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Impacto potencial desta pesquisa

A presente pesquisa apresenta potencial impacto cientifico ao contribuir com
estudos de microbiota oral de pacientes da populagdo brasileira no contexto do
transplante alogénico de medula éssea e células-tronco hematopoéticas, buscando
possiveis biomarcadores de resposta clinica e preencher lacunas ainda existentes na
literatura. Em relagdo ao impacto social, a presente pesquisa almeja contribuir com
melhorias na qualidade de vida dos pacientes transplantados principalmente por meio
do incentivo a novas estratégias terapéuticas que promovam maior sobrevida e
reduzam as complicagdes associadas ao alo-transplante. Por fim, no impacto
econdmico, os resultados desta pesquisa poderdo favorecer a implementagcado de
intervencgdes eficazes e de baixo custo visando a modulagdo da microbiota oral, como
por exemplo praticas adequadas de higiene bucal, beneficiando inclusive populagbes

mais vulneraveis.

Potential impact of this research

The present research has potential scientific impact by contributing to studies
on the oral microbiota of patients from the Brazilian population in the context of
allogeneic bone marrow and hematopoietic stem cell transplantation, seeking possible
clinical response biomarkers and filling existing gaps in the literature. Regarding the
social impact, this research aims to contribute to improving the quality of life of
transplanted patients, mainly by encouraging new therapeutic strategies that promote
longer survival and reduce complications associated with allo-transplantation. Finally,
in terms of economic impact, the results of this research may support the
implementation of effective and low-cost interventions aimed at modulating the oral
microbiota, such as proper oral hygiene practices, benefiting even the most vulnerable

populations.
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Caracterizagao Da Microbiota Oral Em Pacientes Submetidos Ao Transplante

Alogénico De Medula Ossea E Correlagdo Com Dados Clinicos

Resumo: O transplante alogénico de medula 6ssea (alo-TMO) tem sido utilizado
como procedimento terapéutico para neoplasias hematologicas e outras doengas néo
responsivas a quimioterapia. Apesar da crescente aplicacado e expansao do acesso, 0
alo-TMO ainda esta associado a significativa morbidade e mortalidade. A doenga do
enxerto contra o hospedeiro (DECH) é a principal complicacdo e causa de &bito pos
alo-TMO, acometendo de 40 a 50% dos pacientes. Varios trabalhos tém demonstrado
a interacdo da microbiota com o sistema imune de mucosas e sua associacao com
diversos desfechos clinicos relevantes. O objetivo deste estudo foi avaliar o
bacterioma oral de pacientes submetidos ao alo-TMO e que desenvolveram DECH
aguda, correlacionando com respostas clinicas. Trata-se de um estudo multicéntrico
prospectivo, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNESP (n°
5.138.190/2021). As amostras da mucosa oral foram coletadas nos dias -7 (pré-
condicionamento), 0 (infusdo de células), +30, +60, +90, +180 pods-transplante e no
diagnostico da DECH aguda. A extragcdo do DNA foi realizada por meio de kits
comerciais e a analise do bacterioma foi feita por meio do sequenciamento do gene
16S RNAr. Foram recrutados 263 individuos e coletadas 801 amostras orais. Apos
filtragem e selecédo, avaliou-se 244 amostras referentes a 90 pacientes (54,4%
homens, com média de 39 + 15 anos). A principal doenca de base foi a leucemia
mieloide aguda (42,2%) e houve o desenvolvimento de DECH aguda em quarenta
individuos (44,4%). O indice de diversidade de Shannon foi significativamente menor
nos periodos D-7 (P = 0,006), DO (P < 0,001) e D+30 (P < 0,001) quando comparados
ao grupo controle (CTRL). Ao analisar a distribuicdo de familias bacterianas,
detectamos a presenga de Staphylococcaceae em todos os periodos e
Enterococcaceae na DECH, ambas diferencialmente abundantes em relacdo ao
CTRL. Verificou-se ainda a dominancia (frequéncia relativa = 30%) dos géneros
Rothia (n = 15), Veillonella (n = 31) e Streptococcus (n = 68), esse ultimo sugerindo
menor probabilidade de sobrevivéncia dos pacientes. Nao foram observadas
associagodes significativas entre parametros de diversidade ou dominancia de géneros
e DECH aguda, recidiva da doencga de base e ébito. Sendo assim, concluimos que a
composi¢cdo do bacterioma oral variou entre os pacientes ao longo do tempo,
sugerindo uma resposta imunoldgica ao alo-TMO. Além disso, a imunossupressao
associada ao transplante favorece o estabelecimento de géneros e espécies com
potencial patogénico, influenciando negativamente no prognéstico dos
transplantados. Portanto, embora nosso estudo ndo tenha encontrado associag¢des do
perfil do bacterioma oral com os desfechos clinicos de interesse, sua caracterizagao
possibilitou identificar géneros diferencialmente abundantes e padrées de dominéancia
na coorte brasileira no periodo pés-transplante e na DECH aguda.

Palavras-chave: microbiota oral; transplante alogénico; DECH; dominancia.



Characterization of Oral Microbiota in Patients Undergoing Allogeneic Bone

Marrow Transplant and Correlation with Clinical Data

Abstract: Allogeneic bone marrow transplantation (allo-BMT) has been used as a
therapeutic procedure for hematological malignancies and other diseases non-
responsive to chemotherapy. Despite the increasing application and expansion of
access, allo-BMT s still associated with significant morbidity and mortality. Graft-
versus-host disease (GvHD) is the main complication and cause of death after allo-
BMT, affecting 40 to 50% of patients. Several studies have demonstrated the
interaction of the microbiota with the mucosal immune system and its association with
various relevant clinical outcomes. The objective of this study was to evaluate the oral
bacteriome of patients undergoing allo-BMT who developed acute GvHD, correlating
it with clinical responses. This is a prospective multicenter study, approved by the
Research Ethics Committee of UNESP (No. 5,138,190/2021). Oral mucosa samples
were collected on days -7 (pre-conditioning), O (cell infusion), +30, +60, +90, and +180
post-transplant, and at the diagnosis of acute GVHD. DNA extraction was performed
using commercial kits, and bacteriome analysis was carried out by sequencing the 16S
rRNA gene. A total of 263 individuals were recruited and 801 oral samples were
collected. After filtering and selection, 244 samples from 90 patients (54.4% male, with
a mean age of 39 + 15 years) were evaluated. The main underlying disease was acute
myeloid leukemia (42.2%), and acute GVHD developed in forty individuals (44.4%).
The Shannon diversity index was significantly lower at time points D-7 (P = 0.006), DO
(P <0.001), and D+30 (P < 0.001) when compared to the control group (CTRL). When
analyzing the distribution of bacterial families, we detected the presence of
Staphylococcaceae at all time points and Enterococcaceae in GvHD, both differentially
abundant compared to CTRL. We also observed dominance (relative frequency =
30%) of the genera Rothia (n = 15), Veillonella (n = 31), and Streptococcus (n = 68),
the latter suggesting a lower probability of patient survival. No significant associations
were observed between diversity parameters or genus dominance and acute GvHD,
relapse of the underlying disease, and death. Thus, we conclude that the composition
of the oral bacteriome varied among patients over time, suggesting an immunological
response to allo-BMT. In addition, transplant-associated immunosuppression favors
the establishment of genera and species with pathogenic potential, negatively
influencing the prognosis of transplanted patients. Therefore, although our study did
not find associations between the oral bacteriome profile and the clinical outcomes of
interest, its characterization made it possible to identify differentially abundant genera
and dominance patterns in the Brazilian cohort in the post-transplant period and in
acute GvHD.

Keywords: oral microbiota; allogeneic transplantation; GvHD; dominance.
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INTRODUGAO

Desde 1970, o transplante de medula éssea (TMO) ou o transplante de
células-tronco hematopoéticas (TCTH) alogénico tem sido utilizado como método de
tratamento para diversas doengas hematoldgicas sensiveis a quimioterapia tais como
leucemias, mieloma multiplo, linfoma de Hodgkin e ndo Hodgkin, sindrome
mielodisplasica, mielofibrose, trombocitemia essencial, policitemia vera, anemia
aplasica e falciforme (Majhail et al., 2015; Niederwieser et al., 2021; Khaddour; Hana;
Mewawalla, 2022).

Para a realizagdo desse tratamento, antes do transplante propriamente dito,
0s pacientes sdo submetidos a um periodo de condicionamento que consiste na
aplicagao da quimioterapia em altas doses e/ou irradiacéo corporal total, promovendo
imunossupressado nos individuos e destruindo células hematopoéticas neoplasicas
(Khaddour; Hana; Mewawalla, 2022).

O regime de condicionamento afeta os pacientes submetidos ao alo-
transplante ao favorecer a mucosite, alterar a fisiologia salivar e influenciar a
imunidade local. Alguns estudos mostram que apds a quimioterapia e/ou radioterapia,
devido ao contato direto do epitélio oral com medicamentos citostaticos, ha ocorréncia
de efeitos colaterais como xerostomia (secura da boca, associada a danos nas
glandulas salivares, reduzindo a salivagédo e a producédo de IgA, antioxidantes e
peptideos antimicrobianos presentes na saliva) e danos teciduais diretos. Juntos,
esses efeitos levam ao desenvolvimento da mucosite, que consiste em uma
inflamacéo tecidual associada a disfungdes do sistema imunoldgico, formando lesdes
ulcerosas na mucosa (Van Leeuwen et al., 2019; Van Leeuwen et al., 2021; Wysocka-
Stowik et al., 2021). Além da salivagdo comprometida, o regime de condicionamento
também induz resposta inflamatéria com ativacao de fatores de transcricdo como NF-
kKB, producédo de citocinas inflamatérias e disbiose oral, aumentando o dano tecidual
e intensificando a gravidade da mucosite (Shouval et al., 2020). Por exemplo, em
regimes de condicionamento mais intensos como irradiagao corporal total (Total Body
Irradiation - TBI) e aqueles associados ao medicamento metotrexato, ha uma maior
incidéncia e gravidade de mucosite quando comparado ao condicionamento de
intensidade reduzida (Shouval et al., 2020; Nakagaki et al., 2022).

Apds o regime de condicionamento, ocorre o processo de infusdo das novas
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células-tronco que sédo capazes de construir um novo sistema hematopoético e por
conseguinte um novo sistema imunoldgico, iniciando a resposta imune induzida pelo
alo-transplante. As células apresentadoras de antigenos do receptor, geralmente
células dendriticas (CDs), reconhecem os aloantigenos proprios do receptor,
expressando-os em sua superficie celular por meio de moléculas de MHC de classe |
e Il. Essas CDs migram via vasos linfaticos aferentes do local do enxerto para
linfonodos ou outro 6rgao linfoide secundario mais proximo (bago ou imunidade de
mucosas). Nos linfonodos, as DCs do receptor apresentam o aloantigeno aos
linfécitos T virgens do doador, promovendo expanséao e diferenciagdo em linfocitos T
efetores. O reconhecimento por MHC classe | ativa linfécitos T CD8" citotéxicos e por
MHC classe Il ativa linfécitos T CD4" auxiliares. Os linfécitos T efetores do doador
migram dos linfonodos para o local do enxerto via vasos linfaticos eferentes e corrente
sanguinea, reconhecendo as células do receptor. Os linfocitos T efetores do doador
destroem as células-alvo do receptor, conforme esperado pela resposta do transplante
alogénico (Koyama; Hill, 2016; Blazar; Hill; Murphy, 2020).

As complicagdes poés-alo-TMO/TCTH podem surgir em diferentes condi¢oes
associadas a idade e estado de saude inicial do paciente, tipo de doador das células-
tronco e regime de condicionamento. Essas complicagdes podem ser do tipo agudas,
correspondendo ao surgimento de anemia, mielossupressdo com neutropenia,
sindrome de obstrugdo sinusal, doenga do enxerto contra o hospedeiro (DECH)
aguda, mucosite e infecgbes oportunistas; ou cronicas, incluindo DECH crénica,
infec¢des por bactérias encapsuladas e virus varicela-zoster (Ozdemir; Civriz Bozdag,
2018; Khaddour; Hana; Mewawalla, 2022).

Como dito anteriormente, o mecanismo do alo-TMO baseia-se na protecao do
paciente (receptor) por células T do enxerto do doador, que vao combater infecgdes
oportunistas e células neoplasicas, conhecido como efeito “enxerto-contra-
leucemia”. Entretanto, essas mesmas células T do enxerto podem dar inicio a DECH,
que consiste na inflamacgao e consequente destruicio de células do receptor, mediada
por células da imunidade inata, ativadas durante o condicionamento, e por respostas
adaptativas, ampliadas pelas lesbes teciduais. A DECH é a principal causa de
mortalidade nao relacionada a recidivas em pacientes do TMO e atinge cerca de 40 a

50% dos receptores. Ela pode ser classificada como aguda (DECHa), quando ocorre
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a citolise de tecidos da pele, intestino, figado, pulméo e sistema nervoso central,
frequentemente diagnosticada entre 3-12 semanas poés-transplante, e crénica
(DECHc), quando ha o desenvolvimento de autoimunidade, desregulacdes
imunoldgicas e fibroses em tecidos variados, em especial, na pele, olhos, articulagdes
e pulmoes, diagnosticada a partir de 6 meses pos-transplante (Zeiser; Blazar, 2017;
Hill et al., 2021).

