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RESUMO 

O virus respiratório sincicial (VRS) é a principal causa de doença do trato 
respiratório inferior em crianças no mundo todo, principalmente nas menores de 
seis meses de idade e, compreender a resposta imune contra ele é essencial para 
desenvolver estratégias de intervenção. A lectina ligante de manose (LLM) do 
presente no soro, relacionada à resposta imune inata, reconhece uma gama de 
patógenos, ativa o sistema complemento e tem um papel essencial na fase inicial 
da infecção, contribuindo para o desenvolvimento de uma resposta adaptativa. 
Neste estudo, 82 crianças <5 anos de idade com infecção pelo VRS confirmada e 
70 controles tiveram os níveis de LLM no soro medidos por um ensaio imuno 
enzimático indireto e também fenótipos das células mononucleares do sangue 
periférico (CMSP) caracterizado por citometria de fluxo. As amostras foram 
distribuidas em quatro grupos: soro/caso (81), soro/controle (40), CMSP/caso 
(33), CMSP/controle (58). Trinta e oito casos eram <6 meses de idade sendo que 
a maioria deles foi internada (33/38). As concentrações de LLM em todas as 
idades tiveram uma ampla distribuição, porém, uma grande porcentagem dos 
casos, isto é, 67,9% (55/81) tiveram níveis de LLM <500 ng/mL 
(baixo/intermediário), comparado com 40% (16/40) dos controles. Os nívels de 
LLM dos casos e controles <1 mês de idade não foram diferentes, mas para as 
crianças >24 meses de idade, os níveis dos casos foram menores (p=0,034). A 
porcentagem de células T CD4+ dos casos >6 meses de idade foi menor 
(p<0.001) do que a dos controles. Ainda, não houve diferença entre casos e 
controles para as células T CD8+, com excessão da faixa de idade entre 6-12 
meses em que os casos apresentaram uma menor freqüência (p=0,003). A 
ativação de células T (CD3+HLA-II+) foi significativamente maior nos casos do que 
nos controles (p<0,001), em contraste com as células natural killer que 
geralmente estiveram diminuidas nos casos (p<0,001). Estes resultados sugerem 
que a infecção aguda por VRS nessas crianças parece estar associada com 
baixos nívels de LLM, porém não interferindo na ativação de linfócitos. 

 

Palavras chave: 

vírus respiratório sincicial 

crianças 

lectina ligante de manose 

subpopulações de linfócitos 
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ABSTRACT 

Respiratory syncytial virus (RSV) is a major cause of serious lower respiratory 
tract disease among infants and young children worldwide, and understanding the 
immune response to its infection is essential for intervention strategies. The 
innate-response serum mannose-binding lectin (MBL), which recognizes a broad 
range of pathogens and subsequently activates the complement system, has an 
essential role in the early phase of infection contributing to the development of an 
acquired immune response. In this study, 82 children <5 years old with confirmed 
acute RSV infection and 70 controls had MBL levels measured by an indirect 
ELISA and PBMC phenotypes characterized by flow cytometry. Samples were 
distributed in four groups: serum/case (81), serum/control (40), PBMC/case (33), 
PBMC/control (58). Thirty eight cases were <6 months old and most of them had 
been interned (33/38). The MBL concentrations from all children presented a wide 
range of values, however, the greater percentage of cases, i.e. 67.9% (55/81) had 
<500 ng/mL (low/intermediate) MBL levels compared to 40% (16/40) for control 
subjects. Case and control MBL levels from children <1 month old were not 
statistically different, but were substantially lower in cases >24 months old 
(p=0.034). The CD4+ T cells percentage was lower (p<0.001) in children >6 
months old compared to controls, while, the CD8+ T cells percentage in cases and 
controls was similar except for lower frequency in the 6–12 months old cases 
(p=0,003). T cell activation (CD3+HLA-II+) was significantly higher in cases 
compared to controls (p<0,001), in contrast to natural killer cells which were 
generally decreased (p<0,001). These results suggest that acute RSV infection in 
these children seems to be associated with low MBL levels, but not interfering in T 
cell activation. 

 

Key words: 

respiratory syncytial virus 

infants and young children 

mannose-binding lectin 

lymphocyte phenotypes 
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1. INTRODUÇÃO 

Os vírus são os principais agentes causadores de doenças respiratórias 

agudas (DRA) em crianças menores de cinco anos de idade em todo o mundo, 

sendo o vírus respiratório sincicial (VRS) o principal agente responsável pela 

maioria dos casos graves em neonatos e lactentes, através do comprometimento 

do trato respiratório inferior, caracterizado por bronquiolite e pneumonia 

(FISCHER et al., 2002; QUEIRÓZ et al., 2002; CALEGARI et al., 2005). 

