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RESUMO 

 

INTRODUÇÃO: O Vírus Sincicial Respiratório (VSR) é um dos principais agentes 

etiológicos responsáveis pela Bronquiolite, infecção respiratória aguda que causa 

quadro de sibilância em crianças menores de 2 anos de vida. Estudos pré-clínicos 

demonstraram que citocinas pró-inflamatórias, fatores de crescimento e quimiocinas 

estão correlacionadas com gravidade da doença, recorrência dos sintomas, 

desenvolvimento de asma, e/ou cronicidade da doença. Poucos estudos avaliaram 

esse perfil inflamatório na prática clínica.  

OBJETIVOS: Analisar biomarcadores de agressão tecidual, citocinas pró e anti-

inflamatórias e a ativação de genes de resposta imunológica inata na infecção 

pediátrica causada pelo VSR.  

MÉTODOS: Quantificar em crianças menores de 2 anos de idade, de ambos os sexos, 

com infecção 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 secreção nasal e sangue, e verificar a ativação gênica da via do NLRP3 e 

da via P2X7 em leucócitos 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. Não houve correção entre 

a resposta inflamatória nasal e sérica para os diferentes biomarcadores avaliados. 

Não foi observada diferença estatística entre os grupos na expressão gênica do 

receptor purinérgico P2X7R em leucócitos. Porém, ocorreu menor expressão gênica 

do NLRP3 nos leucócitos das crianças com Bronquiolite quando comparadas ao 

controle.  

CONCLUSÃO: Em pacientes pediátricos menores de 2 anos de idade, com 

diagnóstico clínico de bronquiolite leve, a resposta inflamatória parece estar restrita 

ao território bronco-pulmonar. Podemos inferir que a imunomodulação causada pela 

maior quantidade de IL1-RA na secreção nasal, pode agir suprimindo as vias Th1, Th2 

e Th17 justificando os menores valores de ATP, RELAXINA 1, RELAXINA 3, IL-23, IL-

13 e IL-5 na secreção nasal de causada pelo vírus sincicial respiratório. Ainda, a 



 

 

inibição do inflamossoma NLRP3 em leucócitos poderia favorecer a redução a 

produção de IL-1β 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 Th1, 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-1β 

production systemically. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 INSUFICIÊNCIA RESPIRATÓRIA NA PEDIATRIA 

 

As síndromes patológicas do aparelho respiratório são a causa mais comum de 

atendimento nos prontos-socorros infantis e nas salas de emergência hospitalares do 

mundo e, sua evolução para insuficiência respiratória é a principal causa de parada 

cardiorrespiratória na faixa etária pediátrica. A insuficiência respiratória aguda é 

definida como a insuficiência do sistema respiratório de difundir quantidade suficiente 

de oxigênio para suprir as demandas teciduais e de eliminar o dióxido de carbono 

proveniente do metabolismo celular. (KLIEGMAN, 2016; PIVA, 1998) 

A insuficiência respiratória aguda na pediatria apresenta como sinais e 

sintomas o aumento da frequência respiratória (taquipnéia), dificuldade em respirar 

(dispneia) e o aumento do trabalho respiratório evidenciado pela utilização da 

musculatura acessória da respiração e pelo aparecimento de movimentação 

paradoxal do abdome, tiragem subdiafragmática, intercostal, de fúrcula e batimento 

das aletas nasais. (MATSUNO, 2012) 

  A dispneia, ou dificuldade para respirar pode ser causada por anormalidades 

na quantidade de gases respiratórios nos líquidos corporais, como a hipóxia ou 

hipercapnia, aumento do trabalho respiratório e consequente maior utilização dos 

músculos respiratórios e até alterações do estado mental. (HALL, 2017) 

As crianças têm particularidades fisiológicas e anatômicas que auxiliam no 

desenvolvimento da insuficiência respiratória aguda frente as patologias do sistema 

respiratório. Em comparação aos adultos, as crianças têm a língua maior, mandíbula 

menor, menor quantidade de alvéolos, menor quantidade de vias de ventilação 

colateral, menor diâmetro das vias aéreas (reflete em um aumento da resistência do 

fluxo de ar), maior complacência pulmonar e de caixa torácica, maior risco de fadiga 

respiratória devido à musculatura respiratória ser menos desenvolvida e, dependendo 

de sua faixa etária, menor quantidade de surfactante. (HALL, 2017; PIVA, 1998; PALS, 

2010) 
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O excesso de secreção produzida nas patologias pulmonares pediátricas gera o 

bloqueio das vias aéreas que levam o ar para os alvéolos pulmonares resultando no 

aumento da tensão superficial alveolar independente da ação do surfactante pulmonar 

tendendo ao colapso. Dessa forma, a mecânica pulmonar se encontra comprometida 

pelo aumento de aproximadamente 4,5 vezes da pressão alveolar. (HALL, 2017) 

Sendo assim, a pressão gerada como resultado da tensão superficial alveolar é 

inversamente proporcional ao raio do alvéolo. Podemos então concluir que quanto 

menor o alvéolo pulmonar, maior será sua pressão alveolar decorrente de sua tensão 

superficial. Essa análise é fundamental para o entendimento da insuficiência 

respiratória na pediatria. (HALL, 2017) 

Analisando em conjunto todos os tópicos abordados, as crianças apresentam 

características únicas que lhe conferem maior risco de evolução para insuficiência 

respiratória. 
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1.2 INFECÇÃO DAS VIAS AÉREAS NA PEDIATRIA 

 

A maioria das infecções pediátricas são decorrentes ao comprometimento do 

trato respiratório. Crianças menores de 2 anos que frequentam creche são as mais 

afetadas podendo ter o risco de 2-3 vezes maior de desenvolver otite média aguda. 

(KLIEGMAN, 2016) O vírus são os principais agentes e a infecção viral das vias aéreas 

superiores é a doença mais comum nos seres humanos, sendo responsável entre 7 a 

10 episódios ao ano em crianças na idade escolar. Sua principal apresentação clínica, 

o resfriado comum, pode evoluir para otite média aguda, faringoamigdalite e até 

rinossinusite. 

A Infecção aguda das vias aéreas inferiores é um processo inflamatório agudo 

que acomete os brônquios, bronquíolos, alvéolos e espaço intersticial podendo ou não 

ter etiologia infecciosa. Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) e a 

Organização Pan-americana de Saúde (OPAS), aproximadamente 40 a 60% de todos 

os atendimentos pediátricos na América Latina são decorrentes de infecções 

respiratórias agudas. (SALOMÃO JUNIOR, 2011; SBP 2017)  

No ano de 2010, as doenças infecciosas foram responsáveis por 58% das 

mortes de crianças menores de 5 anos no mundo, sendo que na américa latina as 

infecções respiratórias foram responsáveis por mais 80.000 mortes anuais, sendo 

40% delas no Brasil (MARTINS, 2016) 
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1.3 BRONQUIOLITE 

 

A Bronquiolite é uma patologia pediátrica que acomete principalmente o sistema 

respiratório inferior (brônquios, bronquíolos e alvéolos pulmonares). Toda criança com 

menos de 2 anos de idade que apresente o primeiro episódio de sibilância cumpre o 

principal critério da doença e é diagnosticada como Bronquiolite. Os vírus são os 

principais causadores da Bronquiolite, destacando-se o vírus sincicial respiratório 

(VSR), responsável por 50-75% de todas as infecções sendo o principal agente 

etiológico. (KLIEGMAN, 2016; SBP, 2017) O VSR é responsável pela hospitalização 

de aproximadamente 110 mil crianças menores de 1 ano de idade nos Estados Unidos 

(KLIEGMAN, 2016). A taxa de mortalidade em crianças saudáveis varia em torno de 

0,5 - 1% ao ano (RICCETO, 2006, PERALES, 2016) enquanto em países 

subdesenvolvidos pode chegar até 7% (PERALES, 2016) 

A Bronquiolite é mais comum em crianças do sexo masculino que não foram 

amamentados e vivem em ambientes superpopulosos. Em lactentes de mães jovens 

e tabagistas o risco é ainda maior. (KLIEGMAN, 2016). Lactentes menores de seis 

meses, prematuros, cardiopatas e portadores de doença pulmonar crônica da 

prematuridade são o grupo de maior risco para o desenvolvimento de quadros graves, 

sendo necessária internação em aproximadamente 12% dos casos. (SBP, 2017; 

PERALES, 2016) 

Ao tossir ou espirrar, os familiares ou outras crianças doentes disseminam 

secreções respiratórias infectadas com o vírus no ambiente. As crianças adquirem a 

doença quando entram em contato direto com as secreções ou a fômites infectados 

(objetos inanimados que são capazes de absorver, reter e transportar organismos 

contagiantes entre indivíduos, por exemplo as mãos, maçaneta, etc.) constituindo 

assim, o principal meio de transmissão da doença, classificando-a como 

extremamente contagiosa. (KLIEGMAN, 2016) 

Sua principal característica fisiopatológica é a inflamação do trato respiratório, 

edema dos bronquíolos e aumento da secreção que obstruem as vias aéreas 

aumentando assim a resistência a passagem do fluxo de ar. (KLIEGMAN, 2016). Após 

a infecção das vias aéreas superiores, o VSR invade a via aérea inferior acometendo 

principalmente bronquíolos de 75-300 µm de diâmetro se multiplicando rapidamente 
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sendo que após 24 horas já ocasiona necrose e edema do epitélio respiratório, 

tampões de muco, detritos celulares e destruição das células ciliadas. A redução ou 

obstrução da luz do bronquíolo terminal funciona como mecanismo valvular gerando 

aprisionamento de ar, enfisema e atelectasias alterando assim a relação 

ventilação/perfusão do paciente. (PERALES, 2016) 

Clinicamente, a Bronquiolite se assemelha ao resfriado comum podendo 

apresentar tosse seca e coriza hialina. O quadro clínico evolui em gravidade até que 

atinge seu pico no 4° dia de doença apresentando febre baixa, irritabilidade, sibilância, 

taquipnéia (aumento da frequência respiratória) e dispneia (desconforto respiratório) 

evidenciado pela utilização da musculatura acessória na respiração. (KLIEGMAN, 

2016; PERALES, 2016) 

O diagnóstico da doença é feito de maneira clínica e a pesquisa do VSR nas 

secreções nasofaríngeas pode ser realizado em todas as crianças com suspeita 

clínica, principalmente nas internadas em hospitais. O teste rápido via 

imunofluorescência direta e indireta apresenta positividade de 69% a 90% e a 

pesquisa via PCR apresenta maior sensibilidade, podendo assim pesquisar até 

coinfecção com outros vírus. Ambas as coletas devem ser realizadas até o início do 

5° dia dos sintomas. (PERALES, 2016) 

O tratamento da doença consiste em terapias de suporte. A hidratação é 

fundamental pois o paciente perde muito líquido decorrente da taquipnéia e não se 

alimenta corretamente devido a dispneia. Decorrente ao acúmulo de dióxido de 

carbono e dificuldade na difusão dos gases alveolares, a utilização de oxigênio 

suplementar é necessária na maioria dos casos podendo ser necessária assistência 

ventilatória em casos de insuficiência respiratória. (KLIEGMAN, 2016).  