Além do tratamento do transplante alogénico, outros fatores sdo importantes
sob a perspectiva de regulagdo da resposta imune e saude dos individuos,
especialmente em cenarios de imunossupressao. Um desses fatores consiste na
comunicacao e interacado entre microbiota e sistema imune.

Tratando de microbiota, termo definido como o conjunto de microrganismos
vivos que compdem um microbioma e/ou ecossistema (Berg et al., 2020), sabemos
que ela é capaz de influenciar seu microambiente, em especial aquele em estado
inflamatadrio, pois alguns de seus integrantes como Porphyromonas, Treponema e
Fusobacterium secretam polissacarideos, citocinas e outros sinalizadores celulares
que modulam a resposta imune do hospedeiro (Peng et al., 2022).

O microbioma (que inclui a comunidade bacteriana espécies de arqueas,
virus, fungos e protozoarios) possui grande influéncia sobre o sistema imune, que
consiste em uma rede de integragcado entre varios sistemas do corpo e que coexiste
em associagao com os microrganismos. No corpo humano, o microbioma colabora em
processos essenciais, tais como a digestdo (fermentagdo sacarolitica/proteolitica),
manutencgao da integridade da barreira epitelial, produgdo de vitaminas, homeostase
energética e angiogénese (Salvucci, 2019).

Ao avaliar somente as bactérias que compdéem um microbioma, utiliza-se o
termo bacterioma, que € uma estrutura complexa formando uma comunidade de
microrganismos comensais e simbidticos que compartiham a mesma superficie
epitelial/mucosa ou outro ambiente, constantemente interagindo e formando milhdes
de conexdes (Lederberg; Mccray, 2001; Baquero; Nombela, 2012; Stern et al.,
2019).

No contexto do alo-transplante, a microbiota intestinal € amplamente
estudada. Estudos recentes indicam que a baixa diversidade intestinal e o processo
de disbiose associam-se a maior mortalidade e risco de desenvolvimento da DECH,
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enquanto a alta diversidade e perfis metabolédmicos especificos despontam como
marcadores prognosticos (Peled et al., 2020; Masetti et al., 2023; Yue et al., 2024).
Além disso, intervengdes como o transplante de microbiota fecal a partir de individuos
sadios tém demonstrado potencial beneficio clinico aos pacientes de alo-TMO/TCTH
(Mullish et al., 2024).

A regido oral e nasofaringea constitui o primeiro local de contato entre
mucosa, parte do trato gastrointestinal, e elementos externos do ambiente. O tecido
epitelial estratificado da mucosa oral é dividido em 3 diferentes categorias:
mastigatorio, onde é submetido a tragcdo mecanica constante compreendendo
gengiva, palato duro e dorso da lingua com queratinizagdo de células; especializado,
presente principalmente no dorso da lingua junto de enervagao para fungao sensorial;
e de revestimento, presente nos labios, palato mole, bochechas e assoalho bucal com
células pouco queratinizadas ou ndo queratinizadas (Gaffen; Moutsopoulos, 2020).
Em regibes ndo queratinizadas, como a sublingual, ha alta vasculariza¢ao cujos vasos
sanguineos e linfaticos s&o capazes de disseminar rapidamente, a nivel sistémico,
elementos externos como toxinas, medicamentos e vacinas (Gaffen; Moutsopoulos,
2020).

Junto das células epiteliais, a mucosa oral possui células imunes (como
linfocitos intraepiteliais e da lamina propria, células dendriticas, macrofagos, células
de Langerhans, células com fungado semelhante as células tipo M) e estruturas anexas
(como glandulas salivares, tonsilas palatinas, linguais e faringea) que desempenham
um importante papel biolégico e influenciam as interagdes entre mucosa e sistema
imunoldgico (Wu et al., 2014).

Além da fungao de barreira, a cavidade oral abriga um microbioma com mais
de 700 espécies de microrganismos colonizadores como bactérias, arqueas, virus,
fungos e protozoarios, sendo a microbiota oral considerada a segunda mais
importante e complexa microbiota do corpo humano, o que lhe confere destaque na
area da saude no cenario atual (Deo; Deshmukh, 2019; Peng et al., 2022; Baker et
al., 2024).

Na mucosa oral, regido que compreende lingua, gengiva, palato e mucosa
jugal, o numero de bactérias colonizadoras alcangca aproximadamente 50 a 100

milhdes, incluindo espécies como Veillonella spp., Actinomyces spp., Streptococcus
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spp. € outras aerdbicas (Mosaddad et al., 2019). A composi¢gdo da microbiota oral
pode ser influenciada por diversos fatores, tanto endégenos como exdégenos, obtidos
pelos padrées de vida do hospedeiro quanto a alimentagao, uso de tabaco, uso de
bebidas alcodlicas, uso de antibidticos, estado socioecondmico, condigdo de gravidez,
variagdes de pH, oxigénio e caracteristicas do substrato bucal (Jia et al., 2018; Baker
et al., 2024).

Existe uma associacao entre diferentes perfis de microbiota oral e doencas.
Uma das causas de morbidade e mortalidade de receptores de alo-transplante é a
incidéncia de infecgdes sanguineas por microrganismos orais (Badia et al., 2020). As
doengas bucais, como mucosite, periodontite e gengivite, que afetam os pacientes
transplantados, seja por consequéncia do tratamento ou pela ma higiene oral, s&o
portas de entrada para a ocorréncia dessas infecgoes, aumentando o risco no periodo
pos-transplante (Dandoy et al., 2016; Dandoy et al., 2017; Dandoy et al., 2020). A
periodontite € uma doenga inflamatéria crénica multifatorial que provoca a perda
tecidual e estrutural do suporte dentario. As espécies Porphyromonas gingivalis,
principal contribuinte no desenvolvimento da doenga que em seu estado grave
apresenta uma alta taxa de mortalidade, e Fusobacterium nucleatum tém
demonstrado um potencial de agdo carcinogénico, cada uma com um conjunto de
metabdlitos produzidos e mecanismos distintos. Em conjunto, se o paciente vem a
adquirir a periodontite, ha uma “janela de oportunidade” para que outras doencas
sistémicas se instalem no corpo a partir de agentes da microbiota oral (Borgo et al.,
2014; Ladegaard Grgnkjeer et al., 2018; Bell; Kasi, 2023; Oruba et al., 2023; Govender;
Ghai, 2024). A disbiose oral, associada a estas doengas bucais, com expansao de
espécies patogénicas, pode trazer consequéncias locais e sistémicas (Sulaiman et
al., 2024).

Tendo em vista o potencial apresentado pela microbiota no que tange ao
monitoramento da saude, poucos séo os estudos que correlacionam a microbiota oral
com desfechos clinicos de pacientes submetidos ao alo-TMO/TCTH, em especial
aqueles que desenvolveram DECHa.

Por exemplo, um estudo recente analisou o microbioma salivar de 184
pacientes submetidos ao alo-TMO, tanto no periodo pré quanto pds-transplante, e

demonstrou que a abundancia relativa de Kingella e Atopobium antes do transplante
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estava relacionada com a incidéncia de mucosite oral grave nos pacientes que foram
tratados com metotrexato. Nesse mesmo estudo, também constatou-se que a
abundancia do género Methylobacterium aumentou nos pacientes transplantados com
mucosite oral grave, o que sugere uma assinatura diretamente relacionada a mucosite
oral (Shouval et al., 2020). Outro estudo avaliando o condicionamento, aplasia e
enxerto de 30 pacientes de alo-transplante mostrou que uma menor diversidade da
mucosa oral nesses individuos no pré-condicionamento esta associada a maior risco
de recidivas em até 3 anos pos-transplante (De Molla et al., 2021). Além disso, um
trabalho avaliando a microbiota da mucosa oral de 29 pacientes pediatricos
submetidos ao alo-TCTH observou que no periodo entre o transplante até 30 dias pos-
transplante, a composi¢ao oral dos principais géneros bacterianos variou bastante,
especialmente de Prevotella spp. e Actinomyces spp., que em alta prevaléncia
apresentaram fortes associagdes com desenvolvimento de DECHa (Ingham et al.,
2021).

Levando em consideragdo que a microbiota oral possa, de alguma forma,
influenciar nos desfechos do alo-TMO/TCTH, nossa hipétese foi: Pacientes com
DECHa apresentam disbiose oral e baixa diversidade do bacterioma. Nossos
objetivos, portanto, foram caracterizar o bacterioma oral e identificar possiveis
biomarcadores de resposta clinica no alo-TMO/TCTH e na DECHa.

2. JUSTIFICATIVA

O Brasil € o pais com o maior numero absoluto de transplantes de medula
6ssea na América Latina. Nos ultimos cinco anos, foram realizados 8.416
transplantes, dentre eles, 4.237 alogénicos. Entre 2019 e 2023, a principal causa de
morte em adultos submetidos ao alo-transplante foi infecgdo bacteriana, acometendo
54% dos pacientes nos 100 primeiros dias pds-transplante e 36% a partir de 100 dias
pos-transplante. A DECH segue sendo uma das principais causas de morte
relacionada ao alo-transplante (Associacdo Brasileira de Transplante de Orgaos,
2025; Simione et al., 2025), cuja incidéncia cumulativa é de aproximadamente 34,3%
tanto para a forma aguda quanto crénica da doenga (Medeiros, 2024). Dada a alta

taxa de mortalidade de pacientes transplantados que desenvolvem a DECHa, estudos
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abordando diferentes métodos progndsticos para essa complicagao sao de extrema
relevancia.

Partindo da premissa de que a microbiota oral esta associada a regulagéao de
respostas imunolégicas do hospedeiro e pode apresentar perfis microbianos
associados ao risco e ao desenvolvimento da DECH (Ingham et al., 2021; Baker et
al., 2024), sua caracterizagdo pode contribuir com a identificagdo de alteragbes na
composi¢cdo do bacterioma associado a ocorréncia e progressdo da doenga, bem
como de assinaturas microbianas com potencial prognéstico. Com isso, pode tornar-
se uma ferramenta profilatica para aplicacbes clinicas futuras com foco no
desenvolvimento de estratégias de tratamento médico personalizado visando o
aumento nas chances de sobrevida dos transplantados (Badia et al., 2020; Heidrich et
al., 2023).

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
Caracterizar o bacterioma oral de pacientes submetidos ao transplante

alogénico de medula 6ssea e correlacionar com dados clinicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Recrutar pacientes submetidos ao alo-transplante e acompanhar os
seguimentos pos-transplante;
2. Registrar dados sociodemograficos e clinicos de pacientes submetidos ao
alo-transplante ao longo do tratamento;
3. Recrutar e registrar dados sociodemograficos de individuos controles;
4. Selecionar pacientes com maior numero de amostras pos-transplante e foco no
desenvolvimento da DECHa;
5. Avaliar a composicao, diversidade, abundancia relativa e diferencial de
pacientes submetidos ao alo-transplante e de individuos controles;
6. Correlacionar os resultados do bacterioma oral com complicagbes e desfechos
clinicos pés-transplante;
7. Identificar potenciais biomarcadores de resposta clinica pds-transplante e
desenvolvimento de DECHa;
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8. Comparar diferentes bases de dados de classificacdo filogenética de

microrganismos

4. CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS
4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO, ASPECTOS ETICOS E INSTITUIGOES
ENVOLVIDAS

Este estudo multicéntrico de coorte foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual Paulista (Processo n° 5.138.190/2021) (Anexo 1).
Todos os participantes incluidos no trabalho assinaram o termo de assentimento ou
consentimento livre e esclarecido. Os responsaveis pelos menores de 18 anos
também assinaram termo especifico para representantes legais.

As instituicbes colaboradoras no recrutamento de pacientes incluem a
Fundacgao Faculdade Regional de Medicina de Sdo José do Rio Preto (FUNFARME),
Fundacgao Pio XII — Hospital de Cancer de Barretos (HCB), Fundagdo Doutor Amaral
Carvalho de Jau (FACJ) e Hospital Beneficéncia Portuguesa de Sao Paulo (BP). O
projeto foi aprovado nos comités de ética locais de cada uma das instituigoées incluidas

como coparticipantes na Plataforma Brasil.

4.2 RECRUTAMENTO E SELECAO DOS PACIENTES

Os critérios de inclusdo para o recrutamento dos pacientes foram pacientes
submetidos ao transplante alogénico de medula 6ssea e/ou células-tronco
hematopoéticas com idade igual ou maior que 12 anos; pacientes com pelo menos
50% de compatibilidade com o doador; e pacientes com acompanhamento médico
regular com pelo menos uma visita de acompanhamento pds-transplante.

Os critérios de exclusao foram pacientes submetidos ao transplante alogénico
de medula éssea e/ou células-tronco hematopoiéticas com idade inferior a 12 anos;
pacientes submetidos ao transplante autélogo de medula éssea; e pacientes de
transplante de células-tronco provenientes de cordao umbilical.

Apds o recrutamento geral dos participantes, realizou-se a selegdo de uma
parcela dos pacientes e suas respectivas amostras para processamento,
extracdo/sequenciamento de DNA e analises estatisticas. Os pacientes escolhidos
atendiam aos seguintes critérios: apresentar o maior numero de amostras ao longo do

23



transplante incluindo amostra DECH; ter pelo menos 3 amostras (D-7, DO e D+30)
incluindo amostra DECH; e ter maior numero de amostras ao longo do transplante
independentemente do desenvolvimento da DECHa.

