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Resumo

A sepse pode ser definida como uma sindrome de resposta inflamatdria sistémica que ocorre
durante o curso de uma infecgdo. Avancos recentes em estudos gendmicos possibilitaram a
descricdo de polimorfismos genéticos que poderiam se correlacionar com a heterogeneidade
das apresentacdes clinicas e a suscetibilidade de muitas doencas infecciosas, e também da
sepse. Dentre estes se destacam os polimorfismos de base Unica (SNPs) localizados nos genes
de mediadores inflamatdrios que podem desempenhar um papel na regulacdo da expressdo
génica. O nivel de expressdo de mediadores, por sua vez, poderia modular a resposta
imunolégica do individuo frente a infeccGes e, consequentemente, influenciar os desfechos
clinicos. Neste estudo foram avaliados os SNPs nas posi¢oes -308 (G—A) e —-863 (C—A) no
gene do fator de necrose tumoral-alfa (TNFa), +252 (G—A) no gene da Linfotoxina-alfa
(LTa), -173 (G—C) no gene do Fator Inibidor da Migracdo de Macrofagos (MIF) e -159
(C—T) no gene do CD14 em relacdo a suscetibilidade e desfechos clinicos associados a sepse.
Para tal, as fregiiéncias alélicas e genotipicas dos SNPs descritos foram comparadas em um
desenho de estudo caso-controle. Foram estudados 228 pacientes com quadro clinico de sepse
internados na Unidade de Pacientes Graves do Instituto Fernandes Figueira-FIOCRUZ (UPG-
IFF) e 79 pacientes sem sepse, de ambos os sexos, com idade variando entre 0 e 17 anos. A
determinacdo molecular de todos os gendtipos foi realizada utilizando-se técnica de PCR-
RFLP e ARMS-PCR. Todos os loci estudados demonstraram estar em equilibrio de acordo
com o modelo de Equilibrio de Hardy-Weinberg. As fregiiéncias alélicas e genotipicas foram
comparadas através de modelos de regressdo logistica. Nao foi observada associacdo de
nenhum dos genotipos e alelos estudados com a suscetibidade a sepse pediatrica per se nesse
grupo de pacientes. Entretanto, foi observado que: a) possuidores do gen6tipo TNF-863 CA
apresentavam risco aumentado em até trés vezes de desenvolvimento de formas mais graves
de Disfuncdo de Multiplos Orgéos e Sistemas (DMOS); b) os carreadores do alelo -863A
apresentaram duas vezes mais chance de desenvolver Sindrome do Desconforto Respiratério
Agudo (do inglés ARDS) e risco aumentado em mais de trés vezes de desenvolver formas
graves de DMOS. Desta forma, o SNP TNF-863 parece se comportar como um marcador

genetico de valor prognostico para a evolucao da sepse pediatrica.
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Abstract

Sepsis can be defined as sistemic inflammatory response syndrome that occurs during the
course of an infection. Recent advances in genomic studies made possible the description of
genetic polymorphisms that could be correlated with the heterogeneity of the clinical
presentations and the susceptibility to many infectious diseases, as well as sepsis. Amongst
these are the Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) located in the genes coding for
inflammatory mediators that could be involved in the control of gene expression. The level of
expression of these mediators could modulate the immunologic response of the individual
against infection and, consequently, influence the clinical outcome. In this study we evaluated
the SNPs in positions -308 (G—A) and - 863 (C —A) of the tumor necrosis factor-alpha
(TNFa) gene, +252 (G—A) of the lymphotoxin-alpha (LTa) gene, -173 (G—C) in the
Macrophage Migration Inhibitory Factor gene (MIF) gene and -159 (C—T) of the CD14 gene
with respect to the clinical outcomes and susceptibility. For this, the allelic and genotipic
frequencies of the SNPs were compared in a case-control study design. We enrolled 228
patients with the clinical diagnosis of sepsis clinical from the Intensive Care Unit of the
Fernandes Figueira Institute-FIOCRUZ (UPG-IFF) and 79 patients without sepsis, of both
genders, with age range between 0 and 17 years. The molecular determination of all the
genotypes was carried out through PCR-RFLP and ARMS-PCR methods. All loci studied
were in Hardy-Weinberg Equilibrium. The allelic and genotypic frequencies were compared
using logistic regression techniques. No association of any genotypes and alleles studied with
the sepsis was found. However, individuals heterozigotes (CA) for the TNF-863 SNP
presented a three-fold increased risk of development of the most severe forms of Multiple
Systems Organs Disfunction (MSOD). In addition the -863A carriers presented two-fold
increased probability of developing Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS), and a
three-fold increase to develop the most severe forms of MSOD. In this way, the SNP TNF-863
seems to behave as an genetic marker of prognostic value concerning the evolution for the

severity of pediatric sepsis.
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1. Introducéo

1.1. Estrutura e Variabilidade do Genoma Humano

Nos ultimos anos, as modernas técnicas em biologia molecular trouxeram informagdes importantes acerca da
estrutura e contetido do genoma humano. A seqiiéncia do DNA humano possui aproximadamente 3,3 x10° pares de
bases (pb). Entretanto, apenas em torno de 28% do genoma é transcrito e menos de 5% é codificante (Lander et al.,
2001; Burton et al., 2005). Um dado importante advindo desses estudos p6s-gendémicos é o grau de similaridade
interindividual que gira em torno de 99,9% do conteGdo gendmico total dentro do mesmo sexo, permitindo a
existéncia de uma pequena variabilidade que possibilita diferentes apresenta¢des nos mais diversos loci génicos,
fazendo com que estes possuam formas alternativas presentes em individuos saudaveis, os alelos (Burton et al.,
2005).

Diversos tipos de variantes na seqiéncia podem existir, e sdo classificados de diferentes formas, por
exemplo, pela sua natureza fisica, pelo efeito na formagdo do produto génico final ou mesmo pela associagdo com a
suscetibilidade a doencas (Strachan & Read, 2002). Caso estas varia¢fes estejam localizadas em regides ndo
codificantes podem exercer influéncia na transcri¢do de genes (Moraes, 2003), se estiverem em regides codificantes
podem ser sindnimas (sem alteracdo da proteina) ou ndo sinénimas (com alteracdo na conformacao final da proteina).
Desta forma, estas diferentes formas alélicas estéo sujeitas & sele¢do natural, constituindo-se, portanto, no substrato
para a evolucdo adaptativa. Ou seja, 0 alelo de um dado gene que confere maior vantagem adaptativa ao individuo
pode sofrer pressdo seletiva positiva e se manter na populacdo. Entretanto, os alelos novos podem aumentar ou
diminuir sua freqtiéncia através do fenémeno conhecido como deriva génica. Novos alelos podem ser introduzidos
em uma populagdo através de migracdo ou transdugdo, mas sempre se originam em alguma espécie através de

mutacdo, que pode ser considerada como a fonte Gltima de variabilidade genética (Solé-Cava, 2001).

A existéncia de duas ou mais variantes (alelos) em frequéncias significativas na populacdo é denominada
polimorfismo. Em consenso, entre geneticistas moleculares, refere-se a qualquer variante de seqiiéncia presente em

uma frequiéncia maior que 1% na populacdo (Strachan & Read, 2002).

