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RESUMO

Maestrali FGO. Composicéo e diversidade do microbioma bacteriano do meato médio e
do escarro de pacientes adultos com fibrose cistica [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2019.

INTRODUGCAO: A principal causa de mortalidade em pacientes com fibrose cistica é o
declinio da funcdo pulmonar, relacionada a infeccdo respiratoria de repeticdo. A
rinossinusite cronica pode contribuir na deterioracdo da funcdo pulmonar, porque o nariz
e seios paranasais podem representar um reservatorio de potenciais patdgenos que causam
as infecgdes pulmonares recorrentes ou cronicas. Métodos como o sequenciamento de
nova geragéo, na identificagdo do microbioma, mostraram a natureza polimicrobiana das
infecgBes respiratorias em fibrose cistica, com a caracterizagdo de agentes infecciosos
ndo detectados nos métodos convencionais de cultura. Ainda muito pouco se sabe a
respeito da composicdo e diversidade do microbioma desses pacientes. OBJETIVO:
Descrever a composicdo do microbioma bacteriano do meato medio e do escarro de
pacientes adultos com fibrose cistica. Comparar riqueza, diversidade e dominancia do
microbioma dos pacientes com doenca pulmonar discreta ou moderada com pacientes
com doenca pulmonar grave. PACIENTES E METODOS: Foi avaliado o microbioma
do meato médio e escarro de 31 adultos com fibrose cistica, utilizado a anélise do gene
16S rRNA por meio do sequenciamento de nova geracdo. RESULTADOS:
Staphylococcus, Streptococcus e Corynebacterium foram os géneros mais abundantes no
meato médio e Pseudomonas, Haemophilus e Prevotella, no escarro. Nos pacientes com
doenca grave, observamos um aumento na prevaléncia de Pseudomonas nos dois sitios
estudados isoladamente. Na analise pareada de escarro e meato meédio, obtivemos
concordancia na composicao do microbioma apenas em pacientes com doenca discreta a
moderada, 0 mesmo n&o foi observado no grupo com doenca grave. CONCLUSAO: O
avanco nos conhecimentos da composic¢do e diversidade do microbioma nas vias aéreas
dos pacientes com fibrose cistica é fundamental para o entendimento da fisiopatologia da
doenca, além de seu papel na criacdo novas perspectivas e possibilidades de tratamentos.
Esse é o primeiro trabalho brasileiro a estudar o microbioma de vias aéreas em pacientes
com fibrose cistica. Nossos achados estdo em concordancia com a literatura internacional,
ao apontar a Pseudomonas como importante elemento na fisiopatologia da doenca,
presente tanto no escarro como no meato medio dos pacientes com doenga pulmonar
grave.

DESCRITORES: Fibrose Cistica; Sinusite; Microbiologia; RNA Ribossémico 16S;
Sequenciamento de nucleotideos em larga escala; Analise de
Sequéncia de DNA; Volume expiratorio forcado; Seio etmoidal;
Escarro.



ABSTRACT

Maestrali FGO. Composition and diversity of the middle nasal meatus and sputum
microbiome in cystic fibrosis adults [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sdo Paulo”; 2019.

INTRODUCTION: The main cause of mortality in patients with cystic fibrosis is the
decline in lung function, related to recurrent respiratory infection. Chronic rhinosinusitis
leads to significant morbidity and contributes to the pathophysiology of lung disease. In
cystic fibrosis, the nose and paranasal sinuses may represent a reservoir of potential
respiratory pathogens and contribute to recurrent or chronic lung infections. Culture
independent molecular detection methods of microbiome have shown the polymicrobial
nature of respiratory infections in cystic fibrosis, with the characterization of undetectable
pathogenic agents in conventional culture methods. Composition and diversity of the
airway microbiome is still poor explored. METHODS: This study evaluated the airway
microbiome of 31 adult cystic fibrosis patients, with the analysis of the 16S rRNA by the
next generation sequencing. RESULTS: Staphylococcus, Streptococcus e
Corynebacterium were the most abundant genera in middle meatus and Pseudomonas,
Haemophilus e Prevotella, in sputum. In patients with advanced disease, we noticed an
increase in Pseudomonas prevalence in both sample types studied separately. In paired
analysis, sputum and middle meatus have shown a similarity in microbiome composition
in patients with mild or moderate disease. This was not observed in patients with
advanced disease. CONCLUSION: Advances in the knowledge of the composition and
diversity of the airway microbiome of cystic fibrosis patients are essential for
understanding the pathophysiology of the disease. It has an important role in creating new
perspectives and possibilities of treatments. There is a lack in the literature of studies with
evaluation of the airway microbiome of these patients in Brazil. This is the first Brazilian
study to evaluate the airway microbiome of cystic fibrosis patients. Our finds agreed with
international literature, when point at Pseudomonas role in disease pathophysiology,
present in sputum and middle meatus of patients with advanced disease.

DESCRIPTORS: Cystic Fibrosis; Sinusitis; Microbiology; RNA, Ribosomal, 16S;
High-Throughput Nucleotide Sequencing; Sequence Analysis,
DNA, Forced Expiratory Volume; Ethmoid Sinus; Sputum.
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1 INTRODUCAO

A fibrose cistica (FC) € uma doenca autossémica recessiva que se caracteriza por
uma disfuncdo de varios 6rgaos e sistemas. O defeito genético é localizado no braco longo
do cromossomo 7, no gene regulador da condutancia transmembrana, o que provoca a
alteracdo no transporte do ion cloro através da superficie de células epiteliais. Dessa
forma, a superficie mucosa das vias aéreas superiores e inferiores sofre grandes
modificagdes, com aumento da viscosidade do muco e reducdo do transporte
mucociliar: 2, predispondo & inflamagc&o e infecgao cronicas por Staphylococcus aureus
e Pseudomonas aeruginosa.® E caracterizada clinicamente por aumento na concentragdo
de sal no suor, mal absorcdo, diabetes, azoospermia, rinossinusite crénica, infeccdes

pulmonares recorrentes.®

A FC ¢é considerada a doenca autossdmica recessiva mais letal entre os
caucasianos. Estima-se que sua prevaléncia seja de um em 2.000 a 6.000 nascidos vivos.®)
Em 1950, a expectativa de vida de pacientes com FC era de alguns meses ®. Em 1974,
0s acometidos morriam, em média, aos 8 anos de idade. O avanco dos estudos, 0
tratamento multidisciplinar e o uso de antibidticos aumentaram significativamente a
média de sobrevida desses pacientes, que atualmente é estimada em 40 anos.® A causa
principal de mortalidade em pacientes com FC é o declinio da funcdo pulmonar,
relacionada com infecc@es respiratorias de repeticdo."® O acometimento sinusal nio esta
diretamente relacionado a mortalidade da doenca, entretanto, a rinossinusite cronica leva
a uma morbidade importante, além de contribuir com a fisiopatologia da doenca

pulmonar.®

Em 2016, segundo o relatério do Registro Brasileiro de Fibrose Cistica 2016,
foram acompanhados 3.212 pacientes com fibrose cistica nos diversos centros médicos
no Brasil, e 27,3% desses atendidos eram do Estado de S&o Paulo. Naquele ano, foram
acompanhados 108 pacientes adultos no Hospital das Clinicas (HC) da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP).9)

A doenca pulmonar pode ser classificada de acordo com a porcentagem prevista
do Volume Expiratorio Forcado no primeiro segundo (VEF1) em: discreta (>70%);



moderada (40% a 69%); e, grave (<40%). O VEF1 é comumente utilizado para mensurar
a funcdo pulmonar e representa o melhor preditor de sobrevida para pacientes com
FC.(ll’ 12)

A via aérea humana pode ser dividia em compartimentos com ambientes e
caracteristicas distintos, assim distribuidos: o nariz e 0s seios paranasais; a zona
condutiva, composta por traqueia e brénquios; e, a zona respiratéria composta por
bronquiolos e alvéolos. O nariz e 0s seios paranasais Sdo 0 primeiro compartimento da
via aérea e apresentam intima relagdo com o ambiente externo. Na FC, esse
compartimento contém muco espesso que pode funcionar como substrato para o
crescimento bacteriano. Além disso, as cavidades sinusais, quando comparadas as vias
aereas inferiores, tém menor fluxo aéreo e menor suscetibilidade aos antibidticos e a
defesa do organismo.® Dessa forma, os seios paranasais podem representar um
reservatorio de patdgenos respiratorios potenciais 3 e contribuir com as infeccoes

pulmonares recorrentes ou cronicas.®

Pacientes portadores de FC submetidos a transplante pulmonar apresentam
colonizagdo por Pseudomonas com mutagdo e expressdo génica similares as encontradas
antes do transplante.¥) Pacientes com FC submetidos a cirurgia endoscépica endonasal
seguida por antibioticoterapia endovenosa por 2 semanas e irrigacdo nasal com
antibidtico topico por 6 meses, obtiveram uma redugdo na ocorréncia de culturas de vias
aéreas inferiores (escarro, aspiracdo endolaringea ou lavado broncoalveolar) positivas
para patdgenos relacionados com a FC, no primeiro ano apos a cirurgia.!> Tais estudos
indicam um indicio forte de que os seios paranasais funcionam como reservatérios de

microrganismos patogénicos.

Um dos principais desafios no tratamento de um paciente com fibrose cistica é
retardar a colonizacdo permanente por Pseudomonas aeruginosa e esse tem sido
prioritario no tratamento da FC em muitos centros pediatricos.”> Algumas cepas de P.
aeruginosa, durante a colonizagdo inicial, sofrem uma série de mutagdes, como a
producdo de alginato e formacdo de biofilme, que aumentam a resisténcia a antibioticos
e favorecem a colonizacio cronica.” Além disso, a colonizagio cronica do pulmao por
essa bactéria esta associada a inflamagdo cronica, com predominio de
polimorfonucleares, provocando dano tecidual e declinio da funcdo pulmonar. Apesar dos

esforcos e terapia antimicrobiana intensa, a maioria dos pacientes passa por uma fase de



colonizagdo intermitente das vias aéreas até que, por volta da terceira década de vida,
contrai a infeccdo cronica por P. aeruginosa. Durante a fase de colonizagéo intermitente,
cerca de 25% dos casos de recolonizacdo ocorrem por uma bactéria com 0 mesmo
gendtipo, indicando um foco de contaminacdo ambiental persistente ou um reservatério
ndo identificado no préprio paciente. E quando se compara bactérias, como S. aureus e
P. aeruginosa, presentes no lavado nasal e no escarro dos pacientes com FC, ha uma
concordancia elevada de gendtipos, com evidéncia de infeccdo cruzada entre vias aéreas
superiores e inferiores.® Um estudo mostra resultado semelhante, quando a cultura do
aspirado sinusal é comparada com o lavado broncoalveolar. E observada uma associagio
significativa entre 0os microrganismos principais isolados nas vias aéreas superiores e
inferiores, como P. aeruginosa e S. aureus.* 0 A Achromobacter xylosoxidans e a
Burkholderia cepacia, embora menos prevalentes, tém papel semelhante ao da

Pseudomonas no declinio da funcio pulmonar.®

Maliniak et al. " mostraram que pacientes com FC que apresentavam infecgdo
crbnica concomitante por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e
Pseudomonas aeruginosa, tinham uma reducdo significativa da funcdo pulmonar ao
longo do tempo, quando comparados, isoladamente, a pacientes infectados por apenas
uma dessas bactérias. O potencial patogénico de uma microbiota com uma mistura de
diversas espécies pode ser diferente e até maior do que o de uma bactéria individualmente.
A interacdo entre as espécies pode influenciar a viruléncia de uma bactéria em uma
comunidade polimicrobiana. Portanto, ao avaliar o potencial patogénico de uma dada

bactéria, deve-se considerar o contexto microbiano em que ela esta inserida.*®)

Na prética clinica, a microbiologia das infeccGes de vias aéreas em pacientes com
FC tem sido determinada por métodos de cultura, com foco nos microrganismos mais
comumente isolados como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Haemophilus influenzae. Mais recentemente, métodos independentes de cultura, como o
PCR e as técnicas de sequenciamento genético, mostraram a natureza polimicrobiana das
infeccdes respiratorias em pacientes com FC, com a caracterizacao de agentes infecciosos
ndo detectados pelos métodos convencionais.* ¥ Estima-se que, a depender do sitio
estudado, 20% a 70% das bactérias presentes ndo crescem em cultura, mesmo em
condiges ideais.®® 2 Hauser et al.? observaram que apenas 47,7% das bactérias com

mais de 10% de abundéncia foram identificadas por metodos de cultura e, quando



bactérias com abundancia relativa baixa (<1%) séo levadas em consideracdo, apenas
4,5% s&o identificadas.

Estudos com sequenciamento genético com rendimento elevado e o surgimento
de novos softwares estio revolucionando a analise em microbiologia.?® As plataformas
de sequenciamento geram um volume consideravel de dados acerca de sequéncias de
genes biomarcadores, permitindo analises mais abrangentes da composicéao e abundancia
relativa de microrganismos em uma dada comunidade. Com base na recente expansao de
dados de sequéncia de biomarcadores, pode-se tracar o perfil de milhares de organismos
em um unico ensaio paralelo. Ultimamente essas ferramentas estdo sendo aplicadas a
amostras respiratérias de pacientes com FC e muitas outras doengas, chamando a atencéo
para a complexidade das comunidades microbianas presentes nas vias aéreas de pacientes

portadores de doencas inflamatorias cronicas.?* 2%

O Projeto Microbioma Humano do National Institutes of Health (NIH) surgiu
apos o argumento de Julian Davies, de que o projeto genoma humano, publicado em 2001,
estaria incompleto até que se conhecesse as interacdes dos microrganismos presentes no
corpo humano com as células humanas. 1sso porque existem dez vezes mais células
microbianas do que células humanas em nosso corpo. A variacdo desse microbioma nas
diversas fases da vida do ser humano e nos sitios de colonizagéo de seu corpo, além das
variacOes relacionadas com a regido geografica em que vive e a cultura em que esta
inserido precisam ser amplamente exploradas. O objetivo final de tal projeto é o
conhecimento profundo do microbioma em seus diversos sitios com suas variacdes
intrinsecas destinado a criar oportunidades para melhorar o tratamento de doencas por

meio da monitorizagao ou, até mesmo, a manipulacio do microbioma.®: %)

Apds comecar a catalogacdo dos microrganismos e abundancia relativa associada
a salde e a cada doenca, inicia-se uma nova fase que € a de estabelecer relacGes entre o
microbioma, desfechos e progndstico, para alcancar novas formas terapéuticas. O avanco
tecnoldgico rapido também contribui para que isso, em breve, tenha aplicagdo na préatica

clinica com beneficios ao paciente.*®)

Novas tecnologias e novas ferramentas de bioinforméatica tém reduzido
gradativamente os custos de sequenciamento, e permitem estabelecer relacdo entre

centenas de amostras a0 mesmo tempo. Uma das técnicas que permite avaliar a



microbiota de um dado local, a metagendmica, fornece dados do sequenciamento de todo
acido desoxirribonucleico (DNA) presente na amostra. Outra possibilidade é o
sequenciamento do componente 16S do &cido ribonucleico (RNA) ribossomal (16S
rRNA), que, com um volume menor de dados, permite estabelecer a composi¢do do
microbioma por se tratar de um excelente marcador filogenético. O gene 16S rRNA esta
presente em todas as bactérias e contém regides altamente conservadas ao longo da
evolucdo e nove regides varidveis de uma espécie para outra (V1 — V9), permitindo a
identificacdo e a classificacdo filogenética dos elementos presentes em uma dada
amostra.®> 27:28) A maioria dos estudos sobre microbioma tem foco no seu componente

bacteriano @ e é a ele que esse termo se refere.

