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RESUMO 

 

Introdução: a bronquiolite aguda (BA) é uma doença inflamatória das vias aéreas considerada 

a patologia mais comum do trato respiratório inferior na infância. Responsável por um grande 

número de hospitalizações em lactentes é uma das principais doenças respiratórias em todo o 

mundo, elevando os custos de cuidados de saúde em lactentes. Segundo dados epidemiológicos, 

entre 75.000 e 125.000 crianças são hospitalizadas nos Estados Unidos anualmente com 

infecções causadas pelo vírus sincicial respiratório (VSR), respondendo por aproximadamente 

25% das pneumonias pediátricas e até 70% das internações por bronquiolite aguda (BA). As 

crianças com deficiência na imunidade mediada por células podem desenvolver infecções mais 

graves e prolongadas. A ativação das vias de sinalização mTOR, STAT-3 e STAT-6 têm sido 

identificadas como reguladores-chave em diferentes funções do sistema imune. O objetivo deste 

estudo foi investigar a relação entre a expressão gênica de mTOR, STAT-3, STAT-6 e a 

gravidade da BA. 

Métodos: trata-se de um estudo de coorte onde foi incluído um grupo de lactentes de idade 

inferior a 12 meses, com BA, internados em um hospital terciário de Porto Alegre, Brasil. Foi 

coletado lavado nasofaríngeo de todos os pacientes e armazenados em solução de Trizol à 

temperatura de -80ºC no Instituto de Pesquisas Biomédicas (IPB) da PUCRS para posterior 

extração de RNA e síntese de cDNA. Foram utilizados os iniciadores específicos para verificar 

a expressão 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 

internação e tempo de sibilância. 

Resultados: para a análise da expressão da proteína de sinalização mTOR e fatores de 

transcrição STAT-3 e STAT-6, foram incluídos 23 pacientes hospitalizados com BA. Foi 

realizada uma correlação geral entre os marcadores clínicos (dias de internação e dias de 

sibilância) e a expressão das vias de sinalização. Os dados foram estratificados de acordo com 

os marcadores de severidade e mostraram uma tendência para a diminuição da expressão de 

mTOR em pacientes com tempo de sibilância igual ou superior a 5 dias (r = -0,702 e p = 0,024). 

No entanto, as vias de sinalização STAT-3 e STAT-6 não foram correlacionadas com fatores 

de gravidade da BA quando aplicadas neste grupo de pacientes. 

Conclusão: os fatores de transcrição são essenciais para gerar respostas imunes eficazes. O 

mTOR, STAT-3 e STAT-6 participam na expressão de uma variedade de genes em resposta a 

estímulos celulares e podem desempenhar um papel-chave na manifestação da doença. Nossos 

dados demonstram a diminuição da expressão de mTOR, com melhora dos marcadores clínicos 

de gravidade, porém outros estudos são necessários para reforçar este achado. 

 

Keywords: mTOR, STAT-3, STAT-6, bronquiolite, fatores de transcrição, transdução de sinal, 

via de sinalização, vírus sincicial respiratório (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 mTOR, 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 -80ºC 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). 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A bronquiolite aguda (BA) é uma doença inflamatória das vias aéreas considerada a 

patologia mais comum do trato respiratório inferior na infância. Responsável por um grande 

número de hospitalizações em lactentes é uma das principais doenças respiratórias em todo o 

mundo, elevando os custos de cuidados de saúde em lactentes (1,2). Fatores socioeconômicos 

e co-morbidades tais como prematuridade, doença pulmonar crônica e cardiopatia congênita 

aumentam os riscos de BA severa (1).  

 

O vírus sincicial respiratório humano (VSR), tipos A e B (família Pneumoviridae, no 

gênero Orthopneumovirus, ordem Mononegavirales) é um dos principais causadores de 

doenças respiratória como a bronquiolite, responsável também por significativa morbidade e 

mortalidade em lactentes (3–5). Estima-se que mais de 3 milhões de hospitalizações anuais por 

doença respiratória e pelo menos 66.000 mortes ocorrem por ano em crianças menores de 5 

anos de idade (2,6). As estratégias de tratamento contra o patógeno viral, comumente utilizadas, 

são limitadas. A gravidade da doença varia de um resfriado comum leve à bronquiolite, com 

obstrução das vias aéreas e hipoxia em lactentes (6,7). A apnéia é observada em 1-24% dos 

bebês infectados com VSR  e a bronquiolite severa associada está relacionada a episódios 

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

 

Não existe terapêutica antiviral segura contra o VSR ou vacina já licenciada (6,9). O 

composto químico endovenoso ribavirina é um fármaco testado para diminuição dos sintomas 

das infecções, porém seu uso é limitado devido aos efeitos secundários adversos e aos riscos 

associados. O palivizumabe, utilizado como medida profilática é um anticorpo monoclonal 

neutralizante dirigido contra a glicoproteína F do vírus, podendo ser eficaz na redução das 

hospitalizações em pacientes com risco de doença grave (10,11). O alto custo desta 

imunoprofilaxia torna seu uso impraticável em países de baixa renda (9), limitando à lactentes 

de alto risco (crianças prematuras, com doença pulmonar crônica e portadores de cardiopatias 

congênitas). 
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A gravidade da bronquiolite pode estar relacionada com reações individuais de cada 

organismo. Alguns mediadores da reposta imune podem influenciar diretamente a resposta ao 

vírus. A infecção provoca uma inflamação dos bronquíolos, podendo ocorrer necrose das 

células epiteliais ciliadas bronquiolares, edema da mucosa, infiltração peribrônquica e 

perivascular e produção de secreção levando à obstrução dos bronquíolos.  Os neutrófilos 

predominam no lavado nasal e broncoalveolar (LBA) em lactentes com bronquiolite aguda (12). 

As secreções respiratórias contêm níveis elevados de citocinas pró-inflamatórias (6,13,14). As 

citocinas, pequenas proteínas ou peptídeos, produzidos por vários tipos celulares, 

principalmente por macrófagos e linfócitos ativados, são considerados importantes mediadores 

do processo inflamatório. A resposta imune contra a infecção viral também é mediada por 

células T. A resposta T helper 1 (Th1) é pró-inflamatória, importante na geração de imunidade 

mediada especialmente pelas células T citotóxicas (T CD8), necessárias para o controle de 

agentes patogênicos virais. Os níveis da citocina Interferon gama (IFN-γ), produzida pelas 

células Th1, também estão elevados na mucosa nasal e no tecido pulmonar dos pacientes 

infectados, promovendo um efeito protetor e diminuição da hipóxia (4,15,16). A comparação 

entre os mediadores de imunidade inata e adaptativa em aspirado nasofaríngeo (NPAs) e 

plasma, revela níveis de IL-2, IL-6 / IFNγ e TNFα significativamente maiores nos pacientes 

com NPAs (p <0,05) em relação ao plasma, indicando uma predominância relativa de 

mediadores de imunidade inata na mucosa respiratória (15). Para Bermejo et al, os mediadores 

aumentados correspondem a citocinas Th1 (IL-2, IFNy e TNFa), citocinas Th2 (IL-13, IL-4, 

IL-6, IL-10), quimiocinas (IP-10 , IL-8, MIP1α, MIP-1β), fatores de crescimento e também IL-

17. Teoricamente esses mediadores pró-inflamatórios podem promover inflamação no trato 

respiratório e consequentemente contribuir para o comprometimento respiratório demonstrado 

por essas crianças (15).  Em geral, a resposta T helper 2 (Th2) pode estar associada a 

manifestações mais severas de infecção por VSR (17–19). As células T helper 17 (Th17), 

atualmente, também têm se apresentado como um fenótipo importante durante a patogenia da 

bronquiolite (17,20,21).  

