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RESUMO

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) é uma doengca complexa,
prevenivel e tratavel, que representa uma das principais causas mundiais de
morbimortalidade. A inflamacao das vias respiratdrias possui um papel central na sua
patogénese, contudo 0s mecanismos envolvidos ndo estdo ainda totalmente
esclarecidos. Com base nas novas técnicas independentes de cultura, atualmente é
reconhecida a existéncia de alteragfes na composicdo e abundancia do microbioma das
vias aéreas de doentes com patologia pulmonar, particularmente na DPOC. Porém, esta
ainda por clarificar se a ocorréncia de disbiose € causa ou consequéncia das
transformacdes fisiopatol6gicas subjacentes a doenca e de que forma pode influenciar

a progressao desta.

Nesta revisdo, fornece-se uma perspetiva sobre os métodos de estudo do
microbioma respiratério, sobre a sua composicdo e sobre as modificacbes que nele
ocorrem, no Ambito da DPOC. E também discutido o efeito dos regimes terapéuticos e
de que forma modulam a microbiota respiratéria na doenca estavel e nas exacerbacoes.
Finalmente, sdo descritas as limitacbes dos estudos atuais e as perspetivas futuras de

investigacao.

PALAVRAS CHAVE: doenca pulmonar obstrutiva cronica; doencas respiratorias;

microbioma pulmonar; disbiose; inflamacado; sequenciacao 16S rRNA



ABSTRACT

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is a complex, preventable and
treatable disease, that represents a leading cause of morbimortality worldwide.
Inflammation of the respiratory tract plays a central role in its pathogenesis, though the
mechanisms involved are not yet fully understood. Based on the new culture-
independent techniques, nowadays it is acknowledged the existence of changes in the
composition and abundance of the respiratory tract microbiome of patients with
pulmonary diseases, particularly COPD. However, it remains to be clarified whether the
occurrence of dysbiosis is a cause or a consequence of the pathophysiological changes

implied in the disease and how it can influence its progression.

In this review, a perspective is given on the methods of studying the respiratory
microbiome, on its composition and on the changes that occur in it, regarding COPD. It
is also discussed the effects of therapeutic regimens and how they modulate the
respiratory microbiota in stable disease and in exacerbations. Finally, the limitations of

current studies and future perspectives of investigation are described.

KEYWORDS: chronic obstructive pulmonary disease; respiratory diseases; pulmonary
microbiome; dysbiosis; inflammation; 16S rRNA sequencing



1. INTRODUCAO

A doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) é uma doenga comum,
heterogénea, caraterizada por sintomas respiratorios persistentes e limitacao do débito
aéreo devido a alteracdes nas vias respiratérias e/ou alveolares. Atualmente, € a terceira
causa mundial de morte e morbilidade, afetando mais de 380 milhdes de pessoas em
todo o planeta e estima-se que, devido a esta, ocorram 3 milhdes de mortes
anualmente.! Em Portugal, de acordo com um estudo no ambito do Burden of
Obstructive Lung Disease (BOLD), a prevaléncia da DPOC situa-se nos 14,2%, sendo
que 7,3% apresentam DPOC pelo menos de grau moderado.? De acordo com a
Iniciativa Global pela Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica (Global Initiative for Chronic
Obstructive Lung Disease, GOLD), € uma doenca prevenivel e tratavel, contudo ndo

totalmente reversivel e geralmente com agravamento progressivo ao longo do tempo.?

A inalacao de fumo de tabaco ou de outras particulas nocivas como a combustao
de biomassa causa uma resposta fisiologica normal de inflamacgéo pulmonar. Todavia,
na DPOC a resposta inflamatdria aparenta estar modificada, induzindo varias alteracdes
estruturais e fisiopatoloégicas nas vias aéreas, na superficie alveolar e nos vasos
pulmonares. Entre elas incluem-se o enfisema pulmonar, a bronquite crénica e a doenca
das pequenas vias areas. O enfisema é caracterizado como um alargamento anémalo
das paredes alveolares distais aos bronquiolos terminais, com perda do recoil elastico,
gue tem como consequéncia a perda das ligacdes alveolares e a limitacdo do débito
aéreo e das trocas gasosas. A bronquite crénica é definida por tosse crénica produtiva
com duracao superior a 3 meses, durante pelo menos 2 anos consecutivos. Esta
relacionada com a inflamacdo das paredes brbénquicas, aumento do infiltrado
inflamatério, disfuncdo do epitélio ciliado e hiperplasia das células caliciformes com
consequente aumento da secre¢do de muco. A limitacdo do débito aéreo compreende
adicionalmente alteracdes da contratilidade do musculo liso, hiperreatividade brénquica
e hiperinsuflacdo dindmica. Na DPOC esta também envolvido um componente sistémico
inflamatério que pode incluir fraqueza muscular, mau status nutricional e IMC reduzido.
Subjacente a estas alteragfes, tém sido propostos varios mecanismos, nomeadamente
stress oxidativo, desequilibrio protease-antiprotease, ativagdo de células inflamatorias
(neutréfilos, macréfagos, linfécitos CD8+), aumento de mediadores inflamatorios (IL-1,
IL-8, TNF-a, LTB4) e fibrose peribronquiolar.*

As exacerbacdes agudas sdo outra caracteristica da doenca. Correspondem a
episédios de agravamento sintoméatico incluindo aumento da produgéo de expetoracao,

dispneia, tosse e pieira, cuja etiologia inclui agentes infeciosos e nao infeciosos. Séao



mais frequentes em doentes com DPOC avancada e normalmente requerem terapéutica

adicional e em casos mais graves internamento hospitalar.

Apesar de ser bem conhecida a associagéo entre a DPOC, o tabaco e outros
poluentes atmosféricos, a fisiopatologia subjacente as altera¢cdes mencionadas néao esta
totalmente esclarecida, desconhecendo-se a razdo pela qual existe uma diversidade
significativa, tanto na apresentacao clinica e funcional, como também na resposta ao
tratamento e no prognéstico. Deste modo, torna-se fundamental definir quais os
determinantes biolégicos implicados na heterogeneidade da DPOC, assim como
identificar novos biomarcadores para guiar a individualizacdo das estratégias

terapéuticas.

Recentemente, o advento de novas técnicas de identificacdo de micro-organismos
independentes de cultivo desencadeou uma onda de interesse no microbioma humano.
Quando o Projeto do Microbioma Humano foi langcado em 2008, o estudo dos pulmdes
ndo foi incluido, dada a crenca prevalente de que o pulmio saudavel era estéril.®
Contudo, na ultima década vérios estudos tém refutado esta ideia ao evidenciar a
presenca de um microbioma pulmonar diverso, tanto em individuos saudaveis como em
individuos com patologia pulmonar, através de técnicas de sequenciacdo de genes,

metagendmica, metatranscriptomica e metabolomica.®

O microbioma respiratdrio €, portanto, caraterizado pelos micro-organismos e
respetivos genomas, presentes no tracto respiratério nas suas condigces ambientais
especificas. Tal como alteracdes do microbioma intestinal tém sido ligadas a varias
patologias, também no microbioma respiratério tém sido descritas alteracbes em
diversas doencas pulmonares tais como fibrose quistica’, asma®, cancro do pulméo® e
DPOC. Com efeito, na DPOC, tém sido reportadas modificacdes na abundancia e na
diversidade em correlacdo com sintomatologia'®, capacidade funcional'’'?, parametros

inflamatorios®®, entre outras.

s

Nesse sentido, 0 objetivo desta revisdo é oferecer uma visdo geral sobre a
tematica, sumariando a evidéncia mais recente relativamente ao impacto das alteracdes
do microbioma na fisiopatologia da DPOC e, em ultima instancia, fornecer uma melhor
compreensdo dos mecanismos patogénicos subjacentes. Finalmente, pretende também

discutir as suas limitacdes e as perspetivas futuras com relevancia clinica.



2. METODOLOGIA

Na realizacéo desta revisao bibliogréfica foi efetuada uma pesquisa abrangente e
sistemética de artigos publicados nas bases eletronicas de referéncia da literatura
médica MEDLINE, PUBMED e EMBASE. Foram utilizados os seguintes termos MeSH:
microbiome, lung microbiome, dysbiosis, chronic obstructive pulmonary disease,
exacerbation. A base de selecdo compreendeu artigos entre Janeiro de 2010 e Janeiro
de 2020, tendo adicionalmente sido incluidos artigos prévios a data estabelecida, devido
a sua relevancia clinica atual. Foram abrangidos artigos de lingua inglesa, portuguesa
e espanhola. Finalmente, foram também analisados artigos que constavam como

referéncias dos artigos inicialmente pesquisados.

Os artigos cientificos foram inicialmente triados com base na leitura dos resumos
pela sua pertinéncia aos objetivos estabelecidos e a tematica em estudo.
Posteriormente foi realizada a leitura integral da bibliografia previamente selecionada.
Foi dada preferéncia a artigos cientificos originais, nomeadamente estudos clinicos
comparativos e estudos multicéntricos, mas quando relevante foram também incluidos

artigos de revisé@o de peritos.



DISCUSSAO
3. O estudo do microbioma
3.1 Métodos de sequenciacao

Os métodos de sequenciacao ndo dependentes de cultura revelaram que o ser
humano alberga um microbioma que vai muito para além daquele que era detetavel
através das técnicas de cultura convencionais.® A escolha do melhor método para
caraterizar um microbioma deve ter em conta qual o objetivo do estudo, assim como

guais os pontos fortes e fracos de cada técnica.

Atualmente, a maioria dos estudos do microbioma pulmonar sdo baseados na
sequenciacdo do gene 16S rRNA através de amplificacdo por PCR, gene este
exclusivamente presente nas bactérias.'* Neste gene existem nove regides
hipervariaveis (V1-V9), sendo que as regides V1-V3 tém maior sensibilidade, enquanto
que V4-V5 maior especificidade, sendo estas Ultimas as mais comummente utilizadas
na sequenciacdo de amostras de microbioma.'® Estas regides permitem a distingdo
entre praticamente quase todas as bactérias patoldgicas, classificando-as
taxonomicamente de forma rapida e a um custo relativamente baixo, através de

bibliotecas taxonémicas disponiveis.

