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Introdução

 
O conceito de seres humanos como "supraorganismos'' (células eucarióticas humanas-específicas  e o  genoma humano e, assim como partículas microbianas específicas, incluindo bactérias, vírus e fungos), surgiu recentemente à medida que os  investigadores identificaram que a interação entre estes micróbios e células hospedeiras influencia na  saúde e doença. Quando considerados em conjunto, estes micróbios compreendem aproximadamente 90% de células e 99% dos genes deste supraorganismo [1]. A disponibilidade de tecnologia de sequenciação de alto rendimento tem permitido o desenvolvimento de meios independentes de cultura para identificar os micróbios que estejam presentes em vários microambientes e é provável que estejam contribuindo para alguma função. O Projeto Microbioma Humano foi desenvolvido para caracterizar estas comunidades  microbianas e melhor compreender o seu papel na saúde do  ser humano [2, 3]. Um foco significante  foi colocado no microbioma intestinal, não só para facilitar a acessibilidade, mas também para entender a complexa interação entre microrganismos comensais entéricos e saúde e desenvolvimento do hospedeiro. Microorganismos entéricos são essenciais na promoção do desenvolvimento do trato gastrintestinal (GI), mantendo a integridade epitelial intestinal, a síntese de nutrientes e a promoção do  desenvolvimento da imunidade inata e adaptativa por meio do equilíbrio da tolerância para antígenos luminais e reconhecimento de patógenos [para revisão, veja a referência 4)]. 


Mais recentemente, foram estudados os padrões de colonização microbiana das vias respiratórias mais distais  dos pulmões a fim de entender como esses organismos podem estar desempenhando um papel na doença respiratória. 


Nesta revisão, os autores discutem alguns dos dados emergentes sobre as interações da microbiota do trato respiratório e intestinal e como eles podem   estar relacionados à doença pulmonar dos recém-nascidos e crianças.

Definições


 A terminologia chave utilizada no campo está listada na Tabela 1 e uma discussão mais aprofundada pode ser encontrada numa revisão recente [5]. A maioria dos relatos até à data têm sido limitados a estudos descritivos sobre a representação taxonômica dos genomas microbiomas presentes, com base na sequenciação dos elementos variáveis ​​dos genes bacterianos rRNA 16S, mais comumente tanto  V1-3 ou V4-6. No entanto, sequenciamento mais profundo metagenômico e metatranscriptomico forneceram luzes significativas para a função da microbiota e interações com o hospedeiro [6-9].
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O microbioma do Trato Respiratório

 
Anteriormente pensava-se que o trato respiratório era estéril, no entanto  os dados sugerem a presença de DNA bacteriano no trato respiratório inferior, alguns dos quais são semelhantes aos da via aérea superior [10-12]. Embora haja  preocupação sobre a aquisição de material das vias aéreas inferiores e contaminação por espécimes devido a necessidade de atravessar a via aérea superior em humanos, cuidadosos estudos comparando  a microbiota das vias aéreas  superior e inferior,   demonstraram que, a microbiota das vias aéreas superiores é diferente da microbiota das vias áreas inferiores. 

                       Como a Microbiota Pulmonar  se Estabelece?

 
Enquanto os padrões de colonização intestinal precoce  após o nascimento têm sido bem caracterizados [18-20], o desenvolvimento do microbioma do pulmão, particularmente da via aérea inferior foi recentemente examinado. A presença da microbiota dentro do ambiente uterino-placentário intacto aumenta a possibilidade de colonização mesmo intra-útero [21, 22]. Exposições pós-natal também fornecem influências significativas nos padrões de colonização microbiana. As fontes potenciais incluem: o canal de parto, a pele do bebê, o trato intestinal e  microrganismos do ambiente introduzidos por  meio de inalação, aspiração (no caso de recém-nascidos intubados)  ou por propagação direta. Enquanto a base inicial da colonização do pulmão é pouco estudada, sabe-se que o principal determinante da primeira comunidade microbiana de um recém-nascido é o modo nascimento[23, 24]. Recém-nascidos por via vaginal apresentavam comunidades microbianas (pele, mucosa oral, nasofaringe e intestino) mais similares, em sua composição, às comunidades vaginais da mãe, enquanto os nascidos por cesariana tinham comunidades mais semelhantes a pele materna e ao ambiente. Em que medida esta microbiota inicial contribui para a microbiota do pulmão  de RN a termos saudáveis não está claro. 