Por meio de analises de bioinformética € possivel determinar a diversidade e a
riqueza do microbioma, ou seja, a quantidade total e a abundancia de espécies ou géneros
presentes em cada amostra. Essa riqueza e abundéncia sdo mensuradas por meio da
diversidade alfa. E possivel, ainda, analisar a diversidade beta que determina a diferenca

entre grupos de amostras, quanto a composicdo da comunidade microbiana.”

A ampliagéo do conhecimento sobre a composicéo e a diversidade do microbioma
nasossinusal de pacientes com FC € importante para auxiliar o entendimento da
fisiopatologia da doenca, tendo em vista a compartimentalizacdo da via aérea e provavel
papel dos seios paranasais como reservatorio de bactérias que provoquem infeccdes
pulmonares. Em um futuro préximo, talvez, seja possivel manejar adequadamente 0s
episddios recorrentes de rinossinusite apresentados por esses pacientes. Além disso, pode
ser um caminho para a descoberta de meios de tratamento mais modernos, tdo necessarios,
uma vez que, apesar do inegavel beneficio dos antibiéticos em prolongar a expectativa de
vida desses pacientes, a resisténcia bacteriana crescente e a caréncia de novas drogas
forcam a pensar em alternativas para o tratamento dessa doenca. Se o foco da bactéria
patogénica for mudado para o contexto microbiano em que ela esta inserida, talvez seja

possivel ampliar essas perspectivas.

Alguns estudos com nivel de evidéncia Il b mostram uma correlacdo razoavel
entre amostras coletadas do meato médio sob visualizagdo endoscdpica e amostras coletas
diretamente do seio maxilar.®® Um estudo especifico em que foi comparado o
microbioma encontrado na biopsia e no swab do meato médio de pacientes com

rinossinusite cronica, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa quanto a



riqueza e diversidade entre os dois métodos ©%, no entanto, o tamanho reduzido da

amostra pode ter sido o motivo de ndo haver diferenga.

O meato medio € local de drenagem dos seios maxilar, etmoide e frontal, portanto,
pode ser considerado como representante da microbiota sinusal. O acesso ao meato
médio, para coleta de material, ocorre de forma menos invasiva quando comparado com
a coleta de material diretamente do seio maxilar, que, na préatica clinica, facilita a

reprodutibilidade do método.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

e Descrever a composi¢do do microbioma do meato médio e do escarro de

pacientes adultos com fibrose cistica.

2.2 Objetivos secundarios

e Comparar a riqueza, a diversidade e dominancia do microbioma de
pacientes com doenca pulmonar discreta/moderada - VVolume Expiratério
Forgado no Primeiro Segundo (VEF1)>50% - com pacientes que
apresentam doenca pulmonar grave - VEF1<40%;

e Comparar a composicdo, a diversidade e a dominancia do microbioma do

meato médio com o microbioma do escarro em cada individuo.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Microbioma nasossinusal em adultos saudaveis

Os seios paranasais ja foram, por algum tempo, considerados estéreis em
individuos saudaveis, sem patologias nasossinusais. Hoje, sabe-se que abrigam uma
comunidade de microrganismos diversos. Bactérias, inclusive as patogénicas, podem ser
encontradas em pessoas higidas desde que ndo seja dada, a esses microrganismos, a
oportunidade de supercrescimento.?? No Projeto Microbioma Humano, na analise do
swab das narinas de sujeitos saudaveis, foram encontradas algumas bactérias ditas
oportunistas, como Staphylococcus epidermidis, S. aureus, Propoionibacterium acnes,
Klebisiella pneumoniae, E. coli, Sterptococcus pneumoniae, dentre outros. Os P. acnes e

S. epidermidis eram os mais abundantes.®®

Ao avaliar o microbioma nasal, coletado por meio de swab nas narinas de sete
pacientes saudaveis, Lemon et al.®? encontraram uma relagfo inversa elevada quanto a
prevaléncia de bactérias do filo Firmicutes (que abrange patdgenos importantes como 0s
da familia Staphylococcaceae) e do filo Actinobacteria (familias Corynebacteriaceae e
Propionibacteriaceae), com um Coeficiente de Correlacdo de Pearson = -0,95, p<0,001,

gue sugeriu um antagonismo potencial entre esses grupos.

Em um estudo transversal, em que foram avaliados 28 pacientes saudaveis, por
meio de swab de meato médio, os filos Firmicutes, Proteobacteria e Actinobacteria foram
encontrados em 100% dos individuos. As espécies mais prevalentes foram
Staphylococcus  epidermidis  (96,4%), Propionibacterium acnes (92,9%) e
Staphylococcus aureus (67,9%). E foram as mais abundantes também, com abundancia
relativa de 11,0%, 14,7% e 8,3%, respectivamente.®® Um outro estudo em que também
foi avaliado o microbioma nasal por meio do swab entre o septo e corneto médio, permitiu
constatar que a cavidade nasal era dominada pelos filos Actinobacteria, Firmicutes e, em
alguns casos, Proteobacteria. A mesma Unidade Taxondmica Operacional (do inglés
Operational Taxonimic Unit - OTU) de Staphylococcaceae estava presente em 100% das

amostras nasais, com abundancia relativa de 2,2% a 55%. %
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Em estudo no qual foram comparados sete pacientes portadores de rinossinusite
crdnica com 10 pacientes saudaveis, por meio de escovado do seio maxilar durante o ato
cirurgico, foi encontrada uma diversidade reduzida de microrganismos nos pacientes com
rinossinusite cronica quando comparados aos pacientes do grupo controle. Foi
identificado aumento na abundéancia relativa de Corynebacterium tuberculostearicum e
diminuicdo acentuada de Lactobacillales nos pacientes com rinossinusite cronica,
sugerindo uma provavel acdo protetora de Lactobacillales, sobretudo o Lactobacillus
sakei, contra a infeccdo sinusal por C. tuberculostearicum nos pacientes normais.®> Em
estudos posteriores, no entanto, ndo foi constatada a presenca do Lactobacillus sakei no

meato médio de pacientes normais.®

3.2 Microbiologia na rinossinusite cronica

Pacientes com rinossinusite cronica (RSC) apresentam, na maioria dos estudos,
um microbioma nasossinusal com riqueza e diversidade diminuidas, quando comparados
aos individuos sem rinossinusite. Mais importante do que isso, o equilibrio entre os
microrganismos presentes nas vias aéreas superiores parece exercer papel essencial nos
seios paranasais de individuos sem rinossinusite. A presenca de bactérias patogénicas nao
define, por si s, se um individuo tem ou ndo a doenca, pois bactérias tipicamente
associadas a rinossinusite crénica podem ser encontradas nos seios paranasais de
individuos saudaveis, porém, em menor propor¢do. Esses achados sugerem que
individuos com uma microbiota com riqueza e diversidade elevadas tendem a ser menos
propensos a RSC. Um desequilibrio nessa estrutura de comunidade bacteriana pode ser a

chave para a fisiopatologia da RSC.%

Em um estudo brasileiro, realizado em 2007, foi comparada a cultura do meato
médio de 134 pacientes com rinossinusite crénica com aquela de 50 individuos saudaveis.
N&o foi constatada diferencga significativa nos microrganismos encontrados nos dois
grupos. No entanto, foi identificada a presenca de leucocitos no primeiro grupo e auséncia
no segundo. Isso pode indicar uma diferenca entre microrganismos infecciosos e

saprofitas.®
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Em um estudo de 2016, realizado na Russia, foram avaliados 103 pacientes com
rinossinusite crénica sem polipose, por meio de cultura do swab do meato médio e do
aspirado do seio maxilar. Nenhum microrganismo foi isolado em 35,7% dos pacientes.
Uma Unica bactéria foi isolada com mais frequéncia no meato médio, enquanto que a
associagdo de mais de uma bactéria era mais comum no aspirado do seio maxilar.
Bactérias anaerobicas foram mais comumente isoladas no seio maxilar do que no meato
médio. A mesma bacteéria foi isolada nos dois sitios de coleta em apenas 8,9% dos casos.
Uma correlacdo parcial, ou seja, quando uma mesma bactéria foi isolada, mas fazia parte

de uma associagio de bactérias, ocorreu em 18,8% dos pacientes.®”

A medida que as técnicas de deteccio da microbiota sdo aprimoradas, e,
especialmente, quando sdo utilizadas técnicas independentes de cultura, passa-se a
identificar microrganismos na mucosa sinusal de pacientes considerados saudaveis e
aumenta-se as informacdes a respeito da diversidade de microrganismos em pacientes
com rinossinusite cronica.®® O avanco em técnicas de biologia molecular e
bioinformatica permitiu fazer mudancas nas pesquisas na area de microbiologia referente
a RSC. Se antes um Unico patdgeno era o foco, fundamentado em métodos dependentes
de cultura, atualmente existe uma visdo sobre a alteracdo da composicao da comunidade

bacteriana.®

Ao comparar métodos de detec¢do molecular (Ibis Biosensor) com cultura Boase
et al.®® encontraram bactérias em 100% das amostras de etmoide, tanto em pacientes com
RSC, quanto em pacientes do grupo controle, com uma média de trés bactérias por
paciente com RCS e duas bactérias por paciente controle. Ja a cultura foi positiva em 73%
dos individuos com RSC e apenas em 33% dos do grupo controle. A média da quantidade
de bactérias isoladas por paciente com RSC foi de 1,3 e, nos pacientes controles com
cultura positiva, apenas um organismo (Staphylococcus epidermidis) foi detectado. Os
pacientes com RSC tiveram maior quantidade de genoma bacteriano detectado do que os
pacientes do grupo controle. Ou seja, 0 grupo com RSC apresentou um aumento da
abundéancia bacteriana em relagéo ao grupo controle.

Muitas hipdteses sdo empregadas para explicar o papel da microbiota na RSC.
Uma delas propdem que a causa da doenca e suas exacerbacoes sejam influenciadas por
uma disbiose, ou seja, um desequilibrio na comunidade bacteriana. Ainda ndo esta bem

estabelecido se essa disbiose é a causa ou a consequéncia do processo inflamatorio.?
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Por um lado, a colonizagdo por patégenos e um desequilibrio na microbiota pode levar a
uma resposta imune crénica e consequente inflamacgéo; por outro, uma quebra na barreira
imune, uma mucosa inflamada e uma obstrucdo dos dstios sinusais de drenagem podem

promover condicdes favoraveis para o crescimento bacteriano desordenado.®®)

Apesar de alguns estudos mostrarem resultados conflitantes, a maioria referente
ao microbioma em RSC aponta para uma disbiose significativa, ou desequilibrio da
comunidade microbiana, com reducdo na riqueza, alteracdo na composicéao e abundancia

dos microrganismos comensais. %

3.3 Microbioma na fibrose cistica

Em alguns estudos é sugerido que a diversidade do microbioma bacteriano nas
vias aéreas inferiores de pacientes com fibrose cistica esta relacionada com uma funcéo
pulmonar melhor quando comparada com pacientes com aumento da abundancia relativa
de um dnico microrganismo, como a P. aeruginosa.® E, a riqueza de uma amostra de via

aérea tem relacdo inversa com a gravidade de algumas doengas, inclusive a FC.(®)

Cox et al.“9 avaliaram 51 pacientes estaveis com FC, na Universidade da
Califérnia, Sdo Francisco, Estados Unidos. Os adultos coletaram escarro espontaneo (37
amostras) e nos pacientes pediatricos foi coletado swab de hipofaringe (26 amostras). O
microbioma foi avaliado por meio da tecnologia PhyloChip™. A maioria dos
representantes encontrados pertencia aos filos Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes
e Proteobacteria. O S. aureus foi detectado em 65% das amostras (61% das amostras de
adultos e 72% das amostras pediatricas) e a P. aeruginosa em 73% das amostras (91%
dos adultos e 39% dos pediatricos). Nesse estudo, pacientes mais velhos tinham
comunidades bacterianas com menor riqueza e menor diversidade, além de comunidades
com agrupamentos filogenéticos mais proximos uns dos outros, quando comparados aos
pacientes mais jovens. A P. aeruginosa e a Stenotrophomonas maltophilia eram mais
abundantes nos pacientes mais velhos. Ja o H. influenzae apresentava pico de abundancia

em pacientes mais jovens, quando a diversidade era maior.“?

Dos pacientes com FC submetidos a cirurgia endoscopica nasal, no Centro de

fibrose cistica em Copenhagen, 67% apresentaram cultura sinusal e pulmonar
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concordantes, além de 5% de pacientes em que foram encontrados patégenos tipicos de
FC na cultura sinusal, porém, ndo encontrados no pulméo, o que indica uma possivel
colonizacdo precoce dos seios paranasais ou um foco mais permanente desses

patogenos.®

Em estudo realizado na Universidade de Washington em Seattle, Estados Unidos,
publicado em 2012, foram avaliadas amostras de secrecdo lobar de pulmdes removidos
durante o transplante pulmonar de 10 pacientes com fibrose cistica, comparadas com
amostras de escarro e orofaringe coletadas horas antes do procedimento, por meio de
andlise do 16S rRNA. A microbiota da orofaringe era diferente da microbiota do pulméo
em muitos aspectos. Ela tinha um nivel maior de diversidade de microrganismos e as
espécies predominantes ndo eram as mesmas encontradas no pulmao, indicando que a
microbiota orofaringea ndo reflete a microbiota pulmonar nos pacientes estudados. Por
outro lado, as espécies predominantes no escarro eram as mais abundantes nos

pulmdes.“?

