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RESUMO

Introducdo: Até os 2 anos de idade, praticamente, todos os lactentes apresentam infeccdo
por virus sincicial respiratério (VSR). Entretanto, a gravidade da bronquiolite viral aguda
(BVA) pode variar significativamente. Essa grande variagdo pode ser causada por fatores
genéticos e imunoldgicos. Estudos prévios indicam que vias aéreas infectadas por VSR
contém niveis elevados de interleucina-8 (IL-8). O conhecimento de polimorfismos
genéticos associados a BVA grave pode ter grande relevancia clinica, identificando

pacientes de alto risco.

Meétodos: Foram incluidos lactentes internados na emergéncia pediatrica do Hospital Sdo
Lucas (HSL) da PUCRS com BVA, idade menor de 12 meses, no periodo entre setembro
de 2009 a setembro de 2011, e lactentes da mesma faixa etaria que ndo apresentaram BV A,
recrutados junto ao Centro de Saude Bom Jesus (CSBJ). Foram coletadas amostras de
sangue capilar. Desse material, foi extraido DNA utilizado para genotipagem de 2
polimorfismos (SNPs rs2227543 e rs2227307) do gene IL-8.

Resultados: Fazem parte da analise final do estudo de associagdo genética 115 casos e 64
controles. Né&o foi observado nenhum desvio significativo pelo método do equilibrio de
Hardy-Weinberg. O SNP rs2227543 mostrou uma protecdo significativa para BVA,
apresentando frequéncia menor de homozigotos TT em pacientes do grupo controle (OR
0,25: IC 0,10 — 0,65). No entanto, a variacdo genética rs2227307 ndo demonstrou

associacdo com a BVA.
Conclusdo: Esse achado, em conjunto com a andlise de estudos prévios, sugere que 0

polimorfismo rs2227543 de IL-8 estd associado a protecdo da BVA e influencia

diretamente a gravidade da BV A nessas criangas.

Palavras-chave: bronquiolite, polimorfismo, interleucina-8, sibilancia.




ABSTRACT

Introduction: almost all infants present infection by respiratory syncytial virus (RSV) up
to 2 years of age. However, the severity of acute viral bronchiolitis (AVB) can vary
significantly. This variability may be caused by genetic and immunological factors.
Previous studies have shown that RSV-infected airway contains high levels of interleukin 8
(IL-8). The knowledge of genetic polymorphisms associated with severe AVB may have
clinical relevance, identifying patients with high-risk for severe AVB.

Methods: We included infants admitted to the pediatric emergency of Hospital Sao Lucas
(HSL) da PUCRS with AVB, aged less than 12 months, in the period between september
2009 to september 2011; and infants of the same age who did not have had AVB, recruited
from the primary care center Bom Jesus. Samples were collected from capillary blood.
DNA was extracted for genotyping of two polymorphisms (SNPs rs2227543 and
rs2227307) in the IL-8 gene.

Results: In the final genetic association sample, we included 115 cases and 64 controls.
There was no significant deviation from Hardy-Weinberg equilibrium. The SNP rs2227543
showed significant protection for AVB, with lower frequency of homozygous TT patients
in the control group (OR 0.25: CI 0.10 to 0.65). However, rs2227307 showed no

association with AVB.
Conclusion: This finding, together with the analysis of previous studies, suggests that the

IL-8 polymorphism rs2227543 is associated with protection of the AVB and directly

influences the severity of AVB in these infants.

Keywords: bronchiolitis, polymorphism, interleukin-8, wheezing.
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1.1 APRESENTACAO

A bronquiolite viral aguda (BVA) é o disturbio mais comum e a principal causa de
insuficiéncia respiratoria em lactentes com menos de 12 meses de idade, podendo gerar
altos indices de hospitalizacfes nessa faixa etéria. O virus sincicial respiratorio (VSR) é o
patdgeno mais comum e acomete aproximadamente 75% dos pacientes (1,2). O
diagndstico é clinico e baseado no primeiro episodio de sibilancia em crianca menor de 12
meses. Os sintomas mais frequentes séo tosse, febre e coriza, evoluindo para dificuldade
respiratéria, podendo chegar a hipoxemia e necessidade de suporte de ventilagdo mecénica
(VM) com internacdo em unidade de tratamento intensivo (UTI) (3,4). Ainda ndo ha
tratamento especifico para bronquiolite. A terapia € basicamente de suporte, variando

conforme a gravidade da infecgéo e do quadro clinico (3).

A gravidade da doenga pode variar consideravelmente, mesmo em pacientes sem
fatores de risco. A mesma pode ser avaliada por meio da oximetria e outros indicadores
clinicos (tempo de uso de oxigénio, tempo de internacdo). Em lactentes e criangas
menores, a infeccdo pelo VSR causa doenca com gravidade variada, desde leve infeccéo

do trato respiratdrio superior até grave infeccéo do trato respiratorio inferior (5).

Alguns mediadores da reposta imune podem influenciar diretamente na resposta ao
VSR, principal etiologia da doenca, especialmente as interleucinas (IL) associadas ao
recrutamento de neutrofilos (6). As citocinas sdo proteinas que modulam a funcdo de
outras células ou da propria célula que as geraram. Sdo produzidas por diversas células,
mas principalmente por linfocitos e macrofagos ativados, sendo importantes para o
controle da resposta imune (7-9). Cada IL atua em um grupo especifico de células, de
acordo com os receptores adequados para cada uma. Esses mediadores possuem funcdes,
principalmente, nas reacOes inflamatdrias e citotoxicas (7). Algumas interleucinas, como
por exemplo, a IL-8, exerce um papel importante na ativacdo e recrutamento de

neutrofilos, célula mais importante na inflamacdo desencadeada pela BVA (10).