Os numeros de pacientes recrutados, coleta de amostras totais e amostras
selecionadas para extracdo e sequenciamento estdo organizadas na Figura 1

abaixo.

Recrutamento dos pacientes
nos hospitais
(Np = 263)

De 6 a 7 periodos de coleta
por paciente

Coleta das amostras orais

:li

D+180 (N, = 6)
DECH (N4 = 13)

(=263 (N. = 801)
A
Selegdo de amostras orais Remocao de amostras orais
para sequenciamento com restrigdes
(Na = 250) (NA=6)
v D-7 (Na=63)
DO (N = 68)
Analises estatisticas D+30 (Na = 43)
(N. =244) D+60 (Na = 33)
(Np = 90) D+90 (N = 18)

Figura 1: Fluxograma do recrutamento de pacientes, da coleta de amostras orais e selegcdo para
sequenciamento. N, = numero de pacientes; Na = nimero de amostras.

Também foram recrutados individuos saudaveis para compor o grupo controle
deste projeto. Os critérios de inclusao foram auséncia de comorbidades; ndo fazer uso
de nenhuma medicagdo de uso continuo, anti-inflamatérios ou antibiéticos; e néo
apresentar indice de massa corporal (IMC) maior do que 29,9 (classificacdo de

obesidade).
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4.3 DADOS CLINICOS E COLETA DA MUCOSA ORAL

As informacdes relacionadas a doenca de base dos pacientes, pré e pos-
transplante foram registradas em um software de gerenciamento de dados (REDCap).
A partir de diversos formularios utilizados pelos hospitais, foram coletadas
informagdes sociodemograficas, sobre as caracteristicas da doenga de base e do
transplante, complicacbes do transplante, desenvolvimento da doenca do enxerto
contra o hospedeiro aguda (DECHa) e acompanhamento e avaliagdo da progressao
da doencga e/ou transplante (Anexo 2). Pacientes diagnosticados com DECHa foram
classificados quanto a gravidade da doenca segundo critérios MAGIC (HARRIS et
al., 2016), os quais avaliam os 6rgaos afetados, o grau de comprometimento desses
orgaos e o impacto clinico geral dos sintomas, especialmente em relagcdo a
necessidade de intervengdes terapéuticas.

Antes do transplante, todos os pacientes recrutados foram submetidos a uma
avaliacdo odontolégica com realizagdo de procedimentos para tratamento de
complicacdes orais existentes e/ou profilaxia bucal.

Foram estabelecidos 7 periodos de coleta das amostras: Preé-
condicionamento (D-7), dia da infusdo de células (D0), 30 dias pds-alo-transplante
(D+30), 60 dias pés-alo-transplante (D+60), 90 dias pés-alo-transplante (D+90), 180
dias pos-alo-transplante (D+180) e no inicio dos sintomas de desenvolvimento da
DECH aguda (DECH) nos casos onde os pacientes desenvolvem a doencga.

A coleta da mucosa oral foi padronizada por meio da realizagao de esfregaco
com swab na regido da mucosa jugal e superficie da lingua, com duragdo de 10
segundos para cada regiao, seguido do armazenamento do swab em tubo cénico de

15 mL e congelamento a -80°C.

4.4 EXTRAGAO DE DNA

A extragdo de DNA foi realizada por meio do kit comercial Fast DNA Stool
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), de acordo com o protocolo do fabricante, com
adaptacdes para a padronizagao das amostras, conforme descrito abaixo.

As amostras foram retiradas do biofreezer (-80°C) para descongelamento.

Para a etapa de suspenséao, foram acrescentados 2 mL de InhibitEX Buffer no tubo
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cbnico contendo as amostras, seguido de 5 minutos de incubagdo em temperatura
ambiente de 25°C. Apds esse tempo, a amostra foi homogeneizada continuamente
por 1 minuto no vortex. Os tubos foram submetidos a banho-maria por 5 minutos a
95°C para lise das bactérias Gram-positivas, e apds esse periodo, a amostra foi
homogeneizada novamente em vortex por 15 segundos. Os tubos foram centrifugados
por 10 minutos a 25°C e velocidade maxima para promover a formacao de pellet.

Na etapa de digestdo, apds a centrifugacéo, foram pipetados 600 pL de
sobrenadante da amostra em um novo tubo de microcentrifuga de 2 mL. Foram
adicionados e homogeneizados 25 pL de Proteinase K. Em seguida, foram
adicionados 600 pL de Buffer AL, com homogeneizagdo continua em vortex por 15
segundos. Os tubos de microcentrifuga foram submetidos a banho-maria por 10
minutos a 70°C, e apo6s esse periodo, foram acrescentados 600 uL de alcool etilico
absoluto (100%), seguido de homogeneizagédo continua em vortex por 15 segundos.
Na etapa de transferéncia, foram pipetados 500 yL da solugcédo para a coluna de
centrifugagdo. A coluna foi submetida a centrifugagcdo por 1 minuto em velocidade
maxima, e em seguida, houve a troca do tubo de coleta da coluna, descartando o tubo
antigo com o liquido coletado. Essa etapa de transferéncia foi repetida
aproximadamente 3x para que toda a solugédo contendo parte da amostra tenha sido
utilizada.

Na etapa de lavagem, foram cuidadosamente acrescentados 500 uL de Buffer
AW1, seguido de centrifugagdo por 1 minuto em velocidade maxima com posterior
troca do tubo de coleta da coluna, descartando o tubo antigo com o liquido coletado.
Foram acrescentados 500 uL de Buffer AW2, seguido de centrifugagao por 3 minutos
em velocidade maxima com posterior troca do tubo de coleta da coluna, descartando
o tubo antigo com o liquido coletado. Em seguida, os tubos “vazios” foram submetidos
a centrifugagao por 3 minutos em velocidade maxima com posterior troca do tubo de
coleta da coluna por um tubo de microcentrifuga de 2 mL novo, descartando o tubo
coletor antigo.

Por fim, na etapa de elui¢gdo, foram acrescentados 50 pyL de Buffer ATE na
coluna, com sequente incubacado de 1 minuto em temperatura ambiente de 25°C. Em
seguida, as colunas foram centrifugadas por 1 minuto em velocidade maxima e, apos

esse periodo, descartadas (Qiagen, 2017).
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4.5 CONSTRUGAO DE BIBLIOTECAS E SEQUENCIAMENTO 16S

Inicialmente, realizou-se a quantificacdo do DNA oral pelo equipamento Qubit
dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) para validagédo das
amostras. Foram consideradas aptas para sequenciamento amostras cuja
concentragdo de DNA fosse de no minimo 1 ng/uL (lllumina, 2026). Em seguida, na
etapa de amplificagao, foram realizadas 2 PCRs (reagao em cadeia da polimerase)
para preparacgao das bibliotecas. Na primeira PCR, foi amplificada as regiées-alvo V3
e V4 do gene 16S RNAr (acido ribonucleico ribossbmico) seguindo as
especificagées da 2X Platinum SuperFi Il PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific,
MA, EUA). Para isso, utilizou-se o protocolo de 98°C por 30 segundos, seguidos de
30 ciclos de 98°C por 10 segundos, 55°C por 10 segundos e 72°C por 30 segundos.
Foi realizada uma extenséao final a 72°C por 5 minutos. Os primers utilizados para
amplificagédo das regides V3 e V4 do 16S RNAr ja com os adaptadores Illumina foram:
“341F” — TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWG
CAG; e “805R” - GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHV
GGGTATCTAATCC (Larin et al., 2024). Na segunda PCR, foram inseridos indexes
lllumina nos amplicons para multiplicagdo das amostras. A segunda PCR seguiu o
mesmo protocolo da primeira reagcédo, porém com 8 ciclos.

A construgédo das bibliotecas de DNA e o sequenciamento foram realizados

em parceria com a empresa “BioSeq - Bioinformatica e Gendmica”.

4.6 PROCESSAMENTO DOS DADOS E ANALISES ESTATISTICAS

O processamento das reads brutas do sequenciamento foi realizado
utiizando o programa Trimmomatic v0.39 (Bolger; Lohse; Usadel, 2014). As
configuragdes foram ajustadas para importagao de dados tipo pair-end, remogao das
20 primeiras bases, remog¢ao de reads com qualidade média inferior a Q30 (Phred
Score, 1% de chance de erro) e comprimento minimo de 100 pares de base.

O processo de merge foi aplicado utilizando o programa FLASH v1.2.11
(Magoc; Salzberg, 2011) com minimo de bases sobrepostas igual a 50. Os dados
processados foram importados pelo programa QIIME 2 v2024.2.0 (Bolyen, 2019).

Foi aplicado o procedimento DADAZ2 para a etapa de denoise-single.
27



A classificacdo taxondmica dos dados foi realizada utilizando a base de dados
HOMD para 16S V3-V4 (classifier HOMD-16.01_V3-V4), aplicando o procedimento
classify-sklearn. A arvore filogenética foi construida com o método align-to-tree-mafft-
fasttree. A diversidade alfa foi avaliada utilizando estimativas dos indices: Chao1
(estimativa da riqueza de taxons a partir da abundancia das espécies raras
observadas), Simpson (probabilidade de duas amostras serem de taxons diferentes),
Faith’s PD (diversidade filogenética entre taxons), Evenness (uniformidade na
distribuicdo dos taxons) e Shannon (diversidade com base na abundancia e numero
de taxons). Representagdes graficas com letras unicas distintas “a”, "b” e “c”
apresentam grupos com diferengas estatisticas significativas (P-valor Bonferroni <
0,05); representagbes com letras combinadas “ab”, “bc” e “abc” apresentam grupos
com valores semelhantes e portanto sem diferencas estatisticas significativas.

Para a diversidade beta, foram utilizadas as métricas: Bray-Curtis, Jaccard e
as distancias ponderadas e nao ponderadas do Unifrac.

As analises de rarefacao e estimativas de parametros alfa foram realizadas
com profundidade maxima de 100.000. Os resultados foram processados utilizando a
IDE Rstudio versdo Ocean Storm para linguagem R v4.4.1 (Team, 2013; Team et al.,
2015) utilizando o metapacote fidyverse (Wickham et al., 2019).

Anadlise de abundancia diferencial do microbioma foi realizada utilizando o
pacote Maaslin3 (Nickols et al., 2024) para R. Figuras e graficos foram gerados
utiizando o pacote ggplot2 para R. Simbolos “+” e “” representam taxons
significativamente abundantes e significativamente escassos, respectivamente.

Analises de microbioma nucleo (core microbiome) compartilhado e unico foram
realizadas a partir do conjunto de taxons bacterianos que apresentaram abundancia
relativa minima de 0,1% e prevaléncia de pelo menos 50% dentro de cada grupo.

Os dados clinicos coletados em fichas previamente definidas e padronizadas
foram registrados na plataforma REDCap 12.0.27. As amostras foram caracterizadas
por meio de tabelas de frequéncias para as variaveis categoricas, e medidas de
tendéncia central (média, mediana) e de dispersao (desvio padrao, minimo € maximo)
para as variaveis quantitativas.

A prevaléncia de eventos de dominéancia oral, definida como um unico género
com frequéncia relativa = 30% (Taur et al., 2012; De Molla et al., 2021; Messina et
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al., 2021), foi calculada em nivel de paciente (considerando a ocorréncia de pelo
menos um evento de dominancia ao longo do acompanhamento) e em nivel de
amostra. Modelos de preditores demograficos e clinicos (incluindo idade, IMC, sexo,
tabagismo, regime de condicionamento, fonte de células e doenca de base) foram
utilizados em analises de regressao logistica univariada e multivariada para avaliar a
ocorréncia de dominancia oral.

Com base em estudos de microbiota intestinal e oral no contexto do
transplante alogénico, os desfechos clinicos de interesse avaliados foram sobrevida
global; recidiva da doenga de base; incidéncia cumulativa de DECHa e incidéncia
cumulativa de DECH grave, classificada de acordo com critérios MAGIC (HARRIS et
al., 2016).

Para as associagdes, utilizaram-se os trés principais géneros dominantes
(Streptococcus, Veillonella e Rothia) e parametros de diversidade (indices de
Shannon e Simpson, considerando amostras como “alta” diversidade quando valores
foram = mediana e “baixa” diversidade quando valores foram < mediana desses
indices). Para isso, utilizou-se a metodologia de Kaplan-Meier para sobrevida global
(com curvas comparadas por teste log-rank, cujo tempo até o evento foi calculado de
DO até o 6bito ou até o ultimo registro de acompanhamento), e curvas de incidéncia
cumulativa para recidiva e DECHa.

As andlises de associagao foram feitas por regressao de Cox univariada para
estimar a razéo de risco e intervalos de confianca de 95%.

Todos os testes foram realizados no software RStudio. Valor de P < 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo.

As analises de bioinformatica foram realizadas em colaboragdo com o
bioinformata independente Dr. Marcus Vinicius Niz Alvarez e com o estatistico
Welinton Yoshio Hirai do Nucleo de Epidemiologia e Estatistica do Hospital de Amor
de Barretos (SP).