 
Os estudos em animais e humanos indicam que também o microbioma do pulmão sofre evolução nas primeiras semanas de vida, tal como a microbiota intestinal (veja o eslide a seguir). 
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Estudo recente em ratos demonstrou um aumento da carga bacteriana nas primeiras 2 semanas de vida, com predomínio dos filos Proteobacteria e Firmicutes seguido por subsequente expansão de Bacteroidetes com a idade [25]. Curiosamente, um estudo de 25 prematuros nascidos  a <32 semanas de gestação também demonstrou um padrão semelhante de Proteobacteria (Acinetobacter spp.) e Firmicutes na secreção traqueal obtida ao nascimento [26]. Estes  resultados são consistentes com outros relatos de que o fluido amniótico não é um ambiente estéril, mesmo sem ruptura de membranas [21, 27]. Outros investigadores, no entanto, relataram sequências bacterianas baixas ou indetectáveis ​​em secreção traqueal obtida nas primeiras 72 h de 10 crianças <28 semanas de gestação [28]. Em ambos os estudos de recém-nascidos prematuros, a evolução da colonização ocorreu durante os primeiros dias ou semanas de vida. Em uma série, a maioria das crianças tinha estabelecido um organismo predominante por volta de 7 dias, tanto Staphylococcus spp. (Firmicutes) ou Ureaplasma spp. (Tenericutes) [28], enquanto que em outras séries, o  padrão  de colonização variou pelo resultado da displasia broncopulmonar (ver abaixo Microbioma Pulmonar e Doença Respiratória) [26].

 
Em contraste, os estudos de recém-nascidos a termo saudáveis ​​e crianças mais velhas apresentam amostras de vias aéreas mais confiáveis por serem mais acessíveis. Análise de série de amostras de nasofaringe de 6 semanas a 2 anos demonstrou um perfil característico: Staphylococci, Streptococci, Moraxella, Corynebacterium, ou Corynebacterium e Dolosigranulum predominaram em 6 semanas, mas aos 2 anos, predominaram  Moraxella, Streptococci e Haemophilus. O padrão destas amostras aos 2 anos é diferente dos de adultos, onde predominam Moraxella (Proteobacteria), Dolosigranulum (Firmicutes) e Corynebacterium (Actinobacteria [29-31].

 
A microbiota do pulmão do  adulto é representado, principalmente, pelo Firmicutes (Streptococcus e Veillonella) spp.) e Bacteroides (Prevotella spp.), as quais compreendem cerca de 80% das espécies, com menor representação de Proteobacteria (cerca de 10%, Pseudomonas, Haemophilus  e Neisseria spp.) [12, 13, 17, 32]. Não está claro as proporções relativas de cada classe microbiana que alcança a composição do  "adulto". A Tabela 2 ilustra a classificação de bactérias mais comumente  associadas com a saúde e doença.
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                               O que a microbiota pulmonar está fazendo?


A questão mais interessante tem a ver com as funções que estas bactérias, e presumivelmente outros micróbios, estão exercendo no pulmão. Há uma interação complexa entre as células hospedeiras e células microbianas em todos os microambientes do corpo. No caso do pulmão, evidências epidemiológicas e experimentais sugerem um papel no desenvolvimento e regulação imune local e sistêmica (discutido abaixo em Eixo Intestino-Pulmão). Observações epidemiológicas no Reino Unido sugeriram uma diminuição da prevalência de febre do feno com o aumento do tamanho da família, postulando inicialmente a 'hipótese da higiene' l [33]. Estudos posteriores não confirmaram a contribuição "tamanho da família", mas as crianças que foram expostas a ambientes de exploração agrícola, animais de estimação e de creches apresentaram menos alergias e asma, sugerindo que a exposição precoce das vias respiratórias aos alergenos ou partículas microbianas pode proteger contra insultos imunológicos futuros ou insultos microbianos [34-36]. Assim, a interação da microbiota das vias aéreas com as células do trato respiratório, incluindo células epiteliais, células produtoras de muco ou células efetoras imunitárias, muito provavelmente influencia na susceptibilidade para ou proteção contra a doença, bem como afeta o desenvolvimento estrutural do pulmão em momentos críticos do desenvolvimento [15, 37].

