre os grupos

indices de Média + desvio padrdo Comparacio entre 0s grupos
diversidade _ Controle
RSCcp (n=22) (n=16) Wald P B
645,298 + 540,668 +
Chao 1 67.691 66.505 1,216 0,270 104,630
Shannon 2,165+0,189 2,026 +0,221 0,226 0,635 0,139
Simpson 0,650 + 0,047 0,652 + 0,055 0,000 0,982 0,002
, 492,227 + 372,750 +
NUmero de OTUs 59,090 52 471 2,286 0,131 119,477

OTU (Operational Taxonomic Unit); RSCcp (Rinossinusite cronica com polipose); Wald (Qui quadrado de
Wald).

1000,00 3,00

00,004

600,00

Chaol
Shannon

400,00

Controle

RSCcp Controle
Grupo Grupo

600,00

400,00~

OTUs observadas

Controle RSCcp Controle
Grupo Grupo

Figura 7: indices de alfa diversidade entre os grupos
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5.2.3 Beta diversidade

Os resultados em relacdo a beta diversidade, através da distancia de Bray-Curtis,
podem ser observados na Figura 8 — a, b e ¢. Podemos observar na Figura 8-a a
comparacdo da beta diversidade em relacdo ao diagnostico (comparacdo do grupo
saudavel com o grupo RSCcp). Na presente andlise, ndo identificamos composicdo
significativamente diferente entre os grupos (R = 0,0024 e p = 0,442). Na Figura 8-b
podemos observar entre 0s grupos a comparacgao entre participantes com e sem asma,
porém também ndo é possivel identificar diferenca na diversidade entre os grupos (R =
0,0445 e p = 0,177). Na Figura 8-c observamos a comparagdo entre participantes de
ambos 0s grupos em relacdo ao tabagismo (fumantes, ex-fumantes e participantes que
nunca foram tabagistas). Ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos (R =

0,0311 e p = 0,311).
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5.2.4 Abundancia de filos e géneros em subgrupos de pacientes com RSC

Sensibilidade a aspirina

A abundancia de filos e géneros nos pacientes do grupo RSCcp em relagdo a
sensibilidade a aspirina pode ser observada na Figura 9. O principal filo observado nos
participantes sensiveis a aspirina foi Proteobacteria (73%), seguido de Firmicutes (16%),
enquanto que nos participantes ndo sensiveis a aspirina o principal filo observado foi
Firmicutes (41%), seguido por Proteobacteria (34%). Em relagéo aos principais géneros,
o principal género observado no grupo sensivel a aspirina foi Haemophilus (48,9%),
seguido por Streptococcus (13,2%). No grupo ndo sensivel a aspirina, o principal género

observado foi Staphylococcus (24,9%), seguido por Corynebacterium (17%).
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Figura 9: Principais filos e géneros encontrados nos participantes com rinossinusite
crénica com polipose (RSCcp) em relagdo a sensibilidade a aspirina
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Doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE)

A abundancia de filos e géneros nos pacientes do grupo RSCcp em relagdo a
presenca de refluxo gastroesofagico pode ser observada na Figura 10. O principal filo
observado nos participantes com refluxo gastroesofégico foi Firmicutes (43,6%), seguido
de Proteobacteria (42,2%), enquanto que nos participantes sem refluxo gastroesofagico o
principal filo observado foi Proteobacteria (40%), seguido por Firmicutes (35%). Em
relagdo aos principais géneros, o principal género observado no grupo com refluxo
gastroesofagico foi Staphylococcus (30,6%), seguido por Haemophilus (28,4%). No
grupo sem refluxo gastroesofagico, o principal género observado foi Staphylococcus
(17,4%), seguido por Corynebacterium (16,6%).

Filos - DRGE no grupo RSCcp
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Figura 10: Principais filos e géneros encontrados nos participantes com rinossinusite
crénica com polipose (RSCcp) em relagéo a presencga de refluxo gastroesofagico
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Diabetes

A abundancia de filos e géneros nos pacientes do grupo RSCcp em relagdo a
presenca de diabetes pode ser observada na Figura 11. O principal filo observado nos
participantes com diabetes foi Proteobacteria (71,9%), seguido de Firmicutes (18%),
enquanto que nos participantes sem diabetes o principal filo observado foi Firmicutes
(39,4%), seguido por Proteobacteria (36,4%). Em relacdo aos principais géneros, o
principal género observado no grupo com diabetes foi Haemophilus (32,8%), seguido por
Pseudomonas (14,5%). No grupo sem diabetes, o principal género observado foi

Staphylococcus (21,9%), seguido por Corynebacterium (16,5%).
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Figura 11: Principais filos e géneros encontrados nos participantes com rinossinusite
crénica com polipose (RSCcp) que apresentavam diabetes.
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Cirurgia prévia

A abundancia de filos e géneros nos pacientes do grupo RSCcp em relagdo a
presenca cirurgia nasossinusal prévia pode ser observada na Figura 12. O principal filo
observado nos participantes que realizaram presenca cirurgia foi Firmicutes (43,7%),
seguido de Actinobacteria (30,8%), enquanto que nos participantes que néo realizaram o
principal filo observado foi Proteobacteria (32,6%), seguido por Firmicutes (32,3%). Em
relacdo aos principais géneros, o principal género observado no grupo que realizou
cirurgia anterior foi Staphylococcus (34,6%), seguido por Corynebacterium (27%). No
grupo que néo realizou, o principal género observado foi Haemophilus (24,7%), seguido

por Streptococcus (14,3%).
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Figura 12: Principais filos e géneros encontrados nos participantes com rinossinusite
crénica com polipose (RSCcp) que ja haviam sido submetidos a procedimento cirdrgico.
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Asma

A abundancia de filos e géneros nos pacientes do grupo RSCcp em relagdo a
presenca de asma pode ser observada na Figura 13. O principal filo observado nos
participantes com asma foi Proteobacteria (42,1%), seguido de Firmicutes (40,1%),
enquanto que nos participantes que ndo tinham asma o principal filo observado foi
Proteobacteria (40,2%), seguido por Firmicutes (32,1%). Em relacdo aos principais
géneros, o principal género observado no grupo com presenca de asma foi Staphylococcus
(28,2%), sequido por Haemophilus (21,6%). No grupo sem asma, o principal género
observado foi Corynebacterium (15,2%), seguido por Pseudomonas (13,2%),
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Figura 13: Principais filos e géneros encontrados nos participantes com rinossinusite
crénica com polipose (RSCcp) que apresentavam asma
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Tabagismo

A abundancia de filos nos pacientes do grupo RSCcp em relagdo ao tabagismo
pode ser observada na Figura 14. O principal filo observado nos participantes fumantes
foi Proteobacteria (78,35%), seguido de Bacteroidetes (11,85%), nos participantes ex-
fumantes o principal filo observado foi Firmicutes (33,6%), seguido por Proteobacteria
(31,10%) e nos participantes que nunca fumaram o principal filo observado foi Firmicutes

(45,71%), seguido de Proteobacteria (43,86%).
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Figura 14: Principais filos encontrados nos participantes com rinossinusite crénica com
polipose (RSCcp) em relacdo ao tabagismo

A abundancia de géneros nos pacientes do grupo RSCcp em relagéo ao tabagismo
pode ser observada na Figura 15. O principal género observado nos participantes
fumantes foi Haemophilus (48,75%), seguido de Neisseria (14,20%), nos participantes
ex-fumantes o principal filo observado foi Corynebacterium (25,07%), seguido por
Staphylococcus (19,03%) e nos participantes que nunca fumaram o principal filo

observado foi Staphylococcus (25,90%), seguido de Streptococcus (14,20%).
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Figura 15: Principais géneros encontrados nos participantes com rinossinusite cronica
com polipose (RSCcp) em relacdo ao tabagismo
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6. DISCUSSAO

Estudos da microbiota intestinal demonstram a importancia do equilibrio da
comunidade microbiana na manutencdo de uma mucosa saudavel e como a dishiose —
uma perturbacdo deste balanco, pode contribuir para inflamagdo por meio de uma série
de mecanismos™ %9, Nas vias aéreas, o desbalango do microbioma também se mostra
um fator importante em doencgas das vias inferiores, como em doencas obstrutivas
pulmonares®. A tentativa de caracterizar dishiose nas vias aéreas superiores esta
alinhada com conceitos fisiopatolégicos modernos que levam em consideracao o papel
relevante que comunidades microbianas apresentam na homeostase do corpo humano.