O VRS, isolado pela primeira vez de uma criança em 1956 (CHANOCK, 

FINBERG, 1957) é um membro da família Paramyxoviridae, gênero Pneumovirus 

e possui genoma do tipo RNA de fita simples linear com polaridade negativa 

(COLLINS et al., 1996). Estudos das características antigênicas e genéticas do 

VRS mostram que este pode ser dividido em dois subgrupos – A e B 

(ANDERSON et al., 1985). O genoma é traduzido em 11 proteínas (F, G, SH, M, 

M2, N, P, L, NS1, NS2, S), sendo que a F e a G são as mais imunogênicas 

(PALOMO et al., 2000) apesar dessas proteínas de superfície diferirem entre as 

cepas (SULLENDER, 2000). Em vista disso, há sugestão de que a gravidade da 

doença respiratória esteja relacionada com o tipo de VRS causador da infecção 

(WALSH et al., 1997), sendo maior a gravidade quando o agente é o VRS do 

subgrupo “A” (HOLBERG et al., 1991; STRALIOTTO et al., 1994). Porém, em 

termos do trato respiratório superior, estudos sugerem que a gravidade relaciona-

se principalmente com a infecção pelo VRS do subgrupo “B”, sendo a otite média 

aguda a principal manifestação clínica (DENNY, 1995; HEIKKINEN et al., 1995). 

A primeira infecção geralmente ocorre em crianças menores de seis meses 

de idade apesar da presença de anticorpos maternos (QUEIRÓZ et al., 2002; 
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HACIMUSTAFAOGLU et al., 2004). Virtualmente, todas as crianças são 

infectadas até os dois anos de idade, com reinfecções ocorrendo ao longo da 

vida, sendo que essas infecções prévias pela mesma cepa ou por cepa diferente 

não protege contra reinfecções (GLEZEN et al., 1986). 

Uma vacina de VRS inativada por formalina testada em meados da década 

de 1960 em crianças, não preveniu-as contra a infecção pelo vírus selvagem; 

sendo, entretanto, associada com o desenvolvimento de doença pulmonar 

aumentada nas que adquiriram uma infecção natural no ano seguinte (KIM et al., 

1969). Estudos restrospectivos indicam que os vacinados produziram anticorpos 

específicos contra o VRS, mas não protetores, sugerindo que a resposta por 

anticorpos pode ter contribuido para a gravidade (MURPHY, WALSH, 1988). No 

entanto, estudos sobre a resposta imune humoral contra as infecções por este 

vírus demonstraram que o nível de proteção está ligado ao título de anticorpos 

específicos (PIEDRA et al., 2003). Ainda, anticorpos maternos decrescem em 

crianças até os seis meses de idade, enquanto que anticorpos específicos 

parecem ser produzidos por volta do 3º mês de idade (QUEIRÓZ et al., 2002).  

Hoje, o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra o VRS é dificuldado 

por diversos fatores tais como: modelos animais que não são completamente 

permissivos, a existência de dois grupos antigênicos, a idade da população alvo e 

a presença de anticorpos maternos agindo como potenciais inibidores (CROWE, 

2001). Apesar dos obstáculos, diferentes candidatas a vacina foram testadas em 

humanos, como a de proteínas purificadas do VRS, a de vetores expressando 

subunidades de proteínas do vírus, a de proteína de fusão (F) para imunização 

durante a gestação e a de vírus “vivo” atenuado (POLACK, KARRON, 2004). 

Contudo, somente versões engenheirizada desta última foram testadas em 
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neonatos e lactentes (ENGLUND, 2005). Apesar dos recentes avanços, não 

existe uma vacina suficientemente segura e eficaz disponível, principalmente 

devido ao conhecimento limitado sobre os mecanismos de imunidade e 

patogênese associada à infecção pelo VRS (GIRARD et al., 2005). 

A imunização passiva com palivizumab (Synagis®, MedImmune Inc., MD) 

têm sido indicada em casos de crianças com alto risco de desenvolver 

bronquiolite causada pelo VRS (MITCHELL et al., 2006). O palivizumab é um 

anticorpo monoclonal humanizado dirigido contra a proteína F do vírus, que é 

responsável pela fusão e entrada do vírus na célula alvo. Foi demonstrado que a 

administração do palivizumab em recém-nascidos pretermos (idade gestacional ≤ 

30 semanas) sem displasia broncopulmonar, reduziu significantemente a taxa de 

internação dessas crianças por bronquiolite causada pelo VRS (GRIMALDI et al., 

2007). Ainda, o custo da profilaxia em crianças com alto risco de hospitalização 

(pretermos, displasia broncopulmonar e doença cardíaca congênita) mostrou-se 

menor quando comparado com o não profilático (NUIJTEN et al., 2007). 

A imunidade inata é 

amplamente aceita como a 

primeira linha de defesa 

contra infecções e possui um 

papel fundamental na indução 

da resposta adaptativa. Sendo 

assim, a família das colectinas despertou grande interesse como moléculas inatas 

de reconhecimento (EPSTEIN et al., 1996). A unidade funcional básica das 

colectinas é o trímero formado por subunidades de aproximadamente 31 KDa 

denominado “unidade estrutural”. Essa subunidade possui quatro domínios 

Figura 1. Representação esquemática das 
subunidades, unidades estruturais e LLM. Fonte: 
VAN DE WETERING et al., 2004 
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diferentes: domínio N-terminal rico em cisteína (i), domínio de colágeno (ii), 

pescoço em α-hélice (iii) e domínio de lectina do tipo C (iv), conhecido como 

“domínio de reconhecimento de carboidrato” (Figura 1). 