A unidade taxonomica operacional ou operational taxonomic unit (OTU) é a
classificacdo habitualmente usada na andlise de uma amostra microbioldgica,
agrupando sequéncias baseadas na sua similaridade, geralmente com um limiar acima
de 97%. Desta forma, uma comunidade microbiana pode ser descrita usando varios
parametros, desde o numero de OTUs diferentes (diversidade/richness), a abundancia
relativa de cada um deles (equidade/evenness) ou a dominancia de uma OTU singular.
As métricas mais usadas sdo o parametro alfa (a), que mede a diversidade dentro de
uma amostra, e o parametro beta () que mede a diversidade entre amostras. Assim,
um microbioma que albergue uma larga variedade de espécies bacterianas tera uma
diversidade a elevada. Por outro lado, um microbioma que varie substancialmente em

relacdo a outro tera uma diversidade B elevada.*®

Contudo, a técnica de sequenciacdo do gene 16S rRNA apresenta diversas
limitacdes. A primeira delas € que oferece uma perspetiva qualitativa e ndo quantitativa,
e por isso é recomendado que sejam usados métodos complementares como a PCR
guantitativa para que se obtenha uma informagéo mais completa acerca da comunidade

analisada. Outra limitacdo é que ndo permite distinguir bactérias vivas de bactérias



mortas, 0 que em certos casos, nomeadamente na avaliagdo do impacto de um
antibiotico, podera ser problemético. Para além disso, esta técnica ndo fornece
informacéo sobre a presencga de virus ou fungos ou sobre a interacdo destes com a
microbiota bacteriana. Finalmente, dado que as sequéncias do gene 16S rRNA sdo
relativamente curtas, bactérias filogeneticamente proximas poderdo partilhar

sequéncias semelhantes, confundindo os resultados obtidos.®

Mais recentemente, outras abordagens tém sido realizadas no estudo do
microbioma pulmonar, tais como estudos de sequenciacdo de metagenoma e
metatranscriptoma. O estudo do metagenoma tem como principais vantagens oferecer
uma resolucéo e um espetro mais alargado de detecdo de micro-organismos e fornecer
informacéo sobre a sua capacidade funcional e metabdlica, permitindo conhecer ndo s6
guais sdo 0s organismos presentes, mas também o que estes fazem. Ainda assim, tal
como a sequenciacao do gene 16S rRNA, esta abordagem néo distingue entre o0 DNA
de organismos vivos ou mortos, e as alteracdes ao nivel da expressao dos genes nao

sédo tidas em conta.'’

A sequenciagdo do metatranscriptoma avalia o conteddo genético ao nivel do
RNA. Ao contrério das técnicas anteriormente referidas, o0 metatranscriptoma foca-se na
microbiota viva, representando a sua expressao genética e, nesse sentido, fornece um
guadro mais fidedigno da capacidade funcional do microbioma. Além disso, ao analisar
tanto RNA microbiano como RNA humano, permite conhecer as interacdes entre o
microbioma e o proprio hospedeiro. Dado que os resultados podem refletir um
enviesamento para genes com taxas de transcricdo altas, esta técnica deve ser
complementada por técnicas de sequenciamento de DNA para que a propria atividade
transcricional seja examinada através de ratios RNA/DNA.*® Outra precaucdo esta
relacionada com o facto do RNA ter uma semivida curta e por isso requer cuidado extra

na colheita, armazenamento e processamento de amostras.*®

3.2 Métodos de obtencédo de amostra

O estudo do microbioma pulmonar apresenta desafios técnicos préprios. No caso
do estudo do microbioma do sistema digestivo, particularmente do microbioma
intestinal, a alta carga bioldgica da amostra ultrapassa largamente qualquer potencial
contaminacdo que tenha ocorrido. Contudo, no estudo do microbioma pulmonar, dada

a baixa quantidade relativa de biomassa microbiana e a dificuldade na acessibilidade,



sdo necessarios cuidados adicionais ao nivel da técnica de obtencdo da amostra e no

processamento desta.?

A amostra preferencialmente utilizada € o lavado bronco-alveolar (LBA) obtido
através de broncoscopia mas outras amostras como expetoragdo, escovado da mucosa
brénquica ou bidpsia desta séo igualmente usadas.?® No entanto, a broncoscopia tem
0S seus inconvenientes tais como o desconforto causado, o0 custo e a necessidade de
sedacdo. Adicionalmente, existe o risco da passagem do broncoscopio pela cavidade
oral ou nasal e pela faringe poder contaminar as amostras, arrastando micro-organismos
da via aérea superior para a inferior, influenciando os resultados obtidos.?' Contudo,
Bassis et al.?2 demonstraram que este possivel risco de contaminacdo é minimo dado
que, por exemplo, ndo existem diferencas entre o local de insercdo do broncoscépio
(nasal versus oral), apesar do microbioma destes dois locais ser substancialmente
diferente. Diversos estudos?*~2* sugerem igualmente que em amostragens seriadas ndo
existe um efeito de diluicdo progressivo que seria de esperar caso realmente existisse

uma contaminacao significativa pela passagem do broncoscépio na naso ou orofaringe.

Todavia, num estudo mais recente e de maior dimensdo, Grgnseth et al.®
compararam o LBA obtido através de broncoscopia protegida, demonstrando que as
amostras obtidas através deste método diferiam significativamente mais em relacéo ao
lavado oral que as amostras obtidas por broncoscopia néo protegida. Isto podera querer
indicar que, apesar de tudo, o efeito de contaminacdo néo é totalmente negligenciavel

e este deve ser tido em conta na analise dos resultados obtidos.

A expetoracao tem sido amplamente utilizada no estudo do microbioma pulmonar
de varias doencgas, homeadamente da DPOC. Por ser facilmente obtida de forma nao
invasiva, tem sido empregue particularmente em estudos de perfil longitudinal ou que
incluem um grande ndimero de participantes. Contudo, por estar sujeita a um risco de
contaminacao superior as amostras obtidas por broncoscopia (como é o caso do LBA),
€ essencial para a interpretacdo dos resultados saber se esta reflete verdadeiramente
a composicdo do microbioma das vias aéreas inferiores.® Durack et al.?6 demonstraram
um aumento de bactérias da cavidade oral em amostras de expetoragéo induzida versus
bidpsia bronquica. Foram também reportadas por Tangedal et al.?’, em doentes com
DPOC, diferencas significativas entre a composi¢cdo de amostras de expetoracao natural
e amostras de expetoracéo induzida. Adicionalmente, Gershman et al.?® demonstraram
gue a duracgédo da inducgdo da expetoracéo afeta a composicéo desta, concluindo que as

amostras recolhidas mais tardiamente correspondem a vias aéreas mais periféricas.



E necesséario, no entanto, referir que apesar de estar sujeita a um risco de
contaminacdo superior que o LBA, mdltiplos estudos observaram uma correlagédo
significativa tanto ao nivel do grau da doenca® como também na frequéncia de
exacerbacdes®®®!, presenca de inflamacdo® e resposta a exposicdo viral.>®* Assim,
ainda que a expetoracao nao reflita com extrema precisédo o microbioma das vias aéreas
inferiores, os biomarcadores presentes poderdao ser uteis, tendo em conta a sua

correlacdo com a clinica ja evidenciada.

3.3 Topografia e dinamicas

O tracto respiratorio inferior estd topograficamente fora do corpo humano,
apresentando uma continuidade desde os alvéolos mais periféricos até a cavidade oral
e nasal. Teoricamente, sempre que a laringe esta aberta ndo existe qualquer barreira
mecanica a separar estas duas regides, pelo que sera de supor que a composicdo do

seu microbioma seja dindmica e variavel.

Com efeito, o microbioma pulmonar e sua carga biol6gica dependem do equilibrio
de trés fatores: imigracéo, eliminacao e reproducéo microbiana.** Uma alteracdo na sua

constituicdo esta em direta relacdo com modificacBes nestas trés condi¢des (Figura 1.)
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Figura 1. — Dinamicas do microbioma pulmonar. Adaptado com permisséo de

Dima et al.®®



A imigracao microbiana ocorre através de fendmenos de microaspiragao, inalagéo
de ar e disperséo direta através da mucosa. Destes, a microaspira¢éo é provavelmente
0 mecanismo mais significativo, conforme é relatado por Charlson et al.*® e por Dickson
et al.¥’. Ja antes, em 1976 tinha sido descrito por Huxley et al.*® que este fendémeno
ocorre em adultos saudaveis pelo que é plausivel o seu contributo major na constituicéo

do microbioma respiratério, mesmo em individuos sem patologia respiratéria.

A eliminacdo dos microrganismos das vias aéreas inferiores € um processo
continuo baseado na clearance mucociliar. Através do movimento constante dos cilios
das células epiteliais, sob uma camada secretada de muco, 0s micro-organismos vao
sendo progressivamente expulsos no sentido ascendente. Adicionalmente, o sistema
imunitario pulmonar possui ferramentas celulares e humorais que reconhecem e
eliminam microbiota, conforme Segal et al.?® descreveram num estudo em que
correlacionou o aumento de marcadores inflamatérios no pulmao com o aumento de

bactérias caracteristicamente de origem supraglética.

Em relagdo as condigdes de proliferagao, varios fatores devem ser tidos em conta
no crescimento bacteriano: tensdo de oxigénio, pH, perfusdo sanguinea, ventilacéo,
temperatura, estrutura das células epiteliais, deposicdo de particulas inaladas e
concentracdo de células inflamatdrias.?° Nesse sentido, seria de esperar que em regiées
diferentes do pulmdo, sujeitas a condicbes ambientais e pressbes de selecao dispares,
deveriam também existir diferencas significativas e consistentes na composicédo do
microbioma (por exemplo, as regibes apicais teriam uma composicao substancialmente
distinta das bases por serem areas de menor perfusdo e maior oxigenacao). Porém,
Dickson et al.?*, em amostras obtidas por broncoscopia protegida, demonstraram que
a variacdo espacial intrapulmonar ndo € significativa, ao contrario da variacao inter-
individual. Estes resultados refletem, portanto, que a composicdo do microbioma
pulmonar em individuos saudaveis depende principalmente da imigracdo e eliminagéo
bacteriana, e menos das condi¢cdes de pressdo seletiva. Com base nestes achados,
Dickson e colegas propuseram um modelo biogeografico de ilha adaptado, postulando
gue o tracto respiratério consiste num ecossistema Unico, de topografia continua, sujeito
a imigracdo microbiana das vias superiores através de fendbmenos de microaspiracéo e
dispersao direta através da mucosa. Posteriormente, um novo estudo do mesmo autor
analisou escovados de mucosa respiratéria progressivamente mais distais (traqueia
proximal, traqueia média, carina, brbnquios intermédios proximais e bronquios
intermédios distais) e LBA do lobo médio e lingula. O perfil topografico encontrado foi

consistente com o modelo anteriormente referido, assente na imigragdo bacteriana
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fundamentalmente através de fendmenos de microaspiracdo subclinicos, e cuja

composicdo varia de forma decrescente e continua ao longo do tracto respiratério.®’

Finalmente, Pragman et al.®*, num estudo inédito a data, analisaram amostras de
parénquima pulmonar e mucosa brénquica obtidas durante lobectomias a doentes com
DPOC leve a moderada e, portanto, livres de qualquer contaminacgédo pelas vias aéreas
superiores. Os resultados obtidos mostraram a presenca de bactérias tipicamente orais
e das vias respiratorias superiores, suportando desta forma a hipétese anteriormente
proposta por Dickson.