Fodor et al.#? avaliaram 23 pacientes adultos com FC durante uma exacerbacéo
pulmonar, ap6s tratamento com antibidticos e durante o periodo de estabilidade da
doenca, por meio da analise de escarro, utilizando 454 pirossequenciamentos. Apos 0
tratamento com antibiético de amplo espectro contra microrganismos gram-positivos e
gram-negativos os pacientes apresentaram melhora clinica, com aumento de VEF1 e
diminuicdo expressiva da contagem de leucécitos e do valor da Proteina C reativa.
Ocorreu, também, uma reducdo na contagem total de bactérias viaveis e quantidade de
copias de 16S rRNA no escarro. Nao houve diferenca na densidade bacteriana entre os
periodos do inicio da exacerbacdo e estabilidade. A maioria das sequencias pertencia aos
géneros Pseudomonas (38,5% das sequencias) e Burkholderia (21,1% das sequencias).
Os autores sugerem, também, que uma funcdo pulmonar ruim estéa associada a diversidade
baixa na comunidade bacteriana desses pacientes, sobretudo, no parametro riqueza.
Contudo, os autores ndo observaram associagao significativa entre a abundancia total de

bactérias e a queda na fungéo pulmonar.“?

Em outro estudo realizado no Hospital Universitario de Heidelberg, na
Alemanha,®® com o objetivo de avaliar a diferenca potencial na composicdo do
microbioma nasal, da orofaringe e do escarro de criancas com FC e doenca pulmonar

discreta a moderada, foram avaliados 20 pacientes com média de idade de 16 anos. O
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microbioma nasal foi o que mostrou maior diversidade entre os trés sitios analisados. A
Anélise das Principais Coordenadas (PCOA) mostrou que o microbioma nasal de criangas
clinicamente estaveis era facilmente diferenciado do microbioma da orofaringe e do
escarro. Essa diferenca era ainda maior, quando eram incluidas as amostras colhidas na
exacerbacdo. Nesse estudo, o0 microbioma da orofaringe e o do escarro mostraram relagédo
estreita entre si nas criancgas clinicamente estaveis, indicando a possibilidade de substituir
0 escarro pelo swab de orofaringe em criangas que nao sdo capazes de expectorar. Os
autores compararam 0s seus resultados com o estudo realizado por Fodor et al.*? em
adultos e sugeriram que a diversidade inicial do microbioma das vias aéreas inferiores de
criangas se reduz e evolui para uma selecdo de patdgenos respiratérios potenciais,

frequentemente associada com um declinio da funcdo pulmonar na idade adulta.

Foram analisados escarros de 269 pacientes com FC, entre eles 76 pediatricos, em
um estudo realizado na Universidade de Toronto, Canada, publicado em 2015. De todas
as sequéncias obtidas na extracao e amplificacdo do 16S rRNA, apenas dois géneros eram
responsaveis por metade das sequéncias; e 99% das sequéncias representavam, na
mediana, 20 e 13 géneros em criangas e adultos, respectivamente, ou seja, foi encontrada
uma diversidade maior nas criangcas do que nos adultos. Nesse estudo, um género
dominante - isto é, género com maior prevaléncia e com, pelo menos, o dobro da
abundancia do segundo mais prevalente - apareceu em 45% das amostras pediatricas e
em 57% das amostras de adultos. Em ordem decrescente de frequéncia os géneros
dominantes em criancas foram: Streptococcus, Haemophilus, Pseudomonas,
Staphylococcus e Achromobacter, e em adultos foram: Pseudomonas, Burkholderia,
Streptococcus, Haemophilus e Staphylococcus. A doenca avancada (VEF1 <40%) estava
associada com uma menor diversidade alfa em pacientes adultos. Em criangas essa
diferenca ndo foi estatisticamente significativa. Uma analise, com auxilio de regressdo
linear multivariada, mostrou que a funcdo pulmonar é influenciada negativamente pela
idade, pela quantidade de antibidticos usados no dia da coleta e pela presenca da
Pseudomonas como género dominante. A funcdo pulmonar € influenciada positivamente

pela diversidade.*®)

Paganin et al.® compararam pacientes portadores de FC com funcgdo pulmonar
estavel com aqueles com declinio substancial da funcdo pulmonar, utilizando métodos

dependentes e independentes de cultura, para avaliacdo da microbiota do escarro. Foram
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avaliados 78 pacientes em trés centros médicos na Italia. Ndo detectaram diferenca na
diversidade microbiana entre os pacientes estaveis e os com declinio da funcéo pulmonar.
N&o encontraram, ainda, diferenca estatisticamente significativa na diversidade do
microbioma do escarro de pacientes, quando divididos por gravidade da funcdo pulmonar,

de acordo com o VEF1.

Em estudo multicéntrico realizado na Suica, publicado em 2016, foi avaliado o
microbioma presente no swab nasal de 30 criangas com fibrose cistica comparado com o
de 47 criancgas saudaveis, ambos grupos em seu primeiro ano de vida. O efeito do uso de
antibidticos em pacientes com FC também foi avaliado. Foi observada uma divergéncia
significativa entre as amostras de criancas com FC e as saudaveis. As amostras
provenientes de criancas com FC se agrupavam de forma diferente das outras, sugerindo
que a desordem da comunidade microbiana j& é aparente no segundo més de vida. Em
pacientes com FC ocorre aumento significativo da familia Staphylococcaceae e
diminuicdo da familia Corynebacteriaceae. A investigacdo do efeito de antibi6ticos na
microbiota em pacientes enfermos mostrou mudancas persistentes, com um aumento
significativo inesperado da diversidade e aumento de Staphylococcus coagulase

negativo.“¥

Em estudo publicado em 2017, efetuado na Universidade de Auckland, Nova
Zelandia, foram avaliados 94 pacientes com RSC e 29 controles, mediante microbioma
extraido de swab de meato médio. Dos 94 pacientes com rinossinusite cronica, oito
tinham FC. Os autores observaram que ocorreu uma reducdo na diversidade da
comunidade bacteriana e aumento da carga bacteriana geral nos pacientes com
rinossinusite cronica, particularmente mais pronunciados nos pacientes com FC. Essas
diferencas, em relacdo ao grupo controle, foram mais caracteristicas do que a dominéncia

de uma bactéria especifica.“®

Outros estudos sugerem uma relacdo intima entre as bactérias isoladas nas vias
aéreas baixas e altas nos pacientes com FC, uma vez que 0S seios paranasais desses
individuos sdo frequentemente colonizados por bactérias gram-negativas patogénicas

associadas a essa doenga. G0 46:47)

Na literatura ndo ha consenso sobre a real participacdo da microbiota das vias

aereas superiores nas infec¢fes pulmonares dos pacientes portadores de fibrose cistica. A
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maioria dos estudos utiliza swab nasal ou swab de orofaringe para representar as vias
aéreas superiores. Além disso, existe uma caréncia de estudos que descrevam o

microbioma das vias aéreas de pacientes com FC no Brasil.
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4 PACIENTES E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissio de Etica para Anélise de Projetos
de Pesquisa (CAPPesq) no dia 16 de marco de 2016 (numero do parecer: 1.453.561;
Apéndice 1). Todos os pacientes incluidos no estudo concordaram em participar, leram e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice 2). Contou-se com
apoio financeiro da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP),

por meio do processo n° 2017/06652-0.

Trata-se de um estudo transversal exploratério, em que ndo houve calculo de

tamanho amostral.

Foram incluidos no estudo pacientes com 18 anos ou mais, com diagnéstico de
fibrose cistica comprovado por quadro clinico compativel e dosagem de cloro no suor,
superior a 60mEQ/L e/ou testes genéticos com identificacdo de pelo menos duas mutagdes

conhecidas.
Os critérios de exclusao foram:

e Exacerbacdo pulmonar nos altimos 30 dias, definida como uma mudanca
recente de pelo menos dois dos sete critérios:
o Mudanca na cor ou volume do escarro;
o Aumento da tosse;
o Piora do mal-estar, fadiga ou letargia;
o Anorexia ou perda ponderal,
o Queda de 10% ou mais no VEF1;
o Novas alteracdes radiologicas;
o Piora da dispneia.®
e Uso de antibidtico sistémico nas Gltimas 4 semanas, exceto aqueles de uso
continuo e profilatico;

e Transplante pulmonar prévio.

Foram recrutados 74 pacientes que frequentam o ambulatdrio de Fibrose Cistica

no setor de Pneumologia do Hospital das Clinicas da FMUSP. Quarenta e oito pacientes
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compareceram ao agendamento, entre abril de 2016 e junho de 2018. Foram excluidos da
amostra: dois pacientes que usaram antibiotico oral e/ou venoso, para o tratamento de
exacerbacdo, nas Ultimas quatro semanas; nove pacientes submetidos previamente a
transplante pulmonar, trés pacientes ndo concordaram a participar do estudo e dois
pacientes ndo atenderam aos critérios para o diagnostico para Fibrose Cistica. Seis
pacientes ndo conseguiram coletar o escarro. Durante a etapa de extragdo do DNA foram
perdidas amostras do meato médio de 10 pacientes. Tais amostras apresentaram qualidade
baixa e/ou quantidade de DNA insuficiente para andlise. Esses pacientes foram
convocados para nova coleta, porém, apenas um paciente compareceu (ndo foi possivel
contato telefénico com trés pacientes, dois foram excluidos pois haviam sido submetidos
a transplante pulmonar apds a primeira coleta, dois estavam tratando exacerbacéo, trés
ndo concordaram em participar do estudo novamente). Restaram 31 pacientes, isto €, 17
pacientes com Volume Expiratério Forcado no Primeiro segundo (VEF1)>50 e 14
pacientes com VEF1<40. Foi coletado um total de 22 amostras de meato médio e 26

amostras de escarro.

Os pacientes foram estratificados quanto aos parametros seguintes: funcao
pulmonar; achados endoscopicos; e, medicacdes em uso continuo. Para tanto, foram
submetidos a prova de funcdo pulmonar, endoscopia nasal com endoscépio rigido de 0°.
Além disso, responderam aos questionarios validados para lingua portuguesa
relacionados a sintomas nasossinusais, NOSE®“? (Anexo A), SNOT 20“® (Anexo B) e ao
questionario de qualidade de vida especifico para Fibrose Cistica (QFC-R 14+)®% (Anexo
C). A endoscopia nasal foi classificada de acordo com a classificagdo de Lund-
Kennedy®? (Anexo D).

4.1 Coleta das amostras

Foram coletadas amostras de swab de meato médio e escarro dos pacientes durante
visita de rotina ao ambulatério de Fibrose Cistica do setor de Pneumologia do HC-
FMUSP.

O swab utilizado na coleta foi o FLOQSwabs (COPAN Diagnostics, Inc.,

Murrieta, CA, Estados Unidos). Trata-se de swab especifico com cerdas que permitem
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coleta de maior quantidade de material genético e melhor liberacdo do mesmo para

andlise, quando comparado a um swab de algoddo comum.

Foi realizada assepsia do vestibulo com iodopolividona tépica. Néo foi utilizado
nenhum tipo de anestésico tdpico ou vasoconstritor. O swab era protegido por uma sonda
para evitar o contato com o vestibulo nasal e diminuir a contaminacéo da amostra. Sob
visualizacdo com endoscopio rigido de 4mm e 0° acoplado a um sistema de video, o0 swab
encapado por uma sonda estéril de aspiracdo traqueal nimero 12 foi levado até o meato
médio. J& no meato médio, o swab foi desencapado para coleta da amostra, com, pelo
menos, trés rotacdes completas dentro do meato. Apds esse procedimento, o swab foi
encapado novamente e retirado do nariz. Para a coleta, foi escolhida a fossa nasal mais
ampla e que oferecia maior facilidade para chegar ao meato médio, de acordo com o0s
parametros anatémicos visualizados na endoscopia nasal prévia. Todas as coletas de
meato médio foram realizadas pelo mesmo examinador, excecdo feita ao paciente que foi

submetido a uma segunda coleta, realizada por outro examinador.

Imediatamente apds a coleta, a ponta do swab foi desencapada novamente e
cortada com uma tesoura estéril, acomodada em um criotubo estéril, livre de DNAase e

RNAase, tampado e colocado em um cooler com gelo.

As amostras de escarro foram coletadas pelos proprios pacientes em frasco estéril.
Cerca de 1,5mL da amostra foram aspirados com seringa estéril e transferidos para o

criotubo, e também colocados no cooler com gelo.

Em até 2 horas, as amostras foram levadas para armazenamento a uma
temperatura de -80°C, no freezer do Laboratério de Investigacdo Médica (LIM) do
Departamento de Otorrinolaringologia, da FMUSP. Posteriormente foram encaminhadas
ao Laboratério de Biologia Molecular do Hospital Universitario da USP, onde foram
realizados: extracdo do DNA; amplificacdo por PCR; e, sequenciamento de nova geracao,

para identificagdo do microbioma.
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4.2 Extragéo de DNA Bacteriano

O DNA total das amostras coletadas foi extraido com o kit QiaAmp DNA Blood
(Quiagen) e armazenado a -20°C até 0 momento da andlise. As amostras de escarro
precisaram ser tratadas com uma solugdo de Dithiothreitol (DTT - sputolisina) a 0,1%

antes da etapa de extracdo do DNA.©®% 53

Para uma anélise global da composicao de bactérias presentes no meato médio e
no escarro dos pacientes, o DNA extraido das amostras foi utilizado nas reagdes de
sequenciamento, capazes de identificar corretamente 0s membros de uma comunidade
microbiana.?” Foi avaliada a regido V3 e V4 do 16S rRNA para identificacdo dos

microrganismos.

4.3 Sequenciamento de Nova Geracao

Apos a extracdo de DNA, a caracterizagdo da microbiota foi realizada pela
amplificacdo dos dominios V3 e V4 do segmento 16S ribossémico bacteriano com
metodologia de sequenciamento por High-throughput MiSeq® (Illumina). Os primers
utilizados para a amplificacdo do gene 16S rRNA foram previamente descritos por
Klindworth et al.®¥. O comprimento total de sequéncias iniciadoras, utilizando a
nomenclatura de nucleétidos IUPAC padrao, para seguir o protocolo para esta regido séo:

- 16S Forward Primer 5' - TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCC
TACGGGNGGCWGCAG

- 16S Reverse Primer 5' - GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGG
ACTACHVGGGTATCTAATCC

Todos os procedimentos foram feitos conforme o protocolo do fabricante

(Illumina - 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation).®®
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4.4 Amplificagdo de sequéncias-alvo

Para a amplificacdo das sequencias-alvo, foram utilizados 2,5uL de DNA
microbiano (5ng/mL), 5uL de Amplicon PCR Forward Primer (1uM), 5puL de Amplicon
PCR Reverse Primer (1uM) e 12,5uL de 2x KAPA HiFi Hot Start Ready Mix, obtendo-
se um volume total de 25uL. Foi realizada ativacdo da enzima a 95°C por 3min, em
seguida 25 ciclos de desnaturacéo a 95°C por 30s, anelamento a 55°C por 30s, extensdo
a 72°C por 30s, a 72°C por 5min, e, finalmente, a enzima foi mantida a 4°C. O

aquecimento/esfriamento foi efetuado em termociclador.