Nos anos 60, a administração de vacina com formol contra VSR (VSRIF) 

resultou em 80% de hospitalização devido a uma forma avançada de doença. Duas 

crianças morreram e dezoito desenvolveram bronquiolite e / ou pneumonia, 

caracterizada por grande quantidade de monócitos e eosinófilos em os pulmões. Altos 

níveis de citocinas anti-inflamatórias, células auxiliares TH2, IL-4, IL-13 e IL-15 

também foram detectados em camundongos vacinados com VSRIF. Este episódio 

dramático destaca a necessidade de melhorar os conhecimentos sobre as respostas 

imunológicas infantis frente à infecção viral, bem como à patogênese do RSV em 

recém-nascidos. (DRAJAC,2017) 
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VÍRUS SINCICIAL RESPIRATÓRIO 

 

O Vírus Sincicial Respiratório (VSR) (Figura 01) é um RNA vírus da família 

Paramyxoviridae, envelopado, não segmentado de tamanho médio (120 a 300 nm). O 

envelope viral possui uma camada bilipídica. Sua superfície contem glicoproteínas de 

superfície transmembrana de 11 a 12 nm de comprimento e 6 a 10 nm de distância, 

que na microscopia eletrônica (Figura 02) conferem-lhe uma aparência semelhante a 

um cardo ( plantas do gên. Carduus, da fam. das compostas, nativas da Europa, da 

Ásia, do Mediterrâneo e das regiões montanhosas do Leste da África.) (WALSH,2017; 

DRAJAC,2017) 

 

 

 

Figura 1 - Estrutura do VSR (adaptado de Hall CB. Respiratory syncytial virus and parainfluenza 

virus. N Engl J Med 2001, 344:1917-1928) 
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Figura 2 - Contraste negativo na microscopia eletrônica 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 é constituída pela 

proteína G, responsável pela aderência do vírus na célula hospedeira e a proteína F 

responsável pela penetração celular do vírus no hospedeiro e formação de sincícios. 

Ambas as proteínas produzem anticorpos neutralizantes no paciente hospedeiro, 

presentes em mais de 99% das crianças com 4 anos de idade (PERALES, 2016). As 

duas principais proteínas de superfície, F e G, são os principais antígenos 

imunoprotetores e são os alvos para a neutralização mediada por anticorpos do 

hospedeiro. (WALSH,2017; DRAJAC,2017) 

O RNA viral do VSR contém 15.222 nucleotídeos e 10 genes. Cada gene codifica 

uma única proteína, exceto o gene M2 que codifica duas proteínas separadas (M2-1 

= fator de processabilidade da transcrição e M2-2 = proteína reguladora da 

transcrição). O complexo de nucleocapsídeo contendo RNA é composto por quatro 

proteínas - N (nucleoproteína), P (fosfoproteína), L (polimerase) e M2-1. A NS1 e NS2, 

são proteínas não estruturais que inibem a atividade do interferon tipo I afetando 

diretamente a resposta imune adaptativa ao RSV. (WALSH,2017) 

O VSR é um dos principais agentes etiológicos responsáveis pela infecção 

respiratória aguda em crianças até os 2 anos de vida. (LOTZ, 2012; SBP, 2017, 

TORTORA, 2012). Seu período de incubação gira em torno de 2 a 8 dias. (SBP, 2017) 

O vírus sincicial respiratório pode ocasionar dois tipos de lesão pulmonar 

histopatológicas. Uma de padrão bronquiolar onde os bronquíolos ficam preenchidos 
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por muco, descamação epitelial e presença de detritos inflamatórios e outra de padrão 

alveolar distal, quando os alvéolos ficam preenchidos por detritos celulares e células 

do sistema imune. (BRASILEIRO-FILHO, 2016; PERALES, 2016) 

O nome do vírus é baseado em sua característica de causar fusão celular 

gerando assim uma estrutura celular chamada de sincício (célula gigante 

multinucleada resultante de infecção viral) quando cultivado laboratorialmente em 

cultura de células. (TORTORA, 2012).  

Segundo a Sociedade Brasileira de Pediatria (SBP), as infecções pelo VSR 

ocorrem em regiões de clima temperado e subtropical (equatorial), principalmente no 

outono e inverno em estações que duram de 16 a 20 semanas. No Brasil os dados 

oficiais do sistema de vigilância epidemiológica mostram que o pico de circulação do 

VSR ocorre entre os meses de janeiro a junho (SBP, 2017) 

A infecção pelo VSR na infância está correlacionada com um grande risco do 

desenvolvimento e/ou exacerbações da ASMA em pacientes de diferentes faixas 

etárias e na vida adulta (LOTZ, 2012) 

 

EPIDEMIOLOGIA 

 

Segundo a OMS, o VSR é responsável mundialmente por 60 milhões de 

infecções, destas, 160 mil mortes por ano. Nos Estados Unidos da América (EUA) 

ocorrem aproximadamente 55 a 125 mil internações e entre 250 a 500 mortes por ano 

(HALL, 2017; SHAY, 1999), número esse maior em comparação a estatística 

Brasileira (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Estatística Brasileira sobre Bronquiolite 

 Análise/ 

Ano 

Internações Valor (R$) Dias de 

permanência 

Média de 

permanência 

Taxa de 

mortalidade 

Óbitos 

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 
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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 Saúde do Brasil. 

 

 

Os dados Brasileiros demostram que as internações, valor gasto e dias de 

permanência se comportam de maneira diretamente proporcionais, porém, não 

observamos diferença na média de permanência já que a história natural da doença 

e sua evolução são as mesmas. A taxa de mortalidade e óbitos não apresentaram 

mudança nos últimos anos pois não ocorreu nenhuma nova descoberta no método de 

tratamento da doença, feita apenas com a utilização de sintomáticos. 
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Figura 3 - Evolução das internações, custo e óbitos relacionados a Bronquiolite entre 2000 a 

2019 no Brasil. Fonte: Ministério da Saúde do Brasil. 

 

Baseado na figura 3, podemos observar visualmente que a partir de 2003 

ocorreu aumento no número de internações refletindo diretamente no aumento dos 

gastos relacionados ao tratamento da doença, mantendo-se estável a taxa de 

mortalidade. 

 

SISTEMA IMUNOLÓGICO 

 

O sistema imunológico está presente no organismo com a função de proteger e 

gerar respostas contra infecções por microrganismos (vírus, bactérias e fungos) e 

células neoplásicas, diferenciando o próprio do não próprio. Para melhor 

compreensão da resposta imunológica, 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 ameaça que apresente padrões de reconhecimento 

molecular, mantendo assim a homeostase e o correto funcionamento do organismo. 

É composta por proteínas, citocinas e células fagocitárias encontradas no sangue e 

nas barreiras naturais de proteção do corpo humano como na pele e seus anexos 

(ABBAS, 2012).  

Quando resposta imune inata é 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 (linfócitos T e linfócitos B) e proteínas específicas com o objetivo 

de montar um repertório de memória para quando o organismo entre em contato com 

algum patógeno em uma segunda oportunidade, que a resposta seja mais rápida e 

eficiente (ABBAS, 2012). 

Várias hipóteses e teorias tentam explicar como o sistema imune age contra o 

VSR. Estudos in vitro e em modelos animais são os principais fornecedores de 

conhecimento imune, porém, em humanos a resposta imune não pode ser separada 

de fatores como o ambiente, idade, genética e experiência antigênica do paciente  

A importância da resposta imune do paciente para o desenvolvimento da doença 

e complicações a longo prazo é baseada na observação que o VSR não é invasivo ou 

citopatogênico. Embora as cargas virais estejam correlacionadas a gravidade da 

doença, a administração de anticorpos neutralizantes para a proteína F objetivando a 

redução da replicação viral não demonstrou melhora da doença em bebês. 

(WALSH,2017) 

 

RESPOSTA IMUNE INATA 

 

A resposta imune inata é primeira linha de defesa do organismo e ocorre frente 

a diferentes estímulos, lesões, danos celulares, ação direta de microorganismos, ou 

inflamações (AKIRA, 2006; BEUTLER, 2006; WALSH,2017). É desenvolvida a partir 

do reconhecimento de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) e de 

padrões moleculares associados ao perigo (DAMPs) gerados de estresse endógeno 

causados pelo patôgeno. O reconhecimento de PAMPs e DAMPs ocorre por meio dos 

receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) presentes nas celulas do sistema 

imune como monócitos, macrófagos, mastócitos, celulas dendríticas dentre outras. A 

ativação dos PRRs desencadeia cascatas de sinalização que levam à produção de 

interferons (IFNs) do tipo I (IFN-α e β) e citocinas pró-inflamatórias (ABBAS, 2012).  

As proteínas NS1 e NS2 produzidas pelo VSR inibem os interferons antivirais 

celulares do tipo I (α, β e λ). Além disso, o VSR interage com o receptor de membrana 

Toll-like (TLR) 2, 3, 4 e 7 desencadeando a secreção de citocinas pró-inflamatórias. 

(WALSH,2017) 

Após o VSR infectar o epitélio respiratório do hospedeiro, macrófagos e células 

apresentadoras de antígenos produzem marcadores de superfície celular, liberando 
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citocinas (Figura 04) e recrutando neutrófilos, bem como macrófagos, células 

mononucleares, células T, células assassinas naturais (NK) e eosinófilos para o trato 

respiratório. Bebês intubados com infecção primária grave por VSR apresentam 

infiltração neutrofílica das vias aéreas, correlacionada diretamente ao declínio na 

carga viral frente ao desenvolvimento das respostas de linfócitos T. A variabilidade na 

defesa inata e a suscetibilidade do hospedeiro estão sendo correlacionadas com 

polimorfismos genéticos que são essenciais para vários componentes da imunidade 

inata. (WALSH,2017) 

A proteína G do VSR liga-se às células do trato respiratório e a proteína F interage 

com as células apresentadoras de antígeno (macrófagos, células dendríticas) através 

da proteína do receptor Toll-like 4 (TLR4). Isso desencadeia a produção e liberação 

de IFN-α, IFN-β, IFN-γ e uma cascata de citocinas pró-inflamatórias. O NS1 e NS2 

antagonizam a produção de interferon. As citocinas recrutam células 

polimorfonucleares, células NK e células TCD4 e TCD8. A resposta celular do tipo Th1 

torna-se predominante sob a influência de IFN-γ e interleucina-12, enquanto a 

produção de IL-4 e IL-13 muda a resposta para direção Th2, com a produção de 

imunoglobulina E (IgE) e eosinófilos. (WALSH,2017) 

 

 

 

