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RESUMO

Introducdo: a bronquiolite aguda (BA) é uma doenca inflamatoria das vias aéreas considerada
a patologia mais comum do trato respiratorio inferior na infancia. Responsavel por um grande
numero de hospitalizacdes em lactentes € uma das principais doencas respiratérias em todo o
mundo, elevando os custos de cuidados de satde em lactentes. Segundo dados epidemiologicos,
entre 75.000 e 125.000 criangas sdo hospitalizadas nos Estados Unidos anualmente com
infeccOes causadas pelo virus sincicial respiratorio (VSR), respondendo por aproximadamente
25% das pneumonias pediatricas e até 70% das internacdes por bronquiolite aguda (BA). As
criangas com deficiéncia na imunidade mediada por células podem desenvolver infecgdes mais
graves e prolongadas. A ativacdo das vias de sinalizacdo mTOR, STAT-3 e STAT-6 tém sido
identificadas como reguladores-chave em diferentes fungdes do sistema imune. O objetivo deste
estudo foi investigar a relacdo entre a expressdo génica de mTOR, STAT-3, STAT-6 e a
gravidade da BA.

Meétodos: trata-se de um estudo de coorte onde foi incluido um grupo de lactentes de idade
inferior a 12 meses, com BA, internados em um hospital terciario de Porto Alegre, Brasil. Foi
coletado lavado nasofaringeo de todos os pacientes e armazenados em solucdo de Trizol a
temperatura de -80°C no Instituto de Pesquisas Biomédicas (IPB) da PUCRS para posterior
extracdo de RNA e sintese de cDNA. Foram utilizados os iniciadores especificos para verificar
a expressdo relativa de mTOR, STAT-3 e STAT-6 por meio de PCR em tempo real. Os
resultados obtidos foram correlacionados com marcadores de gravidade da BA como tempo de
internacdo e tempo de sibilancia.

Resultados: para a analise da expressdo da proteina de sinalizacgdo mTOR e fatores de
transcricdo STAT-3 e STAT-6, foram incluidos 23 pacientes hospitalizados com BA. Foi
realizada uma correlacdo geral entre os marcadores clinicos (dias de internacdo e dias de
sibilancia) e a expressdo das vias de sinalizagdo. Os dados foram estratificados de acordo com
os marcadores de severidade e mostraram uma tendéncia para a diminuicdo da expressdo de
mTOR em pacientes com tempo de sibilancia igual ou superior a 5 dias (r =-0,702 e p = 0,024).
No entanto, as vias de sinalizacdo STAT-3 e STAT-6 ndo foram correlacionadas com fatores
de gravidade da BA quando aplicadas neste grupo de pacientes.

Concluséo: os fatores de transcricdo sdo essenciais para gerar respostas imunes eficazes. O
mMTOR, STAT-3 e STAT-6 participam na expressao de uma variedade de genes em resposta a
estimulos celulares e podem desempenhar um papel-chave na manifestacdo da doenca. Nossos
dados demonstram a diminuicao da expressao de mTOR, com melhora dos marcadores clinicos
de gravidade, porém outros estudos sdo necessarios para reforcar este achado.

Keywords: mTOR, STAT-3, STAT-6, bronquiolite, fatores de transcricao, transducéo de sinal,
via de sinalizagdo, virus sincicial respiratorio (VSR).



ABSTRACT

Introduction: acute bronchiolitis (AB) is an inflammatory disease of the airways considered
the most common pathology of the lower respiratory tract in childhood. Responsible for a large
number of hospitalizations in infants is one of the leading respiratory diseases worldwide,
raising the costs of health care in infants. According to epidemiological data, between 75,000
and 125,000 children are hospitalized in the United States each year with infections caused by
respiratory syncytial virus (RSV), accounting for approximately 25% of pediatric pneumonia
and up to 70% of hospitalizations for acute bronchiolitis. Children with deficiencies in cell-
mediated immunity can develop more severe and prolonged infections. Activation of the
mTOR, STAT-3 and STAT-6 signaling pathways have been identified as key regulators in
different functions of the immune system. The aim of this study was to investigate the
relationship between the gene expression of mMTOR, STAT-3, STAT-6 and AB severity.

Methods: it is a cohort study that included a group of infants less than 12 months old with AB
admitted to a tertiary hospital in Porto Alegre, Brazil. Nasopharyngeal lavage was collected
from all patients and stored in Trizol solution at -80°C at the Biomedical Research Institute
(IPB) of PUCRS for subsequent extraction of RNA and cDNA synthesis. Specific primers were
used to verify the relative expression of mTOR, STAT-3 and STAT-6 by means of real-time
PCR. The results obtained were correlated with AB severity markers such as hospitalization
time and wheezing time.

Results: for the analysis of expression of the mTOR signaling protein and transcription factors
STAT-3 and STAT-6, 23 patients hospitalized with AB were included. A general correlation
was made between clinical markers (days of hospitalization and days of wheezing) and
expression of signaling pathways. Data were stratified according to severity markers and
showed a trend towards decreased mTOR expression in patients with a wheezing time equal to
or greater than 5 days (r = -0.702 and p = 0.024). However, the STAT-3 and STAT-6 signaling
pathways were not correlated with AB severity factors when applied in this group of patients.

Conclusion: transcription factors are essential for generating effective immune responses.
MTOR, STAT-3 and STAT-6 participate in the expression of a variety of genes in response to
cellular stimuli and may play a key role in the manifestation of the disease. Our data
demonstrate the decrease in mTOR expression, with improvement in clinical markers of
severity, but other studies are needed to reinforce this finding.

Keywords: mTOR, STAT-3, STAT-6, bronchiolitis, transcription factors, signal transduction,
signaling pathway, respiratory syncytial virus (RSV).



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Diagrama representando a fungéo das vias de sinalizagdo mTOR, STAT-3 e STAT-6

na diferenciacdo das CEIUIAS T CDA. .....ccvoiiiiieieee et sre e 16

ARTIGO

Figura 1. Diagrama de fluxo representando a amostra utilizada para analise da expressao da
proteina de Sinalizagao MTOR. .......coiiiiii e 52
Figura 2. Modelo de regressao linear simples e regressao logaritmica p=0,016..................... 55

Figura 3. Andlise estratificada Grupo de pacientes VSR+ p=0,066.............ccccccververerirernennrns 56



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Correlacdo geral entre a expressdo das vias de sinalizacdo de mTOR, STAT- 3 e
STAT- 6 e 0s marcadores de severidade. N= 23 .........ccccoiririminnini st 29
Tabela 2. Correlagéo entre a expressao das vias de sinalizacdo de mTOR, STAT- 3 e STAT-6

€ 0 grupo sibilancia > 5 dias. N=23 ... ..o 30

ARTIGO

Tabela 1. Grupo de estudo, dados descritivos da amoStra. ........cccveeerveresieseenese e 53
Tabela 2. Coeficiente de correlagéo entre pacientes com tempo de sibilancia maior ou igual a



LISTA DE ABREVIATURAS

AB
AB
AGC

BA

CA
cDNA
CT
DNA
DNAhs

DP
GAPDH
HSL
HMPV
HRV

IC

IL
INF-y
IPB
JAK
KLF2
LBA
MIP-1a

MIP-1p

mTOR
mTORC1

MTORC2

NADPH

Acute bronchiolitis, bronquiolite aguda
Applied Biosystems

Camp-Dependent Protein Kinase/Protein Kinase G/Protein Kinase C Extended,
proteina quinase dependente do campus / Protein quinase G / Protein quinase C
estendida

Bronquiolite aguda

California

complementary DNA, DNA complementar
Treshold cycle, ciclo limiar

Deoxyribonucleic acid, acido desoxiribonucleico

Deoxyribonucleic acid high sensitivity, &cido desoxirribonucleico de alta
sensibilidade

Desvio padréo
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
Hospital S&o Lucas

Human metapneumovirus, metapneumovirus
Human rhinovirus, rinovirus humano
Intervalo de confianca

Interleucina

Interferon gama

Instituto de Pesquisas Biomédicas
Janus kinases, janus quinases
Krippel-like Factor, fator de Krtippel
Lavado broncoalveolar

Macrophage Inflammatory Proteins alfa, proteinas inflamat6rias de macréfagos
alfa

Macrophage Inflammatory Proteins beta, inflamatdrias de

macradfagos beta

proteinas

Mammalian Target of Rapamycin, proteina alvo da rapamicina

Mammalian Target of Rapamycin complex 1, proteina alvo da rapamicina
complexo 1

Mammalian Target of Rapamycin complex 2, proteina alvo da rapamicina
complexo 2

Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, fosfato de dinucleotideo de
adenina e nicotinamida



NF«B
PCR
PKA
PKC
PKG
PPP
PUC
RANTES

RNA
SOCS3

SOCS5

SH2
S727
ST27A
SMADS
SPSS
STAT

T CD8
Thl
Th2
Th17
TNF-a
Treg
VSR
ul

ng

Nuclear factor kappa B, fator nuclear Kappa B

Polymerase Chain Reaction; reacdo em cadeia da polimerase
Protein kinase A, proteina quinase A

Protein kinase C, proteina quinase C

Protein kinase G, proteina quinase C

Pentose phosphate pathway, pentose fosfato

Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul

Regulated upon activation normal t cell expressed and secreted, regulacdo da
ativacdo das células T expressas e secretadas

Ribonucleic acid; acido ribonucleico

Suppressor of cytokine signaling 3, proteinas 3 supressora da sinalizacdo de
citocinas

Suppressor of cytokine signaling 5, proteinas 5 supressora da sinalizacdo de
citocinas

Src Homology 2,

Serina 727

Serina 727 A

mothers against decapentaplegic
Statistical Package for the Social Sciences

Signal transducers and activators of transcription, transdutores de sinal e
ativadores de transcricédo

Células T citotoxicas

Células T helper 1, células T auxiliares 1
Células T helper 2, células T auxiliares 2
Células T helper 17, células T auxiliares 17
Tumor necrosis factor, fator de necrose tumoral
Regulatory T cell; células T regulatorias