As vias aéreas superiores, regido anatbmica responsavel inicialmente por filtrar o
ar inspirado do ambiente, sdo regifes aquecidas e umidificadas, caracteristicas que as
torna bastante susceptiveis para o crescimento de microrganismos. Os seios paranasais
estdo em contato com esta via, deste modo estdo sujeitos a abrigar uma comunidade
microbiana, assim como diversas outras superficies corpéreas. Estudos baseados em
cultura muitas vezes ndo conseguem demonstrar a presenca de microrganismos residentes
em cavidades paranasais saudaveis. Entretanto até 70% da flora das superficies corpéreas
podem ndo ser cultivaveis, sendo necessario técnicas moleculares de deteccdo para
demonstrar a presenca de uma flora residente®® 62, Estudos moleculares demonstraram a
presenca de microrganismos em seio esfenoidal, maxilar e etmoidal saudaveis®® 2,
Neste estudo, de forma analoga, ao se utilizar uma técnica molecular de deteccéo,
demonstra-se a presenca uma flora bacteriana em meato medio saudavel em 16
participantes. A afirmacao de que os seios paranasais sdo estéreis® 64 em condicdes de

normalidade talvez merega ser confrontada mais vezes com desenhos de estudo robustos
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e técnicas moleculares. As novas metodologias parecem nao corroborar 0 pensamento
de auséncia de flora residente nos seios paranasais. Até sitios anatdmicos tidos
definitivamente como estéreis, como o sistema nervoso central, estdo sendo confrontados
com as novas modalidades de detecc&o®: ),

O microbioma encontrado no grupo sem rinossinusite apresentou dominéancia dos
filos Actinobacteria, Firmicutes e Proteobacteria, com abundancias relativas
respectivamente de 50,4%, 33,2% e 15,3%. Este achado esta em concordancia com a
metanalise de Wagner Mackenzie et al. que encontrou estes mesmos trés filos dominantes
ao reunir 5 estudos prévios de cavidade nasossinusal saudavel®. Os autores chamam
atencdo para um estudo prévio com alta abundancia de Cyanobacteria (>40% de
abundancia relativa)®®. De forma analoga, ndo encontramos a presenca destes seres. Os
autores da metandlise ressaltam que a diferenca no relato de Cyanobacteria €
provavelmente decorrente de metodologias diferentes em processamentos de
sequenciamento e em base de dados taxondmicos, ressaltando a importancia de se
padronizar os protocolos em estudos de microbioma nasossinusal.

Analisando com uma resolucéo filogenética maior, encontrou-se neste estudo a
dominéancia dos géneros Corynebacterium e Staphylococcus, com abundéncias relativas
respectivamente de 48,6% e 21,1% no grupo controle. Estes achados sdo similares a
Hoggard et al. em 2017 cujos 29 controles também foram dominados por estes mesmos
2 géneros, ficando a abundancia relativa dos géneros Streptococcus, Moraxella e
Haemophilus em niveis menores. O grupo controle de Gan et al. em 2019 também
apresentou como maiores abundancias relativas os Corynebacterium (20,35%) e
Staphylococcus (18,03%). Interessante ressaltar em nosso achado o grau de inflexdo que
a curva de prevaléncia cumulativa destes dois géneros descreve na figura 6 no grupo

controle. Com uma prevaléncia combinada de cerca de 70% nos individuos com seios
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saudaveis, pode-se inferir que trata-se de dois grupos taxondmicos tipicos nesta coorte de
participantes. Esta alta prevaléncia sugere relevancia no papel comensal destes seres no
meato médio.

Todos estes achados sdo consistentes com anos de estudos baseados em culturas
de via aérea®). Estudos com deteccdo molecular envolvendo os demais sitios anatémicos
da via aérea corroboram a presenca destes grupos, principalmente em comunidades da
nasofaringe onde encontra-se representacdo significativa de Corynebacterium,
Propionibacterium e Staphylococcus®). A semelhanca maior com a nasofaringe talvez
seja pelo fato de secrecdes do meato médio drenarem para esta regido. Nas demais areas,
como orofaringe, laringe e pulmao ha presenca significativa de Prevotella®®, género com
abundéancia relativa baixa nos estudos da cavidade nasossinusal, caracteristica também
corroborada pelos achados em nossos controles. Interessante ressaltar que o microbioma
pulmonar em individuos saudaveis parece se assemelhar mais ao microbioma da cavidade
oral do que nasossinusal. A ocorréncia ja documentada de microaspira¢fes em individuos
saudaveis associado ao fato de o fluxo salivar normalmente ser maior do que o fluxo de
secrecBes nasais poderia explicar este achado ©7.

Os filos mais representativos dos pacientes com rinossinusite com polipose nasal
deste estudo: Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria e Bacteroidetes, também
apresenta concordancia com achados prévios de outros autores. A ordem decrescente de
abundancias relativas em publicacdo de Gan et al. em 2019, que incluiu apenas pacientes
com polipose nasal, mostram 0s mesmos filos nestes individuos: Firmicutes (48,15%),
Actinobacteria (27,78%), Proteobacteria (16,20%) e Bacteroidetes (3,42%)®?). O padréo
de filos é semelhantes a metanalise de Wagner Mackenzie et al. de 2017, e também a
diversos outros estudos posteriores a esta publicagdo®® 4% 50 ) mesmo nio se

estratificando os pacientes quanto a presenca de polipos nasais.
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Ao se considerar os géneros na RSCcp, este estudo encontrou em ordem
decrescente de abundancia relativa Staphylococcus, Haemophilus e Corynebacterium,
mas com deplecéo significativa destes ultimos na comparacdo com os controles (tabela
3). Uma deplecdo do mesmo género na RSC também foi encontrada em estudos recentes
de Hoggard et al. 2017, Mahdavinia et al. 2018 e Gan et al. 2019¢“% 52 69 Entretanto, a
metanalise de Wagner Mackenzie et al. que reuniu estudos até 2016, relata associacao
entre Corynebacterium e rinossinusite crénica. Esta aparente discordancia pode ter
ocorrido devido a alguns fatores, dentre eles diferencas metodoldgicas e heterogeneidade
da rinossinusite cronica. A principal plataforma de sequenciamento utilizada pelos
estudos contidos na metanalise foi 454 GS-FLX Roche/Life Sciences ao passo que nos
estudos mais recentes ha preponderancia do uso de plataformas Illumina. Entretanto, o
uso de diferentes plataformas ndo parece ter influéncia nos resultados biolégicos, apesar
de relatos em diferencas na anélises de amostras® "V, No estudo de Hoggard et al. cujo
resultado evidencia deplecao de alguns géneros na RSC, entre eles Corynebacterium, o
grupo de rinossinusite era composto por casos de doenca extensa e bilateral com
indicacdo cirlrgica, na maior parte contento pdlipos nasais além de prevaléncia
significativa de asma®®. O estudo de Gan et al. 2019 incluiu apenas individuos com
polipose nasal em seu grupo de casos, encontrando deplecdo significativa de
Corynebacterium e Dolosigranulum na RSCcp®?. Entretanto, a presenca ou nio de
polipos teve influéncia limitada em alguns cenarios, segundo Hoggard et al. apenas 7%
da variabilidade nas comunidades poderia ser atribuida a presenca de polipose nasal em
seu estudo, enquanto asma poderia ser responsavel por 7,8% da variabilidade das
comunidades®?. Corroborando a limitagdo da influéncia de pdlipos Lal et al. em 2017 e
Mahdavinia et al. 2018 demonstram deplecéo significativa de Corynebacterium também

em individuos com rinossinusite cronica sem polipose nasal© 72,
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O género Corynebacterium, grupo de bacilos gram-positivos, é formado por
diversas espécies relevantes do ponto de vista médico®®). Alguns membros aparentam ter
comportamento comensal na pele e via aérea®® 3. Ha ainda estudo implicando C.
tuberculostearicum na patogénese de RSC®®. Entretanto, outras espécies parecem ser
benéficas, como demonstrado por atividade anti-pneumocdcica exibida pelo C. accolens
nasal". Além disso, estudo prévio mostrou que uma abundancia relativa aumentada do
género Corynebacterium no momento da cirurgia endoscOpica endonasal estava
associada a um desfecho melhor do procedimento® . Observa-se ainda que perfis de
microbiota com certo dominio de Corynebacterium spp parecem conferir efeito protetor
em criancas contra infeccbes respiratorias diversas(®. Estes achados corroboram a
hipbtese da presenca de espécies ou cepas benéficas para as comunidades microbianas da
via aérea.