4. O microbioma pulmonar de individuos saudaveis

O pulmao saudavel era até ha relativamente pouco tempo considerado estéril,
baseado nos estudos de cultura convencionais. Todavia, com a emergéncia das novas
técnicas independentes de cultivo, hoje sabe-se que ndo é o caso. O primeiro estudo
gue documentou a presenca de um microbioma nas vias aéreas inferiores de individuos
saudaveis foi publicado por Hilty et al.*® em 2010. Neste estudo, Hilty et al. analisaram
através da sequenciacdo do gene 16S rRNA os escovados bronquicos de trés grupos
de participantes: controlos saudaveis, doentes com asma e doentes com DPOC.
Inesperadamente, encontraram uma diversidade significativa de bactérias em todas as
amostras, com uma abundancia semelhante entre grupos, mas com composi¢coes
gualitativas diferentes. Desde ai, estes achados tém sido replicados em varios
estudos!t?02141 sendo hoje consensual a existéncia de uma comunidade microbiana

pulmonar filogeneticamente diversa.

Conforme mencionado no capitulo anterior, o microbioma pulmonar provém
fundamentalmente das vias aéreas superiores e da cavidade oral. Com efeito, as
bactérias mais frequentemente identificadas em individuos saudaveis pertencem aos
filos Firmicutes e Bacteroidetes (cerca de 80%), ambos comensais da cavidade oral e
orofaringe, sendo que aproximadamente 10% pertencem ao filo Proteobacteria. Ao nivel
de género, Prevotella (Bacteroidetes), Veillonella e Streptococcus (ambos Firmicutes)
sdo as mais predominantes, com uma presenca pouco significativa de bactérias

patogénicas como Haemophilus, Moraxella e Pseudomonas (Proteobacteria).*?

Relativamente ao timing da colonizacdo, considera-se que esta ocorre in utero,
evoluindo posteriormente apés o parto.** Tal como o pulm&o, assumiu-se durante

décadas que o ambiente in utero é estéril, com base em estudos que empregavam
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métodos tradicionais de cultura e microscopia. Todavia, pesquisas mais recentes com
métodos independentes de cultivo, sugerem uma aquisi¢do do microbioma humano in
utero, comprovada pela identificacdo de DNA bacteriano na placenta, no liquido
amnidtico e nas membranas fetais em gravidezes saudaveis.** Deste modo, supde-se

gue a propria aquisicdo do microbioma respiratério inicia-se ainda antes do parto.

De facto, nos 5 minutos apés o nascimento ja é possivel identificar comunidades
microbioldgicas na cavidade oral e nasofaringe dos recém-nascidos, sendo plausivel
que o proprio pulmédo também albergue neste periodo um microbioma préprio. Em
aspirados brénquicos de recém-nascidos pré-termo ja foi observado DNA bacteriano,
particularmente de espécies de Staphylococcus e Ureaplasma. Lohmann et al.*®
também detetaram DNA bacteriano em todas as amostras de aspirados brénquicos de
25 neonatos pré-termo com menos de 32 semanas de gestacdo. O tempo estimado de
desenvolvimento de um microbioma pulmonar estavel é desconhecido, porém sabe-se
gue a carga e a composicao bacteriana da orofaringe variam ao longo dos primeiros 2
anos.*® Analogamente, também se desconhecem que fatores influenciam a microbiota
respiratoria durante os primeiros meses de vida, embora o tipo de parto, o aleitamento
materno e a exposicdo perinatal a antibidticos sejam elementos a considerar. Em
criancas, um estudo reportou diferencas entre a microbiota do trato respiratorio superior
e a microbiota pulmonar, sendo que na Ultima incluiam-se espécies de Moraxella spp,

Haemophilus spp e Streptococcus spp.

5. Modificacdes na DPOC
5.1 O microbioma na DPOC estavel

As doencas cronicas pulmonares, em particular a DPOC, alteram a topografia e
as dindmicas do turnover microbiano. No caso do enfisema, existe uma destruicdo da
arquitetura alveolar que reduz de forma muito significativa a area de superficie interna
dos pulmdes. A bronquite crénica, outra componente da DPOC, é caracterizada pela
deficiente clearance mucociliar, diminuindo a eliminagdo microbiana. Para além disso,
esta associada a um aumento da produgéo de muco, criando locais ricos em nutrientes,
com concentragfes de oxigénio baixas e temperatura aumentada, favoraveis ao
crescimento bacteriano. Com o avanco da doencga, a composi¢cdo do microbioma passa
a ser menos definida pelo balanco entre a imigracdo e eliminagdo, e mais pelas
condicdes locais de crescimento e pelas diferentes taxas reprodutivas.®** Em

contrapartida, as altera¢des na prépria composi¢do da microbiota vao induzir a ativagao

12



de mecanismos inflamatérios no hospedeiro, modificando ainda mais as condi¢des
ambientais. Deste modo, a existéncia deste ciclo de disbiose e inflamacao podera estar
na base das manifestacdes clinicas irreversiveis observadas na DPOC, funcionando

ndo s6 como efeito, mas também como a prépria causa.*

O estudo pioneiro de Hilty et al.*® revelou ndo s6 a presenca de um microbioma
pulmonar em individuos saudaveis, mas também a existéncia de diferencas qualitativas
comparativamente com doentes com DPOC. Mais especificamente, mostrou um
aumento relativo de Proteobacteria e uma diminuicdo de Bacteroidetes quando

comparado com amostras de individuos saudaveis ou doentes com asma.

Desde essa altura, varios estudos tém reportado diferentes composicdes e
variacdes no microbioma respiratério dos doentes com DPOC. Embora por vezes
discordantes, estas disparidades podem ser explicadas pela prépria heterogeneidade
da doenca, pelo tipo de amostra biol6gica e pelas carateristicas dos participantes de
cada estudo, nomeadamente idade, localizacdo geografica, exposicdo a tabaco,
terapéuticas prévias e estadio de doenca. Ainda assim, é consensual em toda a
literatura que na DPOC existe um microbioma pulmonar claramente distinto daquele
encontrado em individuos sem patologia respiratéria. Em anexo encontra-se um resumo
dos estudos que analisaram o microbioma pulmonar de doentes com DPOC estavel
(tabela 1.).

Um achado consistentemente evidenciado tem sido a diminuicdo da diversidade
alfa, particularmente em doentes com DPOC mais avancada. Aguirre et al.*” e Galiana
et al.*® reportaram que doentes com obstrucdo respiratdria grave exibiam menor
diversidade alfa e um aumento da carga bacteriana em amostras de expetoracdo
guando comparados com doentes com obstrucéo leve a moderada. De igual modo, Erb-
Downward et al.** replicaram os mesmos resultados num estudo comparativo que
analisou o LBA entre participantes saudaveis ndo fumadores, saudaveis fumadores e
doentes com DPOC. Também Garcia-Nufiez et al.?® demonstraram esta relacéo entre a
gravidade da doenca e a diversidade da flora microbiana: o microbioma menos diverso
dos participantes com FEV1 superior a 50% tinha maior diversidade alfa que o
microbioma mais diverso daqueles com FEV1 inferior a 50%. Mais recentemente, em
2019, um estudo de Millares et al.*® analisou a expetoracéo de 72 doentes com DPOC
estavel, tendo encontrado uma correlacdo inversa da diversidade alfa com a idade e a
funcdo pulmonar. Este facto podera estar relacionado ndo apenas com as alteragdes

esperadas decorrentes da evolugdo natural da doenca, mas também advir do uso
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repetido de antibiéticos, mais frequentemente utilizados em doentes de maior gravidade

e com exacerbagdes mais frequentes.

Em relagcdo a composicao qualitativa, tem sido observado em vérias pesquisas um
deslocamento no sentido do aumento de bactérias pertencentes a classe
Gammaproteobacteria com destaque para os géneros Pseudomonas e Haemophilus, e
uma diminuicdo do filo Bacteroidetes. Num estudo de parénquima pulmonar obtido em
explantes de ndo fumadores, fumadores, doentes com DPOC grau GOLD IV e doentes
com fibrose quistica, Sze et al.'* encontraram nos doentes com DPOC, expanséo de
Proteobacteria e contracdo de Bacteroidetes quando comparados com os restantes. A
justificacdo para estes achados podera estar na existéncia de um mecanismo de
competicdo por espaco na superficie alveolar reduzida, criada pela destruicdo
enfisematosa, que leva a um aumento relativo de bactérias mais resistentes. Também
Garcha et al.*° reportaram um aumento da carga bacteriana e da abundancia de
bactérias potencialmente patogénicas do filo Proteobacteria tais como Haemophilus
influenzae, Streptococcus pneumoniae e Moraxella catarrhalis em correlacdo com a
limitacdo do fluxo aéreo em doentes com DPOC estavel. Noutro pequeno estudo de
amostras de expetoracdo, LBA e bidpsias de mucosa bronquica de 8 doentes com
DPOC grave, Cabrera-Rubio et al.>! evidenciaram bactérias de género semelhante,
nomeadamente Haemophilus, Prevotella, Streptococcus e Moraxella. Mais tarde uma
pesquisa de Millares et al.*® replicou estes achados, tendo observado um aumento
progressivo da abundancia relativa de Pseudomonas em contraste com uma diminui¢ao
do género Treponema. A explicacdo podera estar, mais uma vez, no uso recorrente de
terapia antibidtica por parte dos doentes mais graves, considerando a sensibilidade a

estes por parte de Treponema e a resisténcia de Pseudomonas.