                             Períodos críticos do desenvolvimento

 
O período perinatal é crítico para a programação de efeitos imune-mediados. A importância da exposição  microbiana durante este período foi demonstrada elegantemente em modelos murinos (ratos) de asma alérgica. 


Camundongos normalmente demonstram hiperresponsividade das vias aéreas após a exposição do trato respiratório a alergenos . Como a carga  bacteriana pulmonar aumenta durante o desenvolvimento, a hiperresponsividade diminui. Se a colonização microbiana é, no entanto, limitada durante as primeiras duas semanas após o nascimento ou se os ratinhos chegam a idade adulta em condições isentas de germes, a hiperresponsividade das vias respiratórias é mantida com o aumento da resistência das vias aéreas, elevados níveis séricos e teciduais  de IgE e de citoquinas pró-inflamatórias [38,39]. Estas respostas associaram-se com o acúmulo de células natural killer tanto no pulmões como no intestino e, em outros modelos, eles parecem ser mediados através da PDL1 (progammed cell death ligand-1) promovendo a tolerância a aeroalergenos [25, 38]. No ratos livres de germes estas reações alérgicas foram revogadas apenas quando os ratos foram recolonizados  com a microbiota convencional através de exposições ambientais no início da vida.  Recolonização nos adultos não teve nenhum efeito [38].

 
O papel da microbiota  do pulmão também foi especificamente avaliado quanto a seu impacto sobre o desenvolvimento pulmonar (do pulmão). Comunidades bacterianas estavam presentes nos pulmões de camundongos criados sob condições livres de patógenos específicos (SPF) e não livres de patógenos específicos (não-SPF), mas não em ratos livres de germes; essas comunidades eram mais abundantes e diversificada em ratos não-SPF em comparação com ratos SPF. Esta diferença correlacionou com alterações na arquitetura pulmonar, com a abundância de bactérias (mais elevada em camundongos não-SPF), e ainda com mais e pequenos alvéolos. Para a confirmação de que a colonização bacteriana foi responsável pelas mudanças observadas na arquitetura, os ratos livres de germes foram inoculados com bactérias isoladas precocemente  na vida, que induziram mudanças na arquitetura alveolar semelhante à observada em ratinhos não-SPF [15].

Está se tornando claro que o pulmão é exposto a componentes bacterianos muito cedo na vida e que o período  perinatal é crítico na formação dessas interações microbianas (do) com o  hospedeiro, e isto tem um impacto sobre o desenvolvimento do pulmão e respostas imunitárias locais e sistêmicas, muitas das quais são moduladas através do trato gastrintestinal.
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O eixo "Intestino-Pulmão"


Embora as interações entre a microbiota do pulmão e as células do trato respiratório pareçam modular a regulação imune local, sua evolução e resposta, as interações distantes - do trato gastrintestinal- na verdade, podem ser mais importantes para o estabelecimento da função imune local e sistêmica. [40]. Cross-talk ("conversa-trocada") entre o intestino e pulmão tem o potencial para existir em vários níveis, desde a transferência física direta de bactérias através de refluxo e microaspiração para efeitos indiretos de seus subprodutos ou respostas imunes mediadas por mucosas comuns a ambos os tratos: gastrintestinal e pulmonar [41]. Como descrito anteriormente, os ratos livres de germes apresentam doença alérgica das vias respiratórias e colite mais grave do que a colite convencionalmente observada em animais, um efeito que pode ser suavizado por exposição a condições ambientais convencionais e da flora no início da vida [38, 42]. Efeitos similares foi demonstrado em ratinhos tratados com antibióticos via enteral [43, 44]. Os animais tratados com doses clinicamente relevantes de vancomicina, mas não estreptomicina, apresentaram  asma mais grave, indicando que o efeito pode estar mais relacionado com a composição microbiana do que com números. Estudos epidemiológicos humanos também têm ligado mudanças nas comunidades microbianas intestinais a manifestações alérgicas e asmáticas [45-47].