Figura 4 - Resposta imunológica inata e adaptativa precoce ao vírus sincicial respiratório (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 inflamação que atua como importante mediador dessa resposta é 

a adenosina trifosfato (ATP), implicada como mediadora de "sinal de perigo" na 

inflamação aguda e crônica, que pode ser liberada em grandes quantidades a partir 

de vários tipos de células após estresse celular ou lesão tecidual. O trifosfato de 

adenosina (ATP) está presente fisiologicamente em baixos níveis no meio 

extracelular, porém em estados de stress ou morte celular o mesmo é liberado 

massivamente sendo responsável por modular um sistema de sinalização evoluído 

denominada sinalização purinérgica que está envolvida várias situações patológicas 

inflamatórias. (MULLER, 2011) Assim, o ATP extracelular e outros nucleotídeos (por 

exemplo, ADP, UTP e UDP) exercem seus efeitos por meio da ligação 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 único após exposição repetitiva ou 

prolongada a altas concentrações de ATP. A ativação do P2X7R em células imunes, 

incluindo células dendríticas, macrófagos e neutrófilos, está envolvida em diversas 

respostas celulares pró-inflamatórias, como a liberação de espécies reativas de 

oxigênio (ROS), metaloproteinase de matriz-9 e citocinas (IL-2, IL-6 e IL-18). O P2X7R 

também é envolvido na via NALP3 inflamassoma com relação à produção e liberação 

de IL-1β, a qual tem demonstrado desempenhar um papel importante em doenças 

como a asma (MULLER, 2011). O receptor P2X7 está envolvido na ativação de 

caspases, indução de apoptose, em várias condições patológicas inflamatórias, 

modulando a resposta imune adaptativa e o equilíbrio entre a geração de linfócitos T 

helper tipo 17 (Th17) e T reguladores (Treg). (SAVIO, 2018) 

Os inflamassomas são complexos multiproteíco formados no citoplasma de 

fagócitos mononucleares, células dendríticas e outros tipos de células que fazem parte 

do sistema imune inato de reconhecimento de patógenos (GUO, 2015) que modulam 

a maturação das caspases pró-inflamatórias levando a ativação de citocinas pró-

inflamatórias (SINGHAL, 2014). Vários são os inflamassomas já descritos como  

NLRP 1, NLRP3, NAIP, NLRC 4 e AIM2. (RATHINAM, 2016) 

A ativação do inflamassoma NLRP3 em macrófagos precisa obrigatoriamente de 

das etapas de preparação e ativação. A etapa de preparação (sinal 1) ocorre por 

estímulos inflamatórios, como por exemplo os agonistas de TLR4 que induzem a 

expressão de NLRP3 e pró-IL-1β mediada por NF-κB, e a etapa de ativação (sinal 2) 
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que é desencadeada por PAMPs e DAMPs, promovendo assim o NLRP3 para a 

montagem do inflamassoma e secreção de IL-1β e IL-18 mediada pela caspase-1 e 

piroptose. (YANG, 2019)         

A ativação de um inflamossona (ativação canônica) necessita de um primeiro 

gatilho mediado por receptores de citocinas pró-inflamatórias ou via TLRs que agem 

na formação de NLR, principalmente a isoforma NLRP3 ( receptor do tipo NOD com 

domínio pirina 3). O segundo gatilho ocorre via sensibilização dos DAMPs induzindo 

a formação dos inflamassomas compostos pelo NLRP3, pro-caspase 1 e a proteína 

adaptadora ASC (proteína associada a apoptose contendo um domínio CARD) que 

contém um domínio de recrutamento e ativação da caspase (SINGHAL, 2014; 

BARBÉ, 2014; LECHTENBERG, 2014; MARTINON, 2002) 

A caspase-1 ativa, cliva a as formas inativas das citocinas da família pró 

inflamatórias IL-1 gerando suas formas bioativas IL-1β e IL-18, as quais podem causar 

piroptose (tipo de morte celular inflamatória).(GUO, 2015; RATHINAM, 2016) 

Na família dos inflamassomas, o NLRP3 possui papel importante no controle de 

infecções virais promovendo a produção das citocinas pró-inflamatórias de IL-1β e IL-

18. Os mecanismos de ativação do NLRP3 descritos pela maioria dos estudos incluem 

o efluxo de potássio intracelular, aumento de cálcio intracelular, a geração de ROS 

mitocondrial, translocação de NLRP3 para a mitocôndria, liberação de DNA 

mitocondrial ou cardiolipina e a liberação de catepsinas no citosol após a 

desestabilização lisossomal. (GUO, 2015). 

Nem todos esses eventos são induzidos por todos os agonistas do NLRP3, 

cujo mecanismo de ativação ainda é discutido. Embora muitos estudos apoiem o 

envolvimento de catepsinas lisossômicas (proteases que degradam proteínas 

internalizadas) na ativação do NLRP3, é importante notar que isso não é consenso. 

Na maioria dos tipos celulares, o NLRP3 pode ser inicialmente ativado por meio da 

ligação do lipopolissacarídeo (LPS) ao receptor tipo Toll (TLR). Sabe-se que a 

sinalização da cascata intracelular que culmina na ativação de NF-κB leva ao aumento 

da expressão de NLRP3. (GUO, 2015).  

Atualmente, o ATP (adenosina trifosfato), as toxinas formadoras de poros, 

substâncias cristalinas, os ácidos nucléicos, ácido hialurônico e patógenos fúngicos, 

bacterianos e virais são utilizados como agonistas de NLRP3 e que induzem a sua 
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formação. Esses estímulos podem ser encontrados durante a infecção, produzidos 

por patógenos ou liberados por células hospedeiras danificadas (GUO, 2015). 

Estudos in vitro utilizando cultura celular de epitélio pulmonar descreveram a 

produção de IL-1β mediada a ativação do inflamassoma NLRP3 secundário a infecção 

pelo VSR. Neste caso, o VSR tem o diferencial de conseguir desencadear os dois 

gatilhos do inflamassoma. Inicialmente com a ativação via TLR2 em camundongos e 

TLR4 em humanos secundariamente com a produção de uma proteína de membrana 

chamada viroporina SH que modula o efluxo de potássio intracelular (TRIANTAFILOU, 

2012; SEGOVIA, 2012) 

Mesmo com a escassa literatura, sugere-se que a infecção pelo vírus sincicial 

respiratório gera a ativação do inflamassomas NLRP3 em células do epitélio 

pulmonar. No entanto, nenhum estudo até a presente data investigou se a mesma 

ativação ocorre em leucócitos 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 linfócitos T e B e consiste no modo 

específico do organismo combater e eliminar as infecções e as células neoplásicas 

(ABBAS, 2012). As características desse tipo de reposta envolvem a expansão clonal 

e memória celular, caso o organismo tenha entrado em contato mais de uma vez com 

o epítopo do antígeno (ABBAS, 2012). 

As células da resposta imune adaptativa são compostas pelos linfócitos T e B e 

apresentam características e funções diferentes. Os linfócitos T podem ser divididos 

em duas principais subpopulações, os linfócitos TCD4+ e TCD8+, cuja ativação requer 

uma célula apresentadora de antígenos (APC) para que sejam desencadeados 2 

principais sinais de ativação: o 1º sinal é composto pela ligação da molécula do 

complexo principal de histocompatibilidade (MHC) I ou II (associada a um peptídeo) 

ao receptor de linfócito T (TCR) e o 2º sinal composto pela ligação das moléculas 

coestimuladoras à molécula CD28 dos linfócitos T (ABBAS, 2012). 

Os linfócitos TCD4+ são conhecidos como linfócitos T auxiliares (Th, do inglês T 

helper), que podem gerar uma diversidade de respostas que são determinadas de 

acordo com o perfil de citocinas secretadas por estes linfócitos após serem ativados. 
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Deste modo são gerados subtipos de linfócitos TCD4+, que incluem Th1, Th2, Th17 

e Treg.  

Os linfócitos Th1 são induzidos quando na presença da citocina IL-12 e são 

caracterizados pela produção de diferentes citocinas pró-inflamatórias, incluindo IFN-

γ (citocina que auxilia na ativação de linfócitos T citotóxicos, macrófagos e células 

natural killer (NK) para a eliminação de patógenos intracelulares), TNF, IL-1 ß, IL-2, 

IL-8, IL-12, IL-16 e IL-18. Os linfócitos Th2 têm como perfil de resposta a secreção de 

citocinas que atuam em outras células imunes e outras com perfil tipicamente anti-

inflamatório, como IL-4 (induz respostas do anticorpo IgE), IL-5 (ativa eosinófilos), IL-

6, IL-9, IL-10 e IL-13. Os linfócitos Th17, por sua vez, secretam citocinas como IL-17, 

IL-22 e IL-23 que recrutam leucócitos, principalmente neutrófilos, para os sítios de 

infecção. A principal função das células Th17 inclui induzir a inflamação neutrofílica 

(resposta pró-inflamatória) com consequente destruição de microrganismos 

extracelulares e a produção de defensinas (ABBAS, 2012). Os linfócitos Treg 

(reguladores) são caracterizados pela presença de receptores específicos (FOXP3) e 

tem como característica a produção de citocinas anti-inflamatórias, como Il-10 e TGF-

B. 

Em 1974, estudando a indução de febre por pirógenos endógenos iniciou-se os 

estudos que culminariam em 1979 na descrição da interleucina 1 (IL-1). Desde então, 

a família da IL-1 cresceu para os atuais 11 membros e várias formas e receptores 

solúveis ligados a membrana celular. O descobrimento do antagonista natural do 

receptor de interleucina-1 (IL-1ra) em fluidos biológicos humanos demonstrou a 

importância da IL-1 e IL-1ra em doenças humanas. Os achados demonstrando seu 

papel nas síndromes auto-inflamatórias (auto-imunes) e na elucidação do complexo 

macromolecular denominado “inflamassoma” foram fundamentais para a 

compreensão de ligação com a IL-1. Atualmente, o bloqueio de IL-1 como abordagem 

terapêutica é crucial para muitas doenças auto-inflamatórias (auto-imunes) 

hereditárias. (DAYER, 2017) 

A primeira descrição do antagonista do receptor da interleucina-1 (IL-1ra) 

relatava que este antagonista natural bloquearia a ligação da citocina da mesma 

família ao seu receptor sem afetar os do TNFα (SECKINGER, 1987). A descoberta do 

ensaio de ligação competitiva do inibidor de IL-1 foi crucial para que pesquisadores 

purificassem e fizessem a clonagem da IL-1ra em 1990. (DAYER, 2017). Nos últimos 



 

17 

 

anos, vários trabalhos vem avaliando a IL-1ra em diversas patologias infecciosas 

virais como o SARS COV-2 e a utilização do medicamento anakinra (versão 

recombinante e modificada da proteína antagonista do receptor da interleucina 1 

humana), porém, nenhum trabalho até a presente data avaliou o papel da IL-1ra na 

infecção pelo vírus sincicial respiratório.    

Os linfócitos TCD8+ são responsáveis por exercer um perfil de citotoxicidade, 

com liberação de granzimas e perforinas, que promovem a eliminação de células 

neoplásicas e células infectadas por patógenos intracelulares (ABBAS, 2012). 