O género com a maior abundancia relativa no grupo RSCcp, ocupado por
Staphylococcus, ndo causa surpresa. Apesar de conter espécies com atividade comensal
e ocupar posicdo relevante nos controles, outros integrantes com potencial virulento,
como Staphylococcus aureus, ja foram implicadas em diversos aspectos da patogénese
das RSC. Os estudos baseados em cultura apontam como uma das espécies mais
encontradas, em concordancia com o achado de seu género utilizando as técnicas
moleculares(". Diversas investigaces de seu papel na formacéo de biofilmes, producio
de superantigenos e evasdo do sistema imune tentam elucidar o seu papel nas RSC(8 7,
Ja se demonstrou que o comportamento virulento de Staphylococcus aureus, pode se
modificar na presenca de espécies de Corynebacterium. O S. aureus exposto a C. striatum
se comporta de maneira a refletir atitude comensal, ao exibir aumento de adesividade
epitelial, e cursa com diminuic&o de viruléncia, ao reduzir atividade de hemolisina®. A

administracdo nasal de espécies de Corynebacterium foi capaz de erradicar S. aureus em
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71% dos pacientes, ao passo que a administracdo de soro ou inoculacdo com S.
epidermidis ndo demonstrou a mesma eficacia®. Ha possibilidade do S. aureus exercer
um papel duplo na cavidade nasossinusal, ligando e desligando genes que conferem
viruléncia conforme o microambiente em que se insere.

Existem varias métricas de diversidade alfa, de forma geral esta abordagem se
refere a quais e quantos OTUs ou grupos taxondmicos existem dentro da mesma amostra
ou dentro de um ambiente em particular, fornecendo um parametro da biodiversidade
dentro da amostra®®. A diversidade beta avalia amostras distintas, expressa uma
comparacdo de comunidades entre amostras diferentes®®. Ha tendéncia em se encontrar
uma reducdo na diversidade das comunidades bacterianas na RSC em relacdo aos
individuos saudaveis. No entanto, a diversidade alfa ndo apresenta diferenca
estatisticamente significante em alguns estudos de microbioma nasossinusal 52 82). |sto
ocorreu, de forma analoga, nas andlises de diversidade alfa deste estudo, mesmo
aplicando diferentes métricas de diversidade e riqueza, como Chaol, indices de Shannon
e Simpson, além da contagem de OTUs, ndo houve significancia estatistica (Tabela 4 e
Figura 7). A andlise de diversidade beta entre os 2 grupos e para caracteristicas como
asma e tabagismo também ndo mostrou diferenca com significancia estatistica. Tal
achado pode ser reflexo de nimero amostral pequeno, mas também pode indicar que
abordagem com tais métricas ndo reflitam caracteristicas aberrantes de comunidades
disbioticas nasossinusais. Ha proposicao de abordagens que evolvam, além de descri¢Oes
de diversidade, analises de fragmentacdo das comunidades, predicdo funcional e
discriminagdo linear para descoberta de biomarcadores®). O emprego destas novas
abordagens pode revelar diferencas subjacentes e relevantes, ndo contempladas pelos

indices de diversidade.
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A presenca de asma e intolerancia a aspirina sao condi¢Bes associadas a pior
prognostico dos pacientes com RSC, habitualmente estdo ligadas a quadros com piores
escores de qualidade de vida, formacdo de pdlipos nasais de forma recidivante e pior
controle de doenca ao longa da vida. A exploragdo da microbiota com técnicas
moleculares nestes subgrupos pode fornecer intuicdes relacionadas a mecanismos que
colaboram para o pior desempenho do tratamento destes individuos. A variacdo na
composicao das comunidades de RSC de parece sofrer influéncia maior da presenca de
asma do que a presenca de pdlipos“® . Neste estudo encontrou-se Staphylococcus e
Haemophilus com as maiores abundancias relativas nos pacientes asmaticos (Figura 13).
Embora esta associacdo ndo apresente significancia estatistica, 0 aumento de espécies
patogénicas no género Staphylococcus com a concomitante queda de germes comensais
(ex. Corynebacterium) poderia a principio colaborar para dificuldades no tratamento
destes individuos. A investigacdo de como a asma poderia influenciar as comunidades
microbianas e, de forma analoga, como os microrganismos modulam a resposta imune
pode contribuir de forma significativa para novas estratégias de tratamento neste
subgrupo de pacientes.

Individuos com intolerancia a aspirina tipicamente apresentam RSC com padrédo
tecidual apresentando infiltrado com eosinéfilos e carater recidivante, necessitando
muitas vezes de cirurgias de repeticdo. A presenca de eosinofilia tecidual e grau de
inflamacéo da mucosa sinusal ndo apresentou associacdo especifica com a abundancia
relativa média de determinado género em estudo recente, mas riqueza e diversidade
decresceram com aumento de eosinofilia tecidual e grau de inflamag&o mucosa®.

Ha descricdo de ampla série de filotipos associados a um estado de disbiose da
mucosa nasal, com comunidades aberrantes apresentando principalmente

Staphylococcus, Streptococcus, Pseudomonas, Moraxella e Fusobacterium. Encontrou-
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se géneros semelhantes no grupo RSCcp quando estratificados por presenca de
intolerdncia a aspirina e cirurgias sinusais prévias. Estas duas condi¢cGes podem
representar individuos com estado basal de inflamacdo tecidual mais elevado, com
potencial para abrigar algum microbioma tipico. No entanto, tentativa prévia de se
associar a dominancia especifica de determinado grupo taxondmico com caracteristicas
fenotipicas e endétipos de RSC n4o encontrou um padréo especifico de comunidade® .

O contato com irritantes nasais, como poluigéo e tabagismo séo de forma intuitiva
potenciais fatores que poderiam contribuir para disbiose bacteriana nasossinusal. Estudo
transversal que avaliou o efeito do cigarro no microbioma do meato médio encontrou
diferenca com significancia estatistica no nivel género para pacientes com RSCsp®®.
Entretanto, para pacientes com polipose e apenas no nivel filo, composicdes diferentes de
Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria e Proteobacteria, foram
encontradas em individuos que nunca fumaram em comparacdo com tabagistas e ex-
tabagistas na investigacdo citada. Estes mesmos grupos taxondmicos sao encontrados nos
tabagistas e ex-tabagistas de nossa amostra (Figura 14), exceto por Fusobacteria. Apesar
de diversos estudos avaliarem o impacto do tabagismo no microbioma, revisdo recente
ressalta que uma explicacdo adequada do impacto do cigarro na microbiota da via aérea
ainda precisa ser estabelecida®®. Os efeitos verdadeiros do tabagismo se encontram em
fase de investigacdo exploratoria e dependentes de pesquisa basica na area.

A limitacGes impostas na resolucdo filogenética pelo sequenciamento de areas
curtas do genoma restringem conclusdes a cerca das comunidades bacterianas em estudos
de microbioma. A identificacdo da proporcao das espécies, principalmente nos géneros
Staphylococcus e Corynebacterium poderia fornecer uma melhor compreensdo do
balanco destas comunidades. A deplecdo de Corynebacterium na RSCcp precisa ser

analisada com cautela, mas pode refletir um papel protetor de algumas espécies deste



Discussao 51

género. De forma analoga a substituicdo por espécies com alto potencial virulento, como
S. aureus poderia ser avaliada com melhora da acurécia de identificacdo de cada
microrganismo. Os sequenciamentos de porcdes maiores do genoma com plataformas
diferentes visando identificacdo das especies ja estdo sendo utilizados em estudos de
microbioma nasossinusal®’. Outra estratégia descrita recentemente visando melhorar a
resolucdo filogenética é a associacdo pareada de PCR quantitativo, sequenciamento de
regides curtas e novos primers®®),

O carater exploratdrio de grande parte das pesquisas de microbioma nasossinusal
deve migrar para analises funcionais das comunidades e como estas se relacionam com a
imunologia do hospedeiro, esta abordagem pode elucidar mecanismos importantes na
patogénese das RSC. Avaliacdo concomitante de produtos do metabolismo do microbiota
pode influenciar a fisiologia do hospedeiro, moldar a dinamica das comunidades e estdo
envolvidas tanto em estados de satde quanto de doenca®?.