 

A proteína alvo da rapamicina em mamíferos (mammalian target of rapamycin -

mTOR) e o transdutor de sinal e ativador de transcrição (signal transducers and activators of 

transcription -STAT), especialmente STAT-3 e STAT-6 tem sido apresentados como fatores 
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essenciais na produção da resposta imune (22). Essas vias de sinalização são importantes 

reguladores no desenvolvimento, crescimento celular, funcionamento de células do sistema 

imunológico e desenvolvimento dos fenótipos Th2 e Th17, possivelmente importantes para a 

patogenia da BA (21,23). Entretanto, os mecanismos para identificar a combinação destes e a 

gravidade de doenças como a bronquiolite ainda precisam ser descritos. As crianças com 

deficiência nas células do sistema imune podem desencadear uma infecção mais grave e 

prolongada. Assim, dada a importância das vias de sinalização mTOR, STAT-3 e STAT-6 no 

sistema imune, torna-se fundamental reconhecer a relevância destas frente à infecção. Deste 

modo, o objetivo deste estudo foi investigar a relação entre a expressão das vias de sinalização 

mTOR, STAT-3 e STAT-6 e a gravidade da bronquiolite aguda.
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 BRONQUIOLITE 

 

As doenças do trato respiratório inferior constituem-se numa das principais causas de 

mortalidade na população pediátrica. A bronquiolite aguda (BA) é uma doença inflamatória das 

vias aéreas, considerada a causa mais comum de internação hospitalar nos primeiros 12 meses 

de vida. Períodos de grande incidência podem gerar altos índices de hospitalizações nessa faixa 

etária (1). 

 

O VSR é o agente etiológico mais comum da BA. É considerado uma das principais 

causas de mortes relacionadas à bronquiolite e pneumonia em crianças em todo o mundo (3,4). 

Recentemente, Stein et al (2017), apresentou em sua revisão sistemática e meta análise, 55 

estudos, provenientes de 32 países, a partir de 5274 pesquisas potencialmente relevantes. 

Destes, seis estudos apresentaram especificamente a incidência de hospitalização por Infecção 

Respiratória Aguda (IRA) em crianças prematuras com menos de 1 ano de idade e resultaram 

em uma estimativa global de 63,85/1000 crianças/ano (IC 95%, 37,52-109,7) (5). Byington, et 

al (2015), nos Estados Unidos, demonstrou que em crianças com idade inferior a 2 anos, a taxa 

de mortalidade foi entre 3 e 4 por 10.000 internações hospitalares. A maioria desses óbitos foi 

associada a internações prolongadas e pelo menos uma comorbidade (24). Segundo dados 

epidemiológicos, entre 75.000 e 125.000 crianças são hospitalizadas nos Estados Unidos 

anualmente com a infecção por VSR, respondendo por aproximadamente 25% das pneumonias 

pediátricas e até 70% das internações por bronquiolite (25,26). Ao estratificar os dados entre as 

crianças americanas nos últimos anos, com doenças relacionadas, Hall e colaboradores (7) 

destacaram que, cerca de 57.527 (3%) são internadas, 517.747 (25%) são tratadas em serviços 

de emergência e 1.534.064 (73%) são atendidas por pediatras; destes pacientes ambulatoriais, 

1.256.014 (61%) têm entre 2 e 5 anos de idade. As características mais frequentemente 

associadas à bronquiolite incluem a predominância do sexo masculino, condições médicas 

coexistentes, status socioeconômico mais baixo, exposição à fumaça, falta de amamentação e 

contato com outras crianças (27). Infelizmente, não dispomos de vacinas e tratamentos eficazes 
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para o vírus até o presente momento. Embora nenhuma vacina tenha sido alcançada, os avanços 

na imunologia e virologia molecular, diante da compreensão da patologia e patogênese da 

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

 

2.2 RESPOSTA IMUNE VIRAL 

 

A resposta imune frente à infecção é caracterizada pela inflamação significativa e pode 

contribuir para a patogênese da doença, particularmente quando bronquíolos e vias aéreas 

superiores ficam obstruídos com células inflamatórias e secreção. A bronquiolite induz a 

secreção de várias quimiocinas, incluindo Regulated Upon Activation Normal T cell Expressed 

and Secreted (RANTES), Macrophage Inflammatory Proteins Alfa (MIP-1α), Macrophage 

Inflammatory Proteins Beta (MIP-1β) e Interleucina 8 (IL-8), que recrutam um grande número 

de células imunes para os locais de infecção (14,26,29,30). O recrutamento de neutrófilos para 

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

 

As citocinas são moléculas proteicas que modulam a função de outras células, 

estimulando, modulando ou inibindo diferentes células do sistema imunológico ou da própria 

célula produtora. São produzidas por diferentes tipos celulares, mas principalmente por 

linfócitos e macrófagos ativados, sendo importantes para o controle da resposta imune 

(13,20,31). Os linfócitos T CD4 ativados secretam citocinas que promovem o crescimento, 

diferenciação e funções de linfócitos B, macrófagos e outras células.  Os linfócitos T CD4 são 

definidos em diferentes fenótipos dependendo do tipo de citocinas que secretam: Th1 (T helper 

1), Th2 (T helper 2), Th17 (T helper 17) e Treg (células T regulatórias) (32). O processo de 

diferenciação de células T CD4 é regulado e controlado por redes de citocinas, fatores de 

transcrição e modificações epigenéticas. As citocinas que induzem a diferenciação das células 

são a IL-12 (via STAT- 1/STAT- 4) para as células Th1, IL-4 (via STAT- 5/STAT- 6) para as 

células Th2, Transforming Growth Factor Beta (TGFβ) /IL-6 (via STAT-3) para Th17 e TGFβ 

(via STAT- 5) para Treg (4,17,22). As células também poderão diferenciar-se através do padrão 

de resposta após ativação (18) e mais recentemente outros fatores foram descritos auxiliando 

nesta diferenciação, como a ativação do mTOR (22,33). Delgoffe et al demonstraram que a 

deficiência de mTOR em células T correlaciona-se com a diminuição da ativação dependente 

de citocinas de STAT4, STAT3 e STAT6. Consequentemente, as células T CD4  deficientes 

em mTOR não foram capazes de diferenciar-se em células efetoras Th1, Th17 ou Th2 sob 

https://en.wikipedia.org/wiki/Transforming_growth_factor_beta
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condições estimulantes específicas e distorcidas em relação à diferenciação celular T reguladora 

(Treg) (34). As células Th1 produzem citocinas relacionadas principalmente com a defesa 

mediada por fagocitose como INF-γ, IL-2 e Tumor Necrosis Factor (TNF-α) (35). As células 

Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, relacionadas com a produção de anticorpos 

Imunoglobulina E (IgE) e reações imunes mediadas por eosinófilos e mastócitos contra 

alérgenos (18,19). As células Th17 produzem IL-17 e estão relacionadas com o aumento de 

inflamação e autoimunidade (36). A IL-17 desempenha um papel no aumento da produção de 

muco nos brônquios de crianças com infecção por VSR (15,37). Já as células Treg são 

importantes para o controle da resposta imune produzindo citocinas anti-inflamatórias como a 

IL-10 (21,38) (Figura 1). 

 

 

  

 

Figura 1. Diagrama representando a função das vias de sinalização mTOR, STAT-3 e STAT-6 na diferenciação 

das células T CD4. 
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A desregulação da resposta imune frente a patógenos respiratórios pode levar à doenças 

pulmonares promovendo a diminuição da função pulmonar (39,40). Para Fulton, et al as Tregs 

são essenciais na regulação da resposta imune adaptativa diminuindo a inflamação espontânea 

nos pulmões (17,40). Pouco se sabe sobre o papel das Tregs durante as infecções virais agudas 

onde coordenam o recrutamento precoce de células T CD8 específicas de vírus para o tecido 

pulmonar e vias aéreas. As células T CD8 desempenham um papel protetor importante tanto na 

depuração viral como na imunopatologia gerando moléculas imunocompetentes (4,41). Durante 

a infecção viral, o processo inflamatório está diretamente associado ao desequilíbrio 

imunológico promovendo assim, um aumento na resposta Th2 (19,38). Vários fatores 

coordenam a função e diferenciação destes linfócitos durante a infecção viral, dentre eles 

destacamos as vias de sinalização mTOR, STAT- 3 e STAT- 6.  