Os polimorfismos no DNA podem se comportar como marcadores genéticos que permitem estabelecer
mapas genéticos estruturais, além de auxiliar na localizacdo de loci que podem estar relacionados ao
desenvolvimento de doencas. Tais marcadores possuem diferentes apresentacdes, contudo, sua principal utilidade se
deve ao fato de existirem ao longo de todo o genoma. Estudos gendmicos ja identificaram diversos marcadores
moleculares que vém sendo aplicados em genética humana, tais como, microssatélites (STR- do inglés “Short
Tandem Repeats™), minissatélites (VNTR — “Variable Number of Tandem Repeats”, da literatura em lingua inglesa)
e polimorfismos de comprimentos de fragmentos de restricdo (RFLPs do “Restriction Fragments of Lenth

Polymorphims™) relacionados, principalmente, aos polimorfismos de base Unica (SNPs), os quais sdo mais

17



vastamente utilizados em estudos de identificacdo e caracterizacdo de genes associados a doencas (Moraes, 2003)

devido a sua abundancia e distribui¢do uniforme ao longo de todo genoma.

Os SNPs sdo substituicdes de uma Unica base (apresentam variacéo bialélicas), podendo ocorrer transicGes
ou transversfes. Existem estimativas que um SNP ocorra em média a cada 250-1000 pb e sdo responsaveis por
aproximadamente 90% das variantes que ocorrem ao longo da sequéncia do DNA humano, tanto nas regides
codificantes quanto nas ndo codificantes. Desta forma, a importancia evolutiva destes polimorfismos pode ser bem
percebida pela sua contribuicdo a diversidade intra-especifica. A elevada densidade e a estabilidade mutacional
fizeram dos SNPs marcadores particularmente Uteis para a genética de populacdes e para 0 mapeamento de genes de

suscetibilidade para doengas complexas (Brookes, 1999).

Estudos recentes sugerem que 93% dos polimorfismos ja encontrados no DNA estdo presentes em todas as
populagbes humanas estudadas, estando, os demais, restritos a populagdes isoladas (Weiss & Clark, 2002). Tal
consideracao é especialmente relevante no que se refere a influéncia desses polimorfismos na atividade funcional

(Figura 1.1), com acéo direta ou indireta sobre o fen6tipo final do organismo.

STR SNP
CACACACA A
CACACACACACA G

Promotor b sit

C
= ° 5°UTR Gl'“ 3'UTR

S ?NApol L A
I ————

P
?b/ RNAs mensageiros
| EBxon  [intron  ~ N A

FIGURA 1.1: Influéncia dos polimorfismos genéticos na express@o génica de eucariotos. Polimorfismos de
base Gnica. SNPs e STRs localizados no promotor do gene podem modular a expressédo génica através da
alteracao da afinidade de ligacdo da RNA polimerase. No interior de regides codificantes, os SNPs podem
se situar dentro de introns ou éxons. Caso se encontrem no interior de introns podem ser indcuos ou
alterar os sitios de “splicing” gerando formas alternativas de proteinas. Ja no interior dos éxons, podem
modificar a seqliéncia de aminoacidos e alterar a estrutura final da proteina.

Val

Alelos de SNPs podem ocorrer em combinagdes denominadas haplétipos (Cheung & Spielman, 2002).
Acredita-se que a determinacdo de haplétipos, em comparacdo com os SNPs estudados separadamente, podem
fornecer informagfes mais completas a respeito da complexa relagdo entre a variabilidade no DNA e o fenotipo. As

analises haplotipicas tendem a se direcionar para mapeamentos finos do genoma, para localizar um gene de

18



suscetibilidade ou severidade através de desequilibrio de ligacdo (LD) com os marcadores genéticos adjacentes, ou
através da influéncia que o haplotipo inteiro tem no desenvolvimento do fenotipo sob investigacdo (Weiss & Clark,
2002; Ackerman et al., 2003)

1.2. Patologia molecular e variabilidade do genoma humano

1.2.1. Doencas monogénicas e complexas

O conhecimento da influéncia da genética do hospedeiro no desenvolvimento de doencas ainda apresenta
muitas lacunas. Entretanto, além de anomalias cromossdmicas de baixa freqiiéncia na populacdo, que se apresentam
em sua maioria como sindromes com fen6tipos bem caracteristicos, sdo definidas outras duas formas de doencas
genéticas. Doengas com padrdo de heranga dominante ou recessiva sdo amplamente conhecidas (Primose et al.,
2003). Nestes casos, sdo observados fenétipos com relagéo direta com gendtipo, ou seja, os fenotipos estdo presentes
nos possuidores de geno6tipos de alta penetrancia (como, por exemplo, na Fenilcetondria, Anemia Falciforme,

Distrofia Muscular de Duchenne, Fibrose Cistica para citarmos 0s casos mais conhecidos).

Contudo, na maioria dos casos o fenétipo final da doenga é resultado da atividade e interagdo de muitos
genes e, quase sempre, associado a fatores ambientais, sendo este tipo de doenga caracterizada como complexa.
Doencas infecciosas se encaixam neste grupo, pois apresentam esse intrincado mecanismo de interacdo dos genes
envolvidos no desenvolvimento do fendtipo (Cooke & Hill, 2001; Moraes et al., 2006). Desta forma, a variabilidade
individual global encontrada no genoma humano exerce forte influéncia neste tipo de heranga, visto que muitos genes
podem apresentar polimorfismos embora, na maioria das vezes, as variantes individuais exergcam uma contribuicdo
modesta na expressdo final da caracteristica. Em doengas de hereditariedade complexa essa relacdo genétipo-fen6tipo
é imperfeita. (Quirico dos Santos et al., 2006). Assim, as associagdes com genes especificos sdo muito mais fracas e,
portanto, mais dificeis de serem detectadas. Neste contexto, é possivel que um mesmo fendtipo seja consequiéncia de
varios gendtipos distintos e, muitas vezes, envolva genes (loci) diferentes, caracterizando uma situacdo conhecida

como heterogeneidade genética (Moraes et al., 2006).

1.2.2. Epidemiologia Genética em Doengas Infecciosas

A epidemiologia genética surge como uma disciplina fortemente associada & epidemiologia tradicional, e esta

direcionada ao estudo de determinantes genéticos e sua associa¢do com o desenvolvimento de doencas, utilizando
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uma abordagem populacional ou familial. Embora o maior sucesso da genética seja encontrado no estudo de
doencas monogénicas, com relacdo direta entre genétipo e fenétipo, o foco da epidemiologia genética esta hoje
nas doengas multi-fatoriais. Desta forma, tanto variantes em regides codificantes quanto em ndo codificantes se
apresentam como poderosas ferramentas para estudos dessa natureza (Strachan & Read, 2002; Burton et al.

2005).

Estudos nessa area da ciéncia vém sendo realizados a partir da tentativa de se relacionar o background genético
do individuo ao desenvolvimento de doencas, baseados no fato de que as leis mendelianas de heranca fornecem
um modelo biolégico para o padrdo de comportamento do gene entre parentes proximos. Assim, influéncias
etioldgicas podem ser desenhadas a partir da distribuicdo da doenga e agregacdo fenotipica dentro de familias
estendidas (Burton et al., 2005). Contudo, o estabelecimento de estudos em doencas complexas, com desenho
classico como estes sempre foram de dificil execucdo. Mesmo assim o conhecimento muito mais detalhado do
genoma possibilitou desenhos de estudo onde marcadores genéticos como SNPs ou STRs sdo vastamente
utilizados. No caso de doencas infecciosas, dentre elas a sepse, existem trés metodologias mais freqlientemente
utilizadas: estudos de ligacéo, estudos de associa¢do baseados em familias ou em populagdes. Tais metodologias
podem ser trabalhadas separadamente ou de maneira complementar. Uma visdo geral da utilizacdo desses

processos no contexto da sepse encontra-se no esquema 1.1.
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ESQUEMA 1.1: DESENHOS DE ESTUDO EM EPIDEMIOLOGIA GENETICA DA SEPSE. ESTUDOS DE
LIGACAO PODEM FORNECER REGIOES CANDIDATAS QUE TERAO SEUS POLIMORFISMOS
ANALISADOS MAIS MINUCIOSAMENTE EM ESTUDOS DE ASSOCIACAO. ESTES TAMBEM PODEM SER
INICIADOS ATRAVES DE UMA ABORDAGEM ATRAVES DE VIAS CANDIDATAS. AO FINAL, OS
RESULTADOS EPIDEMIOLOGICOS OBTIDOS DEVEM SER CONFIRMADOS POR ENSAIOS FUNCIONAIS.
ADAPTADO DE ALCAIS ET AL., 2005.