Virus sincicial respiratério

Microlitros

Nanogramas



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt sttt ettt ettt en st n s 11
2 REVISAO DE LITERATURA . ..o oot oo e et et ete e e et et eeaee e et stasee e esesasaeeesenanens 14
2.1 BRONQUIOLITE ...ttt ettt een e 14
2.2 RESPOSTA IMUNE CONTRA O VSR ..ot eeee e aeereee e aees et aes e ae s 15
2.3 MTOR (MAMMALIAN TARGET OF RAPAMYCIN) ©.e.vvevrerteiuiesieestesreesseassesseesseesesseessesssesnessees 17
2.4 STAT-3 E STAT-6 (SIGNAL TRANSDUCERS AND ACTIVATORS OF TRANSCRIPTION)............. 18
BOBIETIVOS oottt et e e et e e e e et e e et e e et e e es et e e et e e er et e s er e e ereeerarees et aearans 22
B LOBIETIVO GERAL ..o et e et e et a e e et et et e s et e e er e e es e e e et e e ereeesereeas 22
3.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS ... ceeeeeeeeee oot er e ee e e es s e e e s an s 22
A HIPOTESE ..o oo oot e e oot e e et et e e et e et et et e et e s e e et e e s e s e e st e s e e ee e eeree e 23
S METODOLOGIA. ..o oo et e et et e e e e e e e e et e e et et e s et e e er et e ee et esereeereess et esenans 24
5.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO ..ot eeeeeeeeeteeeee e e eeeen e eee e eseees e eeneraeenaeeas 24
5.2 POPULACAO E AMOSTRA ..ottt 24
5.3PROCEDIMENTOS ..ot eeeeee et e e e ee et et e e e et et et ese e s eseseaeeeseseseteseesseseseseeesaseaens 24
5.4 EXPRESSAO DOS MARCADORES INFLAMATORIOS ......cooeeveeeeeeeeeeeeeeeeee, 26
5.5 ANALISE ESTATISTICA ..ottt ettt ettt e e e eee et eeeeeeenen e 26
BB ETICA oot e e et et et e e et ettt et e et e et er s 27
B CONCLUSAO ..ot e e oottt e e e et et et e e e et et et e e e e e et et et e e e et et e eeee e esereseeeeeererens 28
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o e et e e e en e, 31
ANEXO oo oo et e e ettt ettt et e et et et et e e et e e e et e e et e et et eearans 36
ANEXO - APROVAGAO CEP.......oooeeeeeeeeeeeeeeee e see e es oo 36
APENDICE ..o oo ettt e e e e e e e e e et e et e e et e e ettt 37
APENDICE 1-ARTIGO ORIGINAL ..ot e er e ee e eraes s 37

APENDICE 2 - PARTICIPACAO EM ARTIGO PUBLICADO .........ccooeveverererereerea. 57



11

1 INTRODUCAO

A bronquiolite aguda (BA) é uma doenca inflamatéria das vias aéreas considerada a
patologia mais comum do trato respiratorio inferior na infancia. Responsavel por um grande
numero de hospitalizacdes em lactentes € uma das principais doencas respiratérias em todo o
mundo, elevando os custos de cuidados de saude em lactentes (1,2). Fatores socioecondémicos
e co-morbidades tais como prematuridade, doenca pulmonar cronica e cardiopatia congénita

aumentam os riscos de BA severa (1).

O virus sincicial respiratorio humano (VSR), tipos A e B (familia Pneumoviridae, no
género Orthopneumovirus, ordem Mononegavirales) é um dos principais causadores de
doencas respiratéria como a bronquiolite, responsavel também por significativa morbidade e
mortalidade em lactentes (3-5). Estima-se que mais de 3 milhdes de hospitaliza¢cdes anuais por
doenca respiratoria e pelo menos 66.000 mortes ocorrem por ano em criangas menores de 5
anos de idade (2,6). As estratégias de tratamento contra o patégeno viral, comumente utilizadas,
sdo limitadas. A gravidade da doenca varia de um resfriado comum leve a bronquiolite, com
obstrucdo das vias aéreas e hipoxia em lactentes (6,7). A apnéia é observada em 1-24% dos
bebés infectados com VSR e a bronquiolite severa associada esta relacionada a episodios

subsequentes de sibilos que podem persistir até os 11 anos de idade (8).

Né&o existe terapéutica antiviral segura contra 0 VSR ou vacina ja licenciada (6,9). O
composto quimico endovenoso ribavirina € um farmaco testado para diminuicdo dos sintomas
das infeccBes, porém seu uso é limitado devido aos efeitos secundarios adversos e aos riscos
associados. O palivizumabe, utilizado como medida profilatica € um anticorpo monoclonal
neutralizante dirigido contra a glicoproteina F do virus, podendo ser eficaz na reducdo das
hospitalizacbes em pacientes com risco de doenca grave (10,11). O alto custo desta
imunoprofilaxia torna seu uso impraticavel em paises de baixa renda (9), limitando a lactentes
de alto risco (criangas prematuras, com doenca pulmonar crénica e portadores de cardiopatias

congénitas).
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A gravidade da bronquiolite pode estar relacionada com reagdes individuais de cada
organismo. Alguns mediadores da reposta imune podem influenciar diretamente a resposta ao
virus. A infeccdo provoca uma inflamacdo dos bronquiolos, podendo ocorrer necrose das
células epiteliais ciliadas bronguiolares, edema da mucosa, infiltracdo peribronquica e
perivascular e producdo de secrecdo levando a obstrugdo dos bronquiolos. Os neutrofilos
predominam no lavado nasal e broncoalveolar (LBA) em lactentes com bronquiolite aguda (12).
As secrecOes respiratdrias contém niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias (6,13,14). As
citocinas, pequenas proteinas ou peptideos, produzidos por varios tipos celulares,
principalmente por macréfagos e linfécitos ativados, sdo considerados importantes mediadores
do processo inflamatério. A resposta imune contra a infecgdo viral também é mediada por
células T. A resposta T helper 1 (Th1) é pré-inflamatoria, importante na geragdo de imunidade
mediada especialmente pelas células T citotoxicas (T CD8), necessarias para o controle de
agentes patogénicos virais. Os niveis da citocina Interferon gama (IFN-y), produzida pelas
células Thl, também estdo elevados na mucosa nasal e no tecido pulmonar dos pacientes
infectados, promovendo um efeito protetor e diminuicdo da hipdxia (4,15,16). A comparacdo
entre 0os mediadores de imunidade inata e adaptativa em aspirado nasofaringeo (NPAs) e
plasma, revela niveis de IL-2, IL-6 / IFNy e TNFa significativamente maiores nos pacientes
com NPAs (p <0,05) em relagdo ao plasma, indicando uma predominancia relativa de
mediadores de imunidade inata na mucosa respiratdria (15). Para Bermejo et al, os mediadores
aumentados correspondem a citocinas Thl (IL-2, IFNy e TNFa), citocinas Th2 (IL-13, IL-4,
IL-6, IL-10), quimiocinas (IP-10, IL-8, MIP1a, MIP-1p), fatores de crescimento e também IL-
17. Teoricamente esses mediadores pré-inflamatdrios podem promover inflamagdo no trato
respiratdrio e consequentemente contribuir para 0 comprometimento respiratorio demonstrado
por essas criancas (15). Em geral, a resposta T helper 2 (Th2) pode estar associada a
manifestacBes mais severas de infeccdo por VSR (17-19). As células T helper 17 (Thl7),
atualmente, também tém se apresentado como um fenétipo importante durante a patogenia da
bronquiolite (17,20,21).

A proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mammalian target of rapamycin -
mTOR) e o transdutor de sinal e ativador de transcri¢do (signal transducers and activators of

transcription -STAT), especialmente STAT-3 e STAT-6 tem sido apresentados como fatores
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essenciais na producdo da resposta imune (22). Essas vias de sinalizacdo sdo importantes
reguladores no desenvolvimento, crescimento celular, funcionamento de células do sistema
imunolodgico e desenvolvimento dos fenotipos Th2 e Th17, possivelmente importantes para a
patogenia da BA (21,23). Entretanto, os mecanismos para identificar a combinacdo destes e a
gravidade de doencas como a bronquiolite ainda precisam ser descritos. As criangas com
deficiéncia nas células do sistema imune podem desencadear uma infeccdo mais grave e
prolongada. Assim, dada a importancia das vias de sinalizacio mMTOR, STAT-3 e STAT-6 no
sistema imune, torna-se fundamental reconhecer a relevancia destas frente a infeccdo. Deste
modo, o objetivo deste estudo foi investigar a relagcdo entre a expressao das vias de sinalizacéo
MTOR, STAT-3 e STAT-6 e a gravidade da bronquiolite aguda.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BRONQUIOLITE

As doencas do trato respiratorio inferior constituem-se numa das principais causas de
mortalidade na populacédo pediatrica. A bronquiolite aguda (BA) é uma doenga inflamatéria das
vias aéreas, considerada a causa mais comum de internacdo hospitalar nos primeiros 12 meses
de vida. Periodos de grande incidéncia podem gerar altos indices de hospitalizacdes nessa faixa

etéaria (1).

O VSR ¢ o agente etioldgico mais comum da BA. E considerado uma das principais
causas de mortes relacionadas a bronquiolite e pneumonia em criangas em todo o mundo (3,4).
Recentemente, Stein et al (2017), apresentou em sua revisao sistematica e meta andlise, 55
estudos, provenientes de 32 paises, a partir de 5274 pesquisas potencialmente relevantes.
Destes, seis estudos apresentaram especificamente a incidéncia de hospitalizagéo por Infeccéo
Respiratdria Aguda (IRA) em criancas prematuras com menos de 1 ano de idade e resultaram
em uma estimativa global de 63,85/1000 criancas/ano (IC 95%, 37,52-109,7) (5). Byington, et
al (2015), nos Estados Unidos, demonstrou que em criangas com idade inferior a 2 anos, a taxa
de mortalidade foi entre 3 e 4 por 10.000 internacGes hospitalares. A maioria desses 6bitos foi
associada a internacdes prolongadas e pelo menos uma comorbidade (24). Segundo dados
epidemioldgicos, entre 75.000 e 125.000 criangas sdo hospitalizadas nos Estados Unidos
anualmente com a infeccéo por VSR, respondendo por aproximadamente 25% das pneumonias
pediatricas e até 70% das interna¢cfes por bronquiolite (25,26). Ao estratificar os dados entre as
criangas americanas nos Ultimos anos, com doencas relacionadas, Hall e colaboradores (7)
destacaram que, cerca de 57.527 (3%) sdo internadas, 517.747 (25%) s&o tratadas em servigos
de emergéncia e 1.534.064 (73%) sdo atendidas por pediatras; destes pacientes ambulatoriais,
1.256.014 (61%) tém entre 2 e 5 anos de idade. As caracteristicas mais frequentemente
associadas a bronquiolite incluem a predominancia do sexo masculino, condi¢cbes médicas
coexistentes, status socioecondmico mais baixo, exposi¢do a fumagca, falta de amamentacéao e

contato com outras criangas (27). Infelizmente, ndo dispomos de vacinas e tratamentos eficazes
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para o virus até o presente momento. Embora nenhuma vacina tenha sido alcancada, os avangos
na imunologia e virologia molecular, diante da compreensdo da patologia e patogénese da

bronquiolite sugerem que uma vacina esta ao alcance em um futuro breve (2,28).

