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RESUMO

INTRODUCAO: O Virus Sincicial Respiratorio (VSR) € um dos principais agentes
etiolégicos responsaveis pela Bronquiolite, infeccdo respiratéria aguda que causa
quadro de sibilancia em criangas menores de 2 anos de vida. Estudos pré-clinicos
demonstraram que citocinas pré-inflamatérias, fatores de crescimento e quimiocinas
estdo correlacionadas com gravidade da doenca, recorréncia dos sintomas,
desenvolvimento de asma, e/ou cronicidade da doenca. Poucos estudos avaliaram
esse perfil inflamatdrio na pratica clinica.

OBJETIVOS: Analisar biomarcadores de agressdo tecidual, citocinas pro e anti-
inflamatorias e a ativacdo de genes de resposta imunoldgica inata na infeccao
pediatrica causada pelo VSR.

METODOS: Quantificar em criangas menores de 2 anos de idade, de ambos 0s sexos,
com infeccao pelo VSR classificadas clinicamente como leve, e em um grupo controle
(neonatos, ambos os sexos), um perfil de biomarcadores e citocinas (ATP; IL1-BETA,
IGF1; IL-13; IL-17; IL-23; IL1-RA; RELAXINA 1; IL-10; IL-5; IL-8; RELAXINA 3; VEGF;
TSLP) na secrecdo nasal e sangue, e verificar a ativacado génica da via do NLRP3 e
da via P2X7 em leucécitos séricos.

RESULTADOS: O Grupo Bronquiolite, comparado ao grupo Controle, apresentou no
aspirado nasal valores menores de ATP, RELAXINA 1, RELAXINA 3, IL-23, IL-13, IL-
5 e maiores de IL-8 e IL-1RA. Ainda, nas dosagens séricas, o Grupo Bronquiolite
apresentou valores menores de IL-1B e maiores de IL-23. Nao houve corregdo entre
a resposta inflamatoria nasal e sérica para os diferentes biomarcadores avaliados.
N&o foi observada diferenca estatistica entre 0os grupos na expressao génica do
receptor purinérgico P2X7R em leucdcitos. Porém, ocorreu menor expressao génica
do NLRP3 nos leucdcitos das criangcas com Bronquiolite quando comparadas ao
controle.

CONCLUSAO: Em pacientes pediatricos menores de 2 anos de idade, com
diagnastico clinico de bronquiolite leve, a resposta inflamatoria parece estar restrita
ao territorio bronco-pulmonar. Podemos inferir que a imunomodulagdo causada pela
maior quantidade de IL1-RA na secrec¢ao nasal, pode agir suprimindo as vias Thl, Th2
e Th17 justificando os menores valores de ATP, RELAXINA 1, RELAXINA 3, IL-23, IL-

13 e IL-5 na secrecdo nasal de causada pelo virus sincicial respiratorio. Ainda, a



inibicdo do inflamossoma NLRP3 em leucdcitos poderia favorecer a reducdo a

producao de IL-1[3 sistemicamente.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Respiratory Syncytial Virus (RSV) is one of the main etiological
agents responsible for Bronchiolitis, an acute respiratory infection that causes
wheezing in children under 2 years of age. Pre-clinical studies have shown that pro-
inflammatory cytokines, growth factors and chemokines are correlated with disease
severity, symptom recurrence, asthma development, and / or chronic disease. Few
studies have evaluated this inflammatory profile in clinical practice.

OBJECTIVES: To analyze biomarkers of tissue aggression, pro and anti-inflammatory
cytokines and the activation of innate immune response genes in pediatric RSV
infection.

METHODS: Quantify in children under 2 years of age, of both sexes, with RSV infection
classified clinically as mild, and in a control group (neonates, both sexes), a profile of
biomarkers and cytokines (ATP; IL1- BETA; IGF1; IL-13; IL-17; IL-23; IL1-RA;
RELAXIN 1; IL-10; IL-5; IL-8; RELAXIN 3; VEGF; TSLP) in nasal secretion and blood,
and check gene activation of the NLRP3 pathway and the P2X7 pathway in serum
leukocytes.

RESULTS: The Bronchiolitis Group, compared to the Control group, presented lower
values of ATP, RELAXIN 1, RELAXIN 3, IL-23, IL-13, IL-5 and higher of IL-8 and IL-
1RA in the nasal aspirate. Still, in serum dosages, the Bronchiolitis Group showed
lower values of IL-1B and higher values of IL-23. There was no correction between the
nasal and serum inflammatory response for the different biomarkers evaluated. There
was no statistical difference between the groups in the expression of purinergic P2X7R
receptor in leukocytes. However, less gene expression of NLRP3 occurred in the
leukocytes of children with bronchiolitis when compared to the control.
CONCLUSION: In pediatric patients under 2 years of age, with a clinical diagnosis of
mild bronchiolitis, the inflammatory response seems to be restricted to the
bronchopulmonary territory. We can infer that the immunomodulation caused by the
greater amount of IL1-RA in the nasal secretion, can act suppressing the Thl, Th2 and
Th17 pathways justifying the lower values of ATP, RELAXIN 1, RELAXIN 3, IL-23, IL-
13 and IL- 5 in the nasal secretion caused by the respiratory syncytial virus. In addition,
the inhibition of NLRP3 inflamosome in leukocytes could favor the reduction of IL-13

production systemically.
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1 INTRODUCAO

1.1 INSUFICIENCIA RESPIRATORIA NA PEDIATRIA

As sindromes patoldgicas do aparelho respiratério sdo a causa mais comum de
atendimento nos prontos-socorros infantis e nas salas de emergéncia hospitalares do
mundo e, sua evolucéo para insuficiéncia respiratoria € a principal causa de parada
cardiorrespiratéria na faixa etaria pediatrica. A insuficiéncia respiratéria aguda €
definida como a insuficiéncia do sistema respiratorio de difundir quantidade suficiente
de oxigénio para suprir as demandas teciduais e de eliminar o diéxido de carbono
proveniente do metabolismo celular. (KLIEGMAN, 2016; PIVA, 1998)

A insuficiéncia respiratdria aguda na pediatria apresenta como sinais e
sintomas o aumento da frequéncia respiratéria (taquipnéia), dificuldade em respirar
(dispneia) e o aumento do trabalho respiratorio evidenciado pela utilizagdo da
musculatura acessoOria da respiracdo e pelo aparecimento de movimentacao
paradoxal do abdome, tiragem subdiafragmatica, intercostal, de furcula e batimento
das aletas nasais. (MATSUNO, 2012)

A dispneia, ou dificuldade para respirar pode ser causada por anormalidades
na quantidade de gases respiratorios nos liquidos corporais, como a hipdxia ou
hipercapnia, aumento do trabalho respiratério e consequente maior utilizacdo dos
musculos respiratorios e até alteragdes do estado mental. (HALL, 2017)

As criancas tém particularidades fisiolégicas e anatdmicas que auxiliam no
desenvolvimento da insuficiéncia respiratéria aguda frente as patologias do sistema
respiratorio. Em comparacao aos adultos, as criancas tém a lingua maior, mandibula
menor, menor quantidade de alvéolos, menor quantidade de vias de ventilagdo
colateral, menor didmetro das vias aéreas (reflete em um aumento da resisténcia do
fluxo de ar), maior complacéncia pulmonar e de caixa toracica, maior risco de fadiga
respiratoria devido a musculatura respiratoria ser menos desenvolvida e, dependendo
de sua faixa etaria, menor quantidade de surfactante. (HALL, 2017; PIVA, 1998; PALS,
2010)



O excesso de secrecao produzida nas patologias pulmonares pediatricas gera o
bloqueio das vias aéreas que levam o ar para os alvéolos pulmonares resultando no
aumento da tensao superficial alveolar independente da ag&o do surfactante pulmonar
tendendo ao colapso. Dessa forma, a mecanica pulmonar se encontra comprometida
pelo aumento de aproximadamente 4,5 vezes da pressao alveolar. (HALL, 2017)

Sendo assim, a pressao gerada como resultado da tenséo superficial alveolar €
inversamente proporcional ao raio do alvéolo. Podemos entdo concluir que quanto
menor o alvéolo pulmonar, maior sera sua presséo alveolar decorrente de sua tenséo
superficial. Essa analise € fundamental para o entendimento da insuficiéncia
respiratoria na pediatria. (HALL, 2017)

Analisando em conjunto todos os topicos abordados, as criangcas apresentam
caracteristicas Unicas que lhe conferem maior risco de evolugé@o para insuficiéncia

respiratoria.



1.2 INFECCAO DAS VIAS AEREAS NA PEDIATRIA

A maioria das infec¢des pediatricas sdo decorrentes ao comprometimento do
trato respiratdrio. Criancas menores de 2 anos que frequentam creche séo as mais
afetadas podendo ter o risco de 2-3 vezes maior de desenvolver otite média aguda.
(KLIEGMAN, 2016) O virus séo os principais agentes e a infeccéo viral das vias aéreas
superiores € a doenca mais comum nos seres humanos, sendo responsavel entre 7 a
10 episddios ao ano em criangas na idade escolar. Sua principal apresentacgédo clinica,
o resfriado comum, pode evoluir para otite média aguda, faringoamigdalite e até
rinossinusite.

A Infeccdo aguda das vias aéreas inferiores é um processo inflamatorio agudo
que acomete os brénquios, bronquiolos, alvéolos e espaco intersticial podendo ou ndo
ter etiologia infecciosa. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e a
Organizacado Pan-americana de Saude (OPAS), aproximadamente 40 a 60% de todos
os atendimentos pediatricos na América Latina sdo decorrentes de infeccbes
respiratorias agudas. (SALOMAO JUNIOR, 2011; SBP 2017)

No ano de 2010, as doencas infecciosas foram responsaveis por 58% das
mortes de criancas menores de 5 anos no mundo, sendo que na américa latina as
infeccbes respiratorias foram responsaveis por mais 80.000 mortes anuais, sendo
40% delas no Brasil (MARTINS, 2016)



1.3 BRONQUIOLITE

A Bronquiolite € uma patologia pediatrica que acomete principalmente o sistema
respiratério inferior (brébnquios, bronquiolos e alvéolos pulmonares). Toda crianga com
menos de 2 anos de idade que apresente o primeiro episddio de sibilancia cumpre o
principal critério da doenca e € diagnosticada como Bronquiolite. Os virus sdo 0s
principais causadores da Bronquiolite, destacando-se o virus sincicial respiratorio
(VSR), responsavel por 50-75% de todas as infec¢cbes sendo o principal agente
etiolégico. (KLIEGMAN, 2016; SBP, 2017) O VSR é responsavel pela hospitalizacao
de aproximadamente 110 mil criancas menores de 1 ano de idade nos Estados Unidos
(KLIEGMAN, 2016). A taxa de mortalidade em criancas saudaveis varia em torno de
05 - 1% ao ano (RICCETO, 2006, PERALES, 2016) enquanto em paises
subdesenvolvidos pode chegar até 7% (PERALES, 2016)

A Bronquiolite € mais comum em criancas do sexo masculino que nao foram
amamentados e vivem em ambientes superpopulosos. Em lactentes de mées jovens
e tabagistas o risco é ainda maior. (KLIEGMAN, 2016). Lactentes menores de seis
meses, prematuros, cardiopatas e portadores de doenca pulmonar cronica da
prematuridade sdo o grupo de maior risco para o desenvolvimento de quadros graves,
sendo necessaria internacdo em aproximadamente 12% dos casos. (SBP, 2017;
PERALES, 2016)

Ao tossir ou espirrar, os familiares ou outras criangas doentes disseminam
secrecdes respiratérias infectadas com o virus no ambiente. As criancas adquirem a
doenca quando entram em contato direto com as secrec¢des ou a fémites infectados
(objetos inanimados que sdo capazes de absorver, reter e transportar organismos
contagiantes entre individuos, por exemplo as maos, macaneta, etc.) constituindo
assim, o principal meio de transmissdo da doenca, classificando-a como
extremamente contagiosa. (KLIEGMAN, 2016)

Sua principal caracteristica fisiopatologica € a inflamacéo do trato respiratorio,
edema dos bronquiolos e aumento da secrecdo que obstruem as vias aéreas
aumentando assim a resisténcia a passagem do fluxo de ar. (KLIEGMAN, 2016). Apds
a infeccdo das vias aéreas superiores, 0 VSR invade a via aérea inferior acometendo

principalmente bronquiolos de 75-300 um de didmetro se multiplicando rapidamente
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sendo que apods 24 horas ja ocasiona necrose e edema do epitélio respiratorio,
tampdes de muco, detritos celulares e destruicdo das células ciliadas. A reducéo ou
obstrucao da luz do bronquiolo terminal funciona como mecanismo valvular gerando
aprisionamento de ar, enfisema e atelectasias alterando assim a relagao
ventilacdo/perfusdo do paciente. (PERALES, 2016)

Clinicamente, a Bronquiolite se assemelha ao resfriado comum podendo
apresentar tosse seca e coriza hialina. O quadro clinico evolui em gravidade até que
atinge seu pico no 4° dia de doenca apresentando febre baixa, irritabilidade, sibilancia,
taquipnéia (aumento da frequéncia respiratéria) e dispneia (desconforto respiratorio)
evidenciado pela utilizacdo da musculatura acesséria na respiracdo. (KLIEGMAN,
2016; PERALES, 2016)

O diagnostico da doenga € feito de maneira clinica e a pesquisa do VSR nas
secrecbes nasofaringeas pode ser realizado em todas as criancas com suspeita
clinica, principalmente nas internadas em hospitais. O teste rapido via
imunofluorescéncia direta e indireta apresenta positividade de 69% a 90% e a
pesquisa via PCR apresenta maior sensibilidade, podendo assim pesquisar até
coinfec¢cdo com outros virus. Ambas as coletas devem ser realizadas até o inicio do
5° dia dos sintomas. (PERALES, 2016)

O tratamento da doenca consiste em terapias de suporte. A hidratacdo €&
fundamental pois o paciente perde muito liquido decorrente da taquipnéia e nao se
alimenta corretamente devido a dispneia. Decorrente ao acumulo de dioxido de
carbono e dificuldade na difusdo dos gases alveolares, a utilizacdo de oxigénio
suplementar é necessaria na maioria dos casos podendo ser necessaria assisténcia
ventilatéria em casos de insuficiéncia respiratoria. (KLIEGMAN, 2016).

Nos anos 60, a administragdo de vacina com formol contra VSR (VSRIF)
resultou em 80% de hospitalizacdo devido a uma forma avancada de doenca. Duas
criancas morreram e dezoito desenvolveram bronquiolite e / ou pneumonia,
caracterizada por grande quantidade de mondcitos e eosinofilos em os pulmdes. Altos
niveis de citocinas anti-inflamatorias, células auxiliares TH2, IL-4, IL-13 e IL-15
também foram detectados em camundongos vacinados com VSRIF. Este episédio
dramatico destaca a necessidade de melhorar os conhecimentos sobre as respostas
imunologicas infantis frente a infeccao viral, bem como a patogénese do RSV em
recém-nascidos. (DRAJAC,2017)



VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO

O Virus Sincicial Respiratorio (VSR) (Figura 01) € um RNA virus da familia
Paramyxoviridae, envelopado, ndo segmentado de tamanho médio (120 a 300 nm). O
envelope viral possui uma camada bilipidica. Sua superficie contem glicoproteinas de
superficie transmembrana de 11 a 12 nm de comprimento e 6 a 10 nm de distancia,
gue na microscopia eletronica (Figura 02) conferem-lhe uma aparéncia semelhante a
um cardo ( plantas do gén. Carduus, da fam. das compostas, nativas da Europa, da
Asia, do Mediterraneo e das regides montanhosas do Leste da Africa.) (WALSH,2017;
DRAJAC,2017)
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Figura 1 - Estrutura do VSR (adaptado de Hall CB. Respiratory syncytial virus and parainfluenza
virus. N Engl J Med 2001, 344:1917-1928)



Figura 2 - Contraste negativo na microscopia eletrénica do VSR. (www.oncohemakey.com.br)

Ele foi descoberto por Morris Blount e Savage em 1955 durante uma epidemia
de “macacos adolescentes” com coriza grave. Sua estrutura € constituida pela
proteina G, responsavel pela aderéncia do virus na célula hospedeira e a proteina F
responsavel pela penetracao celular do virus no hospedeiro e formacao de sincicios.
Ambas as proteinas produzem anticorpos neutralizantes no paciente hospedeiro,
presentes em mais de 99% das criangcas com 4 anos de idade (PERALES, 2016). As
duas principais proteinas de superficie, F e G, sdo 0s principais antigenos
imunoprotetores e sdo os alvos para a neutralizacdo mediada por anticorpos do
hospedeiro. (WALSH,2017; DRAJAC,2017)

O RNA viral do VSR contém 15.222 nucleotideos e 10 genes. Cada gene codifica
uma unica proteina, exceto o gene M2 que codifica duas proteinas separadas (M2-1
= fator de processabilidade da transcricdo e M2-2 = proteina reguladora da
transcricdo). O complexo de nucleocapsideo contendo RNA é composto por quatro
proteinas - N (nucleoproteina), P (fosfoproteina), L (polimerase) e M2-1. ANS1 e NS2,
sdo proteinas ndo estruturais que inibem a atividade do interferon tipo | afetando
diretamente a resposta imune adaptativa ao RSV. (WALSH,2017)

O VSR é um dos principais agentes etioldgicos responsaveis pela infeccao
respiratéria aguda em criancas até os 2 anos de vida. (LOTZ, 2012; SBP, 2017,
TORTORA, 2012). Seu periodo de incubacéo gira em torno de 2 a 8 dias. (SBP, 2017)

O virus sincicial respiratério pode ocasionar dois tipos de lesdo pulmonar
histopatolégicas. Uma de padrao bronquiolar onde os bronquiolos ficam preenchidos
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por muco, descamacao epitelial e presenca de detritos inflamatoérios e outra de padréo
alveolar distal, quando os alvéolos ficam preenchidos por detritos celulares e células
do sistema imune. (BRASILEIRO-FILHO, 2016; PERALES, 2016)

O nome do virus é baseado em sua caracteristica de causar fusdo celular
gerando assim uma estrutura celular chamada de sincicio (célula gigante
multinucleada resultante de infeccdo viral) quando cultivado laboratorialmente em
cultura de células. (TORTORA, 2012).

Segundo a Sociedade Brasileira de Pediatria (SBP), as infec¢des pelo VSR
ocorrem em regifes de clima temperado e subtropical (equatorial), principalmente no
outono e inverno em estacfes que duram de 16 a 20 semanas. No Brasil os dados
oficiais do sistema de vigilancia epidemiol6gica mostram que o pico de circulacéo do
VSR ocorre entre os meses de janeiro a junho (SBP, 2017)

A infeccdo pelo VSR na infancia esta correlacionada com um grande risco do
desenvolvimento e/ou exacerbacdes da ASMA em pacientes de diferentes faixas
etérias e na vida adulta (LOTZ, 2012)

EPIDEMIOLOGIA

Segundo a OMS, o VSR é responsavel mundialmente por 60 milhdes de
infeccdes, destas, 160 mil mortes por ano. Nos Estados Unidos da América (EUA)
ocorrem aproximadamente 55 a 125 mil internacdes e entre 250 a 500 mortes por ano
(HALL, 2017; SHAY, 1999), nimero esse maior em comparacao a estatistica

Brasileira (Tabela 1).

Tabela 1. Estatistica Brasileira sobre Bronquiolite

Analise/ | Internacdes Valor (R$) Dias de Média de Taxade  Obitos

Ano permanéncia permanéncia mortalidade

2000 49.800 8.248.611,36 186.925 3,8 0,46 231
2001 49.486 8.060.024,89 184.444 3,7 0,37 182
2002 31.982 5.180.556,73 130.288 4,1 0,32 103
2003 26.382 4.560.415,76 108.723 4,1 0,28 74
2004 28.340 5.840.424,56 116.409 4,1 0,25 71
2005 28.167 6.063.746,27 116.158 4,1 0,22 61




2006 29.377 6.265.419,46 123.373 4,2 0,24 70
2007 34.127 7.653.893,36 142.943 4,2 0,22 76
2008 39.509 11.012.372,53 172.306 4,4 0,63 250
2009 46.785 13.924.858,15 193.312 4,1 0,62 290
2010 47.951 14.993.942,96 195.173 4,1 0,60 290
2011 54.368 18.009.689,53 226.960 4,2 0,61 330
2012 54.115 18.336.319,66 224.675 4,2 0,57 308
2013 57.284 18.886.312,83 240.484 4,2 0,67 383
2014 51.522 18.267.454,43 218.259 4,2 0,59 302
2015 55.760 20.984.946,10 236.165 4,2 0,65 362
2016 53.315 20.288.025,58 228.099 4,3 0,58 309
2017 61.555 24.746.674,61 261.910 4,3 0,59 361
2018 65.682 28.242.209,99 283.302 4,3 0,63 417
2019 67.634 30.529.739,93 293.185 4,3 0,59 396

Fonte: Ministério da Salude do Brasil.

Os dados Brasileiros demostram que as internacdes, valor gasto e dias de
permanéncia se comportam de maneira diretamente proporcionais, porém, nao
observamos diferenca na média de permanéncia ja que a historia natural da doenca
e sua evolucdo sdo as mesmas. A taxa de mortalidade e Obitos ndo apresentaram
mudanca nos ultimos anos pois ndo ocorreu nenhuma nova descoberta no método de

tratamento da doenca, feita apenas com a utilizacéo de sintoméaticos.



Evolucdo das internagcdes, custo e 6bitos da Bronquiolite no Brasil
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Figura 3 - Evolucdo das internagdes, custo e obitos relacionados a Bronquiolite entre 2000 a
2019 no Brasil. Fonte: Ministério da Saude do Brasil.

Baseado na figura 3, podemos observar visualmente que a partir de 2003
ocorreu aumento no numero de internacdes refletindo diretamente no aumento dos
gastos relacionados ao tratamento da doenca, mantendo-se estavel a taxa de

mortalidade.

SISTEMA IMUNOLOGICO

O sistema imunoldgico esta presente no organismo com a funcéo de proteger e
gerar respostas contra infec¢cdes por microrganismos (virus, bactérias e fungos) e
células neoplasicas, diferenciando o proprio do nao proprio. Para melhor
compreensao da resposta imunolédgica, a resposta imune pode ser dividida em
resposta imune inata e resposta imune adaptativa. A resposta imune inata tem como
objetivo eliminar qualquer tipo de ameaca que apresente padrdes de reconhecimento
molecular, mantendo assim a homeostase e o correto funcionamento do organismo.
E composta por proteinas, citocinas e células fagocitarias encontradas no sangue e
nas barreiras naturais de protecdo do corpo humano como na pele e seus anexos
(ABBAS, 2012).