 
A microbiota intestinal também pode afetar a função respiratória através de subprodutos metabólicos como os ácidos graxos de  cadeia curta (AGCC). Em ratos alimentados com uma dieta rica em fibras, houve  aumento das proporções de Bacteroidetes no trato gastrintestinal  e maior circulação de AGCC. Estes animais foram protegidos da inflamação alérgica das vias respiratórias, enquanto que os animais alimentados com dietas de baixa fibra tinham maiores  proporções de Firmicutes, diminuição da circulação de AGCC e aumento da doença alérgica da via aérea [48]. AGCC também resultaram em células dendríticas em pulmão  derivadas da medula óssea que eram menos capazes de condução de respostas das células TH2, suavizando assim a inflamação das vias aéreas.

 
Em humanos, a alimentação com leite humano  afeta a composição de ambas as microbiotas: do pulmão e do trato gastrintestinal, sugerindo uma ligação  entre o pulmão e o intestino [29-31]. Além disso, uma série de amostras respiratórias e de fezes de crianças com fibrose cística demonstrou que, enquanto as comunidades microbianas nos dois locais tinham composições distintas, houve uma superposição  dominada pela Veillonella e Streptococcus, com um elevado grau de concordância entre as bactérias que estavam aumentando e diminuindo ao longo do tempo em ambos os compartimentos. Além disso, mudanças na dieta afetaram a composição microbiana das vias aéreas, sugerindo uma ligação entre a alimentação e a flora respiratória [49].

 
Assim, o trato gastrintestinal parece desempenhar um papel fundamental no desenvolvimento e regulação imune, algum dos quais podem ser mediados por fatores nutricionais, que, por sua vez, afetam a saúde respiratória e respostas às exposições ambientais.

                           Microbioma pulmonar e Doença Respiratória

 
Estudos recentes têm começado a avaliar a relação entre o microbioma das vias respiratórias e doenças respiratórias a fim de compreender o seu papel nos mecanismos ou modificação dos mesmos e para expandir as possibilidades de intervenção terapêutica. Em contraste com estudos do trato gastrintestinal onde os metagenomicos foram avaliados, estudos de pulmão humano foram principalmente limitados a medidas descritivas de composição, abundância e diversidade.

 

Asma

 
As fortes interações entre a flora microbiana e respostas imunes têm levado ao foco natural de asma e doenças alérgicas. Estudos utilizando lavagem bronco-alveolar ou expectoração induzida demonstraram que Proteobacteria (predominantemente Haemophilus spp.) são mais abundantes em vias aéreas distais dos indivíduos com asma e doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC); Firmicutes (Staphylococcus spp.) são mais abundantes em crianças com asma de difícil controle[17, 50, 51]. Em contraste, Bacteroides, especialmente Prevotella spp., são mais abundantes nos controles [50]. Além disso, observações em murino e estudos baseados em células sugeriram um papel para estas bactérias na doença. Estudos baseados em células demonstraram  aumento do TLR-2 ((Toll-like receptor 2) - independente de inflamação para a asma e DPOC associada a  Proteobacteria (Haemophilus spp. e Moraxella) em comparação com Prevotella spp. comensais,  que exibem fracas propriedades inflamatórias dependente de TLR-2[52].

 Fibrose pulmonar idiopática

 
Em comparação com indivíduos saudáveis ​​que fumaram ou não e  indivíduos com DPOC, os indivíduos com fibrose pulmonar idiopática (FPI) tiveram o dobro da carga bacteriana em seu lavado bronco-alveolar e maior carga bacilar foi associada a doença mais progressiva [53, 54]. Espécies específicas de Firmicutes (Veillonella e Streptococcus) e Proteobacteria (Neisseria) também foram associados com IPF após o controle de idade e fumo. Além disso, a presença do gene de mucina 5B (variante promotora do alelo menor - rs35705950, é mais prevalente em indivíduos com IPF mas está associada com progressão mais lenta da doença [55]), também foi associada com menor carga bacteriana, levantando uma interessante especulação sobre as interações entre esta variante genética, o ônus da colonização bacteriana e a progressão

da doença [53]. Em contraste, nenhuma evidência para a disbiose microbiana foi identificada em  pequeno grupo de indivíduos com pneumonias intersticiais não-IPF [56].

 Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica (DPOC)

 
Conforme descrito, muitos estudos tem usado os indivíduos com DPOC como controles de doença. Os pacientes com  DPOC assemelha-se ao pulmão dos asmáticos no que se refere a representação microbiana relativa, com abundância de  Proteobacteria e Firmicutes (predominantemente Staphylococci e Streptococci) [13, 17, 57].

 Displasia broncopulmonar (DBP)

 
Se o microbioma desempenha um papel direto na a patogênese da DBP ou não está apenas começando a ser explorado. Elementos microbianos, primariamente Acinetobacter, poderiam ser identificados em secreção traqueal de crianças nascidas com idade gestacional <28 semanas, mesmo com o nascimento por cesariana. Aqueles que mais tarde desenvolveram DBP demonstraram diminuída diversidade bacteriana, diminuição proporcional de Acinetobacter   spp. e proporções crescentes de Staphylococcus spp. em secreção traqueal durante as primeiras 3 semanas. Apesar destas mudanças na composição bacteriana, não houve correlação com citocinas inflamatórias, deixando em aberto a questão funcional [25]. No estudo de Mourani et al[28] com  um grupo de crianças em risco de DBP, a identificação de Ureaplasma spp. tão precoce quanto 7 dias dá suporte a estudos anteriores que sugerem que Ureaplasma é um fator de risco para o desenvolvimento de DBP [58, 59].

Questões chaves e Possibilidades


Embora esses estudos em humanos tenham apenas começado a identificar diferenças na composição microbiana da parte superior e inferior das vias aéreas na saúde e doença respiratória, a importância funcional dessas diferenças, caso existam, necessitam de esclarecimentos. Compreendendo a composição e a diversidade deste microbioma, surgem questões importantes: a microbiota específica influencia ou modifica o tipo de doença ou a doença ambiental permitindo um crescimento microbiano específico? Quais  os genes que estão sendo expressos por estes organismos, que funções eles estão provendo e como eles estão interagindo com os tipos específicos de  células, meio ambiente e o genoma do hospedeiro dentro das diferentes áreas do pulmão? Aplicando recentemente o desenvolvimento de abordagens de alto rendimento, como a genômica, será possível fornecer algumas luzes sobre estas questões. O desafio para doença pulmonar continua sendo o acesso à via aérea, sendo necessário identificar outras fontes mais acessíveis que possam mimetizar o microbioma respiratório e que possam ser usadas como procuração para a via aérea distal. Finalmente, o cross-talk ( "conversa cruzada") aparente entre o sistema imune do intestino e  regulação imune sistêmica que parece ser determinada no início da vida, sugere possibilidades de intervenção e prevenção precocemente.

 Resumo

 Os micróbios são ubíquos no corpo humano e compreendem aproximadamente 90% das células e 99% dos genes do supraorganismo humano. Tecnologia de seqüenciamento de alto rendimento tem permitido o desenvolvimento de meios independentes de cultivo para identificar a microbiota que é exclusiva para o vários microambientes do corpo e, provavelmente, contribui para alguma função. Até recentemente pensava-se que os pulmões (interfaces do trato respiratório com o meio ambiente), fossem  um ambiente estéril, quando estas técnicas foram   aplicadas a indivíduos saudáveis e doentes. Além disso, parece haver uma interação entre o complexo desenvolvimento da microbiota gastrintestinal e respiratória e a regulação da função imune. A contribuição dessa massa metabólica dinâmica para doenças respiratórias no recém-nascido é desconhecida. Este artigo revisou  os dados emergentes recentes  de estudos em humanos e murino que sugerem que há uma influência microbiana no desenvolvimento da doença respiratória, mas também destaca muitas das lacunas que permanecem na compreensão da função do microbioma respiratório. 
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· Microbiota (flora gastrintestinal): população de organismos microscópicos que habitam um órgão do corpo ou parte de uma pessoa.