Os linfócitos B compõem o outro grupo de células da resposta imune adaptativa, 

que quando ativadas, proliferam em quantidade gerando uma expansão clonal, 

seguida pela sua diferenciação e culminando na geração de células B de memória e 

de plasmócitos secretores de anticorpos (ABBAS, 2012). 

 

BIOMARCADORES DE LESÃO TECIDUAL 

 

Alguns biomarcadores estão relacionados a lesão 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, macrófagos, plaquetas, 

queratinócitos e células mesangiais renais. As atividades do VEGF não se limitam ao 

sistema vascular, mas também desempenha papel importante nas funções 

fisiológicas, como formação óssea, hematopoiese, cicatrização de feridas e 

desenvolvimento. (DUFFY, 2013) 

A relaxina é um hormônio peptídico da família da insulina e está envolvida na 

promoção da remodelação da matriz extracelular atuando como como supressora 

natural de fibrose em vários tecidos como pele, pulmão, rim e coração. Ela também 

se mostrou eficaz na prevenção e tratamento de vários modelos de fibrose 

experimentais. O pulmão é um órgão alvo da relaxina sendo responsável pela 

diminuição da expressão de fibras colágenas dos tipos I e III e fibronectina em 

resposta ao fator de crescimento transformador beta (TGFβ) além de promover a 

degradação da matriz extracelular. (BENNETT,2009) 
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A linfopoetina do estroma tímico (TSLP) é produzida durante processo 

inflamatório alérgico por células estromais, epiteliais e queratinócitos e age na 

orquestração da inflamação da asma e das doenças atópicas além de atuar em 

eosinófilos e mastócitos aumentando a produção de citocinas. Além disso, a TSLP 

estimula à expressão de basófilos durante uma resposta alérgica TH2 podendo o 

mesmo funcionar como célula apresentadora de antígenos e pode atuar diretamente 

na medula óssea induzindo a hematopoese basófila independente da IL-3. Em suma, 

a TSLP desempenha um papel importante nos processos inflamatórios alérgicos nas 

respostas dos basófilos e recrutando basófilos nas respostas TH2 que podem atuar 

como células apresentadora de antígenos. (TELLES FILHO, 2020; WEST, 2012) 

 

IMUNOLOGIA DA INFECÇÃO VIRAL 

 

Os vírus são micro-organismos intracelulares obrigatórios. A utilização da 

máquina celular do hospedeiro, consumindo componentes do ácido nucléico e 

sintetizando proteínas virais são mecanismos fundamentais para sua replicação e 

disseminação no hospedeiro. (ABBAS, 2012) 

As respostas inata e adaptativa aos vírus do sistema imune humano objetiva 

bloquear a infecção e eliminação das células infectadas. Os principais mecanismos 

da imunidade inata são a inibição da infecção por meio de interferons do tipo 1 e a 

ação das células NK (natural killer). Já a imunidade adaptativa contra os vírus é 

principalmente mediada por anticorpos que bloqueiam a ligação do vírus com as 

células do hospedeiro além da destruição das células infectadas por linfócitos T 

citotóxicos (CD8). (ABBAS, 2012). 

 

1.4 BIOMARCADORES IMUNOPATOLOGICOS RELACIONADOS A 

BRONQUIOLITE 

 

A infecção por VSR tem efeito supressor da resposta imune celular. Respostas 

linfoproliferativas diminuídas in vitro durante infecções iniciais e repetidas sugerem 

resposta prejudicada de células T auxiliares específicas para o VSR. Células 
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dendríticas infectadas com VSR diminuíram sua capacidade de ativar linfócitos CD4. 

(WALSH,2017)    

Os IFN- α e IFN-ß são muito importantes para evitar a ligação VSR nas células 

hospedeiras, porém, eles não são produzidos no aspirado nasal após a infecção 

celular. (GUO-PARKE, 2013). Já o IFN-γ, é produzido pós infecção pelo VSR, tem 

importante papel na atividade antiviral associado ao epitélio respiratório (GUO-

PARKE, 2013; TRIPP, 2005) assim como as citocinas IL-2, IL-12 (citocinas Th1) e as 

citocinas L-4, IL-5, IL-6 (citocinas Th2). (TRIPP, 2005) 

Após a infecção com o VSR, as células da imunidade inata induzem a produção 

de citocinas séricas pró-inflamatórias que são responsáveis pela sinalização e 

alteração das células epiteliais, além da transcrição dos fatores NF-κB. O VSR 

também é responsável pelo acúmulo de células T regulatórias (Treg) na arvore 

respiratória, pela diferenciação celular de linfócitos T helper para Th17, Th1 e Th2 

além da produção 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 

secreção de citocinas séricas pró-inflamatórias como IFN-γ, IL-1ß, IL-8 e IL-17. (LOTZ, 

2012; ABU-HARB, 1999). 

A Interleucina 10 (IL-10) é a principal citocina anti-inflamatória (MOORE, 2001) 

produzida por diferentes tipos celulares da linhagem branca sanguínea em resposta a 

um estímulo patogênico (COUPER, 2008; LI 2008). A produção de IL-10 pós infecção 

pelo VSR é extremamente necessária e benéfica, pois regula a produção em excesso 

de citocinas pro-inflamatórias 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 na resposta ao VSR (adaptado de Immune Responses 

and Disease Enhancement during Respiratory Syncytial Virus Infection, Clinical Microbiology 

Reviews · August 2005) 

 

 
BIOMARCADORES IMUNOPATOLOGICOS RELACIONADOS A COMPLICAÇÕES 

DA BRONQUIOLITE 

 

Vários estudos experimentais in vitro demonstram que a resposta inflamatória 

causada após a infecção com VSR é responsável pela produção de várias citocinas 

pró-inflamatórias, fatores de crescimento e quimiocinas, porém, a literatura mundial 

ainda é escassa de estudos clínicos in vivo. 

A gravidade da bronquiolite é correlacionada com o aumento sérico de RANTES 

e IL-8, (BRAND, 2013) assim como o aumento nas secreções respiratórias da 

produção de RANTES, IL-8, (GUO-PARKE, 2013; SHEERAN, 1999; TABARANI, 

2013) IL-6 (SHEERAN, 1999; TABARANI, 2013), MCP-1, MIP-1α, MIP-1ß, IL-1ß, IL1-

RA, IL-7 (TABARANI, 2013) IP-10 (GUO-PARKE, 2013) e diminuição IL-10 

(SHEERAN, 1999).  

Em estudos experimentais de cultura celular, a quantificação da carga viral está 

correlacionada com o aumento dos níveis de IL-6 no aspirado nasal das crianças com 
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Bronquiolite causadas pelo VSR (GUO-PARKE, 2013) e o aumento da IL-15 indica 

replicação e ativação viral (ZDRENGHEA, 2012) 

O aumento do FGF in vitro está relacionado ao remodelamento da via aérea e 

manutenção da sibilância (DOSANJH, 2003). Aumento de IL-4 e IL-5 via Th2 induzem 

processo inflamatório pulmonar aumentando a produção de IgE atraindo mais 

eosinófilos aumentando o risco de asma (HOGG, 1999) assim como baixas 

quantidades de IL-15 indica aumento da susceptibilidade a infecções virais em 

pacientes com asma (ZDRENGHEA, 2012) 

 Em resumo, podemos sugerir que a resposta inflamatória frente a infeção pelo 

VSR pode ser explorada considerando as vias imunes e biomarcadores de sinalização 

intracelular conforme painéis abaixo:    

• Th1 – TNF, IL-1 ß, IFN-γ, IL-2, IL-8, IL-12, IL-16, IL-18 

• Th2 – IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13 

• Th 17 – IL-17, IL-22, IL-23 

• Treg – IL-10, IL1-RA 

 Na literatura médica mundial existem estudos in vitro analisando a produção de 

citocinas e a ativação de inflamossomas secundária à infecção causada pelo vírus 

sincicial respiratório. Porém, é escassa a quantidade de trabalhos que façam essa 

análise in vivo, na faixa etária pediátrica, em diferentes amostras biológicas com suas 

respectivas comparações e correlações com os inflamossomas. Assim, este é o 

primeiro estudo que visa analisar, em crianças com Bronquiolite, um painel de 

citocinas nasais e séricas, e verificar suas respectivas relações com as vias de 

ativação celular, além de correlacioná-las com a ativação dos inflamossomas P2X7 e 

NLRP3 nos leucócitos periféricos. 
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2 OBJETIVOS GERAL 

 

Analisar biomarcadores de agressão tecidual, citocinas pró e anti-inflamatórias e 

a ativação de genes de resposta imunológica inata na infecção pediátrica causada 

pelo VSR (Bronquiolite).    

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS    

 

Avaliar nas crianças menores de 2 anos de idade com infecção pelo VSR e no grupo 

controle: 

• a concentração de citocinas pró-inflamatórias (ATP, IL-1β; IL-8; IL-5. IL-13), 

citocinas anti-inflamatórias (IL1-RA; IL-10) e biomarcadores de fibrose tecidual 

(RELAXINA 1; RELAXINA 3; IGF1, VEGF e TSLP) na secreção nasal e no 

sangue; 

• a correlação entre biomarcadores de lesão tecidual e citocinas presentes na 

secreção nasal e no sangue; 

• a ativação gênica da via do NALP3 em leucócitos séricos; 

• a ativação gênica da via P2X7 em leucócitos séricos; 

• a ativação de vias de resposta imune adaptativa (Th1, Th2, TH17 e Treg), por 

meio da análise em conjunto do perfil de citocinas relacionadas as respectivas 

vias. 
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3 CASUÍSTICA E MÉTODOS 

 

O presente trabalho foi submetido a Plataforma Brasil e foi enviado para análise 

pelo comitê de ética em pesquisa (CEP) da Universidade Nove de Julho – UNINOVE 

e do Conjunto Hospitalar do Mandaqui como instituição coparticipante. O parecer de 

ambos foi de aprovação com o número 1.021.627 de 13/04/2015 no CEP da UNINOVE 

(ANEXO 1) e número 1.077.316 de 27/04/2015 no CEP do Conjunto Hospitalar do 

Mandaqui. (ANEXO 2). 

A inclusão das crianças no trabalho ocorreu somente após a leitura na integra 

de todo o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) para o responsável legal, 

esclarecimento de quaisquer dúvidas e sua posterior assinatura. Uma cópia impressa 

do TCLE (ANEXO 3) era entregue imediatamente para o responsável. Foi reforçado a 

liberdade de se retirar do trabalho a qualquer momento sem prejuízo ao tratamento já 

realizado no hospital. 

Trata-se de um estudo prospectivo, observacional, grupo-controle, numa coorte 

de pacientes pediátricos com amostra de conveniência. Os dados foram coletados no 

período de Maio de 2015 até Fevereiro de 2016. 
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3.1 CASUÍSTICA 

 

Dois grupos foram incluídos no presente estudo. O Grupo Bronquiolite foi 

composto por crianças com menos de 2 anos de idade que apresentavam o primeiro 

episódio de sibilância da vida, cumprindo assim o principal critério para o diagnóstico 

de Bronquiolite.  

