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RESUMO

Introducéo: a bronquiolite viral aguda (BVA) é uma infeccdo respiratoria de elevada
incidéncia em lactentes. Os mecanismos associados a severidade da doencga sdo ainda
pouco conhecidos. Sua gravidade pode estar associada a fatores genéticos e imunolégicos.
Alguns mediadores da reposta imune parecem influenciar a resposta aos virus,
especialmente as interleucinas (ILs). A IL-17 é uma citocina pré-inflamatdria presente no
aspirado traqueal de pacientes com BVA. Esta interleucina induz a expressédo de outras
citocinas pro-inflamatdrias e a migragédo de neutrofilos. O objetivo deste estudo foi avaliar

se variacOes de IL-17 estdo associadas a severidade da BVA.

Métodos: no estudo foram incluidos lactentes internados na emergéncia pediatrica do SUS
do Hospital Séo Lucas (HSL) da PUCRS com diagnostico de BVA, com idade inferior a
12 meses, entre setembro de 2009 a setembro de 2011, e lactentes que ndo apresentaram
BVA, recrutados junto ao Centro de Saide Bom Jesus (CSBJ). Foram coletadas amostras
de sangue capilar e deste material foi extraido o DNA utilizado para genotipagem do
polimorfismo de nucleotideo unico, SNP rs2275913 do gene IL-17.

Resultados: participaram da analise final deste estudo de associacdo genética 121 casos e
71 controles. O alelo raro do SNP rs2275913 de IL-17 mostrou um efeito de protecéo para
BVA grave, apresentando frequéncia maior de homozigotos AA (14,1% vs 5,8%, p =
0,047) em pacientes do grupo controle (sem hospitalizacdo por BVA). O risco dos
pacientes portadores do alelo G apresentarem bronquiolite com hospitalizacéo foi 2,7 vezes

maior.

Conclusao: o estudo sugere que o alelo A do polimorfismo rs2275913, no gene IL-17, esta
associado a protecdo da BVA e pode influenciar diretamente a gravidade da BVA em
lactentes. Este polimorfismo pode ser um importante marcador para identificagdo de

pacientes de alto risco para bronquiolite grave.

Palavras-chave: bronquiolite, polimorfismo, interleucina-17, sibilancia.




ABSTRACT

Introduction: acute viral bronchiolitis (AVB) is a respiratory infection of high incidence
in infants. The mechanisms associated with the severity of the disease are poorly
understood. Its severity may be associated with genetic and immunological factors. Some
mediators of the immune response appear to influence the response to the virus, especially
interleukins (IL). IL-17 is a pro-inflammatory cytokine present in the tracheal aspirates
from patients with AVB. This interleukin induces the expression of other pro-inflammatory
cytokines, and migration of neutrophils. The objective of the study was to determine if IL-

17 gene variations are associated with the severity of AVB.

Methods: in the present study we recruited infants admitted in the pediatric emergency in
the Hospital Séo Lucas (HSL) PUCRS diagnosed with AVB and younger than 12 months
of age, from September 2009 to September 2011; and infants without hospitalization
selected at the primary health care center (CSBJ) in Porto Alegre. Capillary blood samples
were collected and DNA was extracted for genotyping of single nucleotide polymorphism
(SNP rs2275913 of the IL -17 gene).

Results: participated in the final analysis of this genetic association study 121 cases and 71
controls. The rare allele of SNP rs2275913 of IL -17 showed a protective effect for severe
AVB, with higher frequency of homozygous AA (14.1% vs 5.8%; p = 0.047) in the control
group (without hospitalization). The risk of G carriers for severe bronchiolitis was 2.7

times greater.
Conclusion: the study suggests that the polymorphism rs2275913 of IL -17 is associated
with protection of AVB and can directly influence the severity of AVB these children. This

variation may be a marker to identify high risk patients.

Keywords: bronchiolitis, polymorphism, interleukin -17, wheezing.
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1.1 APRESENTACAO

A bronquiolite viral aguda (BVA) é uma inflamacdo das vias aéreas inferiores,
causada por virus respiratérios sazonais. O virus sincicial respiratério (VSR) € o principal
agente etioldgico. 2 Muitos lactentes sdo infectados por este virus no seu primeiro ano de
vida.®> No Brasil e na maioria dos paises, a BVA por VSR é a principal causa de

hospitalizacéo desta populago por infeccéo respiratoria nos meses de inverno.”*

Varios fatores de risco predispdem os lactentes a BVA grave por VSR, como
prematuridade, cardiopatia congénita, entre outros.>®> No entanto, estes fatores nio
conseguem explicar todos os casos graves de bronquiolite por VSR, principalmente os
casos de criancas infectadas pelo virus que eram previamente saudaveis quando
hospitalizadas.®>®’ O VSR caracteriza-se por ndo produzir resposta imune duradoura,
podendo ocorrer reinfeccdo pela mesma cepa viral.® ® Até o momento n&o temos uma

8-10

vacina para este virus. O tratamento para a bronquiolite consiste basicamente em

oferecer suporte ao paciente, de acordo com a gravidade das manifestacdes clinicas.

Embora a BVA seja uma das patologias de maior incidéncia em lactentes até os 2
anos de idade, os mecanismos associados a severidade da doenca sdo ainda pouco
conhecidos." A gravidade da doenca por VSR em uma populacio de lactentes previamente
saudaveis pode variar bastante, sugerindo que provaveis fatores do hospedeiro ou fatores

|11,7

associados ao virus podem influencia-la.'* Dessa forma, a carga viral,"’ a susceptibilidade

genética para bronguiolite causada por VSR associada a variacGes genéticas da resposta

11-13

imune inata que modificam esta resposta imune, sdo provaveis fatores relevantes para

variacao da gravidade da doenca.

As interleucinas (IL) s@o mediadores da resposta imune que podem influenciar
diretamente a resposta ao VSR. A interleucina 17 (IL-17) é uma citocina pro-inflamatéria
presente no aspirado traqueal de pacientes com BVA.} ' Esta interleucina induz a
expressdo de outras citocinas pré-inflamatérias e a migracdo de neutréfilos.® Tem-se
buscado conhecer mais sobre o papel da IL-17 nas doengas obstrutivas das vias aéreas em

criangas.
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O sequenciamento completo do genoma humano (1990-2003), realizado por varios
cientistas, forneceu informagdes essenciais a respeito da base genética que caracteriza a
espécie humana. Este trabalho identificou nos 46 cromossomos da espécie humana 3,1
bilhdes de pares de bases (pb) e 29 mil genes.'” Descobriu-se que a sequéncia do DNA
(a4cido desoxirribonucleico) humano é 99,9% idéntica em todos os individuos. Essa
diferenca de 0,1% nas sequéncias de bases do DNA contribui para a expresséo de milhares
de caracteristicas fenotipicas distintas, nos tornando individuos com identidade genética
exclusiva. Variacbes frequentes nestas sequéncias de DNA sdo denominadas de
polimorfismos genéticos. Quando essa variacdo for observada em pelo menos 1% da
populagdo, em uma determinada posicdo cromossomica ou locus génico, dizemos que o
individuo apresenta um polimorfismo de nucleotideo Unico, ou single nucleotide
polymorphism (SNP). VariacGes na sequéncia de nucleotideos podem levar a alteracdo na
composi¢do de aminoacidos em uma proteina que consequentemente pode alterar sua
funcéo e prejudicar o paciente no momento da infecgdo. Essas variagdes podem estar
relacionadas a uma maior ou menor susceptibilidade em desenvolver determinadas
patologias, bem como influenciar os fatores que determinam sua gravidade
(www.hapmap.org). Os polimorfismos de IL-17 estdo entre essas variagdes geneticas e
podem estar associados a susceptibilidade genética do hospedeiro ao VSR.