Lee et al.’ recorreram a técnicas de metatranscriptémica com o objetivo de definir
com mais precisdo a composicao qualitativa do microbioma pulmonar de doentes com
DPOC. Neste estudo de pequena dimensdo (n=8), analisaram a expetoracdo de
doentes com DPOC moderada e DPOC grave estaveis (GOLD 2 e GOLD 3). Apesar de
observarem diferencas entre as técnicas usadas (sequenciagdo do gene 16S rRNA e
sequenciacdo do metatranscriptoma), os filos dominantes em ambas corresponderam
aqueles observados em estudos prévios (Proteobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes).
Com efeito, nos doentes com grau mais avancado de doenca, foi observada uma
diminuicAo de Bacteroidetes. Relativamente ao género, a sequenciagdo do
transcriptoma demonstrou uma maior representacdo de Veillonella no grupo de DPOC

moderada e de Prevotella no grupo de DPOC severa, sugerindo que alteracdes nestas
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bactérias transcriptamente mais ativas poderdo estar na base das diferencas entre a
DPOC moderada e grave. De modo similar, foi também observada uma abundancia
crescente de Haemophilus influenza e Haemophilus parainfluenzae, particularmente
nos grupos com doenca mais grave. Estes achados estdo em linha com os outros
estudos previamente descritos.

Num estudo Unico a data, Engel et al.}> comparou o microbioma de controlos
saudaveis com o de doentes GOLD | e Il com alteragBes visiveis em Tomografia
Computorizada (TC). Desta forma, demonstrou uma abundancia maior de Prevotella
nas amostras de controlo e nos doentes sem alteracdes radioldgicas significativas, e em
contrapartida um aumento de Streptococcus nos doentes com fenétipo radiolégico mais
grave. Esta correlacdo mais uma vez refor¢ca o profundo impacto que a alteracdo da
estrutura pulmonar provoca no microbioma, provocando um deslocamento de bactérias

nado patogénicas para bactérias tipicamente patogénicas.

De facto, os fenébmenos de disbiose parecem estar presentes ndo apenas em
doentes com graus mais avancados da doenca, mas também em doentes de niveis mais
leves. Molyneaux et al.®® estudaram a expetoracdo de controlos saudaveis n&o
fumadores, saudaveis fumadores e doentes com DPOC GOLD II, antes e ap0s serem
sujeitos a infe¢cdo por Rhinovirus. Previamente a infecdo viral, o microbioma das
amostras de individuos com DPOC era semelhante aos controlos saudaveis, sendo
constituido por abundéancias relativamente baixas de géneros como Haemophilus,
Streptococcus e Pseudomonas. Todavia, apds exposicdo ao virus, a expetoracdo
destes doentes apresentou um aumento muito significativo de bactérias do filo
Proteobacteria, particularmente de Haemophilus influenzae, ao contrario dos controlos
gue se mantiveram relativamente estaveis. Este aumento traduz, muito provavelmente,
0 sobrecrescimento de espécies previamente ja presentes na propria comunidade
bacteriana de base, e ndo a aquisicdo de novas espécies ou novas estirpes. Conclui-
se, portanto, que embora a linha de base do microbioma em doentes com DPOC inicial
possa ser semelhante aquela observada em individuos sem patologia respiratoria, a
resposta da comunidade bacteriana a um insulto inflamatério est4 alterada e podera

contribuir para a fisiopatologia das exacerbacdes e nas modificagbes associadas.

Recentemente foi também sugerida uma relagdo entre 0 microbioma respiratorio
da DPOC e fatores genéticos. Doentes com défice de lectina de ligagdo a manose
(mannose binding lectin, MBL) apresentam uma microbiota com mais diversidade e
menos abundéancia de Haemophilus spp, menos marcadores de inflamag&o e menor

risco de desenvolver exacerbacdes.*? A explicacdo reside no papel inibitério que a MBL
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possui na fagocitose, impedindo a clearance bacteriana, particularmente de
Haemophilus spp. A perda da diversidade da microbiota com dominancia de
Haemophilus spp estd associada a doenca mais grave, maior frequéncia de

exacerbacdes e aumento da inflamacao das vias respiratorias.

S&o0 poucos os estudos longitudinais que se debrucam sobre a variacdo do
microbioma ao longo do tempo. Na realidade, apenas um Unico estudo realizado em
2018, de Sinha et al.®3, analisou as dinamicas em doentes clinicamente estaveis GOLD
I, recolhendo amostras de cada um distanciadas em periodos de tempo curto (<2 dias)
e periodos de tempo longo (2-9 meses). Os resultados observados em ambas as
amostras refletiram uma estabilidade temporal tanto da diversidade como também da
propria composigcdo taxondmica ao nivel de filo e género. Sugere-se assim que o
microbioma pulmonar permaneca relativamente inalterado no tempo em doentes com

DPOC clinicamente estavel.

5.2 O microbioma nas exacerbacdes

As exacerbacBes agudas da DPOC sado caraterizadas por um aumento da
sintomatologia que se desvia da prépria variacdo basal diaria, surgindo de forma abrupta
e requerendo, geralmente, uma mudanca no tratamento. Estdo associadas tipicamente
a sintomas respiratérios como tosse, aumento da producdo de expetoracao, dispneia e
pieira, mas também podem incluir sintomas sistémicos como febre, astenia e fadiga
generalizada. A evolucdo normalmente tende para restituicdo da funcdo pulmonar
prévia do doente, embora em muitos casos a fungéo regrida para um novo patamar de
base mais grave que o anterior.5* E importante também ressalvar que a exacerbacéo
aguda da DPOC é uma entidade distinta das infe¢cBes primarias pulmonares, como a
pneumonia lobar. A frequéncia da sua ocorréncia esta relacionada com a gravidade da
obstrucéo aérea, mas muitos doentes tém exacerbagdes frequentemente apesar da sua

doenca basal ser leve ou moderada, o designado fenétipo de exacerbador frequente.>®

O papel das bactérias nas exacerbac¢des como importante fator etiologico tem sido
amplamente discutido. A maioria dos estudos baseados em cultura tém-se focado na
identificacdo de espécies singulares de bactérias como Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrhalis e Streptococcus pneumoniae. Contudo, em muitos doentes
estaveis é igualmente possivel identificar a colonizag&o por estes mesmos organismos,
o que reflete que a relacdo entre as bactérias e as exacerbacdes ndo se deve a sua

mera presenca.
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Neste sentido, as dindmicas do microbioma nas exacerbac¢des agudas da DPOC
tém sido alvo de estudo nos ultimos anos. Em anexo encontra-se um resumo dos
estudos que analisaram o microbioma pulmonar de doentes em exacerbacgédo aguda de
DPOC (tabela 2.). Ghebre et al.*® analisaram a expetoracdo de doentes com asma grave
e com DPOC moderada a grave, tendo identificado que os doentes se dividiam em 3
clusters de subtipos de exacerbacéo, cada um exibindo um perfil de microbiota distinto
(Figura 2.). As exacerbag0fes categorizadas como bacterianas eram constituidas na sua
maioria pelos participantes com DPOC e apresentavam a maior abundéncia de
Gammaproteobacteria, contendo um ratio Gammaproteobacteria/Firmicutes (G:F)
superior as restantes. Em contrapartida, as exacerbacdes categorizadas como
eosinofilicas exibiam maior diversidade alfa. Com efeito, também Haldar et al.>” sugerem
gue este ratio Gammaproteobacteria/Firmicutes esta implicado na fisiopatologia das
exacerbacoes. Neste estudo, demonstrou que o ratio G:F correlaciona-se positivamente
com marcadores inflamatérios (% de neutréfilos, proteina C reativa, IL-1B) e
negativamente com o status respiratério (FEV1), sugerindo que a sua pesquisa

sistematica podera ter utilidade na pratica clinica como fator preditor de doenca.
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Figura 2. — Diferentes clusters biolégicos nas exacerbac¢des por DPOC e asma. Adaptado com

permissdo de Ghebre et al.5®
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Dada a heterogeneidade de cada doente e os diferentes perfis de exacerbacao,
para entender melhor esta relacdo € necesséario ter em conta a variagdo temporal
individual. Num estudo longitudinal de Huang et al.*®, foram recolhidas amostras de
expetoracdo de 12 doentes com DPOC antes, no momento e apds episodios de
exacerbacdo. Os resultados demonstraram diferengas significativas na abundancia
relativa de bactérias especificas aquando da exacerbacgdo, nomeadamente um aumento
de espécies de Proteobacteria como Moraxella e Pseudomonas. Adicionalmente,
identificou-se um crescimento de Proteobacteria ndo patogénicas como Pasteurella,
filogeneticamente relacionadas com bactérias patogénicas como H. influenzae,
Pseudomonas aeruginosa e Moraxella catarrhalis. Isto sugere que alteragbes em
bactérias tipicamente ndo patogénicas podem também contribuir para a fisiopatologia
das exacerbacdes. Huang e colegas especulam que é este estado de disbiose, com
diferentes interacBes inter-microbianas e hospedeiro, que induz uma resposta
inflamatoria desregulada, com a tradugao clinica conhecida. Neste sentido, Leitdo Filho
et al.%® colocaram como hipétese que a reducdo de bactérias potencialmente comensais
estava associada a piores outcomes clinicos nas exacerbacdes. Os seus resultados
demonstraram que a presenca de espécies de Staphylococcus (potencialmente
patogénicos) e a auséncia de Veillonella (comensal) estavam fortemente associados a
menor diversidade alfa e a um aumento da mortalidade a um ano. Estes achados
refletem que ndo s6 micro-organismos patogénicos, mas também micro-organismos nao
patogénicos do microbioma respiratério, neste caso Veillonella, ttm um papel relevante

nas exacerbacdes de DPOC.

Wang et al.’® debrucaram-se sobre as interagbes complexas entre o sistema
imune do hospedeiro, fatores ambientas e o microbioma respiratério. Em consonancia
com os estudos previamente descritos, 0s seus resultados demonstram uma associacao
entre os episddios de exacerbacédo e a diminuicdo da diversidade alfa e um aumento da
abundéancia relativa de Proteobacteria. Para além disso, observaram diferencas
significativas entre as populagbes microbianas das exacerbacdes bacterianas e
exacerbacdes eosinofilicas, refletindo a existéncia de diferencas fundamentais na

imunopatogénese destas duas entidades.

