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RESUMO

Alcarde LF. Avaliagdao do papel da microbiota no desenvolvimento de fistulas anastomaéticas
em pacientes com cancer colorretal. [Tese - Doutorado]. Sdo Paulo: Funda¢do Antbnio

Prudente; 2025.

Fistulas anastomoéticas (FA) sdo complicacdes pods-operatdrias graves e relativamente
frequentes em pacientes submetidos a cirurgia para cancer colorretal (CCR), estando
associadas ao aumento das taxas de morbidade e mortalidade, maior tempo de internacdo e
atrasos no tratamento adjuvante. Apesar de diversos fatores de risco ja descritos, os
mecanismos envolvidos na formacdo das FA permanecem pouco compreendidos, com dados
muitas vezes conflitantes na literatura. Estudos recentes tém destacado o papel potencial da
microbiota intestinal nos desfechos cirurgicos, dado o seu envolvimento na modulacdo de
processos inflamatorios, resposta imunoldgica, cicatrizacdo tecidual e alteracdes em sua
composicao tém sido associadas a diferentes desfechos cirdrgicos e podem contribuir para o
desenvolvimento das FA. Neste estudo, foram avaliadas variaveis clinicas, epidemioldgicas e
microbianas em pacientes com CCR submetidos a colectomia, comparando aqueles que
desenvolveram FA com aqueles sem essa complicacdo. Buscando contribuir com a melhor
compreensao deste desfecho avaliamos a microbiota total, a partir de amostras de fezes
coletadas antes e apds a terapia antimicrobiana e cirdrgica, usando sequenciamento total de
DNA (shotgun metagenomics). O periodo pods-operatoério, foi caracterizado por maior
frequéncia de complicagdes nos casos com FA, incluindo reoperagdes, necessidade de suporte
intensivo e nutricdo parenteral. A microbiota teve um perfil global semelhante entre os grupos,
porém com a persisténcia, apds antibioticoterapia profilatica, de algumas bactérias, tais como
Parvimonas micra e Fusobacterium nucleatum. Esses achados ocorreram sem diferencgas
significativas nos perfis genéticos de resisténcia entre os grupos, sugerindo que a resposta
clinica pode ser modulada por mecanismos como biofilmes, metabolismo de farmacos ou
variagdes individuais. A andlise multivariada reforcou P. micra como possivel biomarcador
associado a FA. Os resultados reforcam a importancia de estratégias terapéuticas mais
individualizadas, capazes de integrar varidveis clinicas e microbianas, além de sugerirem
potenciais beneficios no rastreamento pré-operatdrio de fontes de translocacao bacteriana,
como infecgdes, uso de inibidores de bombas de préton ou tratamentos odontoldgicos.

Palavras-chave: Cancer Colorretal. Fistula Anastomotica. Microbiota. Disbiose.



ABSTRACT

Alcarde LF. Assessment of the Role of the Microbiota in the Development of Anastomotic
Leakage in Patients with Colorectal Cancer. [Tese - Doutorado]. Sdo Paulo: Fundagao Antonio

Prudente; 2025.

Anastomotic leakage (AL) is a serious and relatively frequent postoperative complication in
patients undergoing surgical resection for colorectal cancer (CRC), and are associated with
increased morbidity and mortality rates, prolonged hospitalization, and delays in adjuvant
therapy. Although several risk factors have been described, the underlying mechanisms
leading to AL remain unclear, and the literature often presents conflicting evidence. Recent
studies have highlighted the potential role of the gut microbiota in surgical outcomes, given
its involvement in modulating inflammatory processes, immune response, tissue healing and
alterations in microbial composition have been linked to various surgical outcomes and may
contribute to the development of AL. To enhance the understanding of this outcome, we
evaluated the whole genome using fecal samples collected before and after antimicrobial
therapy and surgery, employing shotgun metagenomics. The postoperative period was
characterized by a higher frequency of complications in cases with anastomotic leakage,
including reoperations, intensive care support, and parenteral nutrition. The overall
microbiota profile was similar between groups; however, after prophylactic antibiotic therapy,
certain bacteria such as Parvimonas micra and Fusobacterium nucleatum persisted. These
findings occurred without significant differences in resistance gene profiles between groups,
suggesting that clinical outcomes may be modulated by mechanisms such as biofilm
formation, drug metabolism, or individual variation. Multivariate analysis further supported P.
micra as a potential biomarker associated with anastomotic leakage. The results underscore
the importance of more individualized therapeutic strategies capable of integrating clinical and
microbial variables and suggest potential benefits of preoperative screening for sources of
bacterial translocation, such as infections, proton pump inhibitor use, or dental treatments.

Keywords: Colorectal cancer. Anastomotic leakage. Gut microbiota. Dysbiosis.
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1 INTRODUCAO

1.2 Cancer Colorretal

O cancer colorretal (CCR) é o terceiro tipo de cancer mais comum no mundo, ocupando
a primeira posicdo em 18 dos 185 paises e estando entre o segundo ou terceiro mais
prevalente em outros 78 paises (Morgan et al. 2023). A mortalidade associada a essa doenca
ultrapassa 930.000 ébitos anuais, colocando-a como a segunda principal causa de morte entre
as neoplasias malignas (WHO 2025). Sua distribuicdo geografica estd intimamente relacionada
a caracteristicas étnicas, socioecondmicas e aos fatores de risco para o desenvolvimento desta
doenca (IARC 2025b; Sninsky et al. 2022; Siegel et al. 2020), o que reflete na sua incidéncia

global, conforme Global Cancer Observatory (IARC 2025a).

Estudos recentes tém demonstrado que a incidéncia de CCR, principalmente em
individuos acima dos 50 anos de idade, em paises com alto indice de desenvolvimento humano
(IDH), tem se mantido estavel ou diminuido. Esse padrao pode ser atribuido ao melhor manejo
dos fatores de risco modificaveis (associado a mais de 50% dos casos) e ao rastreamento de
lesdes pré-cancerosas (ACS 2025; Siegel et al. 2020). No entanto, hoje se observa um aumento
no numero de casos entre jovens adultos (abaixo de 50 anos), e embora haja elevado interesse
cientifico e diversas publicacdes sobre o assunto, as causas desse aumento permanecem
incertas. A implementacdo de programas de rastreamento e a realizacdo de campanhas que
incentivam a busca de diagndsticos mais precoce podem ajudar a modificar este cenario, mas
fazem necessarios estudos que esclarecam as causas e identifiguem as melhores estratégias

de prevencao (ACS 2025; Araghi et al. 2019; Vuik et al. 2019; lonescu et al. 2023).

Por outro lado, taxas crescentes em fatores de risco modificaveis, como a obesidade e
o sobrepeso, em paises desenvolvidos como os EUA, Australia e Reino Unido podem alterar
este quadro atual (Sung et al. 2019; Vuik et al. 2019), assim como nos paises subdesenvolvidos
e em desenvolvimento que continuam apresentando um crescimento acelerado nas taxas de
incidéncia e mortalidade (Arnold et al. 2017; Arnold et al. 2020).

Contudo, a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cédncer (IARC), estima que até
2040, haverd um aumento de 63% na incidéncia anual de novos casos, especialmente em

populacdes com alto IDH (aproximadamente 80%), acompanhado por um crescimento de 73%
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na taxa de mortalidade, o que resultard em cerca de 1,6 milhdo de dbitos por CCR (IARC

2025a).

O termo CCR refere-se a neoplasias malignas que se desenvolvem no intestino grosso,
abrangendo o cdlon, reto e anus (Bray et al. 2018). Essas neoplasias sdo usualmente
classificadas em trés subgrupos: proximal ou direito, distal ou esquerdo e reto (Frattini et al.
2004; Gao et al. 2017), no entanto, alguns estudos podem incluir reto no subgrupo distal (ACS
2025). A divisao entre direito e esquerdo é feita na flexura esplénica do célon, onde o subgrupo
proximal ou direito é composto pelo célon ascendente, o ceco e o cdélon transverso e o
subgrupo distal ou esquerdo, inclui o célon descendente e o sigmoide (ACS 2025; Frattini et al.
2004; Gao et al. 2017). Ja os canceres retais contemplam lesdes localizadas até 12cm da borda

anal (Gao et al. 2017).

A incidéncia do CCR nestes subgrupos pode variar de acordo com a localizagao
geografica e habitos de vida de cada individuo, sendo que algumas publicacdes sugerem que
os fatores de risco também possam ser diferentes (Cheng et al. 2011; Hansen e Jess 2012; Qu
et al. 2021; Thanikachalam e Khan 2019). Estudos indicam uma maior prevaléncia de casos de
cancer colorretal com origem no reto, correspondendo a mais de 40% dos casos, enquanto as
por¢des distal e proximal apresentam incidéncia em torno de 20% (Qu et al. 2021;
Thanikachalam e Khan 2019).

Os fatores de risco envolvidos no desenvolvimento de CCR foram amplamente
estudados nas ultimas décadas, evidenciando que acima de 55% dos casos estao associados a
fatores de risco modificdveis, ou seja, relacionados ao estilo de vida e habitos alimentares,
como: inatividade fisica, consumo de alcool e tabaco, obesidade, dieta com baixa ingestao de
fibras e alto consumo de alimentos processados, entre outros (ACS 2025, Siegel et al. 2020).
Contudo, os fatores de risco ndao modificdveis como idade avangada (acima dos 50 anos), sexo,
histdrico familiar e caracteristicas genéticas (Frank et al. 2017; INCA 2024; Sninsky et al. 2022)
também tém grande influéncia na génese da doenca. Individuos com histérico familiar de
primeiro grau apresentam de 2 a 4 vezes mais chance de desenvolvimento da doenca quando
comparados a individuos sem este historico (ACS 2025).

Cerca de 96% dos casos de CCR tem como precursores os pdlipos adenomatosos
(adenomas), que podem se diferenciar gradualmente em lesdes malignas que ao longo de seu

desenvolvimento se tornam invasivos e posteriormente metastaticos. A transicdo adenoma-



18

adenocarcinoma é diretamente proporcional ao tamanho do pélipo e acredita-se que
aproximadamente 10% dos podlipos passam por esta diferenciagdo (Stewart et al. 2006). A
deteccdo e remocgdo de pélipos benignos (adenomas) durante exames de rastreio, como a
colonoscopia, é a principal estratégia para prevenir o desenvolvimento do cancer colorretal.
Quando o cancer é efetivamente diagnosticado em sua fase inicial (doenga localizada), a taxa
de sobrevida relativa em 5 anos é de aproximadamente 91%. No entanto, se o diagndstico
ocorre apenas ap6s a doenca ter invadido tecidos adjacentes e desenvolvido metastases a
distancia, essa taxa cai para cerca de 16%, destacando a importancia crucial do diagnédstico
precoce (National Cancer Institute, 2025). Para a maioria dos casos de cancer colorretal
localizado, o tratamento cirurgico é a modalidade primdria com intencdo curativa (Lauka et al.

2019).

1.3 Fistulas anastomoticas (FAs)

As fistulas anastomoticas representam uma das complicagcbes pds-operatdrias mais
graves e frequentes nas cirurgias colorretais (Chiarello et al. 2022). Esse desfecho geralmente
ocorre nas primeiras duas semanas apés o procedimento cirdrgico (Hyman et al. 2007; Morks
et al. 2013) e pode estar associado a processos inflamatdrios, infecciosos, neoplasicos ou
traumaticos. A incidéncia dessa complicacdo em pacientes submetidos a cirurgia colorretal
varia consideravelmente na literatura, oscilando entre 1,5% e 28% (Artus et al. 2020; Bakker
etal. 2014; Kornmann et al. 2012; McDermott et al. 2015; Vallance et al. 2017; Van Rooijen et
al. 2016; Zarnescu et al. 2021).

A compreensao dos fatores que influenciam o desenvolvimento de FA tem sido objeto
de investigacdo continua nas ultimas décadas, refletida no crescimento expressivo do numero
de publicacdes sobre o tema na base PubMed, que passou de 150 artigos em 2010 para 945
em 2024. No entanto, a literatura apresenta alta heterogeneidade metodoldgica, resultando
em dados conflitantes que dificultam a identificacdo consistente dos fatores de risco
possivelmente associados a esse desfecho cirurgico. A prdpria terminologia utilizada nos
estudos carece de uniformidade, sendo comum a variacdo entre os termos deiscéncia
anastomoética, vazamento anastomodtico, ou fistula anastomodtica pds-operatoria.

Caracteristicas como o grau de extravasamento, conduta clinica, necessidade de reoperacao,
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entre outros fatores clinicos e cirdrgicos, também impactam o delineamento dos estudos e
protocolos sugeridos para este desfecho (Foppa et al. 2020; Paliogiannis et al. 2020; Sripathi
et al. 2022; Tsalikidis et al. 2023; Zarnescu et al. 2021). Importante destacar que apenas em
2020 um grupo internacional de especialistas composto por cirurgides colorretais e
pesquisadores recomendou que o uso da definicdo proposta pela International Study Group
of Rectal Cancer (ISREC) fosse adotada como o padrdo de referéncia para a caracteriza¢do de

FA (van Helsdingen et al. 2020).

1.3.1 FATORES DE RISCO

A identificacdo de biomarcadores, técnicas cirurgicas, biomateriais e uso de
medicamentos tem sido alvo de estudos para reduzir o risco de FA apds cirurgia (Reischl et al.
2021), mas ainda ndo ha evidéncias conclusivas na literatura que estabelecam uma causa raiz
para esse desfecho (Alverdy e Schardey 2021). Diversos estudos apontam fatores relacionados
ao paciente, ao procedimento cirlrgico e ao préprio cirurgido como determinantes na
ocorréncia de FA (Alverdy e Schardey 2021; Zarnescu et al. 2021).

Diante da multiplicidade de fatores identificados na literatura, optou-se por destacar
nesta revisao bibliografica os principais preditores identificados com maior frequéncia e que

apresentam potencial influéncia sobre a microbiota intestinal dos pacientes (Tabela 1).

Tabela 1: Principais fatores de risco associado ao desenvolvimento de FA.

Fator de risco

Estabelecidos Inconclusivos

Sexo masculino Idade

Alcool Técnica cirurgica
Tabagismo Quimiorradioterapia
Obesidade Preparagdao mecanica do
Estado nutricional intestino

Diabetes mellitus
Sarcopenia radiolégica
Doencga cardiovascular
Doenga pulmonar
Faléncia renal
Classificagdo ASA
Imunossupressores
Bevacizumabe

AlEs
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O sexo masculino tem sido amplamente apontado como um fator de risco para FA em
diversos estudos (Alekseev et al. 2022; Arron et al. 2021; Hamabe et al. 2018; Krarup et al.
2012; Park et al. 2013). Essa associa¢do tem sido atribuida a aspectos anatémicos, como a
pelve mais estreita (Law et al. 2000; Prabhakaran et al. 2022; Yu et al. 2021) e a maior
quantidade de gordura visceral (Verduin et al. 2021). A influéncia de hormonios andrégenos
na microcirculagdo intestinal ainda vem sendo estudada como possivel fator agravante no

surgimento de FA (Ba et al. 2004; Rutegard et al. 2024).

A influéncia da idade, por sua vez, permanece controversa. Embora alguns estudos
tenham identificado a idade avancada como um fator associado ao aumento da incidéncia de
fistulas anastomoticas (Bostrom et al. 2019; Jung et al. 2008; Krarup et al. 2012; Lin et al.
2011), muitos estudos tém refutado esta ideia, ndo encontrando esta associacao (Bakker et al.
2014; Buchs et al. 2008; Jannasch et al. 2015; Konishi et al. 2006; Lipska et al. 2006;
Pommergaard et al. 2014; Telem et al. 2010; Tsalikidis et al. 2023).

Fatores de risco relacionados ao estilo de vida, como consumo excessivo de alcool e
tabagismo tém demonstrado capacidade de interferir na cicatrizagdo e consequentemente no
comprometimento da integridade da anastomose cirurgica (Jannasch et al. 2015; Sorensen et

al. 2005; Kwak et al. 2017).

A classificacdo da American Society of Anesthesiologists (ASA) é uma ferramenta
amplamente utilizada para avaliar o quadro geral de saude do paciente no periodo pré-
operatério, permitindo a estratificacdo do risco cirdrgico com base em uma escala que varia
de |l a VI, onde I: sem doencas sistémicas; Il: com doenca sistémica leve e controlada; Ill: com
doencga sistémica grave, mas nao incapacitante; IV: doenca sistémica grave incapacitante; V:
moribundos, com expectativa de vida inferior a 24 horas; VI: é morte cerebral, mantidos
apenas para fins de doagdo de 6rgdos (Doyle et al. 2022). Pacientes com classificacdo ASA 2 Il
tiveram maior frequéncia de FA (Bakker et al. 2014; Buchs et al. 2008; Choi et al. 2006) e um
estudo realizado por Buchs et al. (2008) observou que o risco de desenvolvimento de fistula
aumentava 2,5 vezes a cada incremento na escala ASA. Considerando que o escore ASA é
determinado com base na presenca e gravidade de comorbidades, é importante ressaltar que
condi¢Ges como diabetes mellitus (Cong et al. 2009; Penna et al. 2019; Rencuzogullari et al.
2017; Zhang et al. 2017), sarcopenia radiolégica (Chirivella-Fernandez et al. 2025), doenca

cardiovascular (Akgun et al. 2018), doenca pulmonar (Rencuzogullari et al. 2017; Slieker et al.
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2012), faléncia renal (Alves et al. 2002; Krysa et al. 2008), uso de imunossupressores (Krysa et
al. 2008; Van der Vliet et al. 2006) e tratamento com Bevacizumabe - um anticorpo
monoclonal anti-VEGF-A usado em certos tratamentos oncoldgicos (August, Serrano e Poplin
2008; Lemmens, Claes e Uzzell 2008; Machida et al. 2019; Roche 2021), ja foram associados a

aumento na incidéncia de fistulas.

Fatores relacionados ao estado nutricional e obesidade demonstram correlacdo
significativa com a ocorréncia de FAs. A obesidade, definida por um indice de IMC superior a
30kg/m?, tem sido identificada como fator de risco independente, principalmente em casos
de anastomose baixa (Akiyoshi et al. 2011; Biondo et al. 2005; Frasson et al. 2016; Nikolian et
al. 2017; Nugent et al. 2021). Entretanto, estudos que avaliam a gordura visceral por meio de
tomografia computadorizada, sugerem que esta pode ser uma métrica mais assertiva para
avaliar o risco de FA (Cakir et al. 2015; Verduin et al. 2021; Yang et al. 2015; Yu et al. 2021;
Watanabe et al. 2014).

Além disso, disturbios hidroeletroliticos, perda de peso acentuada e desnutri¢cao foram
associados de forma expressiva ao desenvolvimento de FA (Kang et al. 2013; Kwag et al. 2014;
Makela, Kiviniemi e Laitinen 2003), assim como os niveis de albumina (<3,5 g/dL) (Lago et al.
2019; Telem et al. 2010; Yu et al. 2020). O risco nutricional estd intimamente ligado a processos
de cicatrizacdo, contribuindo ndo apenas para o aumento da incidéncia de fistulas, mas
também para a elevacdo das taxas de complicacdes pds-operatérias em geral (Chirivella-

Fernandez et al. 2025; Kang et al. 2013; Makela, Kiviniemi e Laitinen 2003).

Os anti-inflamatdrios esteroidais (AlEs) sdo amplamente utilizados no dia a dia, sendo
seu uso no poés-operatério uma pratica comum, voltada ao controle da dor e a reducdo da
necessidade de uso de opioides. Evidéncias na literatura sugerem uma possivel associacdo
entre o uso de AlEs e o aumento da incidéncia de FAs (Gorissen et al. 2012; Holte et al. 2009;
Huang, Tang e Young 2018; Klein et al. 2012; Konish et al. 2006; Midura et al. 2015; Slieker et
al. 2012). Um estudo conduzido por Slieker et al. (2012), avaliou os efeitos do uso crénico e do
uso exclusivo de AlEs no pds-operatério, onde observaram que 50% dos pacientes com uso
prolongado desenvolveram FA, contra 19% nos pacientes que utilizaram estas medica¢oes
apenas no periodo pdés-operatério. Em uma tentativa de reduzir possiveis erros e variaveis,
Konishi e colaboradores (2006), conduziram um estudo prospectivo com controle rigoroso das

varidveis operatodrias, onde todos os pacientes foram submetidos ao procedimento cirurgico
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pelo mesmo cirurgido, no mesmo hospital, e os dados prospectivos coletados pelo mesmo
membro da equipe, demonstrando que o uso de AIEs elevou a ocorréncia de fistulas de 2,4%
para 11,8%. Contudo, ndo foi possivel determinar a dosagem e duracdo do tratamento

responsavel por este desenrolar clinico.

As técnicas cirurgicas vém evoluindo ao longo dos anos, tornando os procedimentos
cirdrgicos menos invasivos, com abordagens como laparoscopia ou cirurgia robética sendo
amplamente utilizadas na pratica clinica (Foppa et al. 2020; Vallance et al. 2017; Zarnescu et
al. 2021). O papel dessas abordagens cirurgicas no desenvolvimento de FAs foi avaliado e
resultou em dados conflitantes (Fleshman et al. 2015; Stevenson et al. 2015; Vasiliu et al. 2015)
gue ndo permitem afirmar que exista uma correlacdo significativa entre essas técnicas e o
aumento na ocorréncia de FA (Chen et al. 2017; Fleshman et al. 2015; Foppa et al. 2020; Jayne
et al. 2010; Kang et al. 2010; Ng et al. 2013; Van der Pas et al. 2013; Vasiliu et al. 2015; Vennix
et al. 2014; Zhang et al. 2018).

Uma meta-analise demonstrou que a ressecc¢ao retal laparoscdpica - associada a menor
perda de sangue, incisbes menores e maior tempo operatério em comparagdo com a
abordagem aberta - ndo interferiu diretamente na morbidade e mortalidade pds-operatdrias
ou no surgimento fistulas (Martinez-Pérez et al. 2017). Da mesma forma, ao comparar as
abordagens laparoscépica e robética, ndo foram identificadas diferencas significativas entre
ambas (Al-Mazrou et al. 2017; Ahmed et al. 2017). Adicionalmente, uma meta-analise mais
recente evidenciou que técnicas cirdrgicas minimamente invasivas, em compara¢ao com a
cirurgia aberta em casos de cancer retal, proporcionaram menor tempo de internagao,
reducdo de perda sanguinea e retomada alimentar precoce, melhorando significativamente os

desfechos de curto prazo nestes pacientes (Hsu et al. 2025).

O tratamento neoadjuvante com quimiorradioterapia, assim como diversos outros
fatores de risco para FA, também apresenta conflitantes na literatura. Vérios estudos relatam
uma associacao significativa entre esse tipo de tratamento e o aumento na incidéncia de FA,
possivelmente devido ao comprometimento da cicatrizacdo intestinal e aumento da fibrose ao
danificar o sistema vascular local e prejudicar a funcdo dos fibroblastos (Hamabe et al. 2018;
Park et al. 2013; Pommergaard et al. 2014; Qin et al. 2016). Por outro lado, outros autores ndo

identificaram tal correlacdo, sugerindo que a quimiorradioterapia neoadjuvante ndo estaria
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associada ao aumento do risco de FA (Chang et al. 2014; Hu et al. 2017; Ma et al. 2017; Qin et
al. 2014; Yang et al. 2022).

A prepara¢do mecanica do intestino (PIM) consiste na administracdo pré-operatéria
de substancias para induzir a evacuacdao do conteudo intestinal e col6nico, com intuito de
reduzir o risco de infec¢Ges do sitio cirdrgico e outras complicagdes através da diminui¢ao da
massa fecal intraluminal (Chaouch et al. 2020; OMS 2018). Essa pratica vem sendo empregada
ha décadas, embora existam dados conflitantes quanto a sua eficacia e evidéncias crescentes
que questionam seus beneficios (Battersby et al. 2019; Liu et al. 2018). Diversos estudos
indicam que a descontaminacdo intestinal promovida pela PIM n3o apresenta efeito
significativo na reducdo da incidéncia de fistulas anastomaticas (Chaouch et al. 2020; Glienaga
et al. 2011; Slim et al. 2009; van't Sant et al. 2010; Zmora et al. 2006). Uma meta-analise
conduzida por Rollins e colaboradores (2019), envolvendo 40 estudos, refor¢ou esses achados
ao ndo identificar associacdo entre o uso isolado da PIM e a diminuicdo de complicacdes pds-
operatdrias. Por outro lado, quando combinada a profilaxia antibiética, a PIM demonstrou
impacto positivo na redugdo de uma ou mais das seguintes variadveis: fistulas anastomaticas,
complicagBes pds-operatdrias e infecgdes intra-abdominais (Futier et al. 2022; Kiran et al.
2015; Lee et al. 2021; Moghadamyeghaneh et al. 2015; Morris et al. 2015; Scarborough et al.
2015). Essa correlacdo foi confirmada por outras meta-analises (Hansen et al. 2023; Maatouk
et al. 2023; Rollins et al. 2019; Toh et al. 2018). Contudo, o estudo multicéntrico MOBILE,
conduzido por Koskenvuo et al. (2021) em pacientes submetidos a colectomia direita e
esquerda, demonstrou que a associacao entre PIM e antibidticos profilaticos ndo resultou em
reducdo da ocorréncia de fistulas anastométicas, alinhado com achados mais recentes

(Frountzas et al. 2024).

Entretanto, ao analisarem 40.446 pacientes, Garfinkle e colaboradores (2017)
observaram que a combinacdo de PIM com antibidticos profilaticos ndo foi superior a
profilaxia antibidtica isolada quanto aos desfechos pds cirdrgicos. Em outra investigacdo de
coorte, abrangendo mais de 30 mil pacientes, Lu et al. (2025b) avaliaram o impacto do uso de
antibidticos em longo prazo (até 4,5 anos antes da cirurgia) e identificaram uma associacdao
significativa com o risco de infecgdes do sitio cirdrgico em pacientes com cancer de célon,
demonstrando uma relacdo dose-resposta consistente para diversas classes de
antimicrobianos. Desta forma, é relevante ressaltar que a administracdo de antibidticos tém

sido associada a reducdao da diversidade microbiana e ao aumento da resisténcia
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antimicrobiana, com evidéncias de que adaptacdes funcionais da microbiota podem favorecer
fendtipos multirresistentes e alterar o metabolismo de farmacos (Lange et al. 2016; Carlet

2012; Guffey e Loll 2021; Lamaudiere et al. 2023; Liu et al. 2011a).

Embora diversos estudos tenham explorado a diversidade microbiana sob diferentes
perspectivas, a perda da diversidade microbiana e sua influéncia ainda nao foi completamente
elucidada, estabelecendo com clareza quais microrganismos teriam potencial patogénico e

quais poderiam ser benéficos (Lauka et al. 2019).

1.4 Impacto de fistulas anastomoticas (FAs): aspectos financeiros, tempo de internagao,

complicagdes no tratamento e sobrevida

As fistulas anastomodticas estdo frequentemente associadas a maior tempo de
internacdo, aumento nas taxas de reoperacdes, necessidade de estoma de derivacdo, além da
elevacdao da mortalidade e morbidade (Weber et al. 2023; Arron et al. 2021). A gravidade
clinica deste desfecho frequentemente exige a realizacdo de multiplos procedimentos para o
controle desta condigdo aguda, incluindo em muitos casos a necessidade de reintervengdes
cirargicas (Flor-Lorente et al. 2023; Hedrick et al. 2021). Essa situacdo pode comprometer
significativamente a continuidade do tratamento oncolégico, como o adiamento das sessdes
de quimioterapia adjuvante, em razdo da necessidade de estabilizacdo clinica e recuperacdo
do paciente frente as complica¢cdes decorrentes da fistula (Enodien et al. 2022; van’t Sant et
al. 2011). Em casos assintomdticos ou com poucos sintomas clinicos, o manejo conservador
pode ser uma alternativa vidvel, por meio de drenagem percutanea ou abordagem
endoscoépica (Flor-Lorente et al. 2023; Hedrick et al. 2021). No entanto, independente da
gravidade, hd comprometimento da qualidade de vida dos pacientes e aumento significativo
nos custos dos sistemas de saude (Flor-Lorente et al. 2023; Weber et al. 2023).

Um estudo recente buscou identificar quais fatores criticos no manejo de pacientes
gue desenvolvem fistulas sdo responsaveis pelo aumento dos custos hospitalares. A varidvel
considerada mais impactante foi o tempo de internacdo em unidade de terapia intensiva (UTI),
que apresentou incremento superior a trés vezes nos pacientes com fistula, enquanto
individuos submetidos a cirurgia colorretal sem complica¢gdes permaneceram, em média 2,1

dias na UTI, aqueles que desenvolveram fistulas anastométicas necessitaram de 7,83 dias de
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internagdo intensiva (Enodien et al. 2022). Esses achados estdo em consonancia com os dados
apresentados por La Regina et al. (2019), que demonstraram que os custos médios associados
a pacientes com complicages foram aproximadamente quatro vezes maiores em comparagao
a aqueles sem intercorréncias. Nos casos sem fistula, o lucro hospitalar médio foi estimado em
542 euros por paciente, enquanto nos casos com fistula houve um prejuizo médio de 12.181

euros por paciente.

A complexidade clinica da fistula anastomdtica esta diretamente relacionada ao
aumento dos custos no tratamento desses pacientes, uma vez que sua ocorréncia pode
desencadear complica¢Bes adicionais gerando custos ainda mais elevados. Estima-se que
metade, ou até mais, dos pacientes com FA irdo precisar de reintervencbes cirurgicas,
enquanto a outra parte exigira tratamento clinico ou radiolégico adicional. De acordo com Flor-
Lorente et al. (2023), esses valores podem variar de 6 mil a 44 mil euros por paciente,

dependendo da gravidade da FA.

A complicagdo secunddria mais comum nesses casos é a sepse, responsavel por cerca
de 25% dos 6bitos entre os pacientes que apresentam FA (Fried et al. 2011; Mulita et al. 2022).
Estima-se ainda que pelo menos um terco dos episédios de sepse em pacientes com cancer
colorretal esteja diretamente associado a ocorréncia de FA (Kube et al. 2010; Mulita et al.

2022).

Este desfecho clinico sobrecarrega os sistemas de saude, assim como afeta de maneira
significativa a qualidade de vida dos pacientes, especialmente porque os estomas realizados
nesse contexto muitas vezes tornam-se permanentes (Enodien et al. 2022; Flor-Lorente et al.
2023; Kang et al. 2022). Contudo, a mortalidade associada a FA pode ser elevada de 7% a 39%,
dependendo da gravidade do quadro e da instituicdo envolvida (Frasson et al. 2016; Kornmann
et al. 2012; Vallance et al. 2017; Van Rooijen et al. 2016; Van’t Sant et al. 2010; Zarnescu et al.
2021).

Uma revisdo sistematica realizada por Nijssen et al. (2024) evidenciou grande
heterogeneidade metodoldgica nos estudos sobre os custos de FA apds cirurgia colorretal, com
variacbes no horizonte temporal analisado, nas abordagens de calculo e nos valores
estimados, que oscilaram de 2.250 euros (Roménia) a 83.633 euros (Brasil) por paciente, com
diferenca de até 500%. Em diversos estudos, a presenca de FA duplicou ou até quintuplicou

os custos hospitalares, sendo a internacdo em UTI e as reintervengbes os principais
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determinantes desses gastos. A maioria das analises se restringiu a periodos curtos (até 30
dias), desconsiderando eventos tardios relevantes, como estomas permanentes e sepse

cronica.