 

2.3 mTOR (mammalian target of rapamycin)  

 

O mTOR é uma proteína quinase (serina / treonina), possui uma função de sensor 

molecular do metabolismo e homeostase celular integrando os sinais ambientais e alterando os 

processos metabólicos e celulares (7,27,42). O mTOR forma a subunidade catalítica de dois 

complexos proteicos distintos, são eles mTOR Complex 1 (mTORC1) e mTOR Complex 2 

(mTORC2) (23). A ativação de mTORC1 raramente ocorre isoladamente e coopera com muitos 

outros eventos de sinalização para alterar a fisiologia celular (43). O mTORC1 promove a 

transcrição de genes envolvidos na glicólise, a via da Pentose Fosfato (PPP) e de 

novolipogênese induzindo a glicose 6-phoshate desidrogenase e 6-fosfogluconato 

desidrogenase. A fim de promover a redução de energia para a síntese de nucleotídeos 

necessários para replicação do Deoxyribonucleic Acid (DNA), o mTORC1 aumenta o fluxo 

através da PPP oxidativa para gerar Fosfato de Dinucleotídeo de Adenina e Nicotinamida 

(NADPH), contribuindo para a promoção do crescimento e proliferação de células anabólicas, 

quando as condições são favoráveis ou autofagia, quando desfavoráveis (43,44). Enquanto 

mTORC1 regula o crescimento celular e metabolismo, o mTORC2 atua controlando a 

proliferação e sobrevivência celular, principalmente pela fosforilação de vários membros da 

família de proteínas quinases (AGC- Camp-Dependent Protein Kinase /Protein Kinase 

G/Protein Kinase C Extended,- PKA- Proteína-quinase A, PKG- Proteína-quinase G, PKC- 

Proteína-quinase C). O mTORC2 é caracterizado pela sua insensibilidade ao tratamento agudo 

com rapamicina. Em vez de Raptor, contudo, mTORC2 contém Rictor (insensível à rapamicina) 
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(45,46). O mTORC1 é sensível à rapamicina e promove a continuidade celular. Tanto mTORC1 

como mTORC2 são necessários para a produção da resposta Th1, através de suppressor of 

cytokine signaling 3 (SOCS3) e STAT4. Além disso, o mTORC1 é importante para ativação 

das células Th17 através de SOCS3 e STAT-3. Assim, apenas o mTORC2 é necessário para o 

desenvolvimento de Th2, através de Krüppel-like factor (KLF2), suppressor of cytokine 

signaling 5 (SOCS5) e STAT-6. A inativação de ambos mTORC1 e mTORC2 favorece o 

desenvolvimento de células Treg (14,17).  

 

Estudos de inibição com rapamicina sugerem que mTORC1 bloqueia o 

desenvolvimento de células T CD8 de memória (44,47). Muitos aspectos da função mTOR e 

da regulação têm sido apenas elucidados recentemente, porém algumas questões permanecem 

sem resposta (46). Para Nascimento et al (2016), durante a infecção viral, o tratamento com 

rapamicina nas células dentríticas afeta parcialmente sua capacidade para diferenciar as células 

T CD8, mantendo as moléculas co-estimulatórias e aumentando a replicação do vírus (45). 

Souza e colaboradores (2016) apresentaram a hipótese de que a ativação de mTOR é um 

mecanismo de virulência empregado para diminuir a atividade de células T CD8, especialmente 

no compartimento de memória. Além disso, investigou se a infecção por VSR modula mTOR 

em células T CD8. Os dados demonstraram que o vírus induz a fosforilação de mTOR e a 

expressão do gene mTOR aumenta significativamente, em secreções nasais de pacientes 

infectados com VSR, em comparação com lactentes não infectados, indicando o papel de 

mTOR durante a replicação do VSR (48). Entretanto, a relação entre mTOR, STAT-3 e STAT-

6 correlacionados com os diferentes fenótipos de células T CD4, especialmente Th2 e Th17, 

durante a bronquiolite não está ainda bem elucidada.  

 

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

 

Os fatores de transcrição são proteínas intracelulares que se ligam a sequências gênicas 

reguladoras, promovem alteração da função celular resultando em aumento ou redução da 

síntese proteica. O excesso de ativação dos fatores de transcrição pode ser responsável por 

prolongada liberação de citocinas inflamatórias nas doenças respiratórias. O processo de 

ativação é complexo, podendo ser ativados por ligantes ou serem ativados dentro do citoplasma, 

expondo os sinais de localização nuclear (49,50). O controle transcricional é o resultado de uma 

ação mútua entre sequências regulatórias do DNA (promotores, estimuladores e silenciadores) 

e as sequências específicas que se ligam a essas proteínas, estas recebem a denominação de 
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fatores de transcrição. Os fatores de transcrição atuam então como mensageiros nucleares que 

transferem informações da superfície da célula e do citoplasma para o núcleo. A ativação do 

fator de transcrição é complexa e pode envolver múltiplas vias de transdução de sinais 

intracelulares, incluindo quinases como Janus kinases (JAKs), que se associam a diferentes 

subunidades de receptores de citocinas nos complexos receptores da superfície celular e ativam 

as STATs (22). 

 

As STATs são consideradas uma família de proteínas citoplasmáticas ativadas para 

participar no controle de genes quando as células encontram vários polipeptídios extracelulares 

(51). O transdutor de sinal e ativador da transcrição 3 (STAT-3) e 6 (STAT-6) são membros de 

uma família de sete proteínas (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 núcleo, onde regulam a 

transcrição de genes (41,43,52,53). As proteínas STATs também podem ser fosforiladas nos 

seus terminais C nos resíduos de serina, mais frequentemente em Serina 727 (S727). O processo 

de fosforilação da serina aumenta a atividade do fator de transcrição STAT, e as linhas celulares 

com uma mutação serina 727A (S727A) têm anulado a atividade transcricional (52). A 

fosforilação da serina também pode servir para diminuir a fosforilação da tirosina no caso de 

STAT-3, quer através da inibição ou desfosforilação, embora o mecanismo ainda não esteja 

completamente descrito. Assim, enquanto STATs compartilham a dupla função de transdutores 

de sinal e ativadores de transcrição, com outros mediadores intracelulares de respostas de 

citocinas como Mothers Against Decapentaplegic (SMADs), Nuclear Factor Kappa B (NFkB) 

ou Translocation Associated Notch Homolog (Notch) o mecanismo de conversão de STATs de 

proteínas citoplasmáticas em suas formas ativas é único. Esta singularidade deriva de dois 

componentes estruturais não encontrados em outras famílias de fatores de transcrição: um 

domínio Src Homology 2 (SH2) e um resíduo de tirosina C- terminal que se torna fosforilado 

em células estimuladas com citocinas, mais frequentemente por JAKs associadas a receptores 

(52,54). 

 

Assim, podemos considerar que as vias de sinalização STAT-3 e STAT-6 são descritas 

como fatores de transcrição em resposta à ativação de diversas citocinas e de receptores 

de fatores de crescimento. As STAT-3 e 6 exercem um papel fundamental na modulação da 

transcrição e no controle dos processos celulares de uma variedade de genes envolvidos em 

processos críticos como o crescimento, proliferação, diferenciação celular, sinalização química, 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Fator_de_transcri%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fator_de_crescimento
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angiogênese, metástase, respostas imunes e apoptose dentro da célula (2,26,27). Johnston et al 

reforça que, em muitos cânceres, níveis elevados de STAT-3 foram associados a um mau 

prognóstico (55,56). 