2.2 RESPOSTA IMUNE VIRAL

A resposta imune frente a infeccdo € caracterizada pela inflamacéo significativa e pode
contribuir para a patogénese da doenca, particularmente quando bronquiolos e vias aéreas
superiores ficam obstruidos com células inflamatérias e secrecdo. A bronquiolite induz a
secre¢do de varias quimiocinas, incluindo Regulated Upon Activation Normal T cell Expressed
and Secreted (RANTES), Macrophage Inflammatory Proteins Alfa (MIP-1a), Macrophage
Inflammatory Proteins Beta (MIP-1) e Interleucina 8 (I1L-8), que recrutam um grande nimero
de células imunes para os locais de infeccao (14,26,29,30). O recrutamento de neutréfilos para

vias aéreas pode mediar diretamente a destruicdo de células infectadas (15,16,30).

As citocinas sdo moléculas proteicas que modulam a funcdo de outras células,
estimulando, modulando ou inibindo diferentes células do sistema imunol6gico ou da propria
célula produtora. Sdo produzidas por diferentes tipos celulares, mas principalmente por
linfécitos e macrofagos ativados, sendo importantes para o controle da resposta imune
(13,20,31). Os linfocitos T CD4 ativados secretam citocinas que promovem o crescimento,
diferenciacéo e funcdes de linfdcitos B, macrdéfagos e outras células. Os linfocitos T CD4 séo
definidos em diferentes fendtipos dependendo do tipo de citocinas que secretam: Thl (T helper
1), Th2 (T helper 2), Th17 (T helper 17) e Treg (células T regulatérias) (32). O processo de
diferenciacdo de células T CD4 é regulado e controlado por redes de citocinas, fatores de
transcricdo e modificacOes epigenéticas. As citocinas que induzem a diferenciacdo das células
sdo a IL-12 (via STAT- 1/STAT- 4) para as células Thl, IL-4 (via STAT- 5/STAT- 6) para as
células Th2, Transforming Growth Factor Beta (TGFp) /IL-6 (via STAT-3) para Th17 e TGFf
(viaSTAT-5) para Treg (4,17,22). As células também poderéo diferenciar-se atraves do padrao
de resposta apo6s ativacdo (18) e mais recentemente outros fatores foram descritos auxiliando
nesta diferenciacdo, como a ativagdo do mTOR (22,33). Delgoffe et al demonstraram que a
deficiéncia de mTOR em células T correlaciona-se com a diminuigdo da ativacdo dependente
de citocinas de STAT4, STAT3 e STAT6. Consequentemente, as células T CD4 deficientes
em mTOR néo foram capazes de diferenciar-se em células efetoras Thl, Th17 ou Th2 sob


https://en.wikipedia.org/wiki/Transforming_growth_factor_beta
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condicGes estimulantes especificas e distorcidas em relagdo a diferenciagéo celular T reguladora
(Treg) (34). As células Thl produzem citocinas relacionadas principalmente com a defesa
mediada por fagocitose como INF-y, IL-2 e Tumor Necrosis Factor (TNF-a) (35). As células
Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, relacionadas com a producdo de anticorpos
Imunoglobulina E (IgE) e reaces imunes mediadas por eosinofilos e mastdcitos contra
alérgenos (18,19). As células Th17 produzem IL-17 e estdo relacionadas com o aumento de
inflamacéo e autoimunidade (36). A IL-17 desempenha um papel no aumento da producéo de
muco nos brénguios de criangas com infeccdo por VSR (15,37). Ja as células Treg sédo
importantes para o controle da resposta imune produzindo citocinas anti-inflamatérias como a
IL-10 (21,38) (Figura 1).

IL-12 IL-4 IL-6 TGF- B

mTOR

STAT1 STATS STAT3 STATS
STAT4 STAT6

Thl Th2 Thl7 Treg
¥ h 4 ¥ k.

IFN-y IL-4 IL-17 IL-10

TNFa IL-5 '

[L-2 IL-13

¥

Bronquiolite

Figura 1. Diagrama representando a funcéo das vias de sinalizagdo mTOR, STAT-3 e STAT-6 na diferenciacdo
das células T CDA4.
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A desregulacdo da resposta imune frente a patdgenos respiratdrios pode levar a doencas
pulmonares promovendo a diminui¢do da funcao pulmonar (39,40). Para Fulton, et al as Tregs
sdo essenciais na regulacdo da resposta imune adaptativa diminuindo a inflamacéao espontanea
nos pulmdes (17,40). Pouco se sabe sobre o papel das Tregs durante as infeccGes virais agudas
onde coordenam o recrutamento precoce de células T CD8 especificas de virus para o tecido
pulmonar e vias aéreas. As células T CD8 desempenham um papel protetor importante tanto na
depuracdo viral como na imunopatologia gerando moléculas imunocompetentes (4,41). Durante
a infeccdo viral, o processo inflamatorio esta diretamente associado ao desequilibrio
imunologico promovendo assim, um aumento na resposta Th2 (19,38). Varios fatores
coordenam a funcdo e diferenciacdo destes linfécitos durante a infeccdo viral, dentre eles
destacamos as vias de sinalizacdo mTOR, STAT- 3 e STAT- 6.

2.3 mTOR (mammalian target of rapamycin)

O mTOR ¢é uma proteina quinase (serina / treonina), possui uma funcdo de sensor
molecular do metabolismo e homeostase celular integrando os sinais ambientais e alterando os
processos metabolicos e celulares (7,27,42). O mTOR forma a subunidade catalitica de dois
complexos proteicos distintos, sdo eles mMTOR Complex 1 (mMTORC1) e mTOR Complex 2
(mMTORC2) (23). A ativagdo de mTORCL1 raramente ocorre isoladamente e coopera com muitos
outros eventos de sinalizacdo para alterar a fisiologia celular (43). O mTORCL1 promove a
transcricdo de genes envolvidos na glicolise, a via da Pentose Fosfato (PPP) e de
novolipogénese induzindo a glicose 6-phoshate desidrogenase e 6-fosfogluconato
desidrogenase. A fim de promover a reducdo de energia para a sintese de nucleotideos
necessarios para replicacdo do Deoxyribonucleic Acid (DNA), o mTORC1 aumenta o fluxo
através da PPP oxidativa para gerar Fosfato de Dinucleotideo de Adenina e Nicotinamida
(NADPH), contribuindo para a promocéo do crescimento e proliferacdo de células anabdlicas,
quando as condicdes sdo favoraveis ou autofagia, quando desfavoraveis (43,44). Enquanto
mTORC1 regula o crescimento celular e metabolismo, o0 mTORC2 atua controlando a
proliferacdo e sobrevivéncia celular, principalmente pela fosforilacdo de varios membros da
familia de proteinas quinases (AGC- Camp-Dependent Protein Kinase /Protein Kinase
G/Protein Kinase C Extended,- PKA- Proteina-quinase A, PKG- Proteina-quinase G, PKC-
Proteina-quinase C). O mTORC2 é caracterizado pela sua insensibilidade ao tratamento agudo

com rapamicina. Em vez de Raptor, contudo, mTORC2 contém Rictor (insensivel a rapamicina)
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(45,46). O mTORC1 é sensivel a rapamicina e promove a continuidade celular. Tanto mMTORC1
como mTORC2 sdo necessarios para a producdo da resposta Thl, atraves de suppressor of
cytokine signaling 3 (SOCS3) e STAT4. Além disso, 0 mTORCL1 é importante para ativacao
das células Th17 através de SOCS3 e STAT-3. Assim, apenas 0 mMTORC?2 é necessario para o
desenvolvimento de Th2, através de Krippel-like factor (KLF2), suppressor of cytokine
signaling 5 (SOCS5) e STAT-6. A inativacdo de ambos mTORC1 e mTORC2 favorece o

desenvolvimento de células Treg (14,17).

Estudos de inibicdo com rapamicina sugerem que mMTORC1 bloqueia o
desenvolvimento de células T CD8 de memdria (44,47). Muitos aspectos da funcdo mTOR e
da regulacdo tém sido apenas elucidados recentemente, porém algumas questdes permanecem
sem resposta (46). Para Nascimento et al (2016), durante a infeccdo viral, o tratamento com
rapamicina nas células dentriticas afeta parcialmente sua capacidade para diferenciar as células
T CD8, mantendo as moléculas co-estimulatérias e aumentando a replicacdo do virus (45).
Souza e colaboradores (2016) apresentaram a hip6tese de que a ativagdo de mTOR € um
mecanismo de viruléncia empregado para diminuir a atividade de células T CD8, especialmente
no compartimento de memdaria. Além disso, investigou se a infeccdo por VSR modula mTOR
em células T CD8. Os dados demonstraram que o virus induz a fosforilacdo de mTOR e a
expressdao do gene mTOR aumenta significativamente, em secre¢Oes nasais de pacientes
infectados com VSR, em comparagdo com lactentes ndo infectados, indicando o papel de
MTOR durante a replicacdo do VSR (48). Entretanto, a relacdo entre mTOR, STAT-3 e STAT-
6 correlacionados com os diferentes fenotipos de células T CD4, especialmente Th2 e Th17,

durante a bronquiolite ndo esta ainda bem elucidada.

2.4 STAT-3 E STAT-6 (signal transducers and activators of transcription)

Os fatores de transcricdo sdo proteinas intracelulares que se ligam a sequéncias génicas
reguladoras, promovem alteracdo da funcdo celular resultando em aumento ou reducdo da
sintese proteica. O excesso de ativacdo dos fatores de transcricdo pode ser responsavel por
prolongada liberacdo de citocinas inflamatdrias nas doencas respiratorias. O processo de
ativacdo e complexo, podendo ser ativados por ligantes ou serem ativados dentro do citoplasma,
expondo os sinais de localizagdo nuclear (49,50). O controle transcricional é o resultado de uma
acdo mutua entre sequéncias regulatérias do DNA (promotores, estimuladores e silenciadores)

e as sequéncias especificas que se ligam a essas proteinas, estas recebem a denominagéo de
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fatores de transcri¢do. Os fatores de transcrigdo atuam entdo como mensageiros nucleares que
transferem informacdes da superficie da célula e do citoplasma para o nlcleo. A ativacdo do
fator de transcricdo € complexa e pode envolver multiplas vias de transducdo de sinais
intracelulares, incluindo quinases como Janus kinases (JAKSs), que se associam a diferentes
subunidades de receptores de citocinas nos complexos receptores da superficie celular e ativam
as STATs (22).