Assim, a variabilidade das manifestacbes da BVA demonstra que ha diferentes
fatores envolvidos na resposta de cada individuo a determinada infeccdo. Os
polimorfismos genéticos sdo variacdes frequentes nas sequéncias de DNA (acido
desoxirribonucléico), que podem tornar o individuo suscetivel ou ndo a ocorréncia de

determinadas doencas. Os polimorfismos da interleucina-8 (IL-8) estdo entre as variagdes
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genéticas conhecidas e que podem influenciar diretamente o comportamento do individuo

em resposta a doenga.
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1.2 JUSTIFICATIVA

Os lactentes com infeccbes por virus podem apresentar desde um quadro de
resfriado comum até bronquiolite grave, com internacdo em unidade de tratamento
intensivo (UTI), seguidos por sintomas recorrentes. Essa grande varia¢do pode ser causada
por polimorfismos genéticos, responsaveis pela diversidade humana. Os polimorfismos
podem influenciar diretamente sobre fatores de risco associados as doengas comuns, além
de estar relacionados com uma maior ou menor suscetibilidade para o desenvolvimento de
determinadas patologias (6). O estudo dos polimorfismos de IL-8 pode auxiliar no
reconhecimento de pacientes de risco para bronquiolite grave, o que pode ter grande

impacto no diagnostico precoce e manejo desses pacientes.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

e Avaliar a associacao entre polimorfismos de IL-8 em lactentes com e sem BVA;

1.3.2 Objetivos especificos

e Auvaliar a associacdo entre os polimorfismos genéticos de IL-8 e a gravidade da

BVA em lactentes hospitalizados;
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RESUMO

Objetivo: descrever, de forma sintética e quantitativa, a associa¢do entre polimorfismos
genéticos e a suscetibilidade para bronquiolite aguda grave (BA).

Métodos: Os artigos incluidos na presente pesquisa foram publicados nas bases de dados
Pubmed (NCBI). A busca baseou-se em uma combinacdo de descritores para referir
bronquiolite viral aguda e polimorfismos genéticos, sendo eles: “bronchiolitis e

polymorphisms”.

Resultados: Foram selecionados 92 artigos referentes ao tema da pesquisa. Apés selecéo
dos artigos mais adequados aos objetivos deste estudo, foram incluidas 34 publicacdes, que
fazem parte das referéncias deste artigo de revisdo. Foram encontrados 6 artigos que tratam
especificamente da IL-8, 5 publicacdes sobre TLR4, 4 artigos referentes a IL-10, e outros
19 artigos apresentando polimorfismos diversos, dentre eles RANTES, Receptor de
vitamina D (VDR), IL-4, TLR3, TLRs, IL-1, IL-13, IL-14, IL-28B, IL-9, IL-17, IL-18,
CD14, CX3C e Proteina surfactante.

Concluséo: Considerando esta revisdo, observamos que 3 genes parecem ter um papel mais
relevante na suscetibilidade da BVA: IL-8, TLR4 e IL-10. Esses genes apresentaram quatro
ou mais estudos de associacdo com resultados positivos para suscetibilidade ao VSR ou

para gravidade da BVA.
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ABSTRACT

Objective: To describe in a synthetic and quantitative association between genetic

polymorphisms and susceptibility to severe acute bronchiolitis (AB).

Methods: Articles included in this research were published in Pubmed (NCBI). The search
was based on a combination of descriptors to refer to acute bronchiolitis and genetic

polymorphisms, which were: "bronchiolitis and polymorphisms".

Results: We selected 92 articles on the subject of the research, after selection of items best
suited to the purposes of this study; we included 34 publications, which are part of the
references in this review article. We have found six items that specifically refer to
interleukin-8, 5 TLR4 publications, 4 items related to interleukin-10 and other items 19
having various polymorphisms, including RANTES, Vitamin D Receptor (VDR), IL-4,
TLR3, TLRs, IL-1, IL-13, IL-14, IL-28B, IL-9, IL-17, IL-18, CD14, CX3C, surfactant

protein.

Conclusions: Considering the review, we found that three genes appear to have a important
role in the susceptibility of AB: IL-8, TLR4 and IL-10. These genes had four or more

association studies with positive results for susceptibility to or severity of BA.
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INTRODUCAO

A bronquiolite viral aguda (BVA) é uma das causas mais comuns de internacdo
hospitalar na infancia. O principal agente associado a BVA € o virus sincicial respiratorio
(VSR). Esse virus infecta a maioria das criangas, causando desde infeccdes do trato
respiratorio superior até bronquiolite grave, necessitando de cuidados intensivos. Vinte a
30% das criancas desenvolvem infeccOes leves, com coriza, tosse, crepitacdes, sibilos e
dispneia. Um por cento das criangas saudaveis necessita de hospitalizacdo, mas ela é mais
comum em grupos de risco: recém-nascidos com doencas respiratorias cronicas, cardiacas,
neurolégicas ou imunoldgicas e os nascidos prematuramente, particularmente aqueles com
displasia broncopulmonar (DBP) (1). Cerca de metade das crian¢as com infec¢do do trato
respiratorio inferior passa a ter episddios repetidos de sibilancia, até que atinje a idade
escolar (2-4). Entretanto, muitos pacientes sem fatores de risco identificados também

necessitam de hospitalizagdes.

Véarios mecanismos potenciais tém sido sugeridos sobre a forma como a
bronquiolite pode estar associada a fatores imunologicos, mecanismos alérgicos,
suscetibilidade do sexo masculino e predisposicdo genética (5). Ha cada vez mais
evidéncias, a partir de estudos clinicos e genéticos (6,7), de que a IL-8 desempenha um
papel importante no desenvolvimento da BVA, onde a suscetibilidade genética a infeccéo
por VSR € predominantemente associada a genes da imunidade inata (8). De acordo com a
evidéncia atual, os fatores genéticos e ambientais determinam o tipo de resposta imunitaria
a bronquiolite (6). Além disso, essa resposta pode afetar o desenvolvimento de

mecanismos de controle na regulacao de doencas respiratorias (9).

Até o momento, poucos estudos tém investigado o impacto de polimorfismos
genéticos na bronquiolite aguda grave. Assim, o objetivo do presente estudo foi apresentar
uma revisdo de artigos sobre evidéncias da influéncia genética de polimorfismos na doenca

respiratoria aguda.
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METODOS

Os artigos incluidos na presente pesquisa foram publicados na base de dados
Pubmed (NCBI). A busca baseou-se em uma combinacdo para referir bronquiolite viral
aguda e polimorfismos genéticos, sendo eles: “bronchiolitis e polymorphisms”. A busca foi
limitada a selecdo de artigos originais, em inglés, com fator de impacto > 1,0, termos

referentes a pesquisa e artigos publicados desde 2000.