Dessa forma, o conhecimento de polimorfismos da IL-17 associados a severidade
da BVA pode ter significancia clinica, identificando pacientes de alto risco para BVA

grave.
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1.2 JUSTIFICATIVA

A infeccdo respiratéria por VSR em lactentes pode manifestar-se de forma variada.
As criangas podem apresentar desde um quadro de infecgdo leve das vias aéreas superiores
até uma forma mais grave da doenca, com infeccdo grave das vias aéreas inferiores,'®
necessitando de internacdo em uma unidade de tratamento intensivo (UTI). A variacdo da
gravidade pode estar associada a polimorfismos genéticos. Os polimorfismos sao variaces
genéticas que estdo presentes na populacdo em uma frequéncia maior que 1%. Eles podem
estar relacionados a uma maior ou menor susceptibilidade do individuo em desenvolver

determinadas patologias, bem como influenciar os fatores que determinam sua gravidade.

A associacdo entre polimorfismos genéticos de IL-17 e a BVA grave pode ajudar na

identificacdo precoce de pacientes de risco para a forma mais grave da doenca.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

e Avaliar a frequéncia do polimorfismo rs2275913 de IL-17 em lactentes com e sem
BVA;

1.3.2 Objetivos especificos

e Auvaliar a associacgdo entre o polimorfismo rs2275913 de IL-17 e a gravidade da

BVA em lactentes hospitalizados.
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RESUMO

Obijetivo: descrever o papel da interleucina-17 (IL-17) na susceptibilidade para doencas

respiratorias obstrutivas da infancia como a bronquiolite viral aguda (BVA) e a asma (AS).

Métodos: os artigos incluidos na presente pesquisa foram publicados na base de dados
Medline (NCBI). A busca baseou-se em uma combinacédo de descritores em inglés, sendo
eles: interleukin-17, acute viral bronchiolitis e asthma, no més de junho de 2013, usando

0s seguintes filtros: artigos dos ultimos 10 anos, estudos em humanos, na lingua inglesa.

Resultados: neste estudo foram selecionados 24 artigos referentes ao tema da pesquisa.
Destes primeiros 24 artigos, 2 foram excluidos porque ndo apresentavam texto integral em
inglés e 12 foram excluidos por se referirem a outras interleucinas/genes ou outras
patologias, resultando num total de 10 artigos (3BVA/7AS). Alguns trabalhos mediram os
niveis da IL-17 na secrecdo respiratoria e demonstraram concentracdo elevada de IL-17 em
lactentes internados com BVA por virus sincicial respiratorio (VSR). Na asma, além das
células Th2, as células Th17/IL-17 exercem um importante papel na inflamagdo das vias
aéreas, onde foram encontradas em maiores concentracdes. Com base nesta revisdo,
observamos que a IL-17 desempenha um importante papel no recrutamento e ativagéo de
neutréfilos podendo contribuir para as doencas inflamatdrias das vias aéreas como a

bronquiolite e a asma.

Conclusdes: a presenca aumentada de IL-17 nas amostras de criangas infectadas por VSR
pode estar relacionada com o aparecimento de doencas crénicas obstrutivas pulmonares e
asma. Porém, a presenca de resultados controversos na BVA por VSR, onde temos niveis
aumentados desta proteina nos lactentes graves e nos lactentes em fase de recuperacéo,
sugere que o papel da IL-17 necessita de mais estudos, pois 0s mecanismos pelos quais

esta interleucina atua ainda ndo sao completamente compreendidos.
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ABSTRACT

Obijective: to describe the role of interleukin-17 (IL-17) in susceptibility to obstructive

respiratory diseases of childhood such as acute viral bronchiolitis (AVB) and asthma (AS).

Methods: articles included in this research were published in Medline database (NCBI).
The search was based on a combination of descriptors in English, as follows: interleukin-
17, acute viral bronchiolitis and asthma, in June 2013, using the following filters: articles
from the last 10 years, studies in humans, language English.

Results: in this study 24 articles related to the topic of the research were selected. These
first 24 articles, 2 were excluded because they did not show full text in English and 12
were excluded because they refer to other interleukins/genes or other conditions, resulting
in a total of 10 articles (3AVB/7AS). Some studies measured the levels of IL-17 in
respiratory secretions and demonstrated high concentration of IL-17 in infants hospitalized
with AVB by respiratory syncytial virus (RSV). In asthma, in addition to Th2 cells,
Th17/IL-17 cells play a major role in the airway inflammation, which were found at higher
concentrations. Based on this review, we observed that IL-17 plays an important role in the
recruitment and activation of neutrophils may contribute to inflammatory airway diseases

such as bronchiolitis and asthma.

Conclusions: the increased presence of IL-17 in the samples of children infected by RSV
may be related to the onset of chronic obstructive pulmonary disease and asthma.
However, the controversial results in RSV acute bronchiolitis, which have increased levels
of this protein in severe infants and in infants in the recovery phase, suggests that the role
of IL-17 requires further study, since the mechanisms by which this operates interleukin

are not yet completely understood.




Artigo de Revisdo 26

INTRODUCAO

A interleucina 17 (IL-17) é uma proteina homodimérica clonada por Rouvier et al
em 1993. A IL-17A foi o primeiro membro da familia a ser clonado e foi denominada
originalmente como linfécito T citotoxico associado ao antigeno-8 (CTLA-8)." Em
humanos, o gene da IL-17 foi identificado no braco curto do cromossomo 6 (6p12).? Entre
2000 e 2002 outros membros da IL-17 foram descritos: IL-17B, C, D, E e F, formando a
familia da IL-17. *> A IL-17A e a IL-17F sdo aproximadamente 50% homélogas,®
compartilhando 0 mesmo receptor e elementos reguladores.” A IL-17 também é
denominada IL-17A.