Entretanto, os custos sociais e indiretos, como perda de produtividade e impacto na
qualidade de vida e sobrevida foram pouco abordados, limitando a compreensao da real carga

socioecondmica dessa complicagao.

1.5 Microbiota intestinal

A microbiota intestinal é considerada a mais rica e diversificada do corpo humano
(Human Microbiome Project 2012), com aproximadamente 1,3x mais células microbianas do
que células humanas somaticas e germinativas combinadas (Sender, Fuchs e Milo 2016). Essa
comunidade é composta por bactérias, fungos, arqueias, virus, protozodrios e parasitas
diversos, que refletem sua complexidade e diversidade funcional (Jandhyala et al. 2015;
Ramakrishna 2007; Shi et al. 2017). Em individuos sauddveis, a microbiota intestinal
desempenha fungdes metabdlicas, imunoldgicas e protetoras essenciais, sendo indispensavel
para a manutencdo da saude por meio de uma relacdo simbidtica com o hospedeiro (Jandhyala
et al. 2015; Russo et al. 2016; Vemuri et al. 2017). Embora a microbiota intestinal envolva
diferentes grupos de microrganismos, neste trabalho o foco serd direcionado as bactérias, que

representam a parcela mais estudada e, aparentemente, de maior relevancia clinica.

Quando essa relagao simbidtica é rompida por alteragdes quantitativas ou qualitativas
da microbiota intestinal, se estabelece um quadro de disbiose (Kazmierczak-Siedlecka et al.
2020; Shi et al. 2017), onde o desequilibrio pode favorecer microrganismos com potencial
patogénico. Para que haja a instalagdo de um processo infeccioso, a adesdao ou penetragao do
microrganismo nos tecidos do hospedeiro ndo é obrigatdoria, o acumulo de excretas
microbianas pode ser suficiente para desencadear alteragdes no funcionamento fisiolégico do
organismo. A patogenicidade refere-se a capacidade do microrganismo em causar doencas,
enquanto a viruléncia expressa o grau dessa patogenicidade (Tortora, Funke e Case 2017).

A analise da diversidade bacteriana por métodos classicos de cultivo e caracterizacao in
vitro, foi historicamente limitada pela dificuldade de cultivar bactérias ex vivo, especialmente

bactérias anaerdbias obrigatérias, predominantes no intestino grosso. O intestino humano
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abriga um grande numero de diferentes géneros, espécies e cepas bacterianas (Qin et al. 2010;
Segata et al. 2012; Zhou et al. 2014). Estudo recente sugere cerca de 3 mil diferentes espécies
divididas em cerca de 130 géneros (Rosenberg 2024), sendo a maior parte ndo cultivavel (Qin
et al. 2010; Segata et al. 2012; Thomas e Segata 2019; Zhou et al. 2014). No entanto, os avangos
tecnolégicos em desenvolvimento de métodos moleculares, possibilitam uma identificacao
mais abrangente e precisa das bactérias presentes na microbiota de diversos ambientes, sem

necessidade de seu cultivo (Ramakrishna 2007, Thomas e Segata 2019).

A microbiota intestinal sauddvel abriga uma ampla variedade de filos bacterianos, porém
quatro sao predominantes: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria e Proteobacteria (Russo
et al. 2016; Segata et al. 2012). Dentre esses, estima-se que aproximadamente 80% das
bactérias intestinais pertencam aos filos gram-negativo Bacteroidetes e gram-positivos
Firmicutes (Bartolini et al. 2020; Guyton e Alverdy 2017; Segata et al. 2012). No filo
Bacteroidetes os géneros mais abundantes sdo Bacteroides e Prevotella, sendo que em média
apenas 20% sao representados por géneros menos abundantes, que ainda assim
desempenham fungbes fundamentais no intestino humano (Arumugam et al. 2011; Koren et

al. 2013).

A composi¢cdao da microbiota intestinal é altamente dinamica, apresentando varia¢des
em termos de espécies, cepas, distribuicao, diversidade e abundancia bacteriana. Acredita-se
gue a modulacdo dessas populagdes seja feita por diversos fatores, incluindo idade, genética
do hospedeiro, meio ambiente, dieta, uso de medicamentos e procedimentos médicos, entre
outros (Brown et al. 2013; Clemente et al. 2012; Guan e Liu 2023; Ramakrishna 2007; Russo et
al. 2016; Shi et al. 2017; Yatsunenko et al. 2012). Essa composicdo ao longo do trato
gastrointestinal ainda ndo esta completamente elucidada, no entanto, o pH gastrico exerce um
papel importante ao limitar a sobrevivéncia de diversos microrganismos, restringindo seu
transito ao longo do sistema digestivo. Esse mecanismo contribui para a diferenciacdo da
microbiota entre as porc¢des superiores e inferiores do trato gastrointestinal (Ramakrishna
2007; Russo et al. 2016). Além disso, a composicdo basal também pode variar conforme a
localizagdo anatomica nos intestinos, refletindo adaptacdes regionais as condicdes fisioldgicas
locais (Alrushaid et al. 2023; Gao et al. 2017; Hajjar et al. 2023; Zhong et al. 2020). Outro fator
importante é a motilidade intestinal, especialmente no intestino delgado, onde o transito
acelerado favorece a eliminagdo das bactérias presentes no lUmen, enquanto aquelas aderidas

a mucosa tendem a ser menos afetadas pelo peristaltismo (Ramakrishna 2007; Russo et al.
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2016). Contudo, a dieta vem sendo considerada o principal determinante da composicdo dessa
microbiota, uma vez que esta se encontra continuamente exposta as alteragdes na
disponibilidade, qualidade e tipo de nutrientes ingeridos (Brown et al. 2013; Clemente et al.
2012; Guan e Liu 2023; Ramakrishna 2007; Russo et al. 2016; Shi et al. 2017; Yatsunenko et al.
2012).

Intervencdes dietéticas pré-operatérias, como o consumo de uma dieta pobre em
gordura e rica em fibras, demonstraram potencial para melhorar a cicatrizagdo anastomatica
possivelmente por meio da modulacao do microbioma, e mesmo a adocao tempordria de uma
dieta mais saudavel antes da cirurgia pode restaurar a diversidade microbiana e melhorar

progndsticos cirurgicos (Guo et al. 2024; Hyoju et al. 2020).

Estudos de forma geral buscam compreender as associacées entre estilo de vida, saude
e microbiota, com foco na variabilidade global da composicdo microbiana. Arumugam e
colaboradores (2011) propuseram uma abordagem diferente, levando em consideracdo
diferencas entre perfis microbioldgicos, propondo agrupamentos (clusters) de composicao
microbiana, caracterizados pela predominancia dos géneros Bacteroides, Prevotella ou
Ruminococcus. Estes clusters apresentam diferencas na composicao filogenética, nas vias
funcionais e nos perfis metabdlicos, especialmente relacionados a fermentagao de substratos
e producdo de vitaminas.

Um estudo mais recente, conduzido por Manor et al. (2020) mantém a proposta de
agrupamentos de composicdo microbiana, correlacionando esses perfis microbianos a
respostas dietéticas, propondo por exemplo, que individuos com microbiotas dominados por
Bacteroides poderiam obter maior beneficio ao reduzir o consumo de doces e massas,
comportamento associado ao aumento de Christensenellaceae, uma familia bacteriana
relacionada a magreza. De modo semelhante, o consumo de vegetais promoveria 0 aumento
da diversidade microbiana apenas no cluster dominado por Prevotella. O estudo conclui que
estratégias nutricionais personalizadas podem ser mais eficazes quando ajustadas ao perfil
microbiano individual, uma vez que este estd profundamente associado a multiplos aspectos
da saude humana, estilo de vida e dieta, indo além de correlagbes isoladas com taxons
especificos (Manor et al. 2020).

Bactérias podem produzir energia a partir de diferentes estratégias metabdlicas,
podendo realizar respiracdo aerdbica ou anaerdbica e fermentacdo. As bactérias aerdbias

necessitam de oxigénio para seu crescimento, pois utilizam esse elemento como aceptor final
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de elétrons em sua cadeia respiratdria, enquanto as bactérias anaerdbias ndo conseguem
crescer na presenca de oxigénio, uma vez que este pode ser toxico. Ja as bactérias anaerdbias
facultativas apresentam maior flexibilidade, sendo capazes de se desenvolver tanto em
ambientes com oxigénio quanto em condi¢Ges anaerdbicas, adaptando seu metabolismo
conforme a disponibilidade de oxigénio (Tortora, Funke e Case 2017).

O intestino grosso é considerado um ambiente anaerdbio, onde bactérias aerdbias
patogénicas ndo conseguem invadir e colonizar facilmente (Backhed et al. 2012; Manichanh et
al. 2006). A presenca de espécies reativas de oxigénio (ROS), no intestino, pode favorecer o
crescimento de bactérias aerdbias e facultativas, intensificando a competicao por oxigénio. A
producdo de ROS por tecidos inflamados passou a ser reinterpretado nas Ultimas décadas,
deixando de ser agentes toéxicos causadores de inflamacgdo, para reguladores criticos destes
processos. Essa demanda exacerbada em um tecido ja comprometido por lesdes vasculares,
contribui para um desequilibrio no suprimento de oxigénio e pode resultar em um estado de

hipdxia local (Bedard et al. 2007; Sen e Roy 2008).

Atualmente, reconhece-se que a microbiota intestinal desempenha funcées amplas e
complexas no organismo humano, incluindo a regulagdo da angiogénese, a metabolizagao de
agentes quimioterapicos e a manutencao da integridade da barreira mucosa (Reinhardt 2018;
Shi et al. 2017). Além disso, essa microbiota é capaz de desregular o sistema imune, assim
como uma desregulagao intestinal do sistema imune também pode desencadear uma disbiose

(Brown et al. 2013; Clemente et al. 2012; Hajjar et al. 2023)

A modulagdo do sistema imunoldgico inato e adaptativo pela microbiota ocorre por
meio da interacdo com células dendriticas e da estimulacdo de receptores epiteliais (Bartolini
et al. 2020). A parede intestinal é recoberta por células epiteliais mucosas que ao serem
ativadas por estimulos nervosos ou mecanicos, secretam um muco protetor. Esse muco atua
como uma barreira fisica, protegendo o intestino grosso contra lesdes provocadas pela intensa
atividade bacteriana e por eventuais escoria¢cdes causadas pelos acidos presentes nas fezes
(Guyton e Alverdy 2017). Além disso, as células epiteliais desempenham um papel ativo na
resposta imune ao secretarem citocinas e quimiocinas que desencadeiam cascatas de
sinalizacdo, promovendo a maturacdo e diferenciacdo de células imunocompetentes (Shi et al.
2017). Vale destacar que o sistema imunoldgico inato das mucosas representa o maior
componente imunoldgico em vertebrados, respondendo por aproximadamente 80% de toda

a atividade imune do organismo (Bartolini et al. 2020).
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A presenca de Bacteroides thetaiotaomicron tem sido associada a modulacdo da
angiogénese intestinal por meio de sua interagdao com células de Paneth. Essas células, além
de exercerem fung¢ao imunoldgica, secretam proteinas antimicrobianas como a angiogenina-
4, favorecendo a integridade da barreira mucosa e criando um ambiente propicio ao
desenvolvimento vascular, auxiliando no processo de cicatrizacdo (Hooper et al. 2003;

Stappenbeck et al. 2002).

As atividades metabdlicas desempenhadas pela microbiota intestinal exercem impacto
fisioldgico significativo na manutencdo da integridade da mucosa intestinal, em especial por
meio da producdo de 4cidos graxos de cadeia curta (SCFAs), que tém importante capacidade
de modulacdo da microbiota, acidos biliares secundarios e as bacteriocinas (Ducarmon et al.
2019; Litvak, Byndloss e Baumler 2018; Louis et al. 2017; Rios-Covian et al. 2016). A produgao
de SCFAs ocorre principalmente pela fermentacdo de carboidratos nao digestiveis, resultando
nos trés principais metabdlitos: acetato, propionato e butirato. Os dois primeiros, quando em
altas concentracées de sua forma lipofilica podem atravessar a membrana celular das
bactérias, levando a liberacdo de prétons, com queda de pH (levando a morte celular ou
reducdo de taxa de multiplicacdo). J& o butirato exerce efeitos diretos sobre o epitélio
intestinal, promovendo a producdo de muco e a formacao tight junctions, ambos mecanismos
fortalecem a barreira intestinal, além de modular absorcao de sédio e cloreto, promover a
proliferacdo e diferenciacdo de células epiteliais, e induzir reparo tecidual (Louis et al. 2017;

Guan e Liu 2023; Ramakrishna 2007; O’Hara e Shanahan 2006).

A reducdo da diversidade da microbiota intestinal e o aumento da resisténcia
antimicrobiana estdo consistentemente associados a administracdo de antibiéticos (Lange et
al. 2016). Genes de resisténcia antimicrobianos localizam-se nos cromossomos bacterianos, e
em elementos moveis, como plasmideos e transposons (Aminov et al. 2001), facilitando a
transferéncia de informacgGes entre as bactérias independentemente da espécie (Tortora et al.
2017; Ochman, Lawrence e Groisman 2000). Esses genes conferem as bactérias um amplo
repertério de mecanismos de defesa contra os agentes antimicrobianos (Figura 1), incluindo a
degradacdo ou modificagdo da molécula do antibiético, a protecao ou mutacdo do alvo de
acao, a reducdo da permeabilidade da membrana e a ativacdo de bombas de efluxo. Além
disso, podem estar envolvidos processos que permitem as bactérias manterem sua atividade

mesmo na presenca do farmaco, como detoxificacdo e amplificacdo do alvo. Esses diferentes
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mecanismos, frequentemente mediados por plasmideos de resisténcia, corroboram para a

rapida disseminacao do fendtipo de resisténcia (Solanki e Das 2024).

Figura 1: Mecanismos de resisténcia antimicrobiana.
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Apds o uso de antibidticos, uma elevacdo rapida no niumero de microrganismos que
apresentam resisténcia pode ser observada, seguida de queda gradual com a interrup¢ao do
tratamento, tanto em adultos quanto em recém-nascidos (Carlet 2012). Estudos baseados em
metatranscriptdmica tem demonstrado impacto em adaptag¢des funcionais da microbiota
capazes de desencadear resisténcia antimicrobiana, com aumento da atividade de fendtipos
de resisténcia a multiplos antibidticos e alguns transportadores de efluxo e no metabolismo
de farmacos (Guffey e Loll 2021; Lamaudiere et al. 2023; Liu et al. 2011a). No entanto, apesar
de diversos estudos identificarem alteracdes na composicdo da microbiota intestinal, é
importante lembrar que a funcdo dessa microbiota pode ser ainda mais relevante, uma vez
gue bactérias podem utilizar multiplos segmentos génicos para sintetizar uma unica proteina
e podem modular essa sintese em resposta a estimulos no ambiente, desencadeados pelo
proprio hospedeiro, outras bactérias ou de organismos nao bacterianos, como virus e fungos

(Katsowich et al. 2017; Lin et al. 2020; Munita e Arias 2016).

O desequilibrio dessa microbiota tem demonstrado uma importante correlacdo na

génese de diversas doencas, de modo que a deteccdo e quantificacdo de alteragOes
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microbianas tem se tornado uma potencial ferramenta diagndstica em doencas inflamatérias,
metabdlicas (obesidade e diabetes), alérgicas e neuroldgicas, devido evidéncias crescentes
encontradas em estudos em humanos e em modelos animais (Brown et al. 2013; Chen et al.

2025; Clemente et al. 2012; Jandhyala et al. 2015; Shi et al. 2017).

Diversas espécies bacterianas tém sido associadas ao cancer colorretal, sugerindo um
possivel papel etioldgico na sua patogénese. Estudos anteriores relataram o enriquecimento
de microrganismos como Parvimonas micra, Peptostreptococcus stomatis, Fusobacterium
nucleatum e Akkermansia muciniphila (Osman et al. 2021), bem como Fusobacterium
nucleatum, Gemella morbillorum, Solobacterium moorei, Porphyromonas gingivalis e
Parvimonas micra (Saffarian et al. 2019) em pacientes com CCR. Apesar dessas evidéncias,
ainda existem divergéncias quanto a consisténcia desses achados. Nesse contexto, uma
investigacdo que combinou meta-analise de cinco datasets publicos com dados originais do
proprio grupo, totalizando 969 metagenomas fecais, evidenciou a predominancia de espécies
associadas ao CCR, incluindo algumas frequentemente derivadas da cavidade oral. Entre as
mais frequentes estavam Fusobacterium nucleatum, Parvimonas spp., Porphyromonas
asaccharolytica, Gemella morbillorum, Clostridium symbiosum e Parvimonas micra, sendo

Peptostreptococcus stomatis a mais representativa (Thomas et al. 2019).

Com o objetivo de consolida-los, uma meta-analise abrangente que incluiu dados de trés
continentes e quatro coortes étnicas identificou sete espécies bacterianas consistentemente
enriquecidas em pacientes com CCR: Bacteroides fragilis, Fusobacterium nucleatum,
Porphyromonas asaccharolytica, Parvimonas micra, Prevotella intermedia, Alistipes finegoldii
e Thermanaerovibrio acidaminovorans, sendo a associacdo com B. fragilis menos pronunciada
(Dai et al. 2018). Outro estudo recente conduzido por Piccinno et al. (2025), que analisou 3.741
amostras provenientes de 18 coortes, nas quais foram aplicadas novas metodologias
computacionais de analise em nivel de cepa (utilizando perfilhamento metagenémico por
MetaPhlAn 4 e agrupamento genémico em Species-level Genome Bins — SGBs), que permitem
identificar linhagens especificas mesmo de espécies ainda ndo cultivadas. Os autores
confirmaram o enriquecimento de microrganismos previamente associados ao CCR,
destacando Fusobacterium nucleatum, Parvimonas micra e Bacteroides fragilis, nesta ordem
de forca de associacdo. Entre as subespécies de F. nucleatum, as mais associadas foram
animalis, vincentii, nucleatum e polymorphum. Esses achados reforcam o potencial de tais

espécies como biomarcadores para estratégias de diagndstico nao invasivo do CCR.
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Sabendo-se que bactérias podem influenciar a inflamacao e a resposta a recuperacao
cirdrgica, além de serem agentes de grande importancia em quadros de sepse, avaliamos
diferencas na microbiota bacteriana entre pacientes com cancer colorretal que tenham ou nao
desenvolvido fistulas, identificando aqueles com maior risco de desenvolvimento desta

complicacdo e buscando prevenir a ocorréncia deste desfecho.

1.6 Técnicas para estudo da microbiota

A analise metagenomica possibilita a identificacdo de espécies e linhagens microbianas
em ambientes altamente complexos, sem a necessidade de cultivo in vitro, representando um
avanco significativo na compreensao da diversidade microbiana e superando as limitagdes
impostas pelos métodos tradicionais de isolamento (Caro-Quintero e Konstantinidis, 2012;

Rodriguez et al. 2021).

Essa é uma abordagem estratégica para acessar grandes volumes de dados genéticos
provenientes de comunidades microbianas complexas. A partir da extracdo do gDNA total
dessas comunidades, técnicas como o sequenciamento shotgun permitem gerar leituras que
refletem, no momento da coleta, caracteristicas gen6micas relevantes, como genes, operons
e até genomas completos (Handelsman 2004). No entanto, essa técnica, assim como outras
abordagens, pode introduzir viés devido a amostragem inadequada, etapas de extracdo de
DNA ou ainda a composicao de GC% do material genético, especialmente quando a
amplificacdo do gDNA total é necessdria antes do sequenciamento (Mclaren et al. 2019;
Nayfach e Pollard 2016), além de relevantes vieses que podem ser introduzidos conforme o

pipeline empregado na analise por bioinformatica (Forry et al. 2024).

A analise bioinformatica das sequéncias de DNA obtidas durante o sequenciamento
permite a avaliacdo de correlagcbes e comparacbes de dados entre diferentes estudos,
viabilizando inferéncias sobre aspectos biolégicos e ecoldgicos das comunidades microbianas.
Uma métrica frequentemente adotada nesse contexto é a abundancia relativa de cada um dos
taxons, que leva em consideracdo a profundidade de cobertura vertical do sequenciamento e
a quantidade total de dados obtidos, possibilitando estimativas da representatividade de cada

grupo microbiano na amostra analisada (Morton et al. 2019).
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No entanto, evidéncias provenientes de estudos metagenémicos tém indicado que,
apesar da frequente recombinagdo genética entre bactérias, muitas espécies podem
apresentar fronteiras bem definidas, desafiando a nocdo anterior de que tais organismos nao

formariam agrupamentos taxondmicos estdveis (Lawrence 2002; Novick e Doolittle 2019).

1.7 Fistulas anastomaéticas (FAs) e microbiota fecal

Diversos fatores podem influenciar a composi¢ao da microbiota intestinal, assim como
intervengdes pré-operatdrias e a propria cirurgia podem ter um efeito disruptivo na
homeostase metabdlica e na capacidade do organismo em resistir a invasdes patogénicas.
Evidéncias indicam que pacientes submetidos a cirurgia colorretal que desenvolvem FA
apresentam perfis distintos daqueles que ndo evoluem com essa complicacdo (Nalluri-Butz et

al. 2022; Shogan et al. 2013).

Estudos em modelos animais tém demonstrado correlagdo entre a microbiota
intestinal e o desenvolvimento de FA, auxiliando na elucidacdo da causa raiz deste desfecho.
No entanto, as técnicas empregadas para desenvolver FA em animais saudaveis, em alguns
estudos podem ser grosseiras e incompativeis com a pratica clinica, dificultando um

comparativo realista do modelo animal proposto (Alverdy et al. 2021).

A influéncia da microbiota fecal na cicatrizacao cirurgica foi investigada em modelo
murino por Hajjar et al. (2023), por meio do transplante fecal de pacientes com e sem fistula
anastomédtica em camundongos. Os resultados demonstraram que pacientes que
desenvolveram FA apresentavam niveis aumentados de citocinas pré-inflamatérias no
intestino mesmo antes da cirurgia, e esse perfil foi transferido para os camundongos,
resultando em pior cicatrizagdo. O estudo também identificou uma correlacdao entre as
espécies Alistipes onderdonkii e Parabacteroides goldsteinii, bem como com o género Alistipes,
apresentando um desenvolvimento exacerbado no grupo que desenvolveu FA. No entanto,
Parabacteroides goldsteinii foi associada a reducdo da producdo de citocinas inflamatérias,
com potencial de melhora da cicatrizagao.

Estudos tém evidenciado associacao entre bactérias produtoras de colagenases no
desenvolvimento de fistulas anastométicas, sobretudo por sua capacidade de ativar

metaloproteinases da matriz (por exemplo, MMP-9), enzimas envolvidas na degradacdo da
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matriz extracelular ou devido seu papel na inflamacao por meio da liberacdo de citocinas pré-
inflamatdrias (Shogan et al. 2015; Hajjar et al. 2023; Komen et al. 2014). Espécies como
Enterococcus faecalis, Fusobacterium nucleatum, Pseudomonas aeruginosa e Proteus mirabilis

tém sido implicadas nesse processo (Shogan et al. 2015; Olivas et al. 2012; Shi et al. 2022).

A reduc¢do na abundancia do género Lactobacillus, observada apds procedimentos
cirargicos, tratamentos oncolégicos, uso de antibidticos ou analgésicos, também tem sido
associada ao aumento de bactérias colagenoliticas, possivelmente devido a redugao dos niveis
de fosfato intestinais (Jones et al. 2011). Hernandez-Gonzalez et al. (2023) também associaram
a producdao de colagenases e proteases por Enterococcus ao desenvolvimento de FA em
pacientes com CCR, as quais apresentavam maior viruléncia através dos genes gelE e agg. O
grupo de Alverdy indicou que apenas as cepas que possuem genes codificadores de
colagenases e que expressam essas enzimas in vivo, em resposta a sinais ambientais locais,
tém a capacidade de ativar proteases do tecido intestinal (como MMP9 e plasminogénio) e

causar fistulas (Alverdy et al. 2021).

Evidéncias experimentais demonstram que a abundancia do género Enterococcus pode
ser modulada por fatores dietéticos, podendo levar até um més no pds-operatério para
restabelecer a microbiota original. Em modelo animal, uma dieta rica em gordura e pobre em
fibras resultou no aumento de Enterococcus, além de promover elevacao de Proteobacteria e
uma reducao significativa de Bacteroidetes. Enquanto a introdu¢ao de uma dieta rica em fibras
e baixa em gorduras dois dias antes do procedimento foi suficiente para melhorar a
diversidade microbiana e reduzir a prevaléncia de Enterococcus (Hyoju et al. 2020).
Corroborando esses achados, Boatman et al. (2023) também observaram associacdo entre
bactérias produtoras de colagenase e o padrdo alimentar ocidental (rica em gordura e pobre

em fibras).

Ainda em modelos animais, foi demonstrado que a aplicacdo local de antibidticos
resultou na eliminacao de E. faecalis, levando a uma reducao significativa na incidéncia de FAs
(Shogan et al. 2014). Outro estudo também avaliou a espécie E. faecalis isolada antes e depois
da cirurgia, identificando cepas praticamente idénticas (fsr-gelE-sprE), porém com maior
atividade colagenolitica nos pacientes que desenvolveram FA (Christley et al. 2020). Embora
E. faecalis seja uma espécie comensal encontrada em baixa abundancia na microbiota

saudavel, essa bactéria tem alta capacidade de adquirir resisténcia antimicrobiana ou genes
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de viruléncia putativa por transferéncia horizontal de genes, podendo se tornar virulenta (de

Almeida, Taddei e Amedei 2018).

Frequentemente E. faecalis e P. aeruginosa tem sido encontrada na regido da
anastomose de pacientes com desfecho de FA (Ohigashi et al. 2013), corroborando a presenca
aumentada de Enterococcus e Enterobacter também observada na mucosa intestinal de

anastomoses em modelos animais (Scarborough et al. 2015).

Bactérias produtoras de butirato também tém sido associadas a ativacao de receptores
que levam a producao de ROS, melhorando a regeneragdao de tecidos e ajudando na
manutencdo da integridade da barreira intestinal (Bachmann et al. 2017; Bedard et al. 2007;
Collier-Hyams et al. 2005; Sen e Roy 2008; Wentworth et al. 2010). A presenca de butirato, um
dos principais metabdlitos provenientes da metabolizacdo de SCFA, também tem sido
associado a uma reduc¢do na presenca de P. aeruginosa, e por sua vez a reducao de FA (Kumar
et al. 2009; Rolandelli, Buckmire e Bernstein 1997). No entanto, esse equilibrio é delicado, e o
comprometimento da homeostase pode favorecer a proliferacdo de bactérias aerdbias
patogénicas (Bedard et al. 2007; Sen e Roy 2008). Um estudo realizado por Zamorano et al.
(2023) foi desenhado em modelo animal buscando compreender o impacto na microbiota da
exposicao ao oxigénio, onde foi observada que Gemella palaticanis teve sua abundancia

elevada em ambos os grupos, porém mais significativamente no grupo que desenvolveu FA.

Estudos in vitro e em modelos animais tém demonstrado que Akkermansia muciniphila
pode atuar como um marcador benéfico, contribuindo para a cicatrizagdao por meio da melhora
da integridade da barreira intestinal, estimulo a angiogénese e reducdo da inflamacdo
(Bachmann et al. 2022; Jian et al. 2023; Li et al. 2016; Liu et al. 2020; Reunanen et al. 2015;
Wade et al. 2023). No entanto, sabemos que qualquer microrganismo pode assumir um papel
patogénico em contextos de desequilibrio ecoldgico, ainda que ndo esteja claro qual seria o
limiar seguro de abundancia dessa espécie para que seus efeitos permanecam benéficos ao
hospedeiro (Jian et al. 2023), conforme demonstrado por Boatman et al. (2023), onde
Akkermansia e Bacteroides foram correlacionadas com o desenvolvimento de FA.

Em 2016, van Praagh et al. conduziram um estudo piloto com 16 pacientes utilizando
barreira mecanica para protecdo anastomotica (c-seal), no qual observaram, em amostras de
tecido, uma correlacdo entre a presenca da familia Lachnospiraceae e uma menor diversidade

microbiana com o desenvolvimento de FA. A elevada abundancia de Lachnospiraceae também
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foi associada a indices elevados de IMC, sendo sugerido que essa predominancia poderia estar
relacionada ao aumento do género Ruminococci. Posteriormente, em 2019, um estudo mais
abrangente com 63 pacientes, realizado pelo mesmo autor, demonstrou que entre aqueles
que utilizaram o c-seal, a familia Blautia apresentou maior abundancia nos individuos que
desenvolveram FA. Por outro lado, entre os pacientes que desenvolveram FA sem a utilizacdo
do c-seal houve maior abundancia das familias Lachnospiraceae e Bacteroidaceae, enquanto
no grupo controle a predominancia foi das familias Prevotella, Streptococcus e Eubacterium

(van Praagh et al. 2019).

Corroborando esses achados, Shi et al. (2022) observaram predominancia dos géneros
Lachnospiraceae, Bacteroidaceae e Fusobacterium nos pacientes que desenvolveram FAs,
seguido da reducdo da diversidade alfa. A espécie F. nucleatum foi inoculada no célon de ratos,
demonstrando capacidade de degradar coldgeno tipo | e Il, levando ao desfecho clinico de FA,
porém o estudo conclui que o potencial patogénico dessa espécie estd principalmente

associado a sua capacidade de adesdo ao epitélio intestinal.

Um estudo anterior, conduzido por Mima et al. (2020), buscou correlacionar a presenca
do género Bifidobacterium e das espécies F. nucleatum, Escherichia coli (pks positiva) e E.
faecalis, ao desenvolvimento de FA em pacientes com CCR. No entanto, apenas o género
Bifidobacterium apresentou alteracdo significativa, com abundancia aumentada apds a

cirurgia, demonstrando potencial papel patogénico no desfecho clinico de FA.

Os géneros Bifidobacterium e Lactobacillus s3ao os agentes mais comuns em
formulac¢des probidticas, sendo amplamente associados a promocdo da integridade da
barreira epitelial intestinal e a reducdo de infeccdes em pacientes submetidos a cirurgia
colorretal (Liu et al. 2011b; Mizuta et al. 2016). Mizuta et al. (2016) demonstraram que a
administracdao pré-operatdria de Bifidobacterium em pacientes com CCR contribuiu para a
reducdo de bactérias potencialmente patogénicas, como Enterobacteriaceae, Clostridium
difficile e Pseudomonas no periodo pds-cirurgico. No entanto, embora modelos animais
sugiram que probidticos e simbidticos possam favorecer a cicatrizagdo da anastomose, os
dados clinicos sobre sua eficacia isolada permanecem inconclusivos. Uma meta-andlise
conduzida por Xu et al. (2023) avaliou o impacto de diferentes intervencbes (prebidticos,
probidticos, simbidticos e antibidticos) na prevencao de infec¢cdes apds cirurgia colorretal. Os

resultados indicaram que os antibiéticos orais foram os mais eficazes na reducao de infec¢des
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e na prevencao de fistulas anastomdticas, enquanto probidticos e simbidticos apresentaram

beneficio na reducdo de infec¢Ges, mas sem impacto significativo na incidéncia de fistulas.