Um componente da família das colectinas é a lectina ligante de manose 

(LLM), composta de 3-6 unidades estruturais formando um “ramo de tulipas”, 

secretada no sangue pelo fígado, que se liga à arranjos de carboidrato na 

superfície de patógenos e ativa o sistema complemento (via da lectina) 

(MATSUSHITA et al., 2000; VAN DE WETERING et al., 2004). Essa via é ativada 

sem o envolvimento do componente C1q do complemento (IKEDA et al., 1987), 

com necessidade, entretanto, da participação do complexo C1r2s2 e das 

proteases MASP-I e II (THIEL et al., 1997). A especificidade da LLM é 

considerada ampla por reconhecer D-manose, N-acetilglucosamina e L-fucose, 

presentes na superfície de vários microrganismos, como vírus, bactérias, fungos e 

parasitos, mas esses carboidratos não são encontrados na superfície das células 

de mamíferos (EZEKOWITZ et al., 1981; LEE et al., 1991), o que faz com que a 

LLM seja capaz de diferenciar o próprio (“self”) do não-próprio (“non-self”) 

(FRASER et al., 1998). 

A deficiência na produção de LLM ressalta a importância desta colectina, 

uma vez que está relacionada a várias doenças (BOUWMAN et al., 2006), 

incluindo infecções respiratórias recorrentes na infância (KOCH et al., 2001; 

CEDZYNSKI et al., 2004). As principais causas dessa deficiência são 

polimorfismos no exon 1 e na região promotora, resultando na inibição da união 

das unidades estruturais (KAWASAKI, 1999) e gerando falha na fixação do 

complexo C1r2s2 do complemento (SUPER et al., 1992; KURATA et al., 1993). A 

deficiência é observada em pessoas de vários países em diferentes níveis, com 
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uma estimativa em torno de 5-10% da população em geral (CASANOVA, ABEL, 

2004). Contudo, o impacto dessa deficiência de LLM em termos de imunidade e 

defesa ainda não foi suficientemente explorado. 

Outro fator importante na imunidade inata e ligada à atividade das 

colectinas é o sistema complemento. Este sistema é ativado em infecções por 

alguma das vias conhecidas, isto é, clássica, da lectina e/ou alternativa, 

resultando em várias funções efetoras que contribuem na resolução da infecção 

(BLUE et al., 2004). Uma de suas funções efetoras é a regulação da resposta 

adaptativa, seja diretamente por seus fragmentos (MORGAN et al., 2005) ou 

indiretamente por células natural killer (KOS, 1998) e células dendríticas 

(CASTELLANO et al., 2004). 

Enquanto a imunidade inata possui um importante papel para impedir um 

vírus de causar a doença, a imunidade adaptativa é considerada essencial para 

eliminar o agente viral do organismo. Por outro lado, alguns estudos em modelos 

animais demonstraram que as células T específicas contra o vírus respiratório 

sincicial podem desempenhar um papel na patogênese da doença respiratória 

aguda por esse vírus (OPENSHAW, TREGONING, 2005). 

Apesar de a resposta do tipo Th1 ter sido associada à infecção pelo VRS in 

vivo e a resposta do tipo Th2 à imunização pela vacina desse vírus inativada por 

formalina (WARIS et al., 1996; WARIS et al., 1997), ambos os padrões já foram 

observados em crianças resultando em patologia (BECKER, 2006). Sendo assim, 

o balanço da expressão de citocinas Th1/Th2 é um importante determinante 

imunológico na doença pelo VRS (OPENSHAW, TREGONING, 2005). Foi referido 

que o desequilíbrio para células T CD4+ Th2 está associado a uma maior 
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gravidade (ALWAN et al., 1994), enquanto que células T CD8+ e a produção de 

IFN- γ pode prevenir a eosinofilia nos pulmões causada por citocinas Th2 

(HUSSELL et al., 1997). 

Para melhor compreender aspectos da resposta imune à infecção contra 

VRS, níveis de LLM e marcadores de superfície de células mononucleares de 

sangue periférico (CMSP) foram estudados em amostras clínicas de crianças 

menores de cinco anos de idade com infecção pelo vírus e em controles. 
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2. OBJETIVOS 

 Determinar o perfil de resposta de lectina ligante de manose (LLM) no soro 

e fenótipos em subpopulações de linfócitos do sangue periférico de crianças 

menores de cinco anos de idade, com infecção pelo vírus respiratório sincicial 

confirmada e controles. 

 Investigar se há relação entre os níveis de LLM e os fenótipos de linfócitos 

nessas amostras. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Casos 

Amostras de secreção de nasofaringe e de sangue de crianças menores de 

cinco anos de idade, atendidas no Hospital de Clínicas da Universidade Federal 

de Uberlândia (HC/UFU), vem sendo coletadas desde o ano de 2000 para a 

investigação de vírus respiratórios e aspectos da resposta imune contra o vírus 

respiratório sincicial (VRS). Para a inclusão nesse estudo, o paciente tinha que 

apresentar quadro de infecção respiratória aguda, com duração máxima de cinco 

dias, caracterizado por coriza, tosse, sibilos e/ou dificuldade respiratória, com ou 

sem febre. A coleta da secreção de nasofaringe foi realizada conforme descrito 

por Queiróz et al. (2002), após o consentimento expresso dos pais ou 

responsáveis (Anexo A) e preenchimento de ficha clínica (Anexo B) pelo pediatra 

responsável pelo atendimento da criança. Foram coletados volumes de até dois 

mL de sangue venoso total, de até três mL com anticoagulante e um mL de 

secreção de nasofaringe de cada criança. Essa coleta recebeu parecer favorável 

do Comitê de Ética em Pesquisa desta Universidade (CEP/UFU), protocolado sob 

n°. 018/2000 (Anexos C, D e E). Dentre esses pacientes, selecionou-se para este 

estudo 82 casos com infecção pelo VRS confirmada no período entre os anos de 

2000 e 2004. O quadro clínico de infecção das vias aéreas superiores (IVAS) foi 

caracterizado po otite média aguda (OMA) e gripe, enquanto que a infecção do 

trato respiratório baixo foi caracterizado por bronquiolite, bronquite, pneumonia e 

broncopneumonia. A co-infecção com outros vírus não foi investigada. 
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3.2. Controles 