A relacdo dos artigos informou dados sobre a publicagdo: autores, revista, ano de
publicacdo e fator de impacto da revista. As buscas foram realizadas em marco e abril de
2013. Os artigos foram avaliados de maneira independente pelo autor, e 0s que nao

estavam diretamente relacionados ao tema proposto foram excluidos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente, foram selecionados 92 artigos, avaliados através do titulo e resumo,
excluindo estudos que ndo preencheram os critérios de inclusdo. Apos leitura e selecdo dos
artigos mais adequados aos objetivos deste trabalho, foram avaliadas 34 publicacfes, que

fazem parte das referéncias deste artigo de revisdo (figura 1).

Foram encontrados 6 artigos que tratavam especificamente da associacao entre IL-8
e a BVA, 5 publicacdes sobre Toll-like Receptor 4 (TLR4) e 4 artigos referentes ao gene de
IL-10. Além disso, outros 19 artigos foram encontrados, apresentando polimorfismos em
genes diversos: RANTES, Receptor de Vitamina D (VDR), IL-4, TLR3, TLRs, IL-1, IL-13,
IL-14, IL-28B, IL-9, IL-17, IL-18, CD14, CX3C e Proteina surfactante (tabela 1).

A associacdo mais frequentemente descrita refere-se a influéncia de polimorfismos
de IL-8 em associacdo com a bronquiolite. Em estudo prévio, Hull et al (6) questionaram
se a evolucdo clinica da infeccdo pelo VSR € determinada por fatores genéticos
(identificacdo de um polimorfismo comum da regido promotora de 1L-8) e verificaram sua
associacdo com a suscetibilidade a bronquiloite por VSR. Foram utilizadas como
marcadores de gravidade a terapia com oxigénio e a ventilacdo mecanica. O polimorfismo

identificado como T-251A demonstrou que portadores do alelo A tém risco aumentado em
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2 vezes para o desenvolvimento da bronquiolite grave. A analise dos casos de bronquiolite
por VSR mostrou que o alelo A IL-8 T-251A esta significativamente associado a gravidade
da doenca. Posteriormente, Hull et al (7) realizaram um outro estudo, a partir de um
conjunto de familias, a fim de reproduzir a constatagdo do estudo citado anteriormente.
Com o objetivo de explorar a causa genética, foram identificados nove polimorfismos de
IL-8. O estudo foi realizado com lactentes com bronquiolite, ambos os pais, doadores de
sangue e recém-nascidos no mesmo hospital. No que se refere a geracdo dos haplétipos
africanos, foram recrutadas 61 familias na Gambia. Ao considerar o grupo de familias
informativas, a propor¢do em que o alelo IL-8 T-251A foi transmitido aos acometidos foi
de 62%, uma frequéncia significativamente maior do que o esperado. N&o existem estudos
que associaram outros polimorfismos de IL-8 a BVA em lactentes.

Em relacdo a identificacdo de um haplétipo associado a bronquiolite, Hull (10)
desenvolveu um estudo de caso-controle. Foi realizada a distribuicdo de 63 SNPs através
de 660 kb de acompanhamento de IL-8. Os dados do estudo confirmam que existe uma
suscetibilidade a bronquiolite no locus de IL-8. Por outro lado, Hacking (11) investigou a
base funcional para a associa¢do dos polimorfismos de IL-8 (251A / 396 G / 781T/ 1238
delA/1633T / 2767T) e a gravidade da bronquiolite. O estudo concluiu, portanto, que ndo
existe diferenca significativa entre o alelo -251T, encontrado no haplétipo 1 e alelo -251A,
encontrado no haplotipo 2. Outro estudo, realizado na Alemanha (12) investigou o papel de
quatro polimorfismos em IL-8, dentre eles o SNP rs4073 (T-251A), mostrado
anteriormente. O estudo encontrou associacdo significativa com a asma para 0s 4
polimorfismos, especialmente com C781T. Este estudo demonstra que a base genética da
asma e da bronquiolite podem apresentar efeitos opostos sobre o desenvolvimento das
doencas. O mesmo alelo A do SNP rs4073, que traz suscetibilidade a bronquiolite por

VSR, pode determinar protecdo contra a asma.

Além disso, os genes IL-8 e IL-8RA foram testados por Puthothu et al (9) na
populacdo alemd, a fim de identificar sua relacdo coma asma e outras infec¢bes graves
causadas por VSR. Para a genotipagem, foram eleitos dois polimorfismos de IL-8, T-251A
e C-781T, e trés aminoacidos variantes em IL-8RA. Uma associacdo do polimorfismo de
IL-8 C-781T com asma foi encontrada. Em relacdo a associacdo com o segundo
polimorfismo T-251A, o resultado ndo foi estatisticamente significativo. Ao avaliar outros

polimorfismos, ndo houve associacdo com asma brénquica ou infeccdo grave por VSR.
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Este estudo ndo encontrou que IL-8 tivesse um papel importante no desenvolvimento de
graves infeccdes por VSR na populacdo. Dessa forma, podemos considerar o papel de I1L-8
na BVA ainda como um efeito controverso. Faltam estudos de replicacdo em populacgdes
de diferentes origens para confirmar o efeito e identificar os polimorfismos mais

fortemente associados a BVA.

Em referéncia a importancia do complexo TLR4/CD14 na iniciagdo da imunidade
inata a0 VRS, um estudo (13) investigou a associacdo das mutacGes (TLR4 Asp299Gly e
Thr3991le) e o polimorfismo CD14/-159 em criangas hospitalizadas com bronquiolite
grave por VSR. O resultado demonstrou que a bronquiolite grave por VSR esta associada
com as mutagdes comuns de TLR4 (Asp299Gly e / ou Thr399lle), mas ndo com o
polimorfismo CD14/-159. Além disso, segundo Tal G. et al, o estudo levanta a questdo do
papel de polimorfismos de TLR4 no desenvolvimento de asma subsequente. Dessa forma,
ao considerar os polimorfismos de TLR4, em um estudo recente (14), esses foram
associados ndo apenas com respostas inflamatorias sistémicas, mas também com aumento
do risco para a bronquiolite grave causada pelo virus sincicial respiratério. Apds a
exposicdo bacteriana e/ou viral, os polimorfismos de TLR4 299 Gli e 399 lle apresentaram
reducdo da funcdo do receptor em ambas as linhas de células epiteliais e em mondcitos de
individuos com esses alelos TLR4. Segundo Tulic, essa disfuncdo pode ser atribuida a
expressdo reduzida de TLR4, e, assim, a fraca resposta imune, inata, resultante pode

contribuir para a suscetibilidade aumentada as infec¢Bes nesses individuos.