Além das células Th17, originadas das células T CD4" ativadas, outras células da
imunidade inata e adaptativa expressam IL-17 como as células T CD8"? ° células Treg
FOXP3*X células T iNK,™ os linfécitos B, entre outras. Em 2011, descobriu-se que
linfocitos B provenientes das tonsilas também sdo fontes de 1L-17.}2 Em resposta &
estimulagdo com lipopolissacarideo (LPS), também foi detectado RNA mensageiro
(MRNA) de IL-17 em neutréfilos.* As células Th17 sdo responsaveis principalmente pela

producdo de IL-17A, IL-17F, IL-6, TNF-a e expressdo de 1L-22. °

A IL-17 é uma citocina pré-inflamatéria associada a doencas autoimunes™*™® e a

doencas inflamatérias cronicas como a colite ulcerativa* e a asma.!” A IL-17A tem sido
relatada desempenhando um papel especifico na defesa do hospedeiro contra infec¢des
bacterianas e fungicas, enquanto a IL-17F esta envolvida no desenvolvimento de asma e

inflamac&o da via aérea.'®

Estudos in vivo e in vitro 1%

tém procurado esclarecer os mecanismos pelos quais
a IL-17 atua na patogénese das doencas respiratorias, como na bronquiolite e na asma.
Foram relatados niveis aumentados da IL-17 no aspirado traqueal de lactentes com
bronquiolite por VSR**? e niveis aumentados desta proteina em bidpsias brénquicas, no

lavado broncoalveolar, no escarro e no sangue de pacientes asmaticos.”*%’

Fatores genéticos e imunologicos sdo alvos destes estudos buscando uma melhor
compreensdo destes mecanismos. O objetivo do presente estudo é apresentar uma revisao
de artigos sobre a influéncia da IL-17 na susceptibilidade para doencas respiratorias

obstrutivas da infancia, como a bronquiolite e a asma.
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METODOS

Os artigos incluidos na presente pesquisa foram publicados na base de dados
Medline (NCBI). A busca baseou-se em uma combinacdo de descritores em inglés, sendo
eles: interleukin-17, acute viral bronchiolitis and asthma no més de junho de 2013 usando
o0s seguintes filtros: artigos dos ultimos 10 anos, em humanos, na lingua inglesa. Os artigos
foram avaliados pelo autor e os que ndo preencheram os critérios de inclusdo foram

excluidos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram selecionados 24 artigos referentes ao tema da pesquisa. Destes
primeiros 24 artigos, 2 foram excluidos porque néo apresentavam texto integral em inglés e
12 foram excluidos por se referirem a outras interleucinas/genes ou outras patologias,
resultando num total de 10 artigos (3BVA/7AS). Além disso, foram incluidos 2 artigos
sobre o papel da IL-17 ou das células Th17 no desenvolvimento de doencas respiratorias
na infancia. Alguns trabalhos mediram os niveis da IL-17 na secrecdo respiratdria e
demonstraram concentragdo elevada desta proteina em lactentes internados com BVA por
VSR.

O papel das células Th17/IL-17 nas doencas obstrutivas das vias aéreas tem sido
investigado e tem se tornado evidente a importancia destas células nas doencas
inflamatorias. A IL-17 é uma citocina pro-inflamatéria e pertence a uma categoria
diferenciada de citocinas que coordenam a inflamacdo do tecido local, induzindo a
expressao de outras citocinas pro-inflamatérias, exercendo um papel importante na
ativacdo e recrutamento dos neutréfilos.®® A IL-17A tem sido associada a varias doencas

14-16

autoimunes™**® e alérgicas, incluindo a asma.'’

O papel da IL-17 nas infecgdes

Um estudo de associacdo genética na periodontite mostrou niveis aumentados de

IL-17A conferindo protegdo para a doenga. O genotipo homozigoto AA ndo foi encontrado
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em nenhum paciente do grupo casos, somente nos controles e foi associado com alta
expressao de 1L-17A.% Faber et al** também demonstraram em 2012 que os niveis de IL-
17 nas vias respiratdrias de pacientes com BVA por VSR aumentam durante a recuperacao
dos pacientes internados ndo ventilados, sugerindo que a IL-17 pode exercer um papel no

controle da doenga.

Outros dois estudos®” ¥

mostraram uma associagédo de risco do alelo A de IL-17A,
rs2275913 para infeccéo bacteriana. No estudo de Chen e colaboradores,*” as criangas com
bronquiolite por VSR, homozigotas para este alelo, tiveram mais infecgdo por
Streptococcus pneumoniae e Moraxella catarrhalis quando comparadas com outros
gendtipos. Outro estudo realizado na China®® sugere que os pacientes com o genétipo AA
de IL-17A, rs2275913, portadores da bactéria Helicobacter pylori, tém risco aumentado
para cancer gastrico quando comparados com 0s pacientes sem a bactéria. Os autores
sugerem que essa variante interage com a infeccdo por H. pylori. Também foram relatados
niveis aumentados da IL-17 no aspirado traqueal de lactentes graves com BVA por VSR
internados na UTI,**% sugerindo que a IL-17A est4 associada a fator de risco para BVA

grave.

Estes resultados controversos nas doencas infecciosas, onde temos niveis
aumentados da IL-17A associados a protecdo como na periodontite de Saraiva e na BVA
descrita por Faber, e também niveis aumentados da IL-17A associados a risco como nos
estudos de BVA de Mukherjee e Stoppelenburg, poderiam ser explicados pela complexa
inter-relacdo gene-ambiente ou por fatores epigenéticos como a metilagio do DNA
(CpG).31 Além disso, ndo € possivel descartar que existam niveis “o0timos” de IL-17 para
uma resposta imune adequada, e que tanto niveis muitos baixos ou muito altos sejam

prejudiciais para o paciente.

O papel da IL-17 na bronquiolite viral aguda

A bronquiolite viral aguda (BVA) é uma doenga inflamatdria aguda das vias aéreas
inferiores, decorrente de uma infeccdo das vias aéreas superiores, provocando obstrucéo
destas pequenas vias. O virus sincicial respiratorio (VSR) é o principal agente
32,33

etioldgico e quase todas as criangas se infectam por este virus nos primeiros 2 anos de

vida. As principais alteracdes fisiopatologicas da BVA estdo relacionadas as alteracdes




Artigo de Revisdo 29

inflamatorias dos bronquiolos. A maior parte das células das secre¢des nasofaringeas e do
lavado broncoalveolar de pacientes com VSR é constituida de neutrofilos, caracterizando a
inflamago nestes tecidos.>**® Além da inflamagdo, o VSR também provoca necrose e
descamacéo do epitelio, com edema e hipersecrecdo de muco, obstruindo facilmente estas
vias de pequeno calibre. Hiperinsuflacdo, atelectasia e sibilancia caracterizam a clinica da
BVA®

Segundo Jenssen e colaboradores, polimorfismos de nucleotideo uUnico (SNP) em
genes da imunidade inata e genes como a IL-17A, que estdo envolvidos na regulacéo desta
imunidade, predispdem & BVA grave por VSR.*" A IL-17 é uma citocina pré-inflamatdria
e caracteriza-se por induzir a expressao de outras citocinas pré-inflamatorias, como a 1L-8.
Ambas citocinas desempenham um importante papel no recrutamento e ativagdo dos

neutrofilos®® para o sitio da inflamagéo.

Alguns estudos'®%

relataram niveis aumentados de IL-17 no aspirado traqueal de
lactentes com bronquiolite por VSR. Mukherjee et al e Stoppelenburg et al relataram niveis
aumentados da IL-17 no aspirado traqueal de lactentes graves com BVA por VSR
internados na UTI, enquanto Faber et al demonstraram que os niveis de IL-17 nas vias
respiratdrias de pacientes com BVA por VSR aumentam durante a recuperacdo da doenca

na internacao.