Posteriormente, Wang et al.®°, no ambito do consortium COPDMAP, analisaram
longitudinalmente o microbioma pulmonar em 716 amostras de expetoracdo de 281
individuos com DPOC de 3 centros clinicos do Reino Unido, naquele que é o estudo
com a maior coorte a data realizado neste ambito. A composi¢cdo do microbioma foi

semelhante entre centros, assim como entre estavel e exacerbac¢des, com excec¢éo de
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um aumento de Moraxella spp e uma ligeira diminui¢céo de Veillonella nas exacerbagoes.
Contudo, tal como no estudo anteriormente descrito, 0s microbiomas das exacerbacdes
associadas a bactérias e das exacerbacdes eosinofilicas foram claramente distintos.
Com efeito, em 41% dos episédios de exacerbacédo estava presente disbiose, definida
como um desvio significativo da composi¢éo microbiana em relagéo a composicao basal
de cada individuo. Este fendmeno de disbiose associou-se a um aumento da gravidade
das exacerbacdes, traduzindo-se numa queda superior da FEV1 e FVC e num aumento
muito significativo do score CAT, particularmente nas exacerba¢gfes com inflamacéo
eosinofilica concomitante. Verificou-se também que doentes com exacerbagfes mais
frequentes apresentavam diversidade beta diminuida. Desta forma, os resultados
sugerem a existéncia de trés subgrupos de exacerbacdo distintos: exacerbacbes
associadas a disbiose, exacerbacbes associadas a eosinofilia e exacerbactes
associadas a ambas. Neste sentido, traduzem muito provavelmente diferencas na sua
imunopatogénese, logo requerendo abordagens terapéuticas distintas. Os autores
afirmam mesmo que estes achados poderdo estabelecer um novo paradigma ha
estratificacdo das exacerbagcbes da DPOC, de acordo com a presencga/auséncia de

disbiose e eosinofilia, guiando futuras terapias personalizadas.

Noutro estudo longitudinal de grande dimens&o, Mayhew et al.5! descreveram pela
primeira vez a natureza ndo aleatdria das exacerbacbes experienciadas por um
individuo ao longo do tempo. Mayhew e colegas demonstraram a estabilidade temporal
do microbioma de cada individuo, intercalados com episddios de disbiose
correspondentes a episédios de exacerbacdo, sendo que o0s exacerbadores mais
frequentes apresentavam padrbes de disbiose superiores. Adicionalmente, a analise
dos fendtipos de exacerbacao revelou que as exacerbacgfes bacterianas ou eosinofilicas
tinham maior probabilidade de se vir a repetir nas subsequentes, ao contrario das virais.
Por outras palavras, um individuo que tenha uma exacerbacdo bacteriana ou
eosinofilica tem maior probabilidade que a proxima exacerbacdo seja do mesmo tipo
que a anterior. Finalmente, foi também reportado a associacdo de bactérias como
Haemophilus e Moraxella com a gravidade da doenca, nimero de eventos de

exacerbacao e desenvolvimento de bronquiectasias.

Ja em 2019, Pragman et al.’? recrutou 11 exacerbadores frequentes e 11
exacerbadores infrequentes que ndo tinham tido exposicdo a antibioterapia e a
corticoterapia no Ultimo més com o objetivo de comparar a microbiota presente na sua
expetoragdo. Foi observado que as amostras dos exacerbadores frequentes continham

menor diversidade alfa mesmo durante periodos de estabilidade, com predominio de
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Gammaproteobacteria (Moraxella e Haemophillus), reforcando os achados de estudos

anteriores.

Numa tentativa de compreender melhor de que forma o microbioma impacta o
aparecimento das exacerbacdes, Millares et al.** conduziram um estudo de
metagendmica com o objetivo de detetar altera¢des funcionais na microbiota pulmonar
aquando dos episédios. Apesar de ndo terem sido identificadas alteragcbes na
abundancia relativa de nenhum filo ou género, foram detetadas diferencas significativas
em varias funcionalidades metabdlicas bacterianas, nomeadamente em vias de
metabolismo de hidratos de carbono, cancro, crescimento e morte celular, transporte e
catabolismo. Estas alteracfes estdo associadas a uma resposta modificadora da
expressao genética de genes de viruléncia, através de trés mecanismos fundamentais:
aquisicao de nutrientes, aderéncia a células eucaritticas e interferéncia com proteinas
imunitarias do hospedeiro.®® De um modo geral, estas modificagcdes na funcdo do
microbioma respiratorio poderdo refletir maior capacidade de viruléncia e
patogenicidade das bactérias em episodios de exacerbacéo, ainda que a composicao

do microbioma se mantenha relativamente inalterada.

6. A influéncia do tabaco

O tabaco é a principal causa mundial de DPOC. Contudo, hem todos os fumadores
desenvolvem DPOC, havendo diversos fatores de suscetibilidade (por ex., défice de
alfal-antitripsina) que influenciam em quem e de que forma a doenca se manifesta. Sao
conhecidos os efeitos do tabaco no epitélio do tracto respiratério, nomeadamente os
efeitos na diferenciacdo das células basais, na composicdo da matriz extracelular
subepitelial e nas tight junctions.®* Destas alteracdes resulta hipersecre¢do de muco,
clearance mucociliar deficiente e obstrucdo do fluxo aéreo. Para além disso, sabe-se
também que o préprio fumo do tabaco induz alteragBes pro-inflamatorias através da
ativacdo e supresséo de genes.®® Neste sentido, é razoavel supor que o microbioma

respiratdrio seja igualmente afetado pelo tabaco.

Com efeito, j& foram reportadas alteracbes no microbioma nasofaringeo de
fumadores.®® Existe uma propor¢cdo maior de patégenos oportunistas como
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e Moraxella -catarrhalis,
comparativamente a nao-fumadores, que contém principalmente streptococci a-

hemoliticos, Peptostreptococcus spp e Prevotella spp. Curiosamente, a cessacao
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tabagica parece estar associada a uma reversao do microbioma para aquele encontrado

em individuos que nunca fumaram.®’

A influéncia do tabaco no microbioma pulmonar foi investigada por Morris et al.%,
Neste estudo, foram obtidas amostras de lavado oral e LBA de 45 fumadores saudaveis
e 19 controlos ndo fumadores com espirometrias normais. Ndo foram encontradas
diferencas significativas na composi¢do microbiana dos LBA entre grupos, ao contrario
do que sucedeu nos lavados orais. Um estudo de Erb-Downward et al.*! replicou os
mesmos resultados, ao ndo encontrar diferencas nas comunidades microbianas de
fumadores saudaveis e nao fumadores. Estes achados sugerem que, embora o fumo
induza disbiose na cavidade oral e orofaringe, as alteracdes nas vias aéreas inferiores
s6 surgem com O aparecimento de sintomatologia crénica e/ou fung¢do pulmonar

anormal.

Einarsson et al.®® também analisaram o LBA de doentes com DPOC, fumadores
sem doenga respiratoria e saudaveis nao fumadores. Contudo, ao contrario dos estudos
anteriores, foi demonstrada uma diminuicdo de Bacteroidetes como Prevotella spp,
assim como um decréscimo da diversidade alfa e beta no grupo de doentes com DPOC

e no grupo fumadores, comparando com os controlos saudaveis nao fumadores.

Numa abordagem inovadora, Kim et al.”® propuseram-se também a comparar o
microbioma de 13 controlos ndo fumadores, 13 fumadores com espirometrias normais
e 13 doentes com DPOC em amostras de tecido pulmonar. Para isso, para além do
préprio tecido, investigaram também as vesiculas extracelulares (VES) ai presentes. As
vesiculas extracelulares sdo particulas nanométricas secretadas pelas bactérias,
rodeadas por uma bicamada lipidica, que se pensa que podem transmitir fatores de
viruléncia e modular a resposta imune do hospedeiro. Os resultados demonstraram nos
trés grupos de estudo um namero significativamente superior de OTUs nas VEs versus
tecido pulmonar e, curiosamente, demonstraram também a presencga de alguns micro-
organismos que nao foram detetados no tecido pulmonar, sugerindo assim que algumas
VEs terdo origem em lobos adjacentes ou mesmo em outros érgaos. Adicionalmente,
as VEs de doentes com DPOC e fumadores saudaveis apresentavam menor
diversidade microbiana quando comparadas com nao fumadores, assim como maior
dominancia de alguns micro-organismos especificos. Estes achados replicam os de
Einarsson et al., que também demonstraram menor diversidade microbiol6gica nos

fumadores saudaveis versus nao fumadores.

21



Em conjunto, embora aparentemente discordantes entre si, os estudos reforcam
a nocdo de que a resposta a exposicdo ao tabaco é heterogénea. E plausivel que as
alteracbes na microbiota pulmonar estejam relacionadas com modificagcbes na
imunidade e na estrutura das vias respiratérias provocadas pelo tabaco. A prépria
variabilidade da incidéncia de DPOC em fumadores pode ser explicada por fatores
intrinsecos do individuo, estando ja descritos varios polimorfismos genéticos associados
a maior suscetibilidade de desenvolvimento da doenca.’* Assim, sugere-se também que
a influéncia do tabaco em fendmenos de disbiose dependa igualmente da resposta
individual do hospedeiro.

7. Microbioma e inflamagéo

A DPOC ¢é uma doenca caraterizada por inflamacao das vias aéreas, estando esta
implicada na patogénese e na progressao dos sintomas crénicos, na obstrugao do fluxo
aéreo permanente e na ocorréncia de exacerbacBes. A resposta inflamatoria é
tipicamente causada inicialmente pela exposicdo ao fumo do tabaco e/ou a outras
particulas téxicas externas derivadas da poluicdo atmosférica. Contudo, mesmo apos
remocao do estimulo nocivo, por exemplo pela cessacéao tabagica, a inflamacao persiste
cronicamente, atingindo pequenas, médias e grandes vias aéreas através de
mecanismos complexos de acdo. Esta progressdo temporal, embora ainda né&o
compreendida na totalidade, pensa-se que seja consequéncia de alteracbes na

imunidade e no microambiente da vias aéreas.’?

Conforme ja descrito anteriormente, o microbioma pulmonar do doente com DPOC
€ notoriamente diferente do microbioma de individuos sem patologia respiratoria. A
guestao natural que se coloca é se as mudancas microbiolégicas encontradas sdo mera
consequéncia da evolucdo natural da doenga ou se sdo as proprias alteracbes da
microbiota existente que conduzem & progressdo da inflamagédo e ao consequente

agravamento da DPOC.