Outro estudo (15) realizado com 129 criangas hospitalizadas por bronquiolite
durante os primeiros 6 meses de vida analisou a associacdo de polimorfismos de TLR4 e
sua relacdo com a infeccdo recorrente e sibilancia. Ndo houve confirmacéo da associacdo a
infeccBes ou sibilancia nesses casos. Nesse contexto, um estudo de associacdo genética
realizado na Finlandia (16), numa populacdo geneticamente homogénea, investigou a
relacdo entre o polimorfismo de TLR4 e a suscetibilidade a infeccdo por VSR. Ndo houve
confirmacdo dos resultados esperados da associacdo entre o polimorfismo e a
suscetibilidade a bronquiolite por VSR. Porém, ap0s a analise post hoc das epidemias
isoladas, encontraram-se evidéncias de associacdo entre polimorfismo genético de TLR4,
que pode influenciar a suscetibilidade a BVA. Dessa forma, alguns polimorfismos de TLR4
tém sido avaliados como marcadores importantes na suscetibilidade a bronquiolite. Um

estudo realizado por Douville (17) analisou o impacto de polimorfismos de TLR4, SNPs
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Asp299Gly e Thr399lle na producdo de citocinas em pacientes pediatricos. O estudo
demonstrou que, independentemente do hapl6tipo, a resposta do grupo ndo determinou
claramente a resposta a ambos os estimulos, LPS e VSR, mesmo quando as criancas
apresentaram um fen6tipo clinico de asma, ou nos casos em que apresentavam histéria

prévia de bronquiolite.

Em relagdo & associacdo de polimorfismos de IL-10 com a bronquiolite, o resultado
de um estudo de caso-controle demonstrou que, ao comparar heterozigotos com pacientes
homozigotos para o alelo 1L-10 C-592A, esses ultimos apresentaram um risco aumentado
de hospitalizagdo por bronquiolite. Além disso, houve associa¢do significativa entre a
bronquiolite por VSR e o alelo I1L-10 C-592A, ao avaliar criangas menores de 6 meses
(18). Contudo, a hipdtese de que os polimorfismos de IL-10 desempenham um papel
critico no processo da resposta imune, incluindo o desenvolvimento de chiado e asma na
infancia, vem sendo discutida. Foi realizado um estudo com o objetivo de identificar o
papel da IL-10 na bronquiolite, utilizando métodos de associacdo genética. Para tanto,
foram mapeados 8 polimorfismos de IL-10 (19). Nao foi encontrada associacao
significativa com a bronquiolite em nenhum dos polimorfismos. O estudo destaca a
dificuldade em afirmar se a producdo aumentada ou diminuida de IL-10 esta associada com
a gravidade da BVA. Segundo o autor, a variacdo na producdo de IL-10 parece estar

associada a hereditariedade.

Outro estudo, realizado por Helminen (20), avaliou se o polimorfismo de IL-10 G-
1082A esta associado a presenca de bronquiolite. No resultado encontrado, houve uma
diferenca significativa no alelo de I1L-10 G-1082A, quando as criancas infectadas com um
anico virus, exceto VSR, foram comparadas com o grupo controle. As criancas infectadas
por rinovirus tiveram menor propensdo a apresentar o alelo G em -1082 de IL-10.
Resultados de trabalhos anteriores em conjunto com os achados deste estudo sugerem que
0s pacientes homozigotos para o polimorfismo de IL-10 podem apresentar maior risco de
desenvolver asma, especialmente quando o agente etioldgico detectado for o rinovirus. Em
relacdo a sibilancia pos bronquiolite, foi realizado um estudo (21) a fim de avaliar a relacéo
de polimorfismos de IL-10 com o quadro recorrente. Esse estudo demonstra que
polimorfismos IL-10 influenciam a expressdo de IL-19/IL-20, o risco de sibilancia em
lactentes com infec¢do por VSR. Os mecanismos pelos quais essas interleucinas levam a

alteracdes nas vias aéreas ainda ndo estdo completamente esclarecidos.
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Considerando esta revisdo, observamos que 3 genes parecem ter um papel mais
relevante na suscetibilidade da BVA: IL-8, TLR4 e IL-10. Esses genes apresentaram quatro
ou mais estudos de associagdo com resultados positivos para suscetibilidade ao VSR ou
para gravidade da BVA. E importante ressaltar que nio foram encontrados estudos sobre
polimorfismos de IL-8, TLR4 e IL-10 em popula¢fes latino-americanas.
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Figura 1. Métodos e resultados para selecdo de estudos de associacdo genética de
bronquiolite viral aguda.
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Tabela 1. Principais genes e polimorfismos associados a BVA

Genes SNPs N° de Referéncias
pulicacbes
IL-8
#-A251T, C781T, C1633T, A2767T Puthothu B. Clin Mol Allergy. 2006
# G396T/ T781C/ delA1238insA/ 0 Heinzmann A. J All Clin Immunol.
T1633C/ T2767A 2004
Hacking D, Genes Immun. 2004
Hull J. Hum Genet. 2004
Hull J. Am J Hum Genet. 2001
Hull J. Thorax. 2000
TLR4
# Asp299Gly e Thr399lle Douville RN. PLoS One. 2010
# A896G > Lofgren J. Pediatr Pulmonol. 2010
Tulic MK, 2007
Nuolivirta K. J Immunol. 2007
Tal G. J Infect Dis. 2004
IL-10
# A-592C Ermers MJ. Pediatr Res. 2011
# G-1082A 4 Helminen M. Pediatr Pulmonol.
# rs3024505, 2008

3024500,1554286,1518110,1800872,
1800871,1800896,1800890

Wilson J. J Infect Dis. 2005
Hoebee B. J Infect Dis. 2004
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Tabela 2. Outros genes e variagdes genéticas associados a BVA