Mukherjee et al em 2011 realizaram um estudo in vivo e in vitro buscando
esclarecer a patogenia do VSR na infeccdo priméria e durante a exacerbacdo viral na
doenca alérgica pulmonar. A pesquisa mostrou que a IL-17 modula o aumento da producéo
de muco das vias aéreas, altera a resposta das células T CD8" efetoras afetando a
eliminacg&o viral. Isto foi demonstrado através na neutralizagdo da IL-17 com anti-I1L-17 e
também confirmado com a infec¢do de camundongos knockout para a IL-17. Além disso, a
IL-17 participa da resposta alérgica pulmonar durante a infeccdo por VSR. Os autores
sugerem que a presenca aumentada de IL-17 nas amostras de criangas infectadas por VSR
pode estar relacionada com o aparecimento de doencas cronicas obstrutivas pulmonares e
asma. Neste estudo a IL-17 aumentou a infec¢do por VSR, assim como a doenca da via

aerea, com o aumento da produgdo da IL-17.

Stoppelenburg et al em 2013 também demonstraram, através de infec¢do por VSR

in vivo, que os linfdcitos presentes nos pulmdes dos camundongos produziam IL-17A,
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sendo os linfocitos T CD4" os principais responsaveis pela producdo destas células. Além
disso, o tratamento destes camundongos com anticorpo inibidor de IL-17A foi capaz de
diminuir a infiltracdo de neutrdfilos nos pulmdes durante a infeccdo, sugerindo que a IL-
17A esté associada a infiltracdo de neutrofilos nas vias aéreas. O estudo também avaliou os
niveis aumentados da IL-17A no aspirado traqueal de recém-nascidos que
correlacionaram-se com a infiltracdo neutrofilica precoce nas vias aéreas destes pacientes
com BVA grave por VSR. Estes resultados controversos com relacdo aos niveis
aumentados da IL-17 e os desfechos da doenca (gravidade/resolucdo) demonstram que 0
papel da IL-17 na infec¢do por VSR permanece indefinido e necessita de mais estudos para

um melhor entendimento da sua patogénese.

O papel da IL-17 na asma

A asma é uma doenca inflamatoria cronica das vias aéreas altamente complexa,
associada a varios fatores ambientais como a exposicdo ao fumo, a poluicdo e a infecgdes,
e também & predisposicdo genética.®® A doenca é relacionada & excessiva resposta imune
Th2 em resposta a alérgenos ambientais em individuos geneticamente predispostos e
possui uma série de caracteristicas proprias. As células Th2 produzem varios mediadores
que perpetuam a resposta imune. Estes mediadores apresentam inimeras funcées como
aumentar a sobrevivéncia e ativacao dos eosinofilos nos pulmdes, ativar os eosinofilos a
fazerem a mudanca de classe para IgE, provocar a hiperplasia das células caliciformes de
Goblet, aumentando a producdo de muco, e fazer o remodelamento tecidual das vias
aéreas.”’ Esta resposta Th2 causa dano no epitélio e é caracterizada por hiper-reatividade
das vias aéreas e inflamagdo mediada por eosindfilos, caracterizando a asma atépica.*®
Alguns estudos demonstraram que os neutrofilos também estdo aumentados na asma,
caracterizando a asma ndo atopica.*** A asma atépica e nio atdpica se diferenciam pelo
aumento e normalidade nos valores de anticorpos IgE em resposta aos alérgenos

ambientais.** Todos os fenétipos de asma apresentam inflamacao das vias aéreas.*

Além das células Th2, as células Th17/IL-17 exercem um importante papel na
inflamacéo das vias aéreas *° e tém sido associadas & asma, onde foram encontradas em
maiores concentragdes em bidpsias brénquicas, no lavado broncoalveolar, no escarro e no

sangue destes pacientes.???’
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Em 2010, Agache identificou que pacientes com asma severa apresentavam
maiores niveis séricos de 1L-17, apresentando quase o dobro dos niveis dos pacientes com
asma leve/moderada. Este estudo colabora com outros achados que identificaram
previamente aumento de citocinas pro-inflamatérias em pacientes com asma severa. O
estudo concluiu que a presenca aumentada de IL-17 (IL-17 > 20pg/ml) no soro destes

pacientes é um fator de risco independente para asma severa.

Scanlon et al em 2011*" demonstraram, em um estudo in vitro, que as células B
positivas para IgE (B IgE™) sdo capazes de migrar em resposta a IL-17A, via quimiocina

CCL28. Desta forma, a CCL28, além da IL-17A, torna-se importante para a asma alérgica.

A IL-17 atua recrutando, ativando e regulando a migracdo dos neutréfilos para o0s
pulmdes. A IL-17 aumenta a expressao de varias outras citocinas pro-inflamatdrias, entre

42,48 axercendo

elas a IL-8.%® A IL-8 est4 aumentada nas vias aéreas de pacientes asmaticos
também um papel importante no recrutamento de neutr6filos para o sitio da inflamacéo.
Além de causar dano tecidual direto nas vias aéreas, os neutréfilos podem perpetuar a
inflamacdo, provocando cronicas alteracbes na funcdo das vias aéreas como o0
remodelamento tecidual. Este processo patogénico de remodelamento acontece devido a
hiperplasia e hipertrofia celular das camadas de musculo liso e das células produtoras de

muco, diminuindo a luz dos bronquios.’

CONCLUSOES

Com base nesta revisdo, observamos que a IL-17 desempenha um importante papel
no recrutamento e ativacdo de neutréfilos para as vias aéreas, podendo contribuir para
doencas inflamatdrias como a bronquiolite e a asma. A presenca aumentada de IL-17 nas
amostras de criancas infectadas por VSR pode estar relacionada com o aparecimento de
doencas crbnicas obstrutivas pulmonares e asma. Porém, a presenca de resultados
controversos na BVA por VSR, onde temos niveis aumentados desta proteina nos lactentes
graves e nos lactentes em fase de recuperagéo, sugere que o papel da IL-17 necessita de
mais estudos, pois 0s mecanismos pelos quais esta interleucina atua ainda ndo sao
completamente compreendidos. Além disso, pode-se considerar a hipotese de que existam
niveis normais de IL-17 para uma resposta imune eficiente, e que tanto niveis muitos

baixos ou muito altos sejam prejudiciais para o paciente.
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Figura 1. Selecdo de estudos sobre o papel da IL-17 na bronquiolite viral aguda e na asma.
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RESUMO

Introducdo: a bronquiolite viral aguda (BVA) é uma infeccdo respiratdria de elevada
incidéncia em lactentes. Os mecanismos associados a severidade da doenca sdo ainda
pouco conhecidos. Sua gravidade pode estar associada a fatores genéticos e imunologicos.
Alguns mediadores da reposta imune parecem influenciar a resposta aos virus,
especialmente as interleucinas (ILs). A IL-17 é uma citocina pré-inflamatoria presente no
aspirado traqueal de pacientes com BVA. Esta interleucina induz a expressdo de outras
citocinas pro-inflamatdrias e a migragdo de neutrofilos. O objetivo deste estudo foi avaliar
se variacgdes de IL-17 estdo associados a severidade da BVA.

Meétodos: no estudo foram incluidos lactentes internados na emergéncia pediatrica do SUS
do Hospital S&o Lucas (HSL) da PUCRS com diagnostico de BVA, com idade inferior a
12 meses, entre setembro de 2009 a setembro de 2011, e lactentes que ndo apresentaram
BVA, recrutados junto ao Centro de Saude Bom Jesus (CSBJ). Foram coletadas amostras
de sangue capilar e deste material foi extraido o DNA utilizado para genotipagem do

polimorfismo de nucleotideo Gnico, SNP rs2275913 do gene IL-17.