Quando resposta imune inata € insuficiente e ocorre a quebra da homeostase, a

resposta imune adaptativa torna-se importante e ativa. A resposta imune adaptativa é
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formada por células (linfocitos T e linfécitos B) e proteinas especificas com o objetivo
de montar um repertério de memoaria para quando o organismo entre em contato com
algum patdgeno em uma segunda oportunidade, que a resposta seja mais rapida e
eficiente (ABBAS, 2012).

Vérias hipbteses e teorias tentam explicar como o sistema imune age contra o
VSR. Estudos in vitro e em modelos animais sdo os principais fornecedores de
conhecimento imune, porém, em humanos a resposta imune ndo pode ser separada
de fatores como o ambiente, idade, genética e experiéncia antigénica do paciente

A importancia da resposta imune do paciente para o desenvolvimento da doenca
e complicacdes a longo prazo é baseada na observacéo que o VSR nédo é invasivo ou
citopatogénico. Embora as cargas virais estejam correlacionadas a gravidade da
doenca, a administracdo de anticorpos neutralizantes para a proteina F objetivando a
reducdo da replicacdo viral ndo demonstrou melhora da doenca em bebés.
(WALSH,2017)

RESPOSTA IMUNE INATA

A resposta imune inata € primeira linha de defesa do organismo e ocorre frente
a diferentes estimulos, lesGes, danos celulares, acao direta de microorganismos, ou
inflamacdes (AKIRA, 2006; BEUTLER, 2006; WALSH,2017). E desenvolvida a partir
do reconhecimento de padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPS) e de
padrées moleculares associados ao perigo (DAMPSs) gerados de estresse enddgeno
causados pelo patégeno. O reconhecimento de PAMPs e DAMPs ocorre por meio dos
receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) presentes nas celulas do sistema
imune como mondcitos, macréfagos, mastécitos, celulas dendriticas dentre outras. A
ativacdo dos PRRs desencadeia cascatas de sinalizacado que levam a producéo de
interferons (IFNs) do tipo | (IFN-a e B) e citocinas pro-inflamatorias (ABBAS, 2012).
As proteinas NS1 e NS2 produzidas pelo VSR inibem os interferons antivirais
celulares do tipo | (a, B e A). Além disso, 0 VSR interage com o receptor de membrana
Toll-like (TLR) 2, 3, 4 e 7 desencadeando a secrecao de citocinas pré-inflamatorias.
(WALSH,2017)
Apos o VSR infectar o epitélio respiratério do hospedeiro, macréfagos e células

apresentadoras de antigenos produzem marcadores de superficie celular, liberando
11



citocinas (Figura 04) e recrutando neutréfilos, bem como macrofagos, células
mononucleares, células T, células assassinas naturais (NK) e eosindfilos para o trato
respiratério. Bebés intubados com infeccdo priméria grave por VSR apresentam
infiltracdo neutrofilica das vias aéreas, correlacionada diretamente ao declinio na
carga viral frente ao desenvolvimento das respostas de linfécitos T. A variabilidade na
defesa inata e a suscetibilidade do hospedeiro estdo sendo correlacionadas com
polimorfismos genéticos que sdo essenciais para varios componentes da imunidade
inata. (WALSH,2017)

A proteina G do VSR liga-se as células do trato respiratorio e a proteina F interage
com as ceélulas apresentadoras de antigeno (macrofagos, células dendriticas) através
da proteina do receptor Toll-like 4 (TLR4). Isso desencadeia a producéo e liberacédo
de IFN-a, IFN-B, IFN-y e uma cascata de citocinas pro-inflamatérias. O NS1 e NS2
antagonizam a producdo de interferon. As citocinas recrutam células
polimorfonucleares, células NK e células TCD4 e TCD8. A resposta celular do tipo Thl
torna-se predominante sob a influéncia de IFN-y e interleucina-12, enquanto a
producdo de IL-4 e IL-13 muda a resposta para direcdo Th2, com a producdo de
imunoglobulina E (IgE) e eosindfilos. (WALSH,2017)

IFN-y e [L-12

IL-4 e IL-13 @

Macrdfagos ou

Inibicdo Cel. Dendriticas
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TLR3,7€9

Célula do Epitélio Respiratério

Figura 4 - Respostaimunoldgicainata e adaptativa precoce ao virus sincicial respiratorio (RSV).

(Adaptado de Hall CB, Walsh EE. Respiratory syncytial virus. In: Feigin R, Cherry J, Demmler G, Kaplan S, eds. Textbook
of Pediatric Infectious Diseases. 6th ed. Philadelphia: Saunders; 2009:2462-2487.)
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Outro sinal de inflamacao que atua como importante mediador dessa resposta é
a adenosina trifosfato (ATP), implicada como mediadora de "sinal de perigo" na
inflamacé&o aguda e cronica, que pode ser liberada em grandes quantidades a partir
de vérios tipos de células apds estresse celular ou leséo tecidual. O trifosfato de
adenosina (ATP) esta presente fisiologicamente em baixos niveis no meio
extracelular, poréem em estados de stress ou morte celular o mesmo € liberado
massivamente sendo responsavel por modular um sistema de sinaliza¢do evoluido
denominada sinalizac&o purinérgica que esta envolvida vérias situagdes patoldgicas
inflamatorias. (MULLER, 2011) Assim, o ATP extracelular e outros nucleotideos (por
exemplo, ADP, UTP e UDP) exercem seus efeitos por meio da ligacdo aos receptores
P2 purinérgicos (P2XR). (MULLER, 2011; SAVIO, 2018)

Entre os subtipos de P2XR, o P2X7R é particularmente expresso em células do
sistema imune inato e seu comportamento é Unico apds exposicao repetitiva ou
prolongada a altas concentracdes de ATP. A ativacdo do P2X7R em células imunes,
incluindo células dendriticas, macréfagos e neutrofilos, estda envolvida em diversas
respostas celulares proé-inflamatorias, como a liberacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), metaloproteinase de matriz-9 e citocinas (IL-2, IL-6 e IL-18). O P2X7R
também é envolvido na via NALP3 inflamassoma com relacdo a producéo e liberacéo
de IL-1B, a qual tem demonstrado desempenhar um papel importante em doencas
como a asma (MULLER, 2011). O receptor P2X7 esta envolvido na ativacdo de
caspases, inducdo de apoptose, em varias condi¢cdes patolégicas inflamatérias,
modulando a resposta imune adaptativa e o equilibrio entre a geracéo de linfécitos T
helper tipo 17 (Th17) e T reguladores (Treg). (SAVIO, 2018)

Os inflamassomas sdo complexos multiproteico formados no citoplasma de
fagocitos mononucleares, células dendriticas e outros tipos de células que fazem parte
do sistema imune inato de reconhecimento de patégenos (GUO, 2015) que modulam
a maturacdo das caspases pro-inflamatoérias levando a ativacdo de citocinas proé-
inflamatorias (SINGHAL, 2014). Varios sé&o os inflamassomas ja descritos como
NLRP 1, NLRP3, NAIP, NLRC 4 e AIM2. (RATHINAM, 2016)

A ativacao do inflamassoma NLRP3 em macrofagos precisa obrigatoriamente de
das etapas de preparacéo e ativacdo. A etapa de preparacao (sinal 1) ocorre por
estimulos inflamatdrios, como por exemplo os agonistas de TLR4 que induzem a

expresséo de NLRP3 e pro-IL-13 mediada por NF-kB, e a etapa de ativagéo (sinal 2)
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que € desencadeada por PAMPs e DAMPs, promovendo assim o NLRP3 para a
montagem do inflamassoma e secrecéo de IL-1p e IL-18 mediada pela caspase-1 e
piroptose. (YANG, 2019)

A ativacdo de um inflamossona (ativacdo canodnica) necessita de um primeiro
gatilho mediado por receptores de citocinas pro-inflamatorias ou via TLRs que agem
na formacéo de NLR, principalmente a isoforma NLRP3 ( receptor do tipo NOD com
dominio pirina 3). O segundo gatilho ocorre via sensibilizacdo dos DAMPs induzindo
a formacédo dos inflamassomas compostos pelo NLRP3, pro-caspase 1 e a proteina
adaptadora ASC (proteina associada a apoptose contendo um dominio CARD) que
contém um dominio de recrutamento e ativacdo da caspase (SINGHAL, 2014;
BARBE, 2014; LECHTENBERG, 2014; MARTINON, 2002)

A caspase-1 ativa, cliva a as formas inativas das citocinas da familia pro
inflamatorias IL-1 gerando suas formas bioativas IL-13 e IL-18, as quais podem causar
piroptose (tipo de morte celular inflamatéria).(GUO, 2015; RATHINAM, 2016)

Na familia dos inflamassomas, o NLRP3 possui papel importante no controle de
infec¢des virais promovendo a producédo das citocinas pro-inflamatérias de IL-1B e IL-
18. Os mecanismos de ativacdo do NLRP3 descritos pela maioria dos estudos incluem
o efluxo de potassio intracelular, aumento de calcio intracelular, a geracdo de ROS
mitocondrial, translocacdo de NLRP3 para a mitocondria, liberacdo de DNA
mitocondrial ou cardiolipina e a liberacdo de catepsinas no citosol apds a
desestabilizacéo lisossomal. (GUO, 2015).

Nem todos esses eventos sdo induzidos por todos os agonistas do NLRP3,
cujo mecanismo de ativacdo ainda é discutido. Embora muitos estudos apoiem o
envolvimento de catepsinas lisossdmicas (proteases que degradam proteinas
internalizadas) na ativagdo do NLRP3, é importante notar que isso ndo é consenso.
Na maioria dos tipos celulares, o NLRP3 pode ser inicialmente ativado por meio da
ligacdo do lipopolissacarideo (LPS) ao receptor tipo Toll (TLR). Sabe-se que a
sinalizacao da cascata intracelular que culmina na ativacéo de NF-kB leva ao aumento
da expresséo de NLRP3. (GUO, 2015).

Atualmente, o ATP (adenosina trifosfato), as toxinas formadoras de poros,
substéancias cristalinas, os acidos nucléicos, acido hialurénico e patégenos fungicos,

bacterianos e virais sao utilizados como agonistas de NLRP3 e que induzem a sua
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formacdo. Esses estimulos podem ser encontrados durante a infeccéo, produzidos
por patdgenos ou liberados por células hospedeiras danificadas (GUO, 2015).

Estudos in vitro utilizando cultura celular de epitélio pulmonar descreveram a
producéo de IL-13 mediada a ativagdo do inflamassoma NLRP3 secundario a infecgéo
pelo VSR. Neste caso, o VSR tem o diferencial de conseguir desencadear os dois
gatilhos do inflamassoma. Inicialmente com a ativacdo via TLR2 em camundongos e
TLR4 em humanos secundariamente com a produ¢édo de uma proteina de membrana
chamada viroporina SH que modula o efluxo de potéssio intracelular (TRIANTAFILOU,
2012; SEGOVIA, 2012)

Mesmo com a escassa literatura, sugere-se que a infeccéo pelo virus sincicial
respiratorio gera a ativacdo do inflamassomas NLRP3 em células do epitélio
pulmonar. No entanto, nenhum estudo até a presente data investigou se a mesma
ativacdo ocorre em leucocitos séricos, muito menos em pacientes in vivo. Esse é o

principal objetivo do presente estudo.

RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA

A resposta imune adaptativa é mediada pelos linfocitos T e B e consiste no modo
especifico do organismo combater e eliminar as infec¢cdes e as células neoplasicas
(ABBAS, 2012). As caracteristicas desse tipo de reposta envolvem a expansao clonal
e memoria celular, caso o organismo tenha entrado em contato mais de uma vez com
o epitopo do antigeno (ABBAS, 2012).

As células da resposta imune adaptativa sdo compostas pelos linfécitos T e B e
apresentam caracteristicas e funcdes diferentes. Os linfocitos T podem ser divididos
em duas principais subpopulacdes, os linfécitos TCD4+ e TCD8+, cuja ativagao requer
uma célula apresentadora de antigenos (APC) para que sejam desencadeados 2
principais sinais de ativacdo: o 1° sinal € composto pela ligacdo da molécula do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) | ou Il (associada a um peptideo)
ao receptor de linfocito T (TCR) e o 2° sinal composto pela ligagdo das moléculas
coestimuladoras a molécula CD28 dos linfécitos T (ABBAS, 2012).

Os linfécitos TCD4+ sdo conhecidos como linfécitos T auxiliares (Th, do inglés T
helper), que podem gerar uma diversidade de respostas que sdo determinadas de

acordo com o perfil de citocinas secretadas por estes linfocitos apds serem ativados.
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Deste modo séo gerados subtipos de linfocitos TCD4+, que incluem Thl, Th2, Thl7
e Treg.

Os linfocitos Thl sdo induzidos quando na presenca da citocina IL-12 e sdo
caracterizados pela producéo de diferentes citocinas pré-inflamatoérias, incluindo IFN-
y (citocina que auxilia na ativacdo de linfocitos T citotoxicos, macréfagos e células
natural killer (NK) para a eliminacéo de patdégenos intracelulares), TNF, IL-1 3, IL-2,
IL-8, IL-12, IL-16 e IL-18. Os linfécitos Th2 tém como perfil de resposta a secrecao de
citocinas que atuam em outras células imunes e outras com perfil tipicamente anti-
inflamatorio, como IL-4 (induz respostas do anticorpo IgE), IL-5 (ativa eosindfilos), IL-
6, IL-9, IL-10 e IL-13. Os linfocitos Th17, por sua vez, secretam citocinas como IL-17,
IL-22 e IL-23 que recrutam leucdcitos, principalmente neutroéfilos, para os sitios de
infeccdo. A principal funcdo das células Th17 inclui induzir a inflamag&o neutrofilica
(resposta pro-inflamatéria) com consequente destruicdo de microrganismos
extracelulares e a producdo de defensinas (ABBAS, 2012). Os linfécitos Treg
(reguladores) séo caracterizados pela presenca de receptores especificos (FOXP3) e
tem como caracteristica a producao de citocinas anti-inflamatérias, como 11-10 e TGF-
B.

Em 1974, estudando a inducao de febre por pirégenos endégenos iniciou-se 0s
estudos que culminariam em 1979 na descricdo da interleucina 1 (IL-1). Desde entéo,
a familia da IL-1 cresceu para os atuais 11 membros e varias formas e receptores
soluveis ligados a membrana celular. O descobrimento do antagonista natural do
receptor de interleucina-1 (IL-1ra) em fluidos biolégicos humanos demonstrou a
importancia da IL-1 e IL-1ra em doencas humanas. Os achados demonstrando seu
papel nas sindromes auto-inflamatérias (auto-imunes) e na elucidacdo do complexo
macromolecular denominado ‘“inflamassoma” foram fundamentais para a
compreensao de ligacdo com a IL-1. Atualmente, o bloqueio de IL-1 como abordagem
terapéutica é crucial para muitas doencas auto-inflamatérias (auto-imunes)
hereditarias. (DAYER, 2017)

A primeira descricdo do antagonista do receptor da interleucina-1 (IL-1ra)
relatava que este antagonista natural bloquearia a ligacdo da citocina da mesma
familia ao seu receptor sem afetar os do TNFa (SECKINGER, 1987). A descoberta do
ensaio de ligacdo competitiva do inibidor de IL-1 foi crucial para que pesquisadores

purificassem e fizessem a clonagem da IL-1ra em 1990. (DAYER, 2017). Nos ultimos
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anos, varios trabalhos vem avaliando a IL-1ra em diversas patologias infecciosas
virais como o SARS COV-2 e a utlizacdo do medicamento anakinra (verséo
recombinante e modificada da proteina antagonista do receptor da interleucina 1
humana), porém, nenhum trabalho até a presente data avaliou o papel da IL-1ra na
infeccdo pelo virus sincicial respiratorio.

Os linfocitos TCD8+ sao responsaveis por exercer um perfil de citotoxicidade,
com liberagdo de granzimas e perforinas, que promovem a eliminacdo de células
neoplasicas e células infectadas por patégenos intracelulares (ABBAS, 2012).

Os linfécitos B comp&em o outro grupo de células da resposta imune adaptativa,
que quando ativadas, proliferam em quantidade gerando uma expansdo clonal,
seguida pela sua diferenciacdo e culminando na geracdo de células B de memodria e
de plasmdcitos secretores de anticorpos (ABBAS, 2012).

BIOMARCADORES DE LESAO TECIDUAL

Alguns biomarcadores estdo relacionados a lesdo tecidual, como
remodelamento pulmonar e fibrose. Dentre eles, podemos citar o VEGF (fator de
crescimento endotelial vascular) que foi descrito pela primeira vez como um fator de
crescimento essencial para células endoteliais vasculares sendo produzido por
diferentes tipos celulares como células tumorais, macréfagos, plaquetas,
queratinécitos e células mesangiais renais. As atividades do VEGF nao se limitam ao
sistema vascular, mas também desempenha papel importante nas funcdes
fisiolégicas, como formacdo Oéssea, hematopoiese, cicatrizacdo de feridas e
desenvolvimento. (DUFFY, 2013)

A relaxina € um hormonio peptidico da familia da insulina e esta envolvida na
promocdo da remodelacdo da matriz extracelular atuando como como supressora
natural de fibrose em varios tecidos como pele, pulméo, rim e coracdo. Ela também
se mostrou eficaz na prevencdo e tratamento de varios modelos de fibrose
experimentais. O pulmdo € um 6rgédo alvo da relaxina sendo responsavel pela
diminuicdo da expressdo de fibras coldgenas dos tipos | e lll e fibronectina em
resposta ao fator de crescimento transformador beta (TGFB) além de promover a
degradacéo da matriz extracelular. (BENNETT,2009)
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A linfopoetina do estroma timico (TSLP) € produzida durante processo
inflamatorio alérgico por células estromais, epiteliais e queratinécitos e age na
orquestracdo da inflamacdo da asma e das doencas atopicas além de atuar em
eosindfilos e mastocitos aumentando a producgéo de citocinas. Além disso, a TSLP
estimula a expressdo de basofilos durante uma resposta alérgica TH2 podendo o
mesmo funcionar como célula apresentadora de antigenos e pode atuar diretamente
na medula 6ssea induzindo a hematopoese basofila independente da IL-3. Em suma,
a TSLP desempenha um papel importante nos processos inflamatorios alérgicos nas
respostas dos basoéfilos e recrutando basofilos nas respostas TH2 que podem atuar
como células apresentadora de antigenos. (TELLES FILHO, 2020; WEST, 2012)

IMUNOLOGIA DA INFECCAO VIRAL

Os virus sdo micro-organismos intracelulares obrigatorios. A utilizacdo da
maquina celular do hospedeiro, consumindo componentes do acido nucléico e
sintetizando proteinas virais sdo mecanismos fundamentais para sua replicacéo e
disseminacéo no hospedeiro. (ABBAS, 2012)

As respostas inata e adaptativa aos virus do sistema imune humano objetiva
bloquear a infeccéo e eliminacdo das células infectadas. Os principais mecanismos
da imunidade inata sdo a inibicdo da infeccdo por meio de interferons do tipo 1 e a
acdo das células NK (natural killer). J& a imunidade adaptativa contra os virus é
principalmente mediada por anticorpos que bloqueiam a ligacdo do virus com as
células do hospedeiro além da destruicdo das células infectadas por linfocitos T
citotoxicos (CD8). (ABBAS, 2012).

1.4 BIOMARCADORES IMUNOPATOLOGICOS RELACIONADOS A
BRONQUIOLITE

A infecgéo por VSR tem efeito supressor da resposta imune celular. Respostas
linfoproliferativas diminuidas in vitro durante infecgdes iniciais e repetidas sugerem

resposta prejudicada de células T auxiliares especificas para o VSR. Células
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dendriticas infectadas com VSR diminuiram sua capacidade de ativar linfécitos CDA4.
(WALSH,2017)

Os IFN- a e IFN-3 sdo muito importantes para evitar a ligagdo VSR nas células
hospedeiras, porém, eles ndo sdo produzidos no aspirado nasal apds a infeccéo
celular. (GUO-PARKE, 2013). Ja o IFN-y, é produzido pds infeccao pelo VSR, tem
importante papel na atividade antiviral associado ao epitélio respiratorio (GUO-
PARKE, 2013; TRIPP, 2005) assim como as citocinas IL-2, IL-12 (citocinas Thl) e as
citocinas L-4, IL-5, IL-6 (citocinas Th2). (TRIPP, 2005)

Apos a infeccdo com o0 VSR, as células da imunidade inata induzem a producao
de citocinas séricas pro-inflamatdrias que sao responsaveis pela sinalizacdo e
alteracdo das células epiteliais, além da transcricdo dos fatores NF-kB. O VSR
também é responséavel pelo acumulo de células T regulatdrias (Treg) na arvore
respiratoria, pela diferenciacédo celular de linfécitos T helper para Thl7, Thl e Th2
além da producéo de IL-10. (LOTZ, 2012).

As células do hospedeiro (principalmente as células epiteliais de via aérea)
reconhecem o VSR via Toll-like receptor (TLR2, TLR3, TLR4, TLR7) que promovem a
secrecao de citocinas séricas pré-inflamatérias como IFN-y, IL-13, IL-8 e IL-17. (LOTZ,
2012; ABU-HARB, 1999).

A Interleucina 10 (IL-10) é a principal citocina anti-inflamatéria (MOORE, 2001)
produzida por diferentes tipos celulares da linhagem branca sanguinea em resposta a
um estimulo patogénico (COUPER, 2008; LI 2008). A producao de IL-10 pés infeccao
pelo VSR é extremamente necessaria e benéfica, pois regula a producdo em excesso
de citocinas pro-inflamatoérias no hospedeiro (HUNTER, 1997; STEIDLER, 2000),
podendo ditar assim a gravidade da bronquiolite apresentada pelos pacientes
(GENTILE, 2003).
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Figura 5 - Células imunes envolvidas naresposta ao VSR (adaptado de Immune Responses
and Disease Enhancement during Respiratory Syncytial Virus Infection, Clinical Microbiology
Reviews - August 2005)

BIOMARCADORES IMUNOPATOLOGICOS RELACIONADOS A COMPLICACOES
DA BRONQUIOLITE

Vérios estudos experimentais in vitro demonstram que a resposta inflamatoria
causada apos a infeccao com VSR é responsavel pela producao de varias citocinas
pré-inflamatérias, fatores de crescimento e quimiocinas, porém, a literatura mundial
ainda é escassa de estudos clinicos in vivo.