As STATs sao consideradas uma familia de proteinas citoplasmaticas ativadas para
participar no controle de genes quando as células encontram varios polipeptidios extracelulares
(51). O transdutor de sinal e ativador da transcricdo 3 (STAT-3) e 6 (STAT-6) sdo membros de
uma familia de sete proteinas (STAT-1, STAT-2, STAT-3, STAT-4, STAT- 5a, STAT-5b e
STAT-6) que retransmitem sinais da citocina ativada e receptores do fator de crescimento,
dimerizam, formam complexos multiprotéicos e translocam-se para o nucleo, onde regulam a
transcricdo de genes (41,43,52,53). As proteinas STATs também podem ser fosforiladas nos
seus terminais C nos residuos de serina, mais frequentemente em Serina 727 (S727). O processo
de fosforilacdo da serina aumenta a atividade do fator de transcricdo STAT, e as linhas celulares
com uma mutacdo serina 727A (S727A) tém anulado a atividade transcricional (52). A
fosforilagdo da serina também pode servir para diminuir a fosforilagdo da tirosina no caso de
STAT-3, quer através da inibicdo ou desfosforilacdo, embora 0 mecanismo ainda ndo esteja
completamente descrito. Assim, enquanto STATs compartilham a dupla funcdo de transdutores
de sinal e ativadores de transcri¢cdo, com outros mediadores intracelulares de respostas de
citocinas como Mothers Against Decapentaplegic (SMADs), Nuclear Factor Kappa B (NF«kB)
ou Translocation Associated Notch Homolog (Notch) o mecanismo de converséo de STATSs de
proteinas citoplasmaticas em suas formas ativas € unico. Esta singularidade deriva de dois
componentes estruturais ndo encontrados em outras familias de fatores de transcri¢do: um
dominio Src Homology 2 (SH2) e um residuo de tirosina C- terminal que se torna fosforilado
em células estimuladas com citocinas, mais frequentemente por JAKSs associadas a receptores
(52,54).

Assim, podemos considerar que as vias de sinalizacdo STAT-3 e STAT-6 sdo descritas
como fatores de transcricdo em resposta a ativacdo de diversas citocinas e de receptores
de fatores de crescimento. As STAT-3 e 6 exercem um papel fundamental na modulagédo da
transcri¢cdo e no controle dos processos celulares de uma variedade de genes envolvidos em

processos criticos como o crescimento, proliferacdo, diferenciacdo celular, sinalizagdo quimica,


https://pt.wikipedia.org/wiki/Fator_de_transcri%C3%A7%C3%A3o
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angiogénese, metéstase, respostas imunes e apoptose dentro da célula (2,26,27). Johnston et al
reforca que, em muitos canceres, niveis elevados de STAT-3 foram associados a um mau

prognostico (55,56).

Como mencionado anteriormente a STAT-3 participa da diferenciacéo das células Th17
(57), ja STAT-6, potencialmente induzido pela IL-4, impulsiona a diferenciacdo de Th2.
Delgoffe e colaboradores (34) demonstraram que a deficiéncia de mTOR em células T esta
relacionada com a diminuicdo da ativacdo dependente de citocinas de STAT-3, STAT-4 e
STAT-6. Consequentemente, as células T CD4 naive deficientes em mTOR foram incapazes
de diferenciar-se em células efetoras Thl, Th2 ou Thl7 sob condicdes estimulatorias
especificas na diferenciacao das Tregs. Nesse processo, parece que a via mTOR integra diversos
sinais ambientais nas células T e controla o comprometimento da linhagem de células T através

da modulacédo da ativacdo de STATS especificas (22,34)

Um modelo experimental de sepses grave seguido de infeccdo por virus sincicial
respiratorio (VSR), foi criado para observar a imunopatologia exacerbada nos pulmdes de
camundongos (aumento da producdo de muco nos pulmdes) em comparagdo com camundongos
de cirurgia simulada (com o aumento da producdo de IL-17 nos pulmdes infectados). O objetivo
do estudo foi identificar se os camundongos imunocomprometidos exibiam modula¢es em
resposta a infeccdo das vias aéreas. Os resultados indicaram que 0s animais pos-sépticos
apresentavam uma suscetibilidade aumentada a infeccdo viral com aumento da carga viral nos
pulmBes e uma producdo aumentada de citocinas pro-inflamatérias (como a IL-17). Além
disso, as células T CD4 +, de camundongos p6s-sépticos, produziram niveis aumentados de IL-
17. Curiosamente, este aumento na producéo de IL-17 parece dependente de STAT-3. STAT-3
desempenha um papel importante na iniciacdo da transcricdo do gene IL-17, e 0s sinais
dependentes de STAT-3 (tais como a sinalizacdo do receptor de IL-6) desempenham um papel
importante no desenvolvimento de células T CD4 produtoras de 1L-17 (35).

A resposta inflamatdria do hospedeiro promove o recrutamento de células imunolégicas
necessarias para o processo de eliminacao do virus, provocando danos teciduais. Reconhecer
0s mecanismos de controle da inflamacéao no local da infeccéo é fundamental para a diminuigédo

dos sintomas e exacerbacdo de doencas respiratorias. Dentro deste contexto destacamos as vias
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de sinalizacdo mTOR, STAT-3 e STAT-6. Arelagédo entre mMTOR, STAT-6 e STAT- 3 durante
a bronquiolite e sua associagcdo com a gravidade néo estdo ainda bem descritas. A elucidacao

deste mecanismo € importante para melhor compreensédo da patogenia da doenca.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Auvaliar ainfluéncia da proteina de sinalizacdo mTOR sobre a gravidade da bronquiolite
aguda em lactentes;
e Investigar a relacdo entre a expressao dos fatores de transcricdo STAT-3 e STAT-6ea

gravidade da bronquiolite.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar a expressdo de mTOR, STAT-3 e STAT-6, por reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real nas amostras de lavado nasal dos pacientes hospitalizados
com bronquiolite aguda no primeiro ano de vida;

e Testar o efeito da associacdo da expressdo de mTOR, STAT-3 e STAT-6 e o0s
marcadores de gravidade: tempo de internacéo e tempo de sibilancia;

e Associar a expressdo dos marcadores mTOR, STAT-3 e STAT-6 a partir da analise

estratificada por gravidade (acima de 5 dias de internagéo e < de 5 dias de internagéo).
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4 HIPOTESE

A variabilidade da infeccdo pode estar associada a diferenca na expressdo dos
marcadores inflamatdrios, imunoldgicos e fatores genéticos. A resposta ao virus pode ser um
fator relevante na determinacédo da gravidade da BA. As criancas com deficiéncia nas células
do sistema imune podem desencadear uma infec¢cdo mais grave e prolongada. Assim, torna-se
fundamental, reconhecer a relevancia do sistema imune no combate & infecgdo. Dentro deste
contexto 0o mMTOR, STAT-3 e STAT-6 além de controlar diferentes funcdes celulares, também
atuam na diferenciacdo das células Th2 e Th1l7 que sdo importantes durante a bronquiolite
aguda. A correlacdo da expressao destes fatores com a gravidade da BA pode revelar novos
marcadores e elucidar sobre sua participacdo na patogenia da BA.
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5 METODOLOGIA

5.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este estudo é uma analise secundaria e retrospectiva de uma coorte de lactentes com

bronquiolite aguda.

5.2 POPULACAO E AMOSTRA

No presente estudo foi incluido um grupo de lactentes em um hospital terciario com
diagnostico de BA em Porto Alegre, Brasil, com idade inferior a 12 meses. Os critérios de
incluséo utilizados foram: 1. Pacientes internados em enfermaria ou sala de observacéo, pelo
Sistema Unico de Satde (SUS), no Hospital S&o Lucas da Pontificia Universidade Catolica do
Rio Grande do Sul (HSL/PUCRS) com entrada na emergéncia pediatrica, de setembro de 2009
a setembro de 2011; 2. Pacientes com suspeita clinica de BA (primeiro episodio de sibilancia,
acompanhado de infecgdes de vias aéreas superiores); 3. Lactentes menores de 12 meses de
idade.

Os critérios de exclusdo compreenderam: historico de doencas pulmonares relacionadas
a prematuridade (displasia bronco-pulmonar); cardiopatias; doencgas pulmonares crénicas e uso

de corticoides (sistémicos ou inalatorios).

5.3 PROCEDIMENTQOS

Apos a inclusdo do paciente no estudo, foram coletados os dados referentes as condi¢oes
clinicas do paciente, obtidos no momento da admissdo hospitalar, sinais vitais e parametro
ventilatorio (sinais de dificuldade respiratoria). Estas informacgdes foram extraidas dos
prontuarios. A historia clinica foi coletada através dos pais ou responsavel, por meio de um
questionario padronizado. As informagdes sobre o curso clinico da doenca até a alta, como

duracdo da internacdo hospitalar e tempo de sibilancia foram coletadas pelos meédicos e
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pesquisadores do estudo assim como as variaveis demograficas. A variavel sibilancia foi

avaliada a partir da ausculta diaria realizada pelos pesquisadores durante o estudo.

Coleta e armazenamento de amostras

O protocolo de internagdo incluiu isolamento respiratério e coleta de secrecéo
nasofaringea de todos os pacientes com BA. A coleta de amostras e a imunofluorescéncia direta
(ID) sdo rotina na avaliacdo de criangas com bronquiolite neste hospital. O lavado nasofaringeo
foi armazenado em solugdo de TRIzol & temperatura de -80° C, no Instituto de Pesquisas
Biomédicas (IPB-PUC) para posterior extracao de acido ribonucleico (RNA) e sintese de &cido
desoxirribonucleico complementar (cDNA). O cDNA foi utilizado para identificacdo do virus
sincicial respiratorio (VSR) através das reacdes de PCR em tempo real quantitativo para
amplificar genes especificos do virus, utilizando 4 ng de cDNA em triplicata para cada paciente
(58), e para a dosagem de expressdo de mTOR, STAT-3 e STAT-6.