Na investigacdo do papel da microbiota intestinal no desenvolvimento de FA, Lehr et
al. (2024) buscaram entender a relagdo entre o0 momento de amostragem da microbiota
intestinal, assim como sua localizagdo no intestino. Os autores demonstraram que a
composi¢ao da microbiota variou significativamente de acordo com o0 momento da coleta do
tecido, principalmente ao comparar amostras obtidas antes e apds a cirurgia, no entanto, a
localizacdo anatomica da amostragem ndo apresentou impacto significativo. A diversidade alfa
diminuiu ao longo do tempo, tanto para os pacientes com desenvolvimento de fistulas, quanto
para os que ndo tiveram este desfecho. Os géneros Prevotella e Faecalibacterium foram

encontrados em maior abundancia em FA, e Phocaeicola e Ruminococcus no grupo controle.

Palmisano et al. (2020) nao identificaram correlacdo entre Faecalibacterium prausnitzii
e o desenvolvimento de FA, embora tenham observado uma reducdo significativa dessa
espécie em individuos saudaveis quando comparado a pacientes com CCR. O autor também
demonstrou que pacientes com CCR apresentaram elevacdo moderada da abundancia de
Bacteroidetes e Proteobacteria e uma reducdo também moderada de Firmicutes e
Actinobacteria. E quando os pacientes com e sem desfecho de fistula foram comparados, as
espécies Acinetobacter Iwoffii, Acinetobacter johnsonii, Odoribacter ianeus e Hafnia alvei
foram identificadas como promotoras de disbiose e as espécies Faecalibacterium

prausnitzii e Barnesiella intestinihominis com potencial agao protetiva.

Conforme abordado anteriormente, o beneficio na utilizagdo de PIM e profilaxia
antibidtica ainda apresentam divergéncias. Quando PIM é realizado isoladamente, observa-se
uma redugao na abundancia de bactérias comensais benéficas, como Bifidobacterium e
Lactobacillus, acompanhada por um aumento de microrganismos potencialmente
patogénicos, como Escherichia coli e Staphylococcus. A associacdo entre PIM e profilaxia
antibiética promove uma reducdo ainda mais acentuada na diversidade microbiana,
eliminando praticamente todas as bactérias anaerdbicas estritas e favorecendo a proliferacdo
de anaerdbias facultativas, como Enterococcus faecalis (Harrell et al. 2012; Jalanka et al.
2015). Esse desequilibrio pode persistir por um periodo prolongado, sendo necessario pelo
menos 30 dias para que a microbiota retorne a um estado semelhante ao pré-operatério

(d’"Humiéres et al. 2024; Nalluri-Butz et al. 2022).
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A presente revisao evidencia a crescente relevancia da microbiota intestinal como fator
determinante nos desfechos pds-operatérios de pacientes submetidos a ressecgdo colorretal,
especialmente no desenvolvimento de fistulas anastométicas. Diversos estudos tém
destacado popula¢gdes microbianas especificas e possiveis mecanismos fisiopatolégicos
envolvidos na cicatrizacdo anastomoética, contribuindo para o avan¢o do conhecimento nesta
area, embora limitagdes metodoldgicas ainda estejam presentes, como a heterogeneidade das
amostras, a variacao nos métodos analiticos e o nimero reduzido de participantes. Evidéncias
atuais sugerem que a disbiose intestinal, processos inflamatdérios e a degradagao da matriz

extracelular podem desempenhar um importante papel nesse processo multifatorial.
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2 OBIETIVOS

2.1 Geral
Avaliar a composi¢ao da microbiota intestinal de pacientes com cancer colorretal
submetidos ao tratamento cirdrgico, investigando a possivel associacdo desta com a

ocorréncia de fistulas anastomoticas.

2.2 Especificos

e Avaliar possiveis correlacdes entre fatores ambientais, epidemioldgicos e clinicos na
ocorréncia de fistulas em pacientes com cancer colorretal;

e Determinar a composi¢cdao da microbiota bacteriana em amostras de fezes, pré e pos-
terapia antimicrobiana usada na rotina da preparacdo cirurgica, para pacientes com e
sem fistulas, pela abordagem de sequenciamento de DNA total (shotgun);

e Buscar correlacionar a presenga de determinados microrganismos, em conjunto ou
isoladamente - de modo qualitativo e quantitativo - ao desenvolvimento de FAs em
pacientes com tratamento cirdrgico do cancer colorretal;

e Estudar o impacto da antibioticoterapia na composicao da microbiota fecal e seu
reflexo no desenvolvimento das fistulas anastomaticas;

e Avaliar na microbiota fecal, a ocorréncia e a frequéncia de genes de resisténcia

antimicrobiana, e sua associa¢dao com a ocorréncia de FAs.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Consideragoes éticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do A.C.Camargo
Cancer Center (ACCCC) em 2021, sob o parecer n? 2835-20D (Anexo A). Apenas apods
aprovacao pelo CEP institucional, foi iniciado o recrutamento de pacientes para o estudo.
Todos os pacientes potencialmente elegiveis foram apresentados ao estudo e estes foram
convidados a participarem de forma voluntaria, garantido a cada participante o tempo
necessario para refletir sobre sua decisdo, sem qualquer obrigatoriedade de resposta
imediata, e com toda a liberdade de excluirem sua participa¢cdo amostras e dados obtidos, a
qgualquer momento. A coleta de dados clinicos e amostras bioldgicas foi realizada somente
apods a leitura, compreensdo e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE) (Apéndice B).

3.2 Populagao de estudo e agrupamento para anadlise

O presente estudo é uma coorte prospectiva, recrutada no A.C.Camargo Cancer Center,
em S3o Paulo — SP, composta por pacientes diagnosticados em série com adenocarcinoma
colorretal e submetidos a tratamento cirdrgico na mesma instituicdo entre os anos de 2021 e

2023.

A casuistica total do estudo incluiu 223 pacientes recrutados consecutivamente e
seguidos no periodo pés-cirurgico, com o objetivo de formar dois grupos, divididos conforme
a presenca ou auséncia de FA, considerando sua ocorréncia até 30 dias apds o procedimento
cirargico. A principio buscamos coletar, de todos os sujeitos, todas informacdes pertinentes e
as amostras necessarias. Os pacientes foram inicialmente separados em dois grupos: 1) com
FAs e 2) sem registro de FAs em uma janela de até 30 dias do momento da cirurgia. Como se
trata de um estudo prospectivo, no momento de entrada no estudo e coleta de amostras nao
ha como fazer o pareamento entre os casos do grupo 1 e do grupo 2. Tal pareamento foi
sempre feito a posteriori onde os critérios ideais de pareamento envolvem, na seguinte ordem

de prioridade: 1) género, 2) localizacdo do tumor, 3) idade dos pacientes (dentro de um
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intervalo de (+ 6 anos) e 4) estadiamento clinico. Além dessas quatro varidveis principais, que
nortearam a sele¢ao dos individuos, também foram considerados, sempre que possivel, outros
fatores relevantes, como obesidade, diabetes, classificacdo ASA, estadiamento patoldgico e

tratamento neoadjuvante.

Com o objetivo de ampliar o poder estatistico das analises, incluindo distintos critérios
de pareamento (relatado nos resultados obtidos), montamos grupos de comparacdo, dentro
das possibilidades de um estudo de vida real, realizado durante o prazo do estudo. Durante a
montagem dos grupos, aqui chamados de Grupos de Estudo (GE), buscamos parear cada caso
com seus controles dentre as propor¢des de 1:2 a 1:5, conforme comportamento e

distribuicdo de casos em cada grupo (Tabela 2).

3.3 Critérios de inclusao

e Pacientes portadores de adenocarcinoma de célon ou de reto, submetidos a ressec¢ao

cirargica seguida de anastomose, operados no A.C.Camargo Cancer Center;
e Pacientes com idade superior a 40 anos;

e Pacientes que concordaram em participar do estudo e assinaram o TCLE.

3.4 Critérios de exclusido

e Pacientes que recusaram tratamento cirurgico;

e Pacientes que ndo aceitaram participar deste estudo;

e Cirurgias de urgéncia por obstrucao ou perfura¢ao tumoral;
e Pacientes em uso cronico de corticosteroides;

e Pacientes com amputagdo de reto sem anastomose.

3.5 Desfecho principal

Ocorréncia de fistula anastomdtica nos primeiros 30 dias pds-operatérios, definida por

gualquer sinal clinico, radioldgico ou endoscépico de vazamento da anastomose intestinal.



43

3.6 Desfechos secundarios

Taxa de infecgdo de sitio cirurgico (infeccao de ferida operatéria ou colec¢do infectada

intra-abdominal);

e Taxa de complicacdes maiores pela escala de Clavien-Dindo, definidas como
complicagles graus 3 a 5;

e Taxa de mortalidade pds-operatdria (até 60 dias);

e Tempo de internacao hospitalar.

3.7 Coleta de dados clinicos e epidemioldgicos

A coleta de dados clinicos, epidemiolégicos, habitos alimentares, estilo de vida, dados
de follow-up, e demais informacgdes pertinentes a doenga e ao tratamento foi realizada pela
analise de prontudrios médicos e aplicacdo de um questionario estruturado ao paciente. Este
questionario (Apéndice C) foi adaptado a partir de um instrumento previamente validado em
estudo conduzido pelo grupo, intitulado "Avaliagdo da composi¢Gio da microbiota gdstrica e
sua correlagdo com o conteudo de fibras na dieta de pacientes com adenocarcinoma gdstrico
e controles sem céncer".

O Centro de Referéncia de Tumores Colorretais do A.C.Camargo Cancer Center adota
um protocolo de recuperagao acelerada, aos moldes do protocolo ERAS® (Francis et al. 2016),
desde 2016, para todas as cirurgias colorretais eletivas. No periodo de vigéncia desse estudo,
o protocolo prevé: imunomodulagao pré-operatdria com suplemento oral (Impact®) sete dias
antes da cirurgia; uso de antibidticos por via oral 18 horas antes da cirurgia (Metronidazol e
Neomicina); preparo intestinal mecanico, por meio de enema glicerinado por via retal duas
horas antes da cirurgia; profilaxia antibidtica endovenosa com cefoxitina iniciada na inducdo
anestésica e mantida até 24 horas apds a cirurgia.

As informacgdes foram levantadas com o auxilio da equipe do Centro de Referéncia de
Tumores Colorretais do A.C.Camargo Cancer Center, pela equipe de cirurgia colorretal (Dr.
Samuel Aguiar Jr, Dra. Renata Takahashi, Dr. Tiago Bezerra, Dr. Tomas Marques, Dr. Wilson
Toshihiko) e pela enfermeira de pesquisa Dra. Bruna Catin. Todas as informacdes estdo

organizadas em banco estruturado na ferramenta RedCap.
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3.8 Coleta e processamento do material bioldgico

Neste estudo, foram coletadas amostras biolégicas com o objetivo de caracterizar a
microbiota intestinal. As coletas incluiram uma primeira amostra de fezes obtida antes da
antibioticoterapia e do procedimento cirurgico (coleta 1), e uma segunda amostra coletada

apo6s a administragao dos antibidticos e a realizagdo da cirurgia (coleta 2).

A antibioticoterapia profilatica foi realizada com os medicamentos Metronidazol 250mg
e Neomicina 500mg, via oral, onde foram administradas 2 doses de cada medicamento nos

intervalos de 19h, 18h e 8h horas antes do procedimento cirurgico.

Outros materiais foram coletados durante o andamento deste trabalho - incluindo
liquido peritoneal e fragmentos das bordas proximal e distal do segmento de célon ou reto
ressecado - visando o estudo de sua microbiota. No entanto, devido a pequena biomassa de
microrganismos, seu estudo se mostrou invidvel em nosso trabalho. Assim, os dados
referentes a essas coletas e seus respectivos resultados ndo serdo apresentados no corpo da
tese, estando disponiveis no Apéndice A.

Todas as amostras foram coletadas pela aluna em conjunto com a equipe do
Departamento de Anatomia Patolégica do A.C.Camargo Cancer Center, com o apoio de
médicos, residentes e técnicos. Inicialmente, o armazenamento foi realizado pelo Biobanco,
sendo posteriormente as amostras encaminhadas ao CIPE pela aluna.

As amostras de fezes foram coletadas antes da cirurgia (coleta 1) utilizando um kit de
coleta disponibilizado ao paciente, composto por um tubo cénico de 50mL, contendo 3mL de
DNA/RNA Shield (Zymo Research, EUA), uma espatula estéril, um coletor de fezes (Coloff) e
instrucGes impressas para a correta realizacdo da coleta. A conservagao das fezes na solugao
de DNA/RNA Shield permite que o material fique a temperatura ambiente por até 60 meses
apos a coleta e inativa de imediato eventuais patdgenos presentes nas amostras (virus,
bactérias e eucariotos). Os pacientes foram orientados a realizar a coleta antes do inicio do
uso profilatico de antibiéticos para a cirurgia.

As amostras de fezes coletadas apds a cirurgia (coleta 2) foram obtidas a partir de
residuos de fezes presentes na peca cirdrgica. Quando ndo havia fezes na peca, foram

coletados da mucosa da peca cirurgica. Essas amostras foram encaminhadas ao Departamento
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de Anatomia Patoldgica, acondicionadas em criotubos fornecidos pelo estudo, contendo

0,5mL de DNA/RNA Shield e imediatamente congelados a -80°C apds a coleta.

3.9 Extragao de acidos nucleicos (DNA)

A extracdao de DNA das amostras bioldgicas foi realizada utilizando o kit EZNA® Universal
Pathogen Kit (Omega Bio-tek, EUA), através do protocolo de extracdo de DNA para fezes, com
modifica¢Oes padronizadas estabelecidas previamente pelo grupo, com o objetivo de otimizar
a lise celular e obter maior homogeneizagao das amostras.

As adaptacdes incluiram o aumento do tempo de vértex (lise fisica) de 5 para 10 minutos,
o aumento da quantidade de proteinase-K (20 pg/uL) de 20 uL para 40 pL, e a elevagdo do
tempo de incubagado de 15 para 30 minutos.

Apds a extragao, o DNA de todas as amostras foi quantificado utilizando o Qubit™
dsDNA High Sensitivity Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, EUA). As amostras foram entao

aliquotadas e armazenadas a -20°C até a etapa de amplificagdo e sequenciamento.

3.10 Sequenciamento de DNA total (shotgun)

Para andlise da composicdo da microbiota fecal foi empregada a técnica de
sequenciamento de DNA total (shotgun metggenomics), visando a investigacdo de todos os
organismos presentes neste material, além do potencial metabdlico/enzimatico da microbiota
e presenca de genes de resisténcia a antibidticos. A analise da microbiota fecal foi feita com

pelo menos 3.6 milhdes de sequéncias por amostra.

As amostras foram previamente purificadas com esferas magnéticas Ampure XP Beads
(Beckman Coulter, EUA), na proporcao de 1:1, com o objetivo de remover fragmentos menores
de 100 pb. Em seguida, foram quantificadas com o Qubit™ dsDNA High Sensitivity Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific, EUA). A construcdo das bibliotecas foi realizada conforme protocolo
recomendado pelo fabricante (lllumina, EUA), utilizando o kit Illumina DNA Prep with
Tagmentation em conjunto com os adaptadores Nextera DNA CD Indexes (lllumina, EUA).
Foram utilizadas massas entre 100ng e 500ng de DNA (valores dentro da faixa recomendada

pela plataforma), com exce¢do de 7 amostras, onde foram utilizadas massas inferiores a 100ng
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(protocolo adaptado conforme orientacdo do fabricante). As bibliotecas amplificadas foram
avaliadas quanto a qualidade e tamanho dos fragmentos por meio de eletroforese capilar no
Bioanalyzer (Agilent Technologies, EUA), e quantificadas por PCR em tempo real com o KAPA
Library Quantification Kit (Roche, EUA). O sequenciamento foi realizado na plataforma NextSeq
500 (lllumina, EUA), utilizando o NextSeq 500/550 High Output Kit v2.5 (300 ciclos), com

capacidade de gerar até 400 milhdes de leituras por corrida.

A construgdo das bibliotecas e sequenciamento foram conduzidas no Centro
Internacional de Pesquisa (CIPE) do A.C.Camargo Cancer Center com auxilio da Facility de

sequenciamento do CIPE (técnica responsavel - Dra. Bruna Barros).

3.10.1 PROCESSAMENTO, FILTRAGEM E ANALISES DAS AMOSTRAS SEQUENCIADAS

As sequéncias obtidas passaram por processamento com pipeline estruturado pelo
grupo de Bioinformatica juntamente com o Laboratdério de Genémica Médica do A.C.Camargo

Cancer Center, baseando-se no workflow do Kraken2 (Lu et al. 2022a).

Os dados brutos em formato FASTQ, sem filtros, foram processados usando o programa
Kraken2 utilizando os parametros padrao, exceto “--minimum-base-quality 5 --confidence 0.1
--threads 10 --db k2_pluspfp_20210127". Por fim, a abundancia relativa foi calculada pelo
software bracken (Lu et al. 2017) utilizando os parametros padrdao, exceto “-d
k2_pluspfp_20210127 -r 50 -I S -t 10”. A anotagao taxonémica foi estabelecida utilizando os
bancos de dados Kraken e PlusPFP. Demais analises e processamento dos resultados foram
realizados com a linguagem R v4.4 (R Core Team 2024).

Ao final do processamento e aplicacao dos filtros de qualidade, foram geradas curvas
de rarefacdo com as sequéncias remanescentes, a fim de verificar se todas as amostras haviam
atingido o ponto de saturacdo, garantindo que toda a diversidade bacteriana presente em cada
amostra fosse adequadamente avaliada pelo sequenciamento. A partir dessa verificacao,
foram conduzidas as andlises comparativas subsequentes.

Os dados foram inicialmente submetidos a avaliacdo da normalidade e homogeneidade
de variancia, a partir da qual foram selecionados os testes estatisticos apropriados, sejam
paramétricos ou ndo-paramétricos, para a comparacao da diversidade alfa (indices Observed,

Shannon e Simpson) entre os grupos de interesse. Para a analise de diversidade beta (indices
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Bray-Curtis, Jaccard e Canberra), foram aplicados os testes multivariados ANOSIM e
PERMANOVA. A identificacdo de tdxons diferencialmente abundantes entre os grupos foi

realizada por meio do método MaAsLin2 (Mallick et al. 2021).

3.10.2 ANALISE DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA (AMR)

A identificacdo de genes associados a resisténcia a agentes antimicrobianos foi

realizada utilizando o pipeline da plataforma CZID (Alcock et al. 2023).

No pipeline os dados brutos com as sequéncias no formato FASTQ foram pré-
processados para controle de qualidade pelo software kneaddata (Huttenhower, 2025),
utilizando os parametros padrao, exceto pelo uso de “--bypass-trim —t 4 -max-memory 40G —
db grch37”, para filtro de sequéncias alinhadas contra o genoma humano na versdo da
montagem do GRCh37/hg19 (R Core Team 2024).

As sequéncias em formato FASTQ e filtradas (sem reads humanos) foram submetidas a
analise por meio do mdédulo de resistoma, que compara os dados contra bancos de dados
publicos curados, como o CARD e o NDARO, empregando algoritmos baseados em similaridade
e cobertura de leitura (Lu et al. 2025a). Apenas genes com niveis de deteccdo consistentes e
acima do limite minimo de confiabilidade da ferramenta foram considerados para

interpretacao posterior.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A populagao amostral do estudo foi coletada entre agosto de 2021 e fevereiro de 2023,
totalizando 223 individuos, dos quais 12 foram excluidos, sendo 7 devido ao desenvolvimento
de outros tipos de fistula e 5 devido a outras intercorréncias. No grupo caso, 21 individuos
foram incluidos por terem desenvolvido fistula anastomética, representando uma frequéncia
de 9,95% de ocorréncia de FAs em pacientes submetidos a cirurgia colorretal no Hospital

A.C.Camargo Cancer Center nesta popula¢do, durante este periodo.

O pareamento dos individuos do grupo caso com o grupo controle foi realizado
considerando fatores que pudessem melhor agrupar os tumores para efeitos comparativos,
de modo a estudar a ocorréncia de FAs com critérios distintos. Assim, conforme citado
anteriormente (Tabela 2), estabelecemos trés grupos de analises comparativas entre
individuos com FAs (casos) ou sem FAs (controles): GE1) individuos pareados por sexo,
localizagdo do tumor, idade (6 anos) e estadiamento clinico (localizado, localmente avancgado
ou metastdtico); GE2) pareamento feito apenas por sexo e localizacdo; GE3) grupos
considerando apenas a presen¢a ou auséncia de fistulas anastomdticas. As amostras dos
individuos selecionados nos grupos GE1 e GE2, quando disponiveis, foram sequenciadas e

analisadas por bioinformatica (Figura 2).

Figura 2: Distribuicdo dos pacientes nos Grupos de Estudo (GE).

GE3-Co
(N: 48 + 17 + 125)

Grupo de Estudo - GE3

- T {8 GE2-Co
Ca Grupo de Estudo - GE2 B )
(N:21) * >
Grupo de Estudo - GE1
— e .l

GE1-Co
(N: 48)

Grupo Caso - Ca Grupo Controle — Co

Paciente que apresentaram FA Paciente que n3o apresentaram FA
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Tabela 2: Agrupamento dos pacientes recrutados — Grupos de Estudo (GE)

Grupo de Estudo 1 (GE1)
Total= 69 pacientes

Grupo Caso (Ca — N:21) Grupo Controles (Co — N:48)
21 pacientes com fistula anastomética. 48 pacientes

Pareamento por:

- Género;

- Localizagdo do tumor;
- ldade (£ 6 anos);

- Estadiamento clinico.

Nota: Os pacientes destes grupos tiveram suas amostras sequenciadas quando disponivel, totalizando 142 amostras;
** paciente_106 foi pareado com 2 pacientes localmente avangados mesmo sendo metastatico.

Grupo de Estudo 2 (GE2)
Total= 86 pacientes

Grupo Caso (Ca — N:21) Grupo Controles (Co — N:69)
21 pacientes com fistula anastomética. 65 pacientes sem fistula anastomotica.

Pareados por:
- Género;
- Localiza¢do do tumor.

Nota: Os pacientes de GE2-Co incluem todos os controles de GE1-Co, acrescidos de 17 novos controles, ndo-pareados
(em relagdo aos casos com FAs) em termos de idade e de estadiamento clinico.

Grupo de Estudo 3 (GE3)
Total= 211 pacientes

Grupo Caso (Ca — N:21) Grupo Controles (Co — N:190)
21 pacientes com fistula anastomatica. 190 pacientes sem fistula anastomotica.

Pareados por:

- Auséncia de fistula anastomética.
Nota: Os pacientes de GE3-Co incluem todos os controles anteriores, acrescidos de 125 novos controles sem FAs

Cada caso foi pareado com pelo menos 2 controles (propor¢do minima de 1:2) no
Grupo de Estudo 1 (GE1), exceto para 2 pacientes (paciente_158 e paciente_196), onde ndo
foi possivel realizar esse pareamento, sendo adotado o pareamento 1:1. No Grupo de Estudo
2 (GE2), buscamos aumentar o N amostral e para isso foi necessdrio reduzir os critérios usados
no pareamento (ndo sendo possivel manter pareamento por idade e por estadiamento
clinico).

Ao longo do estudo, algumas amostras de fezes pré-cirurgia ndo puderam ser coletadas
devido a logistica das consultas dos pacientes, enquanto outras foram perdidas ou deixaram
de ser coletadas pelos pacientes. Deste modo, para dois pacientes do grupo caso nenhuma
amostra foi coletada e outros trés pacientes ndo tiveram as duas amostras de fezes coletadas,

impactando as andlises de DNA total (Tabela 3).
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Tabela 3: Amostras coletadas ao longo do estudo.

Casos GE1-Co GE2-Co GE3-Co
(n=21) (n=48) (n=65) (n=190)
Fezes
Coleta 1 12 37 49 144
Fezes 18 47 63 154
Coleta 2

Para facilitar a discussdo deste trabalho, o termo Grupo Controle sera utilizado para
referir se a soma dos individuos do GE1-Co. Nos casos em que for necessario especificar os
grupos de estudo separadamente, eles serdao identificados conforme mencionado
anteriormente: GE1-Co, GE2-Co e GE3-Co. Ressaltando que o grupo GE2-Co sempre
corresponde a soma dos individuos do grupo GE1-Co acrescidos de 17 novos controles (ndo
pareados em termos de idade e estadiamento clinico) e o GE3-Co é a soma de todos os

controles anteriores, acrescidos de 125 novos controles sem fistula.

4.1 Dados clinicos

4.1.1 CARACTERISTICAS DA POPULACAO ESTUDADA

A maioria dos individuos recrutados nos grupos caso e controle do GE1 foram do sexo
masculino (Ca=16, Co=33; 71%) com média de idade de 63 anos. No grupo caso, a mediana de
idade foi de 61 (variando entre 43 e 80 anos) anos, mesmo valor obtido para os
controles (variando entre 42 e 84 anos). A maioria dos individuos apresentou algum tipo de
comorbidade (Ca=20, Co=43; 91,3%), sendo a hipertensdo a comorbidade mais frequente
(n=32; 46,4%), seguido de diabetes (n=19; 27,5%). No entanto, a presenga ou auséncia dessas

comorbidades ndo mostrou correlacdo com a ocorréncia de FAs (Tabela 4).

O habito de tabagismo apresentou associacdo significativa com a ocorréncia de fistula
(p=0,038), em concordancia com dados previamente descritos na literatura (Jannasch et al.
2015; Sorensen et al. 2005; Kwak et al. 2017). O perfil socioecon6mico dos integrantes
demonstrou uma tendéncia sem significado estatistico (p=0,081), cabendo notar o baixo
numero de pacientes atendidos pelo SUS. No entanto, ao ampliar o nimero amostral com a

inclusdo do GE2-Co, a analise demonstrou-se significativa (p=0,044), sendo observada fistula
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anastomoética em 75,0% (n=3; total=4) dos individuos atendidos pelo SUS, em contraste com
22,0% (n=18; total=82) daqueles atendidos por convénios ou de forma particular. Devido ao
pequeno N amostral do grupo SUS, e o resultado de p sendo limitrofe, sem correcdes para
analises multiplas, este achado deve ser interpretado com cautela. Comorbidades que afetam
a coagulacdo, demonstraram auséncia de correlacdo com significado estatistico, porém
limitrofe (p=0,057).

A mortalidade entre os pacientes que desenvolveram fistula permaneceu inferior a
10%, com dois dbitos registrados até 60 dias apds o procedimento cirdrgico, enquanto nenhum
Obito foi observado no grupo controle. Esses valores estdo dentro das faixas relatadas na
literatura, que variam de 2% a 16% para pacientes com fistula (Bakker et al. 2014, Bostrom et
al. 2018, Branagan e Finnis 2005, Frasson et al. 2016). Apesar da diferenca observada, a analise
estatistica indicou apenas uma tendéncia a significancia (p=0,090), a qual se intensificou ao
expandir o nimero amostral com a inclusdo do GE2-Co (p=0,057), embora ainda ndo tenha

atingido significancia estatistica.



Tabela 4: Caracteristicas gerais dos 69 pacientes recrutados pelo estudo (GE1).

e Fistula Valor de

Variaveis

Nao Sim p

Quantitativa 48 (n) 21 (n)

Idade
Média (DP) 63111 (48) 63111 (21) 0,9662
Mediana (min-max) 61 (42-84) 61 (43-80)

IMC
Média (DP) 27+4 (48) 2744 (21) 0,338
Mediana (min-max) 26 (17-42) 28 (18-38)

Qualitativas

Sexo
Masculino 68,8% (33) 76,2% (16) 0,580°
Feminino 31,3% (15) 23,8% (5)

Tabagista
N3o 70,8% (34) 52,4% (11)

) 0,038¢

Sim 0% (0) 14,3% (3)
Ex-tabagista 29,2% (14) 33,3% (7)

Etilismo
N3o 91,7% (44) 81% (17) 0,235¢
Sim 8,3% (4) 19% (4)

Atividade fisica*
N&o 51,1% (24) 55% (11) 0,796
Sim 48,9% (23) 45% (9)

Comorbidade
N3o 10,4% (5) 4,8% (1) 0,659¢
Sim 89,6% (43) 95,2% (20)

Diabetes
N3o 72,9% (35) 71,4% (15) 1,000°
Sim 27,1% (13) 28,6% (6)

Obesidade
N&o 83,3% (40) 85,7% (18) 1,000¢
Sim 16,7% (8) 14,3% (3)

Hipertensdao
N3o 47,9% (23) 66,7% (14) 0,193
Sim 52,1% (25) 33,3% (7)

Anemia
N&o 89,6% (43) 85,7% (18) 0,692¢
Sim 10,4% (5) 14,3% (3)

Coronaria
N3o 95,8% (46) 85,7% (18) 0,161¢
Sim 4,2% (2) 14,3% (3)

Anticoagulagdo
N&o 100% (48) 90,5% (19) 0,090¢
Sim 0% (0) 9,5% (2)

ASA
I/1 77,1% (37) 81% (17) 1,000¢
/v 22,9% (11) 19% (4)

Fonte de pagamento
Convénio / Particular 97,9% (47) 85,7% (18) 0,081¢
SUS 2,1% (1) 14,3% (3)

Mortalidade**
Nao 100% (48) 90,5% (19) 0,090¢
Sim 0% (0) 9,5% (2)

*: ndo foram encontradas informagdes para todos os pacientes.
**: Foram considerados 6bitos dentro de 60 dias apds procedimento cirdrgico.
a: Teste Man-Whitney; b: Teste Qui-quadrado de Pearson; c: Teste exato de Fisher; d: Teste exato de

Fisher-Freeman-Halton
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Na Tabela 5, podemos ver que as caracteristicas oncoldgicas, como estadiamento
clinico, classificagdo TNM e localizagdo do tumor foram similares entre os casos e controles,
apenas trés pacientes apresentaram doenga metastdatica no estadiamento clinico (Ca=2, Co=1;
4,3%) corroborando o estadiamento patoldgico (onde tivemos os mesmos numeros). A
maioria dos pacientes apresentou doenca localizada ao diagndstico (n=62; 89,9%), onde 52,2%
(n=36) foram classificados como niveis | e I, no estadiamento patoldgico, seguido de 43,5%
(n=30) no nivel lll, o que estd de acordo com o estadiamento patolégico, que quando
agrupado, somam 95,7% (n=66) dos pacientes com niveis I, Il e Ill, reforgando a concordancia

entre os achados clinicos e patolégicos.

O agrupamento dos tipos de cirurgia foi realizado baseado em caracteristicas
anatomicas e vasculares que diferenciam os sitios cirdrgicos. Esse agrupamento demonstrou
sua influéncia sobre a ocorréncia de FA (p=0,018), onde 52,4% (n=11) dos casos ocorreram em
procedimentos realizados na regido retal. As cirurgias de resseccdo anterior baixa com ETM
foram mais comuns em pacientes do sexo masculino jovens, com idade até 60 anos (Ca=2,
Co=3; 83,3%), assim como as cirurgias de resseccao anterior do reto com excisao parcial do
mesorreto, que também apresentaram frequéncia elevada em pacientes do sexo masculino
(Ca=8, Co=8; 88,9%), com prevaléncia na faixa etdria entre 50 e 75 anos (n=15; 83,3%), dos
quais 50,0% (n=9) dos pacientes desenvolveram fistula, sendo 88,9% (n=8) dos casos em
individuos do sexo masculino.