O Grupo Controle foi comparado quanto ao sexo e composto por crianças recém-

nascidas. Esse grupo foi especialmente escolhido pois as chances de infecção pelo 

VSR seriam remotas. 

 

CRITÉRIOS DE INCLUSÃO E EXCLUSÃO 

 

Todos os pacientes pediátricos, menores de 2 anos, de ambos os sexos 

internados no Conjunto Hospitalar do Mandaqui no período de Maio de 2015 até 

Fevereiro de 2016 com diagnóstico de Bronquiolite (primeiro episódio de sibilância) 

cumpriam os critérios de inclusão e compuseram o Grupo Bronquiolite.  

O Grupo Controle foi composto por pacientes neonatais de ambos os sexos 

nascidos à termo que não apresentaram nenhuma complicação no pré-natal, parto ou 

infecção materna. 

Foram excluídos do trabalho pacientes portadores de problemas cardíacos, 

pulmonares, antecedente de prematuridade ou portadores de síndromes genéticas. 
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3.2 MÉTODOS 

 

Todas as crianças incluídas no estudo foram avaliadas clinicamente por pediatra 

qualificado; a anamnese e o exame físico foram realizados de forma rigorosa, de 

acordo com os preceitos da medicina contemporânea.  Após, foram coletados material 

biológico, aspirado nasal e amostra de sangue periférico para posteriores avaliações.  

 

COLETA DO MATERIAL BIOLÓGICO (aspirado nasal e sangue) 

 

O aspirado nasal foi coletado a partir da introdução de três centímetros de uma 

sonda de aspiração número 6 na narina do paciente sendo posteriormente aspirado 

cinco mililitros de soro fisiológico estéril a 0,9% e armazenado em coletor universal 

estéril. Todas as amostras biológicas foram transportadas em recipiente com 

temperatura controladas (19 à 23ºC). O processamento laboratorial ocorreu sempre 

no mesmo dia da coleta. 

Antes de qualquer processamento, 500µl do aspirado nasal foi transferido para 

um criotubo corning e armazenado em nitrogênio líquido para posterior realização do 

painel viral. O restante do material foi transferido para um tubo falcon e centrifugado 

na Beckman Coulter Allerga 12R em 1.500 rpm, 4ºC por 10 minutos sem break. O 

sobrenadante foi transferido com auxílio de ponteira estéril e pipeta automática para 

tubos de eppendorf transparentes de 2 mililitros previamente identificado. Todas as 

amostras foram armazenadas em freezer -90ºC da Panasonic. O material foi utilizado 

para realização do Painel Viral, quantificação de citocinas, dosagem de ATP extra 

celular (métodos descritos abaixo). 

Após punção venosa, foram coletados cinco mililitros de sangue venoso do 

membro superior dos pacientes e armazenado em tubo plástico estéril com 

anticoagulante EDTA. Para o processamento do sangue contido no tubo plástico 

estéril com EDTA foi utilizada a centrífuga Beckman Coulter Allerga 12R. Os tubos 

foram centrifugados em 2.000g de rotação sob temperatura de 4ºC durante 10 minutos 

sem break. Após a separação dos constituintes sanguíneos, o plasma foi retirado com 

o auxílio de ponteira estéril e pipeta automática sendo transferido para tubo de 

eppendorf transparente de 2 mililitros previamente identificado. Todas as amostras 



 

26 

 

foram armazenadas em freezer -90ºC da Panasonic. As amostras foram separadas 

em alíquotas para posterior quantificação de citocinas e dosagem de ATP extra celular 

e análise da expressão gênica (NALP3 E P2X7) (métodos descritos abaixo).  

 

REALIZAÇÃO DO PAINEL VÍRAL  

 

Os criotubos armazenados em nitrogênio líquido foram enviados para o 

Laboratório de Virologia Clínica e Molecular do Instituto de Ciências Biomédicas II da 

Universidade de São Paulo – USP para a realização da pesquisa do VSR utilizando o 

aparelho 7300 Real Time PCR System da Lifetechnologies. 

A identificação viral foi necessária pois mesmo o VSR sendo o principal agente 

etiológico, outros tipos virais também podem causar o mesmo quadro clínico de 

bronquiolite, porém, poderiam produzir diferentes biomarcadores imunológicos. 

 

 

QUANTIFICAÇÃO DAS CITOCINAS (aspirado nasal e plasma)   

 

Para a análise 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-1ß, IL-5, IL-8, IL-10 E TSLP). A quantidade de amostra biológica 

utilizada em cada poço foi 100 µL do sobrenadante de aspirado nasal e 5 µL do 

plasma. A aquisição dos resultados foi realizada com a da SpectraMAx i3- Molecular 

Devices. 

Respeitando o objetivo do trabalho e focando no ineditismo dos resultados, 

optamos por não realizar análises de biomarcadores com amplo embasamento na 

literatura mundial. Frente a resposta imunológica multidirecional do vírus sincicial 

respiratório, idealizamos a avaliação de citocinas pró-inflamatórias (ATP, IL-1ß, IL-13, 

IL8, IL5) bem como o, citocinas anti-inflamatórias (IL1-ra, IL10), marcadores agressão 

e de fibrose pulmonar (IGF1, Relaxina 1, Relaxina 3, VEGF e TSLP). 

Com os mesmos biomarcadores, pudemos também analisar a resposta 

imunológica dos linfócitos Th1 (IL-1ß, IL8), Th2 (IL5, IL13), Th17 (IL17, IL23) e Treg 

(IL10, IL1-ra) e da maturação dos linfócitos T (TSLP).  
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QUANTIFICAÇÃO DO ATP EXTRACELULAR (plasma) 

 

Foram colocados 100 µL do sobrenadante de aspirado nasal e 5 µL do plasma 

associado a 95 µL de soro fisiológico 0,9% estéril em uma placa de 96 poços branca, 

estéril e de fundo plano. Para a aquisição 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 análise do ATP extracelular é de fundamental importância pois demonstra 

quantitativamente o estado inflamatório causado pela infecção celular. 

 

 

ISOLAMENTO DE RNA E ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA (NALP3 E P2X7) 

POR PCR 

 

O RNA total foi isolado do buffy coat de leucócitos de sangue periférico coletado 

com Trisol conforme protocolo estipulado em nosso laboratório. 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™ III Reverse Transcriptase (Invitrogen, EUA), de acordo 

com as instruções do fabricante. 

Após a síntese, 1 µl de cDNA/ reação foi utilizado para análise de expressão 

relativa do gene do inflamassoma NLRP3 e do gene que codifica o gene do receptor 

purinérgico P2X7R por meio de sondas fluorogênicas gene-específicas de tipo 

Taqman (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) e qPCR. A 

plataforma QuantStudioR 3 Real Time PCR System (Applied Biosystems) foi utilizada 

para amplificação. O software ExpressionSuite na Plataforma Cloud foi utilizado para 

obtenção dos dados brutos (Ct). O gene GAPDH, foram utilizados como controle 

endógeno para normalização dos dados brutos (Ct). Os dados de expressão dos 

genes foram analisados usando o método comparativo de Ct (SCHMITTGEN; LIVAK, 

2008). 
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3.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS DADOS 

 

Para a análise estatística dos dados, foi utilizado o programa GraphPad Prism 6 

Project. A normalidade dos dados foi testada via Shapiro-Wilk, porém, devido 

distribuição não paramétrica, foi realizado o log10 de todos os dados. Os resultados 

foram expressos em média e desvio padrão. O teste de Pearson foi utilizado para a 

realização da correlação entre as amostras do aspirado nasal e séricas. Os valores 

também foram comparados via “teste-t não pareado”, qui-quadrado, área de curva 

ROC pelo método de Youden e sensibilidade e especificidade pelo método de Galem 

& Gambino. O nível de significância utilizado foi 5% (p<0.05). 

O Poder da amostra para cada biomarcador foi calculado com o auxílio do 

programa G-Power versão 3.1.9.7. utilizando como base os “testes T” com diferença 

entre dois grupos independentes sendo o teste pós-hoc utilizado para calcular o poder 

da amostra. O α utilizado foi de 0,05 e o tamanho do efeito foi calculado utilizando a 

maior média subtraída da menor média divido pelo maior desvio padrão da amostra. 
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4 RESULTADOS 

 

Foram incluídas 13 crianças no Grupo Bronquiolite que cumpriam os sinais e 

sintomas sugestivos da doença. O painel viral foi realizado em todos os pacientes, e 

2 crianças foram excluídos pela ausência do vírus sincicial respiratório na amostra. 

Todas as 16 amostras coletadas em crianças recém-nascidas foram incluídas no 

Grupo Controle. 

 

4.1 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS E DADOS EPIDEMIOLÓGICOS 

DOS GRUPOS 

 

As características clínicas e epidemiológicas das crianças incluídas estão 

apresentadas na Tabela 2. De acordo com o desenho do estudo, as populações têm 

idades diferentes, porém, essa diferença de idade foi considerada como um fator de 

não interferência na análise. Não foram observadas diferenças estatísticas entre a 

proporção masculino/feminino entre os grupos. A raça predominante foi branca e a 

presença de resfriado domiciliar de algum membro da família foi significativamente 

maior no grupo Bronquiolite. O Tabagismo gestacional ou em domicílio são descritos 

na literatura como fatores de risco para o desenvolvimento de Bronquiolite, porém, 

não foram observadas diferenças entre os grupos na estudados. 
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Tabela 2. Características clínica e epidemiológicas dos grupos 

 Controle  

(n=16) 

Bronquiolite 

 (n=11) 

Frequência Cardíaca  

(média e DP) 

Frequência Respiratória 

(média de DP) 

Saturação de Oxigênio 

(média e DP) 

Idade em dias (média e DP) 

137 ± 11,6 

 

39 ± 5,7 

 

96% ±1,5 

 

Recém-nascido ** 

144 ± 25,9 

 

56 ± 10,9 

 

91% ± 3 

 

75,3 ± 70,6 

Sexo feminino (%) 75% 55% 

Raça Branca (%) 80% 63% 

Resfriado domiciliar (%) 5% ** 72% 

Tabagismo gestacional (%) 25% 27% 

Tabagismo no domicílio (%) 40% 45% 

Saneamento Básico (%) 90% 63% 

Leucócitos (média e DP) 

Bastonetes (média e DP) 

Segmentados (média e DP) 

Linfócitos (média e DP) 

Monócitos (média e DP) 

PCR (média e DP) 

Não realizado 

Não realizado 

Não realizado 

Não realizado 

Não realizado 

Não realizado 

10.470 ± (4.913) 

0 ± (0) 

3.458 ± (1.449) 

3.580 ± (1.398) 

506 ± (270) 

3.6 ± (3.18) 

** = P< 0,05 controle vs Bronquiolite  

 

O Escore de Gravidade de Wang foi aplicado para todos os pacientes e, os que 

cumpriam critérios para classificar a Bronquiolite como moderada ou grave (acima de 

9 pontos) além de sinais clínicos como desconforto respiratório persistente associado 

abatimento de asas nasais, retrações intercostais, subcostais ou supraesternal, 

frequência respiratória maior que 70 irpm, dispneia ou cianose, hipoxemia, apneia, 

insuficiência respiratória aguda foram encaminhados para a UTI Pediátrica, logo, não 

participaram do estudo. Todos os pacientes incluídos no trabalho do grupo foram 

classificados pelo Escore de Gravidade de Wang como leves com média e desvio 
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padrão da frequência cardíaca, respiratória e saturação de oxigênio descritos na 

tabela 2. 