4.7 COMPARAGAO DE BASES DE DADOS
Realizou-se uma comparacao entre as estimativas de parametros de alfa
diversidade e abundéncia relativa para as bases SILVA (v138, 341F-805R) e HOMD
(classifier HOMD-16.01_V3-V4). Foram utilizadas 144 amostras previamente
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sequenciadas e classificadas com SILVA que foram submetidas a reclassificagao
utilizando HOMD. As comparacdes entre bases foram realizadas utilizando o teste de
correlagdo de Spearman, testando a correlagdo de cada indice para alfa diversidade
(indices de Faith, Chao1, Evenness, Shannon e Simpson) e cada nivel taxonébmico

(reino, filo, classe, ordem, familia, género e espécie) para abundancia relativa.

5. RESULTADOS

Foram recrutados 263 pacientes e coletadas 801 amostras orais, sendo 100
pacientes (38%) provenientes do Hospital da Beneficéncia Portuguesa de Sédo Paulo
(SP), 84 (31,9%) da FUNFARME de S&o José do Rio Preto (SP), 64 (24,4%) da
Fundacdo Amaral Carvalho de Jau (SP) e 15 (5,7%) do Hospital de Cancer de
Barretos (SP).

Classificadas por periodo de coleta, 200 amostras (25%) pertencem ao D-7,
216 (27%) pertencem ao DO, 137 (17,1%) pertencem ao D+30, 98 (12,2%) pertencem
ao D+60, 71 (8,9%) pertencem ao D+90, 28 (3,5%) pertencem ao D+180 e 51 (6,3%)

pertencem ao grupo que desenvolveu DECH.

5.1 DESCRICAO DOS DADOS DEMOGRAFICOS E CLINICOS

As tabelas apresentadas abaixo foram construidas baseadas na analise
descritiva dos dados do REDCap, e por se tratar de um acompanhamento ainda em
andamento, algumas informag¢des podem ser desconhecidas.

As informagdes demograficas foram organizadas na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1: Dados demograficos dos pacientes submetidos ao alo-TMO/TCTH.

Caracteristicas N (%)

Sexo

Masculino 151 (57,4%)
Feminino 112 (42,6%)

Idade (anos)

Média (DP) 42 (16)
Mediana (intervalo) 41 (12-73)
Desconhecido 41
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IMC

Média (DP) 26,7 (5)
Mediana (intervalo) 25,9 (15,0-48,3)
Etnia

Caucasianos 162 (62,8%)
Afrodescendentes 93 (36%)
Asiaticos 3 (1,2%)
Desconhecido 5
Tabagismo

N&o tabagista 203 (82,5%)
Tabagista ativo 13 (5,3%)
Ex-tabagista 30 (12,2%)
Desconhecido 17

N = numero de pacientes; DP = desvio padrdo; TMO: Transplante de Medula Ossea; TCTH:
Transplante de Células-Tronco Hematopoéticas.

Os dados clinicos coletados abrangem informagdes importantes como tipo de
doenca de base que motivou a necessidade do transplante, tipo de regime de
condicionamento ao qual o paciente foi submetido e tipo de compatibilidade entre
doador-receptor.

Em nossa coorte, as principais indicacbes para o transplante foram 93
pacientes com Leucemia Mieloide Aguda - LMA (40,1%) e 54 pacientes com Leucemia
Linfoblastica Aguda - LLA (23,3%). Os principais regimes de condicionamento foram
tratamento de intensidade reduzida, realizado em 99 (44%) pacientes, e mieloablativo
em 75 pacientes (33,3%). Por fim, quanto ao tipo de compatibilidade entre doador e
receptor, 111 pacientes (48,9%) receberam transplante de doadores haploidénticos,
destacando-se quando comparado as demais compatibilidades. As demais

informagdes encontram-se descritas na Tabela 2.

Tabela 2: Dados clinicos dos pacientes submetidos ao alo-TMO/TCTH

Caracteristicas N (%)

Indicagcao de alo-TMO/TCTH

LMA 93 (40,1%)
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Tabela 2: Dados clinicos dos pacientes submetidos ao alo-TMO/TCTH

Caracteristicas N (%)

LLA 54 (23,3%)
Anemia Aplastica 13 (5,6%)
LMC 11 (4,7%)
Linfoma de Hodgkin 10 (4,3%)
Anemia Falciforme 5 (2,2%)
Linfoma N&o Hodgkin 5 (2,2%)
LLC 2 (0,8%)
Outros* 39 (16,8%)
Desconhecido 31

Regime de condicionamento

Intensidade Reduzida 99 (44%)

Mieloablativo
Nao Mieloablativo
Desconhecido

75 (33,3%)
51 (22,7%)
38

Fonte das células

Sangue periférico
Medula éssea
Desconhecido

208 (83,5%)
41 (16,5%)
14

Tipo de compatibilidade

Haploidéntico
MRD aparentado idéntico
MUD n&o aparentado idéntico

Aparentado com mismatch HLA entre 5 e 10

MMUD
Desconhecido

111 (48,9%)
71 (31,2%)
27 (11,9%)
9 (4%)

9 (4%)
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HLA: Antigeno Leucocitario Humano - LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda; LLC: Leucemia Linfocitica
Cronica; LMA: Leucemia Mieloide Aguda; MMUD: Mismatch Unrelated Donor ou ndo aparentado
com mismatch 9/10; MRD: Matched Related Donor ou Aparentado full match; MUD: Matched
Unrelated Donor ou ndo aparentado 10/10; N = ndamero de pacientes; TMO: Transplante de Medula
Ossea; TCTH: Transplante de Células-Tronco Hematopoéticas. *Outros: Doencas raras e/ou

incidentes em um unico paciente.

Outras informagdes relevantes como complicacbes do alo-transplante

desenvolvidas pelos pacientes e desfechos clinicos mais importantes foram

analisadas conforme mostra a Tabela 3.
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Tabela 3: Complicacbes e desfechos clinicos dos pacientes submetidos ao alo-
TMO/TCTH

Caracteristicas N (%)

Complica¢ées durante o alo-TMO/TCTH

DECH 78 (29,7%)
Neutropenia Febril 48 (18,2%)
Colite Neutropénica 11 (4,2%)
Falha de enxertia 11 (4,2%)
Doencga Veno-Oclusiva Hepatica 5 (1,9%)
Microangiopatia Trombatica 4 (1,5%)
Desfechos clinicos até D+180

Obito 51 (19,4%)
Recidiva da doenca 15 (5,7%)

DECH: Doenga do Enxerto contra o Hospedeiro; TMO: Transplante de Medula Ossea; TCTH:
Transplante de Células-Tronco Hematopoéticas; N = niumero de pacientes.

Por fim, foram coletados dados clinicos referentes a incidéncia, acometimento
em orgaos-alvo e manifestagées da DECH, detalhando essa complicagéo.

Em nossa coorte, o principal érgao-alvo acometido foi a pele, incidente em 61
pacientes (23%). Tendo em vista que condigdes de pele sdo mais comuns, a principal
manifestacdo verificada pelos médicos foi a "rash”, afetando 57 pacientes (22%).
Outras manifestagdes importantes também foram relatadas conforme mostra a Tabela
4.

Tabela 4: Incidéncia, acometimento e manifestacdes da doenga do enxerto contra o
hospedeiro (DECH) em pacientes submetidos ao alo-TMO/TCTH

Caracteristicas N (%)

Diagnéstico de DECH

Nao 114 (43,3%)
Sim 78 (29,7%)
Desconhecido 71

Orgaos acometidos pela DECH

Pele 61 (23%)
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Tabela 4: Incidéncia, acometimento e manifestacdes da doenca do enxerto contra o
hospedeiro (DECH) em pacientes submetidos ao alo-TMO/TCTH

Caracteristicas N (%)
TGl 32 (12%)
Figado 11 (4,2%)
Manifestagoes

Rash 57 (22%)
Nausea 21 (8%)
Diarreia 18 (6,8%)
Dor abdominal 10 (3,8%)
Ictericia 5(1,9%)
Anorexia 4 (1,5%)
Febre 3 (1,1%)

DECH: Doenca do Enxerto Contra o Hospedeiro; TGI: Trato gastrointestinal; N = nimero de pacientes;
TMO: Transplante de Medula Ossea; TCTH: Transplante de Células-Tronco Hematopoéticas.

Com relagao ao grupo controle, foram recrutados 16 individuos saudaveis que

nao apresentaram comorbidades e ndo faziam uso de antibiéticos ou antiinflamatoérios

(Tabela 5).

Tabela 5: Dados demograficos dos individuos saudaveis

Caracteristicas N (%)

Sexo

Masculino 8 (50%)
Feminino 8 (50%)
Idade (anos)

Média (DP) 29 (8,71)
Mediana (intervalo) 26,5 (22-57)
IMC

Média (DP) 23,75 (3,4)

Mediana (intervalo)

24,42 (18,46-28,4)

Etnia

Caucasianos

14 (87,5%)
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Tabela 5: Dados demograficos dos individuos saudaveis

Caracteristicas N (%)

Afrodescendentes 2 (12,5%)

N = ndimero de individuos; DP = desvio padrao

5.2 CARACTERIZAGAO DO BACTERIOMA ORAL

A partir de 244 amostras selecionadas correspondentes a 90 pacientes,
observou-se que a riqueza taxondmica mensurada pelo indice de Ace diferiu entre
amostras dos periodos D-7 (P-valor = 0,015) e D+30 (P-valor < 0,001), em relagéo
aos controles, sendo o D+30 o periodo de menor contagem absoluta de unidades
taxondmicas (ASVs). Ao comparar diferentes periodos de coleta, os indices de Chao1,
Faith e Simpson apresentaram diferencas estatisticas (P-valores < 0,006) entre D-7,
D+30 e controles, indicando diminuicdo na riqueza, diversidade filogenética e
estrutura da comunidade bacteriana oral associada ao transplante. Em relacdo a
uniformidade dos taxons observados, mensurada pelo indice de Evenness, observou-
se reducao na diversidade em D+30 em relagdo ao CTRL (P-valor = 0,01). Por fim, o
indice de Shannon também apresentou redugdes na diversidade entre as coletas D-7 (
P-valor = 0,006), DO (P-valor < 0,001) e D+30 (P-valor < 0,001) quando comparadas
com o CTRL, conforme mostra a Figura 2 (A-F).
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Figura 2: indices de alfa-diversidade por periodo de coleta. (A) indice de Ace; (B) indice de Chao1; ©
indice de Evenness; (D) indice de Faith; (E) indice de Shannon; (F) indice de Simpson. CTRL - controle;
D-7 - pré-condicionamento; DO - dia do alo-transplante; D+30/D+60/D+90/D+180 - dias pds-alo-
transplante; DECH - doencga do enxerto contra o hospedeiro. Comparacao feita por Kruskal Wallis com
post-hoc de Dunn. Representagdes graficas com letras Unicas distintas “a”, "b” e “c” apresentam grupos
com diferencas estatisticas significativas (P-valor Bonferroni < 0,05); representacbes com letras
combinadas “ab”, “bc” e “abc” apresentam grupos com valores semelhantes sem diferencgas estatisticas

significativas.

Ao avaliar a diversidade da composi¢cdao da comunidade bacteriana oral ao
longo do tempo por meio de métricas UniFrac ponderada e ndo-ponderada, ndo foram
observados agrupamentos distintos nos periodos de coleta dos pacientes

transplantados, sugerindo auséncia de variagbes estatisticamente significativas ao

longo do tratamento. Em contraste, foram observadas diferencas estatisticas na
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composi¢ao entre cada periodo de coleta de pacientes do transplante e grupo controle

(P-valores = 0,036), indicando diferencas globais na composi¢cédo das comunidades

bacterianas apds o transplante em comparagdo com individuos saudaveis, mesmo

sem formacao de agrupamentos visuais (Figura 3).
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Figura 3: Diversidade beta por analise de Coordenadas Principais (PCoA) baseada em matrizes de
distancia UniFrac ponderada e nado-ponderada. CTRL - controle; D-7 - pré-condicionamento; DO - dia
do alo-transplante; D+30/D+60/D+90/D+180 - dias pds-alo-transplante; DECH - doenga do enxerto
contra o hospedeiro. Comparacao feita por PERMANOVA.

Quanto a distribuicdo da abundancia relativa de alguns dos principais filos

bacterianos que compdem a microbiota oral dos nossos pacientes, podemos observar

variagdes ao longo do tempo (Figura 4).
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Subset: PeriodoColeta; Taxon: 2-Phylum; Group Sum
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Figura 4: Abundancia relativa dos principais filos bacterianos encontrados nos diferentes periodos de
coleta. CTRL - controle; D-7 - pré-condicionamento; DO - dia do alo-transplante;
D+30/D+60/D+90/D+180 - dias pds-alo-transplante; DECH - doenga do enxerto contra o hospedeiro.

Nos diferentes periodos de coleta, houve a prevaléncia dos filos Bacillota,
Pseudomonadota e Actinomycetota, cuja soma ultrapassa 50% da composi¢ao geral
da microbiota oral dos pacientes transplantados. Nos periodos de D+90 e D+180
destacam-se a alta prevaléncia de Bacillota (52,8% e 60,6% respectivamente). Antes
do alo-transplante no periodo D-7, observou-se que a prevaléncia de Bacillota era de
41,33%. Ao comparar esses valores com o grupo CTRL, cuja proporgao de filos é
distinta dos demais grupos, notamos que individuos saudaveis apresentam baixa
abundancia desse filo (22,7%).