Foi utilizado 1uL do produto para eletroforese em gel de agarose a 1%, com o
objetivo de verificar se 0 PCR amplificou até o tamanho esperado, apos a utilizacdo dos
pares de primer VV3/VV4 no protocolo (~412 pares de base), além de avaliar a qualidade do
DNA.

4.5 Purificacéo dos produtos da PCR

A purificacdo do produto da amplificacdo da regido 16S rRNA V3 e V4 de primers
e outros artefatos de PCR (primer dimers) foi feita com o sistema AMPure XP (Beckman
Coulter Agencourt Beads). Foram adicionados 20uL de esferas AMPure XP em cada poco
da placa de PCR com uma pipeta multicanal. A placa foi incubada em temperatura

ambiente por 5min e colocada em uma estante magnética por 2min.

O sobrenadante foi, entdo, removido e descartado. Em cada poco foram
adicionados 200uL de etanol a 80% para lavar as esferas. A placa permaneceu incubada
no suporte magnetico por 30s e o sobrenadante foi cuidadosamente removido. A lavagem
com etanol foi repetida. Com a placa ainda no suporte magnético, as esferas ficaram

secando ao ar ambiente por 10min.

Em seguida, a placa foi retirada do suporte magnetico, e, com uma pipeta
multicanal, adicionou-se 52,5uL de Tris 10mM (pH8,5) em cada pogo da placa. Apds

ressuspender, a placa foi incubada em temperatura ambiente por 2min, e entdo colocada



25

novamente na estante magnética por mais 2min. Finalmente, 50uL do sobrenadante
foram, cuidadosamente, transferidos para uma nova purificagéo de PCR.

4.6 Reacdo de PCR para anexar os adaptadores

Para anexar dois indices e adaptadores de sequenciamento (lllumina Nextera XT
Index), foram utilizados 5uL de cada poco da placa obtida na etapa anterior, e transferidos
para uma nova placa de PCR. Nessa nova placa, foram adicionados 5puL do Index Primer
1 (N7xx), 5L do Index Primer 2 (S5xx), 25uL de 2x KAPA HiFi Hot Start Ready Mix e
10puL de agua para PCR. A reagdo foi realizada nas condi¢des seguintes: ativacdo da
enzima a 95°C por 3min, seguidos de oito ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30s,

anelamento a 55°C por 30s, extensdo a 72°C por 30s, 72°C por 5min e mantidos a 4°C.

4.7 Purificacéo da biblioteca final

Nesta etapa utiliza-se esferas do sistema AMPure XP (Beckman Coulter

Agencourt Beads) para purificar a biblioteca final antes da quantificacao.

Com uma pipeta multicanal, foram adicionados 56puL das esferas AMPure XP na
placa de PCR proveniente da etapa anterior. Apds a homogeneizacdo, a placa foi incubada
em temperatura ambiente por 5min. Entéo, a placa foi colocada em uma estante magnética

por 2min, ou até que o sobrenadante estivesse limpo.

Com a placa no suporte magnético, o sobrenadante foi removido e descartado.
Foram, entdo, adicionados 200uL de etanol a 80% em cada pogo para lavar as esferas; a
placa permaneceu incubada no suporte magnético por 30s, e, em seguida, o sobrenadante
foi cuidadosamente removido. A lavagem com etanol foi repetida posteriormente. Com a
placa ainda no suporte magnetico, as esferas ficaram secando ao ar por 10min. Em
seguida, a placa foi retirada da estante magnética, e foram adicionados 27,5ul de Tris
10mM (pH8,5) em cada poco da placa. Apds suspender novamente, a placa foi incubada

em temperatura ambiente por 2min, e entdo colocada novamente na estante magnética
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por 2min, ou até que o sobrenadante estivesse limpo. Finalmente, cuidadosamente foram

transferidos 25uL do sobrenadante para uma nova placa de PCR.

4.8 Preparo do pool equimolar das bibliotecas amplificadas

O agrupamento das amostras em quantidades equimolares permite a total
cobertura das regides-alvo. A quantificacdo das amostras foi realizada no equipamento
Qubit® 2.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific), que mede a fluorescéncia especifica
do alvo. Em seguida, calculou-se a concentracdo de DNA em unidades nM, e diluiu-se a
biblioteca final concentrada usando Tris 10mM (pH8,5) para a concentracdo de 4nM.
Entdo, aliquotou-se SulL do DNA diluido de cada biblioteca e misturou-se as aliquotas

para criar um “pool” de bibliotecas com indices unicos de todas as amostras.

As bibliotecas agrupadas foram desnaturadas com hidréxido de sodio, diluidas
com tampdo de hibridizacdo a uma concentragdo final de 15pM, e, em seguida,
desnaturadas em temperatura de 96°C antes do sequenciamento MiSeq. A corrida incluiu
20% de PhiX para servir como um controle interno para essas bibliotecas de diversidade

baixa.

Posteriormente, o “pool” das bibliotecas foi encaminhado para sequenciamento

no equipamento Illumina® Miseq, utilizando o kit MiSeq Reagent Kit v2 (500 ciclos).

4.9 Processamento das sequencias obtidas por bioinformatica

Apos a obtencdo das sequéncias, foi feita a demultiplexacdo das amostras de
acordo com as sequéncias dos barcodes. As sequéncias obtidas foram comparadas com
as presentes em um banco de dados de sequéncias conhecidas de 16S e, por comparacao,

foram identificados os géneros a que pertencem.
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4.10 Analise dos resultados

Os resultados obtidos pela metodologia de sequenciamento por high throughput
oferecem uma visdo panoramica da composi¢cdo predominante da microbiota do meato

médio e do escarro dos pacientes incluidos no estudo.

Foi utilizado um conjunto de ferramentas disponiveis no software QIIME v.1.9.1
(Quantitative Insights Into Microbial Ecology)®” para analise da comunidade
microbiana, incluindo filtro de qualidade das sequéncias, agrupamento em Unidades
Taxondmicas Operacionais (OTU), atribui¢do taxondmica, medida das diversidades alfa

e beta. @

Por meio de recursos de bioinformatica, as sequéncias obtidas a partir da extracdo
do material genético sdo agrupadas em OTU de acordo com o grau de semelhanca. As
OTUs sdo grupos de sequéncias de 16S rRNA com pelo menos 97% de similaridade,
usadas para definir determinada unidade taxonémica (género/espécie)®?® 5®: essas OTUs
foram comparadas ao banco de dados Silva versdo 128 ©9, para identificacdo das
bactérias. Esses dados sdo plotados em uma tabela e, para descricdo da composicdo do
microbioma, foram utilizados alguns parametros: Diversidade alfa e beta, indice de
Shannon, Indice de riqueza Chaol, curvas de rarefacdo, Analise de Coordenadas
Principais (PCoA).€Y

A diversidade alfa avalia a composicdo de microrganismos em cada amostra, por
meio do Shannon index, que possibilita determinar quais e quantos tipos de
microrganismos existem nos sitios avaliados.®Y O indice de riqueza Chao 1 avalia a
riqueza da amostra, ou seja, a quantidade de espécies ou géneros identificados em cada
amostra, sem levar em considerac&o a abundancia relativa de cada uma delas.®? O indice

de Simpson avalia a dominancia.(®®

A diversidade beta possibilita comparar a composi¢do do microbioma de pacientes
de dois grupos distintos, por meio do teste UniFrac, que avalia estatisticamente as
diferengas na estrutura da comunidade bacteriana entre os pontos de analise, e permite

identificar as linhagens com histéria evolutiva em comum. 4 )

A Anélise das Principais Coordenadas (PCoA) é uma representagdo gréfica, que

permite a analise de um dado multidimensional projetado em um plano bidimensional. E
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usada para avaliacdo das diferencas entre as amostras dos grupos. Esse teste pode ser
aplicado quando as relagdes entre as variaveis ndo séo lineares. As varidveis sdo plotadas
em um gréafico e avaliadas semelhancas e diferencas entre as comunidades de bactérias

de diferentes individuos e/ou grupos de individuos.

4.11 Anélise estatistica

4.11.1 Andlise estatistica das caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes

As variaveis continuas foram descritas como médias e seus respectivos desvios-
padrdo (DP) e as categdricas em porcentagens. Ap6s a verificacdo da normalidade pelo
teste de Shapiro-Wilk, a idade, os escores de Lund-Kennedy, as pontua¢es do SNOT-20
e do NOSE foram comparadas entre os grupos pelo teste ndo-paramétrico de Wilcoxon-
Mann-Whitney. As comparac@es entre as diferentes proporcdes de género, uso de alfa
dornase e antibidticos foram realizadas pelo teste Exato de Fisher, considerando o
resultado estatisticamente significativo quando p<0,05.

4.11.2 Andlise estatistica do microbioma

A anélise estatistica foi realizada com auxilio do programa SPSS versdo 22. O
teste utilizado foi o modelo linear generalizado (GLzM), no qual foi avaliado o efeito das
variaveis independentes (grupos) sobre as varidveis dependentes (indices de alfa
diversidade e filos e géneros bacterianos). Para os indices de alfa diversidade foi utilizada
a distribuicdo gama e para os filos e géneros bacterianos foi utilizada a distribuicéo linear.
Os indices de alfa diversidade analisados foram: Chaol para estimar a riqueza e Shannon
e Simpson para estimar a diversidade. O software Microbiome Analyst ©® foi utilizado
para observar as diferencas na beta diversidade entre os tipos de amostra, gravidade da
doenca, uso de dornase alfa, uso de antibidtico inalatorio e uso de antibidtico oral
profilatico. O teste PERMANOVA foi realizado para cada variavel utilizando as
distancias UniFrac ponderadas e ndo ponderadas. Para cada varidvel, foram feitas 999

permutacOes. Para todas as analises, o nivel de significancia considerado foi p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo do Grupo amostral

No presente estudo foram incluidos 31 pacientes. Dezessete pacientes com
Volume Expiratorio Forcado no primeiro segundo (VEF1) > 50 (doenca pulmonar
discreta/moderada) e 14 com VEF1 < 40 (doenca pulmonar grave). Dos 31 pacientes
foram coletadas, no total, 22 amostras de meato medio e 26 de escarro.

Conforme a Tabela 1, os grupos ndo variaram com relacdo a idade, género, escores
nos questionarios de Lund-Kennedy, SNOT-20 e NOSE (p>0,05). Houve uma tendéncia
de maior uso de dornase alfa no grupo com doenga pulmonar grave, porém nao era
estatisticamente significativo (p=0,27). Ndo houve diferenca entre 0s grupos quanto ao
uso de antibidtico oral profilatico (Azitromicina, 3 vezes por semana). O grupo com
doenca pulmonar grave estava utilizando, proporcionalmente, mais antibiético inalatorio

(Tobramicina ou Colistina) (p<0,01).



31

Tabela 1. Caracteristicas demogréficas e clinicas dos pacientes dos dois grupos com
diferentes estagios da doenca.

T ifiis  veriear P
Sujeitos (n) 31 17 14 -
Idade (média, DP) 30,2 (14,8) 29,5(14,8) 31,1(154) 0,33
Género (m=masculino, f=feminino) 13m, 18 f 8m,9f 5m,9f 0,7
Dornase alfa 58,1% 47,1% 71,4% 0,27
Antibidtico inalatério 41,9% 17,6% 71,4% <0,01
Antibi6tico oral 71,0% 64,7% 78,6% 0,46
Lund-Kennedy** 3,9 4,0 (2,6) 3,9 (3,1 0,95
SNOT-20*** 31,6 32,0 (21,3) 31,6 (17,2) 0,98
NOSE**** 7,0 7,1(6,1) 7,2 (5,4) 0,87

p* valor-p baseado nos testes de Wilcoxon-Mann-Whitney e Exato de Fisher; ** Classificacdo endoscopica
de Lund-Kennedy; *** Sino-Nasal Outcome Test-20; **** Nose Obstruction Symptom Evaluation.

5.2 Caracterizagdo do Microbioma

5.2.1 Abundancia Relativa — Filos e Géneros bacterianos

5.2.1.1 Por tipo de amostra

A abundancia relativa dos filos das amostras de meato médio e escarro pode ser

observada na Tabela 2 e Figura 1.

Os filos bacterianos mais abundantes nas amostras de meato médio e escarro
podem ser observados na Figura 1. Com relagdo as amostras de meato médio, o filo mais
abundante observado foi Firmicutes (51,47%), seguido por Proteobacteria (28,40%) e
Actinobacteria (13,10%); nas amostras de escarro, o principal filo observado foi
Proteobacteria (59,10%), seguido de Firmicutes (20,68%) e Bacterioidetes (13,00%).
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Tabela 2. Abundéancia relativa dos principais filos nas amostras de meato médio e escarro.

Microbiota (Filos) Meato Médio Escarro
(%0) (%0)
Firmicutes 51,47 20,68
Bacteroidetes 4,00 13,00
Proteobacteria 28,40 59,10
Actinobacteria 13,10 0,90
Fusobacteria 1,60 4,80
Outros 1,43 1,52
100m II HET 1L I I

;\: 807 I Bl Outros
-g Bl Firmicutes
< 607
x [ Fusobacteria
8
5 407 I Bacteroidetes
'2 20 Bl Actinobacteria

Bl pProteobacteria

]
Y

Meato M édio

I
Escarro

Figura 1. Principais filos encontrados nas amostras de meato médio e escarro em cada paciente

A abundancia relativa dos géneros das amostras de meato médio e escarro pode

ser observada nas Figuras 2 e 3, e Tabela 3.

Na Figura 2, sdo ressaltados os resultados individuais para os pacientes, referentes

as amostras clinicas estudadas. Nota-se uma diferenca no perfil microbiano entre os

materiais coletados, com uma prevaléncia de Streptococcus e Staphylococcus e nas

amostras de meato médio, e Pseudomonas e Prevotella nas amostras de escarro. Quando

comparadas as médias de cada género entre as amostras de meato médio e escarro, 0s
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principais géneros encontrados foram Streptococcus (22,30%), Staphylococcus (20,90%),
Corynebacterium (8,60%) e Pseudomonas (6,88%) no meato médio, e Pseudomonas
(44,10%), Haemophilus (11,22%), Veillonella (6,85%) e Prevotella (6,40%) nas amostras

de escarro (Tabela 3 e Figura 3).