As cirurgias por via de acesso aberta foi a Unica que apresentou maior prevaléncia no
grupo caso (n=5; 23,8%), enquanto a por via robdtica teve distribuicdo semelhante entre os
grupos. A maioria dos casos de FA (n=14, 66,7%) ocorreu em pacientes submetidos a cirurgia
por videolaparoscopia.

A intransponibilidade da colonoscopia nos exames pré-operatdérios foi associada a um
risco aumentado de desenvolvimento de fistula anastomadtica. No grupo controle, apenas
10,4% (n=5) dos pacientes apresentavam intransponibilidade, enquanto no grupo caso essa
taxa foi de 45,0% (n=9, p=0,003).

Apenas um paciente em cada grupo nao fez a profilaxia antibidtica no pré-operatério,
permitindo que mais de 97,0% (n=67) dos pacientes no estudo estejam sob o mesmo regime

profilatico.



Tabela 5: Dados oncolégicos, terapéuticos e cirurgicos dos pacientes do estudo (GE1).

i Fistula
Variaveis Nao Sim Valor de p
Qualitativas 48 (n) 21 (n)
Tamanho do tumor
TO/T1/T2 56,3% (27) 42,9% (9) 0,433
T3/T4/Tx 43,8% (21) 57,1% (12)
Metastase linfonodal
NO 68,8% (33) 61,9% (13) 0,782°
N1/N2/N3/N+ 31,3% (15) 38,1% (8)
Metastase distante
0 97,9% (47) 90,5% (19) 0,218
1 2,1% (1) 9,5% (2)
Estadiamento patolégico
1/n/m 97,9% (47) 90,5% (19) 0,218¢
v 2,1% (1) 9,5% (2)
Estadiamento clinico
Localizado 91,7% (44) 85,7% (18) 0,352¢
Localmente avangado 6,3% (3) 4,8% (1)
Metastatico 2,1% (1) 9,5% (2)
Localizagdo
Ceco e célon ascendente/Cdlon transverso 45,8% (22) 28,6% (6) 0,466¢
Cdlon descendente/Sigmoide e reto alto 47,9% (23) 61,9% (13)
Reto extra peritoneal 6,3% (3) 9,5% (2)
Tipo de cirurgia
Colectomia direita 33,3% (16) 4,8% (1) 0,018°
Colectomia direita estendida (transverso) 10,4% (5) 23,8% (5)

Colectomia total

Colectomia esquerda
Sigmoidectomia 29,2% (14) 19% (4)
Retossigmoidectomia com anastomose alta

Ressecgdo anterior baixa com ETM

Ressecgdo anterior do reto com excisdo parcial do mesorreto 27,1% (13) 52,4% (1)

Anastomose*
Mecanica extracorporea 12,8% (6) 19% (4) 0,831¢
Mecanica intracorpdrea 12,8% (6) 9,5% (2)
Manual 74,5% (35) 71,4% (15)

Indocianina
N&o 64,6% (31) 42,9% (9) 0,116°
Sim 35,4% (17) 57,1% (12)

lleostomia de protecdo
Néo 89,6% (43) 66,7% (14) 0,036°
Sim 10,4% (5) 33,3% (7)

Via de acesso
Videolaparoscopia 83,3% (40) 66,7% (14) 0,1344
Robética 10,4% (5) 9,5% (2)
Aberta 6,3% (3) 23,8% (5)

Tratamento neoadjuvante
Néo 91,7% (44) 90,5% (19) 0,523¢
OUTRO 8,3% (4) 4,8% (1)
RAPIDO 0% (0) 4,8% (1)

Quimioterapia adjuvante*
Néo 57,8% (26) 63,2% (12) 0,784°
Sim 42,2% (19) 36,8% (7)

Colonoscopia*
Completa 89,6% (43) 55% (11) 0,003
Intransponivel 10,4% (5) 45% (9)

Antibidtico oral no pré-operatério
Nao 2,1% (1) 4,8% (1) 0,519¢
Sim 97,9% (47) 95,2% (20)

*: ndo foram encontradas informagdes para todos os pacientes.
a: Teste Man-Whitney; b: Teste Qui-quadrado de Pearson; c: Teste exato de Fisher; d: Teste exato de Fisher-Freeman-Halton.
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Quando avaliada a ocorréncia de FAs frente a outras complicacdes pds-cirurgicas e o
suporte terapéutico necessario, observou-se uma associagao consistente entre as varidveis

analisadas (Tabela 6).

Dada a gravidade inerente ao desfecho de fistula, o grupo caso apresentou classificacdo
Clavien-Dindo elevada, com complicagdes graves correspondendo a 90,0% dos casos (n=18) e
apenas 10,0% (n=2) apresentando complicacGes leves ou moderadas. No grupo controle, por
sua vez, as complicagdes observadas foram majoritariamente leves ou moderadas (n=11;

68,8%), evidenciando uma disting¢do clara entre os grupos estudados (p <0,001).

Os achados clinicos secundarios, como outras infeccdes e ileo adindmico indicam uma
relacdo estatisticamente robusta entre os grupos (p<0,001; p=0,008). Nenhum paciente do
grupo controle (n=47) evoluiu com infec¢des adicionais, enquanto esse desfecho ocorreu em
45,0% (n=9) dos individuos no grupo caso. Da mesma forma, os casos de ileo adinamico foram
mais expressivos entre os casos (n=11; 52,4%), enquanto no grupo controle a taxa encontrada
foi de 18,8% (n=9).

O uso de sonda nasogdstrica (SNG) nos casos de ileo prolongado foi necessario em
21,7% (n=15) dos pacientes. Ao considerar a presenca de fistula, observou-se que 89,6%
(n=43) dos individuos do grupo controle ndo necessitaram deste suporte, enquanto no grupo
caso, mais da metade (52,4%; n=11; p <0,001) precisou de SNG diante a evolucdo para ileo
prolongado. A utilizacdo de nutricdo parenteral total (NPT) seguiu um padrao semelhante,
sendo necessaria para 23,2% (n=16) dos pacientes e quando considerada a presenga de fistula,
identificamos que 89,6% (n=43) dos individuos do grupo controle ndo necessitaram de NPT,
enquanto no grupo caso, essa necessidade foi observada em 52,4% (n=11; p <0,001).

Os casos de reoperagdo aconteceram exclusivamente nos pacientes que
desenvolveram fistula anastomética, com uma frequéncia de 71,4% (n=15), evidenciando seu
impacto no progndstico do paciente, onde observou-se um aumento de 300% no tempo de
internacdo (n=15+9/5+4; p <0,001). O protocolo de alta hospitalar adotado no A.C.Camargo
Cancer Center, prevé alta em 3 dias apds cirurgias colorretais. A mediana do tempo de
internacdo obtida no grupo controle foi de 3 dias, alinhando-se a este protocolo, enquanto no
grupo caso, a mediana foi de 13 dias.

O suporte em unidade de terapia intensiva (UTI) foi necessario em 34,8% (n=24) dos

pacientes do estudo, sendo que 57,1% (n=12; p=0,014) ocorreram no grupo caso. Transfusdes
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sanguineas foram menos frequentes nos controles, registrando-se em 8,7% (n=6) dos

participantes, apresentando maior incidéncia no grupo caso (n=4; p=0,065; 19,0%).

Tabela 6: Desfechos clinicos secundarios e suporte terapéutico dos pacientes submetidos a

cirurgia colorretal (GE1).

Variaveis Nao Fistula Sim Valor de p

Qualitativas 48 (n) 21 (n)

Clavien-Dindo*
1/2 68,8% (11) 10,1% (2) <0,001>
3/4/5 31,3% (5) 90% (18)

Outras infecgGes
N3o 100% (48)  55,0% (11) <0,001¢
Sim 0% (0) 45,0% (9)

ileo adinamico
N3o 81,3% (39)  47,6% (10) 0,008°
Sim 18,8% (9) 52,4% (11)

Uso de SNG por ileo Prolongado
Nao 89,6% (43) 52,4% (11) <0,001°¢
Sim 10,4% (5) 47,6% (10)

Reinternagao
N3o 97,9% (47) 81% (17) 0,027¢
Sim 2,1% (1) 19% (4)

Reoperagdo
N3o 100% (48) 28,6% (6) <0,001¢
Sim 0% (0) 71,4% (15)

uTI
Nao 75% (36) 42,9% (9) 0,014
Sim 25% (12) 57,1% (12)

Transfusao
N3o 95,8% (46) 81% (17) 0,065¢
Sim 4,2% (2) 19% (4)

Nutrigdo Parenteral Total (NPT)
N3o 89,6% (43)  47,6% (10) <0,001¢
Sim 10,4% (5) 52,4% (11)

Quantitativa

Tempo de internagdo
Média (DP) 5+4 (48) 1549 (21) <0,001°
Mediana (min-max) 3(2-22) 13 (3-35)

*: ndo foram encontradas informagdes para todos os pacientes.

a: Teste Man-Whitney; b: Teste Qui-quadrado de Pearson; c: Teste exato de Fisher; d: Teste exato de Fisher-

Freeman-Halton

Tanto a dieta pré-operatéria quanto a dieta pds-operatdria foram administradas em

mais de 90,0% dos pacientes, assim como o uso de suplementagao nutricional no periodo pré-

operatério através do uso de imunonutricdo ou simbidticos, no entanto, como podemos

observar na Tabela 7, ndo encontramos uma associagdo consistente entre tais variaveis e o

desfecho principal.
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A Unica varidvel que apresentou uma diferenca mais expressiva entre os grupos foi a
abreviacdo do jejum no pdés-operatério. No grupo caso, 80,0% (n=16) dos pacientes tiveram o
periodo de jejum reduzido apds a cirurgia, enquanto no grupo controle essa taxa foi de 52,2%
(n=24; p=0,054). Contudo, essa correlagdo nao se manteve quando a andlise foi expandida

para incluir o GE2-Co (p=0,177).

Tabela 7: Modulagdo nutricional prévia e pds cirurgia colorretal (GE1).

Lo Fistula
Variaveis Nao Sim Valor de p
48 (n) 21 (n)

Suplementagao nutricional no

pré-operatorio
N3o 6,3% (3) 9,5% (2) 0,636¢
Sim 93,8% (45) 90,5% (19)

Dieta pré-operatoria*
N3o 8,7% (4) 0% (0) 0,306¢
Sim 91,3% (42) 100% (20)

Imunonutrigio*
Nao 6,5% (3) 15,0% (3) 0,502¢
Sim 93,5% (43) 85,0% (17)

Simbidtico*
N3o 6,5% (3) 20% (4) 0,186¢
Sim 93,5% (43) 80% (16)

Dieta pds-operatoria*
Nao 8,7% (4) 5% (1) 1,000¢
Sim 91,3% (42) 95% (19)

Abreviagdo do jejum no pos-

operatdrio*
Nao 47,8% (22) 20% (4) 0,054
Sim 52,2% (24) 80% (16)

*: ndo foram encontradas informagdes para todos os pacientes.
a: Teste Man-Whitney; b: Teste Qui-quadrado de Pearson; c: Teste exato de Fisher; d: Teste
exato de Fisher-Freeman-Halton

As informac0des extraidas dos prontuarios foram complementadas por um questionario
aplicado a 81 pacientes, abrangendo histérico de saude, habitos alimentares e estilo de vida.
Os participantes estavam distribuidos entre os grupos caso (n=4), GE1-Co (n=16), GE2-Co (n=6)
e GE3-Co (n=55). Infelizmente o pequeno numero de casos para os quais as informacdes foram
disponiveis, impacta sensivelmente a validade desta analise. As informacdes sobre habitos
alimentares foram comparadas para todos os grupos de estudo, na tentativa de ampliar a
amostragem. Embora essa abordagem ndo tenha demonstrado uma associacdo
estatisticamente relevante (Tabela 8), e apesar do reduzido N amostral dos casos, observa-se
tendéncia a um menor consumo de cereais ricos fibras entre pacientes que desenvolveram

FAs quando comparados aos controles (p=0,051).
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Tabela 8: Habitos alimentares dos 81 individuos participantes do estudo (GE3).

Fistula

Variaveis Nao Sim Valor de p
77 (n) 4 (n)

Doces*
Sem consumo 7,2% (5) 0% (0) 1,000¢
Com Consumo 92,8% (64) 100% (4)

Farinha branca*
Sem consumo 2,8% (2) 0% (0) 1,000¢
Com Consumo 91,2% (70) 100% (4)

Vegetais amilaceos*
Sem consumo 5,6% (4) 0% (0) 1,000¢
Com Consumo 94,4% (68) 100% (4)

Vegetais ndo amilaceos*
Sem consumo 1,4% (1) 0% (0) 1,000¢
Com Consumo 98,6% (72) 100% (4)

Folhas*
Sem consumo 5,5% (4) 0% (0) 1,000¢
Com Consumo 94,5% (69) 100% (4)

Frutas*
Sem consumo 1,4% (1) 0% (0) 1,000¢
Com Consumo 98,6% (72) 100% (4)

Leguminosas*
Sem consumo 8,2% (6) 0% (0) 1,000¢
Com Consumo 91,8% (67) 100% (4)

Cereais ricos em fibras*
Sem consumo 45,8% (33) 100% (4) 0,051¢
Com Consumo 54,2% (39) 0% (0)

Laticinios*
Sem consumo 11,1% (8) 0% (0) 1,000¢
Com Consumo 88,9% (64) 100% (4)

Peixe*
Sem consumo 19,4% (14) 0% (0) 1,000¢
Com Consumo 80,6% (58) 100% (4)

Frango*
Sem consumo 2,8% (2) 0% (0) 1,000¢
Com Consumo 97,2% (69) 100% (4)

Carne vermelha*
Sem consumo 8,3% (6) 0% (0) 1,000¢
Com Consumo 91,7% (72) 100% (4)

Carnes processadas*®
Sem consumo 28,2% (20) 0% (0) 0,568¢
Com Consumo 71,8% (51) 100% (4)

*. ndo foram encontradas informagdes para todos os pacientes.
a: Teste Man-Whitney; b: Teste Qui-quadrado de Pearson; c: Teste exato de Fisher; d: Teste
exato de Fisher-Freeman-Halton

4.2 Caracterizacdo da microbiota por sequenciamento de DNA total

Para permitir uma comparacdo mais equilibrada entre os grupos, dois pacientes
(paciente_15 e paciente_72) do GE1-Co foram realocados para o GE2-Co, uma vez que 0s

respectivos pacientes do grupo caso, com os quais haviam sido pareados, ndo tiveram



59

nenhuma amostra coletada. No total, coletamos e sequenciamos 142 amostras, sendo 61 pré-
cirdrgicas - provenientes da primeira coleta (caso:12; GE1-Co: 37; GE2-Co: 12) - e 81 da
segunda coleta — pds terapia antimicrobiana, coletadas na cirurgia (caso:18; GE1-Co: 45; GE2-
Co: 18). Apds o processamento das sequéncias brutas, foi feita a aplicagdo dos filtros de
qualidade e classificacdo das sequéncias de DNA individualmente em niveis taxondmicos
(usando o programa Kraken2) conforme descrito na secdao 3.10.1. No total restaram
2.922.117.013 sequéncias, com uma mediana de 19.126.907 sequéncias por amostra (minimo
de 3.579.722 e mdaximo de 108.988.090). No passo seguinte, fizemos a remogdo das
sequéncias que alinharam com DNA humano, que naturalmente espera-se que seja
encontrado nas amostras (Figura 3A). Apds este filtro, restaram 1.941.965.276 sequéncias,
com uma mediana de 14.333.428 sequéncias por amostra (minimo de 191.084 e maximo de
108.881.365). A Tabela 9 indica o niumero total de sequéncias geradas por amostra, além da

distribuicdo dos reads mapeadas em diferentes dominios taxonémicos.

Tabela 9: Dados gendmicos gerais obtidos no sequenciamento shotgun (GE1).

Caso Controle Valor de
média mediana (%) média mediana (%) p
Reads brutos 21.708.090 17.995.814  --- 19.932.369 19.109.534 - 0,577
Humanos 8.464.009 2.350.838 39,0% 6.484.209 1.013.195 32,5% 0,411
Bactéria 6.727.661 5.717.851 31,0% 5.707.654 5.151.513 28,6% 0,351
Virus 45.650 2.437 0,2% 45.525 3.188 0,2% 0,671
Arquea 43.517 358 0,2% 47.814 761 0,2% 0,753
Fungi 114.842 88 0,5% 5.578 5.578 0,03% 0,201
NA 6.312.409 6.797.233 29,1% 7.641.587 8.135.569 38,3% 0,449
Nota: os valores de p foram calculados utilizando o teste de Wilcoxon, pois os dados nao seguem distribuicdo

normal.

A andlise dos dados metagen6micos obtidos nas duas coletas revelou diferencas
marcantes entre os grupos (Tabela 10). No grupo controle, observou-se uma redugdo
estatisticamente significativa nas abundancias de reads associados a bactérias, virus e
sequéncias nado-classificadas. Em contraste, o grupo caso ndo apresentou reducdes
significativas nas abundancias, com excecdo da categoria de sequéncias ndo-classificadas,
apesar das quedas aparentes nas medianas. Esses achados corroboram para a hipdtese do
grupo caso possuir maior resisténcia microbiana, potencialmente devido a presenca de genes

de resisténcia antimicrobiana, fazendo necessario uma melhor avaliacdo dessas interacdes.
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Tabela 10: Dados metagenémicos intra-grupos quando separados por momento de coleta

(GE2).

Caso

Coletal (%) Coleta2 (%) Valor de p
Total por amostra 230.055.877 - 23.399.269 - -
Humanos 56.314  8,6% 13.265.280 55,6% 0,173
Bactéria 5.763.718 44,2% 4.790.584 23,8% 0,249
Virus 2.653 0,2% 2.170 0,2% 0,602
Arquea 160 0,1% 619 0,3% 0,816
Fungi 104 0,4% 70 0,6% 0,611
NA 8.417.720 46,6% 2.127.909 19,5% 0,005

Controle

Coleta 1 Coleta2 (%) Valor de p
Total por amostra 20.317.233 - 19.633.032 - -
Humanos 65.448 1,9% 12.849.676 57,2% <0,001
Bactéria 6.786.246 39,2% 1.634.544 20,2% <0,001
Virus 8.205 0,3% 1.071 0,2% <0,001
Arquea 1755 0,3% 452 0,2% 0,274
Fungi 104 0,002% 46 0,1% 0,279
NA 9.828.457 58,3% 751.890 22,3% <0,001

Nota: valores apresentados correspondem as medianas. Os valores de p foram calculados utilizando o

teste de Wilcoxon, pois os dados ndo seguem distribuicdo normal.

Estas sequéncias foram mapeadas nas respectivas espécies bacterianas apods

refinamento das abundancias taxonémicas por meio do Bracken (Bayesian Reestimation of

Abundance with Kraken), uma ferramenta que refina a saida de dados do Kraken2 para

reestimar a distribuicdo das sequencias entre diferentes niveis taxon0micos, visando maior

acuracia dos dados. Para uma analise inicial plotamos curvas de satura¢ao que avaliam, para

diferentes numeros de sequéncias, quantas espécies distintas sdo encontradas. Os dados

indicaram que a saturacdo foi obtida para todas as amostras, ou seja, o nimero de sequéncias

obtidas foi suficiente para cobrir toda a diversidade presente (Figura 3A).
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Figura 3: Curvas de saturacdao das amostras sequenciadas.
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Legenda: (A) Curvas de saturagdo com espécies identificadas. (B) Curvas de saturagdo apds remogdo de
sequéncias alinhadas com hospedeiro.

Foram observados diferentes perfis de saturacdo entre as amostras analisadas nos dois
momentos de coleta. No entanto, para todas as amostras de ambos os grupos a saturacao foi
aparentemente atingida, com mais de 46.580 mil sequéncias, o que justificou sua inclusdo nas
analises subsequentes do estudo.

Ao analisar a quantidade de espécies observadas, verificou-se um padrao distinto nas
amostras do GE2-Co. Para assegurar a qualidade dos dados, todas as etapas anteriores ao
sequenciamento foram cuidadosamente revisadas para identificar possiveis contaminagdes ou
vieses, porém, nenhuma irregularidade ou padrdo foi detectado nas doze amostras que
apresentaram menos de 100 espécies observadas (Ca: 3 amostras; Gel-Co: 6 amostras; GE2-
Co: 3 amostras), que justificasse sua exclusdo.

A heterogeneidade observada pode estar relacionada a variabilidade microbiana
interindividual. Ainda, apesar de termos usado os mesmos kits e enzimas, diferencas na

eficiéncia de extracdo dos acidos nucleicos, ou ainda a possiveis vieses introduzidos durante a
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etapa de amplificacdo por PCR podem ainda ter interferido de algum modo, pois esses fatores
sao reconhecidamente fontes potenciais de viés em estudos metagendmicos (Bruggeling et al.

2021; Wu, Zhang e Zhou 2021; Nearing, Comeau e Langille 2021).

4.2.1 CARACTERIZAGAO DA MICROBIOTA BACTERIANA

Nas 142 amostras analisadas observamos 20 filos, 40 classes, 93 ordens, 192 familias,
554 géneros e 1607 espécies bacterianas. Quando separamos as amostras por momento de
coleta e grupos, notamos que a quantidade de bactérias identificadas nos niveis taxondmicos
de classe e familia se mantiveram para grupo caso em ambas as coletas, no entanto, no grupo
controle esse comportamento ndo foi reproduzido (Tabela 11). A mediana do numero de
tdxons identificados por amostra ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa
entre casos e controles, no entanto, ao aumentar o numero amostral com o GE2-Co,
observou-se uma reducdo nos valores de p, sugerindo uma influéncia do aumento do tamanho
amostral sobre a significancia estatistica. Desta forma, optamos por seguir as andlises com o

maior grupo amostral. A partir deste ponto, os dados de grupo controle, se referem ao GE2-

Co.

Em todos os niveis taxondmicos foram observadas sequéncias identificadas como 'NA'.
Essa nomenclatura é atribuida pelos bancos de dados para indicar tdxons que ainda ndo foram
descritos na literatura ou cuja regido sequenciada ndo apresentou informagdes suficientes
para sua anotacdo. Cerca de 31.0% taxons foram classificados como desconhecidos, destes,
21,5% estavam no grupo caso e 78,5% no grupo controle. Essas atribuicdes de 'NA' refletem
limitacbes dos bancos de dados utilizados, pois a identificacdo taxonémica depende da
disponibilidade de sequéncias de referéncia previamente catalogadas para a compara¢ao com
as sequéncias obtidas no estudo. Essa limitacdo destaca a necessidade continua de expandir e
atualizar os bancos de dados gen6micos para melhorar a precisdao da anotacdao nas anadlises

metagendmicas.
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Tabela 11: Diferentes niveis taxondmicos identificados nas 142 amostras sequenciadas.

Grupo Coleta Filo Classe Ordem Familia Género Espécie
Caso Coleta 1 14 28 60 120 325 925
Coleta 2 13 28 60 120 310 849
Coleta 1 18 37 77 162 399 1085
Controle
Coleta 2 16 31 67 136 347 1042

4.2.2 DIVERSIDADE MICROBIANA ALFA E BETA

A diversidade alfa é uma métrica utilizada para avaliar a diversidade microbiana dentro
de um grupo, por meio da riqueza e uniformidade, quantificando tanto a riqueza de taxons
observados, quanto a uniformidade na sua distribuicdo. Para essa avaliacao, foram utilizados
diferentes indices que abordam aspectos especificos da diversidade. O indice Observed foi
utilizado na avaliacdo da riqueza, refletindo o nimero total de tdxons observados por amostra,
sem considerar a uniformidade na distribuicdo. Os indices Shannon e Simpson avaliam
simultaneamente a riqueza e a uniformidade, porém com énfases distintas. O indice de
Shannon é mais sensivel a presenca de espécies menos abundantes, identificando pequenas
variacdes na composicdo da comunidade microbiana, enquanto o indice de Simpson é mais
indicado para avaliacdo de espécies mais abundantes (Lande 1996).

Vale ressaltar na interpretacao dos dados de diversidade alfa que embora os valores
absolutos de espécies identificadas por grupo indiqguem uma maior rigueza taxonémica no
grupo controle, o indice Observed, reflete a riqueza efetiva baseada em uma matriz de
abundancia normalizada e tratada estatisticamente, podendo apresentar variagdes mesmo em
amostras com numero absoluto semelhante ou superior.

Para avaliar a diversidade, as amostras foram agrupadas de acordo com os dois
momentos de coleta, comparando os pacientes que desenvolveram fistula anastomodtica com
0s que ndo apresentaram este desfecho clinico.

Foram observadas variacdes nos valores de diversidade entre os grupos caso e
controle, ao longo dos diferentes niveis taxondmicos analisados, de filo a espécie, enfatizando
a diversidade microbiana entre os grupos. No entanto, quando as amostras foram avaliadas
por momento de coleta, notamos que entre os grupos caso e controle no momento da coleta

pré antibioticoterapia ndo houve nenhum resultado significativo, e apds a administracdo do
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protocolo antibidtico, apenas os indices de Shannon e Simpson no nivel de ordem
apresentaram diferengas estatisticamente significativas. Na comparagdo intra-grupo, a
diversidade microbiana dos pacientes que desenvolveram FA mostrou-se pouco alterada apds
a antibioticoterapia profildtica com metronidazol e neomicina. Por outro lado, no grupo
controle, observaram-se alteracdes significativas em todos os niveis taxonGmicos analisados

(Tabela 12).

Tabela 12: Valores de p encontrados na diversidade alfa através do teste Wilcoxon (GE2).

Cl-CaXCl-Co (C2-CaXC2-Co Cl-CaXC2-Ca C1-CoXC2-Co

Observed 0,100 0,230 0,180 <0,001
Espécie  Shannon 0,620 0,870 0,130 0,004
Simpson 0,100 0,520 0,600 0,001
Observed 0,150 0,210 0,190 <0,001
Género  Shannon 0,980 0,570 0,550 0,044
Simpson 0,690 0,460 0,950 0,047
Observed 0,280 0,240 0,170 <0,001
Familia  Shannon 0,730 0,150 0,660 0,320
Simpson 0,770 0,130 0,390 0,360
Observed 0,150 0,180 0,150 <0,001
Ordem  Shannon 0,110 0,030 0,072 0,013
Simpson 0,210 0,029 0,110 0,048
Observed 0,210 0,290 0,016 <0,001
Classe Shannon 0,110 0,110 0,220 0,160
Simpson 0,210 0,085 0,350 0,270
Observed 0,480 0,097 0,089 <0,001
Filo Shannon 0,250 0,210 0,950 0,390
Simpson 0,360 0,260 0,660 0,091

C1-Co: amostras do grupo controle coletadas no momento 1; C1-Ca: amostras do grupo caso coletadas no
momento 1; C2-Co: amostras do grupo controle coletadas no momento 2; C2-Ca: amostras do grupo caso
coletadas no momento 2.

Para os individuos do grupo controle, a nivel de espécie, observamos de modo
consistente uma diversidade bacteriana significativamente maior no momento de coleta 1 se
comparado ao momento de coleta 2, para todos os trés indices analisados (Observed e
Simpson, p < 0,001; Shannon, p < 0,05) (Figura 4A), indicando um maior nimero de bactérias
por amostra e uma distribuicdo mais equilibrada dentro do grupo, refletindo uma maior
diversidade tanto de espécies abundantes quanto raras. Essa caracteristica se manteve no
indice Observed para os todos os niveis taxondmicos e para os indices Shannon e Simpson nos

niveis género e ordem. A nivel de ordem, também foi observada uma diferenca significativa
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entre casos e controles no momento da segunda coleta, sugerindo que os pacientes que viriam
a desenvolver FA ja apresentavam uma maior diversidade bacteriana no momento da cirurgia
(Figura 4B). No nivel de classe, dentro do grupo caso, o indice Observed também mostrou
diferenca estatisticamente significativa. A diversidade alfa entre casos e controles no momento

da coleta 1 ndo apresentou relevancia estatistica em nenhum nivel taxonémico.

Figura 4: Analise comparativa da diversidade alfa entre casos e controles (GE2).
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Legenda: A: Diversidade alfa a nivel taxondmico de espécie; B: Diversidade alfa a nivel taxon6mico de ordem.
C1-Co: amostras do grupo controle coletadas no momento 1; CI-Ca: amostras do grupo caso coletadas no
momento 1; C2-Co: amostras do grupo controle coletadas no momento 2; C2-Ca: amostras do grupo caso
coletadas no momento 2. O teste ndo paramétrico U de Mann-Whitney (Wilcoxon Rank-Sum Test) foi
utilizado para verificar a existéncia de diferenga com significado estatistico entre os grupos quando p < 0,05.

Nenhum paciente apresentou diversidade alfa inferior a 200 espécies na coleta 1 e mais
de 90,0% dos pacientes estavam no intervalo de 200 e 450 espécies (Figura 5A). Por outro

lado, na coleta 2 houve uma queda na diversidade, com 61,7% (n=50) dos individuos
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apresentando menos de 300 espécies, dos quais 86,0% (n=43) dos individuos era composto

pelo grupo controle e apenas 14,0% (n=7) composto pelo grupo caso (Figura 5B).

Um maior equilibrio entre riqueza e uniformidade de bactérias menos abundantes foi
observado em 34,4% dos individuos no momento da coleta 1, onde 40,8% (n=20) do grupo
controle foi representada na faixa acima de 3,4 no indice Shannon, enquanto apenas uma
amostra do grupo caso também estava nesta faixa (8,3%) (Figura 5C). Ja na coleta 2, a reducdo
da diversidade foi mais equilibrada entre os grupos, embora o grupo controle tenha
apresentado 71,4% dos pacientes com diversidade abaixo de 2,75 ou acima de 3,4, enquanto
0 grupo caso teve 61,1% dos pacientes na faixa intermedidria (entre 2,75 e 3,4) (Figura 5D). O
equilibrio entre riqueza e uniformidade de bactérias mais abundantes (Simpson) foi

semelhante ao observado no indice Shannon (Figura 5E e 5F).

Esses resultados sugerem que a antibioticoterapia profilatica foi mais efetiva no grupo
controle, pois este parece ter sofrido uma deplecdo bacteriana mais acentuada de forma geral,
enquanto a riqueza e uniformidade de bactérias mais e menos abundantes, apresentaram-se
de forma polarizada, sugerindo que algumas espécies foram efetivamente impactadas. Em
contrapartida, o grupo caso apresentou um perfil mais estdvel, com menor variacdo na
composicdo microbiana, sugerindo uma inefetividade da terapia antimicrobiana. Esses
resultados sugerem que a menor eficiéncia do antibidtico profilatico impacta a diversidade da

microbiota intestinal, o que se reflete no surgimento das FAs no momento pds-operatério.



Figura 5: Andlise de diversidade alfa a nivel de espécies, para casos e controles do GE2.
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Legenda: Legenda: Os graficos no painel superior indicam a coleta 1, enquanto os graficos no painel inferior se
referem a coleta 2. Os indices usados foram Observed (painéis A e B); indice Shannon (painéis C e D) e indice de
Simpson (painéis E e F). A diversidade dos casos é apontada pelas barras laranja e a dos controles é apontada
pelas barras verdes.