Resultados: participaram da analise final deste estudo de associacdo genética 121 casos e
71 controles. O alelo raro do SNP rs2275913 de IL-17 mostrou um efeito de protecdo para
BVA grave, apresentando frequéncia maior de homozigotos AA (14,1% vs 5,8%, p =
0,047) em pacientes do grupo controle (sem hospitalizacdo por BVA). O risco dos
pacientes portadores do alelo G apresentarem bronquiolite com hospitalizacéo foi 2,7 vezes

maior.

Conclusdo: o estudo sugere que o alelo A do polimorfismo rs2275913, no gene IL-17A,
estd associado a protecdo da BVA e pode influenciar diretamente a gravidade da BVA em
lactentes. Este polimorfismo pode ser um importante marcador para identificagédo de

pacientes de alto risco para bronquiolite grave.

Palavras-chave: bronquiolite, polimorfismo, interleucina-17, sibilancia.
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ABSTRACT

Introduction: acute viral bronchiolitis (AVB) is a respiratory infection of high incidence
in infants. The mechanisms associated with the severity of the disease are poorly
understood. Its severity may be associated with genetic and immunological factors. Some
mediators of the immune response appear to influence the response to the virus, especially
interleukins (IL). IL-17 is a pro-inflammatory cytokine present in the tracheal aspirate in
AVB patients. This interleukin induces the expression of other pro-inflammatory
cytokines, and migration of neutrophils. The objective of the study was to determine if IL-
17 gene variations are associated with the severity of AVB.

Methods: in the present study we recruited infants admitted in the pediatric emergency in
the Hospital Séo Lucas (HSL) PUCRS diagnosed with AVB and younger than 12 months
of age, from September 2009 to September 2011; and infants without hospitalization
selected at the primary health care center (CSBJ) in Porto Alegre. Capillary blood samples
were collected and DNA was extracted for genotyping of single nucleotide polymorphism
(SNP rs2275913 of the IL -17 gene).

Results: participated in the final analysis of this genetic association study 121 cases and 71
controls. The rare allele of SNP rs2275913 of IL -17 showed a protective effect for severe
AVB, with higher frequency of homozygous AA (14.1% vs 5.8%; p = 0.047) in the control
group (without hospitalization). The risk of G carriers for severe bronchiolitis was 2.7

times greater.
Conclusion: the study suggests that the polymorphism rs2275913 of IL -17 is associated
with protection of AVB and can directly influence the severity of AVB in these children.

This variation may be a marker to identify high risk patients.

Keywords: bronchiolitis, polymorphism, interleukin -17, wheezing.
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INTRODUCAO

A bronquiolite viral aguda (BVA) é uma inflamacdo das vias aéreas inferiores,
causada por virus respiratérios sazonais, onde o virus sincicial respiratorio (VSR) é o
principal agente etiolégico.® A maior parte das criancas é infectada no primeiro ano de
vida.? A infeccdo respiratoria por VSR constitui a principal causa de hospitalizacéo de
lactentes nos meses de inverno.> O VSR caracteriza-se por ndo produzir resposta imune
duradoura, podendo ocorrer reinfeccdo.> * Fatores de risco do hospedeiro como Sindrome
de Down, prematuridade, baixo peso ao nascimento, faixa etaria < 6 meses, cardiopatias
congénitas, doencas neuromusculares e imunodeficiéncias predispdem os lactentes a BVA
grave. >’ No entanto, estes fatores ndo conseguem explicar todos os casos de bronquiolite
por VSR, principalmente os casos graves de criancas infectadas pelo virus que eram
previamente saudaveis quando hospitalizadas.> * ® Ainda ndo existe uma vacina para o
RSV.* ® %10 Até 0 momento o tratamento para a bronquiolite consiste basicamente em

oferecer suporte ao paciente, de acordo com a gravidade das manifestacdes clinicas.

Embora a BVA seja uma das patologias de maior incidéncia em lactentes até os 2
anos de idade, os mecanismos associados a severidade da doenca sdo ainda pouco
conhecidos.> * A gravidade da infeccdo por VSR em uma populacdo de lactentes
previamente saudaveis € muito variavel, indicando que provaveis fatores do hospedeiro ou
fatores virais especificos a influenciam.'® Além disso, a carga viral® ™ e a susceptibilidade

12, 13

genética associada a variagdes das respostas imune inata e adaptativa, também sdo

provaveis fatores responsaveis por esta variacdo na gravidade da BVA causada por VSR.

As interleucinas (IL) s@o mediadores da resposta imune que podem influenciar
diretamente a resposta ao VSR. A IL-17 é uma citocina pro-inflamatéria presente no
lavado broncoalveolar de pacientes com BVA por VSR.> * *° Esta interleucina induz a
expressdo de outras citocinas pré-inflamatérias e a migracio de neutréfilos.® ** Tem-se
buscado conhecer mais sobre o papel da IL-17 nas doencas obstrutivas das vias aéreas em
criancas. Em recente coorte de 2012, Faber e colaboradores * demonstraram que os niveis
de IL-17 nas vias respiratorias de pacientes com bronquiolite por VSR aumentam durante o
curso da doenca em pacientes internados, sugerindo que a IL-17 pode desempenhar um
papel no controle da doenca. Outros dois estudos recentes mostraram que niveis

aumentados da IL-17 estdo associados a fator de risco para a BVA causada por VSR.}* 1°
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Em outro estudo de caso-controle de 2010,'” Chen et al investigaram a associacdo do SNP
de IL-17 (rs 2275913, G-152A) com asma na infancia e colonizacdo bacteriana da
hipofaringe na bronquiolite. Este estudo mostrou que o alelo A e a frequécia do gendtipo
AA do SNP rs2275913 foi significativamente maior no grupo de asma do que nos
controles, sugerindo uma associacéo de risco para esta doenga. Com relagéo a bronquiolite,
os resultados foram marginalmente maiores no grupo de BVA do que nos controles.
Também temos resultados controversos para o papel da IL-17 na gravidade das doencas
respiratorias. Segundo artigo de revisao recente,'® o papel das células Th17 e da IL-17
pode ser tanto benéfico quanto patogénico, pois nem todas as células Thl7 sdo iguais,
podendo as mesmas terem diferentes funcBes, além da plasticidade das células Th,

mostrando a complexidade das interacdes imunoldgicas.

Os polimorfismos genéticos sdo variacdes frequentes nas sequéncias de DNA.
Essas variacdes na sequéncia de nucleotideos podem levar a alteragdes na composicdo de
aminoacidos em uma proteina que consequentemente pode alterar sua funcédo e prejudicar
0 paciente no momento da infeccdo. Essas variacfes podem também estar relacionadas a
uma maior ou menor susceptibilidade em desenvolver determinadas patologias, bem como

influenciar os fatores que determinam sua gravidade (www.hapmap.org).