Ao avaliar a abundancia diferencial dos filos bacterianos (Figura 5), observou-
se que que Bacillota foi abundante em todos os periodos do transplante (P-valores <
0,008). De forma similar, Actinomycetota foi diferencialmente abundante nos periodos
D-7, DO, D+60 e D+90 (P-valores < 0,02) em relagdo ao grupo controle. Juntos, esses

achados validam o que foi observado pelas porcentagens de frequéncia relativa. Por
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outro lado, os filos Spirochaetota, Patescibacteria e Synergistota foram
diferencialmente escassos (P-valores < 0,02) em quase todos os periodos, exceto
Spirochaetota em D+180 (P-valor = 0,16).

Top 50 features with significant associations (-log(qval)*sign(coeff))
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Figura 5: Abundéncia diferencial de filos bacterianos nos periodos D-7, DO, D+30, D+60, D+90, D+180
e DECH comparados com CTRL; DECH - doenga do enxerto contra o hospedeiro.

Ao avaliar a distribuicdo da abundancia relativa das familias bacterianas,

foram identificadas 20 principais familias nas amostras orais (Figura 6).
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Subset: PeriodoColeta; Taxon: 5-Family; Group Sum
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Figura 6: Abundancia relativa das principais familias bacterianas encontradas nos diferentes periodos
de coleta. CTRL - controle; D-7 - pré-condicionamento; DO - dia do alo-transplante;
D+30/D+60/D+90/D+180 - dias pos-alo-transplante; DECH - doenga do enxerto contra o hospedeiro.

No periodo D+180, observou-se que Streptococcaceae apresentou a maior
abundancia relativa (44,4%), seguida por Veillonellaceae (10,7%), Prevotellaceae
(9,6%) e Actinomycetaceae (5%). Em conjunto, essas quatro familias corresponderam
a 69,7% da comunidade bacteriana observada nesse periodo.

Destaca-se que a abundéncia relativa de Streptococcaceae foi
aproximadamente cinco vezes maior em D+180 quando comparada ao grupo CTRL
(8,6%), bem como maior nos demais periodos de coleta dos pacientes transplantados
em relagao ao controle. Outra variagdo relevante ao longo do tempo foi observada na
familia Staphylococcaceae, cuja abundancia relativa nos periodos D+30 (4,7%), D+90
(5,1%) e DECH (11,5%) contrasta fortemente com os valores encontrados nos
controles (0,004%).

Analisou-se a abundancia diferencial das familias bacterianas conforme
mostra a Figura 7. As familias Absconditicoccaceae, Nanosynbacteraceae,

Odoribacteraceae e Peptococcaceae apresentaram redugao significativa na maioria
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dos periodos do transplante (P-valores < 0,001). Por outro lado, familias como

Pseudomonadaceae, Micrococcaceae,

Staphylococcaceae e Enterococcaceae

mostraram aumento diferencial ao longo do transplante (P-valores variando entre

0,004 e 0,061), com destaque nas ultimas duas familias presentes na DECHa (P-valor

= 0,006 e P-valor = 0,008, respectivamente).

Top 50 features with significant associations (-log(qval)*sign(coeff))
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Figura 7: Abundancia diferencial de familias nos periodos D-7, DO, D+30, D+60, D+90, D+180 e DECH
comparados com CTRL; DECH - doenga do enxerto contra o hospedeiro.

Ao avaliar a distribuicdo da abundancia relativa dos géneros bacterianos,

foram identificados 20 principais géneros nas amostras orais (Figura 8).
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Subset: PeriodoColeta; Taxon: 6-Genus; Group Sum
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Figura 8: Abundancia relativa dos principais géneros bacterianos encontrados em diferentes periodos
de coleta. CTRL - controle; D-7 - pré-condicionamento; DO - dia do alo-transplante;
D+30/D+60/D+90/D+180 - dias pds-alo-transplante; DECH - doenga do enxerto contra o hospedeiro.

Dentre os diferentes géneros bacterianos identificados, Streptococcus e
Staphylococcus se destacam pela grande variagdo ao longo do tempo com valores
idénticos aos da distribuicao de familias.

Para Streptococcus, observou-se a prevaléncia em D+180 (44,4%) quando
comparado aos controles (8,6%). Da mesma forma para Staphylococcus, temos
abundancia relativa de 4,7% no D+30, 5% no D+90, 11,5% no grupo DECH e 0,004%
nos controles.

Além disso, o género Rothia apresentou maior abundancia nos periodos poés-
transplante, variando de 6,3% a 8,9%, quando comparados aos controles (1,2%).

Para complementar a identificagdo de géneros bacterianos nos diferentes
periodos de coleta, avaliamos o microbioma nucleo (core microbiome) compartilhado

entre grupos e taxons unicos encontrados, conforme mostram as Figuras 9 e 10.
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Subset: PeriodoColeta Set: shared
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Figura 9: Microbioma nucleo compartilhado em diferentes periodos de coleta. CTRL - controle; D-7 -
pré-condicionamento; DO - dia do alo-transplante; D+30/D+60/D+90/D+180 - dias pés-alo-transplante;
DECH - doenga do enxerto contra o hospedeiro. Porcentagens representam a propor¢édo do taxon do
microbioma nucleo em relagdo ao microbioma total observado de cada grupo.

Em relacdo ao microbioma nucleo compartilhado, observou-se que
Streptococcus foi o unico género compartilhado entre todos os grupos, sendo o D+180

0 periodo com maior prevaléncia.
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Subset: PeriodoColeta Set: unique
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Figura 10: Microbioma nucleo unico em diferentes periodos de coleta. CTRL - controle; D-7 - pré-
condicionamento; DO - dia do alo-transplante; D+30/D+60/D+90/D+180 - dias pds-alo-transplante;
DECH - doenga do enxerto contra o hospedeiro. Porcentagens representam a propor¢édo do taxon do

microbioma nucleo em relagdo ao microbioma total observado de cada grupo.

Em relagdo ao microbioma nucleo unico exclusivo de cada grupo, observou-

se que o CTRL apresentou a maior diversidade, com quatro taxons unicos (Hoylesella,

Fusobacterium, Porphyromonas e Alloprevotella), seguido de D+180 com dois taxons

(Lautropia e Gemella) e D+60 com um taxon (Actinomyces).

Em seguida, avaliamos a abundéancia diferencial dos géneros bacterianos

(Figura 11).
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Figura 11: Abundéncia diferencial de géneros nos periodos D-7, DO, D+30, D+60, D+90, D+180 e
DECH comparados com CTRL; DECH - doenga do enxerto contra o hospedeiro.

Observou-se que Enterococcus (P-valor = 0,008), Staphylococcus (D-7, D+30,
D+90 e DECH; P-valores < 0,05), Pseudomonas (DO, D+30 e D+90; P-valores <
0,009) e Rothia (D-7 e D+90; P-valores < 0,04) foram diferencialmente abundantes ao
longo do transplante. Além disso, foram observados géneros normalmente associados
a inflamacado periodontal, como Tannerella, Treponema e Porphyromonas,
diferencialmente escassos em todos os periodos avaliados (P-valores < 0,04),
exceto Porphyromonas em D-7.

Além da abundéancia relativa e diferencial, analisou-se a dominancia
(frequéncia relativa = 30%) de géneros bacterianos em um ou mais periodos de coleta.
Dentre os 27 géneros dominantes identificados, destacamos os cinco principais com
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maior numero de amostras: Streptococcus (n = 68), Veillonella (n = 31), Rothia (n =
15), Prevotella (n = 11) e Haemophilus (n = 9).
Por fim, em relacdo ao ultimo nivel taxondmico, avaliamos a distribuicdo da

abundancia relativa de espécies bacterianas (Figura 12).

Subset: PeriodoColeta; Taxon: 7-Species; Group Sum
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Figura 12: Abundéncia relativa de espécies bacterianas em diferentes periodos de coleta. CTRL -
controle; D-7 - pré-condicionamento; DO - dia do alo-transplante; D+30/D+60/D+90/D+180 - dias pos-
alo-transplante; DECH - doenga do enxerto contra o hospedeiro.

No periodo D+30, observou-se que as espécies Arthrospira platensis (4,5%) e
Klebsiella pneumoniae (2,6%), ambas potencialmente patogénicas, estavam em
maior frequéncia em relacdo aos demais periodos de coleta do transplante. Em
DECH, destaca-se Cellulosimicrobium funkei (3,5%). Além disso, observou-se uma
variagao ao longo do tempo em Rothia mucilaginosa, oscilando frequéncias de 3% a

7,1% nos periodos do transplante, em comparagao ao CTRL (1,1%).

5.3 CORRELAGAO DO BACTERIOMA ORAL COM DADOS CLINICOS
O proximo passo foi avaliar se eventos de dominancia estdo associados a

dados demograficos e clinicos. Para isso, realizamos regressées univariadas e
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multivariadas para verificar a existéncia de tais associacdes, conforme mostram as

tabelas 6 e 7.

Tabela 6: Regressao univariada para associagdo entre ocorréncia de eventos de

dominancia e dados demograficos e clinicos

Caracteristica N RC IC 95% P-valor
Idade 89 0,97 0,93-1,02 0,22
IMC 90 0,94 0,84-1,05 0,26
Sexo

Feminino 41 - - -
Masculino 49 0,65 0,16-2,32 0,52
Tabagismo

Nao tabagista 68 - - -
Tabagista 6 0,48 0,06-10,1 0,54
Ex-tabagista 10 0,15 0,03-0,69 0,013
Regime de condicionamento

Mieloablativo 31 - - -
Intensidade reduzida 40 0,13 0,01-0,79 0,065
N&o mieloablativo 19 0,28 0,01-3,17 0,32
Fonte de células

Sangue periférico 67 - - -
Medula 6ssea 23 3,86 0,68-72,9 0,21
Doenca de base

Leucemia 62 - - -
Outras 28 0,76 0,21-3,14 0,69

N = numero de pacientes; RC = razdo de chance; IC = intervalo de confianga; IMC = indice de massa

corporal.

Na regressdo univariada, observou-se uma associagao estatisticamente

significativa entre menor chance de ocorréncia de eventos de dominadncia em

pacientes ex-tabagistas quando comparados com pacientes ndo tabagistas (RC =
0,15; IC 95%: 0,03-0,69; P-valor = 0,013).
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Tabela 7: Regressdo multivariada para associagao entre ocorréncia de eventos de
dominancia e dados demograficos e clinicos

Caracteristica N RC IC 95% P-valor
Idade 83 1,00 0,99-1,00 0,7
IMC 83 0,99 0,98-1,01 0,4
Sexo

Feminino 37 - - -
Masculino 46 0,98 0,86-1,13 0,8
Tabagismo

N&o tabagista 67 - - -
Tabagista 6 0,97 0,73-1,30 0,8
Ex-tabagista 10 0,71 0,58-0,88 0,003

Regime de condicionamento

Mieloablativo 28 - - -
Intensidade reduzida 38 0,83 0,70-0,98 0,034
N&o mieloablativo 17 0,97 0,77-1,22 0,8

Fonte de células

Sangue periférico 63 - -
Medula éssea 20 1,05 0,88-1,25 0,6

Doenca de base

Leucemia 57 - - -
Outras 26 0,87 0,74-1,04 0,13

N = numero de pacientes; RC = razao de chance; IC = intervalo de confianca; IMC = indice de massa
corporal.

Na regressao multivariada, semelhante ao que foi observado na regresséo
univariada, pacientes ex-tabagistas apresentaram menor chance de ocorréncia de
eventos de dominancia quando comparados com pacientes nao tabagistas (RC =
0,71; IC 95%: 0,58-0,88; P-valor = 0,003). Além disso, observou-se também uma
associacdo entre menor chance de ocorréncia de eventos de dominancia em
pacientes submetidos a regime de condicionamento de intensidade reduzida quando
comparados com pacientes de regime mieloablativo (RC = 0,83; IC 95%: 0,70-0,98; P-
valor = 0,034).
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Em seguida, avaliamos possiveis associagbes entre eventos de dominancia
de trés géneros especificos (Streptococcus, Veillonella e Rothia) e desfechos clinicos
de interesse (sobrevida global, DECHa, DECHa grave e recidiva).

Em relacdo aos pacientes com amostras dominantes por Streptococcus, nao
foram observadas diferencas estatisticas na probabilidade de sobrevivéncia quando
comparada aos pacientes sem dominéncia por esse género (Razdo de Risco = 1,43;
IC 95% = 0,64-3,19; P-valor = 0,4; Figura 13).
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Figura 13: Curva de sobrevida global para eventos de dominancia por Streptococcus (n = 45).

No caso do risco de desenvolvimento da DECH, observou-se incidéncia
cumulativa ligeiramente maior de DECHa no grupo dominante, enquanto que para
DECHa grave, a incidéncia cumulativa foi numericamente menor neste grupo.
Entretanto, ndo foram observadas diferencas estatisticas no risco de desenvolver
DECHa (Razao de Risco = 1,11; IC 95%: 0,60-2,07; P-valor = 0,7; Figura 14-A) ou de
DECHa grave entre os grupos (Razéo de Risco = 0,70; IC 95%: 0,30-1,59; P-valor =
0,4; Figura 14-B).
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Figura 14: (A) Curva de risco de desenvolvimento de DECHa para eventos de dominancia por

Streptococcus (n = 45); (B) Curva de risco de desenvolvimento de DECHa grave para eventos de
dominancia por Streptococcus (n = 15).
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Ao analisarmos a dominancia por Streptococcus e o risco da recidiva da doenca
de base, observou-se uma incidéncia cumulativa numericamente maior no grupo
dominante em comparagdo ao ndo dominante. Entretanto ndo foram observadas
diferencgas estatisticas entre os grupos (Razéao de Risco = 1,20; IC 95%: 0,32-4,47; P-
valor = 0,8; Figura 15).
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Figura 15: Curva de risco de recidiva da doenca de base para eventos de dominancia por
Streptococcus (n = 45).