Os grupos também foram avaliados quanto a diversidade beta, que avalia as diferencas
guantitativas e qualitativas entre as comunidades bacterianas. Foram utilizados os indices
Bray-Curtis e Canberra, que avaliam a dissimilaridade quantitativa, levando em conta a
abundancia relativa dos taxons presentes, sendo o indice Canberra mais sensivel a taxons
raros, o que pode ser crucial para detectar alteracdes mais sutis em espécies microbianas de
baixa abundancia, e o indice Jaccard, que avalia a dissimilaridade qualitativa, considerando
apenas a presenca/auséncia de bactérias, independentemente da quantidade (Bray e Curtis
1957; Magurran 2004; Lance e Williams 1967). A visualizacado dos indices foi feita por meio da
Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) e Escalonamento Multidimensional (MDS).

Na andlise de diversidade beta ndo foram encontradas diferencas significativas entre
0s grupos a nivel de espécie, somente uma discreta tendéncia, ainda que nao significativa, na
diferenca da composicdo microbiana, utilizando o indice Canberra, entre os grupos na coleta

1 (p=0,091) (Figura 6B). Essa tendéncia se manteve ao longo dos niveis taxonomicos
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superiores, tornando-se estatisticamente significativa no nivel de classe (p < 0,05). Esses
achados sugerem que a abundancia e composicao geral dos grupos sejam semelhantes, com

sutis variagdes em niveis taxondmicos mais amplos.



Figura 6: Diversidade beta entre casos e controles do GE2.
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Legenda: os indices usados foram: A: Bray-Curtis; B: Canberra; C: Jaccard. O teste ndo paramétrico ANOSIM foi

utilizado para avaliar a similaridade entre as amostras, e PERMANQOVA para coeficiente de correlagdo. A diferenca
foi considerada estatisticamente significativa quando p < 0,05.
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A profilaxia combinada de neomicina e metronidazol provocou queda acentuada da
diversidade alfa no grupo controle, significativa em todos os niveis taxonémicos pelo indice
Observed (de espécie a filo) e pelos indices de riqueza-uniformidade (Shannon, Simpson) nos
niveis de espécie, género e ordem (Tabela 12). Nos pacientes que desenvolveram fistula, os
mesmos indices permaneceram estaveis, confirmando a tendéncia de resisténcia bacteriana
ja sugerida pela auséncia de redugao substancial de “reads bacterianos” totais (Tabela 10).
Antes da profilaxia antibidtica, casos e controles exibiam diversidade compardvel e apds a
profilaxia a Unica diferenca inter-grupos surgiu a nivel de ordem (Shannon/Simpson, p=0,03),
com os casos mantendo uma maior heterogeneidade.

A diversidade beta demonstrou que os dois grupos compartilham a maior parte das
espécies comuns, mas divergem em certos microrganismos menos abundantes, sendo que
esta discrepancia ja era precedente a profilaxia antibidtica, uma vez que Bray—Curtis e Jaccard
ndo distinguiram claramente os grupos, mas o indice Canberra (sensivel a taxons raros) indicou
esta tendéncia na coleta 1 (p=0,091) (Figura 6B). A ponderacdo extra do indice Canberra
tornou essa sutil diferenca detectdvel, sugerindo que pequenos componentes da microbiota,
embora raros, podem ter papel desproporcional na evolucdo clinica.

Os achados sobre a diversidade alfa e beta no contexto do desenvolvimento de fistula
ainda sdo inconclusivos. Enquanto alguns trabalhos identificam diferencas significativas entre
individuos com e sem fistula, outros nao demonstram alteracdes expressivas utilizando essas
métricas. Essa inconsisténcia pode estar relacionada a diferencas nos delineamentos
experimentais, como o tipo de amostra utilizada, critérios clinicos adotados ou abordagens
analiticas empregadas. Ainda assim, observa-se que a diversidade alfa tende a estar reduzida
em pacientes com fistula anastomética, e a diversidade beta frequentemente revela taxons
especificos que surgem como possiveis biomarcadores, mesmo quando as diferengas globais
ndo atingem significancia estatistica.

Sabendo que a diversidade microbiana no intestino pode variar de acordo com a regido
de localizacdo do tumor, também foi avaliada a diversidade alfa e beta agrupando as amostras
nas seguintes localizacBes: cdlon direito, célon esquerdo e reto.

A diversidade alfa manteve similaridade em todas as localizagdes no indice Observed
para o grupo controle entre os momentos de coleta, conforme observado anteriormente (p

<0,05). Nos indices Shannon e Simpson, houve uma melhor discriminacdo, onde somente o
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célon esquerdo apresentou significancia (p=0,015 e p <0,008, respectivamente). Nos niveis
taxonémicos superiores também foram mantidos resultados significativos de diversidade no
indice Observed para ordem, classe e filo, no entanto, quanto separado por localizacdo, os
niveis de género e familia também passaram a ser significativos entre os momentos de coleta
no grupo controle. Uma tendéncia neste mesmo grupo foi observada no indice Shannon para
o colon direito (p=0,095) ao nivel de classe, e esta especificidade aumenta a nivel de ordem,
tornando-se significativa nos indices Shannon e Simpson (respectivamente p=0,009 e
p=0,034). No célon esquerdo foi observada uma tendéncia a significancia estatistica no indice
Observed para os individuos dos grupos caso e controle durante a coleta 1 (filo: p=0,056;
ordem: p=0,055), que se mostrou significante a nivel de classe (p = 0,054). Para reto,
observamos uma tendéncia apenas a nivel de filo (Shannon: p=0,091) para os grupos caso e
controle durante a coleta 1, e na coleta 2 os indices Shannon e Simpson se mostraram

levemente significativos nos niveis classe e ordem (p=0,054).

Diferencas significativas na diversidade beta também foram identificadas a nivel de
espécie no cdlon direito no momento da coleta 1, tanto pelo indice Bray-Curtis (p=0,033;
r=0,419), que leva em consideracdo a abundancia relativa dos taxons, quanto pelo indice
Jaccard (p=0,027; r=0,421), que avalia apenas a presenca ou auséncia de espécies bacterianas.
No reto, foi observada uma variacdao significativa no momento da coleta 2, pelo indice
Canberra a nivel classe (p=0,036; r=0,024), evidenciando uma maior abundancia de taxons

raros.

Os resultados da diversidade alfa evidenciam que a localizagdo anatémica influencia na
composicao bacteriana. No cdlon direito, os pacientes do grupo controle apresentaram maior
riqueza tanto de baixa, quanto de alta abundancia para diferentes taxons a nivel de ordem,
apresentando um aumento na diversidade dessas bactérias apds o tratamento antibidtico. No
colon esquerdo, observou-se uma maior diversidade geral no grupo controle em ambos os
momentos de coleta, enquanto no grupo caso foi identificada apenas uma tendéncia de maior
diversidade na coleta 1, sem altera¢Oes relevantes na coleta 2. J& no reto, o grupo caso
apresentou uma diversidade mais elevada apenas de bactérias menos abundantes na coleta
1, mantendo esse padrdo na coleta 2, indicando que estd ndo foi afetada pelo uso de
antibidticos. Por outro lado, os resultados da diversidade beta foram mais sutis, sugerindo que
as abundancias e distancias filogenéticas entre as bactérias sejam semelhantes entre os

grupos de forma geral.
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Contudo, é importante destacar que apds a estratificacdo das amostras por localizacao,
o numero de individuos foi consideravelmente reduzido, especialmente no grupo caso, o que
compromete a robustez das analises estatisticas e limita a confiabilidade dos resultados.
Diante dessa limitagdao, optamos por seguir com as analises considerando apenas a divisao

entre os grupos caso e controle.

4.2.3 COMPOSICAO BACTERIANA ENTRE CASOS E CONTROLES

Na andlise da abundancia relativa dos tdxons presentes nas 142 amostras, observamos
gue um conjunto restrito de taxons domina a composi¢cdao microbiana (Tabela 13). Quando se
consideram apenas os taxons com abundancia superior a 10%, observa-se que nos niveis
inferiores poucas espécies se destacam, enquanto nos niveis taxondmicos superiores, a

microbiota foi dominada por poucos grupos.

Tabela 13: Distribuigao dos taxons por nivel taxondmico e faixas de abundancia relativa (GE2).

Nivel Taxon6mico total <1% >1% >10%
Espécie 1607 1589 17 1
Género 554 539 13 2
Familia 192 178 12 2
Ordem 93 82 8 3
Classe 40 29 4
Filo 20 13 3

Na coleta pré-antibioticoterapia, em nivel de espécie, apenas Phocaeicola vulgatus
ultrapassou o limiar de 10% de abundancia relativa, sendo detectada exclusivamente no grupo
controle e presente em todas as amostras do GE1. Entre os casos, nenhuma espécie isolada
atingiu esse valor. J4 no nivel de género, o taxon Bacteroides superou 10% no grupo caso,
enquanto no grupo controle ficou acima dos 20%, seguido de Phocaeicola na faixa dos 10%.
Em nivel de familia, ambos os grupos apresentaram comportamento semelhante, com
predominio de Ruminococcaceae e Bacteroidaceae. A partir do nivel de ordem, Bacteroidales
se destacaram, superando 50% no grupo controle e esse padrdao se manteve ao longo de classe

e filo. Na coleta apds antibioticoterapia, observou-se uma reducdo na quantidade de tdxons
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com alta abundancia relativa, especialmente nos niveis taxondmicos inferiores. As
abundancias ficaram abaixo dos 20%, com excec¢do apenas do filo Firmicutes que apresentou
abundancia acima dos 40% em ambos os grupos. A partir do nivel de ordem, comecam a surgir
tdxons mais representativos, Bacteroidales aparece em ambos os grupos com abundancia
superior a 10%, enquanto Lactobacillales e Clostridiales se destacam entre os casos. A nivel de
classe, Bacilli foi exclusivo entre casos e Gammaproteobacteria exclusiva entre controles,
enguanto a distribuicdo de Bacteroidia e Clostridia, foram similares nos grupos, ficam na faixa
dos 10% e 20%. Embora as abundancias relativas entre os grupos tenham apresentado
variacOes, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p >0,05) para esses
taxons.

Na Figura 7, foram selecionadas as médias dos 20 tdxons mais abundantes em cada
grupo, considerando o momento da coleta. Pudemos entdo observar de forma mais clara
como esta distribuicdo ocorre a cada nivel taxonémico, e evidencia que, embora os grupos
compartilhem padrdes semelhantes de composicdo microbiana, a abundancia relativa dos

tdxons apresenta variagdes distintas entre eles.
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Figura 7: Distribuicdo de taxons classificados por abundancia relativa em diferentes niveis
taxondmicos do GE2.
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Legenda: Os taxons estdo divididos nos niveis taxondmicos: A: espécie; B: género; C: familia; D: ordem; E: classe;
F: filo. C1-Co: amostras do grupo controle coletadas no momento 1; C1-Ca: amostras do grupo caso coletadas no
momento 1; C2-Co: amostras do grupo controle coletadas no momento 2; C2-Ca: amostras do grupo caso
coletadas no momento 2. Os valores estdo expressos em média.

Ao comparar a abundancia relativa de alguns taxons, observamos uma discrepancia
entre as métricas de tendéncia central, média e mediana. Essa diferenca reflete a natureza
assimétrica dos dados metagendmicos, sendo a média influenciada por individuos, mesmo
gue poucos, com abundancia elevada ou reduzida. Dessa forma, optamos pelo uso da mediana
nas analises subsequentes, por se tratar de uma métrica mais robusta para representar a

tendéncia central da comunidade microbiana em conjuntos de dados assimétricos.
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Para melhor caracterizar as diferengcas na composicdo microbiana entre os grupos,
selecionamos taxons com abundancia relativa acima de 1% e apresentamos duas tabelas
contendo os 10 tdxons mais abundantes em cada grupo, quando disponiveis. A analise
considerou separadamente a coleta 1 (Tabela 14) e a coleta 2 (Tabela 15), permitindo uma
comparacdo mais detalhada das possiveis variacdes na dominancia microbiana ao longo do

tempo.
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Tabela 14: Os 10 tdxons mais frequentes (acima de 1%), a nivel taxonGmico na coleta anterior
a antibioticoterapia (GE2).

Caso Controle
Espécies Espécies
10 Faecalibacterium_prausnitzii 0,0866 10 Phocaeicola_vulgatus 0,1004
29 Phocaeicola_vulgatus 0,0747 29 Faecalibacterium_prausnitzii 0,0873
39 Bacteroides_uniformis 0,0342 3¢ Bacteroides_uniformis 0,0373
40 Parabacteroides_distasonis 0,0186 40 Parabacteroides_distasonis 0,0256
5¢ Bacteroides_thetaiotaomicron 0,0135 5¢ Bacteroides_sp._PHL_2737 0,0232
69 Lachnospira_eligens 0,0125 62 Bacteroides_thetaiotaomicron 0,0228
79 Alistipes_shahii 0,0116 79 Escherichia_coli 0,0218
82 Blautia_sp. 0,0102 8¢ Phocaeicola_dorei 0,0158
92 Anaerostipes_hadrus 0,0102 99 Bacteroides_ovatus 0,0142
109 Bacteroides_fragilis 0,0101 109 Blautia_sp. 0,0129
Género Género
1¢ Bacteroides 0,1647 10 Bacteroides 0,2207
2@ Phocaeicola 0,0964 29 Phocaeicola 0,1181
3e Faecalibacterium 0,0866 3e Faecalibacterium 0,0873
40 Alistipes 0,0393 40 Alistipes 0,0463
5¢ Parabacteroides 0,0222 52 Parabacteroides 0,0296
62 Blautia 0,0128 62 Escherichia 0,0220
7° Lachnospira 0,0125 7° Roseburia 0,0183
8¢ Roseburia 0,0116 8¢ Blautia 0,0169
90 Bifidobacterium 0,0116 99 Collinsella 0,0108
109 Streptococcus 0,0106
Familia Familia
12 Bacteroidaceae 0,3098 1¢ Bacteroidaceae 0,3485
20 Ruminococcaceae 0,1069 209 Ruminococcaceae 0,1034
39 Lachnospiraceae 0,0794 3¢ Lachnospiraceae 0,0961
40 Rikenellaceae 0,0393 40 Rikenellaceae 0,0463
5¢ Tannerellaceae 0,0222 52 Enterobacteriaceae 0,0325
62 Oscillospiraceae 0,0193 62 Tannerellaceae 0,0297
72 Streptococcaceae 0,0137 7° Oscillospiraceae 0,0213
8¢9 Acidaminococcaceae 0,0134 8¢2 Odoribacteraceae 0,0112
99 Enterobacteriaceae 0,0131 90 Coriobacteriaceae 0,0108
10° Bifidobacteriaceae 0,0116
Ordem Ordem
10 Bacteroidales 0,4774 1¢ Bacteroidales 0,5292
2@ Clostridiales 0,2323 29 Clostridiales 0,2566
32 Lactobacillales 0,0397 39 Enterobacterales 0,0329
40 Acidaminococcales 0,0134 40 Lactobacillales 0,0146
5¢ Enterobacterales 0,0131 52 Coriobacteriales 0,0113
69 Bifidobacteriales 0,0116
Classe Classe
12 Bacteroidia 0,4774 1¢ Bacteroidia 0,5292
20 Clostridia 0,2323 29 Clostridia 0,2566
32 Bacilli 0,0415 32 Gammaproteobacteria 0,0414
49 Negativicutes 0,0293 40 Bacilli 0,0151
5¢ Gammaproteobacteria 0,0198 5¢ Negativicutes 0,0151
62 Actinobacteria 0,0145 62 Coriobacteriia 0,0146
72 Coriobacteriia 0,0121
Filo Filo
12 Bacteroidetes 0,4774 1¢ Bacteroidetes 0,5292
20 Firmicutes 0,3389 20 Firmicutes 0,3364
32 Proteobacteria 0,0322 32 Proteobacteria 0,0472
40 Actinobacteria 0,0295 40 Actinobacteria 0,0235
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Tabela 15: Os 10 taxons mais frequentes (acima de 1%) a nivel taxonémico na coleta posterior
a antibioticoterapia (GE2).

Caso Controle
Espécies Espécies
19 Faecalibacterium_prausnitzii 0,0651 19 Faecalibacterium_prausnitzii ~ 0,0400
29 Escherichia_coli 0,0195 29 Escherichia_coli 0,0380
3¢ Phocaeicola_vulgatus 0,0158 3¢ Parabacteroides_distasonis 0,0140
40 Anaerostipes_hadrus 0,0138
5¢ Bacteroides_uniformis 0,0125
62 Blautia_sp. 0,0114
79 Collinsella_aerofaciens 0,0103
Género Género
12 Faecalibacterium 0,0651 1¢ Bacteroides 0,0482
pA; Bacteroides 0,0610 209 Streptococcus 0,0432
32 Streptococcus 0,0465 30 Faecalibacterium 0,0400
40 Escherichia 0,0196 40 Escherichia 0,0380
5¢ Phocaeicola 0,0193 52 Phocaeicola 0,0182
62 Anaerostipes 0,0139 62 Parabacteroides 0,0160
7° Blautia 0,0122 7° Bifidobacterium 0,0110
8¢ Alistipes 0,0114 8¢ Alistipes 0,0110
90 Collinsella 0,0103
Familia Familia
12 Bacteroidaceae 0,0857 1¢ Enterobacteriaceae 0,0798
20 Lachnospiraceae 0,0814 29 Bacteroidaceae 0,0763
3e Ruminococcaceae 0,0750 3e Ruminococcaceae 0,0567
42 Streptococcaceae 0,0475 49 Lachnospiraceae 0,0566
5¢ Enterobacteriaceae 0,0296 5¢ Streptococcaceae 0,0446
62 Rikenellaceae 0,0114 62 Tannerellaceae 0,0160
7° Coriobacteriaceae 0,0103 7° Bifidobacteriaceae 0,0110
82 Rikenellaceae 0,0110
Ordem Ordem
19 Clostridiales 0,2001 10 Clostridiales 0,1672
20 Bacteroidales 0,1334 29 Bacteroidales 0,1132
32 Lactobacillales 0,1162 39 Enterobacterales 0,0798
40 Enterobacterales 0,0495 40 Lactobacillales 0,0578
52 Coriobacteriales 0,0110 52 Bifidobacteriales 0,0110
62 Bacillales 0,0108
Classe Classe
1¢ Clostridia 0,2001 10 Clostridia 0,1672
20 Bacilli 0,1379 20 Bacteroidia 0,1132
32 Bacteroidia 0,1334 39 Gammaproteobacteria 0,1016
40 Gammaproteobacteria 0,0517 40 Bacilli 0,0878
52 Actinobacteria 0,0238 52 Actinobacteria 0,0283
62 Negativicutes 0,0227 62 Negativicutes 0,0112
7° Coriobacteriia 0,0174
Filo Filo
12 Firmicutes 0,4625 1¢ Firmicutes 0,4092
20 Bacteroidetes 0,1335 20 Bacteroidetes 0,1196
o Proteobacteria 0,0589 2 Proteobacteria 0,1069
Q Actinobacteria 0,0566 e Actinobacteria 0,0472
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Ao compararmos estatisticamente as frequéncias relativas entre os niveis taxondmicos
nos dois grupos, observamos a nivel de espécie, durante a coleta 1, houve uma distin¢do de
aproximadamente 60% entre os grupos. O grupo controle apresentou espécies exclusivas,
como Bacteroides ovatus, Bacteroides sp._PHL 2737, Escherichia coli e Phocaeicola dorei,
enguanto o grupo caso foi caracterizado por espécies como Alistipes shahii, Anaerostipes
hadrus, Bacteroides fragilis e Lachnospira eligens. Apesar das diferengas nas espécies
predominantes entre os grupos, essas variacdes ndao foram estatisticamente significativas
quanto a abundancia relativa. No momento da segunda coleta, apds antibidtico terapia, a
distingdo entre os grupos ficou mais evidente ao nivel de espécie. No grupo controle, apenas
trés taxons foram identificados com frequéncia acima de 1%: Escherichia coli,
Faecalibacterium prausnitzii e Parabacteroides distasonis. Entre os casos, embora Escherichia
coli e Faecalibacterium prausnitzii também estivessem presentes, o perfil incluiu outras cinco

espécies com frequéncias distribuidas de forma mais heterogénea.

A presenca de Bacteroides fragilis entre os casos chama atengdo por esta ser uma
espécie associada a manutencdo da integridade da barreira epitelial (Reunanen et al. 2015),
no entanto, cerca de 90% das cepas dessa espécie sao sensiveis ao metronidazol (informagao
gue consta na bula do medicamento), o que sugere a ocorréncia de mecanismos de resisténcia
no grupo analisado. A espécie Alistipes shahii também chama atencao, considerando que o
género Alistipes foi recentemente relacionado ao desenvolvimento de fistula anastomoética
(Hajjar et al. 2023). Por outro lado, os tdxons Phocaeicola e Faecalibacterium prausnitzii foram
identificados em pacientes com cancer colorretal que nao desenvolveram esse desfecho (Lehr

etal. 2024).

Na Tabela 16 Ilistamos os taxons onde observamos abundancia relativa

significativamente diferente entre os grupos.



Tabela 16: Tabela 15: Taxons com diferencas

significativas (teste de Wilcoxon) (GE2).
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de abundancia relativa estatisticamente

Superiora 1%

Coleta 1 Taxon Caso Controle Valor de p
Espécie Bacteroides_thetaiotaomicron 0,0135 0,0228 0,014
Classe Actinobacteria 0,0145 0,0058 0,036
Negativicutes 0,0293 0,0151 0,046
Coleta 2 Taxon Caso Controle Valor de p
Familia Enterobacteriaceae 0,0296 0,0798 0,040
Classe Negativicutes 0,0227 0,0112 0,027
Entre 0,1% e 1%
Coleta 1 Taxon Caso Controle Valor de p
Género Romboutsia 0,0014 0,0003 0,030
Familia Erysipelotrichaceae 0,0040 0,0064 0,016
Ordem Bacillales 0,0015 0,0003 0,022
Erysipelotrichales 0,0040 0,0064 0,016
Coleta 2 Taxon Caso Controle Valor de p
Género Phascolarctobacterium 0,0041 0,0005 0,019
Familia Acidaminococcaceae 0,0063 0,0012 0,003
Ordem Acidaminococcales 0,0063 0,0012 0,003
Entre 0,01% e 0,1%
Coleta 1 Taxon Caso Controle Valor de p
Espécie Staphylococcus_aureus 0,00080 0,00012 0,017
Gemella_sanguinis 0,00013 0,00004 0,042
Eubacterium_limosum 0,00007 0,00016 0,014
Monoglobus_pectinilyticus 0,00006 0,00010 0,044
Hungatella_hathewayi 0,00004 0,00009 0,012
Gordonibacter_urolithinfaciens 0,00001 0,00006 0,025
Género Gordonibacter 0,00012 0,00025 0,040
Monoglobus 0,00006 0,00010 0,044
Staphylococcus 0,00080 0,00013 0,020
Familia Monoglobaceae 0,00006 0,00010 0,044
Staphylococcaceae 0,00080 0,00013 0,014
Coleta 2 Taxon Caso Controle Valor de p
Espécie Parvimonas_micra 0,00039 0,00005 0,023
Género Parvimonas 0,00039 0,00005 0,023
Familia Peptoniphilaceae 0,00042 0,00009 0,008
Ordem Tissierellales 0,00042 0,00009 0,008
Classe Tissierellia 0,00042 0,00009 0,008
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Nos taxons com abundancia acima de 1% observamos que conforme elevagao do nivel
taxondmico, a distingdo entre os grupos tornou-se progressivamente menos evidente. A nivel
de filo, ambos os grupos apresentaram os mesmos taxons e, na coleta 1, inclusive na mesma
ordem de prevaléncia. Ainda nesta coleta, a espécie Bacteroides thetaiotaomicron esteve
presente em ambos os grupos, porém com maior abundancia no grupo controle (p=0,014), em
consonancia com achados prévios que mostrou associacdo desta espécie a processos de
cicatrizagdo por diferentes mecanismos fisioldgicos (Hooper et al. 2003; Stappenbeck et al.
2002). A nivel de classe, tanto Actinobacteria quanto Negativicutes, foram significativamente

mais abundantes no grupo caso (p=0,036 e p=0,046, respectivamente).

Na coleta 2, o grupo que desenvolveu FA, apresentou abundancia entre Proteobacteria
e Actinobacteria similar, enquanto no controle Proteobacteria se destacou, representando
mais de 50% da composigdo relativa entre essas classes. A familia Enterobacteriaceae, embora
presente em ambos os grupos, apresentou uma diferenca estatisticamente significativa na
abundancia relativa, sendo mais prevalente entre os controles (p=0,040). J& a classe
Negativicutes permaneceu com maior prevaléncia entre os casos (p=0,027), possivelmente
devido ao aumento dos tdxons com frequéncia relativa inferior a 0,1%, do género
Phascolarctobacterium (p=0,019) e da familia Acidaminococcaceae (p=0,003). Embora
Negativicutes ndo tenha sido previamente associada ao desenvolvimento de FA, esse achado
sugere um potencial envolvimento dessa classe bacteriana nos mecanismos relacionados a
ruptura anastomatica, e destaca a necessidade de investigacdes futuras para explorar essa

possivel relagao.

Na literatura consultada também ndo foi encontrada nenhuma associacao clara entre
o aumento de Actinobacteria e o desenvolvimento de fistula anastomdtica. Apenas um estudo,
conduzido por Hernandez-Gonzdlez et al. (2023), correlacionou essa elevagdo ao grupo sem
fistula, sugerindo possivel papel protetor.

Estudos anteriores identificaram Proteobacteria mais abundante em individuos que
desenvolveram FA, tanto em amostras fecais (Jgrgensen et al. 2024) quanto mucosa intestinal
(Zamorano et al. 2023), além de sua elevacdo em pacientes com CCR quando comparados a
individuos saudaveis (Palmisano et al. 2020). Zamorano et al. (2023) associaram o aumento do
filo Proteobacteria a elevacdo da classe Gammaproteobacteria e, subsequentemente, da

ordem Enterobacterales em pacientes que desenvolveram FA (Zamorano et al. 2023). Além de



81

identificada como possivel marcador no desenvolvimento de FA, também ja foi identificada
com potencial fator patogénico (Mizuta et al. 2016). Em contraste, encontramos abundancia
superior no grupo controle, com aumento significativo apds a terapia antibidtica (p <0,001),
embora sem diferencga estatistica entre individuos que desenvolveram ou ndo fistula. Essa
elevacdo pode estar relacionada a maior presenca de Gammaproteobacteria, cuja abundancia
superou 10% no grupo controle, possivelmente em fungdo do aumento de Enterobacteriaceae.
Enquanto no grupo caso, esse aumento acima de 10% foi observado na classe Bacilli, que inclui
bactérias aerdbias facultativas ou obrigatdrias, ja previamente associadas ao risco de FA, com
destaque para o aumento das espécies de Gemella (Shi et al. 2022; Shogan et al. 2015; Olivas
et al. 2012; Zamorano et al. 2023), com abundancia relativa inferior a 0,01%, que apesar de
visivelmente superior no grupo caso nao apresentaram relevancia estatistica, Gemella
sanguinis (p=0,181), Gemella morbillorum (p=0,076), assim como o género Gemella
(caso0=0,003; controle=0,0009). A espécie Gemella haemolysans (p=0,986) foi a Unica superior
no grupo controle, no entanto G. morbillorum tem sido reportada como duas vezes mais

patogénica que G. haemolysans (Garcia-Lopez e Martin-Galiano 2020).

Algumas variagdes pontuais em taxons com frequéncia relativa inferior a 0,1% também
merecem destaque por exibirem relevancia estatistica. Entre os taxons da coleta 1 destacou-
se no grupo controle, a ordem Erysipelotrichales (p=0,016) enquanto, no grupo caso, a ordem

Bacillales (p=0,022) e o género Romboutsia (p=0,030).

Considerando que, em faixas de frequéncia relativa baixas (entre 0,1% e 0,01%), é
comum observar grande variabilidade, optamos por priorizar niveis taxondmicos mais
elevados, visando maior robustez na interpretacdo dos dados. Na coleta 1, apenas a familia
Monoglobaceae (p=0,044) foi relevante no grupo controle, e no grupo caso a familia
Staphylococcaceae (p=0,014) se destacou, corroborando estudos anteriores que identificaram
maior abundancia desta familia nos pacientes que desenvolveram fistulas (Harrel et al. 2012).
Staphylococcus aureus também ja foi associada a formacdao de biofilmes, estruturas
microbianas complexas formadas por comunidades bacterianas aderidas a superficies e
envoltas por uma matriz de substancias extracelulares (Cucarella et al. 2001). Esses biofilmes
conferem uma série de vantagens adaptativas as bactérias, como maior resisténcia a agentes
antimicrobianos e a resposta imune do hospedeiro, podendo representar um fator de risco

para FA ao atuarem como barreiras fisicas que dificultam a deposicao de colageno e a re-
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epitelizacdo, processos essenciais para a cicatrizacdo tecidual adequada (Cucarella et al. 2002;

Tytgat et al. 2019).

Na coleta 2, apenas a classe e ordem Tissierellales (p=0,008) apresentaram diferenca
estatistica com maior abundancia no grupo caso. Esse achado ganha relevancia adicional pelo
fato de em todos os niveis taxondmicos avaliados, tdxons pertencentes a essa linhagem
apresentarem valores de p <0,05, todos associados a espécie Parvimonas micra, sugerindo um
sinal bioldgico consistente ao longo da hierarquia taxon6mica. O género e a espécie
Parvimonas micra, embora ainda ndo correlacionada diretamente ao desenvolvimento de FA,
vém sendo associada ao desequilibrio na microbiota intestinal observada em casos de cancer
colorretal (Lowenmark et al. 2020) sendo sugerida como potencial marcador bioldgico em
amostras de fezes para diagndstico de CCR. Essa espécie comumente encontrada na cavidade
oral (Rams et al. 1992), tem capacidade de se translocar da cavidade subgengival para o
intestino (Conde-Pérez et al. 2024; Dai et al. 2018; Osman et al. 2021; Saffarian et al. 2019;
Zhao et al. 2022). Um estudo chegou a correlacionar essa espécie com a reducdo da
sobrevivéncia em pacientes com CCR (Léwenmark et al. 2022). Os tdxons Romboutsia,
Erysipelotrichales, Tissierellia e Monoglobaceae também ndo tiveram nenhuma citacao
encontrada com possivel fator patogénico no desenvolvimento de FA.

Embora o perfil global da microbiota tenha se mostrado relativamente estdvel entre os
grupos estudados, variagdes especificas em determinados tdxons podem refletir altera¢des
funcionais relevantes. Tais achados reforcam a importancia de andlises em multiplos niveis
taxonOmicos para a identificacdo de potenciais biomarcadores ou consequéncias associadas
ao tratamento.

Andlises univariadas consideram varidveis de forma isolada, podendo gerar
interpretacdes enviesadas ao desconsiderar fatores de confusdo. Em contrapartida,
abordagens multivariadas permitem avaliar os efeitos de uma varidvel de interesse
controlando simultaneamente outras covaridveis, o que é essencial em estudos de microbiota,
marcados pela elevada complexidade bioldgica e técnica.