· Microbioma: única população inteira de microrganismos e seus elementos genéticos completo  que habitam o corpo de uma pessoa.
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· Bactérias no intestino:obrigatórias para:      Amigas ou Inimigas?

       -desenvolvimento da função motora

                       (peristalse)

        -desenvolvimento do tecido linfóide

        (70-80% das células imunológicas estão no intestino)

        -produção de Vitamina K

       - desenvolvimento cerebral

· o cérebro está conectado ao intestino através de sistema nervoso entérico (200 a 600 milhões de neurônios)

· O desenvolvimento normal da microbiota intestinal é  necessária para a estimulação da plasticidade cerebral/atividade motora e comportamental (ansiedade)

· Disbiose bacteriana intestinal pode  contribuir para distúrbios psiquiátricos

· Pacientes autistas: a severidade  tem sido correlacionada com  sintomas gastrintestinais severos

Principal determinante do desenvolvimento do sistema de defesa da mucosa intestinal.

· A desregularão ou interferências      doenças intestinais e não intestinais.

· O desenvolvimento microbiano intestinal inicial     fator essencial para a saúde no futuro.

· O contato com  microrganismos “não benéficos” e com agentes antimicrobianos no período neonatal      desrregulação imunológica em pacientes suscetíveis doenças

Os micróbios no intestino interragem com o hospedeiro para formar um “superorganismo”

	Tratamento antibiótico neonatal é fator de risco para desenvolvimento de chiado no peito de crianças
	Bernt Alm et al. Apresentação: Murilo Oliveira de Almeida, Daniel Bitela, André erqueira, Paulo R. Margotto
	[image: image2.png]





O antibiótico neonatal aumentou o risco de chiado no peito tanto em termo como pré-termo (OR para 33 semanas foi de  2.9 (95% IC: 1.8–4.7), e para os RN de 37 semanas foi  2.9 (95% IC: 1.7– 4.9

· Nesta região da Suécia, entre 2004 e 2007, os RN que receberam antibiótico, 5% tinham displasia broncopulmonar (DBP), 18,4% tinham doença da membrana hialina e 8,2% tinham pneumonia. Assim, havia poucos RN com  DBP, que  é o principal link com o futuro chiado no peito

· A primeira semana de vida é mais importante para a mudança na flora intestinal. Estudo de Penders J et al evidenciou que a flora intestinal com 1 mês de idade foi influenciado pelo tratamento com antibiótico, com um padrão predisponente de eczema e chiado no peito aos 2 anos de idade.

	Nutrição do pré-termo, bactéria intestinal e enterocolite necrosante
Autor(es): Neu J. Apresentação: Roberto Faria
	 HYPERLINK "http://www.paulomargotto.com.br/documentos/ECN_nutric_microbiota_2015.pptx" \n _blank





· Alimentação com leite humano em prematuros protege contra o desenvolvimento da NEC. Estudos mostram que o leite humano contém uma ampla variedade de micróbios. 

· Mais recentemente, tecido humano da mama foi avaliado para a verificar a presença de bactérias12. Estas investigações detectaram uma diversificada população de bactérias no interior do tecido, mesmo a mulher nunca tendo sido lactante. Nenhuma tinha sinais de infecção. A função destes microrganismos na manutenção de saúde da mama e presentes no leite humano ainda precisa ser esclarecida.

Qualquer que seja o mecanismo, leite materno fresco fornece uma variedade de bactérias que colonizam o trato gastrointestinal neonatal, onde elas têm a capacidade de interagir com o sistema imune da mucosa em desenvolvimento.  

Microbiota of human breast tissue.
Urbaniak C, Cummins J, Brackstone M, Macklaim JM, Gloor GB, Baban CK, Scott L, O'Hanlon DM, Burton JP, Francis KP, Tangney M, Reid G.

Appl Environ Microbiol. 2014 May;80(10):3007-14. ARTIGO INTEGRAL!
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