Estudos de ligagdo utilizam exclusivamente familias, e baseiam-se na verificagdo da probabilidade de

determinado locus génico estar ligado ao aparecimento do fenétipo da doenca. Ja os estudos de associacdo baseados
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em familia utilizam, na maior parte das vezes, um método denominado Teste de Desequilibrio de Transmissdo
(TDT). Para tal, seleciona-se um casal com uma ou mais criangas afetadas, sendo os genitores heterozigotos para o
marcador em andlise. O teste, entdo, compara 0 nimero de transmissées de um determinado alelo de um pai
heterozigoto para um filho afetado com o nimero de transmissdes do outro alelo. Desta forma, o resultado ndo é
influenciado por eventuais estratificacbes presentes na populacdo. O alelo associado pode ser um fator de
suscetibilidade, ou pode estar em desequilibrio de ligagdo com um alelo de suscetibilidade adjacente (Cardon & Bell,
2001; Strachan & Read, 2002).

Entretanto, a grande maioria dos estudos genéticos de doencas complexas utiliza analises de associacdo
baseadas em populagdes. Através dessa metodologia, para determinar se um gene contribui para o fenétipo da
doenca, seus polimorfismos (SNPs ou STRs, por exemplo) sdo examinados por estudos denominados caso-controle.
Nestes sdo verificadas diferencas nas freqliéncias alélicas, genotipicas ou haplotipicas dos alelos dos marcadores em
estudo, entre uma populacdo de pacientes e seu respectivo grupo controle pareado (individuos saudaveis), ou seja,
com caracteristicas bastante semelhantes, de preferéncia da mesma regido geogréfica e, principalmente, expostas aos
mesmos fatores desencadeantes (Hill, 2001; Segal & Hill, 2003).

Desta forma, idealmente, estudos de ligacdo fornecem indicios de regides que podem estar associadas ao
desenvolvimento da doenca e os polimorfismos dessas regides deverdo ser investigados com maior detalhamento
através de estudos de associacdo. Contudo, a maior parte dos estudos ndo realiza essas duas etapas, realizando uma
analise com genes candidatos, que necessita de uma identificacdo prévia do gene que seré analisado. Tais genes, em
sua maioria, sdo eleitos para estudo porque codificam produtos que hipoteticamente influenciam a suscetibilidade ou
0 curso de uma doencga em particular (Esquema 1.1). De uma maneira geral, um gene candidato poderia ser proposto
caso a funcdo bioldgica exercida por seu produto puder influenciar a patogénese da doenca (Hill, 2001; Segal & Hill,
2003). No caso especifico da sepse, 0s genes que codificam alguns dos mediadores do processo inflamatério
caracteristico da doenca vem sendo amplamente estudados. Desta maneira, 0s estudos imunogenéticos da sepse
realizados atualmente, caminham conjuntamente com o entendimento das bases imunolégicas oriundo, por exemplo,
de andlises com modelos experimentais ou epidemioldgicos da doenca, o que traz importantes indicios acerca da
escolha do candidato certo. Contudo, para a validacdo do achado epidemioldgico o ideal é a confirmacdo dos dados

através de andlises funcionais.

1.3. Genética do hospedeiro e aresposta a doencas infecciosas

Doengas infecciosas sdo sabidamente multifatoriais, ou seja, seu desenvolvimento depende de multiplos
fatores ambientais e genéticos. Estes Ultimos sdo visiveis quando, 0s niveis de gravidade no curso da doenca variam
inter-individualmente, porém com oObvia relagdo com a intensidade de exposi¢do ambiental. Isto pode ser
consequéncia de uma regulacdo genética que implica na montagem de resposta imune parcialmente eficiente,
resultando em formas brandas das doengas ou em respostas ineficientes que podem levar até mesmo a morte (Segal &

Hill, 2003). N&o obstante a acdo de fatores ambientais, cada vez mais evidéncias apontam para uma contribuicdo da
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genética do hospedeiro na suscetibilidade a doencas infecciosas. Tal fato é facilmente observavel em diferentes
doengas, quando uma pequena fracdo dos individuos expostos aos respectivos agentes etiologicos desenvolve a
doenca, ou seja, individuos de uma mesma populacdo podem responder de forma distinta ao contato com 0 mesmo
agente infeccioso. Analises utilizando grupos étnicos diferentes podem explicitar diferencas nos niveis de resposta a

determinadas infec¢des, caracterizando o padrdo de suscetibilidade em nivel populacional (Cooke & Hill, 2001).

Estudos comparativos dos padrdes de desenvolvimento de doencas infecciosas em gémeos forneceram
importantes avancos na identificagdo de caracteristicas genéticas da resposta imunoldgica as infeccdes. Estudos
encontraram elevada concordancia no desenvolvimento de algumas doengas infecciosas entre gémeos monozigéticos,
incluindo tuberculose, hanseniase e hepatite B crénica quando comparados a gémeos dizigoticos (Quirico dos Santos
et al., 2006). Da mesma forma, estudos utilizando filhos adotivos observaram maior correspondéncia no
desenvolvimento de doencas infecciosas entre os pais biologicos e filhos, do que entre os filhos e seus pais adotivos.
A mortalidade precoce dos pais biolégicos por infeccdes se relaciona com um aumento de até seis vezes no risco de

morte por infeccdo nos respectivos filhos (Sorensen et al., 1988; Cooke & Hill, 2001).

As andlises imunogenéticas da suscetibilidade a doengas infecciosas se concentraram inicialmente na
investigacdo da associagcdo com haplétipos do complexo HLA (Antigeno Leucocitario Humano). No entanto, em
geral, associacBes entre HLA e doencas autoimunes e infecciosas sdo modestas, e a precisa associacdo alélica

algumas vezes difere entre populagdes (Hill, 2001).

Neste contexto, a investigagdo da influéncia genética no controle do processo imunoldgico como um todo
pode se relacionar, por exemplo, com a regulacdo da expressdo de genes de mediadores inflamatérios, tais como
citocinas e seus receptores, moléculas de adeséo e receptores de reconhecimento de padrdes moleculares associados a
patégenos na imunidade inata, assim como, o grau de heranca de tais caracteristicas. Tal fato comegou a ser
comprovado com estudos que buscavam analisar a herdabilidade dessas caracteristicas, através de analises em
familias e em gémeos monozigéticos. Westendorp e colaboradores (1997) identificaram uma forte influéncia genética
na producdo de citocinas produzidas através de ensaios in vitro apds estimulo com endotoxinas, estando 60% da
variacdo observada na producdo da citocina fator de necrose tumoral (TNF) atribuida a heranga genética. Desta
forma, a variacdo interindividual na capacidade produtiva da citocina foi avaliada em relacdo aos polimorfismos
genéticos previamente identificados no gene desta proteina. Entretanto nenhuma relagdo foi observada, em principio,

para os SNPs localizados nas posi¢des —308 e —238 (Westendorp et al.,1997).