Dessa forma, com o objetivo de identificar tdxons diferencialmente abundantes entre
casos e controles nos diferentes momentos de coleta, utilizamos a ferramenta MaAsLin2
(Microbiome Multivariable Associations with Linear Models). Esta ferramenta foi desenvolvida

especificamente para andlises multivariadas em estudos de microbioma, permitindo
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identificar associagdes entre perfis microbianos e varidveis clinicas ou ambientais em
contextos complexos. O MaAsLin2 utiliza modelos lineares generalizados e mistos, oferecendo
suporte a dados brutos ou relativos, com ou sem covaridveis e medicdes repetidas, sendo
particularmente eficaz diante de desafios como composicionalidade, alta dispersdo, zero-
inflacdo e alta dimensionalidade que sdo comuns em dados O0micos. Essa abordagem se
mostrou adequada para lidar com a heterogeneidade das amostras analisadas e garantir maior
precisdo na identificacdo de associacdes microbianas relevantes (Mallick et al. 2021; Nearing
etal. 2022).

A andlise multivariada foi realizada incorporando as varidveis idade, género e
localizacdo (célon direito, célon esquerdo e reto) como potenciais fatores de confusdo e os
resultados com g-valor <0,05 podem ser observados na Figura 8.

Na coleta 1, nenhum tédxon abaixo do nivel de familia apresentou destaque estatistico,
e nenhum atingiu g-valor <0,05 apds corre¢cdo para multiplas comparag¢des utilizando o
método False Discovery Rate (FDR) de Benjamini-Hochberg (no maximo, 5% de falsos positivos
entre os achados significativos).

Contudo, vale ressaltar a ordem Bacillales (coleta 1: p=0,009 e q=0,153; coleta 2:
p=0,004 e g=0,063) e a classe Negativicutes (coleta 1: p=0,028 e q=0,139; coleta 2: p=0,028 e
g=0,204) que se mantiveram diferencialmente abundantes em ambas as coletas no grupo
caso, demonstrando forte resisténcia a profilaxia antimicrobiana.

Na Coleta 2, apenas trés taxons apresentaram valor de q <0,05, representando
possiveis biomarcadores associados ao desenvolvimento de fistula. O género Staphylococcus
(p <0,001; g=0,041) e sua respectiva familia Staphylococcaceae (p <0,001; g=0,017) se
destacaram no grupo caso, com énfase para a espécie Staphylococcus aureus (p <0,001;
g=0,084), que embora ndo tenha atingido significancia estatistica apds correcdo, demonstrou
tendéncia relevante. Além disso, a classe Tissierellia (p=0,002; ¢g=0,040) também foi
significativamente mais abundante entre casos. Esse achado reforca a consisténcia observada
anteriormente para essa linhagem ao longo dos niveis taxonbmicos, ja que a espécie
Parvimonas micra (p=0,001; q=0,235), pertencente a mesma classe, também apresentou p-
valor significativo. Além disso, os niveis de familia e ordem relacionados a essa linhagem
mostraram tendéncia a significancia no valor de q (9=0,062 e g=0,063, respectivamente),

sugerindo um sinal robusto e biologicamente coerente.
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A classe Negativicutes (p=0,028; q=0,204), e seus niveis taxondmicos inferiores
Acidaminococcales (p=0,008; g=0,090) e Acidaminococcaceae (p=0,008; q=0,182), assim como
na abundancia relativa, se mantiveram significativos na abundancia diferencial.
Adicionalmente, o unico filo diferencialmente abundante identificado foi o Fusobacteria
(p=0,013; @=0,126), seguido da classe Fusobacteriia (p=0,013; q=0,138) e ordem
Fusobacteriales (p=0,013; q=0,110). O género Fusobacterium e a familia Fusobacteriaceae ja
foram descritos como mais prevalentes em individuos que desenvolvem fistula anastomotica
(FA) (Shi et al. 2022), sendo a espécie Fusobacterium nucleatum a mais frequentemente
apontada como possivel marcador, devido a sua capacidade de ativar colagenases (Shi et al.
2022; Shogan et al. 2015; Olivas et al. 2012). No entanto, um estudo conduzido por Mima et

al. (2020) ndo conseguiu replicar esses achados.

Além da associacdo com FA, o aumento na abundancia de F. nucleatum também tem
sido amplamente relacionado a uma diversidade microbiana reduzida e ao desenvolvimento
CCR. Esse vinculo se deve ao seu potencial carcinogénico, mediado por multiplos mecanismos,
incluindo danos ao DNA, evasdo do sistema imunoldgico e reprogramacoes metabodlicas
(Castellarin et al. 2012; Yu et al. 2017; Kostic et al. 2013; Liao et al. 2025; Osman et al. 2021,
Saffarian et al. 2019; Saito et al. 2025). Um dos principais mecanismos descritos é a expressao
do fator de viruléncia FadA na superficie celular, que induz a ativa¢do da via de sinalizacao
Wnt/B-catenina (Rubinstein et al. 2019). Além disso, F. nucleatum tem demonstrado
capacidade de indugdo de quimiorresisténcia (Jiang et al. 2023; Yu et al. 2017), e seu uso como
biomarcador diagndstico para CCR ja foi sugerido (Wong et al. 2016). Os estudos também
apontam uma reducdo na sobrevida global (Chen et al. 2019; de Carvalho et al. 2019; Mima et
al. 2016), bem como uma forte associagdo com menor sobrevida livre de recorréncia (Yu et al.
2017).

A espécie F. nucleatum foi encontrada em baixa abundancia nesse estudo (caso
<0,01%; controle <0,001%), no entanto apds terapia antimicrobiana o grupo controle
apresentou uma reducdo significativa dessa espécie (p=0,052), algo ndo observado entre os

Casos.
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Figura 8: Distribuicdo dos tdaxons com abundancia diferencial nos diferentes niveis
taxonodmicos identificados apds terapia antimicrobiana (GE2).
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Ainda no escopo da analise multivariada, foi realizada uma nova abordagem utilizando
a necessidade de reoperagdo como variavel de efeito fixo, além da inclusdo de idade, género
e localizacdo anatdbmica como potenciais fatores de confusdo. No total, 16 pacientes
precisaram ser submetidos a reoperagao, sendo 15 do grupo caso e apenas um do grupo
controle, selecionado no pareamento mais abrangente, devido ao prolapso da ileostomia. Dois
dos pacientes do grupo caso que passaram por reoperagao nao tiveram amostras coletadas,
resultando em um total de 14 pacientes avaliados nesta andlise. Onde todos os pacientes apds
terapia antimicrobiana apresentaram como marcador de abundancia diferencial a espécie

Parvimonas micra e o género Parvimonas (Figura 9).

Figura 9: Taxons diferencialmente abundantes em pacientes que necessitaram reintervencao
cirargica ap6s terapia antimicrobiana (GE2).

p=0,0005 p=0,0005
q=0,175 qu=0,227
54 51
o
w41 B 4
£ E
a
g g
34 o G 31
& . — E N
8 &
af o o B i
21 “-..; iy | 21 7
r ) e
8 .
ea” o
11 14
L Lo ooy D 0
T T T T
23 B Ll W

Conforme discutido anteriormente, Parvimonas micra vem sendo associada a
patogénese do cancer colorretal. No entanto, tanto a espécie quanto o género Pavimonas vem
sendo mais explorados nos Ultimos anos, com um ndamero crescente de estudos mencionando
esses taxons. Parvimonas micra é um organismo anaerdbico e gram-positivo, anteriormente
conhecido como Peptostreptococcus micros e Micromonas micros, tendo sido reclassificado
com seu nome atual em 2006 (Tindall e Euzéby 2006). O género Parvimonas é atualmente
composto apenas por duas espécies formalmente descritas, Parvimonas micra e P. parva, além

de cepas ainda ndo classificadas a nivel de espécie, referidas como Parvimonas sp. (NCBI



87

2025). Essa espécie é caracteristica da microbiota oral, sendo um agente bem conhecido na
etiologia da periodontite (Denes e Barraud 2016). Fora da cavidade oral, ha poucos relatos
relacionando essa espécie a patogénese de outras doencas, mas existem descricdes do
envolvimento de P. micra em casos de espondilodiscite, artrite séptica, abscessos de iliopsoas,
osteomielite vertebral, endocardite e meningite (Bohra, Cwian e Peyton 2018; Ho et al. 2018;
Ko et al. 2015; Pilmis et al. 2015; Sawai et al. 2019; Saishoji, Mori e Izumi 2024; Stoll et al.
1996; Uemura et al. 2014).

P. micra e F. nucleatum sdo frequentemente encontradas em maior abundancia em
pacientes com cancer colorretal e periodontite, apresentando capacidade de transloca¢do
para o intestino (Horiuchi et al. 2020), possivelmente em associacdo com o uso de inibidores
de bomba de prétons (uma das drogas mais usadas na atualidade) (Bavishi e Dupont 2011;
Jackson et al. 2016). A coexisténcia dessas espécies levou a investigacdo de suas interagdes,
onde foi demonstrado que P. micra tem capacidade formar biofilmes em sinergia com F.
nucleatum em lesGes orais podendo influenciar na coloniza¢do dessas espécies (Horiuchi et al.

2020).

A capacidade de formacdo de biofilmes por essas espécies, associada a sua
transloca¢do para o intestino, reforca a hipdtese de que estas possam de fato compor a
microbiota intestinal em estados inflamatérios ou disbidticos. Considerando que infec¢oes
odontolégicas e procedimentos dentarios prévios a cirurgia colorretal s3ao eventos
relativamente comuns, e muitas vezes subvalorizados na pratica clinica, torna-se fundamental

investigar mais profundamente esta relagao.

Contudo, embora a coleta 1 tenha apresentado maior nimero de espécies e géneros
com diferengas aparentes de abundancia diferencial, apenas na coleta 2 foram identificados
taxons diferencialmente abundantes apds corre¢ao FDR. Esse resultado pode ser atribuido ao
impacto da antibioticoterapia, que reduz a diversidade global e uniformiza a microbiota,
revelando padrdes de associagdo mais consistentes entre grupos. Além disso, é possivel que
os taxons identificados na coleta 2 reflitam a sele¢do de microrganismos com mecanismos de
resisténcia antimicrobiana, fazendo com que persistam e até possam se expandir em um

ambiente disbiodtico.

Como mencionado, os farmacos com acdo antibidtica utilizados na profilaxia dos

pacientes deste estudo foram metronidazol e neomicina. O metronidazol é um anti-infeccioso
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da familia dos nitro-5-imidazéis, que apresenta espectro de atividade antimicrobiana que
abrange exclusivamente microrganismos anaerdbios. Esse farmaco é metabolizado no figado
por oxidacdo, originando principalmente o metabdlito alcodlico com cerca de 30% da atividade
bactericida do composto original e o metabdlito acido com 5% de atividade bactericida.
Espécies habitualmente sensiveis (mais do que 90% das cepas da espécie sdo sensiveis):
Peptostreptococcus, Clostridium perfringens, Clostridium_difficile, Clostridium sp, Bacteroides
sp, Bacteroides fragilis, Prevotella, Fusobacterium, Veillonella. Espécies com sensibilidade
varidvel: Bifidobacterium, Eubacterium. Espécies habitualmente resistentes (pelo menos 50%
das cepas da espécie sao resistentes): Propionibacterium, Actinomyces, Mobiluncus. Atividade
antiparasitaria: Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis, Giardia intestinalis (Neo

Quimica 2025).

A neomicina é um antibiético do grupo dos aminoglicosideos, que tem acdo
principalmente contra bactérias aerdbias gram-negativas. Seu mecanismo baseia-se na
inibicdo da sintese proteica bacteriana por meio da ligacao a subunidade 30S do ribossomo,
resultando em erros na traducdo e morte celular (Kotra, Haddad e Mobashery 2000). Quando
administrada por via oral, apresenta absorcdo sistémica minima, o que a torna
particularmente eficaz para atuacdo local no trato gastrointestinal. Essa caracteristica é
explorada tanto no preparo pré-operatdrio de célon quanto no manejo da encefalopatia
hepatica, pela sua capacidade de reduzir a carga de bactérias produtoras de amoénia (Veirup e
Kyriakopoulos 2025; Waksman, Lechevalier e Harris 1949). Espécies habitualmente sensiveis:
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus. Espécies com
sensibilidade varidvel: Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella, Salmonella spp., Shigella spp..
Espécies habitualmente resistentes: Bacillus subtilis, Clostridium spp., Bacteroides
spp. (Waksman e Lechevalier 1949).

Ao analisar especificamente as espécies e géneros identificados como sensiveis aos
antimicrobianos utilizados na profilaxia, observa-se na Tabela 17 que apds a administragdo dos
farmacos, os individuos do grupo que desenvolveu fistula apresentaram relativa estabilidade
na abundancia relativa desses tdxons, mesmo entre aqueles com alta sensibilidade conhecida.

Em contraste, o grupo controle apresentou uma reducdo significativa desses microrganismos.
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Tabela 17: Perfil microbioldgico de tdxons suscetiveis a profilaxia antimicrobiana com
neomicina e metronidazol (GE2).

Neomicina Caso Valordep Controle Valordep Sensibilidade
Enterococcus_faecalis 0,0001 0,539 0,0001 0,425 Alta
Escherichia_coli 0,0195 0,409 0,0380 0,135 Alta
Staphylococcus_aureus 0,0049 0,017 0,0007 <0,001 Alta
Klebsiella 0,0003 0,278 0,0039 0,187 Variavel
Metronidazol

Clostridium_sp._SY8519 0,0002 0,133 0,0002 0,012 Alta
Clostridium_perfringens 0,00004 0,261 0,00005 0,196 Alta
Clostridioides_difficile 0,0030 0,244 0,0037 0,008 Alta
Prevotella 0,0002 0,299 0,0002 0,002 Alta
Fusobacterium 0,00007 0,409 0,00004 0,019 Alta
Veillonella 0,0027 0,439 0,0011 0,003 Alta
Bacteroides_fragilis 0,0040 0,086 0,0043 <0,001 Alta
Bifidobacterium 0,0085 0,916 0,0110 0,143 Variavel
Eubacterium 0,0015 0,657 0,0009 0,047 Variavel

A espécie Staphylococcus aureus, reconhecida por sua resisténcia intrinseca a diversos
antimicrobianos, foi detectada em ambos os grupos. No entanto, sua abundancia foi
significativamente maior entre os casos na coleta 1 (p=0,017), com tendéncia a significancia
também na coleta 2 (p=0,062). Apenas nos casos o género Veillonella, demonstrou
comportamento de resisténcia, sendo associado positivamente em individuos que praticam
atividade fisica vigorosa (Manor et al. 2020).

Notamos também que o padrdo de resposta a neomicina foi semelhante entre os
grupos, sugerindo um efeito mais uniforme desse antimicrobiano. Por outro lado, o
metronidazol apresentou eficacia bastante distinta, com impacto mais pronunciado no grupo
controle, sugerindo uma resposta menos uniforme entre os grupos.

Esses achados reforgam indicios de que o grupo caso pode abrigar microrganismos com
mecanismos de resisténcia antimicrobiana, os quais poderiam ter contribuido para a
manutencdo da composicao microbiana mesmo apds a profilaxia. A partir dessa observacao,
aprofundamos a investigacdo sobre genes relacionados a resisténcia antimicrobiana,
conforme apresentado na secdo 4.2.4

Devido a auséncia de dados funcionais derivados do sequenciamento metagenémico,
como a anotacdo de genes diretamente associados a atividade colagenolitica, optamos por

uma abordagem preliminar baseada na presenca de espécies bacterianas com potencial
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colagenolitico previamente descritas na literatura. Para essa triagem, utilizamos dois estudos
conduzidos pelo mesmo grupo de pesquisa: um artigo de revisdo sistemdtica que sumariza
evidéncias clinicas de bactérias produtoras de colagenase em casos de fistula anastomotica
em humanos (Jgrgensen et al. 2024), e um estudo observacional que comparou o microbioma
fecal basal de pacientes com e sem fistula apds cirurgia de cancer colorretal. Essa estratégia
permitiu identificar espécies com potencial implicagdo clinica, ainda que sem confirmacgao
direta da expressao de enzimas colagenoliticas nas amostras analisadas.

Ao comparar o conjunto de espécies identificadas em ambos os artigos, observou-se
que o padrdo de distribuicdo entre as amostras e os momentos de coleta foi distinto entre os

grupos, conforme ilustrado na Figura 10.

Figura 10: Distribuicdo das espécies bacterianas com potencial para producdo de colagenases
entre os grupos casos e controles do GE2.
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no momento 1; C2-Co: amostras do grupo controle coletadas no momento 2; C2-Ca: amostras do grupo caso
coletadas no momento 2

No entanto, no primeiro momento de coleta, apenas duas espécies apresentaram
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos: Bacteroides thetaiotaomicron

(p=0,015) com maior abundancia no grupo controle e Staphylococcus aureus (p=0,019) no

grupo caso. E apenas outras duas espécies demonstraram tendéncia de significancia (Figura
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11), com P. micra mais abundante no grupo caso e Porphyromonas gingivalis no grupo
controle.

J4 no segundo momento de coleta, apenas P. micra apresentou diferenca significativa
(p=0,028), enquanto outras trés espécies indicaram tendéncia estatistica, onde para a espécie
Staphylococcus aureus (p=0,062), ao remover uma amostra do grupo controle (F-0144),
considerada um outlier, o valor estatistico foi reduzido para p=0,046, atingindo significancia.

Apenas a espécie Klebsiella pneumoniae apresentou maior abundancia no grupo controle.

Figura 11: Espécies bacterianas com potencial para producao de colagenases do GE2.
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Dando continuidade a investigacdo, a proxima etapa da andlise concentrou-se nos
géneros bacterianos previamente identificados no artigo de revisdo sistematica como
potenciais produtores de colagenase, visando maior robustez e confiabilidade aos achados
para a identificacdo de padrdes microbioldgicos com possivel implicacdo na fisiopatologia das
fistulas.

Nessa etapa, os géneros Proteus, Enterobacter e Pseudomonas apresentaram
frequéncia inferior a 75% de ocorréncia nas amostras, o que compromete sua robustez como

indicadores microbioldgicos. Entre os demais sete géneros avaliados, apenas Klebsiella
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demonstrou valor significativo limitrofe (p=0,050) com maior abundancia no grupo controle,

enquanto os demais ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos comparados.

Esses achados estado ilustrados na Figura 12.

Figura 12: Géneros bacterianos com potencial para producdo de colagenases do GE2.
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espécies bacterianas com potencial colagenolitico,

demonstrou diferencas modestas entre os grupos avaliados. Ainda que algumas espécies,

como S. aureus e P. micra, tenham apresentado maior abundancia no grupo com fistula, os

achados foram pontuais e, em sua maioria, ndo atingiram significancia estatistica robusta. A

predominancia de Klebsiella pneumoniae no grupo controle e a auséncia de diferencas

significativas para a maioria dos géneros analisados sugerem que, embora a presenca de

bactérias produtoras de colagenase possa contribuir para a fisiopatologia das fistulas, essa

associacdo ndo pode ser confirmada de forma consistente com os dados disponiveis. Tais

resultados reforcam a necessidade de analises funcionais complementares, incluindo
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avaliacdo de expressao génica ou atividade enzimatica, para validar o papel dessas bactérias

no desenvolvimento das fistulas.

Considerando a auséncia de consenso na literatura sobre o papel benéfico ou
patogénico de taxons especificos no desenvolvimento de fistulas anastomaticas, optamos por
analisar a composi¢cdo da microbiota com base na presenga e auséncia de taxons exclusivos
em cada grupo, dentre os 10 mais abundantes selecionados acima. A presenca de
determinados tdxons apenas no grupo controle foi interpretada como potencialmente
protetora (verde), enquanto sua exclusividade no grupo caso foi considerada indicativa de
possivel efeito patogénico (roxo) (Tabela 18). Taxons que se repetiram entre os grupos foram

excluidos.

Tabela 18: Perfil exclusivo de tdxons no grupo caso ou controle (GE2).

Filo Classe Ordem Familia Género Espécies
Bacteroides fragilis
Bacteroides Bacteroides ovatus
Bacteroidaceae
Bacteroides s
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales P
Phocaeicola Phocaeicola dorei
Rikenellaceae Alistipes Alistipes shahii
Odoribacteraceae =~ -—-—-- -
Negativicutes*  Acidaminococcales* Acidaminococcaceae** -------  ceeeee
Lactobacillales Streptococcaceae - emeeeee
Bacilli
Firmicutes Bacillales* Staphylococcaceae* = - eeemees
Anaerostipes Anaerostipes hadrus
Clostridiales Lachnospiraceae
Clostridia Lachnospira Lachnospira eligens
Coriobacteriales Coriobacteriaceae Collinsella Collinsella aerofaciens

Superior no grupo caso: * p<0,05; ** p<0,006.
Em verde, a presenca de determinados tdxons apenas no grupo controle foi interpretada como potencialmente protetora e em roxo, a presenga
exclusiva no grupo caso foi considerada indicativa de possivel efeito patogénico.

No género Bacteroides foram identificadas 3 espécies, onde duas com possivel
potencial benéfico e um patogénico, corroborando possiveis divergéncias na literatura quanto
ao género Bacteroides (Arumugam et al. 2011; Koren et al. 2013; Palmisano et al. 2020; van
Praagh et al. 2019). O género Phocaeicola por sua vez, ja havia sido identificado como mais
frequente em pacientes sem FA (Lehr et al. 2024).

Esses achados estdo em concordancia com estudos prévios em humanos que

observaram maior abundancia da familia Lachnospiraceae em pacientes que evoluiram com

fistula (Shi et al. 2022; Shogan et al. 2014; Van Praagh et al. 2019).
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A maior abundancia da ordem Bacillales, seguido da elevagdo significativa na familia
Staphylococcaceae reforga evidéncias anteriores que associaram o género Staphylococcus ao
desfecho de fistula (Harrel et al. 2012).

A intransponibilidade durante a colonoscopia foi mais frequente no grupo caso, o que
poderia, em teoria, influenciar o perfil bacteriano intestinal devido a fatores como preparo
inadequado ou estase/retencdo fecal. Contudo, ao avaliar o numero de amostras
sequenciadas, a distribuicdo entre os grupos foi semelhante (coleta 1: quatro casos e trés
controles; coleta 2: sete casos e oito controles) o que reduz a probabilidade de que esse fator
tenha gerado um viés relevante na comparacao dos grupos. Ainda assim, por se tratar de uma
condigao capaz de modificar o microambiente intestinal e a representatividade das amostras,
a intransponibilidade deve ser considerada uma potencial fonte de variacdo biolégica e

técnica, cuja influéncia ndo pode ser completamente descartada.

4.2.4 ANALISE DE GENES DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA (AMRs)

Na analise do perfil de resisténcia a antibiéticos, identificamos 1.711 genes distribuidos
em 305 familias, 37 classes terapéuticas e 29 grupos farmacolégicos. Esses genes estavam
associados a sete mecanismos de resisténcia: efluxo de antibiético, inativacdo do antibiético,
alteracdo do alvo do antibidtico, protecdo do alvo do antibidtico, substituicio do alvo do

antibidtico, aquisicao dependente do hospedeiro e permeabilidade reduzida do antibidtico.

Na busca por identificar padrdes de agrupamento ou separagao entre as amostras, foi
realizada uma analise de dissimilaridade utilizando o indice de Jaccard (Bray e Curtis 1957;
Magurran 2004; Lance e Williams 1967), que avalia diferencas qualitativas com base apenas
na presenca ou auséncia de genes, independentemente da sua abundancia. A visualizacdo
dessas diferencas foi feita por meio do Escalonamento Multidimensional Nao-Métrico
(NMDS).

Na andlise de dissimilaridade, ndo encontramos diferencas significativas entre os
grupos quando analisamos os perfis de resisténcia a partir da presenca ou auséncia de genes
individuais. Esse mesmo padrdo foi observado ao se avaliar separadamente a presenca ou
auséncia quando os genes foram agrupados em familia, classes terapéuticas, grupos

farmacolégicos, conforme Figura 13. Adicionalmente, para as varidveis familia de genes,
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classes terapéuticas e grupos farmacolégicos, também testamos uma abordagem agrupada,
classificando os perfis como multifamilia ou multiclasse, de acordo com a diversidade de
categorias identificadas em cada amostra. No entanto, mesmo com essa estratégia, ndo
observamos diferengas estatisticamente significativas nem tendéncias claras de separagao
entre os grupos. Esses resultados indicam que os grupos caso e controle apresentaram perfis

de resisténcia antimicrobiana globalmente semelhantes.

Figura 13: Analise de dissimilaridade entre os grupos caso e controle do GE2.
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Legenda: O teste ndo paramétrico ANOSIM foi utilizado para avaliar a similaridade entre as amostras, e
PERMANOVA para coeficiente de correlagdo. A diferenca foi considerada estatisticamente significativa quando p
<0,05.

Ao analisarmos individualmente cada amostra (Figura 14), observamos uma
distribuicdo esparsa e heterogénea dos genes de resisténcia entre os grupos avaliados, sem
evidéncia de um padrdo claro de enriquecimento no grupo caso, como inicialmente esperado.
Essa mesma tendéncia foi mantida mesmo apds o agrupamento dos genes por familias, classes
terapéuticas e grupos farmacoldgicos, inclusive quando essas categorias foram consolidadas
em multifamilias ou multiclasse. Da mesma forma, o padrao também se repetiu ao avaliarmos

0s mecanismos de resisténcia.
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Figura 14: Distribuicdo dos genes de resisténcia antimicrobianos por amostra (GE2).
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Para a andlise de abundancia relativa, a amostra F-0867 (GE2-Co) precisou ser excluida
devido a presenca de valores extremamente elevados, que destoavam do restante do conjunto
de dados. De modo geral, observou-se que a maioria dos genes apresentou baixa abundancia
relativa, com poucos casos isolados de abundancia mais acentuada. Esse mesmo padrao se
manteve mesmo apds o agrupamento dos genes em familias, classes terapéuticas, grupos

farmacoldgicos e mecanismos de resisténcia (Figura 15).
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Figura 15: Abundancia relativa dos genes de resisténcia antimicrobianos distribuidos por
amostra (GE2).
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Legenda: A: familia de genes; B: classe terapéutica; C: mecanismos de resisténcia

Apesar da ampla diversidade de genes identificados, poucos apresentaram distribuicao
homogénea dentro dos grupos (Cl1-Ca, C1-Co, C2-Ca, C2-Co), sendo observados
majoritariamente de forma pontual. A Tabela 19 apresenta os genes detectados em mais de
75% das amostras de cada grupo. No entanto, na segunda coleta, nenhum gene atingiu

frequéncia superior a 85%. Nao foi identificada diferenga estatisticamente significativa na
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abundancia relativa dos genes entre os grupos, apenas uma tendéncia a maior abundancia do

gene tet(W/N/W) no grupo controle.

Tabela 19: Abundancia relativa dos genes de resisténcia antimicrobiana (GE2). O teste nao
paramétrico Wilcoxon foi utilizado para verificar a existéncia de diferenca com significado
estatistico entre os grupos quando p < 0,05.

Coleta 1
Gene Caso Controle  Valordep
APH(3")-llla 0,073* 0,019 0,928
B. adolescentis rpoB 0,010 0,007 0,162
B. bifidum ileS 0,004 0,003* 0,273
C. coli 0,038 0,020 0,132
CblA-1 0,018 0,015 0,712
dfrF 0,027 0,030 0,991
ErmB 0,016 0,011 0,308
ErmF 0,083 0,067 0,796
ErmG 0,023* 0,027 0,946
InuC 0,022 0,024 0,187
Mef(En2) 0,029 0,039 0,215
mel 0,026 0,017 0,627
tet(32) 0,006 0,015 0,261
tet(40) 0,029 0,018 0,012
tet(M) 0,009 0,005 0,735
tet(0) 0,079 0,067 0,727
tet(0/32/0) 0,002 0,003 0,909
tet(0O/M/0) 0,007 0,006 0,603
tet(O/W/32/0) 0,005 0,005 0,829
tet(Q) 0,212 0,167 0,384
tet(W) 0,060 0,068 0,837
tet(W/32/0) 0,003 0,004 0,458
tet(W/N/W) 0,003 0,005 0,091
Coleta 2
Gene Caso Controle  Valordep
APH(3')-llla 0,042 0,059* 0,942
B. adolescentis rpoB 0,040 0,018 0,842
tet(40) 0,036 0,024* 0,932
tet(0) 0,043 0,064* 0,754
tet(Q) 0,083 0,077 1,000
tet(W) 0,053 0,063* 0,309

*Gene presente em menos de 75% das amostras

Os genes responsdveis por codificar enzimas que modificam aminoglicosideos
geralmente estdo presentes em plasmideos, facilitando sua disseminacdo entre diferentes
células bacterianas. Muitos desses genes também estdo inseridos em elementos genéticos

moveis, como transposons e integrons, favorecendo sua rdpida propagacdo em nivel
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molecular e contribuindo para a disseminacdo da resisténcia antimicrobiana (Ahmed e
Shimamoto 2004; Mingeot-Leclercq, Glupczynski e Tulkens 1999). A literatura cientifica
descreve diversas variantes génicas associadas a aquisicdo de resisténcia a esse grupo, onde
os principais mecanismo de resisténcia aos aminoglicosideos envolvem a produc¢ao de enzimas
modificadoras, classificadas em trés grupos funcionais principais: acetiltransferases (AAC),
com as variantes AAC(1), AAC(2’), AAC(3) e AAC(6°); nucleotidiltransferases ou
adeniltransferases (ANT), com as variantes ANT(2”), ANT(3”), ANT(4’), ANT(6) e ANT(9); e
fosfotransferases (APH), com as variantes APH(2”), APH(3’), APH(3”), APH(4), APH(6), APH(7")
e APH(9) (Gad, Mohamed e Ashour 2011; Magnet e Blanchard 2005; Ramirez e Tolmansky
2010; Shaw et al. 1993; Wright 1999; Wright 2005). No entanto, diversos outros mecanismos
também tém sido descritos, entre eles a enzima bifuncional AAC(6°)-APH(2”) que confere um
espectro de resisténcia devido sua capacidade de acetilar e fosforilar substratos (Kotra,
Haddad e Mobashery 2000; Shaw et al. 1993), a presenc¢a de metiltransferases de 16S rRNA,
gue promovem metilacdo do sitio-alvo ribossomal impedindo a ligacdo dos aminoglicosideos
e a superexpressao de bombas de efluxo, que reduzem a concentracao intracelular do
antibidtico, contribuindo para niveis elevados de resisténcia (Gopalakrishnan et al. 2018;

Wangkheimayum et al. 2020).

Nos nitroimidazois a resisténcia geralmente resulta da atividade da enzima
nitroimidazol redutase, que catalisa a conversdo de 4- ou 5-nitroimidazol em 4- ou 5-
aminoimidazol, impedindo a formacdo da forma ativa do metronidazol (Leiros et al. 2004;
Reysset 1996). O gene nim (variantes de A a G), responsavel pela codificacdo dessa enzima,
tem sido identificado tanto em elementos cromossémicos quanto em plasmideos (Lofmark et
al. 2005; Veloo et al. 2018). No entanto, a resisténcia ao metronidazol também pode resultar
da combinacdo de diversos outros fatores e genes, como mutacdo nos genes rdxA, frdX, recA
que codifica uma oxidorredutase envolvida na ativacdo do metronidazol (Goodwin et al. 1998;
Marais et al. 2003; Pumbwe, Skilbeck e Wexler 2007; Sebaihia et al. 2006; Sevillano et al.
2023).