Poucos estudos de associacdo genética e bronquiolite causada por VSR ocorrem em
populacdes de paises em desenvolvimento. A maior parte dos estudos € realizada em paises
desenvolvidos como a Holanda, Inglaterra, Alemanha e Finlandia, onde predominam
amostras populacionais caucasianas. Também temos estudos realizados na China e no

Japéo.

Portanto, o conhecimento de polimorfismos de IL-17 associados a gravidade da
BVA pode ter relevancia clinica, identificando pacientes de alto risco para BVA grave. O
objetivo principal do presente estudo foi comparar a frequéncia do polimorfismo
rs2275913 de IL-17 em lactentes com e sem BVA. Também avaliamos a associacdo entre o
SNP rs2275913 de IL-17 e marcadores de gravidade da BVA em lactentes hospitalizados.
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METODOLOGIA

Delineamento do estudo:

Este € um estudo de associacdo genética com delineamento de caso-controle.

Populacdo e amostra:

Em um estudo de associagdo genética, quando consideramos uma frequéncia alélica
de 0,04 (40%), uma forca de associacdo com OR = 2, um poder de 90% ¢ o de 0,001, o
nGmero total estimado é de 177 pacientes.'® Fazem parte da analise final deste estudo de

associacdo genética 121 casos e 71 controles, totalizando 192 pacientes.

A amostra do estudo foi selecionada na emergéncia pediatrica do SUS do Hospital
Sdo Lucas (HSL), da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS).
Foram incluidas no estudo todas as criangas internadas, admitidas com diagnéstico de
BVA. O grupo controle era de lactentes sem BV A que procuraram a puericultura ou o setor

de imunizacgéo do Centro de Saude Bom Jesus (CSBJ).

Critérios de Incluséo:

Os critérios de inclusdo para o grupo casos foram: pacientes internados pelo
Sistema Unico de Saude (SUS) no Hospital S&o Lucas da PUCRS com entrada na
emergéncia pediatrica, entre setembro de 2009 a setembro de 2011; pacientes com suspeita
clinica de BVA (primeiro episodio de sibilancia acompanhado de infec¢bes de vias aéreas
superiores); lactentes menores de 12 meses de idade e necessidade de internacdo hospitalar
(em enfermaria ou sala de observacao). Para o grupo controle foi selecionada uma amostra
de conveniéncia com lactentes que procuraram consulta de puericultura ou imunizagao no

CSBJ, sem historia prévia de internagdo por sibilancia.
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Critérios de exclusao:

Os critérios de exclusdo compreenderam histérico de doencas pulmonares
relacionadas a prematuridade (displasia broncopulmonar), pneumopatias cronicas,
cardiopatias, sindromes genéticas, uso de corticdides sistémicos ou inalatérios e pacientes

Ccujos responsaveis recusaram-se a participar do estudo.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido:

A assinatura do termo de consentimento foi obtida junto ao responsavel legal da
crianca, sujeito da pesquisa. O responsavel autorizou a participacdo do paciente antes de
qualquer procedimento. A identidade de todos os participantes da pesquisa foi mantida em
sigilo. A pesquisa foi iniciada apos a avaliacio e aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital S&o Lucas da PUCRS e da Secretaria Municipal de Saude (controles).

Procedimentos:

O protocolo de internacdo (casos) incluiu isolamento respiratério e coleta de
secrecao nasofaringea (lavado nasal) de todos os pacientes com BVA. Com este material
foi realizada imunofluorescéncia direta para os virus influenza, parainfluenza, adenovirus e
virus sincicial respiratério no laboratério do HSL/PUCRS. Uma parte deste material foi
armazenada para pesquisas com reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real para

virus respiratorios.

A coleta de sangue foi planejada juntamente com o médico assistente para que a
mesma fosse efetuada em momento oportuno, preferencialmente quando a coleta de sangue
para realizacdo de exames laboratoriais fosse solicitada pela equipe médica. As amostras
de sangue foram armazenadas através do FTA Classic Card (Whatman, Florham Park,
USA) no Instituto de Pesquisas Biomédicas (IPB) da PUCRS. Deste material foi extraido o
DNA utilizado para o estudo relacionado ao polimorfismo do gene IL-17. As amostras
congeladas serviram exclusivamente para os estudos relacionados a gravidade da doenca e
risco de sibilancia. A gravidade da doenca foi avaliada pelo tempo de internacéo, tempo de

uso de oxigénio e tempo médio de sibilancia durante a internacéo hospitalar.
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Selecdo do polimorfismo de IL-17

O polimorfismo de IL-17 foi inicialmente rastreado utilizando a base de dados do
projeto Hapmap (versao 28.0), a fim de selecionar as variagdes genéticas mais frequentes
descritas em populagdes caucasianas. *° Este projeto descreve todos os polimorfismos
frequentes em humanos e os dados de frequéncia em diferentes etnias. Com o suporte desta
base de dados, identificamos o tagging SNP rs2275913 com frequéncia em populacGes

caucasianas de 0,31.

Extracdo de DNA

A extracdo de DNA ocorreu a partir de amostras de sangue capilar, realizada em
ambos 0s grupos (casos e controles) e armazenada em FTA Classic Card. O procedimento
foi realizado com o uso de caneta prépria para extracdo - Harris Uni-core 1.25mm Punch
(Whatman, Florham Park, USA) para retirada das amostras de sangue. A extracdo foi
realizada utilizando os reagentes: FTA Purification Reagent (Whatman), Tampéao Tris-
EDTA (TE) para lavagem da amostra e em seguida o material foi aquecido a 60° por 30
minutos com 20l de 4gua Nuclease free (Applied Biosystems - AB, Carlsbad, Califérnia)
utilizando termociclador PTC-100™, (MJ Research, Quebec, Canadd), conforme

orientacdo do fabricante.

Posteriormente, foram realizadas a quantificacdo das amostras de DNA com o Kit
DNAhs Qubit (Invitrogen, Carlsbad, California) e realizada a reacdo de PCR em tempo real
para o gene constitutivo da B-actina, utilizando a TagMan Universal PCR Master Mix-
catdlogo 4304437 (AB) para certificacdo da qualidade da extracao.

Genotipagem:

A genotipagem foi realizada com o objetivo de identificar o polimorfismo de
interesse. Foram utilizadas as concentracdes de 0,1ng e 0,25ng de DNA gendmico na
reacdo de PCR em tempo real para identificagdo do SNP. A genotyping master mix,
catalogo 4371355 (AB) e os iniciadores da IL-17, primer SNP genotyping assays (AB),

foram usados no processo de genotipagem com o suporte do equipamento StepOne™




Artigo Original 46

Real-Time PCR System (AB) e os dados obtidos da amplificacdo (threshold cycle- CT)
foram analisados pelo programa StepOne (versdo 2.3). O resultado foi expresso em
homozigoto frequente, heterozigoto, homozigoto raro ou indeterminado. Os

indeterminados foram excluidos do estudo.