Estudos de microbioma precisam ser reprodutiveis e comparaveis. A falta de
padronizacdo de coleta e de extracdo de acidos nucleicos, além de escolha de primers e
regibes a serem amplificadas, associados a uso de plataformas distintas de
sequenciamento podem contribuir para resultados distintos. A metodologia empregada
neste estudo se baseou em padronizacdo internacional, ainda em fase de publicacéo, o
que possibilita a comparacdo com outros centros e pode contribuir para uma

caracterizacdo mais fidedigna do microbioma nasossinusal.
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7. CONCLUSAO

O microbioma do meato médio dos pacientes com rinossinusite com polipose
nasal avaliados pelo estudo apresentam predominio dos géneros Staphylococcus,
Haemophilus e Corynebacterium.

O microbioma do meato médio nos participantes controles avaliados pelo estudo
apresenta predominio dos géneros Corynebacterium e Staphylococcus.

Encontrou-se deplecdo significativa de Corynebacterium nos pacientes com
rinossinusite com polipose nasal na comparagdo com os controles.

As meétricas de diversidade: Chaol, indice de Simpson, indice de Shannon e
distdncias de Bray-Curtis ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes
entre 0s grupos.

Os filos com maiores abundancias relativas nos participantes com rinossinusite
crénica com polipose nasal e asma foram Proteobacteria e Firmicutes. Em relacdo aos

géneros, as maiores abundancias relativas foram Staphylococcus e Haemophilus.
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QUESTIONARIO CONTROLE - ANEXO A
Eiqueta

Data:

Obrigado por aceitar fazer parte deste estudo. A informacéao abaixo € importante e nos ajudara a gerenciar
melhor os pacientes com problemas de sinusite no futuro. A pesquisa é totalmente voluntaria. Responder
ou ndo a pesquisa ndo afetard o atendimento médico que recebe. Os seus dados serdo tratados com o
maior sigilo. Por favor, responda a todas as perguntas da melhor forma possivel. Informe seu médico se
h& alguma coisa que vocé ndo entende ou que vocé ndo possa responder

Questdes culturais

1. Por favor, indique a sua origem racial (opcional)
2. Em que pais vocé nasceu?
3. Em que pais seus pais nasceram? Mée Pai

4, Em que pais vocé viveu a maior parte de sua vida?

Histdria de Doenca Nasossinusal — Por favor marque

1. Vocé ja foi diagnosticado como tendo sinusite?
o Néo
o Sim

2. Vocé normalmente tem problemas de sinusite? (Selecione um e indicar frequéncia em caso

afirmativo)
o Néo
o Sim
0 Uma vez em um ano O 2 vezes / ano o 3 vezes / ano
0 4-6 vezes / ano 0 Mais de 6 vezes /ano O Quase o tempo todo

3. Vocé esta atualmente enfrentando algum dos seguintes sintomas de sinusite? (Assinale todas que se
aplicam)
o Dores de cabega ou dor facial / pressdo / plenitude
Corrimento nasal (a partir da parte da frente do nariz)
Corrimento pés-nasal (a partir da parte de trds do nariz em dire¢do a sua garganta)
Congestdo nasal ou dificuldade em respirar pelo nariz
Reducdo de capacidade de cheirar coisas
Nenhum dos sintomas acima

O O O O O

4. Ha quanto tempo vocé tomou seu Ultimo (por favor responda para cada um dos trés grupos de drogas)

o Antibidticos ......... dias atrés ......... semanas atras ......... meses atras
o Comprimidos corticosteroides (como a prednisolona) ..... dias atras ..... semanas atras .... meses atras
o Sprays de corticosteroides ou lavagens (Busonid, Noex, Nasonex, Avamys, Pulmicort) ........ dias

atras ......... semana atras ......... meses atras
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* Por favor, também listar qualquer outra medicacgdo que vocé tomou durante o Gltimo més:
@)

@)
@)
@)
5. VVocé ja operou (cirurgia) seu nariz antes?

0 Sim o Néo

6. Quantas cirurgias (no ou através do nariz) vocé ja fez no passado?

Detalhes de cirurgias de nariz anteriores (se houver):

7. Qual das seguintes condi¢des que vocé tem? (Assinalar se Sim ou N&o)

o Asma o Sim 0 Nao
o Diabetes o Sim 0 Nao
o A fibrose cistica o Sim 0 Nao
o doenga do refluxo o Sim 0 Nao
o Aspirina hipersensibilidade / alergia o Sim o Nao

o Alguma alergia a algum medicamento (por favor indique)

o Outras doengas:

8.Vocé tem outras reacdes alérgicas, por exemplo ao pélen, poeira ou animais? (Por favor indique)

9. Vocé fuma? (Por favor selecione e complete os espagos em branco conforme necessario)
o Nunca fumei

o Ex Fumante — Gltima vez que fumei atras

o Atualmente Fumo (nimero de cigarros) por dia por anos

10. Vocé esta exposto a quaisquer produtos quimicos / fumo / fumante passivo/ substancias toxicas em
seu trabalho ou ambiente diario?

o Sim o Niao o Nao tenho certeza

11. Ha quanto tempo voceé apresentou sua ultima gripe, resfriado ou outras infecgdes de via aérea
superior?

o 1-2 semanas

o 2-4 semanas

© mais de um més

o mais de 2 meses

12. Vocé apresenta sintomas de refluxo ou azia? o Sim o Nao

E vocé toma comprimidos para controlar isso? o0 Sim o Nao

Obrigado por completar o questionario.
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ANEXO B

QUESTIONARIO RSC - ANEXO B

Obrigado por aceitar fazer parte deste estudo. A informacé&o abaixo é importante e nos ajudara a gerenciar
melhor os pacientes com problemas de sinusite no futuro. A pesquisa é totalmente voluntaria. Responder
ou ndo a pesquisa ndo afetara o atendimento médico que recebe. Os seus dados serdo tratados com o maior
sigilo. Por favor, responda a todas as perguntas da melhor forma possivel. Informe seu médico se ha
alguma coisa que vocé ndo entende ou que vocé ndo possa responder.

Questdes culturais

1. Por favor, indique a sua origem racial (opcional)
2. Em que pais vocé nasceu?
3. Em que pais seus pais nasceram? Mae Pai
4. Em que pais vocé viveu a maior parte de sua vida?

Perguntas sinusite

2. H& quanto tempo vocé tem problemas de sinusite? Anos Meses

3. Com que frequéncia vocé tem problemas com sinusite? (Escolha um)
o0 Uma vez em um ano 0 2 vezes / ano o 3 vezes / ano
0 4-6 vezes / ano 0 Mais de 6 vezes / ano 0 Quase o tempo todo

4. Seus problemas com sinusite sdo geralmente associados com? (Escolha um)
o Alergia 0 Ambos (Alergia + Infeccao)
o Infecgdo respiratdria superior O Nenhum deles

5. Quando foi a tltima vez que utilizou (por favor responda para cada um dos trés grupos de drogas)

Antibiéticos

Corticosteroides (por exemplo Prednisona ou prednisolona)

Sprays de esteroides / irrigacdes (por exemplo Noex, Budecort, Busonid, Nasonex, Avamys,

Pulmicort)

Indique igualmente qualquer outro medicamento que vocé tenha tomado durante o Ultimo

mes:
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6. Qual das seguintes doencas que vocé tem? (Circular Sim ou Nao)

o Asma o Sim o Nao

o Diabetes 0 Sim o Nao

o A fibrose cistica o0 Sim o Néo

o doenga do refluxo o Sim o Néo

o Aspirina - hipersensibilidade / alergia o Sim o Nao

o Uma alergia a algum medicamento (por favor indique):
o Outras doengas:

7.Vocé ja teve um teste de alergia positivo (pricktest da pele ou do sangue), por exemplo, ao pélen, poeira
ou animais? Por favor, liste todas as alergias positivos

8. Vocé esta exposto a qualquer produto (s) quimico (s) / fumo(s) / fumante passivo ou
substancias toxicas em seu trabalho ou ambiente diério?
o Sim o Nao o Naio tenho certeza

9. H& quanto tempo vocé apresentou sua Ultima gripe, resfriado ou outras infec¢des de via aérea superior?

o 1-2 semanas
o 2-4 semanas
o Mais de um més
o Mais de 2 meses

10. Vocé fuma? (Por favor selecione e complete os espagos em branco conforme necessario)
o Nunca fumei

o Ex Fumante — Ultima vez que fumei anos atras

o Atualmente Fumo (numero de cigarros) por dia por anos

11. Vocé teve cirurgias feitas para a sua sinusite antes?
o Sim o Nao

Detalhes (incluindo 0 nlmero) de cirurgias de nariz anteriores (se
houver)

Por favor, indique como vocé avaliaria sua sinusite; marcando um xis (X) na escala de linha dada
abaixo. Uma pontuacéo de 1 indica que vocé ndo tem sinusite, enquanto 7 mostra que vocé tem
sinusite muito grave.