A gravidade da bronquiolite € correlacionada com 0 aumento sérico de RANTES
e IL-8, (BRAND, 2013) assim como 0 aumento nas secrec¢des respiratorias da
producdo de RANTES, IL-8, (GUO-PARKE, 2013; SHEERAN, 1999; TABARANI,
2013) IL-6 (SHEERAN, 1999; TABARANI, 2013), MCP-1, MIP-1a, MIP-18, IL-13, IL1-
RA, IL-7 (TABARANI, 2013) IP-10 (GUO-PARKE, 2013) e diminuicdo IL-10
(SHEERAN, 1999).

Em estudos experimentais de cultura celular, a quantificacdo da carga viral esta

correlacionada com o aumento dos niveis de IL-6 no aspirado nasal das criangas com
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Bronquiolite causadas pelo VSR (GUO-PARKE, 2013) e o aumento da IL-15 indica
replicacdo e ativacao viral (ZDRENGHEA, 2012)

O aumento do FGF in vitro esta relacionado ao remodelamento da via aérea e
manutenc¢ao da sibilancia (DOSANJH, 2003). Aumento de IL-4 e IL-5 via Th2 induzem
processo inflamatdrio pulmonar aumentando a producdo de IgE atraindo mais
eosinofilos aumentando o risco de asma (HOGG, 1999) assim como baixas
quantidades de IL-15 indica aumento da susceptibilidade a infecgbes virais em
pacientes com asma (ZDRENGHEA, 2012)

Em resumo, podemos sugerir que a resposta inflamatoria frente a infecéo pelo
VSR pode ser explorada considerando as vias imunes e biomarcadores de sinalizacéo
intracelular conforme painéis abaixo:

e Thl-TNF, IL-1R, IFN-y, IL-2, IL-8, IL-12, IL-16, IL-18

e Th2-IL-2,IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13

e Th17-1L-17,IL-22, IL-23

e Treg -IL-10, IL1-RA

Na literatura médica mundial existem estudos in vitro analisando a producéo de
citocinas e a ativacdo de inflamossomas secundaria a infec¢cdo causada pelo virus
sincicial respiratério. Porém, é escassa a quantidade de trabalhos que facam essa
analise in vivo, na faixa etéria pediatrica, em diferentes amostras bioldégicas com suas
respectivas comparacdes e correlacdbes com os inflamossomas. Assim, este é o
primeiro estudo que visa analisar, em criancas com Bronquiolite, um painel de
citocinas nasais e séricas, e verificar suas respectivas relagcbes com as vias de
ativacao celular, além de correlaciona-las com a ativacdo dos inflamossomas P2X7 e

NLRP3 nos leucécitos periféricos.
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2 OBJETIVOS GERAL

Analisar biomarcadores de agressao tecidual, citocinas pré e anti-inflamatérias e

a ativacdo de genes de resposta imunoldgica inata na infeccdo pediatrica causada

pelo VSR (Bronquiolite).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar nas criancas menores de 2 anos de idade com infec¢éo pelo VSR e no grupo

controle:

a concentracao de citocinas pro-inflamatorias (ATP, IL-1pB; IL-8; IL-5. IL-13),
citocinas anti-inflamatorias (IL1-RA; IL-10) e biomarcadores de fibrose tecidual
(RELAXINA 1; RELAXINA 3; IGF1, VEGF e TSLP) na secrecao nasal e no
sangue;

a correlacdo entre biomarcadores de lesdo tecidual e citocinas presentes na
secrecdo nasal e no sangue;

a ativacao génica da via do NALP3 em leucdcitos séricos;

a ativacado génica da via P2X7 em leucdcitos séricos;

a ativacao de vias de resposta imune adaptativa (Thl, Th2, TH17 e Treg), por
meio da analise em conjunto do perfil de citocinas relacionadas as respectivas

vias.
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3 CASUISTICA E METODOS

O presente trabalho foi submetido a Plataforma Brasil e foi enviado para analise
pelo comité de ética em pesquisa (CEP) da Universidade Nove de Julho — UNINOVE
e do Conjunto Hospitalar do Mandaqui como instituicdo coparticipante. O parecer de
ambos foi de aprovacao com o niumero 1.021.627 de 13/04/2015 no CEP da UNINOVE
(ANEXO 1) e numero 1.077.316 de 27/04/2015 no CEP do Conjunto Hospitalar do
Mandaqui. (ANEXO 2).

A incluséo das criangas no trabalho ocorreu somente apdés a leitura na integra
de todo o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) para o responsavel legal,
esclarecimento de quaisquer dlvidas e sua posterior assinatura. Uma copia impressa
do TCLE (ANEXO 3) era entregue imediatamente para o responsavel. Foi reforcado a
liberdade de se retirar do trabalho a qualquer momento sem prejuizo ao tratamento ja
realizado no hospital.

Trata-se de um estudo prospectivo, observacional, grupo-controle, numa coorte
de pacientes pediatricos com amostra de conveniéncia. Os dados foram coletados no
periodo de Maio de 2015 até Fevereiro de 2016.
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3.1 CASUISTICA

Dois grupos foram incluidos no presente estudo. O Grupo Bronquiolite foi
composto por criangas com menos de 2 anos de idade que apresentavam o primeiro
episédio de sibilancia da vida, cumprindo assim o principal critério para o diagnéstico
de Bronquiolite.

O Grupo Controle foi comparado quanto ao sexo e composto por criancas recém-
nascidas. Esse grupo foi especialmente escolhido pois as chances de infec¢ao pelo
VSR seriam remotas.

CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Todos os pacientes pediatricos, menores de 2 anos, de ambos 0S sexos
internados no Conjunto Hospitalar do Mandaqui no periodo de Maio de 2015 até
Fevereiro de 2016 com diagndéstico de Bronquiolite (primeiro episédio de sibilancia)
cumpriam os critérios de inclusdo e compuseram o Grupo Bronquiolite.

O Grupo Controle foi composto por pacientes neonatais de ambos 0s sexos
nascidos a termo que nao apresentaram nenhuma complicacdo no pré-natal, parto ou
infeccdo materna.

Foram excluidos do trabalho pacientes portadores de problemas cardiacos,
pulmonares, antecedente de prematuridade ou portadores de sindromes genéticas.

24



3.2 METODOS

Todas as criancas incluidas no estudo foram avaliadas clinicamente por pediatra
qualificado; a anamnese e o exame fisico foram realizados de forma rigorosa, de
acordo com os preceitos da medicina contemporanea. Apads, foram coletados material

bioldgico, aspirado nasal e amostra de sangue periférico para posteriores avaliacdes.

COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO (aspirado nasal e sangue)

O aspirado nasal foi coletado a partir da introducao de trés centimetros de uma
sonda de aspiracdo numero 6 na narina do paciente sendo posteriormente aspirado
cinco mililitros de soro fisiologico estéril a 0,9% e armazenado em coletor universal
estéril. Todas as amostras bioldégicas foram transportadas em recipiente com
temperatura controladas (19 a 23°C). O processamento laboratorial ocorreu sempre
no mesmo dia da coleta.

Antes de qualquer processamento, 500ul do aspirado nasal foi transferido para
um criotubo corning e armazenado em nitrogénio liquido para posterior realizacdo do
painel viral. O restante do material foi transferido para um tubo falcon e centrifugado
na Beckman Coulter Allerga 12R em 1.500 rpm, 4°C por 10 minutos sem break. O
sobrenadante foi transferido com auxilio de ponteira estéril e pipeta automéatica para
tubos de eppendorf transparentes de 2 mililitros previamente identificado. Todas as
amostras foram armazenadas em freezer -90°C da Panasonic. O material foi utilizado
para realizacdo do Painel Viral, quantificacdo de citocinas, dosagem de ATP extra
celular (métodos descritos abaixo).

ApO6s puncdo venosa, foram coletados cinco mililitros de sangue venoso do
membro superior dos pacientes e armazenado em tubo plastico estéril com
anticoagulante EDTA. Para o processamento do sangue contido no tubo plastico
estéril com EDTA foi utilizada a centrifuga Beckman Coulter Allerga 12R. Os tubos
foram centrifugados em 2.000g de rotacéo sob temperatura de 4°C durante 10 minutos
sem break. Apds a separacao dos constituintes sanguineos, o plasma foi retirado com
o auxilio de ponteira estéril e pipeta automatica sendo transferido para tubo de

eppendorf transparente de 2 mililitros previamente identificado. Todas as amostras
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foram armazenadas em freezer -90°C da Panasonic. As amostras foram separadas
em aliguotas para posterior quantificacédo de citocinas e dosagem de ATP extra celular

e andlise da expressado génica (NALP3 E P2X7) (métodos descritos abaixo).

REALIZACAO DO PAINEL VIiRAL

Os criotubos armazenados em nitrogénio liquido foram enviados para o
Laboratorio de Virologia Clinica e Molecular do Instituto de Ciéncias Biomédicas Il da
Universidade de Séao Paulo — USP para a realizacdo da pesquisa do VSR utilizando o
aparelho 7300 Real Time PCR System da Lifetechnologies.

A identificacdo viral foi necesséria pois mesmo o VSR sendo o principal agente
etiolégico, outros tipos virais também podem causar o mesmo quadro clinico de

bronquiolite, porém, poderiam produzir diferentes biomarcadores imunolégicos.

QUANTIFICACAO DAS CITOCINAS (aspirado nasal e plasma)

Para a andlise das citocinas foram utilizados kits de ELISA das empresas R&D
systems (IGF1, IL-13, IL-17, IL-23, IL1-RA, Relaxina 1, Relaxina 3 e VEGF) e da
Biolegend (IL-1R, IL-5, IL-8, IL-10 E TSLP). A quantidade de amostra bioldgica
utilizada em cada poco foi 100 pL do sobrenadante de aspirado nasal e 5 puL do
plasma. A aquisi¢do dos resultados foi realizada com a da SpectraMAXx i3- Molecular
Devices.

Respeitando o objetivo do trabalho e focando no ineditismo dos resultados,
optamos por nédo realizar analises de biomarcadores com amplo embasamento na
literatura mundial. Frente a resposta imunologica multidirecional do virus sincicial
respiratorio, idealizamos a avaliacéo de citocinas pro-inflamatorias (ATP, IL-113, IL-13,
IL8, IL5) bem como o, citocinas anti-inflamatodrias (IL1-ra, IL10), marcadores agressao
e de fibrose pulmonar (IGF1, Relaxina 1, Relaxina 3, VEGF e TSLP).

Com os mesmos biomarcadores, pudemos também analisar a resposta
imunoldgica dos linfécitos Thl (IL-1(3, IL8), Th2 (IL5, 1L13), Th17 (IL17, IL23) e Treg
(IL10, IL1-ra) e da maturacéo dos linfocitos T (TSLP).
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QUANTIFICACAO DO ATP EXTRACELULAR (plasma)

Foram colocados 100 pL do sobrenadante de aspirado nasal e 5 pL do plasma
associado a 95 pL de soro fisiolégico 0,9% estéril em uma placa de 96 pocos branca,
estéril e de fundo plano. Para a aquisicdo do resultado foi utilizado o kit ATP lite-ATP
Detection Assay System, -Perkin Elmer e a leitura foi realizada na SpectraMAX i3-
Molecular Devices.

A analise do ATP extracelular € de fundamental importancia pois demonstra

guantitativamente o estado inflamatorio causado pela infeccéo celular.

ISOLAMENTO DE RNA E ANALISE DA EXPRESSAO GENICA (NALP3 E P2X7)
POR PCR

O RNA total foi isolado do buffy coat de leucécitos de sangue periférico coletado
com Trisol conforme protocolo estipulado em nosso laboratério. A quantidade e
qualidade (280/260) do RNA foram avaliadas por meio de leitura espectrofotometria
no equipamento Nanodrop (Thermo Scientific).

Em seguida, 500 ng de RNA total de cada amostra foram retrotranscritos
utilizando o kit SuperScript™ Il Reverse Transcriptase (Invitrogen, EUA), de acordo
com as instrucdes do fabricante.

Apoés a sintese, 1 ul de cDNA/ reacédo foi utilizado para analise de expressao
relativa do gene do inflamassoma NLRP3 e do gene que codifica o gene do receptor
purinérgico P2X7R por meio de sondas fluorogénicas gene-especificas de tipo
Tagman (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) e gPCR. A
plataforma QuantStudioR 3 Real Time PCR System (Applied Biosystems) foi utilizada
para amplificacdo. O software ExpressionSuite na Plataforma Cloud foi utilizado para
obtencdo dos dados brutos (Ct). O gene GAPDH, foram utilizados como controle
endogeno para normalizacdo dos dados brutos (Ct). Os dados de expressao dos
genes foram analisados usando o método comparativo de Ct (SCHMITTGEN; LIVAK,
2008).
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3.3 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Para a andlise estatistica dos dados, foi utilizado o programa GraphPad Prism 6
Project. A normalidade dos dados foi testada via Shapiro-Wilk, porém, devido
distribuicdo ndo paramétrica, foi realizado o log10 de todos os dados. Os resultados
foram expressos em média e desvio padrdo. O teste de Pearson foi utilizado para a
realizacdo da correlacdo entre as amostras do aspirado nasal e séricas. Os valores
também foram comparados via “teste-t ndo pareado”, qui-quadrado, area de curva
ROC pelo método de Youden e sensibilidade e especificidade pelo método de Galem
& Gambino. O nivel de significancia utilizado foi 5% (p<0.05).

O Poder da amostra para cada biomarcador foi calculado com o auxilio do
programa G-Power verséo 3.1.9.7. utilizando como base os “testes T” com diferenca
entre dois grupos independentes sendo o teste pos-hoc utilizado para calcular o poder
da amostra. O a utilizado foi de 0,05 e o tamanho do efeito foi calculado utilizando a

maior meédia subtraida da menor média divido pelo maior desvio padrdo da amostra.
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4 RESULTADOS

Foram incluidas 13 criangas no Grupo Bronquiolite que cumpriam os sinais e
sintomas sugestivos da doenca. O painel viral foi realizado em todos os pacientes, e
2 criancas foram excluidos pela auséncia do virus sincicial respiratorio na amostra.
Todas as 16 amostras coletadas em criangas recém-nascidas foram incluidas no

Grupo Controle.

4.1 CARACTERISTICAS CLINICAS E DADOS EPIDEMIOLOGICOS
DOS GRUPOS

As caracteristicas clinicas e epidemiologicas das criangas incluidas estéo
apresentadas na Tabela 2. De acordo com o desenho do estudo, as populacdes tém
idades diferentes, porém, essa diferenca de idade foi considerada como um fator de
nao interferéncia na analise. Nao foram observadas diferencas estatisticas entre a
propor¢cdo masculino/feminino entre os grupos. A raca predominante foi branca e a
presenca de resfriado domiciliar de algum membro da familia foi significativamente
maior no grupo Bronquiolite. O Tabagismo gestacional ou em domicilio séo descritos
na literatura como fatores de risco para o desenvolvimento de Bronquiolite, porém,

nao foram observadas diferencas entre os grupos na estudados.
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Tabela 2. Caracteristicas clinica e epidemiolégicas dos grupos

Controle Bronquiolite
(n=16) (n=11)

Frequéncia Cardiaca 137 £ 11,6 144 + 25,9
(média e DP)
Frequéncia Respiratoria 39+5,7 56 £10,9
(média de DP)
Saturagcdo de  Oxigénio 96% £1,5 91% + 3
(média e DP)
Idade em dias (média e DP) Recém-nascido ** 75,3+ 70,6
Sexo feminino (%) 75% 55%
Raca Branca (%) 80% 63%
Resfriado domiciliar (%) 5% ** 72%
Tabagismo gestacional (%) 25% 27%
Tabagismo no domicilio (%) 40% 45%
Saneamento Béasico (%) 90% 63%
Leucdcitos (média e DP) N&o realizado 10.470 £ (4.913)
Bastonetes (média e DP) N&o realizado 0 £ (0)
Segmentados (média e DP) N&o realizado 3.458 + (1.449)
Linfécitos (média e DP) Nao realizado 3.580 + (1.398)
Mondcitos (média e DP) Nao realizado 506 + (270)
PCR (média e DP) N&o realizado 3.6 +(3.18)

** = P< 0,05 controle vs Bronquiolite

O Escore de Gravidade de Wang foi aplicado para todos os pacientes e, 0s que
cumpriam critérios para classificar a Bronquiolite como moderada ou grave (acima de
9 pontos) além de sinais clinicos como desconforto respiratério persistente associado
abatimento de asas nasais, retragbes intercostais, subcostais ou supraesternal,
frequéncia respiratoria maior que 70 irpm, dispneia ou cianose, hipoxemia, apneia,
insuficiéncia respiratéria aguda foram encaminhados para a UTI Pediatrica, logo, ndo
participaram do estudo. Todos os pacientes incluidos no trabalho do grupo foram

classificados pelo Escore de Gravidade de Wang como leves com média e desvio
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padrdo da frequéncia cardiaca, respiratoria e saturacdo de oxigénio descritos na
tabela 2.

Foram realizados hemogramas completos nos pacientes do Grupo Bronquiolite
para quantificar os leucécitos séricos. A meédia da quantidade de leucdcitos,
bastonetes, segmentados, linfécitos e mondcitos estdo descritos na Tabela 02 e
demonstram que todo os pacientes do grupo controle eram imunocompetentes sendo
assim possivel sua utilizacdo para avaliagcdo das vias imunolégicas e producdo de

citocinas séricas e nasais.
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PAINEL VIRAL

O painel abaixo (Figura 2) apresenta a analise do painel viral de algumas
amostras de criancas do grupo bronquiolite, e foi obtido de acordo com a técnica
descrita. Cada cor da figura representa uma amostra. Podemos observar que apos 21
ciclos, ocorre o aumento exponencial da fluorescéncia representado pela Unica linha
que aumenta dentre as varias apresentadas confirmando a presenca do VSR na
amostra. Todas as 11 amostras incluidas no trabalho apresentaram o mesmo padrao
evidenciado na Figura 2, comprovando a presenca do virus sincicial respiratorio nas

amostras de aspirado nasal.

Delta Rn pelo Numero de ciclos
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Figura 6 — Grafico do delta RN pelo numero de ciclos do PCR em tempo real.
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4.2 BIOMARCADORES NASAIS.

A Tabela 3 apresenta o resultado da comparacao entre 0os grupos de todos os
biomarcadores analisados no Aspirado Nasal e seu nivel descritivo ou probabilidade
de significancia junto do poder da amostra. Os dados com p<0,05 seréo representados

de forma gréfica.

Tabela 3. Média, desvio padrédo, valor do p do teste t e poder da amostra nos biomarcadores

nasais
Biomarcadores Controle Bronquiolite P Poder da
(n=16) (n=11) Amostra
ATP 6,969 + 0,08340 6,549 + 0,02743 0,0001 100%
VEGF 1,676 £ 0,01263 1,679 + 0,04808 0,9418 6%
TSLP 1,090 £ 0,05276 1,064 + 0,07643 0,7854 21%
RELAXINA1 2,266 + 0,06534 1,919 £ 0,01349 < 0,0001 100%
RELAXINA3 1,488 + 0,005960 1,467 £ 0,005473 0,0168 100%
IL23 2,538 £ 0,005777 2,215 £0,01318 < 0,0001 100%
IL17 1,240 £ 0,01295 1,238 £ 0,01825 0,9387 8%
IL13 2,197 £ 0,02544 1,971 £ 0,01358 < 0,0001 100%
IL10 0,8408 = 0,03189 0,8915 +0,1138 0,6762 29%
IL8 1,681 £ 0,07883 3,562 +0,5742 0,0084 100%
IL5 1,007 £ 0,02693 0,6931 £ 0,03011 < 0,0001 100%
ILIRA 1,810 £ 0,01803 4,407 + 0,5446 0,0008 100%
IGF1 2,264 £ 0,2202 2,033 +£0,3681 0,5973 45%
ILILBETA 0,5331 £ 0,02617 1,393 £ 0,4315 0,0745 99%

Valores = Média, desvio padrao

A andlise dos dados apresentados evidéncia que dentre os 14 biomarcadores
avaliados, o Grupo Bronquiolite apresentou no aspirado nasal valores menores em 6
(ATP, RELAXINA 1, RELAXINA 3, IL-23, IL-13, IL-5) e maiores em 2 (IL-8, e IL-1RA).
Os demais biomarcadores a IL-1BETA foi maior no Grupo Bronquiolite, mas sem
significancia estatistica, e as demais, nao foram diferentes entre 0os grupos.

Os achados sugerem imunomodulacdo causada pela maior quantidade de IL1-
RA suprimindo as vias Thl, Th2 e Thl7 no aspirado nasal, apresentando menores
valores de ATP, RELAXINA 1, RELAXINA 3, IL-23, IL-13 e IL-5

A eficiéncia estatistica de todos os biomarcadores do aspirado nasal foi avaliada

pela andlise da curva ROC e seu resultado esta descrito na Tabela 4.
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Tabela 4. Area, intervalo de confianca e valor do p da curva ROC dos biomarcadores nasais.

Biomarcadores Area Intervalo de Confianca P
ATP 0,8352 0,6755 até 0,9950 0,003614
VEGF 0,5653 0,2976 até 0,8331 0,5704
TSLP 0,5284 0,2946 até 0,7622 0,8051
RELAXINA1 0,9972 0,9856 até 1,009 < 0,0001
RELAXINA3 0,7557 0,5658 até 0,9456 0,02642
IL23 1 1,000 até 1,000 < 0,0001
IL17 0,5256 0,2969 até 0,7542 0,8243
IL13 0,9716 0,9178 até 1,025 < 0,0001
IL10 0,5767 0,3298 até 0,8236 0,5053
L8 0,9261 0,8321 até 1,020 0,000217
IL5 0,9858 0,9512 até 1,020 < 0,0001
ILIRA 1 1,000 até 1,000 < 0,0001
IGF1 0,8636 0,6788 até 1,048 0,001597
ILIBETA 0,733 0,4862 até 0,9798 0,04311

Valores = Média, desvio padréo

A Figura 7 demonstra que a concentracdo de ATP no aspirado nasal foi menor no

Grupo Bronquiolite em comparacdo com o Grupo Controle.
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Figura 7 — Concentrac&o de ATP no aspirado nasal dos grupos Bronquiolite e Controle.
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Concentracdo de Relaxina - 1 no aspirado nasal
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Figura 8 - Comparacéo da concentracdo de Relaxina 1 no aspirado nasal.