1.4. Imunogenética da sepse

Sepse é uma condi¢do inflamatdria sistémica grave, produzida em resposta a microrganismos patogénicos,
assim como por seus componentes e produtos metabélicos. As manifestacfes clinicas incluem aumento ou
diminuicdo da temperatura corporal, aumento da freqiiéncia cardiaca e da quantidade de leucocitos no sangue,

aceleragdo da taxa respiratoria, status neurolégico alterado, choque e disfuncdo de multiplos 6rgéos e sistemas, o que
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pode levar a um espectro de quadros de insuficiéncia respiratéria. Estes podem variar desde brandos a agudos, como
a Lesdo Pulmonar Aguda (em inglés, ALI), e em casos mais extremos a Sindrome do Desconforto Respiratorio
Agudo (em inglés, ARDS) (Bone et al., 1992; Hotchkiss & Nicholson, 2006). O entendimento mais aceito da doenga
é que a sepse representa uma resposta inflamatéria exacerbada na qual a defesa do hospedeiro mediada por citocinas
induz injdria celular e organica. Esses conceitos vieram principalmente dos achados em modelos experimentais com
animais, os quais sofreram inje¢do intravenosa de endotoxina ou bactérias vivas, buscando mimetizar as condigdes da
sepse clinica (Deitch, 1998; Hotchkiss & Nicholson, 2006). A morte nesses modelos ocorreu em muitos casos, de
forma que poderia ser atribuida a uma hiperprodugdo de citocinas. Esta suposicao foi reforcada pelo fato de que
terapias que reduziam os niveis dessas citocinas (bloqueadores de TNF, por exemplo) melhoraram as taxas de
sobrevivéncia (Zeni et al., 1997; Fisher et al., 2006).

Na sepse, um foco priméario de infeccdo pode originar focos secundarios ou metastasicos com grave
repercussdo para o estado geral do paciente. Uma das vias melhor caracterizadas na sepse envolve a ativacdo do
sistema imune inato pelo componente Lipopolissacarideo (LPS), presente na parede celular de bactérias Gram
negativas. Esta ativacdo promove uma sequiéncia de eventos culminando na producdo de mediadores inespecificos, e
determinando o quadro clinico e laboratorial da sepse, que pode variar em sua gravidade até atingir o nivel de choque

séptico.

Vérias citocinas desempenham um papel significativo no desenvolvimento da resposta inflamatoria aguda ou
cronica. Interleucina (IL)-1, TNF, Linfotoxina — alfa (LTa), IL-6, Fator Inibidor da Migracdo de Macrdfagos (em
inglés, MIF), IL-12 e muitas outras citocinas exibem efeitos redundantes e pleiotrépicos que, juntos, contribuem para
a resposta inflamatoria. A inflamag&o aguda € geralmente acompanhada por uma resposta sistémica, conhecida como
resposta de fase aguda, que é caracterizada por uma rapida alteracdo nos niveis das vérias proteinas plasméticas. Em
algumas doencas, e também na sepse, a persisténcia da ativacdo imune pode resultar na inflamacéo crénica, que
muitas vezes tém consequéncias patoldgicas (Goldsby et al., 2002; Cohen, 2002). Uma visdo esquemética do

processo descrito acima pode ser obtida na Figura 1.2.
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Figura 1.2: Resposta inflamatoria caracteristica da sepse. A infeccdo e o dano tissular gerados pela
entrada de bactérias Gram positivas e Gram negativas induzem uma complexa cascata de eventos
caracteristica da resposta inflamatoria. Na figura, o LPS (componente da parede celular de
bactérias Gram negativas) liga-se a proteina ligadora de LPS (do inglés LBP), formando o
complexo LPS-LBP. Este complexo tem o poder de ativar macréfagos, através de receptores
especificos, que passam a sintetizar e liberar na circulacdo mediadores inflamatorios, tais como:
fatores de coagulacgéo, proteinas de choque térmico (em inglés, HSPs) e citocinas (TNFa, IL-6,IL-
1, IL-12 e IFNy). Este mecanismo imunolégico tem a fungdo de controlar a infec¢do porém, se
persistir em niveis elevados, pode gerar dano tecidual que promove Disfuncdo de Mdltiplos
Orgéos e Sistemas (DMOS) e choque séptico.

O sistema imune inato apresenta um mecanismo de vigilancia para detectar a presenca de patdgenos e seus
componentes no organismo. O reconhecimento e a sinalizacdo do LPS pelas células fagociticas, por exemplo, ocorre
através da interacdo com a LBP (do inglés “LPS-Binding Protein”, proteina ligadora de LPS), com as moléculas de
CD14* solGvel ou ligadas a membrana plasmatica, e também com o complexo TLR4-MD2. Este processo de
reconhecimento comanda uma rapida ativacdo de uma via de sinalizagdo intracelular, que resulta na liberagdo dos
mediadores pré-inflamat6rios, dentre os principais o TNF (Heumann & Roger 2002). Tal processo esta

esquematizado na figura 1.3, que também apresenta os SNPs mais estudados nesses mediadores.
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Figura 1.3: Principal via de ativa¢do do processo inflamatério da sepse. Esta via é iniciada pela
ativacdo de receptores do tipo toll 4 (do inglés TLR4) e CD14. Desta forma, uma cascata de
ativacdo de proteinas intra-celulares € iniciada. Apds a ativagdo de varias moléculas intermedidrias
o fator nuclear kappa B (do inglés NFkB) transloca para o nlcleo a ativa varios genes de citocinas
envolvidas na inflamag&o. Polimorfismos genéticos podem modular a expressdo dessas moléculas
(alguns dos quais estdo representados na figura) o que os torna putativos candidatos para estudos
de associacdo. Adaptado de Arcaroli et al., 2005.

Entretanto, outra importante via de expressdo de TNF e IL-1 ¢ mediada por MAPK (em
inglés, “Mitogen-activated protein kinase”) / AP-1 (em inglés, “Activator protein 1) e requer a
ativacdo pela citocina MIF. A regulacdo através da acdo autdcrina dessa proteina promove um
aumento de expressdo de receptores do tipo Toll 4 (em inglés, TLR4), o que permite uma
amplificacdo da resposta pro-inflamatdria na sepse. A ativagdo celular através de MIF na resposta
imune mediada por citocinas em doencas inflamatorias estabelece um importante alvo no
tratamento da doenca, que pode permitir que pacientes ndo evoluam para quadros mais severos de
insuficiéncia respiratdria, como ARDS (Calandra et al., 2003; Calandra & Roger, 2003; Bozza et
al., 2004).

Diversos estudos sugerem que a neutralizagéo da atividade do TNF e da IL-1 com anticorpos monoclonais
ou com 0s antagonistas possa prevenir o choque fatal decorrente do desenvolvimento nestas infecgdes bacterianas,
sendo os primeiros resultados obtidos por experimentagdo em modelo animal (Goldsby et al., 2002). Entretanto,
muitos ensaios clinicos utilizando os mesmaos alvos falharam na tentativa de promover melhoras clinicas em pacientes
sépticos (Fisher et al., 1996; Zeni et al., 1997).

Desta forma, 0 entendimento da resposta inflamatéria caracteristica da sepse tem apresentado marcadores

imunolégicos que poderiam estar associados a diferentes evolugdes clinicas em pacientes com mesmo diagnostico
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inicial. Os principais estudos epidemiolégicos procuram avaliar a associacdo de polimorfismos nos genes dessas

moléculas com a suscetibilidade a sepse ou diferengas no espectro clinico da doenca.

1.4.1. Imunogenética do TNF e da LT« na sepse

O TNF é uma citocina secretada principalmente por macrofagos. Indmeras fungdes biolégicas tém sido
atribuidas a esta citocina pleiotrépica. Uma de suas principais caracteristicas foi definida a partir da observacdo da
sua producdo, que pode ser persistente em infeccOes cronicas; é capaz de induzir estado de choque letal e disfungdo
de multiplos 6rgdos, quando a producdo for aguda e atingir niveis sistemicamente elevados. Desta forma, também foi
observado que a inibigdo dos efeitos toxicos do TNF, utilizando anticorpos monoclonais especificos, conferia
protecdo contra choque séptico induzido por bactérias Gram negativas, em modelos animais (Tracey & Cerami,
1990). A acdo do TNF na resposta inflamatéria da sepse também foi observada no contexto da interagdo sinérgica
com LPS ou bactérias vivas, na ativagdo inicial da resposta inespecifica, aumentando as chances de indugdo de
necrose hemorragica e choque letal em modelo murino. Tal efeito também pode ser observado para a agdo da LTa,

citocina funcionalmente e geneticamente relacionada ao TNF (Rothstein & Schreiber 1987 e 1988).