Mediante autorização dos pais ou responsáveis (Anexo F), os mesmos 

volumes de sangue venoso previamente descritos foram obtidas de 70 crianças 

menores de cinco anos de idade no HC/UFU (Laboratório de análises clínicas, 

Pronto Socorro Pediátrico, Enfermaria Pediátrica, UTI Pediátrica e Berçário) por 

punções venosas mediante recomendações médicas para outros exames, sendo 

que em sua maioria, foram de pacientes acidentados, cardiopatas ou para 

avaliação rotineira. Mais de 70% dessas amostras foram obtidas fora do período 

de circulação do VRS. Para os controles menores de um mês de idade, os 

espécimes clínicos foram coletados de recém-nascidos de até dois dias de idade 

no berçário. Não foi investigado se houve infecção inaparente nessas crianças. A 

coleta desses controles recebeu parecer favorável do CEP/UFU nº 260/04 registro 

151/04 (Anexos G e H). 

3.3. Processamento do material clínico 

Os espécimes foram imediatamente transportados em gelo para o 

Laboratório de Virologia, onde o aspirado de nasofaringe e o sangue venoso 

foram processados no período máximo de 4 horas. Alíquotas da secreção foram 

preparadas e estocadas conforme previamente descrito (QUEIRÓZ et al., 2002) e 

armazenadas em freezer -20oC e -70oC ou em contêiner de nitrogênio líquido. 

Uma das alíquotas foi utilizada para reações de imunofluorescência indireta 

(Respiratory Panel 1 Viral Screening and Identification IFA, Chemicon 

Internacional, CA, USA) com o objetivo de investigar sete vírus respiratórios: VRS, 

influenza A e B, parainfluenza 1, 2 e 3 e adenovírus, e a outra alíquota foi 

subdividida para isolamento viral em cultura de células e para investigação de 

ácido nucléico por técnicas moleculares. Nessas amostras não foram realizados 
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testes que verificaram possíveis co-infecções. Em seguida, o sangue com 

anticoagulante foi processado, para a separação de células mononucleares do 

sangue periférico (CMSP) pela sedimentação, utilizando meio separador de 

linfócitos (Ficoll-PaqueTM PLUS – Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, 

Suécia), conforme instruções do fabricante. As CMSP coletadas foram lavadas 

com PBS 0,01M (pH 7,2), adicionadas a uma mistura de soro fetal bovino (SFB – 

90%) (GIBCO Laboratories, Grand Island, NY) e DMSO (10%) (Sigma Chemical 

Co., St. Louis, MO, USA) e divididas em três alíquotas de um mL. O sangue 

venoso total foi centrifugado à 2.500 rpm por cinco minutos para separar as 

células do soro, que foi dividido em cinco alíquotas. O armazenamento desses 

espécimes foi feito em freezer –70°C ou em nitrogênio líquido (QUEIRÓZ et al., 

2002). 

3.4. Pesquisa de lectina ligante de manose (LLM) 

Oitenta e uma amostras de soro de 

crianças menores de cinco anos de 

idade com infecção pelo VRS e 40 de 

controles (Tabela I) foram testadas 

conforme instruções do fabricante do kit 

“Human LLM (Lectin Assay) ELISA test kit”, produzido por “Hbt - HyCult 

biotechnology b. v.” e gentilmente cedido pelo Dr. Ralph A. Tripp do “Center for 

Disease Intervention, Department of Infectious Diseases, University of Georgia, 

College of Veterinary Medicine, Athens, GA, USA”. Para análise estatística 

utilizou-se os programas Microplate Manager 4.0, GraphPad Prism 3.00 e 

Microsoft Excel 2003. Diferenças entre proporções foram avaliadas pelo teste 

Mann-Whitney. Intervalos de 95% de confiança (IC 95%) foram calculados. 

Grupos N
1 Soro Caso 81
2 Soro Controle 40
3 CMSP Caso 33
4 CMSP Controle 58

Amostra clínica

Tabela I: Distribuição por grupo das 212 
amostras coletadas de 152 crianças 
menores de cinco anos de idade. 
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Valores de “p” menores que 0,05 foram considerados estatisticamente 

significantes.  