Em relacdo aos pacientes com amostras dominantes por Veillonella, nao foram
observadas diferencas estatisticas na probabilidade de sobrevivéncia quando
comparada aos pacientes sem dominancia (Razéo de Risco = 0,81; IC 95%: 0,32-
2,03; P-valor = 0,7; Figura 16).
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Figura 16: Curva de sobrevida global para eventos de dominancia por Veillonella (n = 24).

No caso de dominancia por Veillonella e desenvolvimento de DECH, observou-

se maior incidéncia cumulativa de DECHa no grupo ndo dominante, enquanto para

DECHa grave, a incidéncia foi maior no grupo dominante. Entretanto, ndo foram

observadas diferengas estatisticas no risco de DECHa (Raz&o de Risco = 0,95; IC
95%: 0,46-1,94; P-valor = 0,9; Figura 17-A) ou DECHa grave entre os grupos (Razao
de Risco = 1,50; IC 95%: 0,55-4,13; P-valor = 0,4; Figura 17-B).
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Figura 17: (A) Curva de risco de desenvolvimento de DECHa para eventos de dominancia por
dominéancia por Veillonella (n = 5).

24), (B) Curva de risco de desenvolvimento de DECHa grave para eventos de
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Ao analisarmos a dominancia por Veillonella e o risco de recidiva da doenca de
base, ndo foram observadas diferengas na incidéncia cumulativa nem diferencas
estatisticas entre os pacientes com amostras dominantes e pacientes sem amostras
dominantes (Raz&o de Risco = 1,29; IC 95%: 0,32-5,18; P-valor = 0,7; Figura 18).
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Figura 18: Curva de risco de recidiva da doenca de base para eventos de dominancia por Veillonella
(n=24).

Em relagcdo aos pacientes com amostras dominantes por Rothia, nado foram
observadas diferencas na incidéncia cumulativa nem diferengas estatisticas na

probabilidade de sobrevivéncia quando comparada aos pacientes sem dominancia
(Razéo de Risco = 0,72; IC 95%: 0,21-2,40; P-valor = 0,6; Figura 19).
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Figura 19: Curva de sobrevida global para eventos de dominéancia por Rothia (n = 12).

No caso de dominancia por Rothia e desenvolvimento de DECH aguda e grave,
observou-se maior incidéncia cumulativa de DECHa no grupo n&o dominante,
enquanto para DECHa grave, a incidéncia foi maior no grupo dominante. Entretanto,
nao foram observadas diferengas estatisticas no risco de DECHa (Razé&o de Risco =
0,62; IC 95%: 0,22-1,74; P-valor = 0,4; Figura 20-A) ou DECHa grave entre os grupos
(Razéao de Risco = 1,49; IC 95%: 0,42-5,29; P-valor = 0,5; Figura 20-B).
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Figura 20: (A) Curva de risco de desenvolvimento de DECHa para eventos de dominancia por Rothia
(n = 12); (B) Curva de risco de desenvolvimento de DECHa grave para eventos de dominancia por
Rothia (n = 3).
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Ao analisarmos a dominancia por Rothia e o risco de recidiva da doenca de
base, observou-se maior incidéncia cumulativa nos pacientes com amostras
dominantes em relacdo aos ndo dominantes. Entretanto, ndo foram observadas
diferencgas estatisticas entre os grupos (Razéo de Risco = 2,63; IC 95%: 0,66-10,5; P-
valor = 0,2; Figura 21).
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Figura 21: Curva de risco de recidiva da doenga de base para eventos de dominancia por Rothia (n =
12).

Por fim, buscamos associacbes entre dois principais parametros de
diversidade (Shannon e Simpson) e desfechos clinicos de 6bito e DECHa, conforme
mostram as figuras 22 e 23.
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Figura 22: (A) Curva de Kaplan-Meier de sobrevida global dos pacientes com alta diversidade
(Shannon = mediana) e baixa diversidade (Shannon < mediana); (B) Curva de risco para DECHa dos

pacientes com alta diversidade (Shannon = média) e baixa diversidade (Shannon < média).
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Para o indice de Shannon, pacientes classificados em alta diversidade
apresentaram pior probabilidade de sobrevida global ao longo do tempo (Razao de
Risco = 1,22; IC 95%: 0,31-1,62; P-valor = 0,4; Figura 22-A). Ja para DECHa,
pacientes classificados em alta e baixa diversidade apresentaram incidéncia
cumulativa semelhante para a doenga (Razéo de Risco = 0,82; IC 95%: 0,36-1,88; P-
valor = 0,6; Figura 22-B). Entretanto, ndo foram observadas diferengas

estatisticamente significativas entre os grupos nos desfechos analisados.
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Figura 23: (A) Curva de Kaplan-Meier de sobrevida global dos pacientes com alta diversidade (Simpson
= mediana) e baixa diversidade (Simpson < mediana); (B) Curva de risco para DECHa dos pacientes

com alta diversidade (Simpson = média) e baixa diversidade (Simpson < média).
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Para o indice de Simpson, pacientes classificados em alta e baixa diversidade
apresentaram probabilidade de sobrevida global semelhante, com uma ligeira
melhor probabilidade no grupo alta diversidade (Razéo de Risco = 1,22; IC 95%: 0,54-
2,77; P-valor = 0,6; Figura 23-A). Ja para DECHa, pacientes classificados em alta
diversidade apresentaram maior incidéncia cumulativa da doenga (Razéo de Risco =
0,48; 1C 95%: 0,20-1,14; P-valor = 0,1; Figura 23-B). Entretanto, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos nos desfechos analisados.

5.4 COMPARAGCAO ENTRE BASES DE DADOS

A comparagao entre as bases SILVA e HOMD para parametros de alfa
diversidade estdo representados pela Figura 24. Todos os indices de diversidade
comparados apresentaram alta correlagdo estatisticamente significativa (p > 0,9;
Figura 24-A), bem como as estimativas de abundéncia relativa por nivel taxondmico,
exceto no nivel taxondmico de espécie, o0 qual apresentou correlagao de Spearman p
= 0,73 (Figura 24-B).
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Figura 24: (A) Comparagéao de parametros de alfa diversidade; (B) Comparagéo de abundancia relativa
para diferentes niveis taxonémicos.
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6. DISCUSSAO

A microbiota oral € considerada a segunda mais complexa e importante do
corpo humano, influenciada por fatores enddégenos e exdgenos, capaz de ser
modulada por meio de intervengdes especificas (Jia et al., 2018; Badia et al., 2020;
Baker et al., 2024). A mucosa oral possui células imunocompetentes e estruturas
anexas que participam das respostas imunes locais. Durante o alo-transplante, o
regime de condicionamento provoca danos a mucosa, e nesse contexto, perfis
especificos de microbiota tém sido associados a doencas orais como mucosite,
periodontite e gengivite, as quais podem atuar como portas de entrada para infec¢des
locais e sistémicas, aumentando o risco clinico dos pacientes (Wu et al., 2014; Dandoy
etal., 2016; Dandoy et al., 2017; Dandoy et al., 2020; Badia et al., 2020). Sendo assim,
estudos caracterizando a microbiota oral sdo de grande relevancia clinica para
pacientes submetidos ao alo-TMO/TCTH, contribuindo para prevengao e melhorias
dos prognosticos pés-transplante.

Em nosso estudo, o elevado numero de pacientes recrutados (N = 263) se
destaca em comparagao a outros trabalhos que recrutaram até no maximo 202
individuos (Chukhlovin et al., 2019; Shouval et al., 2020; De Molla et al., 2021; Heidrich
et al., 2021; Ingham et al., 2021).

Em relacédo a diversidade alfa, observou-se queda consistente em todos os
parametros analisados no periodo D+30 em comparagao ao controle, indicando perda
acentuada de riqueza e diversidade filogenética nas primeiras quatro semanas apés
o condicionamento e a infusdo das células-tronco hematopoéticas. Esses achados
sao sustentados por diferentes estudos da literatura que avaliam a microbiota oral no
transplante alogénico de medula 6ssea e também observaram reducgao significativa
da diversidade nos primeiros 30 dias pos-transplante em comparagao ao periodo pré-
condicionamento, seguida de recuperagao parcial ou estabilizagcdo ao longo dos
meses subsequentes (De Molla et al., 2021; Heidrich et al., 2021; Ingham et al., 2021,
Laheji et al., 2022; Heidrich et al., 2023; Faraci et al., 2024; Rashidi et al., 2024).

A diferenca da microbiota oral entre individuos saudaveis e pacientes
transplantados sob imunossupressao tem sido amplamente estudada em pesquisas
que incluiram grupo controle e utilizaram indices como Shannon e Simpson,

evidenciando reducdo da diversidade em diferentes contextos de patologias
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hematoldgicas (Badia et al., 2020; Shouval et al., 2020; Ingham et al., 2021). Em
conjunto, esses estudos destacam a importadncia de avaliar o bacterioma oral e
compreender as dindmicas ecoldgicas em diferentes niveis taxonémicos durante o
alo-transplante.

Os principais filos bacterianos que compdem cerca de 96% da cavidade oral
sdo Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria e
Spirochaetes. Os demais filos que compdéem os 4% restantes s&o Euryarchaeota,
Chlamydia, Chloroflexi, SR1, Synergistetes, Tenericutes, e TM7 (Zaura et al., 2009;
Dewhirst et al., 2010). Um estudo prospectivo avaliando a disbiose oral e intestinal de
17 pacientes pediatricos submetidos ao alo-TCTH constatou que durante o periodo
de acompanhamento pré e pos-transplante (até 100 dias), o filo Firmicutes (atual
Bacillota) aumentou de 46% para 72% durante todo o periodo analisado, enquanto
que Proteobacteria (atual Pseudomonadota) e Bacteroidetes (atual Bacteroidota)
reduziram de 20% para 10% e 17% para 9%, respectivamente (Faraci et al., 2024).

Em nossa populagdo de transplantados, identificou-se predominancia de
Bacillota, Pseudomonadota e Actinomycetota, somando mais de 50% dos filos
encontrados. A prevaléncia de Bacillota foi maior nos periodos D+90 e D+180 quando
comparados aos demais periodos do transplante. Dentro dessa variagao, a analise de
abundéancia diferencial identificou Bacillota em todos os periodos de coleta e
Actinomycetota em D-7, DO, D+60 e D+90 como filos diferencialmente abundantes.
Alteragdes nesses taxons também foram descritas durante o alo-TCTH por Faraci et
al. (2024), no contexto das modificagdes da microbiota oral associadas ao transplante.

Outros filos como Spirochaetota, Patescibacteriota e Synergistota foram
identificados como diferencialmente escassos. Um estudo recente que avaliou o
bacterioma oral de individuos saudaveis e individuos com complicacdes orais variadas
demonstrou que filos minoritarios, incluindo Patescibacteriota, compdem uma fracéo
de baixa abundancia na microbiota oral saudavel. Muitos desses filos s&o epibiontes
(organismos que colonizam a superficie externa de um hospedeiro sem invadir seus
tecidos) com interagdes metabdlicas dependentes de outras bactérias, participando
da dindmica de biofiimes dentais e, em alguns casos, apresentando um
comportamento protetivo no contexto de inflamacgdes periodontais (Ghaouas, Chala,

2025). Assim, a escassez desses filos em nossos pacientes pode refletir desequilibrio
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ecoldgico da microbiota associado ao transplante, com potenciais implicagdes para a
manutencdo da homeostase oral.

Na analise de familias, nossos dados mostraram alta abundéncia relativa de
Streptococcaceae (44,4%) no D+180 e valores superiores a 8,6% em todos os demais
periodos do transplante, incluindo DECH. Staphylococcaceae também variou em
D+30 (4,7%), D+90 (5,1%) e DECH (11,5%) quando comparada aos individuos
saudaveis (0,004%). Um estudo que monitorou a microbiota da mucosa oral de 29
pacientes pediatricos submetidos ao alo-TCTH observou um padrao ligeiramente
diferente dos nossos resultados. Na populacao pediatrica, nos primeiros 30 dias pos-
transplante, houve reducdo da abundancia de Streptococcaceae e Neisseriaceae,
bem como taxons pertencentes a ordem Bacillales, contrastando com nossos
achados, e aumento de Staphylococcaceae, alinhando-se ao que foi observado na
nossa populagao (Ingham et al., 2021).

Complementando nossos dados, Micrococcaceae (D-7, DO, D+60, D+90 e
D+180), Pseudomonadaceae (todos os periodos exceto D+180 e DECH),
Staphylococcaceae (todos os periodos) e Enterococcaceae (DECH) foram
diferencialmente abundantes em nossa populagao, sugerindo expansao de géneros
potencialmente patogénicos oportunistas no contexto de imunossupressao e disbiose
associada ao transplante. Diversos estudos avaliando géneros pertencentes a essas
familias demonstraram associagdo com desfechos clinicos diversos, tais como
mucosite, inflamacdes orais e DECHa, que serdo discutidos mais adiante
(Chukhlovin et al., 2019; De Molla et al., 2021; Heidrich et al., 2021; Laheji et al.,
2022).