A inflamacgéo tem, indubitavelmente, um papel fundamental na modificagcéo das
condi¢bes ecoldgicas do pulm&o, na medida em que afeta as condi¢gbes locais de
crescimento bacteriano de varias formas.*?> O aumento da permeabilidade vascular leva
a um aumento da pool de nutrientes tais como fontes de carbono, aminoéacidos,
vitaminas e ferro. O dano nas células epiteliais cria zonas expostas da membrana basal
gue facilitam a aderéncia bacteriana. A hiperplasia das células caliciformes provoca um

aumento da producdo de muco, criando bolsas pobres em oxigénio e de temperatura
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elevada que dificultam a fagocitose, favorecendo o crescimento bacteriano. Finalmente,
também as células inflamatérias sao fonte de catecolaminas que podem modular a

viruléncia bacteriana.*

Certos grupos taxonomicos, especialmente 0s encontrados na classe
Gammaproteobacteria, possuem a capacidade metabdlica de utilizar os produtos da
inflamacédo para prosperar em condi¢cdes de baixa concentragdo de oxigénio.” Estas
bactérias proliferam mais em relacdo a outras que ndo tém a mesma aptiddo metabdlica
para beneficiar com as mudancas provocadas pelas reacfes inflamatérias. Por outro
lado, a prépria microbiota alterada vai promover inflamagcédo através de multiplos
mecanismos, nomeadamente através de padrdes moleculares associados a patégenos
(pathogen-associated molecular patterns, PAMPs).“? Um exemplo é o
lipopolissaracarideo (LPS), um tipo de PAMP presente em bactérias gram-negativas,
gue interage com o recetor do tipo toll 4 (toll-like receptor 4, TLR4) que se encontra nas
células epiteliais pulmonares e estimula a libertacdo de mediadores pro-inflamatérios
tais como IL-1B, IL-6, IL-8, CXCL1 e TNF-a.* O estudo de Larsen et al.”* avaliou a
resposta inflamatdria a bactérias gram-negativas, neste caso mediada por TLR2. Os
resultados demonstraram que espécies de Prevotella (comensais da microbioma
respiratorio) induzem substancialmente menos inflamacdo quando comparadas com
espécies de Haemophilus. Posteriormente, foi também observado numa analise de 112
doentes poés-transplantacdo pulmonar que um deslocamento no sentido contrario a
dominancia de Prevotella correlaciona-se com o0 desenvolvimento de um perfil
inflamatério em macréfagos.” No seu conjunto, estes estudos traduzem que alteracdes
na composicdo do microbioma podem efetivamente acentuar 0s mecanismos

inflamatérios subjacentes a DPOC.

De facto, varios estudos tém correlacionado fendbmenos de disbiose com o
aumento de marcadores inflamatérios. Um pesquisa de Singh et al.”® recolheu amostras
de expetoracdo de 99 doentes com DPOC estavel, tendo encontrado uma correlagéo
positiva significativa entre a carga bacteriana total e o aumento de marcadores
inflamatorios. Adicionalmente, relatou também que a presenca de Haemophilus
influenzae estava associada ao aumento de niveis de inflamacé&o das vias respiratoérias.
Barker et al.>? replicaram estes achados num estudo com PCR quantitativa em 120
amostras de expetoracdo: cargas bacterianas altas de H. influenzae e M. catarrhalis
correlacionam-se positivamente com concentracdes elevadas de IL-1(3, IL-8, IL-10 e

TNF-a. Também j& foi demonstrado que Proteobacteria e Actinobacteria estao
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associadas a infiltracdo de neutrdfilos, eosindfilos e linfécitos B no parénquima
pulmonar, num estudo de amostras de pulméo obtidas em doentes com DPOC grave.’’

A caraterizacdo do transcriptoma e proteoma da expetoragdo de doentes com
DPOC revela associacbes significativas entre a abundancia de Moraxella e
Haemophilus e vias de sinalizagdo pro-inflamatdrias.*® Moraxella correlaciona-se mais
fortemente com vias de interferdo durante eventos exacerbatérios, enquanto
Haemophilus correlaciona-se mais com neutrofilia tanto em exacerbagdes como

também na doenca estavel.

Com efeito, mesmo em individuos sem patologia respiratdria, existe uma
associacdo entre inflamacgédo subclinica e a microbiota pulmonar. Um microbioma com
maior carga bacteriana e maior quantidade de espécies supragléticas (Veillonella e
Prevotella) apresenta uma concentracdo superior de células inflamatorias como
neutrdfilos e linfocitos.?® Num outro estudo por Segal et al.”®, usando técnicas de analise
metabolémica, foi descrito que o LBA com a taxa supraglética referida possuia um perfil
metabdlico distinto, com a presenca de um fenétipo inflamatério de linfécitos Th17. Por
sua vez, esta resposta mediada por Thl7 parece diminuir a resposta TLR4 dos
macrofagos alveolares. Tendo em conta os estudos anteriormente referidos, estas
observacdes apoiam um modelo em que a exposi¢cdo do sistema imune pulmonar a
microbiota de origem supraglética (particularmente Prevotella spp) no individuo
saudavel contribui para o processo homeostatico de regulacdo da resposta inflamatéria

respiratoria.”

A inflamacéao neutrofilica é também caracteristica da DPOC ao contribuir para o
dano das vias respiratorias através da libertacdo de proteases e espécies reativas de
oxigénio. Um dos mecanismos de acdo antimicrobiana do neutrofilo é a formacéo de
armadilhas extracelulares (neutrophil extracellular trap, NET), tendo ja sido identificadas
na expetoragdo de doentes com DPOC estavel ou com exacerbacgdes. O estudo de
Dicker et al.®° sugere que menor diversidade microbiana esta associada ao aumento de
NETSs, que por sua vez conduzem a reduzida capacidade fagocitaria dos neutrofilos e a
piores outcomes clinicos, nomeadamente pior funcdo pulmonar e aumento do risco de

exacerbacao.

Recentemente, para explicar a heterogeneidade da inflamacdo das vias
respiratdrias, foi proposta a existéncia de perfis inflamatérios distintos, particularmente
a existéncia de um perfil neutrofilico e um perfil eosinofilico. Para validar estes fenétipos,

varias abordagens tais como a andlise de clusters tém sido aplicadas.®® Um estudo de
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doentes com asma e DPOC revelou a presenca de 3 clusters distintos. Cluster 1
composto predominantemente por doentes com DPOC continha um predominio de
neutréfilos e mediadores pro-inflamatoérios IL-1p, IL-6 e TNF-a, associado a um aumento
do ratio Gammaproteobacteria:Firmicutes (G:F). Por outro lado, o cluster 2, composto
principalmente por doentes asmaticos e alguns doentes com DPOC, continha
predominio de eosindfilos e mediadores de resposta inflamatoria Th2 como IL-5, IL-13,
CCL13 e CCL26, associado a um ratio G:F equivalente. Finalmente, o cluster 3 continha
mediadores Thl (CXCL10, CXCL11 e IFN-y), estava associado a um ratio G:F reduzido
e traduzia exacerbacgbes de etiologia viral. Efetivamente, os autores sugerem que a
definicdo do tipo de perfil inflamatério poderd ter um papel importante a dirigir a
abordagem terapéutica das exacerbacdes. O cluster 1, neutrofilico e associado a
bactérias patogénicas, respondera a antibioticos. De igual modo, o cluster 2 associado
a eosinofilia e inflamacdo Th2 respondera melhor a corticoterapia. A definicdo de
clusters inflamatorios nas exacerbacdes da DPOC foi também descrita por Bafadhel et
al.®!, tendo sido identificados quatro grupos com base na etiologia e no tipo de
inflamacéo: cluster neutrofilico com niveis elevados de IL-13 associado a bactérias,
cluster com niveis elevados de CXCL10 associado a virus, cluster associado a

eosinofilia e cluster “pauci-inflamatério”.

Contudo, a grande maioria destes estudos apenas fornecem uma perspetiva de
correlacdo, podendo somente ser especulada uma possivel ligacdo causal entre o
microbioma bacteriano e a DPOC. Na tentativa de estabelecer esta relacdo de
causalidade, Yadava et al.'® induziram em modelo murino carateristicas tipicas da
DPOC através da exposicao a LPS/elastase intranasal. Similarmente ao que ocorre em
humanos, a composi¢cdo da microbiota pulmonar estava alterada, particularmente
através do aumento de géneros como Pseudomonas e Lactobacillus e reducdo de
Prevotella, sendo também observado um aumento da inflamacdo e formacdo de
foliculos linfoides. Os modelos previamente tratados com antibiéticos (microbiota
reduzida) e os modelos axénicos (sem microbiota) apresentavam menos inflamacéo,
particularmente niveis reduzidos de IL-17A. Todavia, a transferéncia do LBA,
enriquecido pelo microbioma pulmonar, dos modelos doentes para os modelos tratados
com antibiético ou axénicos aumentou nestes a producdo de IL-17A, sugerindo uma
relacdo causal entre o microbioma bacteriano pulmonar, inflamacéo e a formagéo de

foliculos linfoides mediada pela citocina IL-17A.

Em suma, a relagdo entre inflamacéo e altera¢cdes do microbioma, vulgo disbiose,

parece constituir uma via bidirecional, na qual uma fonte inflamatéria induz uma cascata
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de respostas inflamatorias que alteram as condi¢fes locais do pulméao, favorecendo o
crescimento seletivo de determinadas espécies de bactérias mais imunogénicas. Por
sua vez, as mudancas no microbioma expdem a superficie pulmonar a PAMPs e a
metabolitos microbianos que provocam inflamacéo acrescida (Figura 1).2° Desta forma,
o ciclo vicioso de inflamacéo-disbiose perpetua-se no tempo, mesmo se o0 estimulo
inicial for removido, contribuindo de forma decisiva para a progressao da DPOC e para
a perda de capacidade funcional pulmonar.
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Figura 3 — Ciclo de inflamac&o-disbhiose. Adaptado com autorizacéo de Dickson et al.?°

8. Impacto das terapéuticas
8.1 Exposicao a antibioterapia

O uso de antibibticos na terapéutica cronica da DPOC tem sido alvo de intensa
investigacdo nos ultimos anos, particularmente o uso de macrolidos (azitromicina,

eritromicina, claritromicina) na prevencgéo de exacerbacodes.
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Os macroélidos sdo antibidticos de largo espetro, com acdo bacteriostética e
exercem o seu efeito ao ligar-se a subunidade ribossomal 50S, inibindo dessa forma a
sintese proteica. Para além disso, sdo também conhecidos os seus efeitos
imunomoduladores incluindo a inibicado de citocinas inflamatérias IL-5, IL-6, IL-8, IL-1
e IL-10 e de TNF-q, relacionados com a sobreprodugao de muco.® Os principais efeitos
secundarios sao a ototoxicidade e 0 aumento do intervalo QT, tendo sido ja sido descrito

um ligeiro aumento do risco cardiovascular com 0 seu uso.