0 1 2 3 4 5 6 7
Nada Muito Grave

1 =Nenhumaa um episédio muito ocasional

2

3 = Leve — sintoma recorrente, mas facilmente toleravel

4

5 = Moderadamente incdmodo — sintomas dificeis de tolerar, podem interferir com atividades da vida e/ou sono diario
6

7 = Muito grave — sintomas sao muito ruins, a pessoa ndo consegue se concentrar/trabalhar o tempo todo
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Por favor, indicar a gravidade dos seus sintomas atuais, marcando abaixo com uma Barra (]) ou um Xis
(X) em algum lugar ao longo da escala na linha de 10 centimetros abaixo, referente a cada um dos seus
sintomas.

O inicio da escala indica que vocé nao tem sintomas presentes, enquanto 0 mais a direita, no final da
extremidade, indica que o sintoma é extremamente grave.

Obstrucéo nasal ou congestéo

Sem Sintoma Sintoma extremamente
Forte/Grave

Corrimento nasal (a frente do nariz)

Sem Sintoma Sintoma extremamente
Forte/Grave

Gotejamento pos-nasal (secrecdo/muco descendo na parte de tras do nariz, descendo
pela parte de tras da garganta)

Sem Sintoma Sintoma extremamente
Forte/Grave
Espirros
L 1
" L]
Sem Sintoma Sintoma extremamente
Forte/Grave

Dor de cabeca / dor ou pressao facial

Sem Sintoma Sintoma extremamente
Forte/Grave

Alteracéo (ou reducdo) no sentido do olfato

Sem Sintoma Sintoma extremamente
Forte/Grave

Sintomas combinados - Se vocé colocar todos 0s seus sintomas nasais juntos, como
vocé os classificaria?

Sem Sintoma Sintoma extremamente
Forte/Grave
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Questionario: Avaliagao de Resultados Nasossinusais — 22 itens

Nome:

Data:

Abaixo, vocé encontrara uma lista de sintomas e consequéncias sociais/emocionais de seu problema nasal. Nés gostariamos de

saber mais sobre estes problemas e agradeceriamos por vocé responder as seguintes questdes da melhor forma que puder. Nao
existem respostas certas ou erradas e apenas vocé pode nos dar esta informagao. Por favor, quantifique seus problemas e como
eles tém se apresentado nas ultimas duas semanas. Obrigado por sua participagao.

A:Observe os sintomas abaixo

numerados de 1 a 22. Em

seguida, use a escala ao lado 5itens

para avaliar a gravidade do seu mais

problema e a frequéncia com que Nenhum Problema Problema Problema | Problema Problema impor-

ocorre. Para terminar, circule o Problema muito It_ave ou moderado grave gravissimo tantes

numero correspondente a leve discreto

quao ruim vocé se sente =

1. Necessidade de assoar o 0 1 2 3 4 5 0 1]
nariz

2. Espirros 0 1 2 3 4 5 0 1]

3. Nariz escorrendo ou coriza 0 1 2 3 4 5 0 0

4. Tosse 0 1 2 3 4 5 0 0

5. Sensagao de secregio ou 0 1 2 3 4 5 0 0
Catarro descendo pela parte
de tras do seu nariz

6. Catarro grosso no nariz 0 1 2 3 4 5 0 1]
(muco espesso no nariz)

7. Abafamento no ouvido 0 1 2 3 4 5 0 0
(entupimento do ouvido)

8. Tontura 0 1 2 3 4 5 0 0

9. Dor de ouvido 0 1 2 3 4 5 0 1]

10. Dor ou pressao no rosto 0 1 2 3 4 5 0 u}

11. Dificuldade de pegar no sono 0 1 2 3 4 5 0 1]

12. Acordar no meio da noite 0 1 2 3 4 5 0 0

13. Falta de uma boa noite de 0 1 2 3 4 5 0 0
sono

14. Acordar cansado de manha 0 1 2 3 4 5 0 1]

15. Cansago/fadiga ao londo do 0 1 2 3 4 5 0 1]
dia

16. Produtividade diminuida 0 1 2 3 4 5 0 0

17. Concentragdo diminuiida 0 1 2 3 4 5 0 0

18. Frustrado/impaciente/irritado 0 1 2 3 4 5 0 0

19. Triste 0 1 2 3 4 5 0 0

20. Constrangido 0 1 2 3 4 5 0 1]

21. Percepgao do olfato(cheiro) 0 1 2 3 4 5 0 0
ou do gosto

22. Nariz trancado/entupido 0 1 2 3 4 5 0 0

Favor marcar os itens mais importantes que estéo prejudicando sua saude (maximo de 5 itens) ¢

TOTAL GERAL:
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ANEXO C

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
DADOS DA PESQUISA
Titulo da pesquisa: Microbioma Nasossinusal: estudo multicéntrico internacional
Pesquisador principal: Richard L Voegels

Departamento/Instituto - Departamento de Oftalmologia e Otorrinolaringologia —
“Disciplina de Otorrinolaringologia”

Convidamos vocé a participar de uma pesquisa que acreditamos ser de grande
importancia para melhorar o nosso entendimento da rinossinusite crénica (SINUSITE
CRONICA). Esperamos um dia oferecer um tratamento melhor para esta doenga.

No entanto, antes de decidir se deseja ou ndo participar, € preciso ter certeza de que
vocé entende o motivo de estarmos realizando essa pesquisa. Estamos, portanto, fornecendo-lhe
as informagdes abaixo. Por favor, leia com atengdo e certifique-se de fazer qualquer pergunta
gue deseje. Vocé ndo tem que tomar uma decisdo imediata.

A participacao € voluntaria

A participacdo em qualquer projeto de pesquisa é voluntaria. Se vocé ndo deseja
participar, vocé ndo é obrigado. Se vocé decidir participar e mais tarde mudar de ideia, vocé esta
livre para se retirar do projeto, em qualquer fase, sem fornecer uma razdo. Sua decisdo néo
afetara o seu tratamento de rotina, o seu relacionamento com aqueles que o tratam, ou a
sua relacdo com o Hospital.

Para entender o estudo
A pesquisa é sobre o qué?

A rinossinusite crénica (ou Sinusite Cronica) € a inflamagéo ou inchaco do tecido dos
seios da face que muitas vezes resulta em sintomas de dor de cabeca e dor facial, nariz tampado
ou congestionado, secrecdo nasal (muco) e gotejamento pés-nasal. A causa desta condi¢do nao
é clara e no momento os tratamentos que temos sdo limitados. Este estudo tem como objetivo
ajudar a compreender 0s mecanismos que causam esta doenga.

Por que a pesquisa esta sendo feita?

Doengas do nariz, tais como sinusite cronica, podem trazer um aborrecimento muito
grande. Estes distlrbios podem ser vistos em diferentes formas na populacdo em geral e ha
multiplos fatores que contribuem para a sua gravidade. Neste estudo usaremos um
cotonete para coletar muco do nariz de pessoas com sinusite cronica e de pessoas sem
sinusite cronica e fazer uma comparacdo. Poderemos estudar as bactérias que podem ser
prejudiciais e aquelas que podem ser uma protecao para o nariz.
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Procedimentos que serdo realizados e métodos que serdo empregados.

Se voceé decidir participar, precisara responder a um questionario sobre sua saude
e sobre medicacdes que usa regularmente ou recentemente. Iremos colher com um
Cotonete secrecao (muco) de dentro do seu nariz. A coleta ndo causa dor, ndo ha riscos
para sua saude, nem efeitos colaterais com este procedimento. Alguns dados de exames
que voce ja fez no hospital poder&o ser utilizados para complementar o estudo, com total
sigilo.