Os genes do TNF e LTa contém ambos 4 éxons e estdo (Figura 1.4) na regido que abriga, dentro do
complexo principal de histocompatibilidade humano (HLA), os genes de classe Ill, uma regido génica altamente
polimdrfica presente no cromossomo 6p21. De maneira geral, os genes presentes no HLA apresentam uma alta
densidade de polimorfismos, visto que o HLA humano deve possuir alta variabilidade em funcdo da sua participacdo

na apresentacdo de antigeno durante a resposta imunoldgica (Knight, 2003).
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Figura 1.4: Representagao esquematica do locus do TNF (genes TNF e LTa) dentro da regido do HLA de classe
I1l. Estdo representados os principais SNPs utilizados na maior parte dos estudos do tipo caso-controle.
Adaptado de Knight, 2003.

Os niveis circulantes de TNF e LTa podem ser regulados geneticamente, ja que foi constatada variagdo
ampla e estavel de produgdo de TNF em individuos saudaveis (Louis et al., 1998). Esses niveis apresentam fendtipos
bem definidos que podem ser chamados de altos e baixos produtores de TNF. Este controle da expressdo génica tem
sido atribuido, pelo menos parcialmente, a polimorfismos de base Unica (SNPs) presentes no locus do TNF (figura
1.1 e 1.4), principalmente aqueles localizados nas regifes promotoras, podendo-se verificar niveis diferenciais de
RNAm e proteinas em individuos portadores de determinados alelos (Kroeger et al., 2000 e 1997; Louis et al., 1998;

Basseggio et al., 2004). Alguns SNPs, em particular nas posi¢des -1031T/C, -863C/A, -857C/T, -575G/A, -376G/A, -
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308G/A, -244GJ/A e -238G/A tem sido relatados como associados a atividade funcional do gene (Bayley et al., 2004).
Da mesma maneira, estudos realizados no gene da LTa demonstram que o SNP +252, localizado no primeiro intron
do gene da LTa, pode também ter influéncia na transcricdo do gene do TNF, visto que também pode estar situado na
posicao -3025 do promotor do TNF, ou mesmo se encontrar em desequilibrio de ligagdo com outros SNPs com agao
funcional em outras posicbes do promotor deste gene (Majestschack et al. 2002). Mesmo assim, 0 conjunto de
estudos funcionais até o momento realizado demonstra que a participacdo destes SNPs na regulacdo da expressdo

génica ainda é controversa.

Neste contexto, um dos SNPs mais estudados esta localizado na posicdo -308, que segundo a literatura, pode
apresentar influéncia sobre a atividade transcricional do gene do TNF (Kroeger et al., 2000; Basseggio et al., 2004).
De fato, Kroeger e colaboradores (1997) ja haviam demonstrado que fatores transcricionais especificos se ligam
preferencialmente a variante TNF2 (-308A), em Vvarios tipos celulares, enquanto dados com ensaios de gene repérter
sustentam que o alelo -308A induz niveis aumentados de proteina (Wilson et al., 1995). Mesmo assim, apés estimulo
com endotoxina, em culturas de sangue total de individuos saudaveis (ou apresentando diversas patologias) ndo foi

possivel evidenciar um efeito do SNP -308 na produc¢do de TNF (Bayley, et al., 2001; Bayley et al., 2004).

Particularmente na sepse, Stlber e colaboradores (1995) realizaram o primeiro trabalho avaliando a
influéncia funcional e epidemiolégica do SNP TNF —-308, ndo encontrando qualquer associacdo entre alelos e a
ativacdo génica ou mesmo na incidéncia e na severidade da doenca. As analises funcionais realizadas nesse estudo
utilizavam construcfes contendo as variantes alélicas associadas a genes reporteres, e a atividade dessas construgdes
génicas foi avaliada apds transfeccdo em linhagens de macréfagos. Entretanto, Tang e cols. (2000) observaram, que
pacientes acometidos por choque séptico que carreavam o alelo —308A apresentavam maiores taxas de mortalidade.
Buscando melhor entendimento da influéncia dos SNPs do locus do TNF na expressdo da proteina, Stiiber et al.
(1996) observaram que individuos carreadores do gendtipo AA na posicdo +252 do gene da LT o apresentavam
niveis elevados da citocina TNF e escores mais elevados de DMOS comparado com os heterozigotos. Uma
freqUéncia aumentada do alelo LTa +252A e homozigotos AA também foi observada entre os ndo sobreviventes em
um grupo de pacientes acometidos por sepse severa. Estudos conduzidos por Majetschak e colaboradores (2002)
observaram que o desenvolvimento de sepse severa pds-traumatica estava associada significativamente a pacientes
homozigotos (AA e GG) para o locus +252. Os niveis séricos de LTo também estavam elevados nesse grupo de
pacientes. Entretanto, outros estudos ndo conseguiram reproduzir qualquer associacdo, nem para o alelo —308 nem
para o +252 (Calvano et al., 2003; Rauchschwalbe et al., 2004). Estes achados demonstram a necessidade de estudos
utilizando haplétipos no promotor deste gene, buscando uma caracterizagdo mais completa da expressdo génica nesse

locus.
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Majetschak et al., (2002) observaram que o haplotipo +252A/-308A
estava associado negativamente ao desenvolvimento de sepse pds-traumatica.
Esse resultado sugeriu que este polimorfismo é compativel com a hipétese de
tal SNP pertencer ativamente a regido promotora do TNF ou exercer tal
influéncia através de LD, visto que Heesen et al., 2003 observaram niveis
séricos de TNF aumentados em homozigotos para o alelo —308G.

Em sepse, dois trabalhos tipo caso-controle merecem destaque, principalmente porque apresentam tamanho
amostral adequado bem como um desenho de estudo apropriado. Um desses estudos foi realizado com uma
populacdo de pacientes pediatricos nos EUA (Hedberg et al., 2004), e outro realizado com uma populacéo de adultos
franceses (Mira et al. 1999). Os estudos relataram resultados semelhantes, evidenciando uma forte associacdo do

alelo TNF —308A com a suscetibilidade ao choque séptico e morte, uma vez estabelecido o quadro da doenga (Mira

et al., 1999; Hedberg et al., 2004).

Outro SNP pouco estudado na sepse esta localizado na posi¢do -863 do gene de TNF. Andlises funcionais
tém demonstrado que a presenca da transversdo C—A esta associada a baixos niveis séricos de TNF, sugerindo que
tal polimorfismo também ¢é fisiologicamente relevante para modulagdo da expressdo de tal citocina. Tais achados
foram feitos em ensaios funcionais com promotores ligados a genes repdrteres, que demonstraram que o alelo -863A
influencia a ligacdo de proteinas nucleares ao um elemento regulatdrio putativo que flanqueia o polimorfismo,

diminuindo substancialmente as taxas de transcrigdo do gene TNF “in vitro” (Skoog et al., 1999).

1.4.2. Imunogenética do CD14 na sepse

O reconhecimento de endotoxina (LPS) pela célula induz genes que codificam citocinas, moléculas de
adeso, e outros mediadores pro-inflamatorios; em células mieldides e ndo-mielGides. Tais proteinas possuem a
funcdo de regular positivamente a resposta do hospedeiro para eliminar uma possivel infeccdo bacteriana. Entretanto,
dependendo da intensidade e acdo, esses mesmos mediadores, além de controlar a infec¢do, podem induzir o quadro

clinico de choque séptico (Ulevitch & Tobias, 1995).