Foram realizados hemogramas completos nos pacientes do Grupo Bronquiolite 

para quantificar os leucócitos séricos. A média da quantidade de leucócitos, 

bastonetes, segmentados, linfócitos e monócitos estão descritos na Tabela 02 e 

demonstram que todo os pacientes do grupo controle eram imunocompetentes sendo 

assim possível sua utilização para avaliação das vias imunológicas e produção de 

citocinas séricas e nasais. 
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PAINEL VIRAL 

 

O painel abaixo (Figura 2) apresenta a análise do painel viral de algumas 

amostras de crianças do grupo bronquiolite, e foi obtido de acordo com a técnica 

descrita. Cada cor da figura representa uma amostra. Podemos observar que após 21 

ciclos, ocorre o aumento exponencial da fluorescência representado pela única linha 

que aumenta dentre as várias apresentadas confirmando a presença do VSR na 

amostra. Todas as 11 amostras incluídas no trabalho apresentaram o mesmo padrão 

evidenciado na Figura 2, comprovando a presença do vírus sincicial respiratório nas 

amostras de aspirado nasal.  

 

 

Figura 6 – Gráfico do delta RN pelo número de ciclos do PCR em tempo real.  
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4.2 BIOMARCADORES NASAIS. 

 

A Tabela 3 apresenta o resultado da comparação entre os grupos de todos os 

biomarcadores analisados no Aspirado Nasal e seu nível descritivo ou probabilidade 

de significância junto do poder da amostra. Os dados com p<0,05 serão representados 

de forma gráfica. 

 

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

nasais 

Biomarcadores  Controle  

(n=16) 

Bronquiolite 

(n=11) 

P Poder da 

Amostra 

ATP  

VEGF  

TSLP  

RELAXINA1  

RELAXINA3  

IL23  

IL17  

IL13  

IL10  

IL8  

IL5  

IL1RA  

IGF1  

IL1BETA  
 

6,969 ± 0,08340 

1,676 ± 0,01263 

1,090 ± 0,05276 

2,266 ± 0,06534 

1,488 ± 0,005960 

2,538 ± 0,005777 

1,240 ± 0,01295 

2,197 ± 0,02544 

0,8408 ± 0,03189 

1,681 ± 0,07883 

1,007 ± 0,02693 

1,810 ± 0,01803 

2,264 ± 0,2202 

0,5331 ± 0,02617 
 

6,549 ± 0,02743 

1,679 ± 0,04808 

1,064 ± 0,07643 

1,919 ± 0,01349 

1,467 ± 0,005473 

2,215 ± 0,01318 

1,238 ± 0,01825 

1,971 ± 0,01358 

0,8915 ± 0,1138 

3,562 ± 0,5742 

0,6931 ± 0,03011 

4,407 ± 0,5446 

2,033 ± 0,3681 

1,393 ± 0,4315 
 

0,0001 

0,9418 

0,7854 

< 0,0001 

0,0168 

< 0,0001 

0,9387 

< 0,0001 

0,6762 

0,0084 

< 0,0001 

0,0008 

0,5973 

0,0745 
 

100% 

6% 

21% 

100% 

100% 

100% 

8% 

100% 

29% 

100% 

100% 

100% 

45% 

99% 
 

Valores = Média, desvio padrão  

 

A análise dos dados apresentados evidência 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 

significância estatística, e as demais, não foram diferentes entre os grupos.  

Os achados sugerem imunomodulação causada pela maior quantidade de IL1-

RA suprimindo as vias Th1, Th2 e Th17 no aspirado nasal, apresentando menores 

valores de ATP, RELAXINA 1, RELAXINA 3, IL-23, IL-13 e IL-5  

A eficiência estatística de todos os biomarcadores do aspirado nasal foi avaliada 

pela análise da curva ROC e seu resultado está descrito na Tabela 4.  
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Tabela 4. Área, intervalo de confiança e valor do p da curva ROC dos biomarcadores nasais. 

Biomarcadores Área Intervalo de Confiança 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 

IL8 0,9261 0,8321 até 1,020 0,000217 

IL5 0,9858 0,9512 até 1,020 < 0,0001 

IL1RA 1 1,000 até 1,000 < 0,0001 

IGF1 0,8636 0,6788 até 1,048 0,001597 

IL1BETA 0,733 0,4862 até 0,9798 0,04311 
 

Valores = Média, desvio padrão  

 

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

Grupo Bronquiolite em comparação com o Grupo Controle.  

 

Figura 7 – Concentração de ATP no aspirado nasal dos grupos Bronquiolite e Controle. 
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Figura 8 - Comparação da concentração de Relaxina 1 no aspirado nasal. 

 

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

pacientes do grupo bronquiolite em comparação ao grupo controle.  

 

Figura 9 - Comparação da concentração de Relaxina 3 no aspirado nasal. 

 

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

pacientes do grupo bronquiolite em comparação ao grupo controle.  
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Figura 10 - Comparação da concentração de IL-23 no aspirado nasal. 

 

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

do grupo bronquiolite em comparação ao grupo controle.  

 

Figura 11 - Comparação da concentração de IL-13 no aspirado nasal. 

 

A figura 11 representa a menor concentração de IL-13 no aspirado nasal dos pacientes 

do grupo bronquiolite em comparação ao grupo controle.  
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Figura 12 - Comparação da concentração de IL-8 no aspirado nasal. 

 

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

do grupo bronquiolite em comparação ao grupo controle.  

 

Figura 13 - Comparação da concentração de IL-5 no aspirado nasal. 

 

A figura 13 representa a menor concentração de IL-5 no aspirado nasal dos pacientes 

do grupo bronquiolite em comparação ao grupo controle.  
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Figura 14 - Comparação da concentração de IL1-RA no aspirado nasal. 

 

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

pacientes do grupo bronquiolite em comparação ao grupo controle.  

 

 

 

 

 

 

  

IL
1

-R
A

 (
lo

g
 d

e
 p

g
/m

l)

C O N T R O L E B R O N Q U IO L IT E

-3

-2

-1

0

1

2

C o n c e n tra ç ã o  d e  IL 1 -R A  n o  a s p ira d o  n a s a l



 

39 

 

4.3 BIOMARCADORES SÉRICOS. 

 

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

biomarcadores analisados no sangue e seu nível descritivo ou probabilidade de 

significância. Os dados com p<0,05 serão representados de forma gráfica. 

 

 

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

séricos 

Biomarcadores Grupo Controle  

(n=16) 

Grupo Bronquiolite 

(n=11) 

             P Poder da 

Amostra 

ATP 

VEGF 

TSLP 

RELAXINA1 

RELAXINA3 

IL23 

IL17 

IL13 

IL10 

IL8 

IL5 

IL1RA 

IGF1 

IL1BETA 
 

7,500 ± 0,1007 

1,709 ± 0,05331 

1,063 ± 0,05552 

2,063 ± 0,05736 

1,545 ± 0,03380 

2,406 ± 0,01021 

1,238 ± 0,01607 

2,061 ± 0,03868 

0,9631 ± 0,08099 

1,619 ± 0,09244 

0,6732 ± 0,01668 

1,994 ± 0,2688 

2,454 ± 0,2107 

0,4325 ± 0,02033 
  

7,636 ± 0,1314 

1,653 ± 0,04021 

1,070 ± 0,06964 

1,975 ± 0,01288 

1,489 ± 0,009627 

2,459 ± 0,01670 

1,210 ± 0,01050 

2,008 ± 0,005590 

0,9517 ± 0,06242 

1,515 ± 0,07308 

0,6643 ± 0,02528 

1,684 ± 0,03684 

2,289 ± 0,03284 

0,3596 ± 0,02441 
  

0,4221 

0,4111 

0,9369 

0,1537 

0,1308 

0,0134 

0,1694 

0,1914 

0,9124 

0,3855 

0,7737 

0,2704 

0,4492 

0,0317 
  

81% 

83% 

8% 

98% 

98% 

100% 

99% 

96% 

9% 

87% 

21% 

88% 

61% 

100% 
 

Valores = Média, desvio padrão 

 

A análise 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 

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

classificação leve de gravidade dos pacientes pertencentes ao grupo bronquiolite visto 

que a infecção pelo vírus sincicial respiratório deva estar localizada apenas no epitélio 

respiratório sem repercussão sistêmica. 
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A eficiência estatística de todos os biomarcadores do aspirado nasal foi avaliada 

pela análise da curva ROC e seu resultado está descrito na tabela 6.  

 

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

grupos. 

Biomarcadores Área Intervalo de Confiança 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 

IL1RA 0,6193 0,4039 até 0,8348 0,3001 

IGF1 0,5341 0,2955 até 0,7727 0,7672 

IL1BETA 0,7415 0,5477 até 0,9353 0,03602 

   Valores = Média, desvio padrão  

 

Figura 15 - Comparação da concentração de IL-23 no plasma. 

 

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

grupo bronquiolite em comparação ao grupo controle.  
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Figura 16 - Comparação da concentração de IL1-β no plasma. 

 

A figura 16 representa a menor concentração de IL1-β no plasma dos pacientes do 

grupo bronquiolite em comparação ao grupo controle. 
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4.4 CORRELAÇÃO DOS BIOMARCADORES SÉRICOS E NASAIS 

NOS PACIENTES COM BRONQUIOLITE 

 

A Tabela 7 apresenta o resultado da correlação entre todos os biomarcadores 

analisados no aspirado nasal e sangue dos pacientes infectados pelo vírus sincicial 

respiratório e seu nível descritivo ou probabilidade de significância. Nenhum dos 

biomarcadores analisados apresentou correlação significativa com p<0,05. 

Com o objetivo explicar algum fenômeno estatístico e determinar se os 

biomarcadores independentes influenciam nos dependentes foi realizada análise de 

regressão 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 alteração 

significativa entre os grupos, porém houve comportamento oposto – aumentou no 

aspirado nasal e reduziu no sangue.  

 

Tabela 7. Correlação entre a quantificação de biomarcadores nasais e séricos do Grupo 

Bronquiolite. 