De entre os macrolidos, o mais estudado tem sido indubitavelmente a azitromicina.
De facto, mdltiplos estudos tém indicado a sua eficacia na prevencao de exacerbacdes
de DPOC. O estudo publicado em 2010 por Albert et al.® foi o primeiro estudo de grande
dimensdo (n=1142) que demonstrou que a toma diaria de 250mg de azitromicina
diminuiu a frequéncia de exacerbac¢des e aumentou a qualidade vida de doentes com
DPOC, particularmente em ndo fumadores. Foi também reportado uma ligeira perda
auditiva num numero pequeno de doentes, na maioria dos casos reversivel ou
parcialmente reversivel. O ensaio clinico COLUMBUS?® demonstrou também que a
adicdo de azitromicina a terapéutica de manutencdo standard conduziu a uma
diminuicdo significativa das taxas de exacerbacdo em doentes exacerbadores
frequentes. Finalmente, uma reviséo sistematica da Cochrane concluiu, com base em
14 estudos envolvendo 3932 participantes, que o0 uso de macrélidos em regime
profilatico tem um beneficio clinico significativo na reducdo das exacerbacdes de
doentes com DPOC.% Neste sentido, as atuais recomendacdes da Iniciativa Global pela
DPOC indicam o uso de azitromicina em doentes ndo controlados com regime de
manutencdo com LABA e LAMA com eosindfilos < 100 células/ul, e em doentes ndo

controlados com LABA, LAMA e ICS, especialmente se ndo fumadores.®

Tendo em conta o impacto previamente descrito da terapéutica com macroélidos
na DPOC, a questao que se coloca é descortinar qual o impacto destes na microbiota
pulmonar e se o seu beneficio advém dos efeitos na resposta imunitaria, no microbioma

ou em ambos.

Com efeito, as alteragcdes no microbioma induzidas pelos macrélidos,
particularmente a azitromicina, ja foram estudadas em varias doencgas respiratdrias. Um
estudo longitudinal em doentes com asma descreveu que a terapéutica com azitromicina
durante 6 semanas esta associada a uma diminui¢cdo da diversidade microbiana e a
uma reducdo de bactérias patogénicas do género Pseudomonas, Haemophilus e
Staphylococcus.® Foi também j& reportado que o tratamento durante 2 semanas com

azitromicina na bronquiolite por virus sincicial respiratério (VSR) modifica 0 microbioma
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das vias aéreas superiores, reduzindo a abundancia de Moraxella.®” Adicionalmente, no
ensaio clinico BLESS foi analisado o impacto do tratamento a longo prazo com
eritromicina em doentes com bronquiectasias nao-fibrose quistica. Verificou-se uma
mudanc¢a na composi¢cao da microbiota respiratdria, nomeadamente uma reducao da
abundancia de H. influenzae e um aumento de P. aeruginosa, mais resistente aos

macrolidos. 88

Numa tentativa de responder as questdes colocadas anteriormente, Segal et al.®®
elaboraram um estudo com o objetivo de descrever as alteracbes no microbioma
provocadas pelos macrolidos e os seus efeitos nos metabolitos bacterianos e nas
citocinas inflamatdrias das vias aéreas, através de andlises in vivo e ex vivo. Para isso,
foi examinado o LBA de 20 fumadores com evidéncia radiolégica de enfisema,
previamente expostos durante 8 semanas a 250mg diarios de azitromicina versus
placebo. Os resultados demonstraram que a exposicdo a azitromicina alterou o
microbioma pulmonar, causando uma reducdo consistente da diversidade alfa.
Adicionalmente, houve um aumento da producdo dos metabolitos bacterianos acido
benzoico, acido glicélico, indole-3-acetato e acido linoleico e uma redugéo dos niveis de
citocinas inflamatérias como TNF-a, IL-12, IL-13 e CXCL1. No estudo ex-vivo, a
exposicdo aos metabolitos bacterianos descritos diminuiu a quantidade de citocinas
inflamatérias, ao contrario do que sucedeu ha exposi¢cdo a azitromicina isolada. Isto
poderd traduzir que o efeito anti-inflamatério da azitromicina é mediado pelos
metabolitos bacterianos e ndo exclusivamente pela sua acdo direta no sistema
imunitario. Neste sentido, Segal et al. sugerem que o microbioma pulmonar é sensivel
ao stress induzido pelo antibidtico, estimulando a producdo de metabolitos anti-
inflamatérios e, deste modo, alterando a interacdo entre 0 microbioma e a imunidade do

hospedeiro.

Todavia, o impacto de outros antibioticos na microbiota respiratdria ainda ndo esta
totalmente clarificado, assim como o possivel risco de inducdo de resisténcias. Na
verdade, o Unico estudo a data foi o ensaio de Birill et al.*° que se propds a analisar a
expetoragdo de 86 doentes com DPOC estavel, sujeitos a trés antibioticos diferentes
(moxifloxacina, doxiciclina e azitromicina) durante 3 meses. Os resultados revelaram a
inexisténcia de alteragfes significativas da carga bacteriana pelos trés regimes, tanto
através de técnicas de cultura como também através da técnica de 16S gqPCR. Desta
forma, uma possivel explicagdo para a reducdo da frequéncia de exacerbacdes
evidenciada por outros estudos néo residira na diminuicdo da carga bacteriana total do

microbioma, mas sim na mudanca da composicéo de base deste ou, em alternativa, na
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atenuacao do aumento da carga bacteriana aquando da ocorréncia da exacerbacgéo.
Adicionalmente, nos trés bracos de estudo, as concentragfes inibitérias minimas

triplicaram em relacéo ao placebo, refletindo um aumento da resisténcia antibiotica.

Mais pesquisas devem ser realizadas para averiguar qual o papel dos antibiéticos

na modulacéo do microbioma pulmonar e quais 0s seus riscos associados.

8.2 Exposic¢ao a corticosterdides

Os corticosterdéides inalados constituem umas das terapéuticas recomendadas em
doentes com DPOC com risco alto de exacerbacgéo, particularmente em doentes mal
controlados com LABA + LAMA. Atualmente € recomendado o seu uso em doentes com
DPOC moderada a muito grave, em associacdo com um broncodilatador de longa
duracdo, tendo sido demonstrada uma reducdo significativa do numero de
exacerbacdes e uma melhoria da qualidade de vida.® Paradoxalmente, o principal efeito
secundario reportado € o aumento do risco de pneumonia. Recentemente, varios
estudos demonstraram que o valor de eosinéfilos no sangue periférico € um bom
preditor da resposta a terapia com corticosterdides inalados, sendo um biomarcador
fidedigno para identificar os doentes que poderdo beneficiar mais com esta terapéutica.
Com efeito, para valores <100 células/pul ndo sdo observados efeitos relevantes,

enquanto que para valores >300 células/ul o beneficio € muito significativo. %%

Em relacdo aos corticosteréides sistémicos, estes devem ser reservados para 0
tratamento das exacerbacdes agudas em doentes hospitalizados ou idas a urgéncia. O
seu perfil de efeitos secundarios, nomeadamente a miopatia que provoca fraqueza
muscular e induz agravamento da funcdo respiratéria, contraindica 0 seu uso na
terapéutica cronica da DPOC, ndo tendo sido demonstrado um beneficio significativo

que contrabalance as complicagdes associadas.?

Varias investigacdes debrucaram-se sobre o impacto dos corticosteréides no
sistema imunitario pulmonar. Sabe-se que podem enfraquecer a clearance bacteriana
através da reducéo da atividade dos macréfagos®, da inibicédo da libertacéo de citocinas
com TNF e IL-10 e da sub-expressdo de moléculas MHC classe 11.* Contudo, também

ja foi demonstrado que poderdo reduzir a invasdo bacteriana do epitélio respiratério.®

Tendo em conta os efeitos descritos na resposta imunitaria a bactérias, é

expectavel que o microbioma respiratorio na DPOC sofra alteragcdes ap0s a exposi¢do
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a corticoterapia. De facto, ja foi demonstrado que o uso de corticosteréides inalados na
asma aumenta a abundéancia de Proteobacteria (especialmente Pseudomonas spp) e
diminui a de Bacteroidetes (Prevotella spp) e Fusobacteria.®® Também num modelo
murino de exacerbacdo aguda de DPOC induzida por Rhinovirus, a exposicdo a
fluticasona enfraqueceu as respostas imunes inatas (IFNs tipo 1) e adaptativas (células
T CD4 e CD8) , traduzindo-se em clearance antiviral reduzida, hipersecrecdo de muco

e aumento da carga bacteriana.®’

Um estudo de Huang et al.>® analisou as alteragdes no microbioma de doentes
com DPOC antes, durante e apds exacerbacao. Nesta pesquisa observou-se que 0 uso
de corticosteréides sistémicos como tratamento isolado das exacerba¢fes conduziu a
um aumento significativo da carga bacteriana, principalmente do filo Proteobacteria,
mas também ligeiramente de Bacteroidetes e Firmicutes. Pelo contrario, o uso de
antibiéticos reduziu a abundancia destes grupos. Noutro estudo longitudinal de 87
individuos com DPOC, Wang et al.'° obtiveram quatro amostras em periodos diferentes:
doenca estavel, exacerbacdo, duas semanas apoés terapéutica e seis semanas apos
recuperacdo clinica. Os resultados replicaram os de Huang et al. descritos
anteriormente, observando-se no grupo tratado com corticosterdides isolados uma
reducdo da diversidade microbiana e um aumento do ratio Proteobacteria:Firmicutes.
De igual modo, verificou-se o inverso nos doentes que receberam antibioterapia. Estes
achados demonstram, portanto, que a terapéutica das exacerbacdes influencia o
microbioma respiratério e que estas alteracbes se mantém no tempo mesmo apdés a

recuperacao clinica.

Para responder a questdo do impacto da terapéutica cronica da DPOC com
corticosterdides inalados, Contoli et al.®® desenharam um estudo randomizado
prospetivo com 60 doentes com DPOC moderada estavel, na qual um grupo recebeu
durante 1 ano salmeterol diario (LABA) e o outro salmeterol e propionato de fluticasona
diarios (LABA + ICS), sendo o outcome primério a mudanca na carga bacteriana ao
longo do tratamento. Os resultados demonstraram efetivamente um aumento da carga
bacteriana no segundo grupo, assim como um aumento da abundéncia de bactérias
potencialmente  patogénicas (Pneumococcus, Haemophilus e Moraxhella).
Curiosamente, estas altera¢des foram mais significativas nos doentes deste grupo com
contagens de eosindfilos mais baixas, sendo que nos doentes com contagens mais altas
praticamente ndo se verificou mudancga na carga bacteriana. Estes achados estdo em
consonancia com a atual literatura: os doentes com niveis baixos de eosinofilos

beneficiam menos da terapéutica cronica com ICS na prevencgdo das exacerbacgoes.
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Estes doentes desenvolvem maior carga bacteriana, particularmente de bactérias
potencialmente patogénicas, o que se traduz num aumento do risco de eventos
infeciosos, explicando também assim o0 aumento do risco do surgimento de pneumonias

bacterianas.
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9. CONCLUSAO

A DPOC é uma doenca heterogénea, com fatores intrinsecos e extrinsecos a
contribuirem para o seu surgimento, evolugéo e prognéstico. Na Ultima década, o estudo
do microbioma pulmonar tem-se revelado chave no melhor entendimento dos
mecanismos fisiopatolégicos subjacentes ao desenrolar da doenga e na compreensao
da variabilidade fenotipica inter-individual. Desde o primeiro estudo, que revelou a
presenca de uma comunidade microbiana pulmonar, sucessivas pesquisas tém
correlacionado alteragées na sua composicao e abundéancia, com os diversos estadios
da doenca e a ocorréncia de episédios de exacerbacado aguda. A evidéncia atual reflete
a existéncia de uma resposta inflamatéria desregulada, como consequéncia da
manutencdo temporal de um ciclo de disbiose e inflamag¢édo, na qual existe um
deslocamento de bactérias comensais ndo patogénicas para bactérias patogénicas,

particularmente bactérias pertencentes ao filo Proteobacteria.