Com a distribuicdo esparsa dos genes identificados e da elevada diversidade de genes
com potencial impacto sobre a acdo antibidtica, avaliamos as classes terapéuticas visando
distinguir a resisténcia aos farmacos usados na profilaxia pré-cirdrgica, porém o padrao entre
0s grupos permaneceu muito semelhante. Entre os pacientes que desenvolveram fistula

(coleta 2), 83,3% apresentaram genes de resisténcia a aminoglicosideos e/ou nitroimidazdis,
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isoladamente ou em associagdo com outras classes, enquanto no grupo controle, essa
proporgao foi de 82,3%, com nenhuma classe farmacolégica se destacando estatisticamente
entre os grupos. De modo consistente, ao examinarmos 0s mecanismos de resisténcia, o
mesmo comportamento foi observado, sendo o mecanismo de efluxo de antibiéticos o mais
comum, encontrado em 100% dos pacientes do grupo caso e em 96,8% dos pacientes do grupo

controle.

Contudo, os achados revelam perfis de resisténcia semelhantes, sugerindo que a
pressdo seletiva e a dindmica de disseminacdo génica nao diferenciam os grupos estudados.
No entanto, os resultados anteriores demonstraram uma reducdo significativa de bactérias
sensiveis ao metronidazol apenas no grupo controle, além da presenca diferencial de P. micra
no grupo caso, uma espécie sensivel ao metronidazol (Badr et al. 2020; Brazier et al. 2008;
Murdoch 1998). Esse contraste entre os dados de resisténcia genotipica e os achados da
composicao bacteriana sugere que fatores adicionais podem ter influenciado a resposta ao
antibidtico.

A complexidade envolvida entre a administracdo de uma dose e o alcance do efeito
terapéutico desejado, reforca a importancia de uma abordagem personalizada na
farmacoterapia, uma vez que diversos fatores podem corroborar alteragdes na

farmacocinética e farmacodinamica afetando tanto sua eficacia quanto sua seguranca clinica.

Com os avancos tecnoldgicos, diferentes areas do conhecimento vém sendo
aprofundadas, permitindo uma melhor compreensao desses fatores. A farmacogenética, por
exemplo, busca prever a resposta individual a determinados farmacos com base em variantes
genéticas, permitindo antecipar se um paciente é capaz de metabolizar um medicamento de
forma eficaz para alcancar o efeito terapéutico desejado (Persidis, 1998). Um estudo
conduzido por Spear et al. (2001) revelou que as taxas de resposta variaram entre 50% e 75%,
sugerindo que uma parcela considerdvel dos pacientes pode nao se beneficiar plenamente do
tratamento, mesmo na auséncia de genes classicos de resisténcia. Nesse estudo, os inibidores
seletivos da ciclooxigenase-2 (COX-2) apresentaram a maior taxa de resposta (até 80%),
enguanto os agentes quimioterapicos tiveram desempenho mais limitado, com apenas 25%

de eficacia.

Outra varidvel importante a ser considerada, é a farmacomicrobidomica, uma area

emergente criada ha pouco mais de uma década, dedicada a compreender como a microbiota



102

influencia a resposta a medicamentos, uma vez que a microbiota intestinal é capaz de alterar
a farmacocinética (alteragbes na absorcao, distribuicdo, metabolismo, excre¢do e dinamica da
concentracdo plasmatica do medicamento) e a farmacodinamica (alteracdes nos alvos do
medicamento ou nas vias bioldgicas) resultando em suscetibilidade diferencial de cada
organismo aos efeitos farmacoldgicos de diferentes farmacos (Caballero-Flores, Pickard e

Nunez 2023; Saad, Rizkallah e Aziz 2012).

Zimmermann et al. (2019) demonstraram que aproximadamente dois ter¢os dos
medicamentos administrados por via oral (176 de 271) sofreram modificacbes quimicas
promovidas por pelo menos uma cepa bacteriana, sendo que uma Unica cepa foi capaz de
metabolizar, em média, 40 farmacos (variando de 11 a 95). O estudo também identificou
enzimas bacterianas especificas associadas a modificagdo de medicamentos e demonstrou
que, ao serem transferidas para camundongos, essas enzimas alteraram de forma significativa
o metabolismo intestinal e sistémico dos farmacos. A produgdo ou manipulagao de enzimas
alterando a acdo de medicamentos ja vem sendo amplamente discutido, uma vez que esse
mecanismo de resisténcia permite que bactérias resistentes e sensiveis sobrevivam em co-
culturas (Hayase e Jenq 2021; Hancock, Nijnik e Philpott 2012; Peng et al. 2021, Piewngam et
al. 2019; Yurtsev et al. 2009).

Além disso e dos diversos mecanismos de resisténcia descritos, como a aquisicdo de
genes de resisténcia, muta¢des no DNA bacteriano e modificacdes nos receptores de ligacao
ou ligacdo inespecifica, também sabemos que a microbiota é capaz de mobilizar altera¢des no
sistema imunoldgico e na barreira mucosa intestinal (Davar et al. 2021; Hancock, Nijnik e
Philpott 2012; Kliinemann et al. 2021; Koppel et al. 2017; Li et al. 2022; Liu et al. 2021; Lu et
al. 2022b; McCulloch et al. 2022; Munier et al. 2015; Takiishi, Fenero e Camara 2017; Ting, Lau
e Yu 2022).

Paralelamente as abordagens mais recentes, fatores fisioldgicos classicos, como o
tempo de esvaziamento gdstrico, presenca de inflamacdo intestinal e interacdes
medicamentosas ou com alimentos também podem impactar a biodisponibilidade de
medicamentos (Alrubia et al, 2022; Bukowska et al. 2025; Hatton et al. 2029; Kambayashi e
Shirasaka 2023; Riley et al. 1992; Stillhart et al. 2020; Wang et al. 2025), assim como fatores
externos ao paciente, como diferentes formula¢des e até mesmo a equivaléncia farmacéutica

entre medicamentos de referéncia e genéricos, que podem apresentar variagdes na
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biodisponibilidade do farmaco entre 80% e 125%, dentro de um intervalo de confianca de 90%
(Brasil, 2022).

As diferencas na resposta aos antibidticos entre os grupos analisados podem refletir
uma acdo multifatorial, resultante da interacdo entre varidveis genéticas, microbianas,
imunoldgicas, fisiolégicas e farmacotécnicas. Dentre os desafios adicionais a eficacia
terapéutica, vale ressaltar que a presenca de bactérias com capacidade de formacdo de
biofilmes, pode comprometer a difusdao do farmaco ao restringir o fluxo de fluidos e ampliar
as distancias de difusdo dentro da matriz extracelular. A combinacdo de alta densidade celular
e substancias poliméricas extracelulares tende a dificultar o transporte convectivo e favorecer
o predominio de mecanismos difusivos mais lentos (Cucarella et al. 2002; de Beer, Stoodley e
Lewandowski 1997; Stewart 2003; Stoodley, de Beer e Lewandowski 1994; Tytgat et al. 2019).
Além disso, embora a presenca de alimentos nao afete a absorc¢do total do metronidazol, pode
reduzir sua concentracdo plasmatica maxima (Cmax) e retardar o tempo para atingi-la (FDA
2010; Zhang et al. 2014), o que pode reduzir o pico de concentracao do farmaco ou deslocar
sua janela terapéutica, limitando o farmaco atingir sua concentragao inibitéria minima (CIM)
(0,1 a 8 ug/mL) (Badr et al. 2020; Lamp et al. 1999; FDA 2010).

Considerando a complexa interacdo entre fatores genéticos, microbianos,
farmacolégicos e ambientais que modulam a resposta a antimicrobianos, a identificacdo de
marcadores que sinalizem ineficacia terapéutica é estratégica. Quando incorporados a pratica
clinica, esses marcadores podem orientar diretrizes personalizadas — sobretudo em janelas

terapéuticas criticas — favorecendo regimes mais precisos e melhor ajuste de dose e efeito.
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5 CONCLUSAO

Nossas anadlises clinicas e epidemioldgicas mostraram uma associagdo significativa
entre ocorréncia de fistula anastomotica e fatores como tabagismo, intransponibilidade a
colonoscopia pré-operatéria e localizagdo anatémica do procedimento. Embora a maioria das
comorbidades e varidveis nutricionais ndo tenha apresentado correlagdo estatistica robusta,
observou-se uma tendéncia a maior prevaléncia de fistula nos pacientes com menor consumo

de fibras, indicando possiveis influéncias contextuais e dietéticas que merecem investigacao.

A auséncia de redugdo na quantidade de sequencias que mapeiam em genomas
bacterianos entre as coletas 1 e 2 no grupo caso sugere a presenca de bactérias resistentes/
ineficiéncia dos antibidticos possam propiciar o surgimento de fistulas anastomdticas. Como
evento similar foi observado com virus em nosso estudo, é possivel que estes sejam
bacteridfagos que dependam de bactérias para sua multiplicacdo e, com a reducado destas eles
apresentem uma queda de abundancia proporcional a este efeito. No entanto, a classificacao

taxonomica destes virus ainda nado foi avaliada.

A profilaxia combinada com neomicina e metronidazol reduziu significativamente a
diversidade alfa no grupo controle, enquanto se manteve estavel nos pacientes com fistula,
sugerindo um papel da terapia antimicrobiana, talvez menos efetiva nos casos com FAs.
Embora a diversidade beta global nao tenha revelado distingdes marcantes, o indice Canberra
apontou diferencas associadas a taxons raros, reforcando o potencial papel desses
microrganismos na evolugao clinica.

A analise integrada da composi¢cao microbiana e abundancia relativa evidenciou
padroes heterogéneos entre os grupos, com destaque para espécies anaerdbias orais como
Parvimonas micra e Fusobacterium nucleatum, além de taxons da classe Tissierellia e
Negativicutes, mais prevalentes nos casos, especialmente apds a antibioticoterapia. A
abordagem multivariada com controle de varidveis de confusdo, reforcou a espécie
Parvimonas micra e o género Parvimonas como possiveis biomarcadores neste desfecho.

A persisténcia de microrganismos reconhecidamente sensiveis ao metronidazol nos
casos, em contraste com sua deplecdo significativa nos controles, aponta para a possivel
presenca de mecanismos de resisténcia antimicrobiana. No entanto, apesar da ampla

diversidade de genes de resisténcia identificados, diferencas significativas neste sentido, tanto
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em termos de presenca, quanto abundancia ou agrupamentos funcionais, ndo foram
encontradas. A andlise de dissimilaridade também nao revelou padrdes consistentes entre os
grupos. Esses achados reforcam a hipdtese de que a resposta clinica a antibioticoterapia é
modulada por multiplos fatores além dos genes classicos de resisténcia, como a formagao de

biofilmes, o metabolismo bacteriano de fdrmacos e variacdes farmacocinéticas individuais.

Diante disso, reforca-se a necessidade de abordagens terapéuticas mais
individualizadas, que integrem tanto os perfis genéticos quanto funcionais da microbiota, com
o objetivo de orientar regimes antimicrobianos mais eficazes. Destaca-se ainda o potencial
beneficio do rastreamento de procedimentos odontoldgicos pré-operatdrios, além do papel
de inibidores de bombas de préton, dada a possivel translocacdo de microrganismos orais. Por
fim, ressalta-se a importancia de estudos com maior poder amostral e analises funcionais
complementares para aprofundar a compreensao desses mecanismos e embasar praticas

clinicas mais precisas.
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Riscos =] Beneficios" faram retiradas do documentao
"PE_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1785543.pdl*, gerado pela Plataforma Brasil em
07/0Ti2021.

Rasuma:

Cancer colorretal (GRGC) é o terceira tipo de cancer mais frequenta e a segunda maior causa de morte por
cancer no mundo. Estima-se gua com a tendéncia ao envelhacimanto da populagdo a taxa de incidéncia
global anual aumente aproximadamentle B0% nas proximas duas décadas. Os pacientes tratados
cirurgicamanta para CRC, durants o pas-operaldrio — usualmente na primeira samana - pedem desenvalver
fistulas anastomaticas (FA). O surgimento das FAs leva a um pior prognésticos para pacientes de cancer
colorratal ressecados, aumantandoe as laxas de morbidade & mortalidada. As principais complicagdes da
ocorréncia de fislulas sdo desnulrigio, desequilibrio eletrolitico & sepse, responsavel por 1/3 dos dbitos
associados a pacientes com cancer colorretal ressecados. Este destecho clinico impacta também o tempo
de internagdo dos pacientes, devido a maior quantidada de procedimantos e terapias necessarias, elevando
o cuslo hospitalar em alé 10
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wazes. Pacientes que desarvolvem fistulas também poder ter a confinuidade do seu fralamenio impactada,
com atraso nas sassbes de quimiclerapia adjuvanta. Os falores de risco para o desarvaolvimento de fistulas
ainda ndo astdo esclarecidos, sendo possivel encontrar diversos dados conflitantes na literatura.
Alualmente, diversas doencas tém sido associadas a alleragdes na microbicta intestinal, elemento que pode
ter um impacto coma potancial ferramenta preditiva no desenvolvimento das fistulas. Sabeando-se que
bactérias podem influenciar a inflamagdc e a resposta a recuperagdo cirlrgica, avaliaremos diferengas na
micrabicta entre pacientes com cancer colorratal que lenham ou ndo desanvolvido fistulas. Especificamente,
a microbiota sera avaliada por ferramentas de saquanciamento NGS (165 e sholgun) a partir de amaosiras
de liguide periteneal, amostras de fezes anles e apds tratamento com antibidticos, além da microbicta
presania na pega ressecada. Deste modo, buscaremas contribuir na compreansio e prevengao da
ocorréncia deste desfecho.

CAUSUISTICA

Alualmente, a astimativa de cdncer colorratal no mundo & de cerca de 1.2 milhas de noves casos, dos quais
aproximadamente &00.000 pacientes irdo a obito (KAMIERCZAK-SIEDLECKA et al. 2020). Segundo o
Institute Macional de Cancer (INGA) no Brasil, em 2020, foram estimados 40.990 casos, sendo 20.520
homens & 20.470 mulheras, seguidos de 19.803 mortes, sendo 9.808 homens e 9.935 mulheres (INCA
2021).

Oz pacientes tratados cirurgicameanta para CRC, durante o pds-oparatirio = usualmeanta na primeira semana
- podem desenvolver FAs (BERKOVICH et al. 2016; WERCKA et al. 2018), no entanio a ocorréncia desta
quadre clinico & muito variaval, entre 0,5% & 34%, possivelmenta davido divergéncias enconfradas nas
definiges do que sio fistulas (RAMPHAL et al. 2018). Contudo, fistulas sio caracterizadas pelo vazamento
do

conteddo fecal no interior da cavidade intestinal, cujas principais complicagdes seriam desnutrigdo,
desequilibrio aletrelitice & o desenvolvimenta de um guadra clinice de sapse, responsavel por 1/3 dos abitas
associados a pacientes com cancer colorretal ressecados (ALBERTS ot al. 2003; RAHBARI et al. 2010;
WERCHKA st al. 2018).

Mo Ceniro de Referéncia Colorretal do AC Camarge Cancer Center, realizames em torno de 300 cirurgias
com anastomoses colorrelais por ano. Nossa taxa alual de fistulas & de 12%, sendo mais alla nos casos de
tumores do reto previamente submatidos a quimicrradicterapia {fonte: dados departamentais).
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Hipatesa:
Mossa hipotesa & que o perfil imune & a microbiota do individuo podem funcionar protegends ou
favorecando o apareciments de fistulas pas cirdrgicas em pacientes com cancer colorratal.

Metodolegia Proposta:
« CONSIDERAGOES ETICAS

O presante estudo & afiliade do ao projete CARmEM, previamente submetido e aprovado pelo Comilé de
Etica em Pasquisa (CEP) do A.C.Camargo Gancer Gentar. Os participantes de pesquisa para este estudo
sardo recrutades voluntariamante conforme assinatura de Termo de Consentimento Livre @ Esclarecido
axclusivo para o projeta (TCLE).

+ POPULACAD DE ESTUDO

0 estude serd compesto de uma populagic constiluida por pacientes diagnosticados com céncer colarretal
no A.C.Camarge Cancer Canter, S8a Paulo - SP, & que serio fralados cirurgicamente nesla mesma
instituigdo no pariode de 2021-2023. As analises relacionadas ao perfil imunolégico dos pacientas serdo
realizadas no laboratorio de Imuno-Oncologia Translacional do A. C. Gamargo Gancer Centar, sob
supervisdo do Dr. Kenneth Gollob, enquanto as andlises relacicnadas 4 microbiola serdo realizadas no
laboratorio de Gandmica Médica do A, C. Camargo Cancer Center, sob supervisde do Dr. Emmanuel Dias-
Meto.

Casos e controles: Avaliaremos uma coorte de 400 pacientas conseculives, pareados por sexo, idade
(intervalos de até & anos), localizagdo e estadio do tumar, divididos entre grupe com FAs e sem FAs,
Pacientas serio atribuidos aos grupos pala ocorréncia ou ndo-ocorréneia do desfecho (FAs), dentro do
periodo de 30 dias apds a cirurgia. Buscaremos afingir palo menoas 20 pacientes no grupo com FAs, os
quais serdc pareados 1:1 ou 1:2 com individuos sem FAs, conforme comporlamenis e distribuigdo de casos
am cada grupo.

- COLETA DE DADOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS

Serdo coletados dados referentes a dieta, historico familiar @ pesscal de cancer, estilo da vida, uso da
medicamentos, dados ocupacionais @ demais dados pertinentes ao estudo. Estes dados serfo colelados
alravéas de questionarios especificos com informagdes oblidas por entrevista com o pacientedamiliares.
Dades elinicos, epidemioldgices, de ralamento, dados de fellow-up @ demais dados perlinentes 4 deenga a
tralamento serdo oblidos dos pronluarios. Tedas as informagdes serdo organizadas em um banco
astruturada na ferramenta RedGap.

+ COLETA DE AMOSTRAS

Fares: sardo coleladas am dois momentos: 1) em casa, pelo paciente, anles da cirurgia, em frasco
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praprio fomecido pelo estudo antes do inicio de uso de anfibidtice. 2) residucs de fezes presentes na pega
cirdrgica, quando a mesma &

encaminhada para o Deplo de Anatomia Patoldgica. Também acondicionado em frasco proprio, fomecido
pelo estude. Para ambos os pontos basta uma massa pequena, eguivalente a cerca de 0.5 grama ow 0.5mL.
Liguide peritoneal: & coletado durante a cirurgia, loge apds a aberlura da cavidade abmominal @ acesso ag
silio cirdrgies. O material & colatado por meio de aspiragaa do liquido peritoneal no lundo de saco pélvico ou
no recesso das goteiras parieto-colicas. Na auséncia de liquide peritoneal, a cavidade deve ser lavada com
pequena volume de soro fisioldgico estéril. Serdo coletados no maximo Smls desta liquide, em um Onica
fubo estéril fomecido pelo projeto. Todas as amostras serfo congeladas imediatamente e preservadas a -80
G,

Bordas proximal e distal de segmento de célon ou reto ressacado = Eslas amostras s8o obtidas a partir do
matarial enviade ao Dapto de Anatomia Patoldgica. Serdoe coletados fragmentos distais e proximais (cerca
de 0,5 cm de comprimeanta), sam compromeler as porgdes necessarias para o diagnostico, com énfasa am
tecido que represente as Areas onde serdo feitas as suluras cirdrgicas). Este malerial serd usado para
avaliar a microbiota tecidual.

Sangue — O sangue perilérico dos pacientes sera coletado em Irés lubos de EDTA 5 mL antes do inicio da
uso da antibidtics @ antes da cirurgia. Serdo separados plasma e purificados PEMC (Human pariferal blaod
mononuclear cell) para avaliagio do parfil

imune soldvel 8 celular, respectivamenta. O processamento do sangue serd feito dentro de 2 a 4 horas apos
a colefa,

Critério de Inclusio:

*Paciantes poradores de carcinoma colomreatal;

*Paciantes com idade superior a 40 anos;

0 procedimants cirlrgice deve ser realizade no A. C. Camargo Cancer Centar;

Critério de Exclusao:

*Paciantas que recusarem fratamenta cirlrgico;

-Paciantes que nio aceitarem participar deste estudo.
*Cirurgias de urgéncia por obstrugao ou perfuragio tumoral.
*Paciantas em uso crinico de coricosteroides.
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Objetive da Pesquisa:

Objetiva Primario:

Estudar o perfil imunoldgico sollvel e calular sistémico & a microbiota de diferentas componentas leciduais
am pacientes com cancer colorretal submetides ao tratamento, divididos em grupos com e sem fislulas
cirdrgicas, buscando compreender o papel das populagies de células imunes & de microorganismos neste
evenlo, gerands dados que podam ser Oleis para a maior scbrevida & melhor qualidade de vida dos
pacientes, reduzindo lempo de internagio e cuslos médicos associados.

Objetive Secundaria:

+ Avaliar possiveis correlagdes antre fatores ambientais, epidemialogices @ clinicos na ocorréncia de fistulas
am paciantes com cincar colorratal;

+ Determinar a composicio da microbiota bacteriana no liquido peritoneal, bordas cirrgicas em pacientes
pareados, com & sem fistulas, pela

abardagem 165;

+ Determinar a composigio da microbiola bacteriana, arquea, fungica e viral em amostras de fezes, pré a
pas-antibidlico terapia, para pacienfes pareados, com @ sem fistulas pela abordagem de shotgun
saguancing;

+ Buscar correlacionar a presenca de determinados microrganismos, em conjunto ou isoladamenta, ao
desenvolvimanto de fistulas pos-cirbrgicas em pacientas com tratamento cirdrgice do cncer colorratal;
+ Buscar correlacionar a presenga de determinados fatores clinico-epidemioldgicos e o desarnvalvimenta da
fislulas pas-cirdrgicas em pacientas com Iratamento cirdrgics do cdncer colorredal;

+ Awaliar o impacto da antibioticolerapia na composicdo da microbicta fecal & a resposta imunoldgica em
pacientes com a sem o surgimenta de fislulas anastométicas;

+ Determinar o parfil imuna celular sistémico no sangue periférico pele estudo de populagSes de células T
(CO4 +, COB =, DN, NKT), MK, B, misloidas (subpopulagies de mondcitos), @ seus estados de ativacio, o
potencial funcional utilizando citomelria de fluxo;

+ Detarminar o perfil imuna sistémico solivel madindo cilocinas, guimiocinas e faloras de crescimanto no
plasma utilizando multiplex bead arrays.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
De acorde com os pasquisadoras:
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Riscos:

Os riscos relacionados 4 coleta de amostras dos participantes de pesquisa, s30 aqueles inerenles a cirurgia
que o mesmo sera submelido independents desla pesquisa e que faz parte do tralamento delerminado pelo
sau médico. A colefa de sangue para andlise do perfil imune pode acarretar dor no local @ manchas rochas
temporarias. Além disso, para este estudo, os pesquisadores precisario ler acesso aos dados clinicos dos
prantuarios, havendo risco minime de perda de confidencialidada.

Benelicios:

0= participantes de pasquisa nio se beneficiardo direlamante dos resullados oblidos neste estudo, no
entanto, irdo colaborar para melhor compreansio da ocomréncia de listulas anastomélicas em pacientes com
cancer colorratal apds tralamento cinlrgico.

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:

O estuds prevé a inclusio de 400 paricipantas de pesquisa.

Foi apresantado TCLE.

Os casos serdo agueles que desenvolveram fislula e os controles serfo aqueles que nao desanvolveram
fistula.

Havera coleta de amosfiras bioldgicas humanas: fezes (2 momenio: em casa anles da cirurgia e no ato
oparalrio residuos da fezes presentes na pega cirlrgica), liguido periteneal (5 ml no memeanto da cirurguia),
tecido (serdo fornecidas pala anatomia patolégica apos dafinide o diagnastico, bordas proximal & distal de
sagments de cdlom ou relo, sem comprometer o diagnéstico), sangue (3 tubos de 5 ml cada- uma dnica
waz).

Serdo coletados dados ralerentes a dieta, historico familiar @ pesscal de cancer, astilo de vida, uso da
medicamenios, dados ocupacionais e demais dados pertinenies ao estudo.

Dados clinicos, epidemialdgices, de rataments, dados de follow-up & demais dados pertinentes 4 doenga

fratamenio serdo oblidos dos prontuarnos.
Todas as informagies serfo organizadas em um banco estrulurado na ferramenta RedCap.
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Consideracbes sobre o8 Termos de apresentacao obrigatoria:
Vide itern "Concluses ou Pendéncias e Lista da Inadequagies”
Recomendacies:

Vide itern "Conclusies ou Pendéncias e Lisla da Inadequacies”

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacbes:

Apos apreciagdo dos documentos anexados a Plataforma Brasil, nao foram observados obices élicos na
presante submissdo.

Consideragbes Finais a critério do CEP:

O projelo em relaréncia (registro CEP n°. 2835/200) sera desanvolvide por Lais Famanda Alearde, aluna da
Doutorado.

MOTA: Informagdes a respeito do andamento do referido projelo deverdo ser encaminhadas ao CEP deniro
de 08 mesas a partir desta data em relatorio (modela CEP).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

_‘I'Ipn Documento Arquivg Postagem Autor Siluacao

Informagdes Basicas|PB_INFORMAGOES _BASICAS DO P | 07072021 Aceito

| do Projetg BOJETO 1785543 pdl 12:51:58

Falha de Rosto falhalDeRosto_assinada.pdl 07072021 |Emmanuel Dias-Meta| Aceila
12:51:13

Prajeto Detalhade / | Projeto_fistula_CEP.docx 02/07/2021 |Emmanueal Dias-Mata] Aceita

Brochura 16:04:21

Investigader

Qutros Carta_de_submissao_subprojelo.docx 02072021 |Emmanual Dias-Mato| Aceilo
160346

TCLE/ Termos de | TCLE_Fistula CEP.docx 02/07/2021 |Emmanuel Dias-Meato] Aceita

Assanlimanta / 16:02:35

Justificativa da

| Ausancia

Situacao do Parecer:
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APENDICES

Apéndice A — Métodos e resultados referentes as coletas de liquido peritoneal e tecidos

Coleta de amostras

As amostras de liquido peritoneal foram coletadas durante a cirurgia, logo apds a
abertura da cavidade abdominal para acesso ao sitio cirargico. O material foi aspirado do
fundo de saco pélvico ou do recesso das goteiras parieto-célicas. Na auséncia de liquido
peritoneal, a cavidade foi lavada com pequeno volume de soro fisioldgico estéril e aspirado
com o auxilio de uma seringa de 10mL. Apds a coleta, a seringa devidamente vedada foi
imediatamente direcionada ao Departamento de Anatomia Patolégica, onde o liquido
peritoneal foi transferido para dois criotubos, totalizando 4mL, e congelados a -80°C
imediatamente apds a transferéncia.

Na coleta das amostras das bordas proximal e distal do segmento de célon ou reto
ressecado, a peca cirurgica foi enviada ao Depto de Anatomia Patoldgica antes do
acondicionamento em formal, permitindo a coleta das amostras, sem comprometer as
porcdes necessdrias para diagndstico. A coleta foi realizada de forma a priorizar o tecido
representativo das areas de sutura cirdrgica. As amostras foram coletadas por residentes do
Departamento de Anatomia Patoldgica ou por técnicos treinados, que realizaram a separagao
do tecido muscular e mucoso das margens da peca excisada, com cerca de 0,5cm de
comprimento. Apds a coleta, as amostras foram acondicionadas em criotubos e

imediatamente congeladas a -80°C.

Extracdo de acidos nucleicos (DNA)

A extracdo de DNA das amostras bioldgicas foi realizada utilizando o kit EZNA®
Universal Pathogen Kit (Omega Bio-tek, EUA), utilizando os protocolos de extracdo de DNA
para fezes e tecidos, com modificacdes padronizadas estabelecidas previamente pelo grupo,
com o objetivo de otimizar a lise celular e obter maior homogeneizacao das amostras.

Nas amostras de liquido peritoneal, antes do inicio do protocolo de extracdao, o material

foi transferido para tubos cénicos e submetido a centrifugacdo a 14.000 rpm por 10 minutos
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para sedimentacdo das células. O sobrenadante foi cuidadosamente separado e o pellet
ressuspendido em 250uL do sobrenadante, iniciando-se entdo o protocolo de extragdo de DNA
para fezes, com as adapta¢des mencionadas na sessao 3.9.

Para as amostras de tecido, foram adotadas modificagcdes semelhantes as descritas
para fezes, com aumento do tempo de voértex (lise fisica) para 10 minutos, quantidade de
proteinase K de 40uL, elevacdo do tempo de incubacdo de 15 para 3 horas.

Apds a extragao, o DNA de todas as amostras foi quantificado utilizando o Qubit™
dsDNA High Sensitivity Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, EUA). As amostras foram entao

armazenadas a -20°C até a etapa de amplificacdo e sequenciamento.

Sequenciamento de amplicons do gene 16S rRNA Bacteriano

Para a avaliacdo da composicdo bacteriana nas amostras de tecido e liquido peritoneal,
foi empregada a abordagem de sequenciamento das regides V3—V4 do gene 16S do RNA
ribossomal (rRNA) bacteriano. A amplificacdo do gene-alvo foi realizada com os iniciadores
U341F (5-CCTACGGGRSGCAGCAG-3’) e 806R (5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’), gerando
amplicons com comprimento médio de 510 pares de bases.

As reacgdes de amplificagdo por PCR foram realizadas utilizando a enzima KAPA2G
Robust HotStart Mix (KAPA Biosystems, EUA) e as condi¢des de termociclagem e reagdo foram
avaliadas para obtencdo de melhor performance. O controle de qualidade foi realizado por
eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com SYBR Safe (Thermo Fisher Scientific, EUA),
utilizando 4uL do produto de PCR. Como controle positivo foi utilizado DNA de Escherichia coli,
e como controle negativo dgua ultrapura (Sigma, EUA).

Na etapa de otimizacgdo da PCR, foram avaliadas diferentes condi¢des de
termociclagem, incluindo numero de ciclos (32 e 35), temperaturas de anelamento (53°C e
55°C) e intervalos (15 e 45 segundos). Também foram testados diferentes volumes finais de

reacdo (15uL e 35uL) e variagdes de massas (0,5 a 8ng), conforme descrito na Tabela Al.
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Tabela Al: CondicOes de termociclagem testadas para otimizacdo da amplificacdo do gene 16S

(regides V3-V4).

Métodol Método2 Método3 Métodod Método5 Método6 Método7 Método8 Método9 Método 10

Termociclagem e Anelamento

Temperatura 55°C 55°C 55°C 55°C 55°C 53°C 55°C 55°C 55°C 55°C
Tempo  15seg. 15 seg. 45 seg. 45 seg. 45 seg. 45 seg. 45 seg. 45 seg, 45 seg. 45 seg.
Ciclo 32 32 32 32 35 32 32 32 32 32
Reag¢do
Massa 5ng 8ng 8ng 8ng 8ng 8ng 3ng 2ng 0,5ng 8ng

Vol finald
cumenna’ea o 150 150 35u 35uL 35uL 35uL 35uL 350l 3ouL
reacdo

Ap0s a definicdo das condicdes ideais de amplificagdo (método 10), conforme Tabela
A2 e A3, os amplicons foram purificados com esferas magnéticas Ampure XP Beads (Beckman
Coulter, EUA) e quantificados utilizando o Qubit™ dsDNA High Sensitivity Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific, EUA), em seguida, foi realizada a construcdo das bibliotecas e o

sequenciamento das amostras.