Ha evidéncias de que o receptor CD14, presente na superficie de macrofagos (preferencialmente), é um
importante ligante de LPS. Esse reconhecimento ocorre em conjunto com a proteina soldvel LBP (do inglés, proteina
ligadora de LPS) e de outro importante receptor, o0 TLR4 (Schumann, 1992; Ulevitch & Tobias, 1995). Neste
contexto, um importante trabalho que suporta tal teoria foi realizado por Lee e colaboradores (1992), que demonstra
gue a transfeccdo do cDNA gerado a partir de mRNA codificando CD14 humano em células 70Z/3 resulta na

expressao da proteina ancorada na membrana da célula transfectada. Quando em contato com o complexo LPS/LBP
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as células transfectadas com os constructos de CD14 apresentavam uma capacidade de reconhecimento muito

superior do que aquelas que foram transfectadas com o vetor sem o cDNA inserido.

A proteina CD14 é uma glicoproteina rica em leucina codificada por um gene de copia
unica localizado no cromossomo 5¢31.1. O locus do CD14 codifica dois produtos proteicos de 50
e 55 kD, que podem ser liberados no citoplasma, em sua forma sollvel, ou podem constituir a
forma que fica ancorada na membrana de macrdfagos. Ambas as isoformas séo criticas para o
reconhecimento do LPS e transducdo de sinal via TLR4. Tanto a forma transmembrana quanto a

sollvel da proteina foram associados a inflamacéo na sepse, bem como a elevada mortalidade

para o choque séptico mediado por bactérias Gram negativas (LeVan et al., 2001).

O gene de CD14 apresenta importantes variantes genéticas, que podem estar relacionadas com a expressao
de diferentes fendtipos na sepse. Neste contexto, Sutherland e colaboradores (2005), demonstraram que o alelo —
159T (do SNP —159 C/T) localizado no promotor do gene deste receptor esta associado ao aumento da prevaléncia
de infecgdo por bactérias Gram-negativas em pacientes criticamente enfermos. Da mesma forma, foi observado que o
alelo -159T, assim como, o gendtipo TT tem freqliéncia significativamente aumentada em pacientes que
desenvolveram choque séptico comparados com controles (Gibot et al., 2002). Entretanto, outros estudos com este
mesmo SNP ndo encontraram associa¢do com o desenvolvimento de choque séptico (Zhang et al. 2005) ou sepse

severa pos-traumatica (Heesen, 2002; Ahrens et al., 2004).

Com relagéo a influéncia funcional deste SNP, pacientes carreadores do gendtipo —159TT apresentavam
niveis séricos aumentados de CD14 soluvel (Baldini et al., 1999; Kabesch et al., 2004). Entretanto, a afirmacdo da
influéncia na atividade transcricional do alelo -159T néo foi confirmada por de la Fontaine e colaboradores (2006),
gue ndo encontraram presenca niveis plasméaticos aumentados de CD14 em carreadores do alelo -159T. Nesse
contexto, também vale destacar um trabalho mais recente realizado por Liang et al. (2006) que ndo observaram
qualquer influéncia na atividade transcricional do gene em presenca de outras variantes genéticas no promotor do
CD14 além do SNP -159 (-550, -1359 e -1145), através de ensaios utilizando genes reporteres e transfeccdo em

diferentes linhagens celulares.

1.4.3- Imunogenética do Fator Inibidor da Migracéo de Macrofagos (MIF) na sepse

O MIF foi identificado em seus primeiros estudos, como um mediador sintetizado por linfdcitos que possuia
a capacidade de inibir a migracdo de células mononucleares in vitro. Esta citocina apresenta capacidade de
concentrar macréfagos em sitios de reagdo de hipersensibilidade do tipo tardia (Martin, 2000). O MIF é uma citocina
produzida por células T e macréfagos e possui uma funcdo central na regulagdo da imunidade inata e adaptativa e,

desta forma, estd implicada na sepse, tumorigénese e doengas autoimunes. Quando estimulados com LPS e outras
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moléculas indutoras pré-inflamatérias como, TNF e IFNy, macrofagos produzem MIF, induzindo por sua vez adesdo

celular, fagocitose e killing de células tumorais e parasitas intracelulares (Calandra & Roger, 2003)

A influéncia exercida pelo MIF esta relacionada a sua capacidade de regulacdo da expressdo de TLR4.
Através da regulacdo positiva da expressdo basal de TLR4 em macr6fagos mobilizados, MIF facilita o
reconhecimento de bactérias produtoras de endotoxinas e habilita células do sistema imune inato a uma imediata

liberagdo de citocinas pro-inflamatorias (Calandra & Roger, 2003).

Essa hipotese foi investigada em modelos experimentais de choque séptico e em humanos com sepse
bacteriana. Em camundongos, os niveis de MIF estavam aumentados no fluido peritonial e na circulacéo sistémica de
animais infectados por Escherichia coli e peritonite polimicrobiana (Calandra et al., 2000). Dados semelhantes foram
obtidos em estudos com pacientes que tiveram acompanhamento clinico e laboratorial para a produgdo de citocinas,
visando uma caracterizacdo imunolégica da doenca. Desta forma, um importante trabalho utilizando uma populagdo
brasileira de pacientes sépticos, realizado por Bozza e colaboradores (2004), demonstrou que os niveis plasmaticos
de MIF estavam relacionados com os piores progndsticos, em pacientes criticamente enfermos com sepse ou choque
séptico. Neste estudo, os niveis plasmaticos de MIF estavam de 4 a 6 vezes mais elevados em pacientes enfermos
comparados com controles. Resultados semelhantes também foram obtidos em outros trabalhos, por exemplo, que
demonstraram uma alta expressdo de MIF que se difundia no espaco inter-alveolar onde reforcava a resposta pro-
inflamatdria e o dano decidual, em pacientes com quadro de ARDS. (Donnelly et al., 1997; Calandra et al., 2003).
Outro dado obtido tanto em humanos quanto em modelo murino foi a observagdo de que a deficiéncia ou
imunoneutralizacdo do MIF acarreta protecdo contra choques fatais endotdxicos, exotdxicos e infectivos. A
imunoneutralizacdo do MIF ainda produz efeitos anti-inflamatdrios em modelos experimentais de doengas auto-
imunes, semelhante ao observado em modelos utilizando animais knockout para o gene MIF (Bozza et al., 1999;
Calandra et al., 2003; Calandra & Roger, 2003).