3.5. Caracterização fenotípica de células mononucleares do sangue 

periférico (CMSP) por citometria de fluxo 

CMSP de 33 casos e 58 controles (Tabela I) foram descongeladas e 

lavadas duas vezes com tampão específico para o teste (PBS 0,01 M – pH 7,4 

livre de íons Ca++ e Mg++). Um mL de CMSP viáveis, em concentração de 0,5-1 x 

106 células/mL (determinada pela exclusão do corante azul de Trypan) foi 

transferido para tubos próprios para aquisição em citômetro de fluxo do tipo 

FACScan (Becton Dickinson Pharmingen Company San Jose, CA, USA). Aos 

tubos foram adicionados soro normal de camundongo, para evitar ligações 

inespecíficas, e anticorpos monoclonais (MAbs) anti-humano de camundongo 

dirigidos contra os marcadores protéicos expressos na superfície das CMSP: 

CD3, CD4, CD8, CD20, CD56 e HLA classe II (Becton Dickinson Pharmingen 

Company, San Jose, CA) (Tabela II), juntamente com um controle de isotipo 

negativo (isotype control - Becton Dickinson / Pharmingen) marcados com 

fluorocromos do tipo isoticianato de fluoresceína (FITC), ficoeritrina (PE), ou 

“peridinin chlorophyll protein” (PE-Cy5), seguidos de incubação por 30 minutos, 

em temperatura ambiente. Após a incubação, as CMSP foram fixadas com 

paraformaldeído 4% e coletadas em citômetro e a análise foi feita em um 

programa de computador denominado CellQUEST, da mesma companhia. Os 

experimentos em citometria de fluxo foram realizados no Centro Regional de 

Hemoterapia – USP, Ribeirão Preto, SP. Os resultados foram agrupados de 

acordo com a idade dos pacientes e a análise estatística foi feita conforme o ítem 

anterior, com excessão do uso do programa Microplate Manager 4.0. 
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Tabela II: Anticorpos monoclonais utilizados para definição das sub-populações 
linfocitárias. 

MAbs:anticorpos monoclonais. 

MAbs Clone Fluorocromo(s)
CD3 UCHT1 FITC/PE
CD4 RPA-T4 PE
CD8 HIT8a PE-Cy5
CD20 2H7 PE
CD56 B159 PE-Cy5
HLA-II Tü39 FITC
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4. RESULTADOS 

4.1. Características clínicas das crianças 

 Das 82 crianças com infecção pelo VRS que foram examinadas, os 

diagnósticos mais freqüentemente relatados foram bronquiolite (28); bronquite 

(11); pneumonia (9) e doença do trato respiratório superior (25). Mais de 45% 

(38/82) dos casos eram menores de seis meses de idade, sendo que a maioria 

deles foi internada (33/38) (Tabela III). Ainda, na faixa estária de 3-9 meses o 

sexo masculino representou 72,7%. 

 

4.2. Concentração de lectina ligante de manose 

 As concentrações de LLM dos casos (grupo 1) e controles (grupo 2) 

apresentaram valores amplamente distribuídos (Figura 2); contudo, como pode 

ser observado na Tabela IV, a maioria dos casos (67,9% - 55/81) apresentou uma 

concentração menor que 500 ng/mL (baixa/intermediária), enquanto que nos 

controles foi detectada em 40%. Além disso, ainda na Tabela IV, comparando as 

medianas das concentrações de LLM entre os grupos 1 e 2, observa-se que os 

casos apresentaram um valor inferior ao dos controles (p=0,018). 

Tabela III: Distribuição dos casos e controles antendidos no Hospital de Clínicas da Universidade 
Federal de Uberlândia entre 2000 e 2005. 

Idade
(meses) N (MI) int. não int. DTRI DTRS gênero (♂/♀) N (MI) gênero (♂/♀)

<1     8 (21*) 8 - 7 1 4/4 21 (1*) 12/9
1-3 17 (2)  15 2 14 2 8/9 5 (2) 3/2
3-6 13 (4)  10 3 10 2 9/4 7 (5) 2/5
6-9 9 (8) 3 6 6 3 7/2 4 (7) 3/1

19-12 5 (9) 3 2 3 2 1/4   5 (11) 2/3
12-24 19 (14) 5 14 9 9 9/10 15 (16) 8/7
≥24 11 (36) 1 10 5 6 5/6 13 (33) 4/9
Total 82        45 37 54 25 43/39 70        34/36

VRS Controles

N: número de amostras; MI: mediana da idade; *idade em dias; int.: internado; DTRI: doença do trato 
respiratório inferior; DTRS: doença do trato respiratório superior; (♂/♀): masculino/feminino. 
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   *Valor da mediana acima de 1.500 ng/mL. 

 Extratificando por idade (Figura 2), observa-se que para os recém-

nascidos, a mediana de LLM dos casos foi semelhante a dos controles, enquanto 

que a partir dos 24 meses, a mediana dos casos foi menor (p=0,034). 

<1 1-3 3-6 6-9 9-12 12-24 ≥24
0

250

500

750

1000

1250

1500

 

 

 Não foi observada diferença estatística entre os níveis de LLM dos casos 

internados e dos não internados.  

4.3. Freqüência de subpopulações de linfócitos 

 Na tentativa de investigar uma possível relação entre os níveis de LLM e de 

células da resposta imune durante a infecção, subpopulações de linfócitos do 

sangue periférico de pacientes com infecção pelo VRS (grupo 3) e controles 

(grupo 4) foram caracterizadas. Observou-se que as células T CD4+ eram mais 

freqüêntes nos casos e nos controles menores de um mês de idade, comparado 

Tabela IV: Distribuição dos casos e controles de acordo com a concentração de lectina 
ligante de manose. 