Genes SNPs Referéncias

pulicacdes
RANTES, # A-403G, G-28C, e TInl.1C Hattori S. Jpn J Infect Dis. 2011
VDR, IL- # rs10735810, rs 4986790, rs 4986791, Tian M. Eur J Pediatr. 2009
4, TLR3, rs11688 Amanatidou V. Pediatr Infect Dis J.
TLRs, #1rs 731236 e rs 10735810 2008
IL-1, IL-  # C-590T e IL-4 Ralpha Kresfelder TL. J Med Virol. 2011
13, IL- # L412F (rs3775291) Roth DE. J Infect Dis. 2008
14, IL- #1r51921622 Hoebee B. J Infect Dis. 2003
28B, IL-  #1rs2243250 Nuolivirta K Pediatr Infect Dis J. 2012
9, IL-17, #rs12979860 e rs8099917 Mailaparambil B. Dis Markers. 2008
IL-18, # rs2069885 Faber TE. PL0S One. 2012
CD1, #rs2275913 Forton JT. Thorax. 2009
CX3C, #rs187238 Scagnolari C. Virus Res. 2012
Proteina # T280M Schuurhof A. Pediatr Pulmonol. 2010
surfactan # Met11Thr Chen J. J Clin Immunol. 2010
te # SP- Al e SP- A2 Puthothu B. Pediatr Infect Dis J. 2007

# ICAM-1, VCAM-1 e E-selectin

Inoue Y. J Infect Dis. 2007
Amanatidou V. Pediatr Infect Dis J.
2006

Lahti M. Pediatr Res. 2002

Lofgren J. J Infect Dis. 2002
Krueger M. Int J Immunogenet. 2006
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Resumo

Introducdo: Até os 2 anos de idade, praticamente todos os lactentes apresentam infeccéo
por virus sincicial respiratério (VSR). Entretanto, a gravidade da bronquiolite viral aguda
(BVA) pode variar significativamente. Essa grande variagdo pode ser causada por fatores
genéticos e imunoldgicos. Estudos prévios indicam que vias aéreas infectadas por VSR
contém niveis elevados de IL-8. O conhecimento de polimorfismos genéticos associados a
BVA grave pode ter grande relevancia clinica, identificando pacientes de alto risco.

Meétodos: Foram incluidos lactentes internados na emergéncia pediatrica do Hospital Sdo
Lucas (HSL) da PUCRS com BVA, idade menor de 12 meses, no periodo entre setembro
de 2009 a setembro de 2011, e lactentes da mesma faixa etaria que ndo apresentaram BV A,
recrutados junto ao Centro de Saude Bom Jesus (CSBJ). Foram coletadas amostras de
sangue capilar. Desse material, foi extraido DNA, utilizado para genotipagem de 2
polimorfismos (SNPs rs2227543 e rs2227307) do gene IL-8.

Resultados: Fazem parte da analise final do estudo de associagdo genética 115 casos e 64
controles. N&o foi observado nenhum desvio significativo pelo método do equilibrio de
Hardy-Weinberg. O SNP rs2227543 mostrou uma protecdo significativa para BVA,
apresentando frequéncia menor de homozigotos TT em pacientes do grupo controle (OR
0,25: IC 0,10 — 0,65). No entanto, a variacdo genética rs2227307 ndo demonstrou

associacdo com a BVA.
Conclusdo: Esse achado, em conjunto com a andlise de estudos prévios, sugere que 0
polimorfismo rs2227543 de IL-8 estd associado a protecdo da BVA e influencia

diretamente a gravidade da BV A nessas criangas.

Palavras-chave: bronquiolite, polimorfismo, interleucina-8, sibilancia.
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Abstract

Introduction: Almost all infants present infection by respiratory syncytial virus (RSV) up
to 2 years of age. However, the severity of acute viral bronchiolitis (AVB) can vary
significantly. This variability may be caused by genetic and immunological factors.
Previous studies have shown that RSV-infected airway contains high levels of interleukin 8
(IL-8). The knowledge of genetic polymorphisms associated with severe AVB may have
clinical relevance, identifying patients with high-risk for severe AVB.

Methods: We included infants admitted to the pediatric emergency of Hospital Sao Lucas
(HSL) da PUCRS with AVB, aged less than 12 months, in the period between September
2009 to September 2011; and infants of the same age who did not have had AVB, recruited
from the primary care center Bom Jesus. Samples were collected from capillary blood.
DNA was extracted for genotyping of two polymorphisms (SNPs rs2227543 and
rs2227307) in the IL-8 gene.

Results: In the final genetic association sample, we included 115 cases and 64 controls.
There was no significant deviation from Hardy-Weinberg equilibrium. The SNP rs2227543
showed significant protection for AVB, with lower frequency of homozygous TT patients
in the control group (OR 0.25: CI 0.10 to 0.65). However, rs2227307 showed no

association with AVB.
Conclusion: This finding, together with the analysis of previous studies, suggests that the

IL-8 polymorphism rs2227543 is associated with protection of the AVB and directly

influences the severity of AVB in these infants.

Keywords: bronchiolitis, polymorphism, interleukin-8, wheezing.
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Introducéo

A bronquiolite viral aguda (BVA) é uma doenca inflamatéria aguda que acomete o
trato respiratorio inferior, ocasionando obstrucdo das vias aéreas de pequeno calibre. O
diagnostico de bronquiolite é clinico e baseado em uma histéria de coriza, febre, tosse e
sibilancia (1). A BVA ¢ iniciada por uma infeccdo das vias aéreas superiores, causada por
virus sazonais, sendo 0 mais comum o virus sincicial respiratorio (VSR) em até 75% dos
casos (1,2,3).

A BVA € a causa mais comum de internacdo hospitalar nos primeiros 12 meses de
vida (1,2). Nos EUA, a bronquiolite grave é a causa mais frequente de hospitalizacdo
infantil, com custos estimados em mais de 543 milhdes de ddlares por ano (4-7). No Brasil,
a BVA é o diagnostico infantil mais comum de internagdes durante os meses de outono e
inverno. As epidemias sdo anuais, e 0S surtos epidémicos se estendem por
aproximadamente cinco meses. No Rio Grande do Sul, poucos estudos avaliaram a
incidéncia dessas infeccdes respiratorias; nas estacdes de outono e inverno, os hospitais
apresentam dificuldades com vagas, resultando, muitas vezes, em atendimento inadequado
a populacdo e elevados custos para a saude publica (8). Além disso, a avaliacdo da
incidéncia e o estudo da epidemiologia dos virus respiratorios, bem como o
reconhecimento dos fatores de risco para bronquiolite grave, sdo importantes para o melhor

entendimento da situacéo clinica dos pacientes com BVA.