Beneficios esperados para o participante

A pesquisa ndo ira trazer um beneficio imediato diretamente ao participante e
seu tratamento ndo sera modificado. Entretanto, no futuro os pacientes podem se
beneficiar do melhor entendimento sobre as sinusites que este estudo pode trazer. Novos
tratamentos e abordagens podem surgir baseados no conhecimento gerado por nossa
pesquisa.

Esclarecimento sobre a forma de acompanhamento e assisténcia a que terédo
direito os participantes da pesquisa

Esta pesquisa ndo requer acompanhamento especial, sua rotina de tratamento no
hospital e suas consultas de retorno permanecerao inalteradas, sem qualquer custo extra
de comparecimento ao hospital.

Garantias

Lembramos mais uma vez que a participacdo é completamente voluntaria. Vocé
tem total liberdade de se retirar em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer penalizagdo. Seu
tratamento ndo sera afetado, seu relacionamento com a equipe médica e com o Hospital
das Clinicas ndo sera prejudicado. Vocé receberd uma via do termo de consentimento. Néo
havera qualquer custo para vocé caso decida participar deste estudo.

O material biol6gico — secrecdo nasal — obtido para esta pesquisa sera analisado por
técnicas modernas e ndo serd armazenado para novo estudo futuro, uma vez que a pequena
guantidade de material obtida deve ser inteiramente avaliada, ndo sendo possivel a ocorréncia
de “sobras” ou excesso para estudo futuro

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de duvidas.

O principal investigador € o Dr Richard L Voegels que pode ser encontrado no
endereco Rua Ovidio Pires de Campos 155, sexto andar, ambulatério de Otorrinolaringologia.

O investigador executante é Daniel Lorena Dutra, que pode ser encontrado no mesmo
endereco e local além de nas sextas feiras no Pronto Socorro de Otorrinolaringologia no
mesmo endereco, quarto andar. Telefone(s): 2661-6581 e-mail: daniel.dutra@hc.fm.usp.br

Se vocé tiver alguma consideracao ou davida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com
0 Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 50 andar — tel:
(11) 2661- 6442 ramais 16, 17, 18, ou (11) 2661-7585; e-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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Fui suficientemente informado a respeito do estudo “Microbioma nasossinusal”.

Eu discuti as informacdes acima com o Pesquisador Responsavel Dr. Richard L Voegels ou
pessoa por ele delegada — pesquisador Daniel Lorena Dutra sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim o0s objetivos, 0s procedimentos, 0s potenciais
desconfortos e riscos e as garantias. Concordo voluntariamente em participar deste estudo,
assino este termo de consentimento e recebo uma via rubricada pelo pesquisador.

Assinatura do participante /representante legal

Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo.

Data [/ /

DADOS DE IDENTIFICACAO (OU ETIQUETA INSTITUCIONAL DE IDENTIFICACAO)
DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

A
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ANEXO D

dand HOSPITAL DAS CLINICAS DA

s FACULDADE DE MEDICINA DA “Qgra ) ° ™
b= USP - HCFMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Microbioma Nasossinusal: Estudo multicéntrico internacional
Pesquisador: RICHARD LOUIS VOEGELS

Area Tematica: Pesquisas com coordenacéo e/ou patrocinio originados fora do Brasil, excetuadas aquelas
com copatrocinio do Governo Brasileiro;

Versao: 1

CAAE: 46421415.8.0000.0068

Instituicao Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADA U S P
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.137.409
Data da Relatoria: 01/07/2015

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de estudo prospectivo multicéntrico internacional aprovado no pais de origem que pretende
caracterizar o microbioma existente no meato médio de pessoas com rinossinusite e individuos saudaveis.
Na instituicdo HCFMUSP, sera objeto de estudo de doutorado do aluno Daniel Lorena Dutra, sob orientagédo
do Dr. Richard Voegels

Objetivo da Pesquisa:

Caracterizar o microbioma na regido do meato médio de individuos saudaveis e de individuos com sinusite
crénica

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos séo baixos, pois a pesquisa coletara material da regiao do meato médio, através de exame com
nasofibroscépio flexivel. Nao caracteriza um procedimento agressivo e de risco. O material coletado tera a
pesquisa de material genético de bactérias residentes.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é relevante, pois a caracterizagcéo da flora bacteriana residente em individuos saudaveis e em
portadores de sinusite pode esclarecer mecanismso fisiopatolégicos e constituir informagéo relevante para o
progresso do conhecimento e aperfeicoamento de tratamento. Para a universidade, trata-se de relevante
oportunidade de inserg¢ao internacional.

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesg.adm®@hc.fm.usp.br

Pagina 01 de 02
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4 and HOSPITAL DAS CLINICAS DA

FACULDADE DE MEDICINA DA gwm

Ll USP - HCEMUSP

Continuagéo do Parecer: 1.137.409

Consideracdes sobre os Termos de apresentacéao obrigatéria:
Os termos forma apresentados dentro das recomendagées

Recomendacobes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoées:
Sem pendéncias.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Sim

Consideragodes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugdo CNS n° 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto

conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo

CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas

individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para

publicacédo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do

projeto; f) justificar perante ao CEP interrup¢do do projeto ou a ndo publicacdo dos resultados.

O presente projeto, seguiu nesta data para analise da CONEP e s6 tem o seu inicio autorizado apés a

aprovacao pela mesma.

SAO PAULO, 03 de Julho de 2015

Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesg.adm@hc.fm.usp.br
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COMISSAO NACIONAL DE = Plabaforma
ETICA EM PESQUISA -\»Qym:i

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Microbioma Nasossinusal: Estudo multicéntrico internacional
Pesquisador: RICHARD LOUIS VOEGELS

Area Tematica: Pesquisas com coordenacéo e/ou patrocinio originados fora do Brasil, excetuadas aquelas
com copatrocinio do Governo Brasileiro;

Versao: 3

CAAE: 46421415.8.0000.0068

Instituicdo Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAU S P
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.311.792

Apresentacao do Projeto:
Introducéo:

A forma tradicional de detecgéo de bactérias se amparou durante muitos anos em técnicas que envolviam o
cultivo destes microrganismos em meios especificos. Esta dependéncia estava sujeita a um viés, a
competicdo entre organismos em determinado meio enriquecido favorece a dominancia de um ou mais
organismos que tém as taxas de crescimento mais altas, o que nao representa a diversidade real presente
na amostra. A evolugdo dos métodos de sequenciamento de DNA revolucionou a forma de detecg¢éo de
bactérias, eliminando este problema. Este avango esta permitindo uma maior compreensao da
complexidade do conjunto de micrébios, chamada de microbiota, que habitam o corpo humano, tanto em
condicdes de plena saude, como em condi¢des patolégicas. Pesquisas recentes tém tentando determinar a
real populacdo de micrébios vivendo em determinados sitios anatdmicos através do conteudo gendmico
destas populagbes. O termo microbioma é definido como o contetdo genémico da microbiota. Atualmente,
cooperacado multi-institucional esta sendo realizada para se determinar o microbioma de diversas regides
anatdmicas de individuos saudaveis, como o The Human Microbiome Project. Este grande projeto nao
contempla, no entanto o meato médio, importante sitio anatémico de drenagem dos seios

Endereco: SEPN 510 NORTE, BLOCO A 3° ANDAR, Edificio Ex-INAN - Unidade Il - Ministério da Saude
Bairro: Asa Norte CEP: 70.750-521

UF: DF Municipio: BRASILIA

Telefone: (61)3315-5878 E-mail: conep@saude.gov.br
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ETICA EM PESQUISA \—@oﬁl

Continuagéo do Parecer: 1.311.792

paranasais. De forma concomitante, o microbioma de diversas condi¢cGes patolégicas necessita de
esclarecimento, bem como a determinagcédo da sua composi¢gédo levando-se em consideracgéo fatores
associados a estas condigoes. Ampliar o conhecimento da microbiota ajudara a determinar o papel destes
organismos na homeostase normal e nos fenétipos de doengas, como na rinossinusite crénica. Além disso,
estudos comparativos de microbioma proporcionaréo informagao importante para uma melhor selecéo de
antimicrobianos e permitirdo avaliar a eficicia de tais tratamentos. Solu¢des médicas inovadoras na
otorrinolaringologia, como o uso de probiéticos, sdo também possibilidades que dependerdo do amplo
conhecimento da microbiota das superficies mucosas e seus mecanismos de interagdo com o hospedeiro.