A figura 8 representa a menor concentracdo de Relaxina 1 no aspirado nasal dos

pacientes do grupo bronquiolite em comparac¢ao ao grupo controle.

Concentracdo de Relaxina - 3 no aspirado nasal

0.06 A

0.04 4

0.02 4

0.00—--- ....................... oo

-0.02 A

Relaxina-3 (log de pg/ml)

-0.04 T T
CONTROLE BRONQUIOLITE

Figura 9 - Comparacé&o da concentra¢cdo de Relaxina 3 no aspirado nasal.

A figura 9 representa a menor concentracdo de Relaxina 3 no aspirado nasal dos

pacientes do grupo bronquiolite em comparac¢ao ao grupo controle.
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Concentracdo de IL-23 no aspirado nasal
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Figura 10 - Comparacédo da concentracéo de IL-23 no aspirado nasal.

A figura 10 representa a menor concentracdo de IL-23 no aspirado nasal dos pacientes

do grupo bronquiolite em comparacao ao grupo controle.
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Figura 11 - Comparacéo da concentracdo de IL-13 no aspirado nasal.

Afigura 11 representa a menor concentracdo de IL-13 no aspirado nasal dos pacientes
do grupo bronquiolite em comparagéao ao grupo controle.
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Concentracdo de IL-8 no aspirado nasal
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Figura 12 - Comparac¢éo da concentracéo de IL-8 no aspirado nasal.

A figura 12 representa a maior concentracdo de IL-8 no aspirado nasal dos pacientes

do grupo bronquiolite em comparacdo ao grupo controle.
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Figura 13 - Comparacédo da concentracao de IL-5 no aspirado nasal.

A figura 13 representa a menor concentracao de IL-5 no aspirado nasal dos pacientes
do grupo bronquiolite em comparagcao ao grupo controle.
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Concentracdo de IL1-RA no aspirado nasal
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Figura 14 - Comparacéo da concentracéo de IL1-RA no aspirado nasal.

A figura 14 representa a maior concentracdo de IL1-RA no aspirado nasal dos

pacientes do grupo bronquiolite em comparac¢ao ao grupo controle.
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4.3 BIOMARCADORES SERICOS.

A Tabela 5 apresenta o resultado da comparacéo entre 0os grupos de todos os

biomarcadores analisados no sangue e seu nivel descritivo ou probabilidade de

significancia. Os dados com p<0,05 seréo representados de forma grafica.

Tabela 5. Média, desvio padrédo, valor do p do teste t e poder da amostra nos biomarcadores

séricos
Biomarcadores Grupo Controle Grupo Bronquiolite P Poder da
(n=16) (n=11) Amostra
ATP 7,500 + 0,1007 7,636 £ 0,1314 0,4221 81%
VEGF 1,709 £ 0,05331 1,653 £ 0,04021 0,4111 83%
TSLP 1,063 + 0,05552 1,070 £ 0,06964 0,9369 8%
RELAXINA1 2,063 £ 0,05736 1,975 £ 0,01288 0,1537 98%
RELAXINA3 1,545 + 0,03380 1,489 £ 0,009627 0,1308 98%
IL23 2,406 £ 0,01021 2,459 £ 0,01670 0,0134 100%
IL17 1,238 £ 0,01607 1,210 + 0,01050 0,1694 99%
IL13 2,061 + 0,03868 2,008 + 0,005590 0,1914 96%
IL10 0,9631 + 0,08099 0,9517 £ 0,06242 0,9124 9%
IL8 1,619 + 0,09244 1,515 + 0,07308 0,3855 87%
IL5 0,6732 £ 0,01668 0,6643 £ 0,02528 0,7737 21%
ILIRA 1,994 £ 0,2688 1,684 + 0,03684 0,2704 88%
IGF1 2,454 +0,2107 2,289 £ 0,03284 0,4492 61%
ILILBETA 0,4325 + 0,02033 0,3596 + 0,02441 0,0317 100%

Valores = Média, desvio padrao

A analise dos dados apresentados na Tabela 5 evidencia que dentre os 14

biomarcadores avaliados, o Grupo Bronquiolite apresentou valores menores em 1 (IL-

1B) e maiores em 1 (IL-23) comparado ao Grupo Controle. Os demais biomarcadores

nao foram diferentes entre os grupos. Esses achados podem ser justificados pela

classificacao leve de gravidade dos pacientes pertencentes ao grupo bronquiolite visto

que a infeccao pelo virus sincicial respiratério deva estar localizada apenas no epitélio

respiratorio sem repercussao sistémica.
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A eficiéncia estatistica de todos os biomarcadores do aspirado nasal foi avaliada

pela andlise da curva ROC e seu resultado esta descrito na tabela 6.

Tabela 6. Area, intervalo de confianca e valor do p da curva ROC dos biomarcadores séricos dos

grupos.
Biomarcadores Area Intervalo de Confianca P

ATP 0,6477 0,4283 até 0,8672 0,1995

VEGF 0,5625 0,3381 até 0,7869 0,5873

TSLP 0,5057 0,2789 até 0,7325 0,9606

RELAXINA1 0,5739 0,3487 até 0,7990 0,5212

RELAXINA3 0,6392 0,4239 até 0,8545 0,2267

IL23 0,7926 0,6246 até 0,9606 0,01107

IL17 0,6705 0,4572 até 0,8837 0,1388

IL13 0,5256 0,3057 até 0,7455 0,8243

IL10 0,5568 0,3368 até 0,7769 0,6217

IL8 0,554 0,3336 até 0,7744 0,6392

IL5 0,5795 0,3509 até 0,8082 0,4897

ILIRA 0,6193 0,4039 até 0,8348 0,3001

IGF1 0,5341 0,2955 até 0,7727 0,7672

ILIBETA 0,7415 0,5477 até 0,9353 0,03602

Valores = Média, desvio padréo

Concentracdo de IL-23 no plasma

0.10 T
E 0.05-
(@]
o
o
© L EEEE EEEEEEEEREEEREIIIE I P I I I SN NS
> 0.00
o
™
(\I] _0.05_ ;
=
-0.10 T T

CONTROLE BRONQUIOLITE

Figura 15 - Comparacéo da concentracéo de IL-23 no plasma.

A figura 15 representa a maior concentracao de IL-23 no plasma dos pacientes do

grupo bronquiolite em comparac&o ao grupo controle.
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Concentracdo de IL-1B no plasma
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Figura 16 - Comparacéo da concentragdo de IL1-B no plasma.

A figura 16 representa a menor concentracdo de IL1-p no plasma dos pacientes do

grupo bronquiolite em comparag&o ao grupo controle.
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4.4 CORRELACAO DOS BIOMARCADORES SERICOS E NASAIS
NOS PACIENTES COM BRONQUIOLITE

A Tabela 7 apresenta o resultado da correlacdo entre todos os biomarcadores
analisados no aspirado nasal e sangue dos pacientes infectados pelo virus sincicial
respiratorio e seu nivel descritivo ou probabilidade de significAncia. Nenhum dos
biomarcadores analisados apresentou correlagéo significativa com p<0,05.

Com o objetivo explicar algum fendmeno estatistico e determinar se os
biomarcadores independentes influenciam nos dependentes foi realizada anélise de
regressdo em todos os 14 biomarcadores. Nenhum dos biomarcadores analisados
apresentou valores significativos com p<0,05.

Dentre os 14 biomarcadores, observamos que somente o IL-23 teve alteracao
significativa entre os grupos, porém houve comportamento oposto — aumentou no

aspirado nasal e reduziu no sangue.

Tabela 7. Correlacdo entre a quantificagdo de biomarcadores nasais e séricos do Grupo
Bronquiolite.

Biomarcadores r P
ATP -0,1 0,7605
VEGF 0,34 0,3119
TSLP -0,1 0,7686
RELAXINA1 -0,16 0,6355
RELAXINA3 -0,19 0,5661
IL23 0,22 0,5087
IL17 0,54 0,0837
IL13 -0,24 0,4852
IL10 0,49 0,1283
IL8 0,34 0,3033
IL5 0,3 0,3764
ILIRA -0,4 0,2195
IGF1 0,27 0,4153
ILIBETA -0,077 0,8219
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4.5 EXPRESSAO GENICA DO P2X7 PURINERGICO

N&o foi observada diferenca estatistica entre os dois grupos estudados na
expressdo génica do receptor purinérgico P2X7R em leucécitos, que € um dos
principais receptores de ativagdo durante o periodo de inflamac¢éo mediada por células
de resposta imune inata (Figura 17)
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Figura 17 - Expresséo do gene P2X7 em leucécitos séricos
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4.6 EXPRESSAO GENICA DO NLRP3 INFLAMASSOMA

Com o objetivo de avaliar se a via inflamatéria do inflamassoma NLRP3 estava
ativa em leucaocitos séricos, a expressao génica do receptor de NALP3 foi realizada e
descrita com o grafico abaixo:
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Figura 18 - Expressao do gene NLRP3 em leucdcitos séricos

A figura 18 demonstra graficamente a menor expressao génica do NLRP3 nos
leucécitos das criancas com infeccdo pelo VSR em comparacdo ao controle

demonstrando um discreto down regulation, com valor de p 0,0093.

De forma resumida, observamos nesse trabalho que os pacientes classificados
pelos scores clinicos como forma leve de Bronquiolite apresentaram no aspirado nasal
menor concentracao de ATP, RELAXINA 1, RELAXINA 3, IL-5, IL-13, e IL-23, e maior
concentracdo de IL1-RA e IL-8 em comparacdo ao grupo controle. No sangue

observamos nos pacientes com bronquiolite uma menor concentracdo de IL1- e
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maior de IL-23 em comparacdo com o grupo controle. N&o foram observadas
correlacdes entre os biomarcadores séricos e do aspirado nasal.

Na andlise sérica da expressao génica, nado foi observada diferenca na expresséo
do gene P2X7, porém observou-se um down regulation do gene NLRP3 nos pacientes
com bronquiolite. Esse dado tem consonancia a menor quantidade de IL1-B no plasma

dos pacientes com bronquiolite, sendo esse 0 nosso principal resultado.
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5 DISCUSSAO

Os principais resultados do presente estudo foram a demonstracdo de que
pacientes pediatricos menores de 2 anos de idade, com diagnostico clinico de
bronquiolite leve causada pelo VSR, apresentaram no aspirado nasal valores
significativamente menores dos biomarcadores ATP, RELAXINA 1 e RELAXINA 3, e
das citocinas IL-5, IL-13 e IL-23, e maiores valores das citocinas IL-8, e IL-1RA,
comparadas ao grupo controle. Ainda, evidenciamos, de maneira pioneira, que a
infeccdo pelo VSR é capaz de realizar um down regulation no inflamassoma NLRP3
em leucécitos séricos em pacientes clinicamente caracterizados como leve.

O VSR é capaz de provocar diferentes graus de resposta inflamatéria quando
contamina criancas saudaveis causando a patologia denominada bronquiolite (LEGG,
2003; CHRISTIAANSEN, 2014). Porém, os mecanismos regulatérios da resposta
inflamatdria ainda nédo estéo totalmente esclarecidos.

A infeccdo pelo VSR nas células do epitélio respiratério dos pacientes estudados
nao foi suficiente para aumentar a quantidade de ATP extracelular no aspirado nasal.
Dessa forma, podemos inferir uma associa¢ao desse biomarcador com uma reduzida
producdo de ROS e consequente reducdo de demais biomarcadores como RELAXINA
1 e RELAXINA 3, e das citocinas IL-5, IL-13 e IL-23

Estudos prévios dosando citocinas nasais e seéricas em pacientes com
Bronquiolite, geraram diferentes resultados. Nossos dados apontaram para um efeito
estimulador na via Thl (IL-8) e um aumento do modulador da principal citocina dessa
via (IL-1RA) além de efeito supressor das vias Th2 (IL-5, IL-13) e Th17 (IL-23).
CHRISTIAANSEN e cols. 2016 demonstraram aumento nas citocinas associadas a
via Thl (IFN-y e TNF-a) e Th2 (IL-4), resultados esses que foram corroborados por
TABARANI, 2013. No nosso trabalho ndo foram quantificadas as citocinas IFN-y, TNF-
a e IL-4, visto sua correlacdo prévia com a infec¢do pelo VSR. Os mesmos autores
demonstraram que mesmo com diferenca estatistica, ocorre a baixa expressédo de
citocinas no aspirado nasal. Esses dados sdo semelhantes aos nossos pois
quantificacdo de citocinas nasais foi menor quando comparada a quantificacdo sérica

CHRISTIAANSEN e cols. 2016 também descreveram a reducdo da IL-33 em
bebés infectados por VSR, resultado esse diferente do observado em outros estudos

46



realizados em humanos e modelos animais (SARAIVA, 2015; ZENG, 2015). Esse
resultado que pode ser justificado pela gravidade da manifestacdo clinica dos
pacientes. Assim, em sua amostra valores aumentados da citocina teve relacdo com
a gravidade dos pacientes, e pode estar correlacionada a morte de células endoteliais
por apoptose. Mesmo nao sendo dosada a IL-33 em nossos pacientes acreditamos
gue nossos resultados seriam semelhantes a SARAIVA e cols., 2015, pois além da
amostra ser semelhante entre os estudos, encontramos menor quantificagao de IL-5
e lL-13 e a IL-33.

Os sinais e sintomas relacionados a bronquiolite como a sibilancia, utilizacéo de
musculatura acessoria e insuficiéncia respiratéria sédo classicamente correlacionados
a citocinas Th17 como a IL-17 e IL-23. Nao foram identificadas diferencas estatisticas
no nosso trabalho com relagcdo a IL-17, encontrando-se a IL-23 reduzida. Ac
semelhantes foram relatados anteriormente por CHRISTIAANSEN e cols., 2016.

Em nosso trabalho, ao fazer a analise sérica dos biomarcadores, os pacientes
pediatricos menores de 2 anos de idade, com diagndstico clinico de bronquiolite leve
causada pelo virus sincicial respiratério valores menores de IL-13 e maiores de IL-23
em comparacdo ao Grupo Controle. Varios sdo os artigos descrevendo que a infec¢ao
pelo VSR causa secrecédo de IL-18 ( BLANCO, 2002; GUERRERO-PLATA, 2005;
BERMEJO-MARTIN, 2007), porém, esses achados podem ser justificados pela
independéncia da resposta imunolégica ocorrida sistemicamente e no epitélio
respiratério, visto que todos os pacientes com bronquiolite foram classificados como
leves.

N&o conseguimos correlacionar os valores dos biomarcadores presentes no
aspirado nasal e no plasma de pacientes pediatricos com quadro leve bronquiolite
causada pelo VSR. Esse achado pode ser secundério a classificacdo da amostra
como bronquiolite leve ou pela resposta imunolégica local ocorrendo de forma
diferente da sistémica. Outros estudos utilizando pacientes classificados como
intermediarios ou graves poderao ser realizados para a avaliacdo da existéncia da
correlacdo. Esse € o primeiro trabalho a fazer a correlacdo entre biomarcadores do
mesmo paciente em diferentes sitios

A imunidade inata é a primeira linha de defesa do corpo humano contra agentes
externos como virus ou bactérias. A IL-13 € uma citocina produzida pela resposta

imune inata e desempenha papel fundamental na resposta inflamatéria contra a
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invasdo de agentes patogénicos. IL-1B é sintetizado inicialmente de forma imatura
(pro-IL-1B) sendo necessaria sua clivagem pela via das caspases (caspase-1) para
que a IL-1B madura fique ativa e seja secretada (SEGOVIA, 2012). Os inflamassomas
sdo componentes vitais na regulacdo saude-doenca e sado indispensaveis para
ativacdo da caspase-1. Padrfes moleculares associados ao perigo (DAMPSs) de varias
doencas e alteracGes genéticas estdo associados a ativacdo do. Como exemplo de
DAMPs ativando o inflamassoma NLRP3 podemos citar os cristais de colesterol na
aterosclerose, a glicose na diabetes e o ATP nas atopias respiratérias e inflamacdes
cronicas. (SEGOVIA, 2012)

Infeccbes por agentes patogénicos como virus, bactérias, fungos e parasitas
também desencadeiam a formacao e ativacdo dos inflamassomas pois. essa resposta
inflamatoria é fundamental para a eliminagdo do patégeno e induzir uma imunidade
adaptativa eficaz. Os virus (DNA ou RNA) utilizam varios inflamassomas para ativacao
da caspase-1 e consequente secrecédo de IL-1B. Por exemplo o citomegalovirus utiliza
o inflamassoma AIM2 e o adenovirus, herpes virus e o virus influenza A utilizam o
inflamassoma NLRP3 para a ativagdo da caspase-1 para liberacdo de IL-1p.
(SEGOVIA, 2012)

A ativacdo do inflamassoma NLRP3 na infeccdo pelo virus influenza A em
humanos confere condi¢cdes adequadas nas vias aéreas para eliminacdo do virus do
trato respiratério. Entre os virus respiratérios humanos, a formacao do inflamassoma
era apenas descrito apds a infeccdo pelo virus influenza A. O VSR é semelhante ao
virus influenza A, e as caracteristicas e mecanismos de infecdo comecaram a ser
estudados recentemente. A primeira descricdo do VSR foi feita por SEGOVIA e cols.,
2012 em estudos com cultura celular de mondécitos de camundongo que demonstrou
que o VSR é capaz de sozinho ativar o complexo inflamassoma NLRP3, que ativa a
caspase-1 resultando na secrecdo de IL-13. TRIANTAFILOU e cols. ,2012
continuaram a investigacdo desse mecanismo ainda com cultura de células, porém,
utilizando células epiteliais de pulmdo humano. Os resultados reforcaram o achado
gue o0 VSR é capaz de sozinho ativar o NLRP3. Foram a partir dessas observacoes
gue nosso grupo prop6s a investigar se a mesma resposta acontecia in vivo e
sistemicamente.

Evidenciamos no nosso trabalho de maneira pioneira que pacientes menores de

2 anos de idade com bronquiolite classificada como leve o0 VSR néo é capaz de ativar
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o inflamassoma NLRP3 em leucdcitos séricos e consequentemente aumentar a
producao de IL-1p, resultado esse diferente do encontrado nos estudos com culturas
celulares demonstrando que o0 processo ja descrito na literatura médica pode deva
estar restrito apenas ao epitélio respiratorio humano.

As espécies reativas de oxigénio (ROS) também séo utilizadas como sinais para
a ativacdo do inflamossoma NLRP3 na infeccdo pelo VSR. ROS também ativa
caspase-1 em outras situagdes clinicas como no diabetes, apds a exposicdo a
poluentes (amianto e silica), infec¢des virais (virus influenza A, adenovirus), infeccoes
fungicas (Aspergillus fumigatus) e parasitarias (maléaria) (SEGOVIA, 2012).

Altas concentracfes de inibidor de ROS sado capazes de reduzir a expressao do
gene NLRP3 e consequentemente ndo ativar caspase-1 diminuindo a quantidade de
IL-1B. (SEGOVIA, 2012). Acreditamos que esse mecanismo n&o esta relacionado aos
resultados descritos visto que os pacientes foram classificados como bronquiolite leve
e nado tiveram quadros graves com resposta inflamatoria sistémica.

O VSR ao infectar a célula, modifica a permeabilidade da membrana celular
facilitando o efluxo de potassio e utiliza a maquina celular para a produgdo de poros
de membrana (proteina SH) chamados viroporinas que permitem a passagem de ions
e pequenas moléculas facilitando assim o mecanismo de entrada e saida de novos
virus funcionando também para a ativacdo do NLRP3. A viroporina junta-se a uma
lista ampla de proteinas virais que formam canais i6nicos quando infectados com
outros virus como o picornavirus,HIV-1,HCV e virus da gripe. O uso de drogas que
bloqueiam os canais ibnicos virais foram capazes de inibir a secrecdo de IL-1
podendo ser uma opcéao para os pacientes que evoluem clinicamente de forma grave.
(TRIANTAFILOU,2012)

As hipéteses inicialmente formuladas foram por completo respondidas com o
presente estudo. Conseguimos demonstrar que em pacientes menores de 2 anos com
Bronquiolite leve causada pelo VSR ndo existe correlacdo entre os biomarcadores
SEéricos e nasais e que néo ocorre de maneira sistémica a ativacao génica da via dos
inflamossomas e purinérgicos. Esse achado corrobora a observacéo clinica pois as
criangas com bronquiolite apresentam alteracbes de exame fisico e complicacdes
exclusivamente do aparelho respiratério, poupando o0s demais sistemas
(cardiovasculares, renal, hepatico, sistémico). Esse achado é muito importante pois

pode guiar os pesquisadores mundiais a producao de farmacos de acao local (spray
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nasal) visto que sua administracao sistemicamente ndo seria necessaria pela prépria
fisiopatologia do virus. Especialmente na faixa etaria pediatrica, o fato de administrar
medicagdes de maneira n&o invasiva auxilia na facilidade e no aumento da adeséo ao
tratamento pelo paciente e familiares.

Outros estudos ampliando a investigagdo dos fendmenos descritos séo
necessarios. A avaliacao da ativacdo do inflamassoma NLRP3 no epitélio respiratorio
humano em paciente com bronquiolite leve pode comprovar que a resposta
inflamatdria nesse grupo de paciente se manteve localizada no aparelho respiratorio.
Outros estudos com o mesmo grupo, porém com diferentes classificacbes de
gravidade (pacientes moderados ou graves) associado a diferentes desfechos
(internacdo na UTI Pediatrica, utilizacdo de ventilacdo pulmonar mecénica ou 6bito)
S80 necessarios para continuar a investigacdo e analisar se nessa populacdo sao
descritas diferencas ou correlacdes nos biomarcadores séricos e nasais, além de
estudar se ocorre a ativacao sistémica do inflamassoma NLRP3, ativacdo da caspase-
1 e posteriormente a producédo sérica de IL-1B. A quantificagdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e suas correlagcbes com os demais estudos sugeridos também
auxiliara na elucidacdo dos mecanismos biologicos frente ao virus sincicial

respiratorio.
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7 GLOSSARIO

ATP - Adenosina Trifosfato € uma molécula de alta energia encontrada em todas as
células. Seu papel é fornecer a célula energia necessaria para funcionamento do
metabolismo celular. Outro papel da molécula de ATP €& como mediadora na
inflamacé&o aguda e crénica e pode ser liberado em grandes quantidades a partir de
varios tipos de células apds estresse celular ou lesado tecidual.