A gravidade da doenca é extremamente variavel, e os fatores que influenciam néo
sdo totalmente estabelecidos. A resposta do hospedeiro ao virus e os polimorfismos
genéticos que modificam a resposta imune podem ser um fator relevante na determinacédo
da gravidade da BVA, demonstrando que ha diferentes fatores genéticos e imunologicos
envolvidos na resposta de cada individuo a infeccdo. Os polimorfismos genéticos sao
variacOes frequentes nas sequéncias de DNA (acido desoxirribonucléico) entre individuos
normais (9). Entre os fatores genéticos, destaca-se o papel da IL-8, que pode influenciar

diretamente na resposta do paciente a doenca (10).

Um estudo prévio demonstrou a primeira evidéncia de suscetibilidade genética
determinante para a bronquiolite por VSR. Esse estudo identificou que mais da metade da
populacdo do Reino Unido é portadora para o polimorfismo rs4073. Esse trabalho

demonstrou uma tendéncia para o0 aumento da producdo de IL-8 em associagcdo com o alelo
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de IL-8 -251A. A anélise dos casos de bronquiolite mostrou que o SNP rs4073 esta

significativamente associado a gravidade da doenga (10).

O objetivo do presente estudo foi comparar a frequéncia de polimorfismos de IL-8
em lactentes com e sem BVA, e avaliar a associagdo entre os polimorfismos genéticos de
IL-8 e a gravidade da BVA em lactentes.

Metodologia

Delineamento do estudo

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

Populacédo e amostra

A amostra do estudo foi selecionada na emergéncia pediatrica do Hospital Sao
Lucas (HSL), da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS). Foram
incluidas no estudo todas as criangas internadas, admitidas com diagnostico de BVA. O
grupo controle, sem BVA, eram lactentes que procuraram a puericultura ou o setor de
imunizacdo do Centro de Saude Bom Jesus (CSBJ). Em um estudo de associacdo genética,
quando consideramos uma frequéncia alélica de 0,04 (40%), forca de associacdo com
OR=2, poder de 90% ¢ a de 0,001, o ntimero total estimado ¢ de 177 pacientes (11).

Critérios de Inclusao

No que se refere aos critérios para 0 grupo casos, destacamos: 1. Pacientes
internados pelo Sistema Unico de Saude (SUS) no Hospital S0 Lucas da PUCRS com
entrada na emergéncia pediatrica, de setembro de 2009 a Setembro de 2011; 2. Pacientes
com suspeita clinica de BVA (primeiro episodio de sibilancia, acompanhado de infeccGes

de vias aéreas superiores); 3. Lactentes menores de 12 meses de idade e 4. Necessidade de
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internacdo hospitalar (em enfermaria ou sala de observacgdo). Inicialmente, esses pacientes

foram selecionados para um ensaio clinico que apresentou resultados negativos (12).

Para o grupo controle, foram selecionados lactentes que procuraram a consulta de
revisdo (puericultura) ou imunizacdo no CSBJ, sem histdria prévia de internacdo por

sibilancia.

Critérios de exclusao:

Os critérios de exclusdo compreenderam: histérico de doencas pulmonares
relacionadas a prematuridade (displasia broncopulmonar); cardiopatias; doencas

pulmonares crénicas e uso de corticoides (sistémicos ou inalatorios).

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 ap6s a avaliacdo e a aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital S&o Lucas da PUCRS (09/04678) e da Secretaria Municipal de Saude

(controles).

Procedimentos

O protocolo de internacdo (casos) incluiu isolamento respiratorio e coleta de
secrecdo nasofaringea de todos os pacientes com BVA. Com esse material, foi realizada
imunofluorescéncia direta (para virus influenza, parainfluenza, adenovirus e virus sincicial
respiratorio). Uma parte desse material foi armazenada para pesquisas com reacdo em

cadeia da polimerase (PCR) em tempo real, incluindo pesquisa para bactérias: Mycoplasma
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pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Bordetella pertussis e virus: virus sincicial

respiratério, metapneumovirus e rinovirus.

A coleta de sangue foi planejada juntamente com o médico assistente, para que
fosse efetuada em momento oportuno, preferencialmente quando necessaria a coleta de
sangue para realizacdo de exames laboratoriais solicitados pela equipe médica. As
amostras de sangue foram armazenadas atraves do FTA Classic Card (Whatman, Florham
Park, USA) no Instituto de Pesquisas Biomédicas (IPB) da PUCRS. Desse material, foi
extraido DNA, utilizado para o estudo relacionado aos polimorfismos do gene IL-8. Em
nenhum momento, foram investigados outros fenétipos, 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 internacdo, tempo de uso de oxigénio e
tempo médio de sibilancia durante a internagdo hospitalar.

Selecdo dos polimorfismos de IL-8

Os polimorfismos de IL-8 foram inicialmente rastreados, utilizando-se a base de
dados da plataforma Hapmap (verséo 28.0), a fim de selecionar as variagcdes genéticas mais
frequentes, descritas em populacdes caucasianas (13,14). Com o suporte dessa base de
dados, identificamos os SNPs rs2227543 e rs2227307, com frequéncia em populacbes
caucasianas de 0,30 e 0,42 respectivamente. Considerando o alto grau de linkage
disequilibrium entre SNPs de IL-8, pode-se considerar que esses 2 polimorfismos

representam todas as variac@es frequentes do gene.

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 card. O procedimento foi
realizado com o uso de caneta propria para extracdo - Harris Uni-core 1.25mm Punch
(Whatman, Florham Park, USA), para retirada das amostras de sangue. A extracao foi

realizada utilizando os reagentes: FTA Purification Reagent (Whatman), Tampéo Tris-
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EDTA (TE) para lavagem da amostra e, em seguida, o material foi aquecido a 60° por 30
minutos com 20ul de &gua, Nuclease free (Applied Biosystems-AB, Carlsbad, California,)
utilizando termociclador, PTC-100™, (MJ Research, Canada, USA), conforme orientacéo

do fabricante.