Hipétese:

Diminui¢do da diversidade microbiana nos pacientes com rinossinusite crénica quando comparado aos

controles
Metodologia:

1. Participantes e Questionario. Cinquenta pacientes serdo recrutados no ambulatério de otorrinolaringologia
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP), sendo
divididos em 2 grupos, um com trinta (n igual a 30) individuos com diagnéstico de rinossinusite crénica e
outro com vinte (n igual a 20) saudaveis. Estes pacientes serdo submetidos a um questionario sobre
diversos aspectos de sua saude, inclusive medicagdes utilizadas, antecedentes pessoais e comorbidades,
incluindo asma e alergias. Os pacientes com rinossinusite crénica serdo assim classificados levando-se em
consideragéo a definicdo do EPOS 2012 (do inglés, European Position Paper on Rhinosinusitis).

2. Coleta das Amostras. Havera coleta de material do meato médio/etmbide anterior através de swab nasal
(Copan Diagnostics Inc, swab nimero 503CS01), guiado por endoscopia e protegido de contaminagéo da
fossa nasal e vestibulo nasal. Os swabs serédo fornecidos pela entidade centralizadora do estudo (University
of Adelaide). O material coletado sera resfriado até o armazenamento definitivo, criopreservacao a -80°C na
Unidade de Criopreservagao da FMUSP. A analise do material coletado através do sequenciamento de DNA
sera realizada no exterior, University of Adelaide, Australia, bem como toda analise de bioinformatica
necessaria para avaliagdo dos dados brutos resultantes. O transporte até o local de analise sera realizado

Endereco: SEPN 510 NORTE, BLOCO A 3° ANDAR, Edificio Ex-INAN - Unidade Il - Ministério da Saude
Bairro: Asa Norte CEP: 70.750-521

UF: DF Municipio: BRASILIA

Telefone: (61)3315-5878 E-mail: conep@saude.gov.br



Anexos 68

COMISSAO NACIONAL DE ) Plabaforma
ETICA EM PESQUISA \%foﬂl
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mantendo-se as condicdes de criopreservacao. Cooperacao de diversos centros de pesquisa do mundo,
através da coleta de swab, esta sendo feita e os dados destas amostras também comporéo o desfecho final
do estudo. 3. Processamento das Amostras. Para extracdo do DNA, as pontas dos swabs seréo
descongeladas, cortadas em pequenos pedacos e colocadas em solugdo enzimatica tamponada por uma
noite, em seguida homogeneizadas. O DNA extraido serd armazenado a -80C até o sequenciamento.

4. Sequenciamento do DNA. Reagdo em Cadeia da Polimerase para iniciadores (em inglés, primers) da
subunidade ribossémica 16s de multiplas bactérias e fungos sera realizada, seguida do sequenciamento em
sequenciador Illlumina (lllumina Inc, San Diego, CA). Os dados brutos derivados serdo analisados através de
bioinformatica para se determinar as bactérias e fungos da amostra

Critérios de Inclusdo/ Exclusao:
Critério de inclusdo:

Grupo controle: Inclusdo de qualquer paciente desde que a amostra seja coletada de forma adequada.
Grupo com rinossinussite crénica: Inclusdao de qualquer paciente com rinossinusite crénica desde que se
caracterize com pélipos ou sem pédlipos na endoscopia nasal.

Critério de Exclusao:

Serao excluidos pacientes (Ambos 0s grupos):

- Menores de 18 anos (e/ou);

- Gestantes (e/ou);

- Que tenham recebido antibioticoterapia oral no ultimo més (e/ou);

- Que tenham recebido corticoesteroides orais no ultimo més (e/ou).

Grupo controle: Os pacientes ndo podem ter qualquer sintoma nasossinusal ou ter qualquer alteracéao
visibilizada na endoscopia nasal.

Grupo com rinossinussite crdnica: Excluidos ainda pacientes com tumores nasossinusais, além daqueles
critérios acima citados.

Endereco: SEPN 510 NORTE, BLOCO A 3° ANDAR, Edificio Ex-INAN - Unidade Il - Ministério da Saude
Bairro: Asa Norte CEP: 70.750-521

UF: DF Municipio: BRASILIA

Telefone: (61)3315-5878 E-mail: conep@saude.gov.br
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Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:

O objetivo primario deste estudo é caracterizar melhor o microbioma do meato médio de pacientes
saudaveis e aqueles com rinossinusite crénica utilizando tecnologia de sequenciamento de DNA.

Objetivo Secundario:

Nao Consta

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Constam no projeto cadastrado na Plataforma Brasil:

Riscos:
Sem qualquer risco, swab nasal com técnica de coleta estéril, indolor.
Beneficios:

A pesquisa néo ira trazer um beneficio imediato diretamente ao participante e seu tratamento ndo sera
modificado. Entretanto, no futuro os pacientes podem se beneficiar do melhor entendimento sobre as
sinusites que este estudo pode trazer. Novos tratamentos e abordagens podem surgir baseados no
conhecimento gerado por nossa pesquisa.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Verificar item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes".

Consideracoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Verificar item "Conclus6es ou Pendéncias e Lista de Inadequacbes".

Recomendacoes:
N&o se aplica.

Endereco: SEPN 510 NORTE, BLOCO A 3° ANDAR, Edificio Ex-INAN - Unidade Il - Ministério da Satde
Bairro: Asa Norte CEP: 70.750-521

UF: DF Municipio: BRASILIA

Telefone: (61)3315-5878 E-mail: conep@saude.gov.br
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Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
1. Em relagdo ao documento intitulado "PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_528615.pdf",
datado em 10/07/2015, seguem as consideragdes:

1.1. Solicita-se que seja apresentado um or¢gamento financeiro mais detalhado, que especifique TODOS os
recursos, fontes e destinacdo, podendo-se citar, por exemplo, o custo por procedimentos e analises que
seréo realizadas no estudo.

RESPOSTA: Novo detalhamento realizado e inseridos através da Plataforma Brasil e acréscimo dos
seguintes arquivos:

1.“Email_custos_Estudo_Microbioma.pdf’ e 2. “Email_original_em_Ingles_custos.pdf’ Detalhamento no
campo “Outras Informagbes” do item “Orgcamento” da Plataforma Brasil: Custos dos swabs, tubos de
criopreservacgéo, extracdo e sequenciamento de DNA, anélise de bioinforméatica todos por conta da
Instituicdo estrangeira (University of Adelaide) - representa cerca de 90% do total. Conforme solicitado,
resulta em um custo de cerca de R$ 740,00 por amostra. Custos nacionais apenas com o transporte do
material até a Australia (cerca de $1,000 dolares americanos) e matérias basicos de consumo listados no
orgamento - representa cerca de 10% do total, seréo realizados com recursos préprios. Custos de execugéao
no Brasil de todas as etapas é altissimo. A oportunidade atual neste formato de custeio é impar, pois o
trabalho sera realizado com baixo custo, preservando assim recursos nacionais, aliado a provavel(eis)
artigo(s) de alto impacto e de internacionalizagdo da pesquisa nacional e da Universidade brasileira. O custo
nacional sera de cerca de 10% apenas, ficando 90% a cargo da Universidade de Adelaide.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.2. O cronograma nao esta adequado, pois informa que o estudo ja teve inicio. Solicita-se esclarecimento
e, caso necessario, adequacao do cronograma com relagdo a data de inicio do estudo, dado que este ainda
se encontra em andlise no Sistema CEP/CONEP até a presente data (Resolucdo CNS n° 466 de 2012, item
Xl.2.a e Norma Operacional CNS/MS n° 001 de 2013, item 3.4.9).