100 l
80 ||
60 ]

Y

Abundiincia Relativa (%)

0 \
)
Meato Medio Escarro
mm Outros mm Neisseria mm Staphylococcus
mm Stenotrophomonas M Buwkholderia Paraburkholderia mm Gemella
mm Corynebacterium Fusobacterium mm Prevotella
e Moraxella Em Vellonella mm Porphyromonas
mm Haemophilus o Streptococcus Bl Psendomonas

Figura 2. Principais géneros bacterianos encontrados nas amostras de meato médio e escarro, em cada
paciente
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Figura 3. Média dos principais géneros bacterianos encontrados por sitio de coleta

Tabela 3. Abundancia relativa dos principais géneros nas amostras de meato médio e

escarro.
Microbiota (Géneros) Meato Médio Escarro
(%) (%)
Pseudomonas 6,88 44,10
Porphyromonas 0,22 1,30
Prevotella 1,72 6,40
Gemella 0,93 1,12
Staphylococcus 20,90 3,90
Streptococcus 22,30 5,60
Veillonella 2,04 6,85
Fusobacterium 1,07 3,50
Burkholderia_Paraburkholderia 0,20 4,30
Neisseria 0,60 3,30
Haemophilus 5,2 11,22
Moraxella 5,02 0,01
Corynebacterium 8,60 0,01
Stenotrophomonas 2,00 0,43
Outros 22,32 7,96
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5.2.1.2 Por fungéo pulmonar (Gravidade da doenca pulmonar)

Os filos e géneros bacterianos foram avaliados estatisticamente em cada tipo de
amostra, para cada grupo dividido pela gravidade da doenca pulmonar de acordo com
VEF1 (VEF1 >50%: grupo 1 — doenga pulmonar discreta a moderada; ¢ VEF1 <40%:
grupo 2 — doenga pulmonar grave) nos pacientes com fibrose cistica. Os resultados da
analise dos filos principais das amostras de meato médio podem ser observados na Tabela
4,

Ao avaliar as amostras de meato médio, constatou-se que 0s pacientes no grupo
com doenca pulmonar considerada grave apresentaram maior proporcdo do filo
Firmicutes (47,46 x 57,24; p=0,47) e menor proporc¢do dos filos Proteobacteria (30,61 x
25,11; p=0,69), Actinobacteria (14,74 x 10,80; p=0,47), Bacteroidetes (4,31 x 3,53;
p=0,71) e Fusobacteria (2,00 x 1,07; p=0,41) em compara¢do com 0 grupo com gravidade
da doenca pulmonar discreta a moderada, porém nenhum dos resultados alcancou

significancia estatistica.

Tabela 4. Abundancia relativa dos filos principais nas amostras de meato médio de

acordo com a gravidade da doenca pulmonar.

. . . Gravidade da doenca pulmonar a
Microbiota (Filo) Discreta a moderada | Grave P
Min.-Max. 2,0-98,5 5,7-99,9
Firmicutes Média 47,46 57,24 0,47
Desvio Padrao 32,50 33,18
Min.-Max. 0-13,6 0-18,1
Bacteroidetes Média 4,31 3,53 0,71
Desvio Padrdo 4,48 6,09
Min.-Max. 0,4-96,2 0-88.9
Proteobacteria Média 30,61 25,11 0,69
Desvio Padrao 38,06 28,14
Min.-Max. 0.1-43,8 0.1-31,0
Actinobacteria Média 14,74 10,8 0,47
Desvio Padrao 15,21 9,9
Min.-Max. 0-111 0-17.3
Fusobacteria Média 2,0 1,07 0,41
Desvio Padréo 3,31 1,65

p®valor-p Modelo Linear Generalizado (GLzM) — Significante quando p<0,05.
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Os resultados da anélise dos géneros mais abundantes nas amostras de meato
médio podem ser observados na Tabela 5 e Figuras 4 e 5.

Observa-se que o meato medio dos pacientes no grupo com funcdo pulmonar
considerada grave apresentaram maior propor¢do na abundancia dos géneros
Staphylococcus (19,76 x 22,48; p=0,81), Streptococcus (18,46 x 27,91; p=0,47) e
Stenotrophomonas (0,007 x 4,95; p=0,14), enquanto que apresentaram menor propor¢do
dos géneros Pseudomonas (8,24 x 6,91; p=0,76), Haemophilus (8,00 x 1,18; p=0,39) e
Corynebacterium (10,00 x 6,65; p=0,46) em comparagdo com o grupo com gravidade da
funcdo pulmonar discreta & moderada, porém nenhum dos resultados apresentou
significancia estatistica. Esses resultados foram obtidos com as médias de abundancia
relativa dos géneros encontrados em cada grupo (Tabela 5). Porém, quando foi avaliada
a abundancia relativa dos géneros em cada individuo, foi notado um outro perfil de
microbioma (Figura 5). Os géneros Staphylococcus e Streptococcus estdo presentes em
ambos 0s grupos, com abundancias semelhantes. No grupo de funcdo pulmonar discreta
a moderada, apenas um paciente apresentou colonizacéo por Pseudomonas, mas em uma
abundancia maior que 90%. No grupo grave, cinco pacientes apresentaram o género

Pseudomonas como colonizador, mas menos abundante.
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Tabela 5. Abundancia relativa dos principais géneros nas amostras de meato médio de

acordo com a gravidade da doenga pulmonar.

Gravidade da doenca pulmonar

. . . a
Microbiota (Géneros) Discreta a moderada | Grave P
Min.-Max. 0-95,3 0-31,7
Pseudomonas Média 8,24 6,91 0,76
Desvio Padréo 26,22 11,18
Min.-Max. 0-20 0-0,2
Porphyromonas Media 0,31 0,04 0,16
Desvio Padrdo 0,68 0,07
Min.-Max. 0-5,7 0-12,8
Prevotella Média 1,51 1,66 0,70
Desvio Padrao 1,85 4,18
Min.-Max. 0-3,90 0-3,0
Gemella Média 0,9 0,88 0,98
Desvio Padrao 1,22 1,12
Min.-Max. 0-76,3 0,1- 85,4
Staphylococcus Média 19,76 22,48 0,81
Desvio Padrao 25,13 32,42
Min.-Max. 0-98,3 0,5-99,5
Streptococcus Média 18,46 27,91 0,47
Desvio Padrao 26,35 39,45
Min.-Max. 0-6,0 0-148
Veillonella Média 1,59 2,36 0,57
Desvio Padrdo 1,80 4,77
Min.-Max. 0-8,40 0-3,70
Fusobacterium Média 1,13 0,76 0,65
Desvio Padrao 2,40 1,31
. Min.-Max. 0-0,1 0-2,30
Desvio Padrao 0,02 0,74
Min.-Max. 0-4,40 0-2,32
Neisseria Média 0,66 0,46 0,65
Desvio Padrao 1,20 0,72
Min.-Max. 0-90,2 0-5,20
Haemophilus Média 8,0 1,18 0,39
Desvio Padrao 24,74 1,75
Min.-Max. 0-95,8 0-4,0
Moraxella Média 7,36 0,51 0,42
Desvio Padrao 26,57 1,32
Min.-Max. 0,1-34,8 0-249
Corynebacterium Média 10,0 6,65 0,46
Desvio Padrao 12,61 8,58
Min.-Max. 0-0,1 0-395
Stenotrophomonas Média 0,007 4,95 0,14
Desvio Padrao 0,02 13,03

p?valor-p Modelo Linear Generalizado (GLzM) — Significante quando p<0,05
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Os resultados da analise dos principais filos das amostras de escarro podem ser

observados na Tabela 6 e na Figura 6.

Constata-se que o0 escarro dos pacientes no grupo com funcdo pulmonar

considerada ‘Grave’ apresentaram maior propor¢do do filo Firmicutes (16,88 x 24,40;
p=0,39), Bacteroidetes (9,07 x 16,92; p=0,18), Actinobacteria (0,51 x 1,31; p=0,06) e
Fusobacteria (1,80 x 7,83; p=0,08) e menor proporcao de Proteobacteria (70,49 x 47,76;

p=0,08) em comparagdo com o grupo com gravidade da fun¢do pulmonar ‘Discreta a

moderada’, porém, nenhum dos resultados apresentou significancia estatistica.

Tabela 6. Abundancia relativa dos principais filos nas amostras de escarro de acordo com

a gravidade da doenca pulmonar.

Microbiota (Filos)

Gravidade da doenga pulmonar

Discreta a moderada | Grave p?
Min.-Max. 0,70 -58,60 0,2 -75,40
Firmicutes Média 16,88 24,40 0,39
Desvio Padréo 20,86 25,45
Min.-Max. 0,1-34,20 0,5-64,5
Bacteroidetes Média 9,07 16,92 0,18
Desvio Padrdo 10,69 19,39
Min.-Max. 16,2 - 98,6 2,5-98.4
Proteobacteria Média 70,49 47,76 0,08
Desvio Padrdo 30,77 39,33
Min.-Max. 0-19 0-4,10
Actinobacteria Média 0,51 1,31 0,06
Desvio Padrao 0,60 1,53
Min.-Max. 0-8,30 0-42,8
Fusobacteria Média 1,80 7,83 0,08
Desvio Padréo 2,59 12,73

p?valor-p Modelo Linear Generalizado (GLzM) — Significante quando p<0,05
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Figura 6. Filos bacterianos nas amostras de escarro de acordo com a gravidade da doenga pulmonar

Os resultados da andlise dos géneros mais abundantes nas amostras de escarro
podem ser observados na Tabela 7 e Figuras 7 e 8.

O escarro dos pacientes no grupo com funcdo pulmonar considerada ‘Grave’
apresentou maior propor¢do na abundancia dos géneros Pseudomonas (33,72 x 40,90;
p=0,63), Prevotella (6,30 x 12,90; p=0,18), Streptococcus (5,04 x 7,06; p=0,54) e
Veillonella (5,50 x 10,20; p=0,20, enquanto que apresentaram menor propor¢do dos
géneros Haemophilus (17,13 x 2,25; p=0,05) Neisseria (3,80 x 2,06; p=0,26) e
Burkholderia-Paraburkholderia (14,36 x 0,07; p=0,12) em compara¢do com 0 grupo com
gravidade da fun¢@o pulmonar ‘Discreta a moderada’, em que a diferenca do género
Haemophilus foi estatisticamente significativa. Na analise do escarro, a comparacao dos
resultados das médias dos géneros bacterianos de cada grupo (Tabela 7) foi semelhante
ao perfil encontrado na anélise individual (Figura 8), com aumento de abundéncia de
Pseudomonas nos pacientes com funcdo pulmonar grave, bem como aumento nas

abundancias relativas de Prevotella, Veillonella e Fusobacterium.
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Tabela 7. Abundancia relativa dos principais géneros nas amostras de escarro de acordo

com a gravidade da doenca pulmonar.

Gravidade da doenca pulmonar

- . a a
Microbiota (Generos) Discreta a moderada Grave P
Min.-Max. 0-96,7 0-98,2
Pseudomonas Média 33,72 40,90 0,63
Desvio Padrao 39,21 42,06
Min.-Max. 0-2,0 0-11,10
Porphyromonas Média 1,03 2,13 0,31
Desvio Padrao 1,87 3,60
Min.-Max. 0,1-20,4 0,5-62,6
Prevotella Média 6,30 12,9 0,18
Desvio Padrao 7,17 17,12
Min.-Max. 0-4,70 0-5,90
Gemella Média 0,72 1,51 0,20
Desvio Padrao 1,29 1,96
Min.-Max. 0-26,10 0-24,20
Staphylococcus Média 3,60 3,10 0,85
Desvio Padrao 7,46 6,80
Min.-Max. 0,1-31,0 0-28,8
Streptococcus Média 5,04 7,06 0,54
Desvio Padrao 8,57 9,15
Min.-Max. 0,1-16,40 0-41,2
Veillonella Média 5,50 10,2 0,20
Desvio Padrao 5,86 12,57
Min.-Max. 0-7,30 0-42,7
Fusobacterium Média 14 7,06 0,10
Desvio Padrao 2,24 12,87
. Min.-Max. 0-94,0 0-1,0
Desvio Padrao 34,92 0,27
Min.-Max. 0-13,60 0-9,50
Neisseria Média 3,80 2,06 0,26
Desvio Padrao 4,98 3,07
Min.-Max. 0,1-95,8 0,1-8,20
Haemophilus Média 17,13 2,25 0,050*
Desvio Padrao 28,37 2,49
Min.-Max. 0-0 0-01
Moraxella Média 0 0,01 0,12
Desvio Padrao 0 0,03
Min.-Max. 0-01 0-01
Corynebacterium Média 0,01 0,007 0,53
Desvio Padrao 0,03 0,02
Min.-Max. 0-0 0-10,60
Stenotrophomonas Média 0 0,86 0,26
Desvio Padrao 0 2,92

p?valor-p Modelo Linear Generalizado (GLzM) — Significante quando p < 0,05; *Significdncia confirmada

com pos-teste de Sidak
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Figura 8. Principais géneros bacterianos encontrados nas amostras de escarro de acordo com a gravidade
da doenga pulmonar em cada paciente
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Foram comparados os resultados de abundancia relativa dos géneros bacterianos
entre as amostras pareadas de cada paciente, de acordo com a funcdo pulmonar (Figura
9). Pode-se observar que as amostras de meato médio e escarro dos pacientes que foram
classificados com funcdo pulmonar discreta a moderada compartilham alguns géneros
bacterianos, principalmente Streptococcus, Staphylococcus e Prevotella. Desses
pacientes, apenas dois (#3 e #11) apresentam uma microbiota bem distinta entre os dois
sitios estudados. Nao foram encontrados dados clinicos que pudessem ser relacionados

com esses achados.

Nas amostras dos pacientes com fungdo pulmonar grave, constatou-se o contréario.
Os pacientes apresentam um perfil bem distinto de abundancia relativa quando
comparados os dois sitios estudados, com maior prevaléncia de Staphylococcus nas
amostras de meato médio e Pseudomonas nas amostras de escarro. Nesse caso, apenas
um paciente (#32) possuia uma similaridade relativa nos perfis de microbioma entre as
amostras. Nas informac0es clinicas, esse paciente apesentou scores de SNOT 20 e NOSE
mais elevados, além pontuacdo mais baixa do quesito respiratorio do CFQ-R, entre o
grupo com funcdo pulmonar grave, ou seja, era 0 mais sintomatico do ponto de vista
nasossinusal e apresentava pior score no dominio relacionado ao sistema respiratério

avaliado no questionéario de qualidade de vida.
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Figura 9. Principais géneros bacterianos observados nas amostras de meato médio e escarro dos pacientes
com funcdo pulmonar discreta/moderada e grave. (#nimero de identificacdo de cada paciente;
MM: Amostras de meato médio; S: amostras de escarro)

5.2.2 Anélise das diversidades (alfa e beta diversidade)
5.2.2.1 Alfa Diversidade — indices de Shannon, Simpson e Chaol

A diversidade (indice de Shannon e Simpson) e riqueza (estimativa de riqueza de
Chaol) foram observadas nas amostras de meato médio e escarro de acordo com a
gravidade da funcdo pulmonar, dividida entre discreta a moderada (VEF1 >50%) e grave
(VEF1 <40%). Os resultados da alfa diversidade das amostras de meato médio podem ser

observados na Tabela 8 e Figura 10.