 

Biomarcadores r P 

ATP 

VEGF 

TSLP 

RELAXINA1 

RELAXINA3 

IL23 

IL17 

IL13 

IL10 

IL8 

IL5 

IL1RA 

IGF1 

IL1BETA 
 

-0,1 

0,34 

-0,1 

-0,16 

-0,19 

0,22 

0,54 

-0,24 

0,49 

0,34 

0,3 

-0,4 

0,27 

-0,077 
 

0,7605 

0,3119 

0,7686 

0,6355 

0,5661 

0,5087 

0,0837 

0,4852 

0,1283 

0,3033 

0,3764 

0,2195 

0,4153 

0,8219 
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4.5 EXPRESSÃO GÊNICA DO P2X7 PURINÉRGICO 

 

Não foi observada diferença estatística entre os dois grupos estudados na 

expressão gênica do receptor purinérgico P2X7R em leucócitos, que é um dos 

principais receptores de ativação durante o período de inflamação mediada por células 

de resposta imune inata (Figura 17) 

 

 

 

Figura 17 - Expressão do gene P2X7 em leucócitos séricos 
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4.6 EXPRESSÃO GÊNICA DO NLRP3 INFLAMASSOMA 

 

Com o objetivo de avaliar se a via inflamatória do inflamassoma NLRP3 estava 

ativa em leucócitos séricos, a expressão gênica do receptor de NALP3 foi realizada e 

descrita com o gráfico abaixo: 

 

 

Figura 18 - Expressão do gene NLRP3 em leucócitos séricos 

 

 

A figura 18 demonstra graficamente a menor expressão gênica do NLRP3 nos 
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maior de IL-23 em comparação com o grupo controle.  Não foram observadas 

correlações entre os biomarcadores séricos e do aspirado nasal.  

Na análise sérica da expressão gênica, não foi observada diferença na expressão 

do gene P2X7, porém observou-se um down regulation do gene NLRP3 nos pacientes 

com bronquiolite. Esse dado tem consonância a menor quantidade de IL1-B no plasma 

dos pacientes com bronquiolite, sendo esse o nosso principal resultado.  
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5 DISCUSSÃO 

 

Os principais resultados do presente estudo foram a demonstração de que 

pacientes pediátricos menores de 2 anos de idade, com diagnóstico clínico 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 

infecção pelo VSR é capaz de realizar um down regulation no inflamassoma NLRP3 

em leucócitos séricos em pacientes clinicamente caracterizados como leve.  

O VSR é capaz de provocar diferentes graus de resposta inflamatória quando 

contamina crianças saudáveis causando a patologia denominada bronquiolite (LEGG, 

2003; CHRISTIAANSEN, 2014). Porém, os mecanismos regulatórios da resposta 

inflamatória ainda não estão totalmente esclarecidos. 

A infecção pelo VSR nas células do epitélio respiratório dos pacientes estudados 

não foi suficiente para aumentar a quantidade de ATP extracelular no aspirado nasal. 

Dessa forma, podemos inferir uma associação desse biomarcador com uma reduzida 

produção de ROS e consequente redução 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 séricas em pacientes com 

Bronquiolite, geraram diferentes resultados. Nossos dados apontaram para um efeito 

estimulador na via Th1 (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 Th1 (IFN-γ e TNF-α) e Th2 (IL-4), resultados esses que foram corroborados por 

TABARANI, 2013. No nosso trabalho não foram quantificadas as citocinas IFN-γ, TNF-

α e IL-4, visto sua correlação prévia com a infecção pelo VSR. Os mesmos autores 

demonstraram que mesmo com diferença estatística, ocorre a baixa expressão de 

citocinas no aspirado nasal. Esses dados são semelhantes aos nossos pois 

quantificação de citocinas nasais foi menor quando comparada a quantificação sérica 

CHRISTIAANSEN e cols. 2016 também descreveram a redução da IL-33 em 

bebês infectados por VSR, resultado esse diferente do observado em outros estudos 
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realizados em humanos e modelos animais (SARAIVA, 2015; ZENG, 2015). Esse 

resultado que pode ser justificado pela gravidade da manifestação clínica dos 

pacientes. Assim, em sua amostra valores aumentados da citocina teve relação com 

a gravidade dos pacientes, e pode estar correlacionada a morte de células endoteliais 

por apoptose. Mesmo não sendo dosada a IL-33 em nossos pacientes acreditamos 

que nossos resultados seriam semelhantes a SARAIVA e cols., 2015, pois além da 

amostra ser semelhante entre os estudos, encontramos menor quantificação de IL-5 

e IL-13 e a IL-33. 

Os sinais e sintomas relacionados a bronquiolite como a sibilância, utilização de 

musculatura acessória e insuficiência respiratória são classicamente correlacionados 

a citocinas Th17 como a IL-17 e IL-23. Não foram identificadas diferenças estatísticas 

no nosso trabalho com relação 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 análise sérica dos biomarcadores, os pacientes 

pediátricos menores de 2 anos de idade, com diagnóstico clínico de bronquiolite leve 

causada pelo vírus sincicial respiratório valores menores de IL-1β e maiores de IL-23 

em comparação ao Grupo Controle. Vários são os artigos descrevendo que a infecção 

pelo VSR causa secreção de IL-1β ( BLANCO, 2002; GUERRERO-PLATA, 2005; 

BERMEJO-MARTIN, 2007), porém, esses achados podem ser justificados pela 

independência da resposta imunológica ocorrida sistemicamente e no epitélio 

respiratório, visto que todos os pacientes com bronquiolite foram classificados como 

leves. 

Não conseguimos correlacionar os valores dos biomarcadores presentes no 

aspirado nasal e no plasma de pacientes pediátricos com quadro leve bronquiolite 

causada pelo VSR. Esse achado pode ser secundário a classificação da amostra 

como bronquiolite leve ou pela resposta imunológica local ocorrendo de forma 

diferente da sistêmica. Outros estudos utilizando pacientes classificados como 

intermediários ou graves poderão ser realizados para a avaliação da existência da 

correlação. Esse é o primeiro trabalho a fazer a correlação entre biomarcadores do 

mesmo paciente em diferentes sítios  

A imunidade inata é a primeira linha de defesa do corpo humano contra agentes 

externos como vírus ou bactérias. A IL-1β é uma citocina produzida pela resposta 

imune inata e desempenha papel fundamental na resposta inflamatória contra a 
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invasão de agentes patogênicos. IL-1β é sintetizado inicialmente de forma imatura 

(pró-IL-1β) sendo necessária sua clivagem pela via das caspases (caspase-1) para 

que a IL-1β madura fique ativa e seja secretada (SEGOVIA, 2012). Os inflamassomas 

são componentes vitais na regulação saúde-doença e são indispensáveis para 

ativação da caspase-1. Padrões moleculares associados ao perigo (DAMPs) de várias 

doenças e alterações genéticas estão associados a ativação 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 respiratórias e inflamações 

crônicas. (SEGOVIA, 2012) 

Infecções por agentes patogênicos como vírus, bactérias, fungos e parasitas 

também desencadeiam a formação e ativação dos inflamassomas pois. essa resposta 

inflamatória é fundamental para a eliminação do patógeno e induzir uma imunidade 

adaptativa eficaz. Os vírus (DNA ou RNA) utilizam vários inflamassomas para ativação 

da caspase-1 e consequente secreção de IL-1β. Por exemplo o citomegalovírus utiliza 

o inflamassoma AIM2 e o adenovírus, herpes vírus e o vírus influenza A utilizam o 

inflamassoma NLRP3 para a ativação da caspase-1 para liberação de IL-1β. 

(SEGOVIA, 2012) 

A ativação do inflamassoma NLRP3 na infecção pelo vírus influenza A em 

humanos confere condições adequadas nas vias aéreas para eliminação do vírus do 

trato respiratório. Entre os vírus respiratórios humanos, a formação do inflamassoma 

era apenas descrito após a infecção pelo vírus influenza A. O VSR é semelhante ao 

vírus influenza A, e as características e mecanismos de infeção começaram a ser 

estudados recentemente. A primeira descrição do VSR foi feita por SEGOVIA e cols., 

2012 em estudos com cultura celular de monócitos de camundongo que demonstrou 

que o VSR  é capaz de sozinho ativar o complexo inflamassoma NLRP3, que ativa a 

caspase-1 resultando na secreção de IL-1β. TRIANTAFILOU e cols. ,2012 

continuaram a investigação desse mecanismo ainda com cultura de células, porém, 

utilizando células epiteliais de pulmão humano. Os resultados reforçaram o achado 

que o VSR é capaz de sozinho ativar o NLRP3. Foram a partir dessas observações 

que nosso grupo propôs 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 o VSR não é capaz de ativar 
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o inflamassoma NLRP3 em leucócitos séricos e consequentemente aumentar a 

produção de IL-1β, resultado esse diferente do encontrado nos estudos com culturas 

celulares demonstrando que o processo já descrito na literatura médica pode deva 

estar restrito apenas ao epitélio respiratório humano. 

As espécies reativas de oxigênio (ROS) também são utilizadas como sinais para 

a ativação do inflamossoma NLRP3 na infecção pelo VSR. ROS também ativa 

caspase-1 em outras situações clínicas como no diabetes, após a exposição a 

poluentes (amianto e sílica), infecções virais (vírus influenza A, adenovírus), infecções 

fúngicas (Aspergillus fumigatus) e parasitarias (malária) (SEGOVIA, 2012). 

Altas concentrações de inibidor de ROS são capazes de reduzir a expressão do 

gene NLRP3 e consequentemente não ativar caspase-1 diminuindo a quantidade de 

IL-1β. (SEGOVIA, 2012). Acreditamos que esse mecanismo não está relacionado aos 

resultados descritos visto que os pacientes foram classificados como bronquiolite leve 

e não tiveram quadros graves com resposta inflamatória sistêmica. 

O VSR ao infectar a célula, modifica a permeabilidade da membrana celular 

facilitando o efluxo de potássio e utiliza a máquina celular para a produção de poros 

de membrana (proteína SH) chamados viroporinas que permitem a passagem de íons 

e pequenas moléculas facilitando assim o mecanismo de entrada e saída de novos 

vírus funcionando também para a ativação do NLRP3. A viroporina junta-se a uma 

lista ampla de proteínas virais que formam canais iônicos quando infectados com 

outros vírus como o picornavírus,HIV-1,HCV e vírus da gripe. O uso de drogas que 

bloqueiam os canais iônicos virais foram capazes de inibir a secreção de IL-1β 

podendo ser uma opção para os pacientes que evoluem clinicamente de forma grave. 

(TRIANTAFILOU,2012) 

As hipóteses 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 não existe correlação entre os biomarcadores 

séricos e nasais e que não ocorre de maneira sistêmica a ativação gênica da via dos 

inflamossomas e purinérgicos. Esse achado corrobora a observação clínica pois as 

crianças com bronquiolite apresentam alterações de exame físico e complicações 

exclusivamente do aparelho respiratório, poupando os demais sistemas 

(cardiovasculares, renal, hepático, sistêmico). Esse achado é muito importante pois 

pode guiar os pesquisadores mundiais a produção de fármacos de ação local (spray 
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nasal) visto que sua administração sistemicamente não seria necessária pela própria 

fisiopatologia do vírus. Especialmente na faixa etária pediátrica, o fato de administrar 

medicações de maneira não invasiva auxilia na facilidade e no aumento da adesão ao 

tratamento pelo paciente e familiares. 