 

Como mencionado anteriormente a STAT-3 participa da diferenciação das células Th17 

(57), já STAT-6, potencialmente induzido pela IL-4, impulsiona a diferenciação de Th2. 

Delgoffe e colaboradores (34) demonstraram que a deficiência de mTOR em células T está  

relacionada com a diminuição da ativação 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 Th1, Th2 ou Th17 sob condições estimulatórias 

específicas na diferenciação 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 modulação da ativação de STATs específicas (22,34) 

 

Um modelo experimental de sepses grave seguido de infecção por vírus sincicial 

respiratório (VSR), foi criado para observar a imunopatologia exacerbada nos pulmões de 

camundongos (aumento da produção de muco nos pulmões) em comparação com camundongos 

de cirurgia simulada (com o aumento da produção de IL-17 nos pulmões infectados). O objetivo 

do estudo foi identificar se os camundongos imunocomprometidos exibiam modulações em 

resposta à infecção das vias aéreas. Os resultados indicaram que os animais pós-sépticos 

apresentavam uma suscetibilidade aumentada à infecção viral com aumento da carga viral nos 

pulmões e uma produção aumentada de citocinas pró-inflamatórias (como a IL-17). Além 

disso, as células T CD4 +, de camundongos pós-sépticos, produziram níveis aumentados de IL-

17. Curiosamente, este aumento na produção de IL-17 parece dependente de STAT-3. STAT-3 

desempenha um papel importante na iniciação da transcrição do gene IL-17, e os sinais 

dependentes de STAT-3 (tais como a sinalização do receptor de IL-6) desempenham um papel 

importante no desenvolvimento de células T CD4 produtoras de IL-17 (35). 

 

A resposta inflamatória do hospedeiro promove o recrutamento de células imunológicas 

necessárias para o processo de eliminação do vírus, provocando danos teciduais. Reconhecer 

os mecanismos de controle da inflamação no local da infecção é fundamental para a diminuição 

dos sintomas e exacerbação de doenças respiratórias. Dentro deste contexto destacamos as vias 
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de sinalização mTOR, STAT-3 e STAT-6.  A relação entre mTOR, STAT- 6 e STAT- 3 durante 

a bronquiolite e sua associação com a gravidade não estão ainda bem descritas. A elucidação 

deste mecanismo é importante para melhor compreensão da patogenia da doença. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar a influência da proteína de sinalização mTOR sobre a gravidade da bronquiolite 

aguda em lactentes; 

 Investigar a relação entre a expressão dos fatores de transcrição STAT-3 e STAT-6 e a 

gravidade da bronquiolite.  

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

  Quantificar a expressão de mTOR, STAT-3 e STAT-6, por reação em cadeia da 

polimerase (PCR) em tempo real nas amostras de lavado nasal dos pacientes hospitalizados 

com bronquiolite aguda no primeiro ano de vida; 

  Testar o efeito da associação da expressão de mTOR, STAT-3 e STAT-6 e os 

marcadores de gravidade: tempo de internação e tempo de sibilância; 

  Associar a expressão dos marcadores mTOR, STAT-3 e STAT-6 a partir da análise 

estratificada por gravidade (acima de 5 dias de internação e < de 5 dias de internação). 
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4 HIPÓTESE 

 

 

A variabilidade da infecção pode estar associada à diferença na expressão dos 

marcadores inflamatórios, imunológicos e fatores genéticos. A resposta ao vírus pode ser um 

fator relevante na determinação da gravidade da BA. As crianças com deficiência nas células 

do sistema imune podem desencadear uma infecção mais grave e prolongada. Assim, torna-se 

fundamental, reconhecer a relevância do sistema imune no combate à infecção. Dentro deste 

contexto o mTOR, STAT-3 e STAT-6 além de controlar diferentes funções celulares, também 

atuam na diferenciação das células Th2 e Th17 que são importantes durante a bronquiolite 

aguda. A correlação da expressão destes fatores com a gravidade da BA pode revelar novos 

marcadores e elucidar sobre sua participação na patogenia da BA. 
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5 METODOLOGIA 

 

 

5.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO 

 

Este estudo é uma análise secundária e retrospectiva de uma coorte de lactentes com 

bronquiolite aguda. 

  

5.2 POPULAÇÃO E AMOSTRA 

 

No presente estudo foi incluído um grupo de lactentes em um hospital terciário com 

diagnóstico de BA em Porto Alegre, Brasil, com idade inferior a 12 meses. Os critérios de 

inclusão utilizados foram: 1. Pacientes internados em enfermaria ou sala de observação, pelo 

Sistema Único de Saúde (SUS), no Hospital São Lucas da Pontifícia Universidade Católica do 

Rio Grande do Sul (HSL/PUCRS) com entrada na emergência pediátrica, de setembro de 2009 

a setembro de 2011; 2. Pacientes com suspeita clínica de BA (primeiro episódio de sibilância, 

acompanhado de infecções de vias aéreas superiores); 3. Lactentes menores de 12 meses de 

idade. 

Os critérios de exclusão compreenderam: histórico de doenças pulmonares relacionadas 

à prematuridade (displasia bronco-pulmonar); cardiopatias; doenças pulmonares crônicas e uso 

de corticoides (sistêmicos ou inalatórios). 

 

5.3 PROCEDIMENTOS 

 

Após a inclusão do paciente no estudo, foram coletados os dados referentes às condições 

clínicas do paciente, obtidos no momento da admissão hospitalar, sinais vitais e parâmetro 

ventilatório (sinais de dificuldade respiratória). Estas informações foram extraídas dos 

prontuários. A história clínica foi coletada através dos pais ou responsável, por meio de um 

questionário padronizado. As informações sobre o curso clínico da doença até a alta, como 

duração da internação hospitalar e tempo de sibilância foram coletadas pelos médicos e 
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pesquisadores do estudo assim como as variáveis demográficas. A variável sibilância foi 

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

 

Coleta e armazenamento de amostras 

 

O protocolo de internação incluiu isolamento respiratório e coleta de secreção 

nasofaríngea de todos os pacientes com BA. A coleta de amostras e a imunofluorescência direta 

(ID) são rotina na avaliação de crianças com bronquiolite neste hospital. O lavado nasofaríngeo 

foi armazenado em solução de TRIzol à temperatura de -80º C, no Instituto de Pesquisas 

Biomédicas (IPB-PUC) para posterior extração de ácido ribonucleico (RNA) e síntese de ácido 

desoxirribonucleico complementar (cDNA). O cDNA foi utilizado para identificação do vírus 

sincicial respiratório (VSR) através das reações de PCR em tempo real quantitativo para 

amplificar genes específicos do vírus, utilizando 4 ng de cDNA em triplicata para cada paciente 

(58), e para a dosagem de expressão de mTOR, STAT-3 e STAT-6. 

  

Análise por PCR em tempo real 

 

 A extração de RNA total foi realizada pelo método de TRIzol (Invitrogen, 

ThermoFisher Scientific, MA, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. O cDNA foi 

sintetizado utilizando o kit Superscript III (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, MA, EUA). As 

amostras foram incubadas a 65ºC por 5 min, utilizando o termociclador, PTC-100™, (MJ 

Research, Canada, EUA). Após esse procedimento 10µl de first-strand reaction mix foram 

acrescentados e 2µl de SuperScript III/RNAse out enzyme mix. As amostras foram incubadas 

novamente por 25ºC durante 10 min, 50ºC por 50 min, e 85ºC por 5 min. Posteriormente, foram 

realizadas a quantificação 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 amplificação do gene constitutivo β-actina, utilizando 

sistema de PCR em Tempo Real StepOne ™, TaqMan Universal PCR Master Mix- catálogo 

4304437 e iniciadores específicos (Applied Biosystems-AB, ThermoFisher Scientific, MA, 

EUA). As amostras que não amplificaram para β-actina foram excluídas do estudo. As amostras 

foram guardadas em temperatura de -20º C. 
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5.4 EXPRESSÃO DOS MARCADORES INFLAMATÓRIOS 

 

O cDNA extraído foi utilizado para o estudo da expressão relativa de mTOR, STAT-3 

e STAT-6 usando primers e sondas específicos do sistema TaqMan (Applied Biosystems-AB, 

ThermoFisher Scientific, MA, EUA) (Hs00234508_m1 (mTOR), Hs01047580_m1 (STAT-3) e 

Hs 00598625_m1 (STAT-6)). O controle constitutivo utilizado como normalizador foi o 

gliceraldeído 3 fosfato desidrogenase (GAPDH) Hs03929097_g1 e a β-actina (ACTB) 

Hs01060665_g1. 