Andlise Estatistica:

A amostra do estudo foi constituida de criangas com BVA e de um grupo-controle.
A anélise foi descritiva utilizando testes de proporcOes, descricdes em média (desvio
padrdo) e mediana (intervalo interquartil), conforme distribuicdo das varidveis. A
associacdo entre as variaveis categoéricas e desfechos dicotdmicos foram analisadas pelo
teste do qui-quadrado. AssociacOes entre variaveis categéricas e desfechos continuos
foram analisadas pelo teste t de Student. As andlises foram realizadas com os programas
SPSS (versdo 17.0). Todos os testes foram bidirecionais e as diferencas foram consideradas

significantes quando p < 0,05.
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RESULTADOS

Neste estudo de associagdo genética foram incluidos 121 casos e 72 controles,
totalizando 193 pacientes com amostras de DNA disponiveis. Os pacientes com BVA e 0s
controles apresentavam média de idade de 3,45 e 13,10 meses, respectivamente. A
distribuicdo na variavel sexo foi de 55,37% para 0 sexo masculino no grupo casos e
39,13% para 0 sexo masculino nos controles. A média de peso na internacdo foi de 5,73
para 0 grupo caso e de 8,59 para o grupo controle (Tabela 1). A taxa de sucesso da
genotipagem foi de 99,48% (192/193). A frequéncia do alelo raro foi de 0,23 para o
polimorfismo rs2275913 (Tabela 2a). Houve desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg

exclusivamente no grupo controle (Tabela 2b).

O SNP rs2275913 de IL-17 mostrou um efeito de protecdo para BVA grave (com
hospitalizacdo), apresentando frequéncia maior (14,1% vs 58%, p = 0,047) de
homozigotos AA em pacientes do grupo controle (sem hospitalizagcdo). O risco dos

pacientes ndo portadores do alelo A apresentarem bronquiolite grave foi 2,7 vezes maior.

Em uma subanalise, observamos que houve diferenca significativa ao compararmos
tempo de internacdo e sibilancia nos pacientes somente entre o grupo casos (Tabela 4).
Verificamos que os pacientes homozigotos para o alelo AA apresentaram tempo médio de
internacdo menor quando comparados com pacientes de outros genotipos, ou seja, 3,57 e
6,17 dias, respectivamente. Ao analisarmos o tempo de oxigenioterapia, a duracdo média
em dias de uso de O, foi reduzida praticamente pela metade para os pacientes homozigotos
AA, ou seja, de 3,14 dias e de 5,54 dias para os pacientes GG/AG, porém esta diferenca
ndo atingiu significancia estatistica. Verificamos também que o tempo médio de sibilancia
durante a internacdo hospitalar foi reduzida a metade para os homozigotos AA, de 2,14

dias e 4,14 para 0s demais gendtipos.




Artigo Original 48

DISCUSSAO

Neste estudo comparamos a frequéncia do polimorfismo rs2275913 de IL-17 em
lactentes com hospitalizacdo por BVA e sem BVA/hospitalizacdo. Também avaliamos a
associagédo entre os polimorfismos rs2275913 e marcadores de gravidade da BVA entre 0s
lactentes hospitalizados. O SNP rs2275913 de IL-17 mostrou um efeito de protecdo para
BVA grave (com admissao hospitalar), apresentando frequéncia maior de homozigotos AA
(14,1% vs 5,8%, p = 0,047) em pacientes do grupo controle (sem hospitalizacéo). O risco
dos pacientes portadores do alelo G apresentarem bronquiolite grave foi 2,7 vezes maior
em comparacdo aos pacientes AA (OR 2,67: IC 95% 0,97 - 7,37). Em uma subanalise,
observamos que houve diferenca significativa ao compararmos tempo de internacdo e
sibilancia entre os pacientes do grupo BVA (Tabela 4). Ao analisarmos o tempo de
oxigenioterapia, a duracdo média de uso de O, em dias foi reduzida praticamente pela
metade para 0s pacientes homozigotos AA, porém esta diferenca ndo atingiu significancia
estatistica. Os resultados do estudo de caso-controle e a avaliacdo do tempo de internacao

no grupo BV A mostram resultados consistentes do efeito protetor do alelo A.

O SNP da IL-17, rs2275913, esta localizado na regido promotora do gene, no
cromossomo 6p12.2% 2 Alguns estudos de associacdo genética mostraram o alelo A de
rs2275913 (1L-17) conferindo protecdo em alguns desfechos, como em 2 estudos de colite
ulcerativa.? 2 Em um estudo sobre periodontite, o alelo A também conferiu protecéo.
Além disso, o genotipo homozigoto AA néo foi encontrado em nenhum paciente do grupo

casos, somente nos controles e foi associado com alta expressdo de IL-17A. %

Em recente coorte de 2012, Faber et al * demonstraram que os niveis de IL-17 nas
vias respiratorias de pacientes com BVA por VSR aumentam durante o curso da doenca
em pacientes internados, sugerindo que a IL-17 pode desempenhar um papel no controle
da doenca. Também foram relatados niveis aumentados da IL-17 no aspirado traqueal de

lactentes graves com BVA por VSR internados na UTI,* *°

sugerindo que estes niveis
elevados também poderiam estar associados a um fator de risco para BVA grave. Em
nosso estudo ndo mensuramos os niveis da IL-17. O gendtipo AA foi associado a protecéao
para BVA grave, apresentando frequéncia maior de homozigotos AA em pacientes do

grupo controle (sem hospitalizacdo) e possivelmente estaria associado a redugdo da
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expressdo desta proteina. Poucos estudos de associacdo genética da IL-17A na bronquiolite
por VSR, SNP rs2275913, mensuraram os niveis da IL-17.

O mesmo alelo A também tem demonstrado um efeito de risco para doencas
alérgicas e autoimunes, como em um estudo de 2010 sobre asma, 1" outro estudo de colite
ulcerativa® e na rejeicdo aguda no transplante de medula éssea (TMO).** Considerando a
relacdo entre BVA e asma, estes achados podem ser considerados conflitantes. Porém,
existem evidéncias de estudos de associacdo genética que ja descreveram associagdes
inversas para os desfechos BVA e asma.?

Dois estudos!” ?°

mostraram uma associagdo de risco do alelo A de IL-17A,
rs2275913, para infeccdo bacteriana. No estudo de Chen e colaboradores, as criangas com
bronquiolite por VSR homozigotas para este alelo tiveram mais infec¢cdo por Streptococcus
pneumoniae e Moraxella catarrhalis quando comparadas com outros genotipos. O estudo
de Zhang et al sugere que os pacientes com o genétipo AA de IL-17A, rs2275913,
portadores da bactéria Helicobacter pylori, ttm risco aumentado para cancer gastrico
qguando comparados com 0s pacientes sem a bactéria. Os autores sugerem que essa variante

pode influenciar o risco de infeccdo por H. Pylori, e consequentemente, cancer gastrico.

Estes resultados controversos, onde o genétipo AA pode ser tanto fator protetor
como de risco, poderiam ser explicados por uma complexa interacdo entre gene-ambiente,
fatores epigenéticos como a metilacdo do DNA (CpG), conforme estudo de Kim et al.?? A
expressao desencadeada pelo genoétipo AA pode ser variavel dependendo das variagfes na
metilacdo do DNA. Fatores ambientais no inicio da vida podem modificar o efeito do alelo,
alterando sua capacidade de se expressar para mais ou para menos. Dessa forma, o efeito
do SNP rs2275913, aumentando ou diminuindo os niveis da proteina IL-17, pode depender

da metilacdo do DNA e de fatores ambientais, o que explicaria as variacdes nos resultados.