Posteriormente, foi realizada a quantificagdo das amostras de DNA com o Kit
DNAhs Qubit (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia) e realizada a reacdo de PCR em tempo real
para 0 gene constitutivo da B-actina, utilizando a TagMan Universal PCR Master Mix-
catalogo 4304437 (AB) para certificacdo da qualidade da extracao.

Genotipagem

A genotipagem foi realizada com o objetivo de identificar os polimorfismos de
interesse. Foram utilizados 100ng de DNA gendmico na reacdo de PCR em tempo real
para identificacdo dos SNPs. A genotyping master mix, catdlogo 4371355 (AB), e o0s
iniciadores da IL-8, primer SNP genotyping assays (AB) foram usados no processo de
genotipagem, com o suporte do equipamento StepOne™ Real-Time PCR System (AB), e
os dados obtidos da amplificacdo (treshold cycle- CT) foram analisados pelo programa
StepOne. O resultado foi expresso em homozigoto frequente, heterozigoto, homozigoto

raro ou indeterminado. Os indeterminados foram excluidos do estudo.

Analise Estatistica

A amostra do estudo foi constituida de todas as criancas com BVA e de um grupo-
controle. A analise foi descritiva, utilizando testes de proporcdes, descricbes em média
(desvio padrdo) e mediana (intervalo interquartil), conforme distribui¢do das variaveis. A
associacdo entre as variaveis categdricas e desfechos dicotdmicos foram analisadas pelo
teste do qui-quadrado. AssociacGes entre varidveis categoricas e desfechos continuos
foram analisadas pelo teste t de Student. As analises foram realizadas com os programas
SPSS (versdo 17.0) e Haploview (versdo 4.2). Todos os testes foram bidirecionais, e as

diferencas foram consideradas significantes quando p < 0.05.
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Resultados

Neste estudo, foram incluidos 127 pacientes com BVA e 82 controles, porém,
fazem parte da andlise final do estudo de associacdo genética 115 casos e 64 controles,
totalizando 179 pacientes, que tinham amostras de DNA disponiveis para o estudo. Os
pacientes com BVA e os controles apresentavam media de idade de 3,4 e 12,8 meses,
respectivamente. A distribuicdo na variavel sexo foi de 56,5% para 0 sexo masculino no

grupo casos e 40,0% para o sexo masculino nos controles (tabela 1).

Inicialmente, dois polimorfismos foram genotipados na populacdo do estudo. A
taxa de sucesso da genotipagem foi de 99,4%. N&o foi observado nenhum desvio
significativo pelo método do equilibrio de Hardy-Weinberg (tabelas 2). A frequéncia do
alelo raro foi de 0,36 para o polimorfismo rs2227307 e 0,32 para a variante rs2227543.

O SNP rs2227543 mostrou uma associacdo significativa para protecdo de BVA,
apresentando frequéncia significativamente maior do alelo homozigoto TT entre os
pacientes do grupo controle (OR 0,25 e IC 0,10 - 0,65). No entanto, a variacdo genética

rs2227307 ndo demonstrou associacédo significativa para a BVA (tabela 3).

Além disso, em uma subanalise para 0 SNP rs2227543, observamos diferenca
expressiva, ao comparar tempo de internacdo, uso de oxigénio e sibilancia dos pacientes
somente entre o grupo de casos (tabela 4). Com relacéo as variaveis clinicas, observamos
que os pacientes homozigotos para o alelo TT apresentaram tempo médio de internacao
menor, se comparados com pacientes de outros genotipos, 5,25 e 8,63 dias,
respectivamente. Ao analisar o tempo de oxigenioterapia, a duracdo média foi de 4,25 dias,
ou seja, uma reducdo de praticamente metade do tempo de tratamento com oxigénio
administrado nos pacientes heterozigotos ou homozigotos CC. Verificou-se que o tempo
médio de sibilancia durante a internacdo hospitalar foi de 3,75 dias para homozigotos TT e

de 6,68 para outros genotipos.
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Discussao

Neste trabalho, ao avaliar o grupo de pacientes internados com BVA,
especificamente no que se refere ao polimorfismo rs2227543, podemos observar diferenca
consideravel ao comparar as variaveis: tempo de internacdo, uso de oxigénio e sibilancia.
Os pacientes homozigotos para o alelo TT apresentaram tempo médio de internacdo e
sibilancia menor, quando comparados aos outros genétipos. No que se refere ao tempo de
oxigenoterapia, houve reducdo de 47,34% do tempo de tratamento com oxigénio

administrado, quando comparado aos pacientes heterozigotos e homozigotos CC.

A BVA é uma doenca com perfil diverso de manifestacdes clinicas e com
comprometimento pulmonar de intensidade variavel. A falta de entendimento sobre os
mecanismos responsaveis por essa doencga, que possui alta prevaléncia na populagao
pediatrica em todos os continentes, tem determinado uma incessante busca de respostas
(2,3). A bronquiolite € uma area ativa de pesquisa, e muitos estudos importantes tém

contribuido para o conhecimento dessa patologia nos ultimos anos (2).

A apresentacdo das infeccbes pode variar significativamente e, em especial, a
gravidade da BVA demonstra que podem existir diferentes fatores genéticos envolvidos na
resposta de cada individuo. O presente estudo sugere que a variacdo rs2227543 esta
associada a uma protecdo para BVA, revelando frequéncia significativamente maior do
alelo homozigoto TT entre os pacientes controles. No entanto, ndo foi observado nenhum

efeito significativo para o polimorfismo rs2227307.

Estudo prévio sugere que o polimorfismo rs4073 esta associado com o aumento da
producdo de IL-8. Nesse estudo, a presenca do alelo A do SNP rs4073 foi considerado
como fator de risco para o desenvolvimento de bronquiolite grave. Esse trabalho, realizado
em Oxford, fornece a primeira evidéncia de um determinante de suscetibilidade genética
para a bronquiolite grave por VSR. Afirma-se que mais da metade da popula¢do do Reino
Unido é heterozigota para o polimorfismo rs4073. Esse efeito foi mais pronunciado para a
doenca grave, requerendo terapia de oxigénio por mais de dois dias (10). Da mesma forma,
0 alelo T poderia ser considerado como fator de protecdo. Esse alelo estd em linkage
disequilibrium com o alelo T do SNP rs2227543, o que reforca o achado desse estudo

como replicacdo de resultados.
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Heinzmann (15) desenvolveu um estudo com o objetivo de investigar o papel dos
polimorfismos em IL-8 (-T251A, C781T, C1633T, e A2767T), dentre eles 0 SNP rs4073

(-T251A), mostrado anteriormente. Essas variagdes foram genotipadas em quatro
populacdes distintas: criangas com asma, criangas atopicas, criancas com artrite idiopatica
juvenil e uma populacdo controle. Os resultados sugerem que a base genética da asma e da
bronquiolite por VSR podem ser diferentes, para algumas variacdes genéticas, efeitos até
mesmo opostos sobre o desenvolvimento de doencas foram encontrados. O mesmo alelo A
do SNP rs4073, que traz suscetibilidade a bronquiolite por VSR, pode determinar protecdo

contra a asma.