CITOCINAS - Proteinas produzidas por tipos diferentes de células que mediam as
reacOes inflamatorias e imunologicas. As citocinas séo as principais mediadoras entre

a comunicacao das células do sistema imunolégico.

ESPECIFICIDADE - E a capacidade que o teste diagndstico/triagem tem de detectar
os verdadeiros negativos, isto é, de diagnosticar corretamente os individuos sadios.

IGF-1 - E um mediador primério dos efeitos do horménio do crescimento (GH). O
horménio do crescimento € produzido na glandula pituitaria anterior, é liberado na
corrente sanguinea e estimula o figado a produzir o IGF-1. O IGF-1 entdo estimula o
crescimento sistémico do corpo e tem efeitos promotores de crescimento em quase
todas as células do corpo, especialmente células do masculo esquelético, cartilagem,
0sso0s, figado, rim,sistema nervoso, pele, células hematopoiéticas e pulmonares. Além
dos efeitos semelhantes aos da insulina, o IGF-1 também pode regular a sintese de
DNA celular.

INFLAMASSOMA - Um complexo multiproteico formado no citosol de fagocitos
mononucleares, células dendriticas e outros tipos de células que proteoliticamente
geram a forma ativa de IL-1 um precursor inativo. A formacao do complexo que inclui
NRLP3 (um receptor semelhante a NOD de reconhecimento de padrbes) caspase-1 é
estimulada por uma variedade de produtos microbianos, moléculas associadas a

danos celulares e cristais.
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INTERLEUCINA - Qualquer elemento de um grande numero de citocinas cujo nome
contém um sufixo numérico aproximadamente sequencial para a descoberta ou a
caracterizagdo molecular (exemplo: interleucina -1). Algumas citocinas foram
originalmente nomeadas pelas suas atividades bioldgicas e ndo tem uma designacgao

de interleucina.

INTERLEUCINA -1 RA- Produzida por macréfagos agindo em vérias células como

antagonista competitivo da IL-1.

INTERLEUCINA-1B - E produzida pelos macrofagos, células endoteliais e algumas
células epiteliais. Sua acdo € observada nas células endoteliais na ativacéo
inflamacéo e da coagulacéo, no hipotalamo para indicar sinais de inflamacéo e febre

e no figado para a sintese de proteinas em fase aguda de inflamacéao.

INTERLEUCINA -5 - Produzidas por células T CD4+ com diferenciacdo em perfil TH2
agindo em locais de inflamacéo nos eosindfilos: ativacdo, geracdo aumentada e nas

células B auxiliando na proliferacédo e producao de IgA (in vitro).

INTERLEUCINA-8 - Produzida por macrofagos agindo sobre as células NK e linfocitos

T para sintese de IFN-y.

INTERLEUCINA-10 - Produzida por macréfagos e células T regulatérias a agindo
sobre os mesmos e células dendriticas. Pode ter papel também na inibicdo da

expressao de IL-2, moléculas coestimuladoras e do MHC classe |.

INTERLEUCINA-13 - Produzida por Células T CD4+ com perfil TH2, células NKT,
mastécitos agindo nas células B na mudanca isotipo IgE, células epiteliais para o
aumento da producdo de muco; Fibroblastos: aumento da sintese de colageno;

macrofagos na ativacéo alternativa.

INTERLEUCINA-17 - Produzida por células T agindo em células endoteliais para o
aumento da producao de quimiocinas; nos macrofagos aumentando a producéo de

guimiocinas e citocinas; e nas ceélulas epiteliais para producéo de GM-CSF e G-CSF.
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INTERLEUCINA-23 - Produzida por macrofagos e células dendriticas o sitio de acéo

é no auxilio da diferenciacdo e manutencéo de linfocitos T com producéo de IL-17.

NRLP3 - O NLRP3 (dominio de ligacdo ao nucleotideo e dominio de pirina 3 repetido
rico em leucina) oligomeriza e se agrupa com ASC (proteina do tipo speck associada
a apoptose contendo um dominio de recrutamento de caspase) para formar
inflamassomas funcionais em resposta a uma ampla faixa de sinais de perigo
extracelular, incluindo ATP ou cristais. O inflamassoma NLRP3 é positivamente
regulado pelo baixo K + intracelular, pelo aumento das espécies reativas de oxigénio
e pela ruptura da membrana dos lisossomas, que séo processos afetados durante o
inchago celular.

PADRAO MOLECULARES ASSOCIADOS A DANOS (DAMP) — Moléculas
enddgenas que sdo produzidas por ou liberacdo de células danificadas e que estédo
morrendo que se ligam a a receptores de reconhecimento padrdo e estimulam a

respsota imunologica normal. Exemplo: ATP extra-celular .

PADROES MOLECULARES ASSOCIADOS A PATOGENOS (PAMP) - Estruturas
produzidas por microorganismos, mas nao por células de mamiferos (hospedeiras),
que sado reconhecidos por estimularem o sistema imune natural.Exemplos incluem

lipopolissacarideos bacteriano e o RNA viralde fita dupla.

P2X7r- Os receptores purinérgico P2, que pode ser subdividida em duas familias: (1)
0os P2YR acoplados a proteina G (P2Y1-14) e (2) os canais ibnicos dependentes de
ligante P2XR (P2X1 - 7). Entre os subtipos P2XR, P2X7r ele é particularmente elevado
nas ceélulas do sistema imune, e seu comportamento é Unico na exposicao repetitiva
ou prolongada a altas concentracbes de ATP, pode formar um grande poro de
membrana permeavel a solutos hidrofilicos de massa molecular de até 900 kD. A
ativacdo do P2X7r em células imunes, incluindo células dendriticas, macrofagos e
neutroéfilos, tem estado envolvida em varias respostas celulares pré-inflamatérias,

como a liberacdo de espécies reativas de oxigénio, metaloproteinase de matriz-9 e
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citocinas (IL-2, IL-6 e IL-18) e via ligacéo a via do inflamassoma NRLP3 na producéo

e liberacdo de IL-18 madura.

RECEPTORES SEMELHANTES A NOD (NRL) - Trate-se de uma familia de proteinas
citosdlicas de multidominio que possuem os PAMPs e os DAMPs citoplasmaticos e
recrutam outras proteinas para formar complexos de sinalizacdo que promovem a

inflamacé&o.

RELAXINA-1 E 3 - A Relaxina-1 € produzida pelo ovario e tem como alvo o sistema
reprodutor dos mamiferos para amadurecer o colo do Utero, alongar a sinfise pubica
e inibir a contracao uterina. No sistema cardiovascular, a relaxina atua principalmente
ativando a via do oxido nitrico. Outros mecanismos incluem a ativacdo de NFkB
levando ao fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e a transcricdo das
metaloproteinases da matriz. Demonstrou-se que a relaxina relaxa as células
musculares lisas vasculares e aumenta a producdo de Oxido nitrico nas células
endoteliais, desempenhando um papel na regulacdo da funcéo cardiovascular pela
dilatacdo das artérias de resisténcia sistémica. A relaxina aumenta a taxa e a for¢a da
contracao cardiaca. Por meio da regulacéo positiva do VEGF, a relaxina desempenha
um papel fundamental na formacdo de vasos sanguineos (angiogénese) durante a

gestacao, desenvolvimento de tumor ou feridas isquémicas.

SENSIBILIDADE - E a capacidade que o teste diagndstico/triagem apresenta de
detectar os individuos verdadeiramente positivos, ou seja, de diagnosticar

corretamente os doentes.

TSLP - Produzido pelo Timo e com acao em células mieloides com inducéo e liberacéo
de quimiocinas que atraem as células T também mondcitos aumentando a
diferenciacéo e maturacéo das células dendriticas CD11c (+). Auxiliando também as
respostas de células T CD4+ com perfil Th2.

VALOR PREDITIVO POSITIVO - E a probabilidade de um individuo avaliado e com

resultado positivo ser realmente doente.
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VALOR PREDITIVO NEGATIVO - E a probabilidade de um individuo avaliado ter seu

teste normal sem alteracao.

VEGF - Produzida por endoteliais e tem ag&o na angiogénese de tumores e de tecidos.
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8 ANEXOS

8.1 ANEXO 1 — Parecer do Comité de Etica e Pesquisa da UNINOVE

UNINOVE

UNIVERSIDADE NOVE DE Platofor
Universidade Nove de Jufho JULHO - UNINOVE asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Biomarcadores imunolégicos séricos e nasais na infeccdo pediatrica pelo virus sincicial
respiratério

Pesquisador: ERASMO ASSUMPCAO NETO

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 43189515.0.0000.5511

Institui¢do Proponente: ASSOCIACAO EDUCACIONAL NOVE DE JULHO

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 1.021.627
Data da Relatoria: 13/04/2015

Apresentagao do Projeto:
Biomarcadores imunolégicos séricos e nasais na infeccdo pediatrica pelo virus sincicial respiratorio

Objetivo da Pesquisa:
Fazer a analise dos biomarcadores séricos e dos biomarcadores do lavado nasal comparado com a

evolucdo clinica dos pacientes.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O trabalho acarretara minimos riscos para os pacientes, ja que a coleta de material biolégico sera realizado
conforme rotina ja estabelecida do Conjunto Hospitalar do Mandaqui com técnica e materiais estéreis, em
ambiente hospitalar sempre pelo mesmo profissional. O tratamento clinico/medicamentoso continuara a ser
realizado independentemente dos resultados encontrados. O Sigilo do paciente sera sempre respeitado.
Beneficios:

Dentre os varios beneficios da pesquisa estdo a possibilidade de fazer o diagnéstico e tratamento precoce

de possiveis complica¢des decorrentes da gravidade da infec¢do pelo virus sincicial

Endereco: VERGUEIRO n° 235/249

Bairro: LIBERDADE CEP: 01.504-001
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3385-9197 E-mail: comitedeetica@uninove. br
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UNINOVE

00O UNIYEE:(IJDASEWNS\\//E DE gzmorﬂp
Universidade Nove de Juiho )

Continuacao do Parecer: 1.021.627
respiratorio.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa adequada, apresentando objetivos que estdo de acordo com a metodologia aplicada.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os termos de apresentacio obrigatdria estdo presentes de forma satisfatéria
Recomendagoes:

N&o ha

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

Projete de pesquisa aprovado para execucio.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Néo

Consideragoes Finais a critério do CEP:

SAO PAULO, 13 de Abril de 2015

Assinado por:
Stella Regina Zamuner

(Coordenador)
Endereco: VERGUEIRO n® 235/249
Bairro: LIBERDADE CEP: (01.504-001
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3385-9197 E-mail: comitedeetica@uninove br
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63



8.2 ANEXO 2 — Parecer do Comité de Etica e Pesquisa do Conjunto

Hospitalar do Mandaqui

CONJUNTO HOSPITALAR DO Plataforma
MANDAQUI - CHM %oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituigdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Biomarcadores imunolégicos séricos e nasais na infeccdo pediatrica pelo virus sincicial
respiratério

Pesquisador: ERASMO ASSUMPCAQO NETO

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 43189515.0.3001.5551

Institui¢do Proponente: ASSOCIACAO EDUCACIONAL NOVE DE JULHO
Patrocinador Principal: Financiamento Proéprio

DADOS DO PARECER

Niumero do Parecer: 1.077.316
Data da Relatoria: 27/04/2015

Apresentagdo do Projeto:
Biomarcadores imunolégicos séricos e nasais na infec¢do pediatrica pelo virus sincicial respiratorio

Apresentacdo clara e e de facil entendimento

Objetivo da Pesquisa:

Fazer a andlise dos biomarcadores séricos e dos biomarcadores do lavado nasal comparado com a
evolucdo clinica dos pacientes.

Exposicdo objetiva

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O trabalho acarretara minimos riscos para os pacientes, ja que a coleta de material biologico sera realizado
conforme rotina ja estabelecida do Conjunto Hospitalar do Mandaqui com técnica e materiais estéreis, em
ambiente hospitalar sempre pelo mesmo profissional. O tratamento clinico/medicamentoso continuara a ser
realizado independentemente dos resultados encontrades. O Sigilo do paciente sera sempre respeitado.
Beneficios:

Dentre os varios beneficios da pesquisa estido a possibilidade de fazer o diagnéstico e tratamento precoce

de possiveis complicacdes decorrentes da gravidade da infeccdo pelo virus sincicial

Enderego: VOLUNTARIOS DA PATRIA 4301 - Prédio 4 - Casa Azul

Bairro: SANTANA CEP: 02.401-400
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (19)2281-5147 Fax: (19)2281-5179 E-mail: cepchm@gmail.com
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CONJUNTO HOSPITALAR DO
MANDAQUI - CHM

Continuacéo do Parecer: 1.077.316

respiratorio.

Comentérios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Os termos de apresentacdo obrigatoria estdo presentes de forma satisfatéria

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Sem consideragdes

Recomendagodes:

asil

%ﬂocoporﬂp

Recomenda-se explicagdo clara as maes das criangas e as mesmas, na execuc¢do dos procedimentos.

Maior cuidado nas criangas neonatas do grupo c.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Sem pendéncias

Situagao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Néo

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Os membros do colegiado apds andlise e discussio do Projeto deliberaram por acatar na integra o Parecer

do relator.

SAO PAULO, 25 de Maio de 2015

Assinado por:
Sergio Makabe
(Coordenador)

Enderego: VOLUNTARIOS DA PATRIA 4301 - Predio 4 - Casa Azul

Bairro: SANTANA CEP: 02.401-400
UF: 5P Municipio: SAO PAULO
Telefone: (19)2281-5147 Fax: (19)2281-5179 E-mail: cepchm@gmail.com
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8.3 ANEXO 3 -Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TCLE - Termo de Consentimento para Participagao em Pesquisa Clinica:

Nome do Voluntario:

Endereco:
Telefone para contato: Cidade: CEP:

E-mail:

1.Titulo do Trabalho Experimental: “Biomarcadores imunologicos séricos e nasais na infecgiio pediatrica pelo virus
sincicial respiratorio.”

2.0Objetivo: Comparar a quantidade de biomarcadores imunoldgicos séricos com os confidos no lavade nasal de
pacientes menores de 2 anos com diagnostico de infecgio pelo virus sincicial respiratorio.

3.Justificativa: Pacientes com altos niveis de biomarcadores pro-nflamatérios e baixos niveis dos anti-inflamatorias,
apresentam pior evolugio clinica como maior tempo de intemacio hospitalar e em unidade de terapia intensiva ,
necessidade de ventilagio pulmonar mecanica, efc.

4. Procedimentos da Fase Experimental: As informagdes abaixo estdo sendo fomecidas para a participacio do seu
filho{a) com seu consenfimento voluntario, que tem como objetivo comparar a quantidade de biomarcadores imunologicos
séricos(no sangue) com os contidos no lavado nasal de pacientes menores de 2 anos com diagnostico de infecgio pelo
virus sincicial respiratono para que seja possivel avaliar de uma maneira ndo invasiva (sem agulha) alguns exames muito
importantes sobre a inflamacdo causada pela infecgo viral.

Se aceitar participar do estudo, seu filho(a) serd avaliado durante 1 (um) dia e serd submetido aos seguintes
pracedimentos:

I Avaliagdo clinica geral: Serdo realizadas pergunias para o senhor(a) sobre a saude do seu filho(a)
sobre a intemaco atual, nascimento, doencas de repeticio e internagbes anteriores. O tempo pode
variar de 20-30 minutos. Qutros dados referentes apenas a internacio serdo coletados diretamente
do prontuario hospitalar do seu filho(a).

L. Coleta de sangue venoso periférico: Para avaliar a resposta imunologica causada pela infecgdo
respiratona, sera preciso coletar 5 (cinco) mL de sangue de uma veia do brago do seu filho(a). A
coleta sera realizada com material descartivel e por profissional capacitado.

. Coleta de aspirado nasal: O procedimento & muito semelhante a limpeza nasal que ja esti sendo
realizada para o tratamento do seu filho(a). Sera aspirado a secregdo presente no nariz do seu filho
com o auxilio de 5 (cinco) mL de soro fisiologico 0,9% SEM agulha armazenado em um coletor estéril.

5. Desconforto, Riscos Esperados e Beneficios: O trabalho fem riscos minimos para seu filho(a). O local da coleta de
sangue podera ficar um pouco roxo e devido a utilizagio de uma agulha seu filho(a) sentird um pouco de dor, porém, a
coleta do sangue e do lavado nasal serdo realizados com técnica e matenais estéreis. Todo o tratamento clinico
continuara a ser realizado independentemente dos resultados encontrados.

O trabalho apresenta como beneficio a possibilidade de identificar novos alvos diagnosticos e terapéuticos para evitar
complicagdes decorrentes da gravidade da infecgio pelo virus sincicial respiratorio utiizando uma técnica ndo invasiva
(que ndo utiliza agulhas).

6. Métodos Alternativos Existentes: A pesquisa dos biomarcadores pode ser realizada em outros materiais biologicos
como lavade bronco-alveolar, suor, urina dentre outros.

7. Retirada do Consentimento: Vocé & livre para retirar seu consenfimento ou interromper a participacio a qualquer
momento da pesquisa. A sua participacio é exclusivamente voluntaria e a recusa em participar ndo acarretard nenhuma

penalidade ou perda de beneficio ou mudanca do tratamento.
“Biomarcadores imunoldgicos séricos e nasais na infeccéo pediatrica pelo virus sincicial respiratério.” |
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8. Garantia do Sigilo: Os pesquisadores irdo fratar a sua identidade com padndes profissionais de sigilo. Os resultados
laboratoniais da pesguisa permanecerio confidenciais e sero enviados para vocé. Seu nome ou o materal que indique a
sua participagio nao sera liberado para analise sem a sua permissdo e vocé ndo sera identificado(a) em nenhuma
publicacio que possa resultar deste estudo. Uma copia deste consentimento informado sera arquivada e outra sera

fornecida a vocé.

9. Garantia de ressarcimento compensacdo material, exclusivamente de despesas do paricipante e seus
acompanhantes, quando necessario, tais como transporte e alimentagéo. Res. N° 466/12 - Item 11.21: A participaciio
no estudo nédo acarretara custos para vocé e ndo serd disponivel nenhuma compensacio financeira adicional ja que toda
a coleta de materal sera realizada durante a internagio hospitalar do paciente, ndo ocorrendo gastos com tempo,
transporte efou alimentacio.

10. Local da Pesquisa: A pesquisa sera desenvolvida no laboratorio de Imunclogia Pulmonar e do Exercicio da
Universidade Nove de Julho — UNINOVE e no setor pediatnco do Conjunto Hospitalar do Mandaqui.

11. Comité de Efica em Pesquisa (CEP) & um colegiado interdisciplinar e independente, com “munus publico”, que deve
existir nas instituighes que realizam pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil, criado para defender os interesses
dos participantes de pesguisas em sua integndade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento das pesquisas
dentro dos padrdes ético (Normas e Diretrizes Regulamentadoras da Pesquisa envolvendo Seres Humanos — Res. CNS
n° 466/12). O Comité de Etica é responsavel pela avaliagio e acompanhamento dos protocolos de pesquisa no que
corresponde aos aspectos eticos.

Endereco do Comité de Etica da Uninove: Rua. Vergueiro n® 235/249 — 3° subsolo - Liberdade — S3c Paulo - SP
CEP. 01504-001 Fone: 3385-3197

comitedeetica@uninove.br

12. Nome Completo e telefones dos Pesquisadores (Orientador e Aluno) para Contato: Prof. Dr. Rodolfo de Paula
Vieira - (011) 3385-9001, Prof. Erasmo Assumpcfo Neto - (011) 3385-9001.
13. Eventuais intercorréncias que vierem a surgir no decorrer da pesquisa poderdo ser discutidas pelos meios propnos.

14. Consentimento Pos-Informagao:

Eu, apds leitura e

compreensao deste termo de informagio e consentimento, entendo que minha participagio & voluntaria, e que posso sair
a qualguer momento do estudo, sem prejuizo algum. Confirmo que recebl uma via deste termo de consentimento, e

autorizo a realizagio do trabalho de pesquisa e a divulgagio dos dados obtidos somente neste estudo no meio cientifico.

Séo Paulo, de de

Assinatura do Participante Assinatura do Pesquisador Responsavel
ATENCAO: FAZER O DOCUMENTO EM 2 (DUAS) VIAS.

“Biomarcadores imunologicos séricos e nasais na infecgao pediatrica pelo virus sincicial respiratorio.” 2
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8.4 ANEXO 4 - Folha de escores

UNINOVE ¢
99090 ./
Universidace Nove de Juho ) . (ATEN

i

ESCORES DE DESCONFORTO RESPIRATORIO

Escore - 01 0 Pontos 1 Ponto 2 Pontos 3 Pontos
Freq. Respiratéria < 30irpm 31-45irpm 46 - 60 irpm > 60 irpm
Desconf. Resp. Auséncia Retracao Intercostal | Retragao de Furcula Batim asa de nariz
Ausculta Pulmonar Normal Sibilo Expiratério Sibilo Inspiratério e Diminuigao ou
Expiratorio Auséncia de MV
Estado Geral Normal Alimentagao dificil Iritabilidade Letargia ou Coma
Coloragao pele Normal Palidez Cianose Periférica Cianose
Generalizada
Saturagao 02 >95% 93 -95% <93% Faléncia Respiratéria
Tabela 1 - Escore de Gravidade (adaptado Wang et al, 1992)
Escore - 02 0 Pontos 1 Ponto 2 Pontos 3 Pontos
Freq. Respiratéria <30 irpm 31-45ipm 46 - 60 irpm > 60 irpm
Tiragem Auséncia Subdiafragmatica ou | Batimento de asade | Batimento de asa de
Intercostal nariz SEM flrcula nariz COM furcula
Sibilo Nao Final expiracdo Durante toda Expiratério e
expiracao Inspiratério
Freq. Cardiaca <120 bpm >120 bpm -Il-- -l
Cianose Sim Nao -l ~fl--
Murmdrio Vesicular Normal Regular; Simétrico - | Diminuido; Simétrico | Silencioso; S/ sibilos
Tabela 2-Scale Wood-Downes-Ferrés (bronquiolite)
Escore - 03 0 Pontos 1 Ponto 2 Pontos 3 Pontos
Murmdirio Vesicular Normal Diminuido nas bases Diminuido Silencioso
globalmente
Msculo escaleno Ausente I~ Presente -l
Sibilo Nao Final expiragao Expiratério e Murmdrio Vesicular
Inspiratério diminuido
globalmente
Farcula Nao —~l[- Sim -~
Saturagdo 02 >94% 92 -94% <92% -

Tabela 3 - Escala PRAM (Pediatric Respiratory Assessment Measure)

CLASSIFICACAO OMA

A
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8.5 ANEXO 5 - Protocolo laboratorial

UNINOVE | c)
L X N N N \
Universidade Nove de Julho .