Tabela A2: Condi¢des de amplificacao das regides V3-V4 do gene 16S rRNA

Reagao Volume (pl)
Primer U341F (5uM) 3,5

Primer USO6R (5uM) 3,5

Kapa 2G Robust Mix Hotstart 17,5
Amostra + H20 10,5
Volume final 35

Tabela A3: Condi¢des de termociclagem para amplificagdo das regides V3-V4 do gene 16S

rRNA
Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturagao inicial 95°C 2 minutos 1x
Desnaturagao 95°C 20 segundos 2
X
Anelamento 55°C 45 segundos

Extensdo final 72°C 5 minutos 1x
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A construcdo das bibliotecas foi realizada conforme protocolo recomendado pelo
fabricante (Thermo Fisher Scientific, EUA), utilizando o lon Plus Fragment Library Kit (Thermo
Fisher Scientific, EUA). Para cada amostra, foram utilizados 55ng de amplicon purificado, com
excecao de uma Unica amostra com massa de 30ng (valores dentro da margem de aceitagao
da plataforma). A quantificacdo das bibliotecas foi realizada por PCR quantitativo em tempo
real, utilizando o kit lon Library TagMan Quantitation (Thermo Fisher Scientific, EUA). O
sequenciamento foi realizado pela plataforma lon Torrent S5 (Thermo Fisher Scientific, EUA),
com o uso dos reagentes lon 520 & lon 530 ExT Kit-Chef e lon 520 chip kit (Thermo Fisher

Scientific, EUA), visando gerar ao menos 10.000 a 30.000 sequéncias por amostra.

Resultados e Discussao

Ao longo do estudo, algumas amostras foram perdidas ou deixaram de ser coletadas.

Deste modo, para dois pacientes do grupo caso nenhuma amostra foi coletada (Tabela A4).

Tabela A4: Amostras coletadas ao longo do estado.

Caso GE1-Co GE2-Co GE3-Co

(n=21) (n=47) (n=17) (n=125)
Liquido peritoneal 19 45 62 160
Margens cirargicas 19 47 64 159

Caracterizagdo da microbiota por sequenciamento do gene 16S

Para compreender melhor a populacdo microbiana potencialmente envolvida no
desfecho de fistulas anastomaéticas, foram coletadas amostras de tecido das margens distais e
proximais da peca cirurgica e liquido peritoneal obtido no momento do acesso ao sitio
cirdrgico para analise do gene 16S do RNA ribossomal (rRNA) bacteriano.

Antes de iniciar os testes de otimizacdo da reacdo de PCR, as amostras de DNA
extraidas foram submetidas a eletroforese para avaliacdo da integridade do material.
Conforme ilustrado na Figura A1, o DNA apresentou integridade molecular, com fragmentos

de alto peso molecular. No gel de agarose 1%, cada amostra exibiu uma banda Unica, bem
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definida, sem arraste e com alto peso molecular. Esses resultados indicam que o DNA extraido

permaneceu integro e adequado para as andlises subsequentes.

Figura Al: Analise de integridade do DNA extraido de tecidos e liquido peritoneal. Tecidos: A
— tecido muscular; B — tecido muscular; C — mucosa; Liquido peritoneal: A — amostra nao
quantificavel; B: amostra contaminada com sangue; C —amostra quantificavel e sem sangue.

Liquido
peritoneal

Tecidos

Foram necessarios testes de otimizacdo da PCR, onde diversas condi¢cdes de reacdo
foram testadas, com o objetivo de melhorar a eficiéncia da amplificagado e reduzir o efeito de
arraste. No entanto, a amplificacdo manteve um nivel elevado de arraste e sem a formacado de
bandas definidas (Figura A2 — A). Também foi avaliada a possibilidade de purificacdo dos
amplicons com esferas magnéticas na proporcdo de 0,55:1, nas amostras de liquido peritoneal
e tecido muscular e mucosa, onde é esperado a selecdo de fragmentos = 300pb (Van Praagh
et al. 2016). O produto da purificacdo foi utilizado como carga inicial para a préxima
purificacdao. No entanto, esse procedimento resultou em um aumento ainda maior do arraste

(FiguraA2-BeC).



147

Figura 2: Efeito do produto de PCR utilizando amplicons purificados como carga inicial.

A: Sem purificagao

B: Purificado 1x

C: Purificado 2x

Como a amplificacdo das regidoes V3 e V4 com os iniciadores (U341F e 806R) deve gerar
amplicons ao redor de 510pb, sendo estes, varidveis em sequéncia nucleotidica e em tamanho,
uma certa variabilidade e auséncia de bandas bem definidas é algo esperado quando se analisa
uma populacdio complexa de bactérias. Deste modo, optamos por seguir com o
sequenciamento das amostras, sem a etapa adicional de purificacao.

O ensaio de 16S foi conduzido com 60 amostras de tecido, divididas igualmente entre
tecido muscular e mucosa, proveniente das margens proximais e distais e 15 amostras de
liquido peritoneal. A cobertura do ensaio foi superior a 5 milhdes de reads em um total de 75
amostras. Apds a obtencdo dos dados brutos, as reads passaram por etapas de filtragem
computacional. Observou-se que a mediana de reads eliminadas durante o controle de
qualidade foi superior a 98,0%, com cerca de 10,0% sendo removidas devido ao tamanho
inferior a 100pb e mais de 87,0% descartadas por alinhamento com DNA humano. Nas
amostras de liquido peritoneal, a retencdo de reads apds o controle de qualidade foi
ligeiramente menor em comparagao as amostras de tecido, com uma média de menos de 15%
dos reads brutos remanescendo apés a filtragem (Tabela A5).

Esses resultados indicam que a etapa de PCR ndo foi eficiente, comprometendo a

viabilidade da técnica de 16S na continuidade do estudo.



Tabela A5: Reads obtidas pela técnica de sequenciamento 16S.
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Reads brutos < 100pb Humanos Reads finais
Amostras Reads % Reads %
Margem proximal
Muscular
média 49788 5379 10,7% 4634 87,7% 17
mediana 30023 3238 10,6% 2917 89,0% 0
maximo 118669 12734 11,9% 15920 90,4% 242
minimo 4739 450 9,5% 381 74,3% 0
Mucosa
média 54321 5724 10,6% 4556 89,2% 0
mediana 38118 4189 10,4% 2940 89,2% 0
maximo 147433 15868  11,9% 13047  89,9% 4
minimo 5050 507 10,0% 404 88,0% 0
Margem distal
Muscular
média 42181 4488 10,6% 4351 87,3% 12
mediana 29659 3420 10,2% 2984 88,7% 0
maximo 111965 11353 12,0% 17542  90,2% 160
minimo 9525 941 9,6% 885 74,2% 0
Mucosa
média 31521 3450 11,3% 2615 88,4% 1
mediana 25089 2912 10,7% 1920 89,0% 0
maximo 100128 11126 15,6% 7258 90,1% 11
minimo 4098 641 9,8% 309 84,0% 0
Liquido peritoneal
média 58684 6802 11,4% 7702 73,9% 211
mediana 56421 6635 11,3% 5631 87,5% 22
maximo 114889 14408 17,3% 32250 90,0% 1333
minimo 10056 1021 9,4% 1161 4,1% 0

A amplificagao inespecifica do DNA humano na PCR pode estar relacionada a elevada

concentracao de DNA do hospedeiro nas amostras de tecido intestinal e liquido peritoneal, e
uma quantidade infima de DNA bacteriano, resultando em uma amplificacdo inespecifica das
sequéncias humanas, mesmo com primers direcionados para regides conservadas nos
genomas bacterianos. Esse achado é consistente com a maior proporcao de DNA humano
detectada nos tecidos em comparacdo ao liquido peritoneal.

Diversas técnicas de deplecdo do DNA humano tém sido desenvolvidas com o objetivo
de reduzir a proporgdo relativa de sequéncias do hospedeiro nos dados gendmicos,

melhorando assim a detec¢do de microrganismos menos abundantes (Gu, Miller e Chiu 2019;
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Bruggeling et al. 2021; Wu, Zhang e Zhou 2021; Marotz et al. 2018; Pereira-Marques et al.
2019; Cheng et al. 2023). A propor¢dao de DNA do hospedeiro pode alcangar até 99% das
leituras, com variacdes que vao de 16,1% a 99,48% para sequéncias humanas, enquanto as
leituras de DNA bacteriano variam entre 0,24% e 40,51% (Gu, Miller e Chiu 2019; Bruggeling
et al. 2021). Essa predominancia de sequéncias do hospedeiro limita a identificacdo de
microrganismos menos abundantes a sensibilidade analitica das abordagens metagen6micas

(Gu, Miller e Chiu 2019; Bruggeling et al. 2021; Wu, Zhang e Zhou 2021).

Wu-Woods et al. (2023) descreve a utilizacdo de esferas de vidro (0,1mm) combinadas
com homogeneizador de alta velocidade na etapa de extra¢dao. Quando essa abordagem nao
se demonstra eficaz para realizar a lise das amostras, foi utilizada uma mistura de esferas de
ceramica, silica e vidro (1,4mm, 0.1mm e 4mm), em conjunto com o mesmo método de
homogeneizacdo. Van Praagh et al. (2016) também relata o uso de homogeneizador de alta
velocidade, porém com esferas de vidro maiores (3mm). Essa estratégia parece permitir
otimizar a extracdao de DNA bacteriano em amostras onde o DNA do hospedeiro pode atuar
como competidor. Esses trabalhos sugerem que o tamanho das esferas e a ado¢cao de métodos
mais vigorosos de homogeneiza¢cdo podem influenciar significativamente a eficiéncia da

extracdo, reduzindo o viés na recuperacdo de DNA bacteriano.

Embora a alta proporgdao de DNA do hospedeiro em amostras de tecidos e fluidos ainda
representem um obstaculo significativo para analises metagen6mica, o desenvolvimento e
aprimoramento de técnicas de deplecdo e extracdo de DNA tém mostrado resultados
promissores e apresentando-se como uma alternativa promissora para futuras anélises. Como
a baixa quantidade de sequencias bacterianas impede uma analise criteriosa da microbiota,
optamos por nao utilizar estes dados, focando o trabalho na geracdo e analise de dados de

sequenciamento shotgun.
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Apéndice B — Termo de Consentimento Livre e esclarecido

A.C.Camargo
Cancer Center

Projeto: “Avaliagio da microbiota e o desenvolvimento de fistulas anastométicas em
pacientes com cdncer colorretal”

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Nimero do Protocolo:

Titulo do Estudo: *Avaliacio do papel da microbiota e do perfil imune no desenvolvimento de fistulas
anastomdticas em pacientes com cincer colorretal”

Nome completo do Pesquisador: Dr. Emmanuel Dias-Neto

Nome da Instituigdo: A.C. Camargo Cancer Center

Telefone do pesquisador: (11) 2189-5023

I.  Mome do Participante:

RGH: N® de |dentificacdo no estude:

Data de Nascimento: / / Sexo:

Il. Responsavel Legal:

Matureza (grau de parentesca, tutor, curador etc.):

Data de Mascimento: ! ! Sexn:

DADOS SOBRE O ESTUDO

Este & um projeto de pesguisa do Centro Internacional de Pesquisas do AC Camargo Cancer Center, que estd sob
responsabilidade do Dr. Emmanuel Dias-Neto. Todos os estudos de pesquisa devemn ser aprovados por um Comité
de Etica em Pesguisa antes que gualquer individuo possa participar. O comité de ética ajuda a proteger os
interesses dos sujeitos em estudos de pesquisa. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Centro de Ensing e Pesquisa A. C. Camargo Cancer Center.

Durag3o da pesquisa: 52 meses.

Riibrica do partipante Pairics da pesquisados:
de pesguisa ou i
responsdvel legal;
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EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PARTICIPANTE OU SEU REPRESENTANTE LEGAL

Convidamos vocé a participar deste estuda, que tem por objetive estudar o perfil imunoldgico no sangue (células
e gutros componentes de defesa do corpa) e 0z microorganismos presentes no intesting e nas fezes de pacientes
com cancer colorretal, gue serdo submetidos a cirurgia. Alguns pacientes podemn desenvolver fistulas pos-
cirurgicas, que 530 uma espécie de abertura que se da depoizs da cirurgia na regido do corte feito para a retirada
do tumor. Estas fistulas podem levar a extravasamento de fezes, desenvolvimento de infecgbes, entre outras
complicagdes.

Objetivos da pesquisa

Avaliar o perfil imunoldgico e os microorganismos presentes nas fezes, na cavidade abdominal e no intesting,
buscando avaliar se eles podem estar associados ao aparecimento de fistulas cirdrgicas e com isso evitar o
aparecimento destas complicagSes, diminuir o tempo de internagdo dos pacientes & diminuir os custos médicos.

Desenho da pesquisa

Os participantes de pesquisa devern ter sido diagnosticados com cancer de intestino (colon ou reto) tendo sido
indicada a cirurgia para a remoc3o do tumor. Apds a cirurgia, uma pequena quantidade de individuos vai
desenvalver uma fistula, events de abertura ou ndo cicatrizago do corte feito na cirurgia. Iremos comparar
pessoas dos dois grupos {oom e sem fistulas), com objetive de identificar microorganismos que possam indicar
quem vai ter esta complicagio. As amostras a serem usadas s30: i) uma peguena guantidade de fezes coletada
antes da cirurgia e também durante a cirurgia, ii) uma pequena amostra do intestino do paciente, que
normalmente seria descartado apds a cirurgia e iii) uma pequena quantidade de liguido normalmente presente
na cavidade abdominal, para estudarmos a presenca de bactérias. Nenhuma dessas coletas para a pesquisa
representam gualguer risco a voci, exceto os riscos inerentes 3 cirurgia, ndo acarretando gualquer custo para
vocE ou sua operadora de salude e ou requerendo procedimentos invasivos além dos gue voce ja serd submetido
dentro do seu tratamento por escolha do seu médico.

Procedimentos que serdo realizados e propositos

Caso vocé aceite participar do estudo, é necessério que vocé tenha sido diagnosticado com cancer de alguma
porcio do intesting. Meste caso, solicitamos sua cooperacio e autorizagdo para:

1. Coletar uma amostra de sangue [equivalente 3 umna colher de sopa) antes do inicio do uso de antibioticos
e antes da sua cirurgia.

2. Coletar pequena amostra de fezes antes da cirurgia, em casa, usando material oferecido pelo estudo.

Rilbrica do partipante Riibrica do pesquisador:
de pesquisa ou {
responsdvel legal:
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3. Analizar bactérias presentes no fragmento {pedaco) de intestino retirado na drurgia. Este fragmento faz
parte da porcao retirada para remover o tumor. Iremos avaliar bactérias presentes nas fezes que se encontram
dentro deste pedago de intestino (na luz intestinal), assim como dentro do praprio tecido intestinal.

4. Estudar se existern bactérias presentes no chamado liquido peritoneal, um liguido gue se encontra
banhando oz argdos do abddmen e que pode conter bactérias relacionadas a um processa inflamatdrio e pasterior
desenvalvimento das fistulas.

5. Sera aplicado questiondrio com perguntas pertinentes a habitos alimentares, estilo de vida, histérico
familiar e medicamentoso. O preenchimento do questiondrio leva em média 15 minutos para ser preenchido.

0 que faremos com este material coletado? Vamos analisar as células e cutros componentes de defesa do corpo
presentes no sangue e extrair o DNA (material genético) das fezes e no pedaco de intestino para estudar quais
microrganismos estdo presentes nestas amostras e buscar sua correlagdo com protecio ou maior tendéncia ao
desenvalvimento de fistulas.

Em nenhum caso a coleta destas amostras ird prejudicar o seu diagnostico nem o seu tratamento.

Caso aceite participar do estudo vocé devera:

- Ter mais que 18 anos de idade;

- Ter indicagdo médica de cirurgia e quimicterapia efou radioterapia;

- Coletar uma amostra de fezes antes da sua cirurgia no A.C.Camargo Cancer Center;

- Permitir a coleta das amostras prevista no estudo, e descritas acima, durante a sua cirurgia.

Quando vocs receber este formulario, explicaremos a vwocé quais as razdes da pesquisa e seu objetive. Vocs tera
o tempo que achar necessario para conversar com seus familiares ou outras pessoas sobre sua participagdo na
pesguisa. Caso concorde em participar, vocé serd questionado sobre alguns hdbitos comuns, tais como: sua dieta,
histérico familiar e pessoal de cincer, estilo de vida, uso de medicamentos e dados coupacionais. Dados clinicos,
epidemicldgicos, e de seu tratamento serdo obtidos de sew prontuario.

Este Termo de Consentimenteo Livre e Esclarecido @ elaborado em duas vias, e caso vocé aceite participar desta
pesguisa, ambas deverdo ser rubricadas em todas as suas paginas e assinadas, por vocé (participante da pesquisa),
ou por seu representante legal, assim como pelo pesquisador responsdvel, ou pela (s) pessoa (s} por ele delegada
[s). O participante da pesquisa ficard com uma das vias, sendo que a outra ficara arquivada com o pesquisador.

Esclarecemos ainda gue vocé tem toda a liberdade de participar ocu ndo do estudo, e sua decisdo, seja ela qual for,
n3o afetard de nenhum modo o seu tratamento. Caso vocé concorde, esta serd uma colaboragdo voluntiria, ndo
havenda nenhuma forma de remuneracdo por isto. Do mesmeo modo, esta decisdo nao afeta de nenhum modo o
que serd cobrado de vocd ou de sua seguradora de sadde durante o tratamento. Além disso, vocg e seu
acompanhante tem direito a ressarcimento caso venham a ter qualquer despesa relacionada a esta pesquisa.

.............................................................. .
Ribrica dio partipante | Rdhbrica do pesguisadar:
de peiguss u 1
responsdvel legal:

Pagina 3 de 6 TCLE versdo 1.0 Maio/21

152



A.C.Camargo
Cancer Center

Ressaltamos que vocé tem direito e receberd a assisténcia integral e imediata, de forma gratuita (pelo
patrocinador do estudo), pelo tempo que for necessdric em caso de danos decorrentes da pesquisa, mesmo
diante de interrupgio do estudo.

A gualquer momente, mesmo que vocs j3 tenha concordado em participar e fornecido a sua assinatura, vocé tem
toda a liberdade de desistir e solicitar o descarte da amostra coletada, sem que isso ocasione qualguer prejuizo a
vocE ou a seu tratamento. Essa solicitacio deverd ser realizada por escrito e assinada, podendo dar-se a qualquer
tempo, sem prejuizo a vocé, com validade a partir da data da comunicagdo da decisdo.

Caso nem todo o seu material bioldgico coletado seja utilizado por esta pesquisa, este pode ser Util para pesquisas
futuras. Em gualquer ocasido e a qualquer tempo, vocd terd o direito de acesso as informagbes e resultados
obtides com a utilizagde de seu material bioldgico armazenado, recebendo orientagdes guanto as suas
implicagtes, induindo aconselhamento genético quando necessdrio. A utilizagdo deste material estd condicionada
4 aprovacio de cada novo projeto pelo Comité de ética desta InstituicBo (CEP), & quando necessério, da Comissdo
Macional de Etica em Pesquisa (COMEP). Dependendo da sua escolha, poderd ser ou ndo necessdria a assinatura
de novo TCLE. Para isso, pedimos que o (a) senhor (a) escolha uma das seguintes oppbes guanto ao
armazenamento do remanescente de suas amostras apos utilizacio por esta pesquisa:

{ ) Autorizo o armazenamento das minhas amaostras bioldgicas remanescentes ao final deste estudo para que a
mesma possa ser utilizada em outros projetos apds a aprovagdo do CEP.

{ )} M3o autorizo o armazenamento das minhas amostras bioldgicas remanescentes ao final deste estudo para
que a mesma possa ser utilizada em outros projetos de pesquisa. Desta forma, compreendo que este material
sera descartado pelo Laboratario de Gendmica Medica de acorde com as normas estabelecidas,

Caso vock permita o uso das suas amostras em pesquisas futuras, favor assinalar uma das seguintes opgoes:
{ ) Quero receber um novo TCLE a cada nova pesquisa realizada no A.C.Camargo Cancer Center com meu material.

{ ) Nao quero receber um novo TCLE a cada nova pesguisa no A.C.Camargo Cancer Center. Portanto, concordo
que este TCLE, uma vez assinado, valera também para oz demais protocolos de pesquisa.

Em casos de dbito ou condigtes incapacitantes, o (a) senhor (a) tem a possibilidade de ceder os direitos sobre sua
amostra bicldgica armazenada aos seus sucessores ou guftras pessoas de sua confianga. Para isso, pedimos gue
expresse a sua vontade com base nas opgdes abaixo:

{ ) Cedo os direitos sobre minha amostra bioldgica armazenada nas situactes acima referidas.

Ribrica do partipante Rikbrica do pesquisador:

e pesguids ou
responsdvel legal:
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Favor indicar ao menos 1 (um) nome de pessoa autorizada:

Nome:

Grau de Parentesco:

Telefone: | )

Nome:

Grau de Parentesca:

Telefone: { )

{ ) Mao cedo os direitos sobre minha amostra bicldgica armazenada nas situagbes acima referidas.

Os dados fornecidos, coletados e obtidos neste protocolo de pesquisa, poderdo ser wtilizados em estudos futuros

Complicagbes e riscos esperados

Mo existemn riscos envalvidos com a coleta de nenhum dos materiais previstos no estudo, além dos riscos comuns
associados a cirurgia que vocé sera submetido independente desta pesquisa e gque faz parte do seu tratamento.
A coleta de sangue pode causar dor e manchas roxas temporarias, mas todos os procedimentos serdo realizados
por profissionais capacitados para evitar desconfortos. Além disso, para este estudo, os pesquisadores precisarao
ter acesso aos dados dinicos de seu prontuario. Todos os dados levantados serdo usados apenas para esta
pesguisa cientifica, visando a melhor compreensdo da ocorréncia de fistulas cirdrgicas em cincer de intesting.
Todos os esforgos serdo feitos no sentido de manter a privacidade das informagdes, que ficarSo restritas aos
médicos, pesguisadores e enfermeiros diretamente envolvidos neste projeto. Meste sentido, todo e qualquer
dado que possa levar a sua identificagdo serd codificado, fazendo com que o risco de perda de confidencialidade
seja minimo.

Beneficios que poderdo ser obtidos

s participantes ndo se beneficiardo diretamente com a participacdo nesse estudo. Contudo, o estudo contribuird
para a identificagdo de marcadores bicldgicos (microrganismaos) gue podem ajudar a descobrir a causa de fistulas
em cirurgias do intesting, com potencial de ajudar outros pacientes no futuro.

Ribrica do partipante
de jpes quisa ou
responsdvel legal:
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A.C.Camargo
Cancer Center

Quem devo contatar em caso de divida?

Em caso de divida, entre em contato com o Dr. Emmanuel Dias-Meto, no Laboratdrio de Gendmica Médica do AC
Camargo Cancer Center, pelo telefone (11) 2189-5023 ou pelo e-mail emmanuel @accamargo.org.br.

Caso o pesquisador responsavel ndo forneca informagdes/esclarecimentos suficientes, por favor entre em contato
com o Comité de Etica em Pesguisa da Fundagio Antdnio Prudente — A.C. Camargo Cancer Center - 5P pelo
telefone (11) 2189-5020 ou pelo e-mail cep@accamargo.orgbr. Este Comitd de Etica se localiza & Rua Prof.
Antdnio Prudente, 211, Liberdade, e seu horario de atendimento & de segunda-feira a sexta-feira das 8 a5 17 horas.
O Comité de Etica em Pesquisa @ um grupo formado por cientistas e ndo-cientistas que realizam a revisSo ética
inicial e continua do estudo clinico para manter sua seguranca e proteger seus direibos.

COMNSENTIMENTO POS-INFORMADO

Declaro que, apos ter sido adequadamente esdarecido dos riscos e beneficios deste estudo, conforme definidos
adma, eu concordo em participar do projeto de pesquisa intitulado: “Avaliagio da microbiota e o
desenvolvimento de fistulas anastomaoticas em pacientes com cincer colorretal”.

5ao0 Paulo, de de

Assinatura do participante de pesguisa ou responsdvel legal Assinatura do pesquisador
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Apéndice C — Instrumento de coleta de dados

A.C.Camargo
Cancer Center

1.FUMANTE? | )Sim ( }Nao

Parou de fumar ha quanlo tempo?

RGH:

1D Pacianta:

FICHA CLINICA

} Ex-labagista

Tipo da furmo:
Cuantidade/dia: Fuma ou furmou por quanto tempo:
2. CONSOME BEBIDA ALCOOLICA 2 OU MAIS VEZES POR SEMANAT { }Sim {  JMao

Tipo da bebida alcodlica:

Quantidade dosaldia:

Consome ha quants tempo:

Consumiu bebida alcodlica no passado (2x ou mais por semana) [ }Sim () MNao

Se sim, por quantos anos?

3. DOENGA SISTEMICA
Hipertensdo Arterial () Sim { )Mo
Em tratamento regular? {3 Sim { ) MNEo

Madicamento/dose:

Doengas autoimiunes | ) Sim ( ) Nao

Qual:

Em tratamento regular? { ) Sim { ) N&o

Madicamento/dosea:

Doengas intestinais () Sim { )Nis

Qusal:

Em tratarmento regular? { ) Sim { ) Nao

Madicamento/dosa:

Qutras deengas [ )Sim (| )Mao

Clual(is):

Em tratamento regular? { ) Sim { )} MNao

Medicamenio/dosa:

Parou de beber a guanios anos?

Hipercolesterclemia | )Sim { )MNao
Em tralamento regular? { )1 Sim { ) MNao

Medicamanlo/dosa:

Diabetes | )Sim | )Mae
{ ) Tipal { ) Tipall
Em trataments ragular? () Sim | )Mo

Medicamanto/dosa:

Doengas respiratérias | ) Sim { ) Nao

Qual:

Em tratamento regular? { ) Sim { ) Na&o

Medicamanto/dosa:
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RGH:
A.c{:amargu
Cancer Center ID Pacianta:
4. FAZ USO DE OUTROS MEDICAMENTOS? ( }Sim () MNao
Qual{ispdasala quanto tempa?
5. CIRURGIAS ANTERIORES? | )Sm { )Mao
Quallis)?
6. PRATICA ATIVIDADES FISICAS? ( )Sim | )Mo
[ }2xporsemana () 3x oumais por semana () Iregularmenta
Cual(is)? Ha quanto tempe pratica exercicio:;

7. HISTORICO DE CANCER MA FAMILIA? { )Sim ([ ) Nao

Tipo de cincar Grau de parentesco

8. FAZ US0O DE PROBIOTICOS DIARIAMENTE! CONSUMIU PROBIOTICOS NO ULTIMO MES?
(Ex.: Probiatop®, SimFort®, Simbiotil®, Floraliv®, ProVance®, Floralil, Lactivos®, Laclopro®, Yakult®, Activiad,
Actimel®, kefir, kombucha, etc)

{ }&m { )HMao Se sim, qual?

9. FAZ USD DE PREBIOTICOS DIARIAMENTE/ CONSUMIU PREBIOTICOS NO ULTIMO MES? (Ex.: Prolive®,
lactulese, frutooligossacarideas [FOS], inulina, ete.)

{ )8im ( JNao Se sim, qual?

10. FEZ USD DE ANTIBIOTICO NOS ULTIMOS 3 MESES?

[ }8m { )jMao Se sirm, qual?

11. FEZ USD DE ANTIHINFLAMATORIO NOS ULTIMOS 3 MESES?

[ }8m { )jMao Se sirm, qual?
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12. FEZ OU FAZ USO REGULAR DE INIBIDORES DE BOMBA | ANTI-ACIDOS (pantoprazel, omaprazal,
outros)?

[ }8im { JMao Se sim, qual?

13. FAZ OU JA FEZ USO REGULAR DE ASPIRINA7

{ }8im { )Mo

14. JA TEVE CANCER?

{ )8im ( JNao Se sim, qual?

Quallis) ofs) tratamento(s):

{  )}Radiolerapia ( )Quimiolerapia ({ ) Radioguimiclerapia | ) Oulros:

Ha guanto lempe teve ests cincar?

Ha quants tempo finalizou o tratamento?

15. ALIMENTAGAOQ
Faz dieta vegetariana? [ }Sim ( )JNaoc

Ha guanto termpo?

Faz dietavegana? { )Sim [ }MNao

Ha guanto termpa?

Faz alguma dieta especial, evitando ou consumindo preferencialmente algum alimento?
{ )S8im [ )N&o

Cual dieta/alimanto?

Cuants tampa?

Doces (bolos, biscaitos recheadas, balachas, waffer, amanteigado, bembam, chocolate, ete)

[ }nAcconsumo [ }ixporsemana | 2« porsemana | ) 3% ou mais por semana

Alimentos com farinha branca (pdo, macarrdo, pizza, etc)

[  }ndcconsumo [ }1xporsemana | J2xporsemana | ) 3x ou mais por semana

Vegetais amilaceos (Ex_batata, batata doce, mandioca, inhame, stc)

{ JnAcconsumo [ }ixporsemana | )2xporsemana | ) 3x ou mais por semana

Titwle do estude: Avaliagae da microbiota 8 o dasenvolvimaenie de fistulas Al &m p bas com cancar colomatal




RGH:

A.C.Camargo
Cancer Center 1D Paciante:

159

Vegetais ndo amilaceos (Ex.: abobrinha, barnjela, tomate, couve-flor, bracolis, beterraba, cenoura, pepino,
aspargo, palmito, chuchu, vagam, rabansete, abobora, nabo, elc)

{ Jnaoconsumo | }ixporsemana | J2xporsemana | ) 3x ou mais por semana

Felhas (Ex.: alface, acelga, couve, espinalre, escarsla, ricula, aghao, repolho, ete)

[ JnAcconsumo [ }ixporsemana | J2xporsemana | ) 3x ou mais por semana

Frutas/vitamina de frutas (Ex.: abacaxi, banana, mamao, manga, laranja, mexerica, caqui, carambaola, goiaba,
kiwi, maga, malao, alc)

{ Jndcconsumo [ }lxporsemana | )J2xporsemana | ) 3x ou mais por semana

Leguminosas (Ex_: faijo, ervilha, lentilha, grao de bico, soja, milho, tramogo, ete)

{ Jnaoconsumo | }ixporsemana | J2xporsemana | ) 3x ou mais por semana

Cereais ricos em fibra (Ex.: chia, aveia, linhaga, quinoa, armez integral, ete)

{ Jnaoconsumo | }ixporsemana J2xporsemana ) 3x ou mais por samana

Laticinios (Ex.: leite, iogurte, queijos, bebidas |acteas, |site fermentade, requsijao, etc)

{ Jndcconsumo [ }lxporsemana | )J2xporsemana | ) 3x ou mais por semana
Paixae

{ Jnaoconsumo | }ixporsemana | J2xporsemana | ) 3x ou mais por semana

Frango

[ JnAcconsumo [ }ixporsemana | J2xporsemana | ) 3x ou mais por semana

Carne vermelha [Ex.: care de vaca, porce, cordairo, cabra, ele)

[ JnAcconsumo [ }ixporsemana | J2xporsemana | ) 3x ou mais por semana

Garnes precessadas (ransformada per salga, cura, fermentacio, defumagao e oulros processos para realgar
sabor ou melhorar a preservacdo. Ex_: salame, salsicha, peilo de peru, presunto, came seca, linguica, etc)

{ Jnaoconsumo | }ixporsemana | J2xporsemana | ) 3x ou mais por semana

Algum outro alimento de consumo didrio que ndo esta listado acima?

Quial?
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