 

A quantificação da expressão de genes foi realizada utilizando StepOneTM para PCR 

em tempo real (Applied Biosystems-AB, ThermoFisher Scientific, MA, EUA). A expressão 

relativa foi determinada através do método do ciclo delta limiar (∆-CT). O valor de delta foi 

calculado subtraindo-se o valor de CT (Treshold cycle) de β -actina e GAPDH a partir do valor 

de CT para mTOR, STAT-3 e STAT-6 de cada uma das amostras. 

 

5.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A gravidade da doença foi avaliada pelo tempo de internação e tempo médio de 

sibilância. A análise estatística inclui a amostra do estudo, constituída pelo grupo de crianças 

com bronquiolite. Conforme a distribuição das variáveis, a análise foi descritiva utilizando 

testes de proporções, descrições em média (desvio padrão- DP) e mediana (intervalo 

interquartil- IC). Associações entre variáveis categóricas e desfechos contínuos (comparação 

dos marcadores de gravidade clínica) foram analisadas pelo teste t de Student seguido por um 

pós-teste de Bonferroni. As principais variáveis do estudo foram avaliadas através do teste de 

Shapiro-Wilk. Os dados categóricos foram apresentados em frequência absoluta e relativa. O 

coeficiente de correlação de Spearman foi utilizado para correlacionar os dados não-

paramétricos. As análises foram realizadas com os programas Statistical Package for the Social 

Sciences  (SPSS, versão 17.0) e o software GraphPad Prism (San Diego, CA, EUA). Todos os 

testes foram bidirecionais e as diferenças foram consideradas significantes quando p < 0.05. 

 

Foi ainda realizada análise estratificada por gravidade (acima de 5 dias de internação e 

< de 5 dias de internação). 
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5.6 ÉTICA 

 

O consentimento, para a realização da pesquisa, foi obtido junto ao responsável legal da 

criança, sujeito da pesquisa, através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE). A autorização da participação do paciente ocorreu antes de qualquer 

procedimento. A identidade de todos os participantes da pesquisa foi mantida em sigilo. As 

informações clínicas e os resultados individuais dos estudos são confidenciais e só poderão ser 

utilizadas para os objetivos descritos no TCLE. Os resultados deste estudo poderão ser 

publicados, porém a identidade dos participantes não será revelada em nenhum momento. As 

amostras de sangue ou cDNA foram armazenadas apenas com seu registro, sem o nome ou 

iniciais.  Somente os pesquisadores poderão identificar a origem das amostras. O Comitê de 

Ética e Pesquisa da PUCRS poderá ter acesso aos dados da pesquisa para poder assegurar que 

seus direitos estão sendo protegidos. A pesquisa foi iniciada após a avaliação e aprovação do 

Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital São Lucas da PUCRS. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

As vias de sinalização são essenciais para geração de respostas imunes eficazes (22). 

Existe evidência de que as vias mTOR e STAT apresentam um mecanismo de regulação mútuo, 

induzindo ou suprimindo a sua ativação em vários tipos de células imunitárias. No entanto, 

vários dos mecanismos propostos ainda precisam ser confirmados e a sequência de eventos 

precisa ser definida, especialmente durante a bronquiolite viral. Nossos resultados, todavia 

demonstraram que a vias de sinalização STAT-3 e STAT-6 apesar de ter uma grande 

importância na regulação da resposta imune não apresentaram nenhuma associação com os 

fatores de gravidade estudados neste grupo de pacientes hospitalizados. Entretanto, torna-se 

relevante ressaltar que a expressão da proteína de sinalização mTOR, no lavado nasal de 

pacientes internados com mais de 5 dias de sibilância, correlacionou negativamente com este 

marcador de gravidade: tempo de sibilância. Estes dados sugerem que pacientes que sibilaram 

mais, consequentemente durante manifestações mais severas da bronquiolite, apresentaram 

menor expressão da proteína mTOR. Acreditamos que, possivelmente, o mTOR diminuído 

possa estar contribuindo com maior replicação viral, já demonstrado em estudos onde o uso da 

rapamicina diminuiu mTOR, aumentando a replicação de VSR (45,58). A diminuição dos 

níveis da proteína de sinalização mTOR nas células T está correlacionada com a melhora na 

resposta CD8 de memória, contudo, no presente estudo, não estamos avaliando mTOR nas 

células T e sim no lavado nasal total. Assim, mais estudos são necessário para avaliar o real 

mecanismo associado com a expressão de mTOR e aumento na severidade dos pacientes com 

bronquiolite viral aguda.  
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Tabela 1. Correlação geral entre a expressão das vias de sinalização de mTOR, STAT- 3 e 

STAT- 6 e os marcadores de severidade. N= 23 

 

                 Dias int 

  r          p 

                  Dias sib 

r           p 

 

STAT3          

 

-,226    ,324 

 

,184     ,425 

 

STAT6 ,238      ,298 ,110     ,635 

mTOR ,013     ,953 -,090    ,689 

*. A correlação é significativa ao nível de 0,05 (2-tailed). 

**. A correlação é significativa ao nível de 0,01 (2-tailed). 
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Tabela 2. Correlação entre a expressão das vias de sinalização de mTOR, STAT- 3 e STAT- 

6 e o grupo sibilância ≥ 5 dias. N= 23 

 

                 Dias int 

  r          p 

                  Dias sib 

r           p 

 

STAT3          

 

-,182     ,592 

 

-,334  ,316 

 

STAT6 ,247      ,464 -,100     ,770 

mTOR -,045    ,901 -,702    ,024* 

*. A correlação é significativa ao nível de 0,05 (2-tailed). 

**. A correlação é significativa ao nível de 0,01 (2-tailed). 
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APÊNDICE 

 

APÊNDICE 1 - ARTIGO ORIGINAL 

 

Associação da expressão de mTOR e os marcadores de  sibilância em lactentes. 

 

RESUMO 

 

Introdução: a infecção do trato respiratório inferior constitui a doença mais prevalente 

em crianças durante os primeiros anos de vida. Durante a infecção viral, o processo 

inflamatório está diretamente associado ao desequilíbrio imunológico. Estudos revelam 

que a proteína de sinalização mTOR desempenha um papel importante no contexto da 

bronquiolite aguda (BA). Assim, torna-se fundamental, reconhecer a relevância 

do sistema imune e do mTOR no combate à infecção. O objetivo deste estudo foi 

investigar a relação entre a expressão mTOR e a gravidade da bronquiolite aguda em 

lactentes.  

Métodos: foi realizado um estudo de coorte a partir de um grupo de lactentes internados 

em um hospital terciário com BA em Porto Alegre, Brasil, com idade inferior a 12 meses. 

O protocolo de internação incluiu isolamento respiratório e coleta de secreção 

nasofaríngea de todos os pacientes com BA. O lavado nasofaríngeo foi utilizado para 

posterior extração de RNA e síntese de cDNA utilizado para o estudo da expressão da 

proteína de sinalização mTOR. Os marcadores de gravidade utilizados foram: tempo de 

internação e tempo médio de sibilância, medidos em dias. A pesquisa foi realizada após 

consentimento, obtido junto ao responsável legal da criança. 