Analise por PCR em tempo real

A extracdo de RNA total foi realizada pelo método de TRIzol (Invitrogen,
ThermoFisher Scientific, MA, EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante. O cDNA foi
sintetizado utilizando o kit Superscript 11 (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, MA, EUA). As
amostras foram incubadas a 65°C por 5 min, utilizando o termociclador, PTC-100™, (MJ
Research, Canada, EUA). Apds esse procedimento 10ul de first-strand reaction mix foram
acrescentados e 2ul de SuperScript I1I/RNAse out enzyme mix. As amostras foram incubadas
novamente por 25°C durante 10 min, 50°C por 50 min, e 85°C por 5 min. Posteriormente, foram
realizadas a quantificacdo das amostras de cDNA com o Kit Deoxyribonucleic acid high
sensitivity (DNAhs) Qubit (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, MA, EUA). A qualidade do
cDNA para cada amostra foi testada por amplificagdo do gene constitutivo B-actina, utilizando
sistema de PCR em Tempo Real StepOne ™, TagMan Universal PCR Master Mix- catalogo
4304437 e iniciadores especificos (Applied Biosystems-AB, ThermoFisher Scientific, MA,
EUA). As amostras que ndo amplificaram para B-actina foram excluidas do estudo. As amostras

foram guardadas em temperatura de -20° C.
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5.4 EXPRESSAO DOS MARCADORES INFLAMATORIOS

O cDNA extraido foi utilizado para o estudo da expresséo relativa de mTOR, STAT-3
e STAT-6 usando primers e sondas especificos do sistema TagMan (Applied Biosystems-AB,
ThermoFisher Scientific, MA, EUA) (Hs00234508 _m1 (mTOR), Hs01047580 _m1 (STAT-3) e
Hs 00598625 ml1 (STAT-6)). O controle constitutivo utilizado como normalizador foi o
gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase (GAPDH) Hs03929097 gl e a p-actina (ACTB)
Hs01060665_g1.

A quantificacdo da expressao de genes foi realizada utilizando StepOneTM para PCR
em tempo real (Applied Biosystems-AB, ThermoFisher Scientific, MA, EUA). A expressao
relativa foi determinada através do método do ciclo delta limiar (A-CT). O valor de delta foi
calculado subtraindo-se o valor de CT (Treshold cycle) de 3 -actina e GAPDH a partir do valor
de CT para mTOR, STAT-3 e STAT-6 de cada uma das amostras.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

A gravidade da doenca foi avaliada pelo tempo de internacdo e tempo médio de
sibilancia. A andlise estatistica inclui a amostra do estudo, constituida pelo grupo de criancas
com bronquiolite. Conforme a distribuicdo das variaveis, a analise foi descritiva utilizando
testes de proporcOes, descricbes em média (desvio padrdo- DP) e mediana (intervalo
interquartil- IC). Associagdes entre variaveis categoricas e desfechos continuos (comparagédo
dos marcadores de gravidade clinica) foram analisadas pelo teste t de Student seguido por um
pos-teste de Bonferroni. As principais variaveis do estudo foram avaliadas através do teste de
Shapiro-Wilk. Os dados categoricos foram apresentados em frequéncia absoluta e relativa. O
coeficiente de correlacdo de Spearman foi utilizado para correlacionar os dados nao-
paramétricos. As analises foram realizadas com os programas Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS, versdo 17.0) e o software GraphPad Prism (San Diego, CA, EUA). Todos 0s
testes foram bidirecionais e as diferengas foram consideradas significantes quando p < 0.05.

Foi ainda realizada anélise estratificada por gravidade (acima de 5 dias de internacéo e

< de 5 dias de internagéo).
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5.6 ETICA

O consentimento, para a realizacdo da pesquisa, foi obtido junto ao responsavel legal da
crianca, sujeito da pesquisa, atraves da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). A autorizacdo da participacdo do paciente ocorreu antes de qualquer
procedimento. A identidade de todos os participantes da pesquisa foi mantida em sigilo. As
informacdes clinicas e os resultados individuais dos estudos sdo confidenciais e s6 poderdo ser
utilizadas para os objetivos descritos no TCLE. Os resultados deste estudo poderdo ser
publicados, porém a identidade dos participantes ndo sera revelada em nenhum momento. As
amostras de sangue ou cDNA foram armazenadas apenas com seu registro, sem 0 nome ou
iniciais. Somente os pesquisadores poderdo identificar a origem das amostras. O Comité de
Etica e Pesquisa da PUCRS podera ter acesso aos dados da pesquisa para poder assegurar que
seus direitos estdo sendo protegidos. A pesquisa foi iniciada apds a avaliacdo e aprovacdo do
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital S&o Lucas da PUCRS.
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6 CONCLUSAO

As vias de sinalizacdo séo essenciais para geracdo de respostas imunes eficazes (22).
Existe evidéncia de que as vias mTOR e STAT apresentam um mecanismo de regulagcdo matuo,
induzindo ou suprimindo a sua ativacdo em varios tipos de células imunitarias. No entanto,
varios dos mecanismos propostos ainda precisam ser confirmados e a sequéncia de eventos
precisa ser definida, especialmente durante a bronquiolite viral. Nossos resultados, todavia
demonstraram que a vias de sinalizacdo STAT-3 e STAT-6 apesar de ter uma grande
importancia na regulacdo da resposta imune ndo apresentaram nenhuma associacdo com 0s
fatores de gravidade estudados neste grupo de pacientes hospitalizados. Entretanto, torna-se
relevante ressaltar que a expressdo da proteina de sinalizacgdo mTOR, no lavado nasal de
pacientes internados com mais de 5 dias de sibilancia, correlacionou negativamente com este
marcador de gravidade: tempo de sibilancia. Estes dados sugerem que pacientes que sibilaram
mais, consequentemente durante manifestagbes mais severas da bronquiolite, apresentaram
menor expressdo da proteina mTOR. Acreditamos que, possivelmente, 0 mTOR diminuido
possa estar contribuindo com maior replicacao viral, ja demonstrado em estudos onde o uso da
rapamicina diminuiu mTOR, aumentando a replicacdo de VSR (45,58). A diminuicdo dos
niveis da proteina de sinalizacdo mTOR nas células T esta correlacionada com a melhora na
resposta CD8 de memdria, contudo, no presente estudo, ndo estamos avaliando mTOR nas
celulas T e sim no lavado nasal total. Assim, mais estudos s&o necessario para avaliar o real
mecanismo associado com a expressdo de mTOR e aumento na severidade dos pacientes com

bronquiolite viral aguda.
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Tabela 1. Correlacéo geral entre a expressao das vias de sinalizacdo de mTOR, STAT-3e
STAT- 6 e os marcadores de severidade. N= 23

Dias int Dias sib

r p r p
STAT3 -,226 ,324 184 425
STAT6 238,298 110,635
mTOR ,013 953 -,090 ,689

*. A correlagdo é significativa ao nivel de 0,05 (2-tailed).

**. A correlagdo é significativa ao nivel de 0,01 (2-tailed).
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Tabela 2. Correlagéo entre a expresséo das vias de sinalizacdo de mTOR, STAT- 3 e STAT-
6 e o grupo sibilancia > 5 dias. N= 23

Dias int Dias sib

r p r p
STAT3 -182 592 -,334 ,316
STAT6 247 464 -100 ,770
mTOR -,045 901 - 702 ,024*

*. A correlagdo é significativa ao nivel de 0,05 (2-tailed).

**. A correlagdo é significativa ao nivel de 0,01 (2-tailed).
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APENDICE

APENDICE 1 - ARTIGO ORIGINAL

Associacdo da expressdo de mTOR e os marcadores de sibilancia em lactentes.

RESUMO

Introducdo: a infeccdo do trato respiratorio inferior constitui a doenca mais prevalente
em criangas durante os primeiros anos de vida. Durante a infecgdo viral, o processo
inflamatorio esta diretamente associado ao desequilibrio imunoldgico. Estudos revelam
que a proteina de sinalizacdo mTOR desempenha um papel importante no contexto da
bronquiolite aguda (BA). Assim, torna-se fundamental, reconhecer a relevancia
do sistema imunee do mTOR no combate a infeccdo. O objetivo deste estudo foi
investigar a relacdo entre a expressaio mTOR e a gravidade da bronquiolite aguda em
lactentes.

Meétodos: foi realizado um estudo de coorte a partir de um grupo de lactentes internados
em um hospital terciario com BA em Porto Alegre, Brasil, com idade inferior a 12 meses.
O protocolo de internacdo incluiu isolamento respiratério e coleta de secrecdo
nasofaringea de todos os pacientes com BA. O lavado nasofaringeo foi utilizado para
posterior extracdo de RNA e sintese de cDNA utilizado para o estudo da expressao da
proteina de sinalizacdo mTOR. Os marcadores de gravidade utilizados foram: tempo de
internacdo e tempo médio de sibilancia, medidos em dias. A pesquisa foi realizada ap6s
consentimento, obtido junto ao responsével legal da crianca.

Resultados: foram incluidos 56 pacientes com BA. Para a anélise final do estudo e
expressao da proteina de sinalizacdo mTOR, 23 pacientes participaram da pesquisa. A
média de idade dos pacientes com BA foi de 3,5 meses. A distribui¢do na variavel sexo
foi de 56,5% para 0 sexo masculino. Os marcadores de gravidade foram relacionados com
a expressdo da proteina de sinalizagdo mTOR. A proteina de sinalizagdo mTOR foi
medida e analisada em cada uma das variaveis respectivamente. Os dados foram
estratificados de acordo com 0s marcadores de severidade e mostraram uma tendéncia
para a diminuicdo da expressdo de mTOR em pacientes com tempo de sibilancia igual ou
superior a 5 dias (r -0,702 e p 0,024).
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Conclusao: os fatores de transcricdo sdo essenciais para gerar respostas imunes eficazes.
O mTOR participa na expressdo de uma variedade de genes em resposta a estimulos
celulares e pode desempenhar um papel-chave na manifestacdo da doenca. Nossos dados
demonstram a diminuicdo da expressao desse marcador em pacientes hospitalizados com
maior gravidade, porém estudos sdo necessarios para reforcar esta tendéncia.