O meato médio dos pacientes no grupo com doenca pulmonar considerada grave
apresentaram valores mais elevados nos indices de Shannon, Simpson e Chaol, ou seja,

apresentaram maior diversidade e riqueza em compara¢do com o grupo com doenca
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pulmonar discreta & moderada, porém, nenhum dos resultados apresentou significancia

estatistica.

Tabela 8. Alfa diversidade de acordo com a gravidade da doenca pulmonar nas amostras

de meato médio.

Diversidade Riqueza
Microbiota - Meato médio indice de indice de Chaol
Shannon Simpson
Discreta a Min.-Max. 0,76 — 4,65 0,23-0,97 124,75—-2747,89
moderada Média (Desvio Padrao) 3,12 (1,41) 0,73 (0,27) 1063,64 (851,89)
G Min.-Max. 1,90 -4,33 0,47 - 0,97 436,53— 2325,22
rave

Média (Desvio Padréo) 3,27 (0,90) 0,79 (0,18) 1280,04 (689,55)

p? 0,81 0,63 0,54

p? valor-p Modelo Linear Generalizado (GLzM) — Significante quando p < 0,05
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Figura 10. Alfa diversidade nas amostras de meato médio de acordo com a gravidade da doenca pulmonar
(azul: discreta a moderada; verde: grave): a) indices de Chaol, b) Simpson e ¢) Shannon

Os resultados dos indices de alfa diversidade das amostras de escarro podem ser

observados na Tabela 9 e Figura 11.

O escarro dos pacientes no grupo com funcdo pulmonar considerada grave

apresentou valores mais elevados nos indices de Shannon, Simpson e Chaol em
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comparagao com o grupo com gravidade da funcdo pulmonar discreta a moderada, porém

nenhum dos resultados apresentou significancia estatistica.

Tabela 9. Alfa diversidade de acordo com a gravidade da doenca pulmonar nas amostras

de escarro.
Diversidade Riqueza
Microbiota — Escarro indice de indice de Chaol
Shannon Simpson

Discreta a Min.-Max. 1,23-5,13 0,32 -0,97 696,8 — 3588
moderada Média (Desvio Padréo) 3,24 (1,16) 0,76 (0,19) 2060 (850,7)
Grave Min.-Max. 2,60-5,31 0,67 -0,98 1197 - 6381

Meédia (Desvio Padréo) 3,70 (0,92) 0,85 (0,11) 2595 (1454)

0,27 0,14 0,19

pa

p?valor —p Modelo Linear Generalizado (GLzM) — Significante quando p < 0,05
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Figura 11. Alfa diversidade nas amostras de escarro de acordo com a gravidade da doenca pulmonar (azul:
discreta a moderada; verde: grave): a) indices de Chaol, b) Simpson e ¢) Shannon

5.2.2.2 Beta diversidade — ponderada (Weighted) e ndo ponderada (Unweighted)

Para observar as diferencas com relacdo a beta diversidade, foi construido o

gréfico de anélise de coordenadas principais (PCoA) baseado nas matrizes de distancia

Unifrac ponderada e ndo ponderada. Essas matrizes séo formas de representar os desenhos

de estrutura de comunidade, mostrando como essas comunidades se comportam em

diferentes condigcbes. As coordenadas de analise principais foram representadas pelos
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eixos 1 e 2 em cada figura, em que cada ponto representado entre 0s eixos indica um
participante do estudo. A analise de PCoA ndo ponderada leva em conta a presenga ou
auséncia de espécies na distribuicdo espacial das amostras, enquanto que a analise de
PCoA ponderada leva em conta a quantidade de espécies observadas na distribuicao
especial. Deste modo, a analise ponderada permite avaliar a estrutura bacteriana referente
as bactérias mais abundantes. Se ha diferenca entre 0s grupos € porque as bactérias mais
abundantes estdo conduzindo essa divisdo. Ja a analise ndo ponderada, representa como
essa estrutura bacteriana se comporta como um todo, levando em consideracdo todas as
bactérias presentes, independentemente de sua abundancia. Costuma-se dar mais énfase
as analises ponderadas.®” Nas Figuras 12, 13 e 14, as analises ponderadas estdo a

esquerda e as andlises ndo ponderadas, a direita.

Para melhor observar as diferengas entre os grupos, foi realizada uma primeira
analise por tipo de amostra, observando variaveis como gravidade da doenca, uso de
dornase alfa, uso de antibidtico inalatério e uso de antibidtico oral profilatico.

Posteriormente, foi feita uma analise de acordo com a gravidade da doenca pulmonar.

Na primeira andlise (Figura 12), comparou-se a distribuicéo espacial das amostras
de escarro e meato médio de forma geral e, como esperado, houve diferenca significativa
entre as amostras na analise ponderada (p<0,001, F=4,90) e ndo ponderada (p<0,001,
F=7,45). Ndo se observou diferenca na gravidade da doenca entre os tipos de amostra
(ponderada: p=0,44, F=0,96 e ndo ponderada: p=0,84, F=0,55), no uso de alfa dornase
(ponderada: p=0,50, F=0,91 e ndo ponderada: p=0,72, F=0,66) e no uso de antibi6tico
inalatério (ponderada: p=0,35, F=1,06 e ndo ponderada: p=0,78, F=0,60). Com relacédo
ao uso de antibiotico oral profilatico, observou-se diferenca entre os tipos de amostra na
analise ponderada (p=0,03, F=1,79), porém, ndo houve diferencga estatistica na analise
ndo ponderada (p=0,32, F=1,08).

Na analise das amostras de meato médio (Figura 13), foi comparada a distribuicéo
espacial do grupo com doenca discreta a moderada com o grupo considerado grave
(Figura 13a). N&o houve diferenca entre os perfis de comunidade bacteriana relacionada
a gravidade da doenca (ponderada: p=0,99, F=0,31 e ndo ponderada: p=0,82, F=0,66).
Também ndo foram observadas diferencas entre os perfis de comunidade bacteriana
quando avaliado o uso de alfa dornase (ponderada: p=0,24, F=1,30 e ndo ponderada:
p=0,43, F=0,96) (Figura 13b), uso de antibiotico inalatério (ponderada: p=0,86, F=0,56 e
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ndo ponderada: p=0,18, F=1,29) (Figura 13c) e uso de antibiotico oral profilatico
(ponderada: p=0,61, F=0,81 e ndo ponderada: p=0,31, F=1,02) (Figura 13d).

Na andlise das amostras de escarro (Figura 14), comparamos a distribuicéo
espacial do grupo com doenga discreta & moderada com o grupo considerado grave e
observamos que ndo houve diferenca entre os perfis de comunidade bacteriana
relacionada a gravidade da doenca (ponderada: p=0,28, F=1,23 e ndo ponderada: p=0,92,
F=0,32) (Figura 14a). O mesmo foi observado para as analises com relacdo ao uso de alfa
dornase (ponderada: p=0,28, F=1,21 e ndo ponderada: p=0,57, F=0,66) (Figura 14b), uso
de antibidtico inalatério (ponderada: p=0,55, F=0,79 e ndo ponderada: p=0,99, F=0,17)
(Figura 14c) e uso de antibidtico oral profilatico (ponderada: p=0,10, F=1,78 e ndo
ponderada: p=0,14, F=1,53) (Figura 14d).

Os resultados de perfil das comunidades bacterianas, quando o sitio de coleta
(escarro e meato médio) foi comparado com a gravidade da doenca, foi possivel verificar
achados interessantes, que corroboraram com os resultados de abundancia relativa,
anteriormente mostrados (Figura 9). As comunidades bacterianas sdo distintas entre as
amostras de escarro e meato médio (Figura 12a). Quando analisadas as amostras de meato
médio, ndo foi possivel distinguir os perfis de comunidade bacteriana entre os pacientes
com funcdo pulmonar discreta/moderada daqueles de pacientes com fungdo pulmonar
grave (Figura 13a). Porém, quando foi analisado o perfil das amostras de escarro,
observou-se claramente que ha uma distin¢do entre os grupos com fungdo pulmonar

discreta a moderada e grave (Figura 14a).



Figura 12. Andlise de coordenadas principais (PCoA) entre os tipos de amostra — ponderada (esquerda) e
ndo ponderada (direita): a) por sitio de coleta; b) por gravidade da doenca; c) uso ou nao de
dornase alfa; d) uso ou ndo de antibidtico inalatorio; e, €) uso ou ndo de antibidtico oral
profilatico
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Figura 13. Analise de coordenadas principais (PCoA) das amostras de meato médio — ponderada (esquerda)
e ndo ponderada (direita): a) gravidade da doenca; b) uso de dornase alfa; ) uso de antibiotico
inalatdrio; e, d) uso de antibiotico oral profilatico
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Figura 14. Analise de coordenadas principais (PCoA) das amostras de escarro — ponderada (esquerda) e
ndo ponderada (direita): a) gravidade da doenga; b) uso de dornase alfa; c) uso de antibidtico
inalatério; e, d) uso de antibiotico oral profilatico
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6 DISCUSSAO

A utilizacdo de métodos baseados em cultura é insuficiente para avaliar a
microbiota. Eles dependem de meio adequado para promover a cultura de cada tipo de
bactéria, além disso, podem selecionar microrganismos de crescimento mais rapido. A
cultura esta longe de representar a diversidade presente em um meio. Existe um viés
relacionado com o enriquecimento do meio de cultura que favorece determinados
microrganismos, que em uma competi¢cdo durante o cultivo, acabam resultando na
dominancia de uma ou duas bactérias.®® Isso torna a analise da microbiota, baseada em
métodos de cultura, muito simplista, sobretudo em doencas crénicas inflamatdrias como

a rinossinusite cronica e a fibrose cistica.

A identificacdo de um microrganismo nao representa necessariamente atividade
ou patogenicidade, porquanto bactérias comensais também sdo amplificadas junto com
as virulentas.® Além disso, uma limitaco potencial dos estudos moleculares baseados
no DNA é a impossibilidade de diferenciar bactérias vivas e mortas. Em alguns estudos
questiona-se, se essa limitacdo pode explicar porque ndo houve mudanca na estrutura de
comunidade bacteriana ap6s uso de antibioticos.® No entanto, a maioria dos antibidticos
quebra o DNA e altera a estrutura do RNA ribossomal, impedindo a amplificacdo dessas
bactérias inviaveis. Questiona-se, também, se a falta de mudanca na composicdo e
diversidade do microbioma durante a exacerbacdo e durante os periodos de estabilidade
da doenca, poderiam ser explicadas por mudancas nos locais de contaminacdo ao longo
das vias aéreas ou mudanca na expressao génica dessas bactérias.*?) Essas limitagdes n&o
podem ser respondidas em estudos fundamentados apenas na identificacdo da
comunidade por meio do 16S rRNA. No entanto, € preciso conhecer a estrutura da
comunidade bacteriana e suas caracteristicas, antes de fazer analises mais especificas

como viabilidade ou expressao génica de determinadas bactérias.

Alguns desafios séo enfrentados em estudos nos quais se propde analisar o
microbioma nasossinusal de pacientes com doencas cronicas como a fibrose cistica como:
0 uso de medicamentos continuos, periodos de exacerbacdo e as técnicas de coleta de

material.(2®)
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No presente estudo algumas medidas foram tomadas a fim de diminuir possiveis
ressalvas relacionadas a esses desafios citados anteriormente. O uso de antibioticos
inalatdrios e orais profilaticos pelos pacientes foi discriminado na amostra, mas ndo pode
ser evitado, por se tratar de um estudo observacional, ndo sendo possivel interferir no
tratamento. Pacientes que usaram antibidticos orais para tratamento de qualquer tipo de
infeccdo, até 30 dias antes da coleta, e pacientes em vigéncia de exacerbacdo foram
excluidos da amostra para evitar uma possivel alteracdo temporaria na composic¢éo do
microbioma. A antissepsia do vestibulo, bem como o uso de uma sonda estéril para
encapar o swab e protegé-lo durante a insercao até 0 meato médio sdo cuidados que foram
tomados para evitar a contaminacdo e garantir que a amostra fosse representativa do local

de coleta.

O ideal seria coletar uma amostra de tecido do seio maxilar ou etmoidal, entretanto
0 acesso cirurgico a esses locais limita o tamanho da amostra, além disso, seleciona casos
mais sintomaticos ou mais graves da doenca. Fazer uma coleta cuidadosa no meato médio

é a opcédo mais acessivel, menos invasiva e de facil reprodutibilidade na pratica clinica.®®

Multiplos fatores podem explicar porque os estudos mostram resultados tdo
variados na literatura. A regido de coleta da amostra, 0 método de coleta (aspirado,
lavado, swab, biopsia), a populacdo estudada, a gravidade e o fenotipo da doenca podem
influenciar no estudo do microbioma. Além disso, os métodos de andlise estatistica séo
complexos e sdo usados para tentar entender desfechos clinicos e bioldgicos a partir de
um grande volume de dados multidimensionais. Sendo assim, a analise estatistica também

tem papel importante na disparidade de resultados em estudos de microbiomas.?®)

As amostras de meato médio que ndo foram incluidas na analise, por ndo
apresentarem qualidade ou quantidade de DNA satisfatoria, pertenciam a 10 pacientes,
dentre os quais seis utilizavam antibiotico inalatorio; sete usavam Azitromicina 3 vezes
por semana, como antibidtico oral profilatico; e oito utilizavam alfa dornase. Esses
medicamentos, sobretudo a alfa dornase, podem ter influenciado na néo recuperacao do
DNA das amostras. A alfa dornase € uma enzima que cliva seletivamente o DNA presente
no muco. Apesar de a metade das 22 amostras amplificadas de meato médio pertencerem
a pacientes que também usavam alfa dornase. As medicacdes citadas, no entanto, ndo
influenciaram na amplificagcdo do DNA do escarro, uma vez que nenhuma amostra foi

perdida.
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No presente estudo foi encontrada uma diferenca significativa na composicéo do
microbioma entre 0 meato médio e o escarro. Goddard et al. “? também observaram
diferencas entre a composi¢do do microbioma de escarro e de via aérea superior, apesar
de terem usado swab de orofaringe em vez de swab de meato médio. Os resultados entre

ambos estudos foram semelhantes.