Outras familias como  Absconditicoccaceae,  Nanosynbacteriaceae,
Odoribacteraceae e Peptococcaceae foram identificadas como diferencialmente
escassas, entretanto, tais grupos pertencem a filos minoritarios cuja relevancia
funcional na microbiota oral ainda € pouco conhecida. Em termos gerais, as variagdes
encontradas na expressao diferencial de familias da nossa populagdo podem estar
relacionadas a diferentes respostas imunoldgicas dos pacientes, no tipo de tratamento
recebido e nas caracteristicas da coorte estudada (Faraci et al., 2024).

Em individuos saudaveis, os principais géneros dominantes sdo Abiotrophia
spp., Streptococcus spp., Granulicatella spp., Gemella spp., Rothia spp., Neisseria
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spp., € Prevotella spp. (Zaura et al., 2009; Dewhirst et al., 2010). No contexto do alo-
TMO/TCTH, a baixa prevaléncia dos géneros Prevotella spp. e Actinomyces spp. no
D+30 poés-transplante apresenta forte evidéncia de associagdo ao desfecho de
DECHa (Ingham et al., 2021), padrao ligeiramente diferente do que foi visto em nossa
coorte. O género Streptococcus spp. tem um destaque importante como preditor da
mucosite oral e de outras doencas bucais incluindo o carcinoma de células
escamosas, em que suas espécies comensais estdo associadas ao risco aumentado
dessas doengas (Ganly et al., 2019; Reyes-Gibby, 2020; Frey-Furtado et al., 2023;
Van Lier et al., 2023).

Em nosso estudo, observou-se uma variagdo na abundancia relativa de
Streptococcus, de 22,5% no D-7 para 44,4% no D+180, e Staphylococcus, de 0,25%
no D-7 para 5,1% no D+90, chegando a 11,5% em pacientes diagnosticados com
DECHa. Em relacdo ao grupo controle, esse género apresentou abundancia de
apenas 8,6%. Em um estudo avaliando a microbiota do biofilme dental de 30 pacientes
submetidos ao alo-transplante, a abundancia relativa de Streptococcus no pre-
condicionamento foi associada a um maior risco de DECHa (Heidrich et al., 2021). Em
contraste, um estudo avaliando culturas bacterianas de amostras orais de 202
pacientes submetidos ao alo-transplante constatou que o aumento de colénias de
Streptococcus (S. viridans) e Staphylococcus (S. epidermidis) até 4 meses poés-
transplante foi associado a complicagées orais como extragcdo dentaria e gengivite
(Chukhlovin et al., 2019).

O género Streptococcus, comensal e potencial oportunista, pode contribuir para
mucosite oral e promover a indugdo de citocinas pro-inflamatérias, agravando
complicagbes relacionadas ao alo-transplante e favorecendo o surgimento de
infeccbes secundarias (Reyes-Gibby, 2020; Frey-Furtado et al., 2023). Além disso,
algumas espécies de Streptococcus associam-se a bactérias patogénicas que
efetivamente colonizaram o nicho oral, favorecendo sua coaderéncia e atuando como
patdbgenos acessorios, potencializando danos provocados no hospedeiro (Baty;
Stoner; Scoffield, 2022; Bloch et al., 2024). A alta abundancia de Streptococcus no
pré-condicionamento, associada a expansao de outros géneros potencialmente

patogénicos como Staphylococcus, sugere uma possivel alteracdo no nicho oral,
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favorecendo um ambiente inflamatdério e o desenvolvimento de infecgdes secundarias
(De Molla et al., 2021; Ohbayashi et al., 2026; Shouval et al., 2020).

Como complemento, analisou-se o microbioma nucleo unico e compartilhado
entre os grupos. Ja discutido anteriormente, o género Streptococcus foi 0 unico
presente entre todos os grupos incluindo controle, refor¢ando a ideia de que seu papel
comensal e patogénico oportunista pode influenciar nas respostas clinicas pos-
transplante. Em relagdo ao microbioma nucleo unico, observamos em nossa
populagdo os géneros Actinomyces (D+60), Lautropia e Gemella (ambos em
D+180).

Um estudo de caso recente avaliou o surgimento de uma lesdo na regiao
papilar entre dois dentes molares de uma paciente submetida a transplante alogénico
de medula éssea 21 dias apds o inicio do tratamento. Foi identificado aumento na
abundancia de Actinomyces trés semanas antes do surgimento da lesao (Bruno et
al., 2023), sugerindo que esse género pode ser um indicador de risco de infecgbes
oportunistas e lesdes orais.

A analise de abundéancia diferencial identificou abundéncia aumentada de
diversos géneros, com destaque para Staphylococcus e Enterococcus (ambos em
DECH), Pseudomonas (DO, D+30 e D+90) e Rothia (D-7 e D+90). O aumento de
Rothia, Staphylococcus e Pseudomonas (P. aeruginosa) esta associado a
complicagdes e inflamacgdes orais (Chukhlovin et al., 2019), podendo levar a queda da
diversidade oral como foi observado em nossos pacientes. Além disso, 0 aumento
de Enterococcus esta associado a expansao de bactérias potencialmente patogénicas
(Heidrich et al., 2021). Diversos estudos observaram que o aumento de Enterococcus
associa-se ao desenvolvimento de mucosite (Galili et al., 1995; Osakabe et al., 2017,
Muro et al., 2018) e influencia o desenvolvimento de DECH aguda e crénica (De
Molla et al., 2021; Heidrich et al., 2021).

Em relacdo a géneros diferencialmente escassos, observou-se em nossa
populagdo a redugdo de Tannerella, Treponema e Porphyromonas. Esses trés
géneros juntos formam o chamado complexo vermelho que esta presente em placas
subgengivais associadas a periodontite crénica e periodontite invasiva (Chen et al.,
2022). Outras inflamagbes orais como mucosite também estdo associadas a

Porphyromonas, que exerce um papel importante nas fases iniciais do
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desenvolvimento da doenca, intensificando lesbes e ulceragdes orais (Laheji et al.,
2012). Tais redugdes observadas podem estar relacionadas a perda da diversidade
oral, como ja foi observado pelos valores de Shannon e Simpson, bem como pela
acao dos antibioticos administrados ao longo do transplante. Além disso, fica claro
que todos os géneros diferenciais estdo associados a doengas e inflamacdes orais,
reforcando que tanto o transplante como a disbiose oral favorecem um nicho ecolégico
adequado para bactérias oportunistas, aumentando as chances de desenvolvimento
de complica¢gdes secundarias.

Para o nivel taxondmico de espécie, embora tenha sido observada uma
limitacdo devido a alta porcentagem de taxons nao identificados (de 65% a 85%),
identificou-se Cellulosimicrobium funkei, presente somente no grupo transplante e em
maior propor¢ao no grupo DECH (3,5%). Essa espécie tem um papel relevante em
casos de bacteremia (translocagao bacteriana que promove infecgdo da corrente
sanguinea) e endocardite para individuos sob tratamento com dispositivos médicos,
imunossuprimidos e pacientes de transplante de medula 6ssea (Gonzales Zamora;
Camps, 2018; Rivero et al., 2019).

Esses resultados concluem este bloco de andlises de diversidade, abrindo a
discussao sobre dominancia e desfechos clinicos.

Em relagdo a dominéncia, poucos trabalhos da literatura abordam esse
conceito no contexto da microbiota oral e alo-TMO/TCTH. No entanto, € amplamente
explorado em diversos estudos de microbiota intestinal, onde eventos de dominéancia
sdo associados a diversos desfechos poés-transplante incluindo gravidade da DECH,
bacteremia e mortalidade (Taur et al., 2012; Stein-Thoeringer et al., 2019; Messina et
al., 2021).

Buscando encontrar preditores de eventos de dominancia e variaveis clinicas
diversas, tanto na analise univariada quanto multivariada, observou-se uma menor
chance de ocorréncia de dominancia em pacientes ex-tabagistas comparados com
nao tabagistas, sugerindo um carater protetivo em pacientes que tiveram contato
prévio com o cigarro. Um estudo avaliando a diferenga da microbiota oral da saliva de
adultos fumantes, ex-fumantes e nao fumantes na China demonstrou que a
diversidade de Shannon de fumantes foi maior do que ndo fumantes, e que o perfil da
microbiota de ex-fumantes se aproxima mais do perfil de adultos fumantes do que de
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nao fumantes devido ao efeito duradouro nos individuos que abandonaram o habito
(Jia et al., 2021). Outro estudo avaliando biomarcadores lipidicos associados a
disbiose do microbioma salivar de fumantes demonstrou que o perfil salivar de
fumantes apresentou maior proporc¢ao de bactérias anaerobias e redugédo de géneros
associados a saude oral (Mohammed et al., 2024). Juntos, esses dados corroboram
com nossos resultados onde a microbiota de fumantes e ex-fumantes apresenta um
ambiente de maior competicdo para espécies oportunistas, de modo a diminuir as
chances de ocorréncia de dominancia por um unico género.

Outro preditor encontrado na analise multivariada foi o tipo de regime de
condicionamento, em que observamos uma menor chance de ocorréncia de
dominancia em pacientes submetidos a intensidade reduzida quando comparada a
regime mieloablativo. Um estudo recente corrobora com nossos achados ao verificar
qgue no transplante alogénico, o tipo de regime mieloablativo utilizado pode provocar
diferentes padrbes de lesdo na microbiota oral, onde regimes mais intensos levam a
perda de diversidade e gravidade da mucosite (Ebadi et al., 2025). A ocorréncia de
dominancia bacteriana, portanto, podera ser maior em pacientes com disbiose oral
provocada pelo regime de condicionamento mieloablativo.

Nossos dados demonstraram que a dominancia por Streptococcus, Rothia e
Veillonella ndo apresentou correlagdo significativa com os desfechos clinicos de
interesse e portanto, ndo se configura como marcador prognoéstico independente.
Mesmo com a ampliacdo do tamanho amostral e reanalise utilizando uma nova base
de dados, nossos resultados reforcam a auséncia de marcador de resposta clinica na
microbiota oral dos pacientes submetidos ao transplante alogénico.

Embora a literatura seja limitada quanto a ocorréncia de dominancia na
microbiota oral de pacientes submetidos ao alo-transplante, alguns estudos indicam
que o aumento de Streptococcus pode estar associado a DECH aguda e crénica,
mucosite e mortalidade (Heidrich et al., 2021; Diamond; Cardones, 2023; Rashidi et
al., 2024; Bartha et al., 2025), o que reforga a relevancia desse género no contexto do
transplante alogénico em coortes internacionais.

Referente a dominancia de Rothia, um estudo que buscou descrever os efeitos
do alo-TCTH na microbiota oral e examinar as diferengcas entre pacientes que

adquiriram complicacdes respiratérias revelou que o microbioma oral foi afetado pelo
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aumento da presencga de espécies do género Rothia apds o alo-transplante. Esses
achados foram observados em pacientes que desenvolveram sinais e sintomas
respiratorios, uma das complicagdes associadas ao alo-transplante (Ames et al.,
2012).

O género Rothia, embora inclua espécies comensais, pode se tornar
patogénico oportunista e esta associado (especialmente R. dentocariosa e R.
mucilaginosa) a doengas bucais como mucosite e outras infecgdes sistémicas, que
em casos mais graves podem causar bacteremia, endocardite e septicemia (Shouval
et al., 2019; Shouval et al., 2020; Fatahi-Bafghi, 2021). Um artigo de revisédo, que
avaliou bactérias orais e intestinais no alo-TCTH, descreveu que a presenca de Rothia
nas fezes esta associada ao desfecho de DECHa, o que pode complementar nossos
achados, indicando uma maior abundancia relativa e possivel dominancia por esse
género (Beckman et al., 2021).

Quanto ao género Veillonella, alguns estudos demonstraram que ele tem papel
protetor quando sua abundancia relativa € alta no pré-condicionamento, associada a
menor risco de DECHa (Heidrich et al., 2021), bem como associada ao
desenvolvimento de mucosite quando em menor abundancia no pré-condicionamento
(Messina et al., 2023).

Outros autores identificaram associagdes entre variacdes na microbiota oral e
desfechos clinicos. De Molla et al. (2021) observaram que o dominio de um unico
género e a redugao da diversidade oral pré-transplante estavam associados a maior
risco de recaida e piores resultados de sobrevida sem progressao da doenca.
Resultados semelhantes foram relatados por Heidrich et al. (2021, 2023), nos quais a
ocorréncia de disbiose oral e crescimento repentino (blooms) de E. faecalis atuam
como preditores de DECHa e piores desfechos clinicos. Shouval et al. (2020)
demonstraram que perfis especificos de microbiota salivar e seus metabdlitos estédo
correlacionados com a gravidade da mucosite. Um interessante estudo demonstrou
que a modulagéo da microbiota oral por interveng¢des simples como higiene oral pode
reduzir infecgdes orais, melhorando o progndstico dos pacientes e sugerindo que a
microbiota oral pode ser uma potencial ferramenta progndéstica no contexto do alo-

transplante para aplicagdes futuras (Badia et al., 2020).
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Em termos de diversidade, vemos que a baixa diversidade oral no pré-
condicionamento esta associada a maior risco de recaida e menor sobrevida sem
progressdo da doenga, bem como associada ao desenvolvimento de mucosite
moderada e grave (Shouval et al., 2019; Shouval et al., 2020; Takahashi et al., 2020;
De Molla et al., 2021).