Keywords: mTOR, mTORC1, mTORC?2, proteina de sinalizacao, bronquiolite aguda
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ABSTRACT

Introduction: infection of the lower respiratory tract is the most prevalent disease in
children during the first years of life. During the viral infection, the inflammatory process
is directly associated with immune imbalance. Studies show that the mTOR signaling
protein plays an important role in the context of acute bronchiolitis (AB). Thus, it
becomes fundamental to recognize the relevance of the immune system and mTOR in
fighting infection. The aim of this study was to investigate the relationship between
mMTOR expression and the severity of acute bronchiolitis in infants.

Methods: a cohort study was conducted from a group of infants hospitalized at a tertiary
hospital with AB in Porto Alegre, Brazil, aged less than 12 months. The hospitalization
protocol included respiratory isolation and collection of nasopharyngeal secretion from
all patients with AB. Nasopharyngeal lavage was used for subsequent extraction of RNA
and cDNA synthesis used for the study of mTOR signaling protein expression. The
severity markers used were: time of hospitalization and mean time of wheezing, measured
in days. The research was done after consent, obtained from the legal guardian of the
child.

Results: 56 patients with AB were included. For the final analysis of the study and
expression of the mTOR signaling protein, 23 patients participated in the study. The mean
age of patients with AB was 3.5 months. The gender distribution was 56.5% for males.
The markers of severity were related to the expression of the mTOR signaling protein.
The mTOR signaling protein was measured and analyzed on each of the variables
respectively. Data were stratified according to severity markers and showed a trend
towards decreased mTOR expression in patients with a wheezing time of 5 days or more
(r-0.702 and p 0.024).

Conclusion: transcription factors are essential for generating effective immune
responses. mTOR participates in the expression of a variety of genes in response to
cellular stimuli and may play a key role in the manifestation of the disease. Our data
demonstrate the decrease in expression of this marker in hospitalized patients of greater
severity, but studies are needed to reinforce this trend.

Keywords: mTOR, mTORC1, mTORC2, signaling protein, acute bronchiolitis
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INTRODUCAO

A infecgdo do trato respiratdrio inferior tem grande impacto em criancas durante
0s primeiros anos de vida (1,2). A bronquiolite aguda (BA) pode levar a complicacdes
graves, insuficiéncia respiratoria e esta associada a elevada morbidade e mortalidade (3—
5). A BA é causada pelo virus sincicial respiratorio (VSR) e outros agentes etioldgicos:
parainfluenza,, rinovirus, metapneumovirus, influenza e adenovirus, dentre outros.
Algumas patologias estdo fortemente associadas a bronquiolite grave como a doenca
cardiaca congénita, displasia broncopulmonar e disturbios imunolégicos (1,3,6,7). O risco

de BA grave e complica¢es relacionadas € bem reconhecido entre esses grupos (8).

As infecgdes por virus respiratdrios ocorrem em todo o mundo, com surtos em
climas temperados ocorrendo principalmente durante os meses de inverno (9). Estudos
documentaram as variagdes nas taxas de hospitalizacdo, tempo de permanéncia
hospitalar, morbidade e mortalidade em diferentes paises, dependendo da localizacdo
geogréfica (5,10-13). Os dados demonstram ainda, o papel importante do VSR na causa
da hospitalizagdo em criangas prematuras como um determinante critico de gravidade da

doenca (4).

A infeccdo provoca uma inflamacdo do epitélio bronquiolar, podendo ocorrer
necrose das células epiteliais, edema da mucosa, infiltracdo peribronquial e producéao de
secre¢do (14,15). A obstrucdo dos bronquiolos causa diminuicéo parcial ou total do fluxo
de ar. O grau de obstrucdo pode variar, resultando em sinais clinicos como atelectasia,
diminuicdo da ventilacdo pulmonar e perfusdo, podendo levar a hipoxemia (16). A
resposta imune ao virus é caracterizada pela inflamacdo significativa e pode contribuir
para a patogénese da doenca. O recrutamento de neutréfilos para vias aéreas pode mediar
diretamente a destruicdo de células infectadas. A infeccdo grave em lactentes € mediada
por uma regulacgéo insuficiente da resposta imune do hospedeiro de células T reguladoras
(Tregs), resultando em imunopatologia (16,17). Durante a infec¢do viral, o processo
inflamatdrio esta diretamente associado ao desequilibrio imunolégico promovendo assim,

um aumento na resposta Th2 (18,17).



41

A proteina alvo da rapamicina em mamiferos, mammalian target of rapamycin
(mTOR) é uma via de sinalizacéo conservada evolutivamente que detecta nutrientes intra
e extracelulares, fatores de crescimento e padrées moleculares associados aos patdgenos
para regular a funcdo das populacdes de células imunes inatas e adaptativas (19-21). O
mTOR desempenha sua fungéo na regulacdo de varios processos biologicos, tais como a
proliferacdo e sobrevivéncia de células normais e malignas, diferenciacdo celular,
metabolismo, e autofagia (22—-24). Recentemente, Souza et al, destacou que 0 mTOR
desempenha um papel importante no contexto da bronquiolite aguda. Este estudo sugere
que a ativacdo de mTOR induzida por VSR durante a infec¢do esta associada com um
mecanismo de evasdao imune viral a partir de respostas das células T CD8 e poderia ser

um alvo promissor para futuras intervencoes (6).

A resposta imune humana frente a infecgdo viral pode ser um fator relevante na
determinacéo da gravidade da BA. Assim, torna-se fundamental, reconhecer a relevancia
do sistema imune no combate a infec¢do. O objetivo do presente estudo foi investigar a
associacdo entre a expressdo da proteina de sinalizacdo mTOR e a gravidade da

bronquiolite (tempo de sibilancia e tempo de internag&o).

MATERIAIS E METODOS

Amostra e delineamento do estudo

Este estudo é uma andlise secundaria e retrospectiva de uma coorte de lactentes
com bronquiolite aguda. Foi incluido um grupo de lactentes em um hospital terciario com
BA em Porto Alegre, Brasil, com idade inferior a 12 meses. Os critérios de incluséo
utilizados: pacientes internados em enfermaria ou sala de observacao, pelo Sistema Unico
de Saude (SUS), no Hospital Sdo Lucas da PUCRS (Pontificia Universidade Catdlica do
Rio Grande do Sul) com entrada na emergéncia pediatrica, de setembro de 2009 a
setembro de 2011; pacientes com suspeita clinica de BA (primeiro episodio de sibilancia,
acompanhado de infecgdes de vias aéreas superiores); lactentes menores de 12 meses de

idade e pacientes com um méximo de 72 horas de manifestagdes clinicas do trato
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respiratorio inferior (sibilancia e/ou dificuldade respiratéria), a fim de evitar a incluséo

de lactentes no periodo de convalescenca.

Os critérios de exclusdo adotados foram: historico de doencas pulmonares
relacionadas a prematuridade (displasia bronco-pulmonar); cardiopatias; doencas

pulmonares crénicas e uso de corticoides (sistémicos ou inalatorios).

Procedimentos

Ap0s a inclusdo do paciente no estudo, foram coletados os dados referentes as
condicGes clinicas do paciente, obtidos no momento da admissao hospitalar: sinais vitais
e parametro ventilatério (sinais de dificuldade respiratéria). Estas informacBes foram
extraidas dos prontudrios. A histdria clinica foi coletada atraves dos pais ou responsavel
por meio de um questionario padronizado. As informagdes sobre o curso clinico da
doenca até a alta, como duracdo da internacdo hospitalar e tempo de sibilancia foram
coletadas pelos médicos e pesquisadores do estudo assim como as variaveis
demogréficas. A variavel sibilancia foi avaliada a partir da ausculta diaria realizada pelos

pesquisadores durante o estudo.

Os pacientes incluidos no estudo foram contatados (contato telefénico) aos 30, 60
e 90 dias para avaliacdo da recorréncia de sibilancia, através da aplicacdo de questionario

padronizado.

Coleta e armazenamento de amostras

O protocolo de internacdo incluiu isolamento respiratorio e coleta de secrecédo
nasofaringea de todos os pacientes com BA. A coleta de amostras e a imunofluorescéncia
direta (ID) séo rotina na avaliacdo de criangas com bronquiolite neste hospital. O lavado
nasofaringeo foi armazenado em solugédo de Trizol a temperatura de -80° C, no Instituto
de Pesquisas Biomédicas (IPB-PUC) para posterior extragdo de &cido ribonucleico
(RNA) e sintese de acido desoxirribonucleico complementar (cDNA). O cDNA foi
utilizado para identificagdo de virus respiratorios pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) (25), e para a dosagem de expressao da proteina mTOR.
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Analise por PCR

A extracdo de RNA total foi realizada pelo método de TRIzol (Invitrogen,
ThermoFisher Scientific, MA, EUA) de acordo com as instrucfes do fabricante. O DNA
complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando o kit Superscript 111 (Invitrogen,
ThermoFisher Scientific, MA, EUA). As amostras foram incubadas a 65°C por 5 min,
utilizando o termociclador, PTC-100™, (MJ Research, Canada, EUA). Ap0s esse
procedimento 10l de first-strand reaction mix foram acrescentados e 2l de SuperScript
I1I/RNAse out enzyme mix. As amostras foram incubadas novamente por 25°C durante
10 min, 50°C por 50 min, e 85°C por 5 min. Posteriormente, foram realizadas a
quantificacdo das amostras de cDNA com o Kit Deoxyribonucleic acid high sensitivity
(DNAhs) Qubit (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, MA, EUA). A qualidade do cDNA
para cada amostra foi testada por amplificacdo do gene constitutivo B-actina, utilizando
sistema de PCR em Tempo Real StepOne ™, TagMan Universal PCR Master Mix-
catdlogo 4304437 e iniciadores especificos (Applied Biosystems-AB, ThermoFisher
Scientific, MA, EUA). As amostras que ndo amplificaram para f3-actina foram excluidas

do estudo. As amostras foram armazenadas em temperatura de -20° C.

A amostra foi utilizada para identificacdo da etiologia da doenca. Foram realizadas
reacOes de PCR em tempo real quantitativo para amplificar genes especificos do VSR

utilizando 4 ng de cDNA em triplicata para cada paciente (25).