O gene do MIF humano ¢é relativamente pequeno, possuindo 3 éxons separados por pequenos introns, seu
tamanho total ndo alcanca 1Kb e est4 localizado no cromossomo 22g11.2 (Paralkar & Wistow, 1994). O principal
SNP estudado esta localizado no promotor do gene na posi¢do —173 (uma transversao G/C) e tem sido estudado em
doencas infecciosas e auto-imunes. Este SNP foi identificado, inicialmente, por Donn e colaboradores (2001). Neste
trabalho os carreadores do alelo —173C possuiam risco aumentado de desenvolvimento de artrite reumatoide
sisttmica juvenil quando comparados com controles saudéaveis. Subsequentemente, em 2002, 0 mesmo grupo
confirmou os achados epidemiologicos, através de ensaios funcionais. Os autores observaram uma expressdo génica
diferenciada em relacdo aos alelos presentes na posi¢cdo —173 em duas linhagens celulares, linfoblastos T e células
epiteliais. Além disso, 0s niveis séricos da citocina estavam aumentados nos carreadores do alelo —~173C (Donn et al.,

2002). Resultados semelhantes foram obtidos para a artrite reumatdide (De Benedetti et al., 2003), bem como, para

poliartrite inflamatoria (Barton et al., 2003) e colite ulcerativa (Nohara et al., 2004). Apesar desses achados, obtidos
em estudos de doengas inflamatdrias, nenhum estudo imunogenético semelhante foi realizado para a sepse (Renner et
al., 2005).
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1.5. Aspectos clinicos e moleculares na sepse pediatrica

A menor parte dos pacientes sépticos evolui a 6bito durante a fase inicial do desenvolvimento da doenca. O
quadro inicial de infeccdo descontrolada provoca uma resposta inflamatéria exacerbada, onde uma terapia anti-
inflamatdria pode ser eficiente para controlar o quadro clinico da doenca. Entretanto, a maior parte dos pacientes
sobrevive a fase inicial da doenca devido ao desenvolvimento de uma resposta hipo-inflamatdria, ou seja, um estado
imuno-supressivo que ndo promove a erradicacdo da infeccdo inicial, assim como, de infecgbes secundérias
(Hotchkiss & Karl, 2003).

A magnitude e duracdo do estado inicial hiper-inflamatério sdo determinadas por alguns fatores, incluindo a
quantidade e viruléncia dos microorganismos invasores, a predisposi¢cdo genética do hospedeiro e outras condicdes
médicas co-existentes (co-morbidades) (Hotchkiss & Karl, 2003). Desta forma, é bastante comum a caracterizagdo do
estado clinico de pacientes criticamente enfermos através de distlrbios em sua homeostase. A medida desses
distarbios € estimada pela mensuracdo de uma ou varias varidveis fisiologicas e sua compara¢do com uma faixa de
normalidade. Os dados obtidos através da medi¢do dessas variaveis fisioldgicas fornecem os valores que serdo
utilizados na construcdo de escores compostos, que podem ser de VArios tipos, principalmente, prognosticos e de
desfechos (Lacroix & Cotting, 2005).

Escores prognosticos foram desenvolvidos para melhor descrever a severidade da doenca em diferentes
grupos de pacientes. Esses escores consideram algumas co-morbidades e disturbios fisiolégicos na entrada do
paciente na unidade de tratamento intensivo ou durante as etapas randomiza¢do dos procedimentos clinicos. Esses
tipos de escores foram desenvolvidos para maximizar a predi¢do do risco geral de morte dentre os diferentes grupos
de pacientes, dados os niveis de severidade. J4 os escores de desfecho foram desenvolvidos para uma melhor
descricdo da severidade do quadro clinico durante o periodo de internagdo do paciente, ou seja, tém como objetivo
maximizar a descrigdo do curso clinico dos diferentes grupos de pacientes. Em pacientes pediatricos, o nimero de
orgdos em disfuncédo é freqiientemente utilizado para descrever a severidade dos casos de Disfungdo de Multiplos
Orgéos (DMOS), ou seja, DMOS com o maior nimero de 6rgéos em disfuncéo deve ser mais severo. Desta forma, ha
certamente uma relagdo entre o nimero de drgdos em faléncia e as taxas de mortalidade. Entretanto, essa taxa ndo é
regulada somente em funcdo do numero de sistemas comprometidos, mas também pelo risco relativo e pelo grau de
disfuncéo de cada sistema envolvido (Lacroix & Cotting, 2005). Neste intuito, também ¢é importante ressaltar que o0s
niveis de insuficiéncia respiratoria diagnosticados, como a Lesdo Pulmonar Aguda (ALI) e em casos extremos a
Sindrome do Desconforto Respiratdrio Agudo (ARDS), também séo utilizados como importantes marcadores clinicos

de severidade da doenga.

A prevaléncia de sepse nos pacientes pediatricos internados na Unidade de Pacientes Graves - IFF (UPG),
associada a mortalidade descrita para ARDS constituem dois dos principais fatores responsaveis pela taxa de

mortalidade registrada na unidade. Estudos reportam que sepse severa é responsavel por mais de 250.000 mortes
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anualmente, a partir de uma populacdo de pacientes acometidos pela sepse de 750.000 casos em todo o mundo
(Papadakos, 2004; Cohen, 2002).

O estudo fisiopatolégico dos pontos de vista molecular e imunol6gico é necessario para que se possa
compreender a grande variagdo na evolucéo clinica entre os pacientes rotulados com o mesmo diagndstico de sepse.
Esta variacdo se torna evidente quando pacientes com mesmo diagnéstico, que sob a influéncia de fatores
desencadeantes comuns, mesma idade e co-morbidade, tratados com os mesmos protocolos clinicos, evoluem de
formas tdo distintas, muita vezes desfavoravelmente para DMOS e 6bito. Desta forma, podemos considerar a
possibilidade de SNPs presentes nos genes de citocinas que modulam a resposta inflamatéria caracteristica da sepse,

como fatores que podem explicar essa heterogeneidade (Wheeler & Wong, 2001)

Nos pacientes pediatricos criticamente enfermos, o desenvolvimento de estudos dessa
natureza permite a compreensdo fisiopatoldgica dos mecanismos envolvidos, a implementacéao de
protocolos de pesquisa clinica e a abordagem terapéutica racional, direcionada com
imunomoduladores. O conhecimento das condi¢fes clinicas baseadas em estudos moleculares e
imunolodgicos permite a estratificacdo dos pacientes com potencial de maior gravidade para os
quais € necessaria uma terapia mais intensiva. Desta forma, a determinacéo de polimorfismos que
podem estar relacionados diretamente ao aumento da expressao de citocinas moduladoras da
resposta imune, com consequente repercussao no prognastico, pode auxiliar na determinacao de
sub-grupos homogéneos de pacientes, o que possibilita uma intervencdo terapéutica mais efetiva

e uma possivel diminuicdo nas taxas de morbi-mortalidade.
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2. Objetivos

2.1. Geral

Desenvolver um estudo baseado em populagdes (caso-controle) para avaliar a associacao entre alelos de SNPs
nos genes do TNF (-863C/A; -308G/A), LTa (+252 G/A); CD14 (-159C/T) e MIF (-173G/C) e a ocorréncia
de sepse e 0 prognostico de pacientes pediatricos internados na Unidade de Pacientes Graves do Instituto
Fernandes Figueira - FIOCRUZ.

2.2. Especificos

Avaliar as frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas (quando indicado) no grupo de pacientes e controles
estudados dos SNPs nas posi¢des +252 do gene de LTa, -863 e -308 do promotor do gene TNF; -159 no
promotor do gene de CD14 e -173 do promotor do gene de MIF nos casos de sepse pediatrica da UPG-IFF e
controles pareados por faixa etaria.

Comparar as frequiéncias dos SNPs (alélicas, genotipicas e haplotipicas) entre os grupos de casos e controles.

Analisar as frequéncias dos SNPs (alélicas, genotipicas e haplotipicas) dentro do grupo de pacientes ap6s

estratificacdo em funcéo do escore de gravidade, dos niveis de insuficiéncia respiratoria e mortalidade.