Resultados: foram incluídos 56 pacientes com BA. Para a análise final do estudo e 

expressão da proteína de sinalização mTOR, 23 pacientes participaram da pesquisa. A 

média de idade dos pacientes com BA foi de 3,5 meses. A distribuição na variável sexo 

foi de 56,5% para o sexo masculino. Os marcadores de gravidade foram relacionados com 

a expressão da proteína de sinalização mTOR. A proteína de sinalização mTOR foi 

medida e analisada em cada uma das variáveis respectivamente. Os dados foram 

estratificados de acordo com os marcadores de severidade e mostraram uma tendência 

para a diminuição da expressão de mTOR em pacientes com tempo de sibilância igual ou 

superior a 5 dias (r -0,702 e p 0,024).  
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Conclusão: os fatores de transcrição são essenciais para gerar respostas imunes eficazes. 

O mTOR participa na expressão de uma variedade de genes em resposta a estímulos 

celulares e pode desempenhar um papel-chave na manifestação da doença. Nossos dados 

demonstram a diminuição da expressão desse marcador em pacientes hospitalizados com 

maior gravidade, porém estudos são necessários para reforçar esta tendência. 

Keywords: mTOR, mTORC1, mTORC2, proteína de sinalização, 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 

mTOR 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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INTRODUÇÃO 

 

A infecção do trato respiratório inferior tem grande impacto em crianças durante 

os primeiros anos de vida (1,2). A bronquiolite aguda (BA) pode levar a complicações 

graves, insuficiência respiratória e está associada à elevada morbidade e mortalidade (3–

5). A BA é causada pelo vírus sincicial respiratório (VSR) e outros agentes etiológicos: 

parainfluenza,, rinovírus, metapneumovírus, influenza e adenovírus, dentre outros. 

Algumas patologias estão fortemente associadas à bronquiolite grave como a doença 

cardíaca congênita, displasia broncopulmonar e distúrbios imunológicos (1,3,6,7). O risco 

de BA grave e complicações relacionadas é bem reconhecido entre esses grupos (8). 

 

As infecções por vírus respiratórios ocorrem em todo o mundo, com surtos em 

climas temperados ocorrendo principalmente durante os meses de inverno (9). Estudos 

documentaram as variações nas taxas de hospitalização, tempo de permanência 

hospitalar, morbidade e mortalidade em diferentes países, dependendo da localização 

geográfica (5,10–13). Os dados demonstram ainda, o papel importante do VSR na causa 

da hospitalização em crianças prematuras como um determinante crítico de gravidade da 

doença (4). 

 

A infecção provoca uma inflamação do epitélio bronquiolar, podendo ocorrer 

necrose das células epiteliais, edema da mucosa, infiltração peribronquial e produção de 

secreção (14,15). A obstrução dos bronquíolos causa diminuição parcial ou total do fluxo 

de ar. O grau de obstrução pode variar, resultando em sinais clínicos como atelectasia, 

diminuição da ventilação pulmonar e perfusão, podendo levar à hipoxemia (16). A 

resposta imune ao vírus é caracterizada pela inflamação significativa e pode contribuir 

para a patogênese da doença. O recrutamento de neutrófilos para vias aéreas pode mediar 

diretamente a destruição de células infectadas. A infecção grave em lactentes é mediada 

por uma regulação insuficiente da resposta imune do hospedeiro de células T reguladoras 

(Tregs), resultando em imunopatologia (16,17). Durante a infecção viral, o processo 

inflamatório está diretamente associado ao desequilíbrio imunológico promovendo assim, 

um aumento na resposta Th2 (18,17). 
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A proteína alvo da rapamicina em mamíferos, mammalian target of rapamycin 

(mTOR) é uma via de sinalização conservada evolutivamente que detecta nutrientes intra 

e extracelulares, fatores de crescimento e padrões moleculares associados aos patógenos 

para regular a função das populações de células imunes inatas e adaptativas (19–21). O 

mTOR desempenha sua função na regulação de vários processos biológicos, tais como a 

proliferação e sobrevivência de células normais e malignas, diferenciação celular, 

metabolismo, e autofagia (22–24). Recentemente, Souza et al, destacou que o mTOR 

desempenha um papel importante no contexto da bronquiolite aguda. Este estudo sugere 

que a ativação de mTOR induzida por VSR durante a infecção está associada com um 

mecanismo de evasão imune viral a partir de respostas das células T CD8 e poderia ser 

um alvo promissor para futuras intervenções (6). 

 

A resposta imune humana frente à infecção viral pode ser um fator relevante na 

determinação da gravidade da BA. Assim, torna-se fundamental, reconhecer a relevância 

do sistema imune no combate à infecção. O objetivo do presente estudo foi investigar a 

associação entre a expressão da proteína de sinalização mTOR e a gravidade da 

bronquiolite (tempo de sibilância e tempo de internação). 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Amostra e delineamento do estudo 

 

Este estudo é uma análise secundária e retrospectiva de uma coorte de lactentes 

com bronquiolite aguda. Foi incluído um grupo de lactentes em um hospital terciário com 

BA em Porto Alegre, Brasil, com idade inferior a 12 meses. Os critérios de inclusão 

utilizados: pacientes internados em enfermaria ou sala de observação, pelo Sistema Único 

de Saúde (SUS), no Hospital São Lucas da PUCRS (Pontifícia Universidade Católica do 

Rio Grande do Sul) com entrada na emergência pediátrica, de setembro de 2009 a 

setembro de 2011; pacientes com suspeita clínica de BA (primeiro episódio de sibilância, 

acompanhado de infecções de vias aéreas superiores); lactentes menores de 12 meses de 

idade e pacientes com um máximo de 72 horas de manifestações clínicas do trato 



42 
 

respiratório inferior (sibilância e/ou dificuldade respiratória), a fim de evitar a inclusão 

de lactentes no período de convalescença. 

 

Os critérios de exclusão adotados foram: histórico de doenças pulmonares 

relacionadas à prematuridade (displasia bronco-pulmonar); cardiopatias; doenças 

pulmonares crônicas e uso de corticoides (sistêmicos ou inalatórios). 

 

Procedimentos 

 

Após a inclusão do paciente no estudo, foram coletados os dados referentes às 

condições clínicas do paciente, obtidos no momento da admissão hospitalar: sinais vitais 

e parâmetro ventilatório (sinais de dificuldade respiratória). Estas informações foram 

extraídas dos prontuários. A história clínica foi coletada através dos pais ou responsável 

por meio de um questionário padronizado. As informações sobre o curso clínico da 

doença até a alta, como duração da internação hospitalar e tempo de sibilância foram 

coletadas pelos médicos e pesquisadores do estudo assim como as variáveis 

demográficas. A variável sibilância foi avaliada a partir da ausculta diária realizada pelos 

pesquisadores durante o estudo. 

 

Os pacientes incluídos no estudo foram contatados (contato telefônico) aos 30, 60 

e 90 dias para avaliação da recorrência de sibilância, através da aplicação de questionário 

padronizado. 