Expressao da proteina de sinalizacdo mTOR

O DNA extraido foi utilizado para o estudo da expressdo da proteina de
sinalizagdo mTOR. O controle constitutivo utilizado como normalizador foi a B-actina
(ACTB) Hs01060665 g1 e o gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase (GAPDH), Hs
03929097 _g1 e para a expressao de mTOR, Hs 00234508 m1. A expressdo relativa foi
realizada usando iniciadores especificos e sondas TagMan (Applied Biosystems-AB,
ThermoFisher Scientific, MA, EUA) para o ensaio. A quantificagdo da expressao de genes
foi realizada utilizando StepOneTM para PCR em tempo real (Applied Biosystems-AB,
ThermoFisher Scientific, MA, EUA). A expressdo de RNA foi determinada através do

método do ciclo delta limiar (A-CT). O valor de delta foi calculado subtraindo-se o valor
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de Treshold cycle (CT) de B-actinae GAPDH a partir do valor de CT para mTOR de cada

uma das amostras.

Andlise estatistica

A gravidade da doenca foi avaliada pelo tempo de internacdo e tempo médio de
sibilancia. A andlise estatistica inclui a amostra do estudo, constituida pelo grupo de
criancas com bronquiolite. Conforme a distribuicéo das variaveis, a analise foi descritiva
utilizando testes de proporcGes, descricdes em média (desvio padrdo- DP) e mediana
(intervalo interquartil- 1C). AssociacGes entre variaveis categoricas e desfechos continuos
(comparacdo dos marcadores de gravidade clinica) foram analisadas pelo teste t de
Student seguido por um pos-teste de Bonferroni. As principais variaveis do estudo foram
avaliadas através do teste de Shapiro-Wilk. Os dados categoricos foram apresentados em
frequéncia absoluta e relativa. O coeficiente de correlagéo de Spearman foi utilizado para
correlacionar os dados nao-paramétricos. Utilizou-se teste de regressao linear simples e
regressao logaritmica para testar a influéncia da ocorréncia do VSR+ sobre o desfecho
sibilancia. As andlises foram realizadas com os programas Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS, versdo 17.0) e o software GraphPad Prism (San Diego, CA,
EUA). Todos os testes foram bidirecionais e as diferengcas foram consideradas

significantes quando p < 0.05.

Foi ainda realizada analise estratificada por gravidade (acima de 5 dias de
internacdo e < de 5 dias de internacdo) e por virus (VSR positivo ou negativo).

Etica

A pesquisa foi realizada ap6s consentimento, obtido junto ao responsavel legal da
crianca, sujeito da pesquisa, através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). A autorizacdo da participacdo do paciente ocorreu antes de qualquer
procedimento. Os resultados deste estudo poderdo ser publicados, porém a identidade dos
participantes ndo sera revelada em nenhum momento. As amostras do lavado
broncoalveolar e DNA foram armazenadas apenas com Seu registro, sem 0 nome ou
iniciais. Somente os pesquisadores poderao identificar a origem das amostras. O Comité

de Etica e Pesquisa da PUCRS podera ter acesso aos dados da pesquisa para assegurar
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que seus direitos estdo sendo protegidos. A pesquisa foi iniciada apés a avaliacéo e

aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Sdo Lucas da PUCRS.

RESULTADOS

No presente estudo foram incluidos 104 pacientes com BA. Para a analise final
do estudo e expressdo da proteina de sinalizagdo mTOR, 23 pacientes continham
quantificacdo minima necessaria de cDNA ( Figura 1). A média de idade dos pacientes
com BA foi de 3,5 meses. A distribuicdo na variavel sexo foi de 56,5% para 0 sexo
masculino. Os dados clinicos referentes a admissdo do paciente mostram média de
49,69+14,27 para frequéncia respiratoria e média de saturacdo de Oz (SPO2) de 91% em
ar ambiente, segundo dados extraidos do prontuario do paciente na chegada deste na
unidade de salde. Os resultados apontam que 95,65% (22 lactentes) apresentaram algum
tipo de retragdo e 2 pacientes evoluiram para ventilagdo mecénica (1,6%). Os marcadores
clinicos de gravidade utilizados foram: tempo de internacdo e tempo de sibilancia,
medidos em dias. O tempo de permanéncia hospitalar foi de 6,27 dias (£2,58) e o tempo
médio de sibilancia foi de 4,04 dias (+2,58). A amostra foi utilizada para identificacdo de
virus respiratorios, dentre eles o virus sincicial respiratorio (VSR). Os dados mostram

uma prevaléncia de 56,5% dos pacientes para 0 VSR+ (Tabela 1).

A proteina de sinalizacdo mTOR foi medida e correlacionada em cada uma das
variaveis. Foi realizada analise estratificada por gravidade (acima de 5 dias de internacédo
e < de 5 dias de internacéo). Os dados foram subdivididos de acordo com os marcadores
de severidade e mostraram uma diminuigdo da expressdo de mTOR em pacientes com
tempo de sibilancia igual ou superior a 5 dias (r -0,702 e p 0,024). Ao utilizar a correlacdo
de Spearman para relacionar a expressao do mTOR e o tempo de internacdo, obtivemos r

-,045 e p ,901, valores n&o significativos (Tabela 2).

No teste de regressdo logaritmica, foi observada uma relagdo inversa entre a
expressao de mTOR e o tempo de sibilancia entre 0s pacientes mais graves (>5 dias de
internacdo). Além disso, essa relacdo parece ser mais intensa nos pacientes com VSR+.

Os pacientes incluidos no estudo foram contatados (contato telefénico) aos 30, 60 e 90
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dias para avaliagdo da ocorréncia de sibilancia. Os dados foram analisados através da
regressdo linear e mostram uma tendéncia a sibilancia recorrente no grupo VSR+ (p=
0,06) (Figura 2 e 3).

DISCUSSAO

Os dados do presente estudo demonstram uma tendéncia a diminuicdo da
expressao de mTOR em pacientes com maior tempo de sibilancia. Ao reconhecer 0s
mecanismos de controle da inflamag&o, observamos que a replicagdo viral,
principalmente do VSR em lactentes, pode estar regulada pela expresséo de alguns genes,
neste caso especificamente pela proteina de sinalizacdo mTOR. Existe evidéncia clara de
que as criancas que desenvolvem sintomas respiratérios inferiores durante a infecgédo pelo
VSR no inicio da vida estdo em maior risco de desenvolver sibilancia pos-infec¢éo viral
(26-29).

O estudo investigou a influéncia da proteina de sinalizacdo mTOR e a gravidade
da bronquiolite aguda em lactentes. Estudos revelam resultados encontrados em células e
mediadores detectados no liquido de lavagem broncoalveolar (BAL), tipicamente de
criancas ventiladas mecanicamente, e também, lavados nasofaringeos, em associa¢do
com infeccdo aguda por VSR. Neutrdfilos, citocinas pré-inflamatorias, TNFa e as
quimiocinas estdo entre as células detectadas com maior freqiiéncia nas vias aéreas e
secrecOes nasais de criancgas infectadas (30). Muitas citocinas parecem desempenhar um
papel nesta resposta imune aguda, incluindo o IFN v; Interleucinas 8, 10 e 12 e ainda
citocinas produzidas por células T helper (Th 1 e Th2). Entretanto, foram relatados niveis
variaveis de citocinas Thl (IFN) y) e Th2 (IL-4, IL-5), sendo a resposta Th2, tipicamente
elevada nos pacientes infectados predominantemente pelo VSR. A resposta especifica de
Th2 nos lactentes esta associada a uma predilecdo para desenvolver a sibilancia infantil
(29,31). A sintese de proteinas € um dos processos que consomem mais energia na
célula. O mTOR integra uma multiplicidade de sinais intracelulares e extracelulares para
impulsionar o crescimento celular. Este desempenha um papel critico na coordenacéo
da reprogramacéo imunoldgica e metabolica para promover a diferenciacao efetiva das
células T em resposta ao antigeno (32). A atividade mTOR é central para a homeostase

energética coordenando a sintese proteica, gerando intermediarios metabdlicos e
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biogénese mitocondrial (33). Souza et al, 2016, apresentaram a hipdtese de que a ativacao
de mTOR é um mecanismo de viruléncia onde ocorre a diminuicao da atividade de células
T CD8, especialmente no compartimento de memdria. Entretanto, investigou se a
infeccdo por VSR modula a atividade de mTOR no processo de diferenciacao das células
T CD8. Os dados demonstram que o virus induz a fosforilagdo de mTOR e a expressédo
do gene mTOR aumenta significativamente, em secrec¢des nasais de pacientes infectados
com VSR, em comparacdo com lactentes ndo infectados, indicando o papel de mTOR
durante a replicacdo do VSR (6). Alguns estudos tém demonstrado que o uso da

rapamicina diminuiu mTOR aumentando a replicacédo de VSR (6,34,35).

Krawiec e colegas realizaram broncoscopia e lavagem broncoalveolar (BAL) em
criangas, idade média de 15 meses, com sibilancia recorrente, além de um grupo de
controles saudaveis. Este estudo demonstrou que as criangas com sibilancia persistente
tinham células inflamat6rias aumentadas e marcadores de inflamagcdo em comparacédo
com controles saudaveis. Essa associagdo ndo € ainda bem compreendida, porém o
aumento da probabilidade de sensibilizacdo alérgica desempenha um papel determinante
da sibilancia pos- VSR (36). As evidéncias atuais sugerem que fatores tanto genéticos
como ambientais determinam o tipo de resposta imune a infec¢do por VRS aguda e que
essa resposta, por sua vez, pode afetar o desenvolvimento dos mecanismos de controle
envolvidos na regulacéo do tom da via aérea. Como a asma é uma condi¢&do heterogénea,
os estudos futuros precisardo determinar o papel potencialmente diferente da infec¢éo por
VSR como fator de risco para esses diferentes fen6tipos de asma. E provavel, no entanto,
que as estratégias para a prevencdo da infeccdo por VSR possam desempenhar um papel
na prevencgéo do desenvolvimento subsequente de sintomas de sibilancia persistente e de
asma na infancia (30). No entanto, alguns estudos podem esclarecer 0s processos

inflamatdrios que ocorrem nessas criangas.

A anélise da relacdo entre a expressdo da proteina e a gravidade da bronquiolite
demonstra o papel do mecanismo inflamatdrio frente a infeccéo, porém ha limitacdes nas
evidéncias que apoiam esta declaragdo. Podemos considerar que, a principal limitacdo do
presente estudo refere-se ao nimero de participantes da pesquisa, devido as quantidades
insuficientes de amostras de cDNA para a realizacdo das reagcdes de PCR em tempo real.