LLM
(ng/mL) N (%) mediana N (%) mediana
<50   8     (9,9%) 9,6   2     (5,0%) 24,1
50-499 47   (58,0%) 176,9 14   (35,0%) 232,0
≥500 26   (32,1%) >1.500* 24   (60,0%) 1.312,9
Total 81 (100,0%) 300,2 40 (100,0%) 817,5 0,018

VRS - grupo 1 Controle - grupo 2
valor de p

* 

Figura 2: Medianas dos níveis de LLM no soro de casos e controles distribuídas por 
idade. ▲: casos; □: controles; *: p=0.034. 
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com as crianças mais velhas (p<0,001) (Figura 3A), havendo um declíno gradual 

até os seis mêses de idade. Além disso, uma diferença significativa na 

porcentagem dessas células foi detectada entre os casos e controles a partir de 6 

meses de idade (p=0.01). De forma semelhante, a porcentagem de células T 

CD8+ foi menor nos casos de 6-12 meses de idade do que nos controles 

(p=0,003), porém um aumento nesta freqüência foi observado nos casos acima de 

um ano (p=0,018) (Figura 3B). É importante notar que as maiores diferenças entre 

as porcentagens de linfócitos T dos casos e controles ocorreram na idade de 6-12 

meses.  

 
 

Figura 3: Medianas das porcentagens de células T CD4+ (3A) e T CD8+ (3B) no sangue 
periférico dos casos e controles distribuídas por idade. 

  

 Também, na tentativa de entender a diferença observada entre os casos e 

controles, a razão CD4+:CD8+ foi calculada (Figura 4). Observou-se razões 

semelhantes nos casos e nos controles menores de um mês de idade e entre 12-

24 meses, sendo que nessa última faixa, a razão foi a metade do valor da 

primeira. No entanto, foi observado uma razão levemente maior nos casos de 3-9 

meses de idade quando comparado com os controles (Figura 4). De forma 

A B 
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interessante, ocorreu uma inversão nessa razão para as crianças mais velhas 

(≥24 meses de idade). 

 

 

  Devido às diferenças nas porcentagens de células T CD4+ e T CD8+ 

entre os casos e controles, a freqüência de células CD3+HLA-II+ foi determinada 

nas CMSP com o intuito de verificar a porcentagem de linfócitos T ativados 

(Figura 5). Os resultados mostram que em todas as idades examinadas, a 

porcentagem de células ativadas foi estatisticamente maior nos casos do que nos 

controles (p<0,001). 

 

 

Figura 4: Comparação da razão CD4+:CD8+ entre casos e controles distribuída por 
idade. 

Figura 5: Medianas das porcentagens de linfócitos T ativados (CD3+HLA-II+) no 
sangue periférico dos casos e controles distribuídas por idade 
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 Sendo as células natural killer (NK) importantes efetoras inatas anti-virais, a 

porcentagem de células CD56+ foi determinada nos dois grupos (Figura 6). Os 

resultados mostram que a infecção pelo VRS foi associada com porcentagens 

reduzidas de CD56+ no sangue periférico dos casos em todas as idades, 

comparados com os controles (p<0,001). As maiores diferenças nas porcentagens 

de NK entre os dois grupos foram observadas nas idades de 1-3 e 6-9 meses, 

quando nos controles houve uma elevação na freqüência dessas células. 

 

Figura 6: Medianas das porcentagens de células natural killer no sangue periférico dos 
casos e controles distribuídas por idade. 

 

 O exame de células B CD20+HLA-II+ das CMSP não mostrou diferença 

significativa entre os casos e os controles. 
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5. DISCUSSÃO 

 Para melhor compreender a resposta imune contra o VRS durante a 

infecção aguda em crianças menores de cinco anos de idade, foram examinados 

aspectos da resposta imune inata e adaptativa em amostras de soro e em células 

mononucleares do sangue periférico (CMSP) desses pacientes e de controles. 

Também houve um esforço para tentar relacionar os resultados de lectina ligante 

de manose (LLM) com porcentagens de subpopulações de linfócitos. É importante 

notar algumas limitações do estudo: (i) o baixo número de controles em idades 

específicas; (ii) as amostras de CMSP das crianças com infecção e controles não 

puderam ser testadas na mesma época e; (iii) as amostras das crianças com 

infecção foram coletadas no período de 1-5 dias dos sintomas. Apesar destas 

limitações, várias observações importantes foram obtidas. 

 O fato de que mais da metade dos pacientes com infecção tinha menos 

que seis meses de idade está de acordo com relatos prévios (QUEIRÓZ et al., 

2002; MOURA et al., 2003), sugerindo que os neonatos são mais susceptíveis à 

doença grave pelo VRS. Há sugestão de que as crianças deficientes em LLM 

seriam as mais afetadas pela infecção, uma vez que aventou-se a possibilidade 

de essa proteína desempenhar proteção no periodo em que os anticorpos 

maternos decrescem e frente a uma imunidade adaptativa ainda imatura (KOCH 

et al., 2001). 