Protocolo Laboratorial — LABPEI - BALT

1. Processamento do Aspirado nasal que consistira em:

a.

=

® a o

Pegar o material puro (se possivel pegar com muco) SEM CENTRIFUGAR e
armazenar em 2 criotubos com 500plicada e colocar no NITROGENIO LiQUIDO

Centrifugagao em 1.500 rpm, 4°C por 10 minutos sem break

Retirar o sobrenadante e alicotar em 3 eppendorfs e colocar no freezer -80°C
Ressuspender o palet de células com 1ml de PBS 1%

Fazer a contagem na camara de Newbauer

Fazer 6 laminas (5 silanizadas e 1 normal) colocando 10.000 células em cada pogo da

citospin e centrifugar 6.000 rpm por 6 min

2. Processamento do tubo de EDTA:

a
b.
C.
d.

Fazer hemograma

Centrifugagéo em 1.500 rpm, 4°C por 10 minutos sem break

Retirar o sobrenadante e alicotar em 3 eppendorfs e colocar no freezer -80°C

Retirar o buffy coat e alicotar em 1 eppendorf com 100uL de RNA later e colocar no
freezer -80°C

3. Processamento do tubo de heparina sddica:

Diluir o sangue na proporgao 1:1 com PBS 1x estéril.

Colocar o sangue diluido em um tubo falcon de 50 mL contendo ficoll hypaque na
propor¢ao 1(FH):3(sg)

Centrifugar 2.200 rpm por 20 minutos com break de 3 minutos.

Retirar o anel de PBMC e transferir para um tubo falcon 15mL que ja contém 1 ml de
SF 0,9% estéril

e. Ajustar o volume para 10 mL e centrifugar a 1.500 rpm por 10 minutos.

> a =

Retirar o sobrenadante por inverséo e descolar o palet de células.

Ressuspender em 5 mL de SF 0,9% estéril e centrifugar a 1.500 rpm por 10 minutos.
Retirar o sobrenadante por inverséo e descolar o palet de células.

Ressuspender em 1 mL de RPMI 1640+SFB+Gentamicina e retirar 20 pL e contar na
camara de Newbauer.

Apos a contagem celular, centrifugar as células a 1.500 rpm por 10 minutos.

Retirar o sobrenadante e congelar as células em solugéo de 1 ml SFB+DMSO 10%
ATENGAO: Congelar no méximo 1x107 células por criotubo contendo 1mL da solugéo
SFB+DMSO 10%

“Biomarcadores imunolégicos séricos e nasais na infeccdo pediatrica pelo virus sincicial respiratério.” |
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8.6 ANEXO 6 — Carta de autorizacéo da Instituicao co-participante

UNINOVE

DD DD A f -
Univrsiads tlove de oo P TA DE AUTORIZACAO DA INTITUIGAO CO-PARTICIPANTE

Séo Paulo, 03 de Fevereiro de 2015.
A Geréncia de Pedliatria do Conjunto Hospitalar do Mandaqui.

Prezada Senhora Dra. Maria Teresa Torgi Alves.

Eu, Erasmo Assumpgdo Neto, CPF 342.336.068-27, aluno regularmente matriculado no
Mestrado em Medicina da Universidade Nove de Julho  UNINOVE, venho solicitar seu registro de
ciéncia quanto a submisséo ao Comité de Etica da Universidade Nove de Juiho — UNINOVE, do Projeto
“Biomarcadores imunolégicos séricos e nasais na infecgéo pediatrica pelo virus sincicial respiratdrio”,
registrado na Plateforma Brasil que conta com a possibilidade do desenveolvimento da pesquisa nessa
instituicao, a depender da aprovagao do Comité de Etica da instituigdo proponente.

Agradecendo desde ja a sua atengéo e colaborag&o, uma vez que sem ela a deflagragao do
processo estaria prejudicada, colocamo-nos & disposicdo para esclarecimentos que se fagam

necessarios.
Dr.® Matia Terasa To
/ /— /CPF'845.267.1
‘ 122.8%
/ e focee Jor SMemedsro:

Atenciosamente,

Dra. Varia Teresa Torgi Alves

Frof. Erasmo Assumpgdo Neto

Mestrando

Prof. Dr. Rodolfo de Paula Vieira

Qrientador do Mestrado

PRONUNCIAMENTO DA GERENCIA DE PEDIATRIA DO CONJUNTO HOSPITALAR DO MANDAQUI
®ACEITE; O NEGAcAo/uxV 382 =0/
Z 7

O(r: Maua Teresa TorglA!ves
8-34

Assinatura e Carimbo

RM 22
Gerente de P‘\as

“rim
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8.7 ANEXO 7 - ARTIGO PUBLICADO

Medicine & Science

IN
Sports & Exercise

The Official Journal of the American College of Sports Medicine

NWW. ACEM-MSER. 0rg

. . . Published ahead of Print

Dendritic Cells Are Involved in the Effects of Exercise in a Model of Asthma

BreAnne MacKenzie!, Adilson Santos Andrade-Sousal, Manoel Carmeiro Oliveifa-Juniorl,
Erasmo Assumpgio-Neto', Maysa Brandéo Alves-Rangel', Adriano Silva Renno',
Alana Santos-Dias’, Sanja Cicko’, Melanie Grimm?’, Tobias Miiller’, Ana Paula Li geiro
Oliveira', Milton Arruda Martins®, Marco Idzko?, and Rodolfo Paula Vieira'

"Nove de Julho University (UNINOVE), Laboratory of Pulmonary and Exercise Immunology
(LABPEI), Sao Paulo, Brazil; “University Hospital Freigurg, COPD and Asthma Research
Group, Freiburg, Germany: *University of Sao Paulo (USP), School of Medicine, Department of
Clinical Medicine (LIM 20), Sao Paulo, Brazil

Accepted for Publication: 4 March 2016

Medicine & Science in Sports & Exerciseg Published ahead of Print contains articles in unedited
manuscript form that have been peer reviewed and accepted for publication. This manuscript will undergo
copyediting, page composition, and review of the resulting proof before it is published in its final form.
Please note that during the production process errors may be discovered that could affect the content.

Copyright © 2016 American College of Sports Medicine

71



Medicine & Science in Sports & Exercise, Publish Ahead of Print
DOI: 10.1249/MSS.0000000000000927

Dendritic Cells Are Involved in the Effects of Exercise in a Model of Asthma

BreAnne MacKenzie'", Adilson Santos Andrade-Sousa!’, Manoel Carneiro Oliveira-Junior'",
Erasmo Assumpgcio-Neto', Maysa Brandao Alves-Rangel', Adriano Silva Renno’, Alana Santos-
Dias!. Sanja Cickoz, Melanie Grimm?, Tobias Miiller’, Ana Paula Ligeiro Oliveira!, Milton
Arruda Martins®, Marco Idzko?, Rodolfo Paula Vieira’

'Nove de Julho University (UNINOVE), Laboratory of Pulmonary and Exercise Immunology
(LABPEI), Sao Paulo, Brazil; “University Hospital Freigurg, COPD and Asthma Research
Group, Freiburg, Germany;, *University of Sao Paulo (USP), School of Medicine, Department of
Clinical Medicine (LIM 20), Sao Paulo, Brazil

Running title: Exercise modulates immune response in asthma.

* BM, ASAS and MCOJ and have equally contributed to this study.

Corresponding author:

Rodolfo Paula Vieira, PhD

Nove de Julho University (UNINOVE)

Laboratory of Pulmonary and Exercise Immunology (LABPEI) Rua
Vergueiro 235/249, Sdo Paulo — SP, Brazil, 01504-001
rodrelena(@yahoo.com.br

Phone/Fax: +55 11 3385-9001

This study was supported by a research grant from Sao Paulo Research Foundation (FAPESP)
number 2012/15165-2 and 2015/50079-8 and by a research grant from Deutsche Forschungsgemeinschaft
(DFG) 11-7. Results of this study do not constitute endorsement by the ACSM.

Conflict of interest statement
All authors declare no conflict of interest related to this study.

Copyright @ 2016 by the American College of Sports Medicine. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.

72



Abstract

Introduction: Investigate the effects of aerobic exercise (AE) on both the maturation of dendritic
cells (DCs) and the activation of lymphocytes in a mouse model of chronic allergic airway
mmflammation. Methods: CS57Bl/6 mice distributed into Control, Exercise, OVA and
OVA-+Exercise groups were submitted to OVA sensitization and challenge. Treadmill training
was performed for 4 weeks, and mice were assessed for classical features of chronic allergic
airway inflammation, as well as dendritic cell activation and T lymphocyte response. Results:
AE reduced OVA-induced eosinophilic inflammation as observed in bronchoalveolar lavage
fluid (BALF) (p<0.001), airway walls (p<0001) and also reduced collagen deposition (p<0.001).

AE also reduced BALF cytokines (IL-4; p<0.001), (IL-5; p<0.01), (IL-6; p<0.001), (IL13;
p<0.01) and (TNF-o; p<0.01). Cells derived from mediastinal lymphnodes (MLN) of AE
animals that were re-stimulated with ovalbumin, produced less IL-4; (p<0.01), IL-5; (p<0.01)
and IL-13; (p<0.001). In addition, AE reduced both DC activation, as demonstrated by reduced
release of IL-6 (p<0.001), CXCLI1/KC (p<0.01), IL-12p70 (p<0.01) and TNF-a (p<0.05) and DC
maturation, as demonstrated by lower MCH-II expression (p<0.001). Conclusion: AE attenuated
dendritic cell and lymphocyte activation and maturation, which contributed to reduced airway
inflammation and remodeling in the OVA model of chronic allergic airway inflammation.

Key words: asthma, airway inflammation, exercise immunology, cytokines, dendritic cells,

lymphocytes.
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Introduction

Asthma is a chronic inflammatory, heterogeneous airway disease affecting millions of
people around the world (7, 19). Asthma is characterized by partially reversible airflow
limitation, hyperresponsiveness (AHR), wheezing, cough, and airway remodeling of variable
severity (7, 13, 19). Using ovalbumin (OVA) to sensitive mice, this study models allergic
asthma, which is characterized primarily by a T-helper type 2 lymphocyte (Th2) mediated-
pathology. The pathophysiology of the murine ovalbumin (OVA) model is more similar to
allergic asthma in humans, which reproduces several allergic asthma phenotypes, such as
eosinophilic airway inflammation, remodeling and hyperresponsiveness, as well as increased
Th2 cytokines and IgE levels, and is distinct from exercise-induced asthma (ETA) or exercise-
induced bronchoconstriction (EIB) both of which are not primarily Th2-mediated.

The mechanisms underlying the beneficial effects of AE presented in clinical studies,
such as improved exercise capacity and quality of life, reduced bronchospasm, reduced anxiety
and depression, attenuated airway AHR, decreased use of corticosteroids, and reduced
eosinophilic inflammation (4, 14, 15, 21) remain unclear. Murine models of allergic asthma have
suggested some mechanisms by which moderate AE may be beneficial to allergic asthma
patients. For example, in mouse models, low and moderate intensity AE was found to inhibit
redox imbalance, attenuate NF-kB activation, and increase pulmonary T regulatory cells and
corticosteroid receptors (1, 8, 12, 1618, 20, 22-24, 26, 27).

In humans, myeloid dendritic cells (mDCs) have been implicated in allergic asthma as
they trigger and maintain asthmatic airway inflammation (6, 9). mDCs are considered pro-
mnflammatory cells as they prime naive T cells in the lung and also in the lymph nodes, which

results in Th2 differentiation and subsequent Th2 cytokine production, a key feature of asthma
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(6, 9). In order to prime T cells, immature DCs (iDCs) must develop into mature myeloid DCs
(mDCs), which are characterized by the expression of surface markers such as CD40, CDg0,
CD83, CD86 and the major histocompatibility class II (MHC-II) (6, 9). Thus mDCs are essential
in the very early phase of asthma, and also play a key role in sustaining unresolved Th2-
mediated inflammation (6, 9).

Whether AE affects the maturation and activation of DCs and activation of lymphocytes,
has neither been investigated in humans with allergic asthma nor in murine models. Given the
immportance of DCs in mediating the allergic asthma phenotype in humans (6, 9) and in mouse
models of allergic asthma (9), this study aimed to evaluate the effects of moderate AE on DC
maturation and activation and subsequent T-cell activation in the murine ovalbumin model of

allergic asthma.

Materials and Methods

All experiments were approved by the local ethical committee of Freiburg and also by the
ethical committee of Nove de Julho University (AN004.2014) and were carried out according to
the Helsinki convention for the use and care of animals published in 2013.

Animals and experimental groups

Male C57B1/6 mice (6-8 weeks old) were bred at the animal facility of the University
Hospital Freiburg and also in the animal facility of Nove de Julho University under specific
pathogen free conditions.

Animals were divided into four experimental groups as follows: Naive (Control; non-

exercised and non-sensitized; n=20), Exercise (Exe; exercised and nonsensitized; n=20),
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ovalbumin (OVA) (OVA; non-exercised and ovalbumin sensitized; n=20) and OVA+Exercise
(OVA+Exe; ovalbumin sensitized + exercised; n=20).

Induction of chronic allergic airway mflammation

In total, the experiment lasted 58 days, with the exercise protocol beginning on day 28 and
ovalbumin sensitization on day 0. Briefly, animals were sensitized with single intra-peritoneal
mjections (20ug/mouse) of ovalbumin on days 0, 14, 28 and 42. In addition, mice were
challenged with aerosolized ovalbumin solution (1%) 3x/week, 30 minutes/session, beginning on

day 21 and ending on day 55 (5 weeks), as previously described (22).

Aerobic treadmill test and training

All mice were adapted to treadmill training for 3 days (days 24-26), followed by a
physical test on the fourth day (days 27) as previously described (22). Beginning on day 28, Exe
and OVA+Exe groups were trained on a treadmill for mice at low intensity (60% of maximal
velocity reached in the initial physical test) for one hour, 5x/week for four weeks (days 28-56).
(22). A physical test was repeated on day 57, testing for maximal velocity, and animals were

euthanized on day 58.

Analysis of airway inflammation

Airway inflammation was assessed through bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and
also by quantitative histological analysis. Under anesthesia (10mg/kg ketamine and 100mg/kg
xylazine), animals were tracheotomised, and a cannula was inserted into the lungs. Lungs were
washed with 3.0mL of PBS. Total number of cells in BALF were counted using a
hemocytometer and differential evaluations were performed by FACS (Accuri C6, BD

Biosciences) as previously described (25). Briefly, after counting and washing, BALF cells were
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stained for 30 minutes with anti-I-Ad/I-Ed FITC (macrophages/DC), anti-CCR3 (eosinophils),
anti-CD3 and anti-CD19 cy-chrome/PE-Cy5  (lymphocytes) and anti-CDllc APC
(macrophages/DCs) in PBS (25). In addition, airway inflammation was also assessed through
quantitative histomorphometric analysis as previously described (24). Briefly, Sum thickness
lung slices were stained with hematoxylin and eosin for analysis of lung structure and
eosinophils count in the peribronchial space (5 complete airways per mouse) (24). The
peribronchial space corresponded to the area between the epithelial basement membrane (outer
boundary of the bronchial epithelium) and the airway adventitia (corresponding to the beginning
of the lung parenchyma). Thus, after measuring the peribronchial area using the Image ProPlus
version 4.5 (Media Cybemetics, MD, USA), the number of eosinophils into this area were
counted using hematological criteria (24). The results were expressed as number of eosinophils
per square millimeter of peribronchial area (24).

Analysis of airway remodeling

Five pm lung slides were stained with picrosirius red staining kit (Abcam ab150681) for
evaluation of collagen deposition in the airway walls, and a quantitative histomorphometric
method was applied as previously described (24). Briefly, the peribronchial space corresponded
to the area between the epithelial basement membrane (outer boundary of the bronchial
epithelium) and the airway adventitia (corresponding to the beginning of the lung parenchyma).
Thus, after measuring the peribronchial area using the Image ProPlus version 4.5 (Media
Cybernetics, MD, USA), the red stammed area, which comrespond to collagen fibers, were
measured using the same software. The results were expressed as percentage of collagen fibers

related to the total peribronchial area (24).
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Generation and culture of bone marrow-derived dendritic cells (BMDCs)

Bone marrow cells were collected from bone marrow lavage of naive and exercised
animals, as previously described [4]. Bone marrow lavages were centrifuged for 5 minutes, 4°C
at 1500rpm and cell pellets were re-suspended and cultured in RPMI 1640 supplemented with
10% FCS, 1% gentamicin and
recombinant murine GM-CSF (200UImL) for 8 days. On the 9™ day of culture, cells were
pulsed with ovalbumin (100pg/mL) and the superatant was collected for cytokine measurement
(as an indication of DC activation) and the cells used for analysis of BMDCs maturation by
FACS analysis [4].

Activation of Lymphocytes from Mediastinal Lymph Nodes (MLN)

MLNs were collected from all animals from all experimental groups and passed through a
70pm cell strainer followed by 40pm in RPMI 1640 medium supplemented with 10% FCS and
% gentamicin in a sterile environment. Cells were counted and resuspended in the medium

described above and then placed in 96 well plates.

Thl. Th2 and Anti-inflammatory Cytokines Analysis

Cytokines were analyzed by ELISA R&D Systems DuoSet ELISA kits (IFN-y DY458:;
TNF-o kit DY410; IL-6 kit DY406; IL-12p70 kit DY419; IL-4 kit code DY404; IL-5 kit code
DY405; IL-13 kit code DY413 and IL-10 kit code DY417) according to the manufacturer’
recommendations in the supernatant of BALF, DC supematant, and also in the supernatant of re-

stimulated mediastinal lymphnodes (MLN) as previously described (24).
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Statistical Analysis

The Sigma Stat 3.5 software was used for statistical analysis. The Graph Pad Prism 5.0
software was used to build the graphs. Normality analysis revealed parametric data that were
expressed as means = SD. Comparisons between all groups were carried out by two-way analysis

of variance (ANOVA), followed by

Student-Newman-Keuls post-hoc test. Values were considered significant at p<0.05.

Results

Aerobic exercise reduces inflammatory cells in BALF

In order to verify robust asthmatic response due to OVA injury, and to assess the extent
by which moderate AE attenuated OVA injury, a differential analysis of cells present in the
bronchial alveolar lavage fluid (BALF) was performed. Total cell number (Figure 1A),
eosinophils (Figure 1B), neutrophils (Figure 1C), lymphocytes (Figure 1D), and macrophages
(Figure 1E), were increased significantly in BALF fluid of OVA-treated mice suggesting
considerably increased inflammation in OVA-treated mouse lungs. Exercise alone did not
increase the number of inflammatory cells. The presence of inflammatory cells in the BALF of
OVA-treated mice that performed moderate intensity exercise (AE) was significantly decreased

compared to OV Atreated sedentary mice.
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Aerobic exercise positively modulates the pulmonary cytokines levels

To further assess inflammatory levels, inflammatory cytokines were measured (Figure 2).
In concordance with mflammatory cell counts (Figure 1), an increase in pro-inflammatory
cytokines IL-4 (Figure 2A), IL-5 (Figure 2B), IL-6 (Figure 2C), IL-13
(Figure 2F) and TNF-a (Figure 2G) was observed in OVA-treated mice. Pro-inflammatory
cytokines were attenuated in OVA mice performing AE, and slightly reduced in exercise only
groups. Anti-inflammatory cytokine IL-10 (Figure 2C) was increased in exercise only and
OVA+Exe groups suggesting that moderate AE significantly increased IL-10 in the presence or
absence of OVA freatment. AE slightly increased Thl cytokine IL-12p70. IL-12p70 was
decreased in the OVA-only group, indicating a primarily Th2 response in this model, and
remained at the same level as the non-treated group in the OVA+Exe group, indicating that
exercise may result in a more balanced Th1/Th2 response (Figure 2E).
Aerobic exercise reduces chronic allergic airway inflammation and remodeling

In order to assess the number of eosinophils present in the conducting airways,
quantitative histological analyses were performed on hematoxylin and eosin stained sections, and
eosinophils were counted (Figure 3A-D). The number of eosinophils was unchanged in the
exercise only group and increased to approximately 130/mm” in the sedentary OVA group.
Moderate intensity AE reduced eosinophil counts to approximately 50/mm” (Figure 3A),
matching observations of eosinophils in the BALF fluid (Figure 1B).

As in asthma, the OVA model also leads to structural remodeling of the airways.
Picrosirius staining indicated no change in exercise only mice, and an increase in collagen fibers
m OVA mice compared to control (Figure 3F). Exercised OVA mouse airways underwent

significantly less remodeling (Figure 3F). Results were quantified as the percent of airway
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collagen (Figure 3F). In summary, these data demonstrate that moderate intensity AE decreases
airway remodeling due to

Th2 mflammation in a model of OVA.

Aerobic exercise inhibits T lymphocytes activation

Immature dendritic cells that sense and collect antigen, like OVA as used in the present
study, in the lung, will then continue on to the mediastinal lymphnodes (MLN) where they will
present the OVA antigen to naive T-cells. Naive T-cells that have become Th2 cells are robust
producers of IL-4, IL-5 and IL-13. Therefore, measuring these cytokines in the MLN also serves
as an measurement of the Th2 cell population activation (24). In exercise only mice, the cytokine
levels were similar to those of the control, while in OVA treated mice, Th2 cytokines were
mcreased. As expected, reduced levels of Th2 cytokines were observed in exercised OVA mice
(Figure 4A, B, C). IFN-y 1s produced predominantly by natural killer (NK), natural killer T
(NKT) cells, and also by cytotoxic Thl cells. IFN-y was not significantly regulated between
groups in this model (Figure 4D).