Ao avaliar os filos encontrados no escarro, observou-se o predominio de
Proteobateria, Firmicutes e Bacteroidetes e uma abundancia relativa minima de
Actinobacteria. J4 em um estudo feito na Universidade da California“® o predominio foi
dos filos Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria.

Os filos mais abundantes encontrados no meato médio dos pacientes foram
Firmicutes (51,47%), Proteobacteria (28,40%) e Actinobacteria (13,10%). Dados
semelhantes foram constatados em um estudo com pacientes saudaveis®®, em que esses
mesmos filos foram encontrados em 100% dos individuos com abundancia relativa de
48,1%, 25,2% e 23,2%, respectivamente.

Um antagonismo potencial entre os filos Firmicutes e Actinobacteria foi proposto
por Lemon et al.®? ao avaliar o microbioma nasal de individuos normais. No presente
estudo, no meato médio, ndo foi observado esse antagonismo, e a coexisténcia desses dois
filos em uma mesma amostra € comum. No escarro nao foi possivel fazer tal avaliagéo,

pois a abundancia relativa da Actinobacteria era muito baixa (0,9%).

No estudo de Cox et al.“?a P. aeruginosa e a Stenotrophomonas maltophilia eram
as bactérias mais abundantes no escarro de pacientes mais velhos, enquanto o H.
influenzae apresentou pico de abundancia em pacientes mais jovens. Os resultados do
presente estudo sdo compativeis com os de Cox et al.9 Observou-se uma média da
abundancia relativa mais elevada para os géneros Pseudomonas e Stenotrophomonas em
pacientes com doenca grave, que embora ndo tenha sido estatisticamente significativa,
houve uma tendéncia a diferenca, especialmente quando se avaliou individualmente cada
amostra. O Haemophilus apresentou abundancia relativa média mais elevada no grupo de

pacientes com doenca discreta a moderada, com diferenca estatisticamente significativa.

De acordo com Fodor et al.#? as bactérias mais prevalentes encontradas no
escarro de pacientes adultos com FC foram a Pseudomonas e Burkholderia. Na casuistica

do presente estudo, os principais géneros encontrados no escarro foram: Pseudomonas
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(37,32%), Haemophilus (9,69%), Prevotella (9,6%), Veillonella (7,85%) e Burkholderia
(7,22%).

A funcéo pulmonar é influenciada negativamente pela presenca de Pseudomonas
como género dominante, segundo achados de Coburn et al.*® Entre os pacientes com
doencga pulmonar discreta a moderada aqui estudados, quatro apresentavam Pseudomonas
como género dominante no escarro, e seis pacientes do grupo com doenca grave. E
possivel que esses pacientes do grupo discreta a moderada, possam apresentar um declinio
mais rapido da funcdo pulmonar por causa desse padrdao de microbioma, porém, isso s6

pode ser confirmado em estudo longitudinal.

Ao avaliar a abundancia relativa dos géneros encontrados no meato médio,
observou-se que cinco pacientes do grupo com doencga pulmonar grave apresentaram
contaminacgdo concomitante com Staphylococcus e Pseudomonas, ao passo que quase ndo
foram encontradas Pseudomonas nos pacientes com doenca discreta a moderada, a ndo
ser em um Unico paciente que exibiu abundancia relativa maior que 90% de
Pseudomonas. O achado da coexisténcia dessas duas bactérias dentro de uma mesma
amostra no grupo de funcdo pulmonar grave é compativel com dados da literatura ") que
descrevem a associacdo dessas duas bactérias relacionada ao declinio da funcédo

pulmonar.

Apesar de, no meato médio, ter sido encontrada uma diversidade alfa com uma
média maior nos pacientes com doenca grave, a diferenca interindividual é maior no
grupo discreta a moderada como pode ser observado na Figura 9, e nos resultados do
indice de Shannon. Talvez se tivesse sido considerado um ‘n’ amostral maior, poder-se-
ia confirmar dados da literatura que apontam para uma diversidade menor relacionada
com uma funcdo pulmonar pior.3 424345 Assim como Paganin et al.*V), que estudaram
microbioma de escarro de 78 pacientes, no presente estudo, também, néo foi encontrada
diferenca estatisticamente significativa no escarro de pacientes, quando divididos por

gravidade da fungdo pulmonar, mesmo com uma amostra menor que 31 pacientes.

A composi¢do do microbioma do escarro e meato médio, embora tenha sido
diferente na populagéo estudada, mostrou a existéncia de alguns géneros que colonizaram
ambos os sitios avaliados, inclusive bactérias patogénicas, como a Pseudomonas,

Staphylococcus, Prevotella, Fusobacterium e Haemophilus, o que pode indicar que o
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meato médio é um possivel reservatdrio desses patdgenos, como sugerem VArios outros
estudos.(* & 13-16.30. 46, 47) porém, esse é um dado questionavel, quando se compara 0s
resultados referentes ao meato médio com os do escarro, considerando a gravidade da
doenca pulmonar. P6de-se observar que as amostras de meato médio e escarro dos
pacientes, que foram classificados com doenca pulmonar discreta a moderada,
compartilham alguns géneros bacterianos, sobretudo Streptococcus, Staphylococcus e
Prevotella. Nas amostras coletadas de pacientes com doenca pulmonar grave, no entanto,
foi observado que apresentaram um perfil bem distinto de abundéncia relativa, quando
comparados os dois sitios estudados. Essas informagfes sdo corroboradas mediante
anélise de comunidade bacteriana, PCoA, na qual se observou uma diferenca entre as
comunidades bacterianas no escarro relacionadas com a funcdo pulmonar, todavia, essa

diferenca nao foi observada na avaliacdo do meato médio.

Esses achados sugerem que o meato médio pode ser um reservatorio de patdgenos
para 0 pulméo apenas nos pacientes com funcdo pulmonar discreta a moderada. Dados
publicados na literatura mostram que existe uma suspeita de que o meato médio € fonte
de infeccdo pulmonar, todavia, ndo héa distincdo entre os niveis de gravidade da doenca

pulmonar nos estudos existentes, * 6 13-16. 30,46, 47)

Os pacientes com funcdo pulmonar grave ndo compartilham a mesma estrutura e
abundancia bacteriana nos sitios estudados, ou seja, a colonizacdo pulmonar nao se
relaciona com o microbioma do meato médio. O agravamento da funcdo pulmonar esta
relacionado com o aumento da resposta inflamatéria, migracdo de células
polimorfonucleares e secrecdo de proteases, associadas ao dano tissular provocado pela
infeccdo bacteriana nos pacientes com FC ©®). Nesse contexto, as cepas patogénicas como
Pseudomonas podem ficar retidas no espessamento de muco da mucosa pulmonar com

diminuicdo do acesso de antibidticos administrados por via oral ou inalatoria.

Os achados de Mika et al.“?, mostram que uma disbiose do microbioma de vias
aéreas pode ser observada ja no segundo més de vida dos pacientes com FC. O
microbioma pode promover ou manter uma inflamagéo previamente induzida pela falha
na integridade da mucosa ou na imunidade local. N&o esta claro se a inflamacéo crénica
muda a composicao da microbiota, ou a alteracdo da microbiota com o supercrescimento
de determinadas espécies afeta a abundancia de outras espécies e, entdo, promove a

inflamacAo, ou os dois fendmenos ocorrem simultaneamente.®
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Com os dados obtidos no presente trabalho, ndo é possivel correlacionar o
agravamento da funcdo pulmonar com o microbioma. Para tanto, seria necessario o
acompanhamento do grupo com funcao pulmonar discreta a moderada até 0 momento do
agravamento da funcdo pulmonar, com avaliacdes periddicas do microbioma e a

comparacéo dos resultados longitudinais.

N&o foi possivel avaliar o papel do antibidtico inalatério na estrutura da
comunidade bacteriana. As abundancias relativas dos géneros bacterianos ndo podem ser
relacionadas com uso de antibiotico inalatorio. Na analise de comunidade bacteriana, os
resultados sugerem que o antibidtico oral profilatico pode estar modulando a comunidade
bacteriana, pois ha uma tendéncia ao agrupamento de pacientes que usam o antibiotico
diferente dos que ndo utilizam. Porém, esse dado ndo foi analisado comparando-se a

classificacdo de funcdo pulmonar.

As analises das comunidades bacterianas foram analisadas comparando-se 0s
dados ponderados (weighted) com os ndo ponderados (unweighted) e, neste caso, ndo se
observou diferencas. 1sso acontece porque as bactérias mais abundantes, observadas nos
resultados ponderados, € que estdo conduzindo a estrutura dessas comunidades
bacterianas. Este dado esta em concordancia com os da abundéncia, uma vez que varios
pacientes apresentaram géneros bacterianos com abundancias relativas mais altas,

mostrando a dominancia dos mesmos no perfil do microbioma.

Este é o primeiro estudo brasileiro com analise do microbioma de vias aéreas em
pacientes com FC. Além disso, € um estudo com avaliacdo de meato médio em FC com
maior ‘n’ amostral. Estudos na area de microbiologia como este, sobretudo, os que
utilizam métodos de deteccdo molecular, com sequenciamento de nova geracdo, tém
grande importancia na expansao dos conhecimentos em microbiologia, antes baseados
em métodos dependentes da cultura, e na criagdo de novas hipoteses para subsidiar futuros
estudos que avaliem a variacdo do microbioma ao longo do tempo, durante e apds uma
exacerbacdo. Desta forma, permitam vislumbrar a possibilidade de manipulacdo do
microbioma nasossinusal, abrindo fronteiras para novas formas de tratamentos que se
somem aos que apliquem antibioticos ou os substituam, facilitando a recolonizagdo com

uma microbiota comensal semelhante a de individuos saudaveis.



59

A ndo padronizacdo dos métodos independentes de cultura para identificacdo de
microrganismos pode justificar a disparidade nos resultados encontrados nos estudos de
microbioma. N&o ha padronizacdo quanto o local ou método de coleta, nos protocolos de
extracdo de DNA, nos primers de PCR utilizados, nas regides do 16S rRNA usadas no
sequenciamento e na andlise dos dados, o que contribui para resultados, muitas vezes,
divergentes. Do mesmo modo, a falta de padronizacdo, a necessidade de equipe
especializada, o custo elevado da tecnologia e a dificuldade na interpretacdo dos dados
ainda sdo empecilhos para o uso da identificacdo da microbiota por meio da analise da

16S rRNA na prética clinica.®?

Espera-se que, em futuro préximo, esta tecnologia seja acessivel e passe a ser
padrdo-ouro para o diagnostico e analise microbiana, e se torne guia para o tratamento de

infecgBes recorrentes em pacientes com fibrose cistica.?
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7 CONCLUSAO

- O microbioma encontrado no meato medio dos pacientes estudados apresenta
predominio de Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium e Pseudomonas e no

escarro Pseudomonas, Haemophilus, Veillonella e Prevotella;

- Ndo houve concordancia dos géneros entre os dois sitios estudados, na analise

geral;

- Ao parear as amostras dos dois sitios de cada paciente observou-se que 0 meato
médio e o escarro tém semelhan¢a na composicdo do microbioma apenas em pacientes
com doenca discreta a moderada. O mesmo ndo foi observado no grupo com doenca

grave;

- N&o houve diferenca estatisticamente significativa das médias de abundancia
relativa dos principais géneros encontrados no meato medio quando se compara a
gravidade da doenca pulmonar. Porém, quando foi avaliada a abundancia relativa de
modo individual, observou-se uma prevaléncia maior de Pseudomonas em individuos

com doenca grave;

- No escarro, a abundancia relativa de Haemophilus era maior no grupo com
doenca pulmonar discreta a moderada, com diferenca estatisticamente significativa. Ao
proceder analise individual, constatou-se um aumento de abundancia relativa de

Pseudomonas e Prevotella no grupo com doenca pulmonar grave;

- Ndo houve diferenca estatisticamente significativa na alfa diversidade, na
riqueza, dominancia ou diversidade quando se avaliou a fun¢do pulmonar em ambos os
sitios de coleta. As estruturas de comunidade do escarro e do meato médio, entretanto, se

mostraram diferentes e com significancia estatistica. na avaliacdo da beta diversidade.

- Os achados estdo em concordancia com a literatura internacional, ao apontarem
a Pseudomonas como elemento importante na fisiopatologia da doenca, presente tanto no

escarro como no meato medio de pacientes com doenga pulmonar grave.
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ANEXO A
NOSE
Grupo de Rinologia do Hospital das Clinicas da USP
f Nome: Sexo:___ Idade:___
RCHC: Teletfone: () -

Instrumento para Avaliacdo dos Sintomas da Obstrucao Nasal
NOSE

=> AQ paciente. Pedimos que nos ajude a compreender melhor 0 impacto
da obstrucao nasal em sua qualidade de vida.

Por favor, dé suas respostas a esta pesquisa. Obrigado!

Durante o Gltimo més qual fo! a intensidade em que as situaghes abaxo foram
um problema para voce?