Além disso, pode-se ressaltar a limitacdo do numero de dados sobre a coinfeccéo.
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Entretanto, Scotta et al revelou em estudo recente que, a coinfeccéo viral respiratoria ndo
aumentou a severidade nos resultados avaliados: tempo de permanéncia, tempo de uso de
oxigénio suplementar, necessidade de cuidados intensivos, ventilagdo mecanica e
morte. Deste modo, as subanalises de acordo com a idade e as combinacdes virais também
ndo mostraram influéncia desses fatores nos resultados (37). Outra limitacdo é a de que a
manifestacdo da bronquiolite aguda pode variar significativamente. A gravidade da
doenca evidencia diferentes fatores genéticos, imunoldgicos e clinicos envolvidos na
resposta de cada individuo frente a infeccdo assim, a falta de entendimento sobre os
mecanismos responsaveis pela doenca, altamente prevalente na populacdo pediatrica em

todos os continentes, tem determinado uma incessante busca de respostas (3,4).

E importante reconhecer que ndo ha consenso sobre a importancia relativa de
qualquer citocina ou quimiocina especificas em relacdo a gravidade ou melhoria da
doenca. No entanto, as vias individuais foram direcionadas em varias experiéncias de
modelos preliminares. A bronquiolite é uma &rea ativa de pesquisa, muitos estudos
determinantes tém contribuido para o conhecimento desta patologia nos ultimos anos (3).
Nossos dados sugerem gue pacientes que sibilaram mais, consequentemente durante as
manifestacbes mais severas, apresentaram menor expressdo da proteina mTOR.
Acreditamos que, possivelmente, o mMTOR diminuido possa estar contribuindo com maior

replicacdo viral, determinando assim, maior comprometimento do paciente.
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Figura 1. Diagrama de fluxo representando a amostra utilizada para analise da

expressdo da proteina de sinalizagdo mTOR.
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Tabela 1. Grupo de estudo, dados descritivos da amostra.
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BA* (N =23)
Idade em meses (média) 3.58 +2,58
Género (% masculino) 56,52%
Tempo de permanéncia hospitalar (dias) 6,27 £ 2,58
Frequéncia respiratoria (mpm) 49,69 +14,27
SPO2 na admisséo (%) 91%
Retracdes, N (%) 22 (95,65%)

2 (1,6%)

Ventilacdo mecanica, N (%)
VSR+

13 (56,5%)

BA*= Bronquiolite aguda com internacéo hospitalar
VSR+= Virus sincicial respiratério positivo

SPO,= Saturacdo de oxigéno



54

Tabela 2. Coeficiente de correlacdo entre pacientes com tempo de sibilancia maior ou

igual a 5 dias.
mTOR DIAS INT DIAS SIB
Spearman’s MTOR Corr 1,000 -,045 -,702"
rho Coefficient
Sig. (2-tailed) ,901 ,024

*. A correlacdo é significativa ao nivel de 0,05 (2-tailed).
**_A correlacdo é significativa ao nivel de 0,01 (2-tailed).

6a. CATSIB5 = Maior / Igual 5
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Figura 2. Modelo de regressao linear simples e regressao logaritmica p=0,016
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Linear ,220 2,823 1 10 124 6,047 -,023
Logaritmico ,457 8,418 1 10 ,016* 5,600 -,187

*. A correlagdo € significativa ao nivel de 0,05 (2-tailed).

**_A correlacdo é significativa ao nivel de 0,01 (2-tailed).



Figura 3. Analise estratificada Grupo de pacientes VSR+ p=0,066
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VSR Equacéo Modelo Parametro/Estimativa
R Square F dfl df2 Sig. Constant b1l
VSR+ Linear ,190 1,638 1 7 ,241 5,983 -,019
Logaritmico ,403 4,730 1 7 ,066* 5,564 -,173
VSR- Linear ,750 2,995 1 1 ,334 6,503 -,092
Logaritmico ,725 2,642 1 1 ,351 5,688 -,240

VSR+ virus sincicial respiratorio

*. A correlagdo é significativa ao nivel de 0,05 (2-tailed).
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ABSTRACT

Objective: To investigate the correlation between respiratory syncytial viral load and
lemgth of hospitalization in infants with acute wheezing episodes. Methods: This was
a two-year, cross-sectional study of infants < 12 months of age with bronchiolitis at
the time of admission to a tertiary hospital. For the identification of respiratory viruses,
nasopharyngeal secretions were collected. Samples were analyzed (threughout the
study period) by direct immunaofluorescence and (in the second year of the study) by
guantitative real-time ACH. e screenedfor three human viruses: rhinovirus, respiratory
syncytial virus, and metapneumovirus. Results: Of 110 samples evaluated by direct
immunoflucrescence, 56 (50.9%) were positive for a single virus, and 16 (14.5%) were
pasitive for two or more viruses. Among those 72 samples, the most prevalent virus
was respiratory syncytial virus, followed by influenza. Of 56 samples evaluated by
guantitative real-time PCR, 24 (42.8%) were positive for a single virus, and 1 (1.7%) was
positive for two viruses. Among those 25 samples, the most prevalent virus was again
respiratory syncytial virus, followed by human rhinovirus. Coinfection did not influence
the length of the hospital stay or other outcome s. In addition, there was no association
between respiratory syncytial virus load and the length of hospitalization. Conclusions:
Neither coinfection nor respiratory syncytial viral load appears to influence the outcomes
of acute bronchiolitis in infants.

Keywords: Bronchiolitis; Coinfection; Viral load; Hospitalization; Respiratory syncytial
virus, human.
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062
INTERLEUKIN-8 GENE VARIATIONS AND THE
SUSCEPTIBILITY TO SEVERE BRONCHIOLITIS

Lidiane Alves de Azeredo Leitdo; Magdli Mocellin; Ana Paula Duarte de
Souza; Leonarde Aratjo Pinto.
Centro Infant, Instituto de Pesquisas Biomédicas, FAMED, PUCRS

Objective: almost all infants present infection by respiratory syncytial virus
(RSV) up to 2 years of age. However, the severity of acute bronchiolitis
(AB) can vary significantly. This variability may be caused by genetic and/or
immunological factors. Previous studies have shown that RSV-infected
airway contain high levels of interleukin 8 (IL-8). The knowledge of genetic
polymorphisms associated with severe AB may have clinical relevance,
identifying patients with high-risk for severe bronchiolitis. The aim of the
present study was to compare the frequency of IL-8 polymorphisms in
infants with severe AB and controls recruited in a low-income area in
Southern Brazil. Material and methods: we included infants admitted to the
pediatric emergency of Hospital Sao Lucas (HSL)da PUCRS with AB, aged
less than 12 months, in the period between 2009 to 201 1. Infants of the same
age who did not have had AB, were recruited from the primary care center
Bom Jesus (controls). Capillary blood samples were collected and DNA was
extracted for genotyping of single nucleotide polymorphism using FTA
Classic Card (Whatman, Flothan Park, USA). Genotyping of two
polymorphisms (SNPs rs2227543 and s2227307) in the IL-8 gene was
performed using TAQMAN (Applied Biosystems — AB, Carlsbad,
California). Results: in the final genetic association study, we included
115 cases and 64 controls. There was no significant deviation from Hardy-
‘Weinberg equilibrinm. The SNP rs2227543 showed significant protection
for AB, with higher frequency of homozygous TT patients in the control
group (OR 025: CI 0.10 w 0.65). However, rs2227307 showed no
association with AB. Conclusion: this finding, together with the analysis of
previous studies, suggests that the IL-8 polymorphism rs2227543 is
associated with protection of AB and influences the severity of the disease.

after hospital discharge and need to be followed. Household smoking, atopic
dermatitis, FHA, low gestational and birth weight, cardiopathy, low maternal
schooling, large families, age at admission, severity of BVA and type of virus
were associated with maintenance of symptoms.

064

EVALUATION OF THE VENTILATORY EFFICIENCY INDEX (VE/
VCO3) AS A PROGNOSIS MARKER IN PATIENTS WITH CYSTIC
FIBROSIS

Paloma Lopes Francisco Parazzi (Department of Pediatrics, Faculty of
Medical Sciences, State University of Campinas); Femando Augusto de
Lima Marson (Department of Pediatrics and Department of Medical
Genetics, Faculty of Medical Sciences, State Universiv of Campinas);
Maria Angela Gongalves de Oliveira Ribeiro (Department of Pediatrics,
Faculty of Medical Sciences, State University of Campinas); Camila Isabel
Santos Schivinski {State University of Santa Catarina, Center of Physical
Education and Sponts); Antonio Femando Ribeiro (Department of
Pediatrics, Faculty of Medical Sciences, Stare University of Campinas);
José Dirceu Ribeiro (Department of Pediatrics, Faculty of Medical
Sciences, State University of Campinas).

Objectives: Physical exercise have been studied as a tool to assess the
worsening or the improvement of clinical markers of cardiorespiratory
function. Clinical markers of lung function deterdomtion in cystic fibrosis
(CF) have been studied and the relation between ventilation (VE) and the
production of carbon dioxide (VE/VCO- slope) can be used to determine
ventilatory responses to exercise. Our objective was to evaluate if the VE/
VCO; ratio is a useful marker as a prognostic indicator for children and
adolescents with CF. Material: A controlled, clinical trial, with 128
individuals, 64 with CF and 64 in the control group(CG), of both genders,
from a University Hospital. Methodology: All individuals completed the
submaximal stress test (SST) on the treadmill for 6 min and other exams,
afterthe approval of the Institutional Ethics Committee and signed Informed
Consent form . The comnarison hetween the eronns of natients with CF and
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IL-8/1L-17 gene variations and the susceptibility to severe
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SUMMARY

Clinical maniféstations of acute bronchiolitis (AB) vary from minimal disease to severs
respitatory failure, The response (o respiratory viral infections is possibly influenced by genetic
polymorphisms linked to the regulation of the inflammatory response. In the present sdy,

we investigated whether interleukin-S (IL-8) and interleukin-17 (IL-17) genetic variants ane
associated with the severity of AB. A group of Brazilian infants hospitalized with AB and a
control group (infants with no or mild AB, without hospitalization) were genotvped for four TL-
B/IL-17 variations. For replication, we studied an Argentinean population sample of infants with
mild and severe AB. IL-8 polvmorphism (rs 2227543) and TL-17 (,s2275913) variants showed
significant associations with the severity of AB. The effect of the IL-B variation could be
replicated in the Argentinéan sample. This finding sugpests that IL-8 variations may infloence the
severity of AB in voung infants. Further genetic association stadies in low- or middle-income
populations are necessary with the aim of expanding knowledge in this area.

Key words: Bronchiolitis, interleukin-8, polymorphism, severity, wheezing
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