Aerobic exercise inhibits dendritic cells activation and maturation

Next, a model of dendritic cell maturation using OVA stimulation of dendritic cells
isolated from bone marrow lavages (BMDCs) derived from either sedentary or exercised animals
was performed (24). On the ninth day of culture, cells were pulsed with ovalbumin (100pg/mL)
and the supernatant was collected for cytokine measurement using ELISA (Figure 5) and also for
FACs analyses for surface markers of dendritic cell maturation (Figure 5). Results are expressed
as the level of cytokines detected in cell free medium versus the level of cytokines detected in

the cell free medium of BMDCs of sedentary animals (Naive/Medium) or exercised-only animals
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(Exe/Medium). In addition, BMDCs derived from non-stimulated sedentary mice were compared
to OVA-stimulated BMDCs isolated from sedentary mice (Naive/OVA). In addition, cytokine
levels of non-stimulated BMDCs derived from exercised mice were compared to those of
BMDCs from exercised mice stimulated with OVA (Exe/OVA). In summary, BMDCs derived
from exercised only mice were more resistant to OVA-induced cytokines IL-6, CXCL1/KC, IL-
12p70, and TNF-a (Figures SA-D).

FACs analyses revealed higher expression of mature dendritic cell marker MHC-IT in
OVA-stimulated BMDCs derived from sedentary animals than in OVAstimulated BDMCs
derived from exercised animals (Figure 6A). Other markers for mature dendritic cells: CD80
(Figure 6B), CD83 (Figure 6C), and CD86 (Figure 6D) were only slightly reduced in OVA-
stimulated BDMCs derived from exercised animals. These results suggested that BMDCs
derived from exercised animals might be less mature than BMDCs derived from sedentary
animals. Thus the attenuated Th2 response observed in the OVA+Exe groups may be partly due
to exercise’s stifling effect on dendritic cell maturation. Figure 6E and 6F are representative
FACS

histogram from CD80 and CD83 expression, respectively.

Discussion

Allergic asthma is a disease characterized by a prodigious Th2 response, which is
mstigated by mDCs. Although low and moderate AE has been shown to attenuate the Th2
response in mouse models of allergic asthma (1, 8, 12, 16-18, 20, 22-24, 26, 27), whether
moderate AE affects the maturation and activation of DCs and the subsequent lymphocyte

response has not been studied. In this study, OVA-sensitized mice ran on a treadmill at 60% of
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their maximal capacity (an intensity similar to jogging or light running) for 5 days a week, 60min
a day, for 5 weeks, and showed a decreased Th2 response. While these results suggest that
moderate AE may attenuate the Th2 activation in allergic asthmatics, ovalbumin model of
chronic allergic airway inflammation is not part of the true pathology of allergic asthma,
therefore these results require cautious interpretation.

DCs derive from hematopoietic stem cells in the bone marrow and hone to sites of
pathogen invasion. Antigen acquisition and processing by DCs stimulates their maturation,
which is partly characterized by MHCII expression. Next, mDCs migrate to mediastinal lymph
nodes (MLNs) to educate naive T-cells. Thus mDCs influence whether the lymphocyte response
to a pathogen is primarily Thl or Th2 mediated. In this study, OVA-treatment of both sedentary
and exercised mice resulted in an overall increase in lymphocyte infiltration in the lung (Figure
1). However, their respective cytokine profiles were significantly different (Figure 2). Reduced
Th2 cytokines (IL-4, IL-5, and IL-13) in the OVA-Exe animals suggested incomplete maturation
of dendritic cells in exercised mice, which likely contributed to the attenuated lymphocyte
accumulation m OVA+Exe animals. Likewise, increased IL-6 production in OVA mice
indicated that in the absence of exercise, dendritic cells illicit a primarily Th2 response (2).
Furthermore, the reduction of the Thl cytokine IL-12p70 in OV A sedentary mice also indicated
a major recruitment of Th2 cells in this model. In contrast, the maintenance of IL-12p70
production in OVA+Exe mice suggested that moderate AE may result in a more balanced
Th1/Th2 response to OVA. Since allergic asthma in humans is characterized primarily by a
robust Th2 response, these results along with other allergic asthma model animal study results (1,

8, 12, 16-18, 20, 22-24, 26, 27), suggest that moderate AE may attenuate an allergic asthmatic’s
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Th2 response to allergens, however clinical studies exposing allergic asthmatics to a regimen of
moderate intensity AE are needed.

In both exercise and OVA+Exe mice, anti-inflammatory cytokine IL-10 was increased. In
vitro, IL-10 mnhibits both cytokine production and antigen-presenting function by inhibiting IL-
12 production as well as the expression of MHCII, the co-stimulatory molecules CD80, CD86,
and the DC marker CD83 (11). Interestingly, IL.-10 reduced MHCII expression following
activation of monocytes with LPS (28). Exposure to increased levels of IL-10 following exercise
may explain why MHCII expression was strongly reduced in activated dendritic cells derived
from exercised mice and significantly but not strongly for the other markers of mDCs maturation
such as CD80, CD83, and CD86 (Figure 6).

AE has also been shown to increase intracellular cyclic adenosine monophosphate (cAMP)
(3). cAMP signals not only via protein kinase A (PKA), but also activates exchange protein
activated by cAMP (Epac), a second major cAMP effector. In the context of dendritic cell
maturation, one study showed that ¢cAMP- activated Epac blocked MHCII expression by
dendritic cells (5). Moreover, cAMP and cAMP-elevating agents have been demonstrated to
repress antigen presentation by LPS-stimulated BMDCs (10). Taken together, increased cAMP
due to AE may be another potential mechanism by which the expression of MHCII was reduced
by BMDCs harvested from exercised mice and stimulated in vitro with OVA. However, it
remains unclear why co-stimulatory molecules CD80, CD86, and the DC marker CD83
expression remain elevated in exercised animals. In the future, co-cultures of dendritic cells and
lymphocytes harvested from this model may provide further insight into the mechanisms

mvolved.
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In summary, moderate AE led to decreased maturation of DCs indicated by a reduction of
MHCII, CD80, CD83 and CD86 expression in this model (Figure 6) which likely contributed to
decreased Th2 differentiation and activation, resulting in the blunted pro-inflammatory cytokine
response observed in OVA-+Exe mice (Figure 2). These results further support the anti-
mflammatory effects of moderate intensity AE in ovalbumin model of chronic allergic airway
inflammation, and provide evidence that AE may stifle dendritic cell maturation and activation

and T lymphocyte activation thereby promoting a more balanced immune response.
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Figure Legends

Figure 1: Inflammation in BALF.

BALF was isolated from non-stimulated (Control); moderate exercised (Exe) sedentary,
ovalbumin-treated (OVA); and animals that performed moderate exercise and received
ovalbumin treatment (OVA+Exe) and cytospin was performed. At least 300 cells were counted
per cytospin. Total cell number (A) total eosinophils (B), neutrophils (C), lymphocytes (D), and
macrophages (E). Inflammatory cells in the BALF of OVA-treated mice that performed

moderate intensity exercise versus OVA-treated sedentary mice. ***p<0.001.

Figure 2: Inflammatory cytokine production.

ELISAs were performed on BAL fluid isolated from non-stimulated (Control); moderate
exercise (Exe) sedentary; ovalbumin treated (OVA); and moderate exercised plus ovalbumin
treated (OVA+Exe). IL-4 (A), IL-5 (B), IL-6 (C), IL-10 (D), IL12p70 (E), IL-13 (F) TNF-o (G).

*#%p<0.001; **p<0.01, *p<0.05.

Figure 3: Airway inflammation and remodeling

Non-stimulated (Control); moderate exercise (Exe) sedentary; ovalbumin-treated (OVA); and
moderate exercised plus ovalbumin-treated (OVA+Exe). Hematoxylin and eosin staining of
conducting airways was performed and eosinophils counted in the peribronchial space (5
complete airways per mouse per group). Control (A), Exe (B), OVA (C), OVA+Exe (D). Results

are expressed as the number of eosinophils per mm? of conducting airways (E).
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Picrosirius staining for collagen fiber quantification in Control, Exe, OVA and OVA+Exe groups
were quantified and expressed as percentage of collagen fibers related to the total peribronchial

area (F). ***p<0.001.

Figure 4: Th2 cytokines in the mediastinal lymph nodes
Non-stimulated (Control); moderate exercise (Exe) sedentary; ovalbumin-treated (OVA); and
moderate exercised plus ovalbumin treated (OVA+Exe). Elisa was performed on MLN for IL-4

(A), IL-5 (B), IL-13 (C), IFN-y (D). ***p<0.001; **p<0.01, *p<0.05.

Figure 5: Elisa measurements of supernatant collected from bone marrow derived
dendritic cells (BMDCs) cultures stimulated with ovalbumin from sedentary or exercised
mice

On day ninth day of culture, cells isolated from lavages were pulsed with ovalbumin

(100pg/mL) and the supernatant was collected for cytokine measurement using ELISA for
cytokines. Results are expressed as the level of cytokines detected in cell free medium versus
BMDCs collected in sedentary animals (Naive/Medium) or cell free medium versus BMDCs
derived from exercised-only (Exe/Medium) animals. BMDCs derived from sedentary mice
stimulated with OVA were compared to non-stimulated BMDC isolated from sedentary mice
(Naive/OVA) as well as non-stimulated BMDCs derived from exercised mice versus BMDCs
from exercised mice stimulated with OVA as (Exe/OVA). BMDCs derived from exercised only
mice were more resistant to OVA induced cytokines IL-6, (A) CXCL1/KC (B), IL-12p70 (C),

and TNF-a (D). ¥**p<0.001; **p<0.01, *p<0.05.
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Figure 6: FACS analyses of bone marrow derived dendritic cells (BMDCs) cultures
stimulated with ovalbumin from sedentary or exercised mice

Results are expressed as the level of cytokines detected in cell free medium versus

BMDCs collected in sedentary animals (Naive/Medium) or cell free medium versus BMDCs
derived from exercised-only (Exe/Medium) animals. BMDCs derived from sedentary mice
stimulated with OVA were compared to non-stimulated BMDC isolated from sedentary mice
(Naive/OVA) as well as non-stimulated BMDCs derived from exercised mice versus BMDCs
from exercised mice stimulated with OVA as (Exe/OVA). MHC-IL (A) CD-80 (B), CD-83 (C),
and CD-86 (D). Figure 6F and 6G are representative FACS histogram from CD80 and CD83
expression, respectively.

*E*p<0.001; **p<0.01, *p<0.05.
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8.8 ANEXO 8 — ACEITE DO TRABALHO PARA APRESENTACAO NO
FORMATO DE POSTER NO 10° CONGRESSO DA ALAT.

| M I Gmail Erasmo Assumpcao Neto <erasmo.neto@gmail.com>

Erasmo Assumpcao Neto — Resumen Aprobado al 10° Congreso ALAT

ALAT <web@alatorax.org> 22 de margo de 2016 23:35
Para: erasmo.neto@gmail.com

Resultado de los
Trabajos
Cientificos
presentados al
10° Congreso

R e o ALAT, 2016
— (L

Estimado/a Autor Responsable Erasmo Assumpcéo Neto

El Comité Organizador del 10° Congreso ALAT tiene el agrado de informarle que todo
trabajo presentado como Resumen cientifico, bajo su cargo y responsabilidad, ha sido
aprobado .

Agradecemos su aporte, que junto a los mas de 500 resimenes hara de nuestro 10°
Congreso el evento méas importante de 2016 en Salud y Medina Respiratoria de toda América
Latina.

De su interés

Esta aprobacién representa para usted la obtencién de su Inscripcion sin cargo al 10°
Congreso ALAT.

1. Todos los trabajos deben presentarse en formato de POSTER en el dia, horay
lugar que le informaremos posteriormente.

2. Sisu trabajo sale favorecido como uno de los 50 mejores del congreso, usted
debera presentarlo adicionalmente como PRESENTACION ORAL; esta
informacion le sera enviada en unas semanas.

3. Los trabajos premiados como orales tendran ademas derecho a una BECA de
alojamiento, desayuno e inscripcién que el congreso otorga a las mejores
investigaciones.

Ante cualquier consulta en el proceso de inscripcion, por favor dirijase a
inscripciones@alatorax.org

Muchas gracias por participar y lo esperamos en julio, en Santiago de Chile.
iNos vemos pronto!

2 1oﬂcowz£so
ALAT

L Atachol e arrcond o

“Santiago ¢ Chile s 6-5+ i t
Cent(G'de Cdnyenciones CASAPIEDRA |

Nuestros Recursos publicos: www.alatorax.org | www.congresosalat.org

Nuestra Comunidad en Redes: @ALATorax | www.facebook.com/alatorax
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8.9 ANEXO 9 - ACEITE DO TRABALHO PARA APRESENTACAO
ORAL NO 10° CONGRESSO DA ALAT.

l ™ I Gmall Erasmo Assumpcac Neto <erasmo.neto@gmail.com>

Erasmo Assumpgcio Neto: Presentara su Trabajo como COMUNICACION ORAL en
el 10° Congreso ALAT: jFelicitaciones!

ALAT <web@alatorax.org= 9 de maio de 2016 16:20
Para: erasmo_neto@gmail_com

©ALAT

Asociacién Latinoamericana de Térax
Associagdo Latino-americana do Tdrax

Latinoamérica inspira | A América Latina inspira www.alatorax.org

Estimado Dr . (a): Erasmo Assumpgio Neto

Después de la evaluacion realizada por los miembros del comité evaluador de trabajos de
investigacion del 10? Congreso de la ALAT que se llevara a cabo del 6 al 9 de julio de 2016
en el Centro de Convenciones CasaPiedra de la ciudad de Santiago, Chile, queremos
informarle que ademas de haber aceptado su trabajo en modalidad de poster (recibira otro
correo con las indicaciones), su investigacion también ha sido ACEPTADA para presentacion
como COMUNICACION ORAL durante los simposios de investigacion tematicos en el
congreso, segln las siguientes indicaciones:

(Si usted ha presentado mas de un trabajo y los mismos han sido aceptados para
COMUNICACION ORAL, recibira mails conseculivos con cada titulo y trabajo aceptado)

ID 340

Titulo: BIOMARCADORES SERICOS E NASAIS NA INFECCAQ PEDIATRICA PELO VIRUS
SINCICIAL RESPIRATORIO

Autores: Assumpcédo-Neto E, Durigon,TS; Oliveira-Junior,MC; Dias ,AS; MacKenzie B,
Constancio,FS; El-Mafarjeh,E; Rigonato-Oliveira,NC; Brito AA; Oliveira APL; Oliveira,
DBL; Durigon,EL; Vieira,RP.

Pais: Brasil.

Dia de su Presentacién ORAL: Thursday 07 Jul 2016
Hora: 10:00a 11:00 hs

Salon asignado: Chichen lza

Duracién de la presentacion: 8 minutos de presentacion por parte del autor (maximo 10
diapositivas) y 4 minutos de discusion dirigida por los moderadores asignados

Las presentaciones de los simposios han sido agrupadas por diferentes tematicas y sin
ninguna ofra actividad académica simultanea, para darle mayor relevancia a la investigacion
en el congreso

En cada simposio de una hora seran presentados § trabajes (iempo de cada trabajo 12
minutos) y sera coordinado por dos moderadores de sesién quienes supervisaran de forma
esfricta el cumplimiento de los tiempos asignados.

jLo/a felicitamos!

Recuerde por favor:

Ante cualquier inquietud comunicarse con la Secretaria ALAT, a cargo de la Sra. Mariela
Rodriguez: secretaria_alat@gmail.com

Cordialmente,

Comité Organizador del 10° Congreso ALAT

Este e-mail fue enviado a erasmo.neto@gmail.com
Darse de baja inmediatamente 10 2



8.10ANEXO 10 — PREMIO DADO AOS 50 MELHORES TRABALHOS
DO 10° CONGRESSO DA ALAT.

M Gma” Erasmo Assumpcao Neto <erasmo.neto@gmail.com>

Beca alojamiento Congreso ALAT 2016

Secretaria ALAT <secretaria.alat@gmail.com> 27 de maio de 2016 18:00
Responder a: secretaria@alatorax.org

Para: Erasmo Assumpcao Neto <erasmo.neto@gmail.com>

Cc: Juan Carlos Mejia <diroperaciones@alatorax.org>

Estimado Dr.Assumcao-Neto

En nombre del Comité Cientifico del Congreso ALAT 2016, tenemos el agrado de informarle ¢que debido a algunas
declinaciones previas, Ud (o quien presente el trabajo) ha sido favorecido con beca de alojamiento en Santiago por
un maximo de 4 noches por el siguiente trabajo:

BIOMARCADORES SERICOS E NASAIS NA INFECCAO PEDIATRICA PELO VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO
Assumpcao-Neto,E; Durigon,TS; Oliveira-Junior,MC; Dias,AS; MacKenzie,B; Constancio,FS; El-Mafarjeh,E;
Rigonato-Oliveira,NC; Brito,AA; Oliveira,APL; Oliveira,DBL; Durigon,EL; Vieira,RP.

Rogamos confirme si hard uso de esta beca a la brevedad posible.
Muchas gracias y saludos,

Mariela Rodriguez

Secretaria ALAT

Email- secretaria@alatorax org

Movil: (598) 94251509
www.alatorax.org

e
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8.11ANEXO 11 — ACEITE DO TRABALHO PARA APRESENTACAO
NO FORMATO DE POSTER NO ERS INTERNATIONAL
CONGRESS 2016 — LONDON

@ ERS INTERNATIONAL CONGRESS 2016

LONDON united kingdom, 3-7 september

Disconnect
Step 1 - Check your submitted abstracts
n Effects of low level laser therapy in experimental model of asthma induced by house Accepted for Thematic
°2884 dust mite Poster
n New serum and nasal immunological biomarkers in pediatric infection caused by Accepted for Thematic
°3396 respiratory syncytial virus Poster
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Introduction

[dSopathic pulmsonary fibrosis (IPF) afects primarily mes in the 57 decade of life o a raie of 4-
12/ 100,044, and has a prognosis of 3-5 years following diagnoses [ 1. Pabienis preseat dyspnea
due Lo expanding fibrotic lestons cansed by the accumulation of extracdlular matnx prodeins
in the lung parenchyma, which gradually dastroys abveoh leading bo insuficien gas exchange.
'While surfadant protein folding defects are responsible for a small percentage of pulmonary
fibross | 2], meoat cases are idiopathac. Studies suggest that repetitte epithelial injury cansed by
envirommental or endoplsmic rticalom (ER) stress, combined with an aberrant wounsd repair
mechanism may be parily to blame ba the exact mechamisms remain unkneswn [34) While
some drogs shghtly redoce the mie of lung function dedine, treatment options remain pallia.
trve |5). Though the role of inflammation m 1PF, spedally from Th2 background, induding the
irestment of 1FF with anti-inflammaiories is hotly debated [£], the expression of Thz cpto-
kines, specifically 11-4 and 115, predominate over Thi cytokine, [FN-gamma, as accredited bo
play an imporian role for progression of pulmomary fibrmsis [ 7).

Aerohic exercise (AE) has been found 1o redoce The-mediated inflammation in murine
allergic asthma models [E.5] and some clinicl sudie with allesgic asthma patients show tha
exerdse may bz beneficial [12-12). [n the context of [PE, recent dinical smdies have
highlighted that while exencise doss not owre [PF, pulmomary rehabilitation programs that
inorponte physical iraming improve the patient’s six-minute walk scores, body composition,
and quality ol hie [13-15] with somi patienis responding meore positively than others.

Though bleomycin was crigmally used 2san anti-cancer dnug, given its DNA deaving and
anbi-tumorigenic activity, Wk systemic use was repealed dise bo the aonurrenceof 2 lethal, bleo-
mycin-induced pulmonary fibrosis side effedt | 16,17]. Cro-tmcheal adminisration of Heomy-
«cinin rodents is carrenthy the most otilized antmal modd of 1PF as the kesons formed doe o
bleomycin are hisiologially similar o those observed in [PF [12]. Howeves, the mode is Bm-
ilisd, a5 ice are able to reparr the benoms over bme. The rbe of repair however is oflm wed 1o
indicale whethera particular modecule, pathway or treatment conld polentially be beneficial bo
[PF patienis. Wil two studies have shown that chroaic, modemle AE atiensales bleomyon-
induced firosis [19.20], this sody uses mice of 2 Th2 -domimant immome- responsire back-
ground (BA LR c) o lest for Uhe first ime, the hypothesis that AF accelerates the resclution of
hleomycin-induced airway fbrosis im part by atiermaling the Th2 immune response.

Methods

‘e aleo state that all experiments were appeoved by the ethical commitiees of the University of
5an Faulo School of Medicne and Move de lulho University (375/13). Experiments were car-
riedd oanl T acroedance o the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, published by
the LS. Nadonal Institutes of Health (NIH publication no. 85-23, revised 199€). During the
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whole experimenl, the animals did nol preseat any alieration in health stabns, which was moni-
lored Sxiweck prior the physical trming sessions. Also, no mice died durmg the experiments.

Animals and experimentzl groups

BALR, male mice (2025 g) were cbiained from the Ceniral Animal Facility of School of
Medicine of the University of Sao Paulo and distributed into Controd (Con), Exercise (Ex),
Mecmmydm ( Blec) and Bleomycm + Exencise (Bleos Ex) groups (n = 2/group).

Bleommycin sulfze (1.501%g; Meizder Biopharma, 5P, Brazil) was administersd oro-tracheally
under anesthesia (ketamine |00mp/kyg and sytwine |0mg/kg).

Exercise test and aenobic training protocol

The aerobic iminng probocol began 15 days afier bleomyom adminisiration. Adapiation 1o
ireadmill training was performed as previously described [£,21 ). Following 3 days of adapiation
(15 min/day, z5* indine, 2.2 Km/h], animals were submitied 1o 2 physical tesl (beginning a 0.2
Emi'h, increasing 0.1 Kme'h every 25 minutes) unlil animals were exhausied . Exhandion was
defined as Eilure i ron followmg 10 genile, mechanical stimuli [8,22) Treadmill traming was
performad at 0% off the maximum velodty reachied im the physical test during 4 weeks, 52!
wesk, 50 minutes'session. Twenty-four hours before authanasia {ketamime 200mg kg 2nd xyla-
rine 20mg/kg), the final physical test was performed [8.22]

Chuan tifica ion of collzgen fibers in the sireays wall and in the lung
parenchyma

Following transcardiac de-smpumation with phosphate baifered safine (PRS), left lobe were
excised, fixed in 4% formalin scolution, embedded in parafin and sectioned in fve micrometers
shoes. The serial sections were dooe in approomately 2mm deep indo the long bsoe (o 2ssure
that central to digtal airways would be reached i the sedtioms. Picen Sirius Red staining for ool -
lagen fibers was performiad as previoushy described [5,22-24] Collagen fibers were detectable
via hight micrescopy {red stzinmg) and the extent of collagen conlent was determined in the
walls of five airways per mouse, m all 8 mice of each group and also i fifteen long parenchyma
ficdds per mous: {3 20X magnification] neing the mage Pro Plos 4.5 software.