 

Coleta e armazenamento de amostras 

 

O protocolo de internação incluiu isolamento respiratório e coleta de secreção 

nasofaríngea de todos os pacientes com BA. A coleta de amostras e a imunofluorescência 

direta (ID) são rotina na avaliação de crianças com bronquiolite neste hospital. O lavado 

nasofaríngeo foi armazenado em solução de Trizol à temperatura de -80º C, no Instituto 

de Pesquisas Biomédicas (IPB-PUC) para posterior extração de ácido ribonucleico 

(RNA) e síntese de ácido desoxirribonucleico complementar (cDNA). O cDNA foi 

utilizado para identificação de vírus respiratórios pela reação em cadeia da polimerase 

(PCR) (25), e para a dosagem de expressão da proteína mTOR. 
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Análise por PCR 

 

 A extração de RNA total foi realizada pelo método de TRIzol (Invitrogen, 

ThermoFisher Scientific, MA, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. O DNA 

complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando o kit Superscript III (Invitrogen, 

ThermoFisher Scientific, MA, EUA). As amostras foram incubadas a 65ºC por 5 min, 

utilizando o termociclador, PTC-100™, (MJ Research, Canada, EUA). Após esse 

procedimento 10µl de first-strand reaction mix foram acrescentados e 2µl de SuperScript 

III/RNAse out enzyme mix. As amostras foram incubadas novamente por 25ºC durante 

10 min, 50ºC por 50 min, e 85ºC por 5 min. Posteriormente, foram realizadas a 

quantificação 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 amplificação do gene constitutivo β-actina, utilizando 

sistema de PCR em Tempo Real StepOne ™, TaqMan Universal PCR Master Mix- 

catálogo 4304437 e iniciadores específicos (Applied Biosystems-AB, ThermoFisher 

Scientific, MA, EUA). As amostras que não amplificaram para β-actina foram excluídas 

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

 

 A amostra foi utilizada para identificação da etiologia da doença. Foram realizadas 

reações de PCR em tempo real quantitativo para amplificar genes específicos do VSR 

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

 

Expressão da proteína de sinalização mTOR 

 

O DNA extraído foi utilizado para o estudo da expressão da proteína de 

sinalização mTOR. O controle constitutivo utilizado como normalizador foi a β-actina 

(ACTB) Hs01060665_g1 e o gliceraldeído 3 fosfato desidrogenase (GAPDH), Hs 

03929097_g1 e para a expressão de mTOR, Hs 00234508_m1. A expressão relativa foi 

realizada usando iniciadores específicos e sondas TaqMan (Applied Biosystems-AB, 

ThermoFisher Scientific, MA, EUA) para o ensaio. A quantificação da expressão de genes 

foi realizada utilizando StepOneTM para PCR em tempo real (Applied Biosystems-AB, 

ThermoFisher Scientific, MA, EUA). A expressão de RNA foi determinada através do 

método do ciclo delta limiar (∆-CT). O valor de delta foi calculado subtraindo-se o valor 
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de Treshold cycle (CT) de β-actina e GAPDH a partir do valor de CT para mTOR de cada 

uma das amostras. 

 

Análise estatística 

 

A gravidade da doença foi avaliada pelo tempo de internação e tempo médio de 

sibilância. A análise estatística inclui a amostra do estudo, constituída pelo grupo de 

crianças com bronquiolite. Conforme a distribuição das variáveis, a análise foi descritiva 

utilizando testes de proporções, descrições em média (desvio padrão- DP) e mediana 

(intervalo interquartil- IC). Associações entre variáveis categóricas e desfechos contínuos 

(comparação dos marcadores de gravidade clínica) foram analisadas pelo teste t de 

Student seguido por um pós-teste de Bonferroni. As principais variáveis do estudo foram 

avaliadas através do teste de Shapiro-Wilk. Os dados categóricos foram apresentados em 

frequência absoluta e relativa. O coeficiente de correlação de Spearman foi utilizado para 

correlacionar os dados não-paramétricos. Utilizou-se teste de regressão linear simples e 

regressão logarítmica para testar a influência da ocorrência do VSR+ sobre o desfecho 

sibilância. As análises foram realizadas com os programas Statistical Package for the 

Social Sciences  (SPSS, versão 17.0) e o software GraphPad Prism (San Diego, CA, 

EUA). Todos os testes foram bidirecionais e as diferenças foram consideradas 

significantes quando p < 0.05. 

 

Foi ainda realizada análise estratificada por gravidade (acima de 5 dias de 

internação e < de 5 dias de internação) e por vírus (VSR positivo ou negativo). 

 

Ética 

 

A pesquisa foi realizada após consentimento, obtido junto ao responsável legal da 

criança, sujeito da pesquisa, através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE). A autorização da participação do paciente ocorreu antes de qualquer 

procedimento. Os resultados deste estudo poderão ser publicados, porém a identidade dos 

participantes não será revelada em nenhum momento. As amostras do lavado 

broncoalveolar e DNA foram armazenadas apenas com seu registro, sem o nome ou 

iniciais.  Somente os pesquisadores poderão identificar a origem das amostras. O Comitê 

de Ética e Pesquisa da PUCRS poderá ter acesso aos dados da pesquisa para assegurar 
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que seus direitos estão sendo protegidos. A pesquisa foi iniciada após a avaliação e 

aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital São Lucas da PUCRS. 

 

 

RESULTADOS 

 

No presente estudo foram incluídos 104 pacientes com BA.  Para a análise final 

do estudo e expressão da proteína de sinalização mTOR, 23 pacientes continham 

quantificação mínima necessária de cDNA ( Figura 1). A média de idade dos pacientes 

com BA foi de 3,5 meses. A distribuição na variável sexo foi de 56,5% para o sexo 

masculino. Os dados clínicos referentes à admissão do paciente mostram média de 

49,69±14,27 para frequência respiratória e média de saturação de O2 (SPO2)  de 91% em 

ar ambiente,  segundo dados extraídos do prontuário do paciente na chegada deste na 

unidade de saúde. Os resultados apontam que 95,65% (22 lactentes) apresentaram algum 

tipo de retração e 2 pacientes evoluíram para ventilação mecânica (1,6%). Os marcadores 

clínicos de gravidade utilizados foram: tempo de internação e tempo de sibilância, 

medidos em dias. O tempo de permanência hospitalar foi de 6,27 dias (±2,58) e o tempo 

médio de sibilância foi de 4,04 dias (±2,58). A amostra foi utilizada para identificação de 

vírus respiratórios, dentre eles o vírus sincicial respiratório (VSR). Os dados mostram 

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

 

 A proteína de sinalização mTOR foi medida e correlacionada em cada uma das 

variáveis. Foi realizada análise estratificada por gravidade (acima de 5 dias de internação 

e < de 5 dias de internação). Os dados foram subdivididos de acordo com os marcadores 

de severidade e mostraram uma diminuição da expressão de mTOR em pacientes com 

tempo de sibilância igual ou superior a 5 dias (r -0,702 e p 0,024).  Ao utilizar a correlação 

de Spearman para relacionar a expressão do mTOR e o tempo de internação, obtivemos r 

-,045 e p ,901, valores não significativos (Tabela 2).  

 

No teste de regressão logarítmica, foi observada uma relação inversa entre a 

expressão de mTOR e o tempo de sibilância entre os pacientes mais graves (>5 dias de 

internação). Além disso, essa relação parece ser mais intensa nos pacientes com VSR+. 

Os pacientes incluídos no estudo foram contatados (contato telefônico) aos 30, 60 e 90 
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dias para avaliação da ocorrência de sibilância. Os dados foram analisados através da 

regressão linear e mostram uma tendência à sibilância recorrente no grupo VSR+ (p= 

0,06) (Figura 2 e 3). 

 

 

DISCUSSÃO 

 

Os dados do presente estudo demonstram uma tendência à diminuição da 

expressão de mTOR em pacientes com maior tempo de sibilância. Ao reconhecer os 

mecanismos de controle da inflamação, observamos que a replicação viral, 

principalmente do VSR em lactentes, pode estar regulada pela expressão de alguns genes, 

neste caso especificamente pela proteína de sinalização mTOR. Existe evidência clara de 

que as crianças que desenvolvem sintomas respiratórios inferiores durante a infecção pelo 

VSR no início da vida estão em maior risco de desenvolver sibilância pós-infecção viral 

(26–29).  