 Quanto aos níveis de LLM no soro, a observação de que quase 70% dos 

casos apresentaram baixos níveis (<500 ng/mL), comparado com os 40% nos 

controles difere de um estudo da África, que relatou níveis semelhantes de LLM 

entre as crianças com infecção pelo VRS e os controles (KRISTENSEN et al., 
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2004). Essa divergência pode ser explicada por diferentes fatores, incluindo 

gravidade da doença, possibilidade de co-infecção, infecção por diferentes cepas 

do VRS, assim como a freqüência dos haplótipos de LLM, que varia entre as 

populações do mundo (CASANOVA, ABEL, 2004). No estudo africano, 89% dos 

casos e 91% dos controles apresentaram genótipos ligados à maior expressão de 

LLM, enquanto que em um estudo em crianças saudáveis desenvolvido no Brasil, 

60% delas apresentaram os mesmos tipos de genótipos (CHAGAS et al., 2004). 

Além disso, os sete haplótipos conhecidos do gene responsável pela lectina 

(MBL2) também foram encontrados nas crianças desse estudo no Brasil, um fato 

que pode estar ligado a grande variação dos níveis de LLM nos casos e nos 

controles, encontrados neste estudo de Uberlândia, MG. Apesar dessa variação, 

os fatos de (i) aproximadamente 70% das crianças com infecção pelo VRS 

apresentarem LLM <500 ng/mL (baixa/intermediária), (ii) a mediana de LLM dos 

casos em todas as faixas etárias também ser <500 ng/mL e, (iii) nos casos e 

controles maiores que 24 meses ter-se observado diferença entre as medianas de 

LLM, podem indicar a importância desta proteína na doença pelo VRS. 

 Já foi relatado que os níveis de LLM são relativamente estáveis durante a 

vida e que apresentam um modesto e lento aumento durante uma infecção 

(THIEL et al., 2006), no entanto, uma grande variação nos níveis de LLM foi 

observada durante a resposta aguda por sepse e choque séptico (DEAN et al., 

2005). Apesar dessa contradição e das limitações inerentes a este estudo, os 

resultados apontam para a sugestão de que um baixo nível de LLM pode ser um 

dos faores predisponentes para um indivíduo desenvolver doença durante a 

infecção pelo VRS. Contudo, não se sabe se baixos níveis dessa proteína têm 

uma explicação genética ou se seria uma estratégia viral de evasão do sistema 
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imune. Porém, é sabido que a infecção pelo VRS em humanos modifica a 

resposta imune celular (TRIPP et al., 2002; BECKER, 2006). O decréscimo 

gradual de linfócitos T CD4+ no sangue periférico até os seis meses de idade 

também foi observado por Queiróz et al. (2002). Essa alteração pode estar ligada 

aos altos níveis de IFN-α na corrente sanguínea dos lactentes (CHIBA et al., 

1987) e/ou por causa de uma produção reduzida de IL-12 por células T nos 

neonatos e baixa ativação do fator nuclear-kappa B (NF-κB) (KILPINEN, HURME, 

1998). Uma possível explicação para a menor porcentagem de células T CD4+ 

nos casos a partir de seis meses de idade comparados com os controles é que a 

produção de IFN-α por células mononucleares infectadas pelo VRS (PRESTON et 

al., 1995) pode inibir a expansão dessas células. O aumento das células T CD8+ 

observado para os casos a partir dos 12 meses de idade pode ter sido causado 

por infecção repetida associada ao desenvolvimento de memória imunológica 

(CHIBA et al., 1989). Isto contribuiria para uma resposta mais rápida contra a 

infecção.  

 Apesar dessas alterações nas células T CD4+ e CD8+, observou-se uma 

freqüência significativamente maior de linfócitos T ativados [fenótipo CD3+HLA-II+ 

(REA et al., 1999; IKINCIOGULLARI et al., 2004)] nas crianças com infecção pelo 

VRS comparado com os controles. Este achado indica que baixos níveis de LLM 

não interferiram de forma significativa na ativação da resposta celular. 

 Um outro aspecto importante foi a baixa porcentagem de células natural 

killer CD56+ (NK) dos casos quando comparado com os controles, que também foi 

observado por Tripp et al. (2002) para o subtipo CD16+CD56+. Sendo as células 

NK importantes efetoras da resposta imune inata, hipotetiza-se que parte delas 

tenha sido recrutada para o pulmão para assistir à infecção. 
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 Apesar de não ter sido observado alterações significativas na freqüência de 

linfócitos B no sangue periférico comparando casos e controles, sabe-se que 

estas células proliferam-se nos linfonodos durante as infecções, onde os 

antígenos são apresentados à elas (ABBAS et al., 2003). 

 Finalizando, entende-se que para melhor compreender a associação entre 

níveis de LLM e a resposta imune adaptativa, é necessário um maior número de 

amostras de casos e controles, assim como estudos que caracterizem o gene 

MBL2 e o relacione com os níveis dessa proteína tanto em casos como em 

controles. Apesar das limitações, este estudo apresenta evidências do papel da 

LLM na imunidade contra o VRS e na patogênese da infecção. 

 Este é o primeiro estudo que relaciona níveis de LLM com aspectos da 

resposta imune celular contra o VRS e também é o primeiro do estado de Minas 

Gerais neste assunto. 
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6. CONCLUSÕES 

• Durante a infecção primária pelo vírus respiratório sincicial (VRS), crianças 

menores de seis meses de idade desenvolvem quadros clínicos mais 

graves do que as crianças mais velhas. 