First, to asses collagen conbent within the airway wall, the sireay area {defined as the ara.
between the epithelial basement membrane and airway adventitia) was delmited; vessels wese:
excluded. Next, 2 constant color threshold was caloulated for the analyses of all samples By sub-
iracting the difference of staining inlensity between coatrols and fbeotic ammals. This thresh-
old was caloalaled by the software and was used consisiently bo measure the areas of red
staiming, Airway collagen comtent was caloolaled as the relation between the area of red saining
within the airway wall and the tolal airway area |5.22-24| and results expressed as percentage
Airway collagen conlend in exch animal was caloolated as mean values of 5 aireeys.

For quantifiction of collagen catenl in the lung parenchyma, frst the total arm of lung
paremchyma m sach Held was determaned and also the area of @it spaces. The parenchymal ts-
soearea was determined in each fidd by subtracting the air spaces area from the total paren-
chymal area. Then, using a constanl codor threshaold, the red staining area was determined
within the long parenchyma (15 fidds per animal). Parenchyma oollagen conlen in each Held
was then calonlated as the relation Eebween the parendhymal area of collagen fibers and the
Iotal parenchyma area in the field and expressed as percentage.
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Collection and anahyses of bronchial shveolar lavage | BAL) fluid
Following anesthetization, a cannula was inseried into the trachea and lungs were washed with
Ix 500ml of PES. BAL fhmd was contrifoged 2l 900y for 10 mimmies 2 490 Supernatant was
stored at -B2°C for further ELIEA experiments, and the ol pellet was resuspended in 1ml of
PRS fior total ool count (Meubawer chamber) and differential cdll count anabyes (oriospin
preparation . Cyinspims were stained with DT Chuick and differential cell ooonts were per-
formid hasad on hemagological critenia, considering 300 colls [ 25]

Cytokines Measurements in BAL Fluid

The levels oflL-1p {43250 % Biolegend, CA, USA), IL-5 (431203; Biolegend, CA, USA), [L-6
(431303; Biolsgend, CA, USA), CXCL-17KC (DY 453; BD Spstems, MM USAL [L-10{431413;
Binlegend CA, USA), IL-13 (D041 3; R Systems, MM, USA) and 1GE.1 (IY791; RD Systems,
MB LISA ) were measared im BAL Muid usimg ELISA kts acmording bo the manuactanes
recommeen dations.

The software Graph Pad Prism 5.0 was used Lo perform stalistical anatysis and also: for gaphs.
The mormality of the data was tested by Shapimo-'Wilk test and the data was anabyred by one.
gy analysis of variance { ANIWA) followsd by the Boafermoni posi-hoc lesl. Significance lev-
s were considered for p-c0.05. Valoes were expressed as meam = S0

Results

Collagen deposition in the aireays and in the lung parenchyma was
reduced by asnoh ic exerncise

Picre Sirius Red gaining {red indicates collagen expresson) was used to visuafiee the exent of
collagen deposition in the sirweys wall in sedentary CCON] animals (Fg 1A), exercise only
(EX) (Fig 1E), sedentary bleomycm (ELECH (Fig 1), and exercised bleomycin animals (ELEC
DN (Fag 1130, An mcrease in collagen fibers was observed in BLED mice compared 1o OO0
and EX whale BLEC - EX mice showed less collagen than the BLEC group. In summary, these
ohearvations (n = &/group) were quantified by image smabyss software (g 1) and showed
that arrohic evercise {4 E) decreased the extent of bBleomycn-induced collagen deposition. In
addition, parenchymal remodeling was also evalualed in sedentary (CON]) animals (g 1),
exeroise only (EXD (Eig 105, sedentary blemmyom (ELECS (g 1H), and exercised bleomycn
animals {BLEOuEXh (g 11). An increase in collages fibers i the long parenchyma was
ohszrved in BLED mice compared 1o/ CON and EX while BLEOS EX mice showed less collagen
than the BLED group. In summary, these oheervations {n = 8/group) were quantified by mmage
analysis software (Fig 1[) and showed that aceobic exercise {AE) docreassd the extent of Bleo-

Agrobic exarcise decre ssed bleomycin-induced inflammatony cells in
BAL

Im [og 2, #ntal and differential coll counts of broachoabveslar lovage (BAL) fuid (n = 2 animals’
Eroup] were analyzed. Total ool count was sightly reduced im EX group compared 10000N
animals {I3g 24} bui nol 1oa sabistically sgnificant extend. An morease in the iotal number of
coells i the BAL fuid of BLED mice was detected (Bg 240, In BLEOWEX, this momber was
reduced to the levds of the CON group (g 24) Differential cdl counts for macrophages
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(I5g 210, neutrophals (I5g 20) and lymphocytes (f5g 210) showed the same patiers- compared
1o CON, EXE only mace showed a trend towards 2 decrease in immune cells, while cell counts
were significantly sugmented in BLEQ caly mice 2nd reduced in BLEO S EX compared to
BLEO only. Very few cosnophils were detected im CON and EX mice compared to BLEQ mice
{Fag 2B). Ecsinophal number was docreased m BI1EO4 EX mice compared to RLEO mice (Fig
2E). In summary, AE reduced the number ofbleomycmn-mduced inSammatory cdls m BAL

Asrobic exercise diminishad the exprassion of bleomycin-inducad pro-
inflammatory cytokines and IGF-1in BAL

The pro-infammatory cytokine [L-1], was increased in BLEO 2nd decreased in BLEOS EX
(Fg 3A). Pro-mflammatory cytokines IL-3, 11-6, and 11.-13 showed were 2lso increased in
BLEO and decreased in BLEOWEX (15g 3B 3C and 3G respectively). The neutrophil chemo-
attractant CXCL- UKC was mcreased in BLEO mice and reduced in BLEOEX groasp (Fig 30).
Anti-mflammatory cytokine IL-10 was increased m EX compared to CON 2nd farther
increased m BLEO S EX compased 1o 2ll groups (g 3E). Insulin-like growth factoe 1 (IGF-1),
implicated 2s 2 polent, peo-fibrotic, fibroblast growth factor in the context of IPF and hleomy-
cin-induced fibrosis, was increased in the BLEO group, and reduced mn the BLEQ4 EX group
u". zl)-
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Discussion
Using a Th2-dominan immamie- responsie hackgroomd (RALR'C), this sudy tesiad for the
firsl timee thie bypothesis that AFE accelerles the resolutioa of blsomycm-mduced airway fibeo-
515 i pard By atlermaling the Th2 nespomse, 2s demonstraled by redisced levels of 11-5 and 11-
13, While other straims of mice alss mount a mild Th2 inflammatony cyiokine responss io bleo-
mycin ireatment, the Th2 reaction i significanily sronger m BA LB/ mice than in olber
strains | 26-22]. Though the rode of Th2 cytokines in [PF is debated; as patients present with
very fittle overl inflammation 1 the Gmeof dagnoss, inflammation is sospected o play a role
in the sy stages of disease |23]. Though mere oversspression of 1L-13 in mice lead o
increased fibrosis [24], and 2 dindcal sdy using anti-[1.-13 thempy i camently un derway
[HICT01372689), il is important to nole thal so far, therapics alienuating ither Thi [25] or
P LIRS O | 0 1 T ol oo (00 MY g e 2, VTR LAAT

110



P
'@FL'ES | CNE i i il v s TH 2 M

AL F LA el

i & ¥ F

B CRE LA poied )

FEEEEN

i

BaLF s ipgeml

g &

1
:
3
E

ol
LI e ] L] L] Bac Sy
—_—
_L_LG
=
i
Coalel  BE [T,

Fig L Ey o i i mc g o i e a i i s IEUA I ool s o s g sl ity i SRR v ra s B i e
ELIEA in =Bdgreuph 5 ek nbary (00N sooar sl y (5N i v ey e arrpsin (BUEO0 amd oo retad
s rydrs i b (L IEE O (A IL-1 B IS 0 L (D SN 1 B IL- 1, FY R0 R L1
B i, ®pad i ad PpealiE.

sl LA . e (1 B30 900

Th2 inflimmation [30,3] | do nol generally bad to beiter overall cutcomes for [PF paients
[22). Theselioee, il moreasad Th2 imflammaiion indeed comnibules 1o the onset of [PF, exencise-
induced attenmation of Th2 inflammation may be more beneficial as a preventalive therapy
Hiowsevier, the amli- fibeolic effects of exerdse are nol limited to the Tmmune: sysiem as demon-
sirated n a recent study which implicated decreased 5 serolonin and Aki-sgnalimg in the
reduction of fbensis [33]. In sommary, forther godies are nesded in ordar to fally onderstand
the extent and mechanisms by which aerobic exercise semmies fbrosis.

In a more recent shudy, C57BEYE (Thi-dominant hackgroumnd) mice wene spbjecied 1o the
same breadmill prodocol need in the pressnd study (modersie mimsty running al 607 mazimal
capaity, for 4 weeks, beginnimg 2 15 days post-injury) [20]. Cs7Bs (BLED: EX) also showed
decreased mflammation and fibrosds, and attenuated Akt and serolonin signaling compared 1o
BLEC. Bath Ala and serotonin pathways promole and sodain fibeoblast growth. Whilea
reduction in oollagen fibers in the lung parenchyma (pec 001) was reporied in the C57 RS
study, they were redisced o a leser axient than in this study (pe200001). However, the accuracy
of collagen conlent measarement reporied by this study is imited doe to the low proportion of
actual Z1} areas measured wersus iotal lung area and the back of sterenbogical methods [34].
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In addition, the siudy of Pereim et al., also obszrved that AE reduced the influx of inflam-
maiory cels, except for ecsnophils, a dassical inflammaiory cell involved in allesgic milamma-
lion. Parthermeore, pro-infammatory opiokines: CXCL K, IL-1beta, and [1.-6 were reduced.
However, the reduction in mflammation also cooarred 1o 2 lesser extent than in BALWY. mice
despile the nse of the =xme treatmend probocnls. Pereira el al, observedan increass mn anti-
inflammatory cyinkine 1L 10 due o AF 2x wel, but also io a beser extent than in BALRf - mice
used i this sody. These differences highlight not only the potent anti-mlammatory effiec of
AF im a Th2 dommant background ws. a Thi dominant hackground but abso the significant
affect thal heterngeneous immune compositioas may have on [PF patient trealmeent respomses
Lo palmenary retabilitation therapy. As chservedin recent, prefiminary chnical studies with
exeroseand [PF patients, some individuals respond meore positvely than olhers 1o xercise
|13.35]. Therefore, it may be prudent for foture chnical sudies that combine IPF and therapo.-
lic exercise Lo examine the levels of Th2 cytokines in Blood or BAL

A precedent has already been set in the Bieraiure for the ability of exzrcise in dampen
Thz-mediated immune responses, especially in the comext of allesgicasthma. For evample, n
valteumin -reated mice, just 2 single boul of exercise decreased ovalbamin-induced Th2 cyio-
lanes IL-5 and 11-13 [ 3£]. Extended prodocols have shown a reduction m eosmiophils, C03
+ amd C44+ lymphocyies, CRCL-1, [L4, 11-5, IL-&, 11-13, resulting in a decrease in airway
Therelore, nod syrprisingly, n the precent study, peo-miflammatory 11-13 and [L-5. the neotro-
phil chemo.-aitractant CXICL- 1, as well as the iolal number of sosinophils, lrmphocoyies and
neutrophils, wereall reduced in BLECQ. EX compared o BLECY akone.

Wil ansmophiliaand [1.-4 expreston may be axpendable in rmdent fbrosis madels [ 23]
[1.-4 itsedf is meither particulary devated in sera | 40], nor im BAL of end-stage IPF patienis
|41l However, recepiors [1-4Ro, 25 well as 11-12 receptors: 11-13Rez, and [1- 13021, 2re upee-
gulated in fibeoblastic foci of [PF patients [42]. 11-13, is a peo-fibrotic, Th2 oytokine that
incrzases collagen snthess in fibroflasts and s expression may cormelale with the severity of
[PF [43.44]. IL- 13" mice are in fact prodecied from FITC-indwced fibrosis [ 23], Chnicl studies
using Tralokinumah, 2 human recombinant monodonal antibody agains 1L-13 are in progress
|45.47]. Therefiore, attenuation of 1L-13 by moderale AE may be an important thempeutic ben-
«fit of pulmonary rehabilitation for IPF patienis.

This simdy also booked for the first time at the expression of insin. lile growth Gcor 1
[IGE-1}, a pro-fibrotic growth factor, in the context of AE and bleomycn injary. Low intensity
exercise hias been shown o decrease IGF.1 leveks in low- miensity evercisers after a period of
sir-weeks and is associaied with decreased risk of cardiovascular disease |48 & small trend
lowarnds 2 reduction was observed X compared 10/C0N and a sgnificant reduction was
ohzrrvedin BLEOUEX compared to BLEC. In non-[PF patients, KGF-1 localived exclosmedy o
abvenlar macrophages. 1o contrast, m IPF-patients, the domain of GF-[ expression is expanded
1o intersiitial macrophages, alvenlar epithelial cells, and cliated colummar apithdial cells 1GE-
1 expression by milerstitial macrophages was found to correspond peatively to the level of
fibrosis in [PF patients |49]. In this model, AE not only redoced 1GE-1 bt also IL-4 and 11-13
which haree been shown to stimmbaie IGF.1 in macophages and myofibroblasts [ 53], Purther-
more, AE alsn resulted im a decrease in the nomber of macrophages i BLEDE EX ongs thus:
reducing a potential source of pro-fibrotic 1GE-1.

In addition, this smdy also evaluated pro-inflammatory cytokine 11- 18 expression as genetic
mver-expresson models cn cause a pulmoaary fibrotic phenotype | 21 smilar bo bleomycn-
induced fiosis. In both IL- 1 2nd bleomyon- indnced fibrosis in modents, the development
of fibreeis was [1-17 dependent [52]. Both IL-17 and [1.-1p expression are increased m IPF
patient BAL [53]. Interestingly, "Wilson et al., ales demoasraed that [1-10 mbibits the pro-
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inflammasory, pro-fibeotic [1-23-[L-17A pathway rather than the [1-12-1F4 - {Thi } axis.
Althongh [1-17 was not mezsured in the corrent stody, taken together, the increasein [L-10in
the BLEO4EX gromp likely had a stromg ant-milammatory and anti-fibrotic effiect doe to mhi-
ition of 11- 1p by IL-12. AE-dependent increasesim 1L-10 may also be responsible for the
reduction of [1.-& in the BLECO4EX groap s [1.-6 is known o indoce 11-19, and [1.-10 m tum
inhibiix [1.-&. While there was significant varizbility found m the expresgon of [1-1p and 11-6
in ahvenlar macrophages isolated from [PF patients |54] increased bevels of these cptokines in
AL fluid are asscciated with IPF [53,55]. Inlevestingly, [P patienis with polymorphisms n
[L- 10 which may affect the efficiency of [L-10 tmnslocation and sigpal peptide deavage have
been identified | 36] which may coniributing to a pro-inflammalory environmend. Thus, in IFF
patients with these |1-10 polymorphismes, it would be ombikely that an AE-indnced morease in
[L-10 akome could attemmie an sherrant Th2 immune response. Farthermeore, though genetic
[L-10 overexpresson was found bo atenuate inflammation and Sivrosis n mice |57.380 lung-
specific overexpresion of [L-10 was found o cause fibrosis in 2 STAT-mdependent manmer
23] Therefore, a tight regulation of Th2 cytokinesis likely important for fibrosis repaic

Conclusions

These resalts support the significance ol the individual immame response in the context of 2
complicaied, heterogeneons pulmonary dissase IFE. These findings suggest that fotore |FF
and exercise studies should more dosely examine not enly the Th2 oyiokine bevels in patients
wha respomd Lo exercise, bt also additiona) potential mechamisms by which exerase may have
2 miore positive sutosme in pariicular indiduale Fmally, dihiongh increased milammation in
[PF surgical lung, biopsies predict pooner disease cutcome [£0) and many sindies suggest that
inflammetdion may play a rolein ambe exacerbationsof [PF |61, an oooomence which often
ends in death |31], corticosieroids are niol an effective ireatment for [PF pabienis [30] There-
fore, although mesderate exercse decreased the Th2 immmune response n this modd, whether
or niod inkabation of Th2 cyiokanes was the most imporiant exercise-induced ant-fibrotic effisct
remains unknown. Fulure sudies should irvestigate alternatiee, benefidal exerdse-mduced
muodulations in growth faciors pathweys, hormoaes, apoplosis, and cell servival pathways,
which may hawe 2 coniral mole n eserose- mediabed anti- beotic affects.

Supporting information

51 File. Raw data is avaslable for Figs 1A-1H. 24 2F and 34 30
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8.13ANEXO 13 — ACEITE DO TRABALHO PARA APRESENTACAO
NO FORMATO DE POSTER NA EB 2019.

M Gmall Eracmo Ascumposs Meto <sracmounetofamall. oom>

Experimental Bioclogy 2019 - Notification of Late-Breaking Abstract Presentation
(ASEME)

EE\ﬂTB.AIKIIHII-HmmrLﬂm <EH 201 SAbs i ctsiimirasmart. com> Z8 de feversiro de 2019 23:104
Para: erasmo netofiigmalloom
G fermanda consclimiuninove br, proTcange lsiun o pm. b, mdneisnaflyanon. com . br

EXFERIMENTAL BIOLOWEY 20418

AEITRACT CONFIRMATICN OF LATE-SREAMING POSTER PREEENTATIGN
Crangs County Convention Cender

Criando, FL

Aprll B2, 2018

Dear ERASMD AZSUMFCAD NETD,

¥our abstract Bas besn programmed in e Solowing posber session. A copy of Bils emaill has been sand io Co-auiors
and = absiract sponsor.

Abctracd Eubmicelon ID Humber: S023

Abcbracd THia: Immure nesponse medisted by NRLP3I expression in childnen infecied with Respiradory Syncydal
Wirus

Precantimg Author: ERAZMD AZIUMPCAD NETD

EOITER FRESENTATION INFORMATION: in=ad cansfuly)

Programming Scolaty : American Society for Slochemistry and Molscular Elsiogy

Posiar Eacclom THis: Zignal Transducton and Ce=lular Regulaton Labs Sreaking Research

Dy of precentation: Tussday, Apdl 2, 2019

Pocisr Board Humber: E455

Program Kumbssr: L3250

Authors must be presant at their post=rs during the following poster manping Smes:

Fundyy: ASEME sven boards present 12-15 - 1900 p.m.; odd boards present 12:45 - 1:30 poo

Monday or Tussday: ASSME sven boards present 1145 a.m. - 12:30 pumi., odd boards present 12215 - 1.00 p.m.
Looation: Convenbion Capder, ExhibE Hal-Wess Hall 2

POETER PRESENTATION INFOREMATION

gned Foster Session Day:

Focisr
Taar-

Pocter AZEME Pocter
Preceniation

See above for when you 2pm -
need o be sandng af your Epm
boand.

. Prepars your pocker for poctsrboard curtscs arsa 38° high and TB" wids.

. Posier presentafon hours vary per Sockety.

. Wow are sxpeoted to ciand at your pocter board during the acclgned Fosier Precantation time fo ancwer
gusciionc about yowr recsarohs

. Do not leave your bslong ings, posier conbainers or any maberiaks under e posier boands or im the posber arsa. EB
Manzpement s not responsible for arficles le® In e posisr area. Fushpins are avalable orshs.

. D=£alls for preparing your posier are avalisbie a8 Posisr Pressntation Instrections.

OHLINE PO3TER ACCESS

Az an additonal apportunity io gain exposure and intenest in your research, all posier presemiers are =ncouraged io
uptoad a FDF of thelr posber o the EB e-posber sibe.

Folowing EE 2019, only regisiered attende=s wil be able bo access FOFs of the posters Srough the e-posier link.
Click here for Indomaton about uplcading your poster

EINENCIAL IMFCE AT
Fr Bl gwgl e s L T = L e | el i =8l £ o g e g P A B T SR A e = g ST T 13
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Hiousing, ranspofation, regisration and any addbonal sxpenses ars your responsbl By uniess you have been
ptherais= nobfed. | you have nof aiready regisbered amnd made your hobel reservation, pl=ass do 50 Immedlabely.

BEGIETREATION

A1 abstract presenters must register for the mesfng wniless you have besn othersise notifed. The abstract
submission fes does not include regisirafon for e mestng. Apply for membarsiip b recelve signficant savings off
the por-mamber registrabon sees.

IMPORTANT LINK 3

. Recommiended posier prinking and dellvery ssrvice - Fresentation informmation - Fosber Printing

. Posier preparation poilces: and Bps - Presen@fon information - Poster Presentafon insructions

. Book your ozl through EB by March 13 - Housing Imformation

. Regisiration fees moease after March 20 - Regisirabion Informaiion

. once you have registered, youw can prind your own letier of invitabon, reglsiaton recsipd, cr ermaill confimaiion -
Regisiration imformiation - Reglsiabon Resowrce Cenier

. Attenion intermabonal preseniers - Visa informatbion - Procedures for inlemetonal VisBors Mobe: Registaton refunds
will moff be Issued Sor denled visas afier Monday, MBanch 4, 2019.

Authors may gin at any e io view thelr sbsiract scheeduling informalion. Once logged-in dick e "Wy Acoount”
Ink in the back menu bar near thie iop ight of the soreen, Pisn select "Emall Histony™.

QUESTIINE

I pouw have guesions prior o @ mesting, please conbact e soclety that programmed your absirsct American
Soclkety for Blochem|siry and Molecular Blology.

We ook forwand o s=eimg you s Oriandao!

Best regands,

EE201S Management Team

Disclaimer

The infoimralion (oatbingd in BN cemimunicetisn o the sehder i oenlldestisl. B B Imended solely i uie Iy the fecipliat
ol oifvers suthorized o recswe it B you ane nol Che reciplent, ywou ang Peneby melified thet ary disclosese, coprying,
dbaribition oF takisy sction i relstion of the contents of s Information B sirictly probdbied snd migy be unlawlul.

This emal has besn scanned fy vrused bl malwsre, s may Pave been avtomstically sechieed By Mlreea s L, oo
It In Software &8 & Servioe (SasS) for business. Providieg & saber &td meere uselul plsce Tor your Buaman genemabed
dats. Spedalsng & Seourity, anchiviag snd coenglisnce. Ts Mind owl indee O ok Hife.
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