Faga um circulo na resposta mais correta

" Nao & | problema | problerma | Problema | Problema’
um muito | moderado | razoavel- | grave
problema | pequeno mente
grave
" 1. Congest3c nasal N
ou sensagao de 0 1 2 3 4
nariz cheio
2. Bloqueto ou
obstrugao nasal 0 ! 2 3 4
3. Dificuldade para
respirar pelo 0 1 2 3 4
nariz
4. lelcqldade para 0 1 2 3 a
darmir
S. Incapaz de
respirar o
suf[ciente pelo 0 1 2 3 3
nariz durante
exercicio ou
- esforco S

Bezerra, TFP; Padua, FGM; Pilan, RMM; Stewart, MG; Voegels, RL
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ANEXO B
SNOT 20

GRUPO DE RINOLOGIA DO HOSPITAL DAS CLINICAS DA USP
NOME: SEX0:
RGHC: IDADE: _ TELEFONE:(_ ) -

AVALIACAO DE RESULTADOS NASOSSINUSAIS. (SNOT-20

Vocé encontrara abaixo uma lista de sinfomas e conseqliéncias sociais e emocionais da sua
rinossinusite. Gostariamos de saber mais sobre estes problemas e pedimos que respondesse
as seguintes perguntas da melhor maneira possivel. Nac ha respostas certas ou erradas e
somente vocé pode nos dar essas informagdes. Por gentileza, dé uma nota para seus
problemas conforme se apresentaram nas duas dltimas semanas. Obrigado por sua
participacdo. Caso tenha alguma duvida, peca a nossa ajuda imediatamente.

| 3|3 |3 |3|%||¢
1. Considerando a gravidade do problema, quando | £ & 3 g & 3 @

aparece e a freqliéncia com que acontece; dé uma S g 2 g g = g

nota para cada item abaixo de acordo com o grau % §, E E §" g g

de intensidade do problema. Faga um circulo a0 | 8 | = z -] 3 K]

redor do namero que corresponde ao que vocé g ° G % §

sente. Use a escala ao lado: H = 8
1. Mecessidade de assoar o nariz 0 1 2 3 4 5 u}
2. Espirros ] 1 2 3 4 5 m]
3. Nariz escormrendo 0 1 2 3 4 5 O
4. Tosse 0 1 2 3 4 5 O
5. Secrecio nasal escorrendo para a garganta [} 1 2 3 4 5 O
6. Secrecao nasal grossa 0 1 2 3 4 5 |
7. Ouvido tampado 0 1 2 3 4 5 O
8. Tontura ] 1 2 3 4 5 m]
9. Dor de Ouvido 0 1 2 3 4 5 O
10. Dor! pressio na face 0 1 2 3 4 5 m}
11. Dificuldade de pegar no sono 0 1 2 3 4 5 m]
12. Acordar durante a noite 0 1 2 3 4 5 O
13. Falta de uma boa noite de sono 0 1 2 3 4 5 O
14. Acordar cansado 0 1 2 3 4 5 m}
15. Fadiga 0 1 2 3 4 5 O
16. Produtividade diminuida ] 1 2 3 4 5 m}
17. Concentragdo reduzida 0 1 2 3 4 5 O
18. Frustrado / Inquietol Iritado 0 1 2 3 4 5 m}
19. Triste 0 1 2 3 4 5 O
20. Envergonhado com a doenga ] 1 2 3 4 5 m]
2. Favor marcar os itens mais importantes que estio prejudicando sua saide (maximo de 5 itens) N

Bezerra, TFP, Piccirillo, JF; Fomazier, MA; Pilan, RR de M; Abdo, TRT, Pinna, F de R; Padua, FG de M; Voegels, RV. (2011)
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ANEXO C
CFQ-R14+

Questionario de Qualidade de Vida em Fibrose Cistica Revidado

(pacientes acima de 14 anos)

A compreensdo do impacto que a sua doenca e 0s seus tratamentos tém na sua
vida diaria pode ajudar a equipe profissional a acompanhar sua saude e ajustar 0s seus
tratamentos. Por isso, este questionario foi especificamente desenvolvido para pessoas

portadoras de fibrose cistica. Obrigado por completar o questionario.

Instrucdes: As questdes a seguir se referem ao estado atual da sua salide e como vocé a
percebe. Essa informacado vai permitir que a equipe de saude entenda melhor como vocé

se sente na sua vida diaria.
Por favor, responda todas as questdes. Nao ha respostas erradas ou certas. Se vocé
estd em duvida quanto a resposta, escolha a que estiver mais proxima da sua situacao.
SESSAO |I: DEMOGRAFIA
Por favor, complete as informacdes abaixo:
A) Qual a data de seu nascimento?
Dia Més Ano
B) Qual o seu sexo?
( ) Masculino () Feminino

C) Durante as ultimas duas semanas vocé esteve de férias, faltou a escola ou ao trabalho
por razbes NAO relacionadas a sua saude?

()Sim () Nao
D) Qual o seu estado civil atual?
Solteiro(a)/nunca casou Casado(a) () 3. Vilvo(a)

()1 ()2
( ) 4. Divorciado(a) ( ) 5. Separado(a)
( ) 6. 2° casamento () 7. Juntado(a)
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E) Qual a origem dos seus familiares?

( ) 1 Branca ( ) 2 Negra ( ) 3 Mulata
( ) 4 Oriental ( ) 5 Indigena () 6 Outra (qual?)
( ) 7 Prefere ndo responder () 8 Né&o sabe responder

F) Qual foi o grau maximo de escolaridade que vocé completou?

( ) Escola Fundamental (Primario e Ginasio) Incompleto

( ) Escola Fundamental (Primério e Ginasio) Completo

( ) Escola Vocacional (Profissionalizante)

( ) Curso Médio (colegial ou cientifico) Incompleto

( ) Curso Médio (colegial ou cientifico) Completo

( ) Faculdade / Curso Superior

( ) Né&o frequentou a escola

G) Qual das seguintes opcBes descreve de melhor maneira o seu trabalho atual ou
atividade escolar?

() Vaiaescola

( ) Faz cursos em casa

( ) Procura trabalho

( ) Trabalha em periodo integral ou parcial (fora ou dentro de casa)
( ) Faz servigos em casa - periodo integral

( ) Nao vai a escola ou trabalho por causa da saude

( ) Né&o trabalha por outras razdes

SECAO Il. QUALIDADE DE VIDA

Por favor, assinale o quadrado, indicando a sua resposta.
Durante as ultimas duas semanas em que nivel vocé teve dificuldade para:

Muita Alguma  Pouca Nenhuma
Dificuldade dificuldade dificuldade dificuldade

1. Realizar atividades vigorosas
COmO correr ou praticar esportes

2. Andar tao depressa quanto 0s
outros

3. Carregar ou levantar coisas
pesadas como livros, pacotes ou
mochilas

4. Subir um lance de escadas

5. Subir tdo depressa quanto 0s
outros
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Por favor, assinale o quadrado, indicando sua resposta.
Durante as ultimas duas semanas indique quantas vezes:

Sempre Frequentemente As vezes Nunca
6. VOCé se sentiu bem
7. Vocé se sentiu preocupado(a)
8. Vocé se sentiu inutil
9. Voce se sentiu cansado(a)
10. Vocé se sentiu cheio(a) de energia
11. Vocé se sentiu exausto(a)
12. VVocé se sentiu triste

Por favor, circule o nimero que indica a sua resposta. Escolha apenas uma resposta
para cada questéo.
Pensando sobre o seu estado de salude nas ultimas duas semanas:

13. Qual é a sua dificuldade para andar?

() 1. Vocé consegue andar por longo periodo, sem se cansar.

( ) 2. Vocé consegue andar por longo periodo, mas se cansa.

( ) 3. Vocé nao consegue andar por longo periodo porgue se cansa rapidamente
() 4. Vocé evita de andar, sempre que € possivel, porque é muito cansativo.

14. Como vocé se sente com relacdo a comida?

() 1. SO de pensar em comida, vocé se sente mal.
() 2. Vocé as vezes gosta de comer
( ) 4. Vocé sempre gosta de comer

15. Até que ponto os tratamentos que vocé faz tornam a sua vida diéria dificil?

( ) 1. Nem um pouco
() 2. Um pouco

( ) 3. Moderadamente
() 4. Muito

16. Quanto tempo vocé gasta nos tratamentos diariamente?

. Muito tempo

. Algum tempo

. Pouco tempo

. N&o muito tempo

—_~ e~~~
~— — —
A OWN PR
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17. O quanto é dificil para vocé realizar seus tratamentos, inclusive medicacdes,
diariamente?

( ) 1. Nao e dificil

( ) 2. Um pouco dificil

( ) 3. Moderadamente dificil
() 4. Muito dificil

18. O que voceé pensa da sua satde no momento?

() 1. Excelente

() 2.Boa

( ) 3. Mais ou menos (regular)
() 4.Ruim

Por favor, selecione o quadrado indicando sua resposta.
Pensando sobre a sua saude, durante as ultimas duas semanas, indique na sua opinido
em que grau, as sentengas abaixo séo verdadeiras ou ndo:

, uase | ; . .

Sempre e Q . | Asvezes e Nuncaeé
sempre e

verdade verdade verdade
verdade

19. Eu tenho dificuldade em me recuperar
apos esforgo fisico

20. Eu preciso limitar atividades intensas
COMO correr ou jogar

21. Eu tenho que me esforcar para comer

22. Eu preciso ficar em casa mais do que eu
gostaria

23. Eu me sinto bem falando sobre a minha
doenca com os outros

24. Eu acho que estou muito magro(a)

25. Eu acho que minha aparéncia é
diferente dos outros da minha idade

26. Eu me sinto mal com a minha aparéncia
fisica

27. As pessoas tém medo que eu possa ser
contagioso(a)

28. Eu fico bastante com 0s meus amigos

29. Eu penso que a minha tosse incomoda
0S outros

30. Eu me sinto confortavel ao sair de noite
31. Eu me sinto sozinho(a) com frequéncia
32. Eu me sinto saudavel
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33. E dificil fazer planos para o futuro (por
exemplo frequentar faculdade, casar,
progredir no emprego)

34. Eu levo uma vida normal

SECAO IIl. ESCOLA, TRABALHO OU ATIVIDADES DIARIAS

Por favor, escolha o nimero ou selecione o quadrado indicando sua resposta.

35. Quantos problemas vocé teve para manter suas atividades escolares, trabalho
profissional ou outras atividades diarias, durante as Gltimas duas semanas:

. Vocé ndo teve problemas

. Vocé conseguiu manter atividades, mas foi dificil

. Vocé ficou para tras

. Vocé néo conseguiu realizar as atividades, de nenhum modo

A WD

36. Quantas vezes vocé faltou a escola, ao trabalho ou ndo conseguiu fazer suas
atividades diarias por causa da sua doenca ou dos seus tratamentos nas Gltimas duas
semanas?

( ) sempre ( ) frequentemente ( )asvezes ( ) nunca

37. O quanto a Fibrose Cistica atrapalha vocé para cumprir seus objetivos pessoais, na
escola ou no trabalho?

( ) sempre () frequentemente ( ) asvezes ( )nunca

38. O quanto a Fibrose Cistica interfere nas suas saidas de casa, tais como fazer
compras ou ir ao banco?

( ) sempre () frequentemente ( )asvezes ( )nunca
SEQAO IV. DIFICULDADES NOS SINTOMAS

Por favor, assinale a sua resposta.
Indique como vocé tém se sentido durante as ultimas duas semanas.

Muito(a) | Algum(a) png:o Nada

39. Vocé teve dificuldade para ganhar
peso?

40. Vocé estava encatarrado(a)?
41. Vocé tem tossido durante o dia?
42.Voce teve que expectorar catarro? *



70

*V4& para a questdo 44
43. O seu catarro (muco) tem sido predominantemente:

() claro () claro para amarelado () amarelo - esverdeado
( ) verde com tracos de sangue () ndo sei

Com que frequéncia, nas ultimas duas semanas:

Sempre Frequentemente |As vezes Nunca
44. VVocé tem tido chiado?
45. VVocé tem tido falta de ar?

46. Vocé tem acordado a noite por
causa da tosse?

47. Voceé tem tido problema de
gases?

48. VVocé tem tido diarreia?
49. Vocé tem tido dor abdominal?

50. Vocé tem tido problemas
alimentares?

Por favor, verifique se vocé respondeu todas as questdes.

OBRIGADO POR SUA COOPERACAO!



ANEXO D

Pontuacdo da avaliacao endoscépica de Lund-Kennedy
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Caracteristicas

Cavidade nasal

direita

esquerda

Polipo (0, 1, 2)
Edema (0, 1, 2)
Secrecéo (0, 1, 2)

Total

Nota:

Pdlipos: 0 — ausente; 1 — restrito a0 meato médio; 2 — estendendo-se a cavidade nasal

Edema de mucosa: 0 — ausente; 1 — discreta/moderado edema; 2 — degeneracdo polipoide

Secregdo: 0 —ausente; 1 — hialina; 2 — espessa e/ou mucopurulenta
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Vocé serd submetido a tomografia computadorizada de seios paranasais, caso nao tenha
realizado esse exame nos Ultimos 3 meses. A tomografia € um exame simples e comum,
gue lembra um RX e apenas demora um pouco mais. Ela servira para avaliar se algum
local do seu nariz foi afetado pela fibrose cistica. Nao sera preciso usar contraste e 0s
riscos sdo muito pequenos, mas se vVoceé estiver gravida ndo podera fazé-lo.

Os resultados desse trabalho podem trazer beneficios diretos para o participante, pois
saberemos as bactérias presentes nos seios da face e poderemos direcionar um tratamento
especifico se for necessario, mas também serdo importantes para melhorar o



conhecimento cientifico a respeito da sua doenca trazendo beneficio a outras pessoas com
fibrose cistica;

Vocé pode se recusar a participar ou pode retirar o seu consentimento em qualquer fase
da pesquisa sem penalizacdo alguma, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento na Instituicéo.

As informac0es obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo
divulgado a identificacdo de nenhum paciente;

Vocé receberd uma via desse termo de consentimento.

As bactérias da secrecdo nasal e do escarro obtidos para esta pesquisa poderdo ser
armazenados de acordo com a resolucdo 441/2011, para possiveis estudos futuros. Toda
nova pesquisa sé sera realizada com sua autorizacdo bem como com aprovacao do sistema
CEPCONEP.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de duvidas. O principal investigador é a Dr Richard Louis
Voegels, que pode ser encontrado no endere¢o 60.andar/sala 6 do Prédio dos
Ambulatérios do Hospital das Clinicas (PAMB) da FMUSP situado na Av Dr. Enéas de
Carvalho Aguiar, 255, Cerqueira César, Sdo Paulo — SP. Telefone(s) 2661-6539. Se vocé
tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel:
2661-6442 ramais 16, 17, 18 — e-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br

Fui suficientemente informado a respeito do estudo “Avaliagdo do microbioma
nasossinusal de pacientes com Fibrose Cistica”.

Eu discuti as informag6es acima com o Pesquisador Responsavel Dr. Richard VVoegels ou
pessoa(s) por ele delegada(s) (-....covvevveeeeireeiverieiee s, ) sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim os 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

L NOMES et s e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ... SEXO: .M IF L[
DATA NASCIMENTO: ........ I [

ENDEREGO ... N APTO: cooooeevee,
BAIRRO: .....ovvveeeeeeeeeeeeeeseeeeereeeeneene &)Y o) =S
CEP:.oooovv. TELEFONE: DDD (cevr)-cveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesessesees

2. RESPONSAVEL LEGAL ...couiiiirieeireeeesnseseese s ssssss st ssesssssssssasssessncens
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, Curador etC.) ......ccoveveeirerieieeie e ese e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO @ ..o SEXO: MOF[
DATA NASCIMENTO: ........... /R |

ENDEREQCO .....oooiiiieeeeeee e NO i APTO: ..o,
BAIRRO: ..., CIDADE: ...
CEP:c TELEFONE: DDD (ivo)cceeieieseeeesiene e