• Os baixos níveis de lectina ligante de manose (LLM) parecem estar 

associados a uma maior predisposição à doença pelo VRS em crianças 

menores de cinco anos de idade. 

• Os baixos níveis de LLM não impedem que linfócitos T sejam ativados 

durante a infecção pelo VRS nas crianças menores de cinco anos de 

idade. 

• A freqüência de linfócitos T CD4+ decresce gradualmente até os seis 

meses de idade. 

• A freqüência de linfócitos T CD8+ aumenta nas crianças com infecção pelo 

VRS a partir dos 12 meses de idade. 
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ANEXO A  

Termo de consentimento livre e esclarecido 

 

Pesquisa de vírus respiratórios e caracterização molecular de amostras 

 do Vírus Respiratório Sincicial (VRS) em secreções respiratórias 

 de criançasde 0-5 anos de idade de regiões do Triângulo Mineiro, MG 

 

Local: Hospital de Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia 

 

Sr. Pais/Responsáveis, 

 

 Solicitamos sua autorização para coleta de material – secreção das narinas e/ou 

traqueobrônquica e sangue de seu filho para pesquisar o agente viral responsável pela doença 

respiratória aguda que acomete crianças, principalmente na idade até os cinco anos. 

 A detecção do agente viral que está causando a infecção em seu filho poderá auxiliar o 

médico a tratá-lo e também fornecer informações científicas a respeito da circulação dos principais 

vírus respiratórios em nossa região. 

 Se a coleta deste material for do seu consentimento, favor assinar este documento. 

 

Uberlândia: ___/___/___ 

Nome do pai (mãe) ou responsável: _____________________________ 

 

Assinatura: _____________________________ 

 

 

Médicos colaboradores/responsáveis: ___________________________ 

Profs. Drs. Orlando César Mantese e Hélio Lopes da Silveira 

 

Coordenadora do Projeto: 

 

_________________________________ 

Profa. Dra. Divina Aparecida O. Queiróz 
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ANEXO B 

Ficha clínica - projeto vírus respiratórios 

 

Atendimento: ___/___/____     Prontuário:______________ 

Nome: ______________________________________________ 

Sexo:    M (  )  F (  ) 

Data do nascimento:  ___/___/____ 

Duração da gestação:                       semanas (definir se é pré-termo ou não) 

Pais fumantes:  sim     não               Pais atópicos:       sim     não 

Presença de doença de base (descrever qual patologia presente) 

Cardiopatia   sim não 

Displasia broncopulmonar sim não 

Imunodeficiência  sim não 

Outras (definir qual)  sim não 

Descrição sumária do quadro clínico:  

Febre (duração):   Dor de gargantasim não 

Coriza (duração):   Dor no corpo  sim não 

Tosse (duração):   Mal estar  sim não 

Secreção e hiperemia ocular:  Espirros  sim não 

Outros:_______________________________________________________________ 

Freqüência respiratória:            irpm 

Apnéia no P.S. ou durante internação (>20 seg c/ cianose ou bradicardia): sim     não 

Chiado (sibilos):          sim     não 

Murmúrio vesicular: 

Retrações torácicas (tiragens):        sim     não 

Gasometria arterial        sat. O2  em ar ambiente e com O2
 

                                    PCO2 /                                       pH 

RX de tórax hiperinsuflação  sim não 

  Consolidação  sim não 

  Atelectasia  sim não 

Admissão: ___/___/___                      enfermaria                          UTI 

Ventilação artificial:         sim   (número de dias:____)         não 

HD: ______________________________________ 
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ANEXO C 
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ANEXO D 
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ANEXO E 
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ANEXO F 

Termo de consentimento livre e esclarecido 

 

Pesquisa de marcadores imunológicos em amostras de sangue de crianças de 0-5 anos de idade de 
regiões do Triângulo Mineiro, MG 

 

Local: Hospital de Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia 

 

Sr. Pais/Responsáveis, 

 

 O vírus respiratório sincicial é considerado o mais importante agente causador de doença 

respiratória grave em crianças, principalmente nas menores de um ano de idade. Por essa razão, o 

Laboratório de Virologia da UFU vem desenvolvendo pesquisa nesse assunto, tentando contribuir 

para o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra esse vírus.  

Diante do exposto, a continuidade do estudo depende de amostras de sangue de aproximadamente 

60 crianças, isentas de processos inflamatórios e infecciosos, que possam ser utilizadas como 

controle dos casos clínicos, admitidas ou atendidas no Hospital de Clínicas (Pronto Socorro, 

Enfermaria, UTI e Berçário). Cada amostra será constituída de uma alíquota de 5 mL da amostra de 

sangue a ser obtida por recomendação médica para exames de rotina. 

 Se a obtenção desta alíquota for do seu consentimento, por gentileza queira assinar este 

documento. 

 

Uberlândia: ___/___/___ 

Nome do pai (mãe) ou responsável: _____________________________ 

Assinatura: _____________________________ 

 

Médicos colaboradores/responsáveis: ___________________________ 

Profs. Drs. Orlando César Mantese e Hélio Lopes da Silveira 

 

Coordenadora do Projeto: 

 

_________________________________ 

Profa. Dra. Divina Aparecida O. Queiróz 
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ANEXO G 
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ANEXO H 

 