Outros estudos ampliando a investigação dos fenômenos descritos são 

necessários. A avaliação da ativação do inflamassoma NLRP3 no epitélio respiratório 

humano em paciente com bronquiolite leve pode comprovar que a resposta 

inflamatória nesse grupo de paciente se manteve localizada no aparelho respiratório. 

Outros estudos com o mesmo grupo, porém com diferentes classificações de 

gravidade (pacientes moderados ou graves) associado a diferentes desfechos 

(internação na UTI Pediátrica, utilização de ventilação pulmonar mecânica ou óbito) 

são necessários para continuar a investigação e analisar se nessa população são 

descritas diferenças ou correlações nos biomarcadores séricos e nasais, além de 

estudar se ocorre a ativação sistêmica do inflamassoma NLRP3, ativação da caspase-

1 e posteriormente a produção sérica de IL-1β. A quantificação de espécies reativas 

de oxigênio (ROS) e suas correlações com os demais estudos sugeridos também 

auxiliará na elucidação dos mecanismos biológicos frente ao vírus sincicial 

respiratório. 
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7 GLOSSÁRIO 

 

ATP - Adenosina Trifosfato é uma molécula de alta energia encontrada em todas as 

células. Seu papel é fornecer a célula  energia necessária para funcionamento do 

metabolismo celular. Outro papel  da molécula de ATP  é   como mediadora na 

inflamação aguda e crônica e pode ser liberado em grandes quantidades a partir de 

vários tipos de células após estresse celular ou lesão tecidual. 

 

CITOCINAS - Proteínas produzidas por tipos diferentes de células que mediam as 

reações inflamatórias e imunológicas. As citocinas são as principais mediadoras entre 

a comunicação das células do sistema imunológico. 

 

ESPECIFICIDADE - É a capacidade que o teste diagnóstico/triagem tem de detectar 

os verdadeiros negativos, isto é, de diagnosticar corretamente os indivíduos sadios. 

 

IGF-1 - É um mediador primário dos efeitos do hormônio do crescimento (GH). O 

hormônio do crescimento é produzido na glândula pituitária anterior, é liberado na 

corrente sanguínea e estimula o fígado a produzir o IGF-1. O IGF-1 então estimula o 

crescimento sistêmico do corpo e tem efeitos promotores de crescimento em quase 

todas as células do corpo, especialmente células do músculo esquelético, cartilagem, 

ossos, fígado, rim,sistema nervoso, pele, células hematopoiéticas e pulmonares. Além 

dos efeitos semelhantes aos da insulina, o IGF-1 também pode regular a síntese de 

DNA celular. 

 

INFLAMASSOMA - Um complexo multiproteíco formado no citosol de fagócitos 

mononucleares, células dendríticas e outros tipos de células que proteoliticamente 

geram a forma ativa de IL-1 um precursor inativo. A formação do complexo que inclui 

NRLP3 (um receptor semelhante a NOD de reconhecimento de padrões) 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 número de citocinas cujo nome 

contém um sufixo numérico aproximadamente sequencial para a descoberta ou a 

caracterização molecular (exemplo: interleucina -1). Algumas citocinas foram 

originalmente nomeadas pelas suas atividades biológicas e não tem uma designação 

de interleucina. 

 

INTERLEUCINA -1 RA- Produzida por macrófagos agindo em várias células como 

antagonista competitivo da IL-1. 

 

INTERLEUCINA-1Β - É produzida pelos macrófagos, células endoteliais e algumas 

células epiteliais. Sua ação é observada nas células endoteliais na ativação 

inflamação e da coagulação, no hipotálamo para indicar sinais de inflamação e febre 

e no fígado para a síntese de proteínas em fase aguda de inflamação. 

 

INTERLEUCINA -5 - Produzidas por células T CD4+ com diferenciação em perfil TH2 

agindo em locais de inflamação nos eosinófilos: ativação, geração aumentada e nas 

células B auxiliando na proliferação e produção de IgA (in vitro). 

 

INTERLEUCINA-8 - Produzida por macrófagos agindo sobre as células NK e linfócitos 

T para síntese de IFN-γ. 

 

INTERLEUCINA-10 - Produzida por macrófagos e células T regulatórias a agindo 

sobre os mesmos e células dendríticas. Pode ter papel também na inibição da 

expressão de IL-2, moléculas coestimuladoras e do MHC classe I. 

 

INTERLEUCINA-13 - Produzida por Células T CD4+ com perfil TH2, células NKT, 

mastócitos agindo nas células B na mudança isotipo IgE, células epiteliais para o 

aumento da produção de muco; Fibroblastos: aumento da síntese de colágeno; 

macrófagos na ativação alternativa. 

 

INTERLEUCINA-17 - Produzida por células T agindo em células endoteliais para o 

aumento da produção de quimiocinas; nos macrófagos aumentando a produção de 

quimiocinas e citocinas; e nas células epiteliais para produção de GM-CSF e G-CSF. 
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INTERLEUCINA-23 - Produzida por macrófagos e células dendríticas o sítio de ação 

é no auxílio da diferenciação e manutenção de linfócitos T com produção de IL-17.  

 

NRLP3 - O NLRP3 (domínio de ligação ao nucleotídeo e domínio de pirina 3 repetido 

rico em leucina) oligomeriza e se agrupa com ASC (proteína do tipo speck associada 

à apoptose contendo um domínio 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 oxigênio 

e pela ruptura da membrana dos lisossomas, que são processos afetados durante o 

inchaço celular. 

 

PADRÃO MOLECULARES ASSOCIADOS A DANOS (DAMP) – Moléculas 

endógenas  que são produzidas por ou liberação de células danificadas e que estão 

morrendo que se ligam a a receptores de reconhecimento padrão e estímulam a 

respsota imunológica normal. Exemplo: ATP extra-celular . 

 

PADRÕES MOLECULARES ASSOCIADOS A PATÓGENOS (PAMP) - Estruturas 

produzidas por microorganismos, mas não por células de mamíferos (hospedeiras), 

que são reconhecidos por estimularem o sistema imune natural.Exemplos incluem 

lipopolissacarídeos bacteriano e o RNA viralde fita dupla. 

 

P2X7r- Os receptores purinérgico P2, que pode ser subdividida em duas famílias: (1) 

os P2YR acoplados à proteína G (P2Y1-14) e (2) os canais iônicos dependentes de 

ligante P2XR (P2X1 - 7). Entre os subtipos P2XR, P2X7r ele é particularmente elevado 

nas células do sistema imune, e seu comportamento é único na exposição repetitiva 

ou prolongada a altas concentrações de ATP, pode formar um grande poro de 

membrana permeável a solutos hidrofílicos de massa molecular de até 900 kD. A 

ativação do P2X7r em células imunes, incluindo células dendríticas, macrófagos e 

neutrófilos, tem estado envolvida em várias respostas celulares pró-inflamatórias, 

como a liberação de espécies reativas de oxigênio, metaloproteínase de matriz-9 e 
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citocinas (IL-2, IL-6 e IL-18) e via ligação à via do inflamassoma NRLP3 na produção 

e liberação de IL-1β madura. 

 

RECEPTORES SEMELHANTES A NOD (NRL) - Trate-se de uma família de proteínas 

citosólicas de multidomínio que possuem os PAMPs e os DAMPs citoplasmáticos e 

recrutam outras proteínas para formar complexos de sinalização que promovem a 

inflamação. 

 

RELAXINA-1 E 3 - A Relaxina-1 é produzida pelo ovário e tem como alvo o sistema 

reprodutor dos mamíferos para amadurecer o colo do útero, alongar a sínfise púbica 

e inibir a contração uterina. No sistema cardiovascular, a relaxina atua principalmente 

ativando a via do óxido nítrico. Outros mecanismos incluem a ativação de NFκB 

levando ao fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e à transcrição das 

metaloproteinases da matriz. Demonstrou-se que a relaxina relaxa as células 

musculares lisas vasculares e aumenta a produção de óxido nítrico nas células 

endoteliais, desempenhando um papel na regulação da função cardiovascular pela 

dilatação das artérias de resistência sistêmica. A relaxina aumenta a taxa e a força da 

contração cardíaca. Por meio da regulação positiva do VEGF, a relaxina desempenha 

um papel fundamental na formação de vasos sanguíneos (angiogênese) durante a 

gestação, desenvolvimento de tumor ou feridas isquêmicas. 

 

SENSIBILIDADE – É a capacidade que o teste diagnóstico/triagem apresenta de 

detectar os indivíduos verdadeiramente positivos, ou seja, de diagnosticar 

corretamente os doentes. 

 

TSLP - Produzido pelo Timo e com ação em células mieloides com indução e liberação 

de quimiocinas que atraem as células T também monócitos aumentando a 

diferenciação e maturação das células dendríticas CD11c (+). Auxiliando também as 

respostas de células T CD4+ com perfil Th2.  

 

VALOR PREDITIVO POSITIVO - É a probabilidade de um indivíduo avaliado e com 

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

teste normal sem alteração. 

 

VEGF - Produzida por endoteliais e tem ação na angiogênese de tumores e de tecidos. 
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8 ANEXOS 

8.1 ANEXO 1 – Parecer do Comitê de Ética e Pesquisa da UNINOVE 

 



 

63 

 

 



 

64 

 

8.2 ANEXO 2 – Parecer do Comitê de Ética e Pesquisa do Conjunto 

Hospitalar do Mandaqui 
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8.3 ANEXO 3 – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
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8.4 ANEXO 4 – Folha de escores 
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8.5 ANEXO 5 – Protocolo laboratorial 
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8.6 ANEXO 6 – Carta de autorização da Instituição co-participante 
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8.7 ANEXO 7 – ARTIGO PUBLICADO 
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8.8 ANEXO 8 – ACEITE DO TRABALHO PARA APRESENTAÇÃO NO 

FORMATO DE PÔSTER NO 10º CONGRESSO DA ALAT. 
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8.9 ANEXO 9 - ACEITE DO TRABALHO PARA APRESENTAÇÃO 

ORAL NO 10º CONGRESSO DA ALAT. 
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8.10 ANEXO 10 – PRÊMIO DADO AOS 50 MELHORES TRABALHOS 

DO 10º CONGRESSO DA ALAT. 
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8.11 ANEXO 11 – ACEITE DO TRABALHO PARA APRESENTAÇÃO 

NO FORMATO DE PÔSTER NO ERS INTERNATIONAL 

CONGRESS 2016 – LONDON 
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8.12 ANEXO 12 – ARTIGO PUBLICADO 
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8.13 ANEXO 13 – ACEITE DO TRABALHO PARA APRESENTAÇÃO 

NO FORMATO DE PÔSTER NA EB 2019. 
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