Nao observamos associagdes entre parametros de diversidade e desfechos
clinicos do alo-transplante. Apesar disso, alguns estudos sugerem que a
composi¢cdo especifica da microbiota, independentemente da diversidade, pode
apresentar impactos progndsticos negativos, sugerindo que comunidades bacterianas
mais diversas nado necessariamente refletem um estado de protecdo ao paciente
(Hakim et al., 2018; Immonen et al., 2025).

Por fim, referente a comparacéao entre diferentes bases de dados, a HOMD
(classifier HOMD-16.01_V3-V4) é especificamente estruturada para estudos de
microbiota oral, contendo taxonomia refinada e genomas de referéncia do
ecossistema da cavidade oral (Chen et al., 2010; Escapa et al., 2018). Um estudo
comparativo entre bases, como SILVA (v138, 341F-805R), RDP, Greengenes e
outros, demonstrou uma alta correlacdo em niveis taxonémicos superiores, como
reino, filo, classe, ordem e familia, e maior variabilidade em niveis mais especificos,
como género e espécie (Balvociute, Huson, 2017). Nossos achados se alinham a
literatura ao apresentarem alta correlacdo nos niveis taxonémicos superiores e
especificos (valores de p entre 0,90 e 0,99 até género e 0,73 para espécie). Portanto,
a utilizagcado de uma base especifica para microbiota oral como o HOMD mostrou-se
apropriada para analises dependentes de maior resolugao taxonémica, considerando
que a escolha do banco pode influenciar a classificacdo final de uma comunidade
microbiolégica.

Nosso estudo apresentou algumas limitagcbes. O tamanho amostral nos
diferentes periodos analisados foi bastante divergente, em especial pela baixa
consisténcia na coleta de amostras orais apds o periodo de internagcéo (geralmente
do dia do transplante até 30 dias pds-infusdo) e o baixo numero de amostras para o
grupo DECH. Essas diferengas dificultaram a obtengdo de resultados estatisticos

robustos e associagdes relevantes com os desfechos clinicos de interesse.
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Outro desafio consistiu na coleta de dados clinicos. A auséncia de
informagdes completas para todos os pacientes (em decorréncia de diferentes datas
para cada transplante) interfere nas analises de preditores e nas associagbes com
desfechos clinicos de interesse. Aléem disso, o uso de antibiéticos n&o foi avaliado
individualmente e portanto, ndo foi levado em consideracdo em nossas analises,
representando uma forte limitacdo. Contudo, todos os pacientes fizeram uso de
antibiodticos no pré (profilatico) e pdés-transplante (terapéutico). Assim, o uso de
antibiéticos nao foi definido como critério de exclusédo para esse estudo, uma vez que
os pacientes nao podem ficar sem essa medicacao.

Por fim, temos alguns achados divergentes da literatura. Houve limitagées na
discussao dos resultados obtidos em nosso estudo em comparagao com achados da
literatura, principalmente devido a heterogeneidade de metodologias e do préprio
delineamento experimental: populagdo alvo (criangas, adultos, idosos), forma de
coleta da microbiota oral (swab, saliva), local de coleta especifico (lingua, palato,
gengiva, mucosa, saliva, biofilme dental), diferentes técnicas de sequenciamento (16S
RNAr, shotgun, regides de sequenciamento variadas), analises estatisticas e auséncia
de analises multibmicas. Sem um consenso na comunidade cientifica, essas

divergéncias dificultam a validacdo e a reprodutibilidade das pesquisas.

7. CONCLUSAO

Nosso estudo demonstrou que o alo-transplante promove alteracbes
significativas tanto na diversidade quanto na composi¢do do microbioma oral,
especialmente nos primeiros 30 dias pos-transplante. As variacdes nas abundancias
relativas de bactérias comensais ao longo do tratamento, bem como a maior
frequéncia de géneros com potencial patogénico, especialmente entre os pacientes
que desenvolveram a DECHa, sugerem que a imunossupresséao favorece a disbiose
oral e a expansao de taxons oportunistas. Além disso, a frequente ocorréncia de
eventos de dominancia bacteriana reforca a hipétese de que determinados individuos
apresentam microbiota oral menos diversa e ecologicamente menos estavel,
tornando-os mais suscetiveis a desequilibrios durante o alo-transplante, favorecendo
o estabelecimento de infecgdes orais secundarias e outras complicagdes sistémicas

e clinicas.
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Embora ndo tenham sido identificados biomarcadores de resposta clinica,
nossos resultados contribuiram para a caracterizagcao do bacterioma oral de pacientes
da populagdo brasileira e possibilitaram identificar géneros diferencialmente
abundantes e padrdes de dominancia no periodo pds-transplante e na DECHa.
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ANEXO 2

T0s - Caracterizacdo da microbiota oral e intestinal em pacientes submetidos ao transplante alogénico e com doenga do enxerto contra o hospedeiro aguda

Ficha 1 - Dados Sociodemograficos

Page 1

Record ID

Numero do prontuario

Nome

Qual centro o paciente pertence

(O FAMERP

(O Fundacao Amaral Carvalho de Jau
(O Hospital de Cancer de Barretos
(O Hospital Israelita Albert Einstein
(O Beneficéncia Portuguesa

(O Outros
Peso (Kg)
Altura (cm)
IMC
Tabhagista O Nao
O Sim
(O Ex-tabagista
O lgnorado
Data de nascimento
Idade
Estado civil O Indefinido
() Separado
(O Divorciado
(O Casado
(O Solteiro
O Viuvo
() Uniao estavel
(O Outro
(O Ignorado

Se outro estado civil, detalhar

07/05/2024 4:17pm

projectredcap.org hEDcap”
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Page 2

Cor

O Indefinido
(O Branco
O Negro

O Amarelo
(O Pardo

(O Indigena
(O Cafuzo
O Outro

(O lgnorado

Se outa raca/cor, detalhar

Grau de instrucao

O Indefinido

O Analfabeto

(O Primeiro grau incompleto
(O Primeiro grau completo
(O Segundo grau incompleto
(O Segundo grau completo
(O Superior incompleto

() Superior completo

(O Pos graduacao incompleto
(O Pos graduacao completo
O lgnorado

Sexo

07/05/2024 4:17pm

(O Feminino
(O Masculino

projectredcap.org hEDcapr
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T0s - Caracterizacdo da microbiota oral e intestinal em pacientes submetidos ao transplante alogénico e com doenga do enxerto contra o hospedeiro aguda

Page 1

Ficha 2 - Doencas de Base e Transplante

Record ID

Comorbidades

[ HAS

[ DM

[ DRC

[] IAM previo
[] AVE previo
[ Outras

Se outras comorbidades, detalhar

Descrever Indicacao TMO

(Descrever | 99 - Ignorado)

Doenca de Base O Maligna
O Benigna
Data do diagnostico da doenca que indicou TMO
Tratamento/ Profilaxia Bucal Pre-TMO O Nao
O Sim
O lgnorado
Condicionamento (O Sem TBI
O ComTBI

Tipo de Condicionamento

(O Mieloablativo

(O Intensidade reduzida
(O Nao mieloablativo
(O Outros

Descrever Regime de Condicionamento

Fonte das Celulas

(O Sangue Periferico
(O Medula Ossea

(O Outras
Se outras, descrever
Sexo do Doador (O Masculino
O Feminino
O lgnorado

07/05/2024 4:17pm

projectredcap.org hEDcapﬁ
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Page 2

Tipo de Transplante e Compatibilidade HLA
(Descrever)

(O MRD (Matched Related Donor ou Aparentado full match)

(O MUD (Matched Unrelated Donor ou Nao aparentado 10/10)

(O Haploidentico

O MMUD (Mismatch Unrelated Donor ou Nao aparentado com mismatch - normalmente 9/10)
O Aparentado com mismatch HLA entre 5 e 10

(O Outros

Se outros, descreva

Data do transplante (dia de infusao das celulas - DO)

07/05/2024 4:17pm projectredcap.org

REDCap’
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T0s - Caracterizacdo da microbiota oral e intestinal em pacientes submetidos ao transplante alogénico e com doenga do enxerto contra o hospedeiro aguda

Page 1

Ficha 3 - Complicacdes do Transplante

Record ID

CMV antes do transplante (considerer como positive se O Negativo

0 paciente possui qualquer teste positivo antes do (O Positivo

inicio do transplante) O lgnorado

Data do CMV positivo

CMV depois do transplante (durante follow-up do O Negativo

estudo) O Positivo
(O Ignorado

Data do CMV positivo

Antibioticos usados durante o TMO(somente aqueles do

D-7 até o D+90)

((Listar nome e data de uso))

Uso de probiotico durante TMO O Nao

O Sim

(O lgnorado
Se sim, especificar
Mucosite durante TMO O Nao

O Sim

(O lgnorado

Terapia usado para mucosite durante TMO

Complicacoes TMO

[] Neutropenia Febril

[] Colite Neutropenica

[] Falha de Enxertia

[] Doenca Veno-Oclusiva Hepatica

[ Microangiopatia Trombética (MAT/TMA) associado ao

transplante

[ Outra
Se outra, descrever
Recaida durante os 180 dias de acompanhamento O Nao
O Sim

Se sim, especificar data de recaida

07/05/2024 4:18pm

projectredcap.org

REDCap’
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Page 2

Infeccao apos TMO [] Pneumonia
[J TGl
[JiIcs
[ Trato urinario
[J] Meningoencefalite
[] Partes moles e pele

[] Outras
Se outra, especificar
Culturas positivas em vigencia da infeccao O Nao
O Sim

Quantidade de Culturas Positivas

Ol 02 O3 O4 O5 ©6 ©7 O8 09 O

Se sim, descrever germe

Se sim, descrever germe

Se sim, descrever germe

Se sim, descrever germe

Se sim, descrever germe

Se sim, descrever germe

Se sim, descrever germe

Se sim, descrever germe

Se sim, descrever germe

Se sim, descrever germe

Se sim, descrever data

Reativagao de CMV durante o TMO O Nao
O Sim

07/05/2024 4:18pm projectredcap.org ﬁEDCap"



Page 3

Profilaxia de DECH

[ Ciclosporina

[ MTX
[JATG
[ Outro
Se outro, descreva
Obito ate 180 apor TMO O Nao
O Sim

Se sim, descreva a data do obito

Se sim, descreva a causa do obito

07/05/2024 4:18pm

projectredcap.org hEDcap”
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Page 1

Ficha 4 - Informacoes Relacionados ao DECH

Record ID

Paciente apresentou DECH durante Follow-up

O Nao
O Sim

Data do diagnostico de DECH

Orgaos Acometidos pelo DECH ate Termino de Follow-Up

[ Pele
aTal
[] Figado

Manifestacoes

[] Febre

[ Rash

[ Diarreia

[] Nauseas ou vomitos
[ Ictericia

] Anorexia

[ Dor abdominal

[] Ascite

Grau de Acometimento Cutaneo

(Por favor, cologue o pior resultado de todas as
avaliacoes realizadas ao longo do follow-up do
paciente)

(O < 25% de superficie corporal

() 25 a 50% da superficie corporal

(O Eritoderma generalizado

(O Eritroderma generalizado associado a bolhas e
descamacao

(O Sem acometimento cutaneo

Grau de Acometimento TGl

(Por favor, coloque o pior resultado de todas as
avaliacoes realizadas ao longo do follow-up do
paciente)

(O Diarreia >30ml/kg ou >500ml/dia

(O Diarreia >60ml/kg ou >1000ml/dia

(O Diarreia >90ml/kg ou >1500ml/dia

(O Diarreia >90ml/kg ou >2000ml/dia ou dor abdominal
severa sem ileo

(O Sem Diarreia

Grau de Acometimento Hepatico

(Por favor, coloque o pior resultado de todas as
avaliacoes realizadas ao longo do follow-up do
paciente)

O BT2a3

(O BT3.1a6.0

O BT6.1a15.0

O BT>15

() Sem acometimento hepatico

Escore de Glucksberg disponivel na instituicao

O Nao
O Sim

Escore Glucksberg

(Por favor, coloque o pior resultado de todas as
avaliacoes realizadas ao longo do follow-up do
paciente)

07/05/2024 4:19pm

(O Acometimento de pele grau 1 ou 2; sem acometimento
hepatico/TGl; ECOG PS 0

(O Acometimento de pele grau 1 a 3; acometimento grau
1 hepatico ou TGI; ECOG PS 1

(O Acometimento de pele, hepatico ou TGl grau 2 ou 3;
ECOG PS2

(O Acometimento de pele grau 1 a 4; acometimento
hepatico/TGl grau 2 a 4; ECOG PS3
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Escore Magic

(Por favor, cologue o pior resultado de todas as
avaliacoes realizadas ao longo do follow-up do
paciente)

O Grau0
OGraul
O Grau 2
O Grau 3
O Grau 4

Tratamento

[] Corticoides Topicos
[ Corticoides Sistemicos
[ Octreotide

Refratario a Corticoide (Progressao do Quadro apos 3 O Nao
dias de corticoide e ausencia de melhora dos sintomas O Sim
apos 7 dias de corticoide) O lgnorado
Tratamento de Segunda Linha

(Descrever)

07/05/2024 4:19pm
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