Todavia, a maioria dos estudos da area apenas se limitam a descrever a
associacdo entre doenca e disbiose, e ndo permitem discernir se sdo as proprias
alteracbes no microbioma que provocam a doencga, ou se estas sd0 meramente
resultado das modificacdes locais que ocorrem no pulméo doente. Outra questao
premente € de que forma o microbioma pulmonar pode ser manipulado
terapeuticamente para reverter a evolucao natural da doenca. Para responder a estas
guestdes, sao hecessarios novos estudos longitudinais, com protocolos
estandardizados, que permitam descrever de forma mais precisa 0s mecanismos
relacionados com o aparecimento da doencga, a sua progressao e a propria resposta a
terapéutica. Nesse sentido, as novas abordagens de metagendémica,
metatranscriptomica e metabolémica tém indubitavelmente um papel central. Por outro
lado, também o estudo e desenvolvimento de modelos animais constitui uma ferramenta
chave na clarificacdo das relagdes entre o microbioma e a patogénese da DPOC, no

ambito da medicina translacional.

Finalmente, a melhor compreensdo destas interagbes podera levar ao
desenvolvimento de novos biomarcadores simples, seguros e de uso pragmatico na
pratica clinica que auxiliem o médico numa decisdo terapéutica mais personalizada,

nomeadamente no uso de antibioterapia e imunossupressores.
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10. APENDICE

Tabela 1. Resumo dos estudos que investigaram o microbioma pulmonar

de doentes com DPOC estavel

Autor Técnica Carateristicas dos Tipo de Resultados significativos
(Ano) participantes amostra
Hilty etal. | 16S rRNA 5 individuos com LBA -Aumento de Proteobacteria
(2010)%° DPOC, 11 com (Haemophilus) e reducéo
asma, 8 controlos de Bacteroidetes na DPOC
saudaveis
Erb- 16S rRNA 6 individuos com Amostras de -Diferencas micro-
Downward DPOC grave, 4 com | tecido de anatémicas da composicéo
et al. DPOC leve a explantes; LBA | microbiana no mesmo
(2011)* moderada, 7 pulméo na DPOC grave;
fumadores -Reducéo da diversidade na
saudaveis, 3 ndo DPOC moderada e grave
fumadores
Cabrera- 16S rRNA 8 individuos com Expetoracéo, -Menor diversidade em
Rubio et DPOC LBA, biopsias | amostras de expetoracao
al. de mucosa comparando com outro tipo
ronquica e amostras.
(2012)* brénqui d
Garchaet | gPCR 134 individuos com | Expetoragéo -Associacao entre a
al. DPOC GOLD lI-Iv reducdo de FEV1eo
aumento da carga
(2012)%° d
bacteriana total e de
espécies patogénicas
(Haemophilus influenzae,
Streptococcus pneumoniae
e Moraxella catarrhalis)
Sze et al. 16S rRNA; 4 individuos com Amostras de -Aumento de Proteobacteria
q muito grave, | pulmé&o e reducéo de Bacteroidetes
(2012)* PCR DPOC mui Ima ducéo de B id
8 com fibrose obtidas na DPOC
quistica, 8 cirurgicamente
fumadores
saudaveis, 8 nao
fumadores
Molyneaux | 16S rRNA,; 14 individuos com Expetoragéo -Ap6s infecao por
et al. gPCR DPOC, 17 controlos | colhida antes e | Rhinovirus, aumento da
(2013)33 saudaveis apos infecado carga bacteriana e

por Rhinovirus

crescimento significativo de
Haemophilus influenzae na
DPOC, nao observado em
saudaveis
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Galiana et | 16S rRNA; 9 individuos com Expetoragéo -Maior carga bacteriana e
al. gPCR DPOC leve a menor diversidade no grupo
(2014)% moderada, 10 com com DPOC mais grave
DPOC grave a muito
grave
Garcia- 16S rRNA 8 individuos com Expetoragéo -Menor diversidade no
Nunez et DPOC moderada a grupo com DPOC muito
al. grave, 9 DPOC grave
(2014)* muito grave
Lee et al. 16S rRNA; 4 individuos com Expetoracéo -Reducéo na expresséo de
(2016)*° metatranscri | DPOC moderada e Veillonella e aumento da
ptoma 4 com DPOC grave expressao de Haemophilus
influenza e Haemophilus
parainfluenzae nos grupos
com doenga mais grave
Engel et 16S rRNA 12 individuos com Escovados -Aumento de Streptococcus
al. DPOC com brénquicos e reducao de Prevotella nos
(2017)*? alteragdes individuos com alteragdes
significativas em TC, radioldgicas
4 individuos sem
alteracbes e 9
controlos
Dicker et 16S rRNA 141 individuos com | Expetoragéo -Doentes com défice de
al. DPOC de uma MBL apresentaram uma
(2018)* coorte total de 1796 microbiota com mais
submetidos a diversidade e menos
genotipagem de abundancia de
MBL Haemophilus spp, menos
marcadores de inflamacao
e menor risco de
desenvolver exacerbacdes
Sinha et 16S rRNA 4 individuos com Expetoracéo -Diversidade e composicao
al. DPOC moderada e | colhida a mantiveram-se estaveis
(2018)% estavel tempo curto (2 | entre os 2 periodos.
dias) e longo
(2-9 meses)
Millares et | 16S rRNA 72 individuos com Expetoragéo -Correlagéo inversa da
al. DPOC diversidade alfa com a
(2019)*° idade e a fungdo pulmonar

FEV1: Volume expiratério forcado em 1 segundo; LBA: lavado broncoalveolar; MBL: Mannose Binding Lectin;
gPCR: PCR quantitativa
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Tabela 2. Resumo dos estudos que investigaram o microbioma pulmonar

de doentes em exacerbacao aguda de DPOC

Autor Técnica Carateristicas Tipo de amostra Resultados significativos
(Ano) dos
participantes
Huang et | 16S rRNA,; | 12 individuos Expetoracéo colhida | -Aumento de Proteobacteria
al. gPCR com DPOC antes, durante e durante exacerbagéo;
(2014)%8 apods exacerbacéo -Efeitos opostos no
microbioma pela terapéutica
com corticosterdides ou
antibiéticos
Millares | 16S rRNA; | 8 individuos Expetoracéo colhida | -Alteracdes em vias de
etal. metagen6 | com DPOC em doenca estavel e | metabolismo e crescimento
(2015)*t | mica grave em exacerbacdo celular durante exacerbacéo
Wang et | 16S rRNA; | 87 individuos Expetoracéo colhida | -Reducéo na diversidade e
al. gPCR com DPOC em doenca estavel, | aumento de Proteobacteria
(2016)%° exacerbacao e ap6s | durante exacerbacao
2-6 semanas
Haldar et | 16S rRNA; | 58 individuos Expetoracédo colhida | -O ratio G:F correlaciona-se
al. gPCR com DPOC em doenca estavel, | positivamente com
(2017)% durante marcadores inflamatdrios (%
exacerbacao e apos | de neutrofilos, CRP, IL-1B) e
14 e 42 dias negativamente com o status
respiratério (FEV1)
Wang et | 16S rRNA | 281 individuos Expetoracédo colhida | -Disbiose correlaciona-se com
al. com DPOC de 3 | em doenca estavel e | a gravidade da exacerbacao
(2018)° centros clinicos | durante (score CAT e FEV1);
exacerbacao -Exacerbadores frequentes
apresentam menor diversidade
Mayhew | 16S rRNA | 101 individuos Expetoracédo colhida | -Associacao entre
et al. com DPOC em doenca estavel e | Haemophilus e Moraxella com
(2018)%* durante a gravidade da doenca e a
exacerbacao ocorréncia de exacerbacgoes;
-Composicéo distinta entre
exacerbacdes bacterianas e
exacerbacdes virais e
eosinofilicas;
-O tipo de exacerbacéo tende
a repetir-se na seguinte
Ghebre 16S rRNA | 73 individuos Expetoracgéo colhida | -Definidos 3 clusters com perfil
et al. com DPOC e 32 | durante inflamatorio e microbioma
(2018)°¢ individuos com | exacerbacéo distinto

asma

-Exacerbacgfes bacterianas de
DPOC caraterizadas por
aumento de mediadores pro-
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inflamatarios, inflamacéo
neutrofilica e aumento de

Proteobacteria
Leitao 16S rRNA | 102 individuos Expetoracéo colhida | - Reducéo da diversidade,
Filho et internados por durante diminui¢do de Veillonella e
al. exacerbacdo de | internamento e no aumento de Staphylococcus
(2019)*° DPOC follow-up de 1 ano associados a aumento da
mortalidade a 1 ano
Pragman | 16S rRNA,; | 11 individuos Expetoragéo -Exacerbadores frequentes
et al. gPCR exacerbadores apresentam menor diversidade
(2019)°2 frequentes e 11 com aumento de
infrequentes Gammaproteobacteria
Wang et | 16S rRNA; | 43 individuos Expetoracéo colhida | -Associacado entre Moraxella e
al. gPCR; com DPOC e 16 | em doenca estavel, | Haemophilus e vias de
(2019)*° | transcripto | controlos durante inflamacao
ma,; saudaveis exacerbacao e apds | -Reducéo da diversidade e

proteoma

2e6semanase 6
meses

aumento da abundancia de
Moraxella durante episédio de
exacerbacao

CAT: teste de avaliagcdo de DPOC; CRP: proteina C reativa; FEV1: volume expiratério forcado em 1 segundo;

G:F: ratio Gammaproteobacteria:Firmicutes; IL-1B: Interleucina 1 beta; gPCR: PCR quantitativa
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