 

 O estudo investigou a influência da proteína de sinalização mTOR e a gravidade 

da bronquiolite aguda em lactentes. Estudos revelam resultados encontrados em células e 

mediadores detectados no líquido de lavagem broncoalveolar (BAL), tipicamente de 

crianças ventiladas mecanicamente, e também, lavados nasofaríngeos, em associação 

com infecção aguda por VSR. Neutrófilos, citocinas pró-inflamatórias, TNFα e as 

quimiocinas estão entre as células detectadas com maior freqüência nas vias aéreas e 

secreções nasais de crianças infectadas (30).  Muitas citocinas parecem desempenhar um 

papel nesta resposta imune aguda, incluindo o IFN γ; Interleucinas 8, 10 e 12 e ainda 

citocinas produzidas por células T helper (Th 1 e Th2). Entretanto, foram relatados níveis 

variáveis de citocinas Th1 (IFN) γ) e Th2 (IL-4, IL-5), sendo a resposta Th2, tipicamente 

elevada nos pacientes infectados predominantemente pelo VSR. A resposta específica de 

Th2 nos lactentes está associada a uma predileção para desenvolver a sibilância infantil 

(29,31). A síntese de proteínas é 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 crítico na coordenação 

da reprogramação imunológica e metabólica para promover a diferenciação efetiva das 

células T em resposta ao antígeno (32). A atividade mTOR é central para a homeostase 

energética coordenando a síntese proteica, gerando intermediários metabólicos e 
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biogênese mitocondrial (33). Souza et al, 2016, apresentaram a hipótese de que a ativação 

de mTOR é um mecanismo de virulência onde ocorre a diminuição da atividade de células 

T CD8, especialmente no compartimento de memória. Entretanto, investigou se a 

infecção por VSR modula a atividade de mTOR no processo de diferenciação das células 

T CD8. Os dados demonstram que o vírus induz a fosforilação de mTOR e a expressão 

do gene mTOR aumenta significativamente, em secreções nasais de pacientes infectados 

com VSR, em comparação com lactentes não infectados, indicando o papel de mTOR 

durante a replicação do VSR (6). Alguns estudos têm demonstrado que o uso da 

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

 

Krawiec e colegas realizaram broncoscopia e lavagem broncoalveolar (BAL) em 

crianças, idade média de 15 meses, com sibilância recorrente, além de um grupo de 

controles saudáveis. Este estudo demonstrou que as crianças com sibilância persistente 

tinham células inflamatórias aumentadas e marcadores de inflamação em comparação 

com controles saudáveis. Essa associação não é ainda bem compreendida, porém o 

aumento da probabilidade de sensibilização alérgica desempenha um papel determinante 

da sibilância pós- VSR (36). As evidências atuais sugerem que fatores tanto genéticos 

como ambientais determinam o tipo de resposta imune à infecção por VRS aguda e que 

essa resposta, por sua vez, pode afetar o desenvolvimento dos mecanismos de controle 

envolvidos na regulação do tom da via aérea.  Como a asma é uma condição heterogênea, 

os estudos futuros precisarão determinar o papel potencialmente diferente da infecção por 

VSR como fator de risco para esses diferentes fenótipos de asma. É provável, no entanto, 

que as estratégias para a prevenção da infecção por VSR possam desempenhar um papel 

na prevenção do desenvolvimento subsequente de sintomas de sibilância persistente e de 

asma na infância (30). No entanto, alguns estudos podem esclarecer os processos 

inflamatórios que ocorrem nessas crianças.  

 

A análise da relação entre a expressão da proteína e a gravidade da bronquiolite 

demonstra o papel do mecanismo inflamatório frente à infecção, porém há limitações nas 

evidências que apoiam esta declaração. Podemos considerar que, a principal limitação do 

presente estudo refere-se ao número de participantes da pesquisa, devido às quantidades 

insuficientes de amostras de cDNA para a realização das reações de PCR em tempo real. 

Além disso, pode-se ressaltar a limitação do número de dados sobre a coinfecção. 
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Entretanto, Scotta  et al revelou em estudo recente que, a coinfecção viral respiratória não 

aumentou a severidade nos resultados avaliados: tempo de permanência, tempo de uso de 

oxigênio suplementar, necessidade de cuidados intensivos, ventilação mecânica e 

morte. Deste modo, as subanálises de acordo com a idade e as combinações virais também 

não mostraram influência desses fatores nos resultados (37). Outra limitação é a de que a 

manifestação da bronquiolite aguda pode variar significativamente. A gravidade da 

doença evidencia diferentes fatores genéticos, imunológicos e clínicos envolvidos na 

resposta de cada indivíduo frente à infecção assim, a falta de entendimento sobre os 

mecanismos responsáveis pela doença, altamente prevalente na população pediátrica em 

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

 

É importante reconhecer que não há consenso sobre a importância relativa de 

qualquer citocina ou quimiocina específicas em relação à gravidade ou melhoria da 

doença. No entanto, as vias individuais foram direcionadas em várias experiências de 

modelos preliminares. A bronquiolite é uma área ativa de pesquisa, muitos estudos 

determinantes têm contribuído para o conhecimento desta patologia nos últimos anos (3). 

Nossos dados sugerem que pacientes que sibilaram mais, consequentemente durante as 

manifestações mais severas, apresentaram menor expressão da proteína mTOR. 

Acreditamos que, possivelmente, o mTOR diminuído possa estar contribuindo com maior 

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

expressão da proteína de sinalização mTOR. 
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Tabela 1. Grupo de estudo, dados descritivos da amostra. 

 

 

      BA*    (N =23) 

   

Idade em meses (média)  3.58 ±2,58 

Gênero (% masculino)  56,52% 

Tempo de permanência hospitalar (dias)  6,27 ± 2,58 

Frequência respiratória (mpm)  49,69 ±14,27 

SPO2 na admissão (%)  91% 

Retrações, N (%)  22 (95,65%) 

Ventilação mecânica, N (%) 

VSR+ 

 2 (1,6%) 

13 (56,5%)                        

BA*= Bronquiolite aguda com internação hospitalar 

VSR+= Vírus sincicial respiratório positivo 

SPO2= Saturação de oxigêno 

  



54 
 

 

Tabela 2. Coeficiente de correlação entre pacientes com tempo de sibilância maior ou 

igual a 5 dias. 

 
   

mTOR 

 

DIAS INT 

 

DIAS SIB 

 

 

Spearman's 

rho 

 

mTOR 

 

 

Corr 

Coefficient 

 

1,000 

 

-,045 

 

-,702* 

  Sig. (2-tailed) . ,901 ,024 

*. A correlação é significativa ao nível de 0,05 (2-tailed). 

**. A correlação é significativa ao nível de 0,01 (2-tailed). 

6a. CATSIB5 = Maior / Igual 5 
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Figura 2.  Modelo de regressão linear simples e regressão logarítmica p=0,016 

 

      

                                             
 

 

 

 

Equação Modelo Parâmetro/Estimativa 

R Square F df1 df2 Sig. Constante b1 

Linear ,220 2,823 1 10 ,124 6,047 -,023 

Logarítmico ,457 8,418 1 10 ,016* 5,600 -,187 

 

*. A correlação é significativa ao nível de 0,05 (2-tailed). 

**. A correlação é significativa ao nível de 0,01 (2-tailed). 
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Figura 3. Análise estratificada Grupo de pacientes VSR+ p=0,066 

 

 

VSR Equação Modelo Parâmetro/Estimativa 

R Square F df1 df2 Sig. Constant b1 

VSR+ Linear ,190 1,638 1 7 ,241 5,983 -,019 

Logarítmico ,403 4,730 1 7 ,066* 5,564 -,173 

VSR- Linear ,750 2,995 1 1 ,334 6,503 -,092 

Logarítmico ,725 2,642 1 1 ,351 5,688 -,240 

VSR+ vírus sincicial respiratório 

 

*. A correlação é significativa ao nível de 0,05 (2-tailed). 
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APÊNDICE 2 - PARTICIPAÇÃO EM ARTIGO PUBLICADO 
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