Por outro lado, Puthothu (16) realizou uma pesquisa com o0 recrutamento de
criancas com asma e doengas graves associadas ao VSR, em Freiburg, Alemanha. Foram
genotipados cinco polimorfismos de IL-8 (T-251A e C-781T) e IL-8 RA (M31R, S276T e
R335C). Nesse estudo, o polimorfismo T-251A e C-781T ndo mostrou associagdo com
doencas graves associadas ao VSR, porém, especificamente em relacdo ao polimorfismo

de IL-8 C-781T, essa associacao esta presente quando se refere a asma.

Outro importante componente refere-se as caracteristicas demograficas e étnicas,
especialmente para africano-americanos e hispanicos. Um estudo realizado com seis
hospitais do norte da Califérnia apresentou relacdo de dados associados com risco
aumentado para a doenca (6). Além disso, pacientes afro-americanos e hispanicos
apresentam frequéncia menor do alelo T protetor, o que poderia, em parte, explicar o risco

elevado nessas populactes (dbSNP, NCBI).

Kresfelder destaca que a maioria dos estudos de associacao genética e bronquiolite,
causada por VSR, tem como alvo grupos de caucasianos, com pouco conhecimento de
populacdes de paises em desenvolvimento. A identificacdo de SNPs associados ao VSR
em populacdes mistas pode ajudar a identificar os mecanismos gerais que sdo importantes

para o desenvolvimento da doenca grave nessas populacdes (17).

Podemos considerar que a principal limitacdo do presente estudo refere-se a falta de
conhecimento das caracteristicas étnicas da amostra que constitui 0S grupos caso e
controle. Entretanto, a partir dos resultados deste estudo, pode-se ressaltar que, ao
descobrir evidéncias de um polimorfismo genético ligado a uma doenca, se abrem as portas
para pesquisas com 0 objetivo de identificar marcadores que possuam ligacdes com a

evolugdo da mesma. O conhecimento de polimorfismos genéticos pode ter grande



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Puthothu%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16503988
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relevancia clinica e pode direcionar as estratégias terapéuticas especificas para pacientes de

alto risco para doenca grave.

Os resultados deste estudo vém somar-se aos dados disponiveis na literatura, na
tentativa do entendimento da patogénese da BVA. A necessidade de pesquisa na area
persiste, em busca de respostas que favorecam progressos na conduta terapéutica dessa
enfermidade, que constitui uma ameaca aos lactentes. Esse achado, em conjunto com a
analise de estudos prévios, sugere que o polimorfismo de IL-8, rs2227543 esta associado a
protecdo da BVA e influencia, diretamente, a gravidade da bronquiolite nessas criancas.
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Tabelas/Figuras

Tabela 1. Grupo em estudo versus controles, dados descritivos da amostra.

BVA Controles
(N =115) (N =64)
Idade em meses, média +DP 3,4 £2,57 12,8+8,34
Sexo masculino, N (%) 65/115 (56,5) 24/60(40,0)
Peso de nascimento (Kg) 3,01+0,71 3,08+0,77
Peso atual (Kg) 5,70£2,05 8,08+4,10

BVA: bronquiolite viral aguda
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Tabela 2. Resultados da genotipagem, freqliéncia alélica e desvio do equilibrio de
Hardy Weinberg para os SNPs rs2227307 e rs2227543.

rs2227307 Observado Esperado
Homozigoto frequente 73 72,4
Heterozigoto 78 82,3
Homozigoto raro 22 23,4
Var freq alelo 0,36
Valor de P 0,838
rs2227543

Homozigoto frequente 83 81,6
Heterozigoto 68 77,9
Homozigoto raro 22 18,6
Var freq alelo 0,32
Valor de P 0,240

SNP: single nucleotide polymorphism
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Tabela 3. Resultado da genotipagem em ambos 0s grupos.

CASOS CONTROLES P
rs2227307 GG 14 8
12,1% 13,3%
GT 55 23
47,4% 38,3%
TT 46 27
39,7% 43,5% 0,782
rs2227543 CcC 69 14
59,5% 23,3%
CT 38 30
33% 50%
TT 8 14
6,9% 22,6% <0,001
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Tabela 4. Associacéo de variaveis clinicas do grupo casos e a ocorréncia de
homozigoto TT no SNP 2- rs2227543.

IL-8 SNP2 N Média DP P
Total dias internado CCICT 107 8,63 15,750

TT 8 5,25 2,550 ,061
Total dias de usode O2  CC/CT 107 8,07 15,851

TT 8 4,25 1,753 ,023
Total dias sibilancia CCICT 107 6,68 15,984

TT 8 3,75 3,105 ,128

SNP: single nucleotide polymorphism
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4.1 CONCLUSOES

Até 0 momento, poucos estudos tém investigado o impacto de polimorfismos

genéticos nas doencas respiratorias graves.

A partir dos resultados do presente estudo, concluimos que esse achado, em
conjunto com a andlise de estudos prévios, sugere que o polimorfismo de IL-8,
rs2227543 esta associado a protecdo da BVA e influencia, diretamente, a ocorréncia
e a gravidade da bronquiolite nessa populagéo.

E importante salientar que este pode ser um primeiro passo no entendimento
dos mecanismos pelos quais existe uma variabilidade tdo importante na gravidade da
bronquiolite viral. O SNP rs2227543 e o papel da IL-8 na BVA merecem mais

estudos de replicacdo e mecanistica.

Por outro lado, quando nos referimos ao SNP rs2227307, observamos que

esse SNP ndo apresentou associagdes estatisticamente significativas.