RESPOSTA: Novo cronograma foi adequado, novas datas foram instituidas e inseridos na Plataforma Brasil.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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2. Em relagédo ao TCLE, intitulado "Termo de Consentimento Livre.pdf", seguem as consideragdes:

2.1. Solicita-se descrever no TCLE os procedimentos que seréo utilizados na pesquisa, com o detalhamento
dos métodos a serem utilizados, como por exemplo, quais questionarios serdo aplicados, qual a quantidade
e como a amostra sera colhida, em qual laboratoério sera realizada a coleta das amostras (ltem 1V.3.a da
Resolugdo CNS n° 466 de 2012). Além disso, & necessario esclarecer se o questionario tera perguntas
sobre a satde de um modo geral, medica¢des em uso, antecedentes pessoais, comorbidades, se tem asma
e alergias, e se o material sera coletado de uma ou de ambas as narinas, que o cotonete seré introduzido de
maneira suave, bem como esclarecer sobre a profundidade da introducé@o e quantas vezes sera introduzido.
Ademais, solicita-se incluir no TCLE nome e enderego do local onde as amostras seréo analisadas.
RESPOSTA: TCLE DESTACADO itens 4 e 7.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.2. Na péagina 2 de 5, |é-se: "A coleta ndo causa dor, NAO HA RISCOS para sua saude, nem efeitos
colaterais com este procedimento" (Destaque nosso). Para o Sistema CEP/CONEP né&o existe pesquisa livre
de riscos. Sendo assim, solicita-se que sejam descritos os POSSIVEIS desconfortos e riscos decorrentes da
participagdo na pesquisa, podendo-se citar os riscos inerentes a manutencgéo de sigilo e confidencialidade
durante a coleta e uso dos dados, bem como o desconforto durante a coleta (ltens 11.22 e IV.3.b da
Resolucdo CNS n° 466 de 2012). Uma vez que nenhum procedimento € livre de risco, de modo adicional,
solicita-se inserir no TCLE a explicitacdo da garantia ao direito a indeniza¢do diante de eventuais danos
decorrentes da pesquisa e a garantia do direito a assisténcia integral gratuita devido a danos diretos/
indiretos e imediatos/ tardios, pelo tempo que for necessario (ltens 1V.3.h, 11.3.1 e 11.3.2 da Resolugdo CNS
n° 466 de 2012). Como exemplos de desconfortos podem ser enumerados: espirro, tosse, cdcegas nas
narinas, lacrimejamento, entre outros que podem estar relacionados com a profundidade da inser¢do do
swab. Como conduta poderia ser incluida a interrup¢do momentanea da introdugéo de cotonete e a
orientacéo para respirar profundamente.

RESPOSTA: (item 4).TCLE DESTACADO.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.3. O item 3 da Carta Circular CNS n° 039 de 2011 ressalta que os dados do prontuario sao de propriedade
Unica e exclusiva do participante de pesquisa, que forneceu tais informagbes em uma
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relacdo de confidencialidade entre médico e paciente, para realizacdo do seu tratamento e cuidados
médicos e nédo para utilizagdo de tais dados em pesquisas. Portanto, solicita-se descrever no TCLE que &
necessaria a anuéncia do participante da pesquisa para 0 acesso e uso dos seus dados de prontuario por
pessoas ndo obrigadas ao sigilo profissional quando sob sua responsabilidade.

RESPOSTA: Nova redagéo do TCLE, adequacéo feita no paragrafo terceiro do item 4 do TCLE DESTADO.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.4 Considerando que os dados pessoais serdo identificados, solicita-se que sejam indicados os
procedimentos que garantam o sigilo, a confidencialidade e a seguranca dos dados do participante
(Resolugcdo CNS n° 466 de 2012, itens Il1l.2.i e 1V.3.e)

RESPOSTA: Nova redacgéo, adequacédo doTCLE no paragrafo quarto do item 4.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.5 Na pagina 4 de 5, Campo de Assinatura, 1é-se: "Assinatura do participante/REPRESENTANTE LEGAL"
(Destaque nosso). Diante da informacédo destacada acima, solicita-se esclarecimento quanto a se o projeto
de pesquisa recrutara participante de pesquisa considerado "mentalmente incapaz". Caso necessério,
adicionalmente, solicita-se adequacgédo do campo de assinatura e dos critérios de exclusdo/inclusdo do
projeto de pesquisa.

RESPOSTA: Acrescido critério de exclusdo de mentalmente incapaz e realizado adequacgédo do TCLE e
demais documentos.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.6 Solicita-se informar no TCLE que todas as paginas deverdo ser rubricadas pelo pesquisador
responsavel/pessoa por ele delegada e pelo participante/responsavel legal (Item 1V.5.d da Resolugdo CNS
n°® 466 de 2012).

RESPOSTA: Ultima frase do TCLE.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.7 Solicita-se informar no TCLE o horario de funcionamento do CEP responsavel pelo estudo. Para melhor
informar o participante da pesquisa, solicita-se incluir no TCLE uma breve descri¢cdo do que é o CEP e qual
sua fungéo no estudo.
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RESPOSTA: Paragrafo quarto do item 8 do TCLE.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.8 Solicita-se incluir no TCLE que, quando necessario, sera garantido o ressarcimento, descrevendo o
modo como sera realizado, das despesas do participante da pesquisa e de seu acompanhante com o
estudo. Salienta-se que os itens ressarcidos ndo sdo apenas aqueles relacionados a transporte e
alimentacéo, mas a todo E QUALQUER gasto tido pelo participante em fungdo da participacdo no estudo
(Itens 11.21 e 1V.3.g da Resolugédo CNS n° 466 de 2012).

RESPOSTA: Itens 6 e 7 do TCLE.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3. Solicita-se declaragéo assinada de que todos os pesquisadores que tiverem acesso aos dados garantem
a manutencgéo de sigilo e confidencialidade destes, e, ainda, a garantia de que todos os dados serao
utilizados apenas para os fins da pesquisa (Resolugdo CNS 466/2012, itens Ill.2.i e 1V.3.e).
RESPOSTA: Novo arquivo (TERMO DE CONFIDENCIALIDADE E SIGILO) adicional em anexo assinado
pelos pesquisadores garantindo o sigilo, confidencialidade e garantia para fins de pesquisa.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Consideracoes Finais a critério da CONEP:

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, de acordo com as atribuicdes
definidas na Resolugdo CNS n° 466 de 2012 e na Norma Operacional n° 001 de 2013 do CNS, manifesta-se
pela aprovagéo do projeto de pesquisa proposto.

Situagédo: Protocolo aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situaca
Informagbes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 16/09/2015 Aceito
do Projeto ROJETO_528615.pdf 20:08:59
Outros Respostas_Ordenadas.pdf 16/09/2015 |[Daniel Lorena Dutra | Aceito

20:08:24
TCLE / Termos de | TCLE_sem_destaque.pdf 16/09/2015 |Daniel Lorena Dutra | Aceito
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Assentimento / TCLE_sem_destaque.pdf 20:05:34 |Daniel Lorena Dutra | Aceito
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_DESTACADO.pdf 16/09/2015 |Daniel Lorena Dutra | Aceito
Assentimento / 20:04:51
Justificativa de
Auséncia
Outros Email_original_em_Ingles_custos.pdf 16/09/2015 [Daniel Lorena Dutra | Aceito
00:27:11
Outros Email_custos_Estudo_Microbioma.pdf 16/09/2015 |Daniel Lorena Dutra | Aceito
00:24:09
Qutros Termo_de_Confidencialidade.pdf 16/09/2015 |Daniel Lorena Dutra | Aceito
00:08:17
Outros Traduzido - Aprovagéo Etica.pdf 10/07/2015 Aceito
03:02:13
Outros E-mail de HC-FMUSP - Microbiome 10/07/2015 Aceito
Study Etica Aprovada.pdf 03:01:03
Outros E-mail de HC-FMUSP Traduzido etica 10/07/2015 Aceito
aprovada.pdf 03:00:15
QOutros E-mail de HC-FMUSP - Microbiome 10/07/2015 Aceito
Study.pdf 02:58:53
QOutros HREC14TQEHLMH222 Final 10/07/2015 Aceito
Approval.pdf 02:57:49
Qutros REGISTRO ONLINEOOO1.pdf 18/06/2015 Aceito
10:51:27
Folha de Rosto FOLHA DE ROSTOO0001.pdf 18/06/2015 Aceito
10:49:40
Outros Questionario Rinossinusite Cronica.docx| 02/06/2015 Aceito
14:34:22
Outros Questionario Controel.docx 02/06/2015 Aceito
14:33:00
Projeto Detalhado / | Projeto Microbioma 1.pdf 02/06/2015 Aceito
Brochura 14:26:00
Investigador

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Sim

Endereco:
Bairro: Asa Norte
UF: DF

Telefone: (61)3315-5878

Municipio:

CEP: 70.750-521
BRASILIA

E-mail:

SEPN 510 NORTE, BLOCO A 3° ANDAR, Edificio Ex-INAN - Unidade Il - Ministério da Satde

conep@saude.gov.br
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ANEXO E - MONITORAMENTO DA TEMPERATURA DE TRANSPORTE
DAS AMOSTRAS

ALARM

Temperature Stability Report - Order #33325
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