Podemos considerar como uma das limitacGes do presente estudo o desvio do
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) no grupo controle, que pode estar relacionado ao
pequeno tamanho amostral. Por outro lado, € importante considerar as dificuldades de
recrutar pacientes deste grupo etario para estudos de associa¢ao genética. Neste estudo, ndo
foram mensurados os niveis da IL-17, o que poderia contribuir para o entendimento
desencadeado pelo SNP em estudo. Outra limitacdo deve-se a falta de conhecimento das

caracteristicas étnicas individuais da amostra.
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Por outro lado, existem poucos estudos de associa¢do genética sobre bronquiolite
aguda em populacBes de paises em desenvolvimento. A maior parte dos estudos foi
realizada em paises desenvolvidos como a Holanda, Inglaterra, Alemanha e Finlandia,
onde predomina a etnia caucasiana. Também existem estudos realizados na China e no
Japdo. De acordo com dados da dbSNP, NCBI (HapMap), a frequéncia do alelo A do SNP
rs2275913 é de 6% na populacdo de africanos, 12% nos afro-americanos e 28% nos
hispanicos. Estes dados demonstram que estas populacGes africanas ou afrodescendentes
apresentam frequéncia menor do alelo A protetor, sugerindo que o risco elevado de

bronquiolite grave nestas etnias poderia estar associado a esta variagdo na IL17.

Neste estudo, 0 SNP rs2275913 de IL-17 mostrou um efeito de protecdo para BVA
grave, apresentando frequéncia maior de homozigotos AA em pacientes do grupo controle.
O risco dos pacientes portadores do alelo G apresentarem bronquiolite grave foi 2,7 vezes
maior em comparacao aos pacientes AA. Além disso, observamos que houve diferenca
significativa ao compararmos tempo de internacdo e sibilancia entre os pacientes do grupo
BVA. Os resultados do estudo de caso-controle e a avaliagdo do tempo de internacdo no
grupo BVA mostram resultados consistentes do efeito protetor do alelo A.

O conhecimento de polimorfismos genéticos de IL-17 e sua associacdo com
desfechos da BVA pode ter grande relevancia clinica e pode direcionar as estratégias
terapéuticas especificas para pacientes de alto risco para doenca grave. EXxiste uma
necessidade de mais estudos de associacdo genética em diversas populacbes com o
objetivo de ampliar o conhecimento nesta area. Os resultados deste estudo sugerem que o0
polimorfismo de IL-17, rs2275913, estd associado a prote¢cdo da BVA grave e pode

influenciar diretamente a gravidade da bronquiolite nestas criancas.
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TABELAS/FIGURAS

Tabela 1. Dados descritivos da amostra comparando 0 grupo em estudo versus o grupo

controle.
BVA Controles
(N =121) (N =71)
Idade em meses (média = DP) 3,45+2,61 13,10 £ 8,85

Sexo masculino, n (%)

Peso atual (Kg)

FR (mpm)

SpO; na internacéo (%)

67/121 (55,37)

573+211

48,23+ 14,82

91,51+ 18,91

27/69 (39,13)

8,59 + 4,45

BVA: bronquiolite viral aguda; FR:

frequéncia respiratéria; SPO,: saturacdo parcial de oxigénio
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Tabela 2.a) Resultados da genotipagem, frequéncia alélica e desvio do equilibrio de Hardy
Weinberg (EHW) para 0 SNP rs2275913.

Observado Esperado
Taxa de sucesso da genotipagem 99,48% (192/193)
Homozigoto frequente GG 121 114,1
Heterozigoto AG 54 67,8
Homozigoto raro AA 17 10,1
Freq alelo raro 0,23
Significancia para desvio EHW p = 0,005*

* Teste do qui-quadrado

Tabela 2.b) Resultados do desvio do equilibrio de Hardy Weinberg (EHW) para o SNP
rs2275913, estratificado para casos e controles.

BVA CONTROLES
GG 77 44
AG 37 17
AA 07 10
Significancia (p) * 0,374 0,001

BVA: Bronquiolite viral aguda; *Teste do qui-quadrado
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Tabela 3.a) Comparagéo da frequéncia dos gendtipos entre casos e controles.

BVA CONTROLES

p*
GG 77 44
63,63% 61,97%
AG 37 17
30,57% 23,94%
AA 07 10
5,78% 14,08% 0,122

BVA: Bronquiolite viral aguda; *Teste do qui-quadrado

Tabela 3.b) Comparacdo dos gendtipos utilizando um modelo recessivo (ocorréncia de
homozigoto AA no SNP rs2275913).

N % N % p*
BVA CONTROLES
GGIAG 114 61
AA 07 58 10 141 0,047
TOTAL 121 71

BVA: Bronquiolite viral aguda; *Teste do qui-quadrado
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Tabela 4. Comparacéo entre varidveis de gravidade clinica do grupo BVA e a ocorréncia

de homozigoto AA no SNP rs2275913.

N Média DP p*
Total dias internado GG/AG 114 6,17 3,25
AA 7 3,57 0,79 0,038
Total dias de uso de O, GG/IAG 114 5,54 3,28
AA 7 3,14 0,69 0,057
Total dias sibilancia GG/AG 114 4,14 2,77
AA 7 2,14 1,67 0,019

BVA: Bronquiolite viral aguda; O,: oxigénio; *Teste t de Student
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4.1 CONCLUSOES

Neste estudo, 0 SNP rs2275913 de IL-17 mostrou um efeito de protecdo para BVA
grave, apresentando frequéncia maior de homozigotos AA em pacientes do grupo controle.
O risco dos pacientes portadores do alelo G apresentarem bronquiolite grave foi 2,7 vezes
maior em comparacao aos pacientes AA. Além disso, observamos que houve diferenca
significativa ao compararmos tempo de internacao e sibilancia entre os pacientes do grupo
BVA. Os resultados do estudo de caso-controle e a avaliagdo do tempo de internacdo no

grupo BVA mostram resultados consistentes do efeito protetor do alelo A.

Poucos estudos de associacdo genética e bronquiolite aguda ocorrem em
populacdes de paises em desenvolvimento. A maior parte dos estudos foi realizada em
paises desenvolvidos como a Holanda, Inglaterra, Alemanha e Finlandia, onde predomina a
etnia caucasiana. De acordo com dados da dbSNP, NCBI (HapMap), a frequéncia do alelo
A do SNP rs2275913 é de 6% na populacdo de africanos, 12% nos afro-americanos e 28%
nos hispanicos. Estes dados demonstram que estas populacdes apresentam frequéncia
menor do alelo A protetor, sugerindo que o risco elevado nestas etnias pode estar associado
a variacao na IL17.

O conhecimento de polimorfismos genéticos de IL-17 e sua associacdo com
desfechos da BVA pode ter grande relevancia clinica e pode direcionar estratégias
terapéuticas especificas para pacientes de alto risco para a doenca grave. Existe uma
necessidade de mais estudos de associacdo genética em diversas populacbes com o
objetivo de ampliar o conhecimento nesta area. Os resultados deste estudo sugerem que o
polimorfismo de IL-17, rs2275913, estd associado a protecdo da BVA grave e pode

influenciar diretamente a gravidade da bronquiolite nestas criancas.