3- Pacientes e Métodos

3.1-Desenho de Estudo
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Um grupo de pacientes internados na Unidade de Pacientes Graves do Instituto
Fernandes Figueira- FIOCRUZ (UPG-IFF) submetidos a diferentes intervencdes clinicas,
dependendo do nivel de gravidade do quadro clinico foi estudado. Esses pacientes tiveram
seu acompanhamento clinico, incluindo o diagnostico da sepse, a identificacdo das
complicagdes, a classificacdo por escores e niveis de gravidade, e a monitoracéo respiratoria
e metabdlica, realizadas pela equipe da UPG-IFF, sob a coordenacdo da Dra. Zina Maria
Almeida de Azevedo, chefe da UPG, que é igualmente a coordenadora do Projeto que
participa do Programa de Desenvolvimento e Inovacdo Tecnoldgica em Saude Publica
(PDTSP) ao qual esta vinculada a presente pesquisa. Deste grupo foram colhidas amostras
de sangue periférico e de células de mucosa oral (colhidas com auxilio de swab) obtidas no
momento da internagdo, para a extragdo do DNA e a realizacdo dos procedimentos de
genotipagem molecular. Os mesmos procedimentos de coleta e genotipagem foram
realizados em um grupo controle, caracterizado por pacientes ndo sépticos do ambulatério
de cirurgia eletiva, que seriam submetidos a cirurgias eletivas. Tratou-se, dessa forma, de
um estudo caso-controle em Epidemiologia Molecular do tipo associacdo baseado em

populacdes.

3.2- Pacientes estudados

O presente estudo foi realizado com 228 pacientes pediatricos de ambos os sexos (135 do sexo
masculino e 93 do sexo feminino), que apresentavam quadro clinico de sepse, compreendendo uma faixa
etaria de 0 a 17 anos (média de idade 2,7 anos e DP= + 3,93), selecionados com base nos parametros clinicos
estabelecidos para inclusdo no estudo na Unidade de Pacientes Graves do Instituto Fernandes Figueira —
FIOCRUZ que constituiram o grupo denominado como pacientes. O grupo designado como controle era
composto por 44 pacientes internados na UPG-IFF (28 do sexo masculino e 16 do sexo feminino com média
de idade de 4,0 anos e DP= + 3,98) sem quadro clinico de sepse e 35 pacientes selecionados do ambulatério
de cirurgia infantil-IFF (30 do sexo masculino e 5 do sexo feminino com média de idade de 4,2 anos e DP= +
3,43) submetidos a cirurgias eletivas. Todos os responsaveis pelos participantes do projeto tiveram que
preencher o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, apos serem prestados todos os esclarecimentos
referentes ao processo de coleta e utilizagcdo das amostras, de acordo com as recomendagdes do Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos - IFF (Projeto nimero 0063.0.008.00-02 CEP-IFF).
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Pacientes que apresentavam doencas inflamatorias crénicas, tratamento com
esterdides ou drogas imunossupressoras durante o Ultimo més, ou AIDS (do inglés

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) ndo foram incluidos neste estudo.

Tabela 3.1 — Andlise descritiva dos grupos de pacientes e controles

Sepse(n=228)

Sepse Sepse Grave Choque Séptico
42 98 86
Nao Néo Nao
ARDS ALl ARDS/ALI ARDS ALI ARDS/ALI ARDS ALI ARDS/ALI
0 23 19 28 55 15 36* 40 10
alta obito | alta obito | alta obito ] alta obito | alta obito | alta obito | alta obito | alta obito | alta obito
0 0 22 1 19 0 26 2 51 4 12 3 28 7 36 3 10 0

Controle (n=79)

Nao Sepse (UPG) ‘ Nao Sepse (Cirurgia Eletiva)

44 35
N&o N&o
ARDS ALI ARDS/ALI ARDS ALl ARDS/ALI
0 0 44 0 0 35

* 1 paciente ndo foi preenchido quanto a alta e dbito

3.3- Coleta das amostras

Foram coletados aproximadamente 2 mL de sangue total obtidos por venopuncdo com a utilizagdo de
seringa estéril que foram armazenados em frascos contendo o anti-coagulante EDTA. No caso de pacientes
gue sofreram transfusdo de sangue recente, foram coletados swabs para obtencdo de células da mucosa oral.
Nos pacientes internados na UPG-IFF esta coleta foi feita durante a internacdo, logo ap6s a obtencdo do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado pelos responsaveis. No caso da populagdo de controles
as amostras foram obtidas no momento da coleta dos exames pré-operatérios, tanto para sangue total quanto

para swab.

3.4- Extracdo de DNA de amostras de sangue total utilizando o reagente DNAzol

O DNA foi extraido a partir de 600uL de sangue total fresco ou descongelado de coletado com
tampdo EDTA como anticoagulante, vertidos em criotubo com capacidade para 1,5 mL. Ao tubo foi
adicionado 1mL de NaCl 0,9%, o tubo foi homogeneizado por inversdo seguindo-se uma centrifugagéo a
14000 rpm por 10°, sendo o sobrenadante descartado. O pellet resultante foi ressuspenso em 500uL de
solugdo hipotbnica (TE — 10mM Tris; 1mM EDTA). Em seguida o material foi centrifugado a 4000 rpm por
10’ e o sobrenadante descartado. Para lise das células, 600uL de DNAzol (Gibco BRL, Gaithersburg, MD)
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foram adicionados ao novo pellet, o qual foi dissolvido por pipetagem da mistura. Apés a lise, para a
precipitacdo do DNA, 800uL de etanol absoluto foram adicionados a solucdo, que foi homogeneizada por
inversdo, e colocada em repouso por 30'. A mistura foi entdo centrifugada a 14000 rpm por 10’°, € 0
sobrenadante descartado. Apos secagem a temperatura ambiente, o pellet foi redissolvido em 300uL de

solugéo alcalina (8 mM NaOH), incubado a 56°C por 30’ e posteriormente armazenado a -20°C.

3.5- Método para a extragdo de DNA de sangue total e swab utilizando solugdo SEB (Stain Extraction
Buffer)

3.5.1- Extracdo a partir de sangue total

Foram colocados 500uL de sangue total fresco ou descongelado em tubos Eppendorf com capacidade
para 1,5mL, sendo entdo, adicionado 1mL de solu¢do de NaCl 0,9% e o volume resultante centrifugado a
14.000 rpm por 10°, com o sobrenadante descartado. Uma segunda lavagem foi realizada homogeneizando-se
o0 pellet por pipetagem com solugdo TE (10mM Tris; ImM EDTA) e o material sendo centrifugado a 4000
rpm por 10, com o sobrenadante descartado. Apés isto, foram adicionados, dentro de cada tubo, 550uL de
solugdo de lise SEB (10mM de Tris-HCI, 10mM de EDTA, 50mM NaCl, 2% de SDS e Proteinase K 0,3
mg/mL). A preparacdo foi agitada em vortex por 10 segundos e incubada a 56°C overnight. Apos a incubacao,
foram adicionados 550uL da mistura fenol, cloroférmio e alcool isoamilico (25:24:1). A solucdo foi agitada
novamente por 10 segundos e, posteriormente, centrifugada a 4000rpm por 1 minuto. Transferiu-se, entdo, a
fase aquosa da solucdo para outro tubo com capacidade para 1,5mL e neste, foi adicionado NaCl para
concentragdo 150mM e 550uL de etanol absoluto a 4°C, para promover a precipitagdo do DNA. Apds 15
minutos para precipitagdo do DNA, a solucdo foi centrifugada por 10 minutos a 4000 rpm e o etanol
descartado. Finalmente, o pellet contendo o DNA foi ressuspenso em 100uL de TE (Tris-5mM; EDTA-

0,1mM) e armazenado a -20°C, para posterior utilizagio nos experimentos de genotipificacéo.

3.5.2-Extracdo utilizando amostras colhidas com swab oral

As amostras de DNA total foram extraidas a partir do algodao retirado do swab, o qual foi depositado
em tubos Eppendorf com capacidade para 1,5mL, para que fossem adicionados 550uL de solugéo de lise SEB.
A solucédo foi homogeneizada em vortex por 10 segundos e incubada a 56°C overnight. 550uL de solucéo de
fenol, cloroférmio e éalcool isoamilico foram adicionados, apés a incubacéo, e a solucdo agitada novamente
por 10 segundos e, posteriormente, centrifugada a 4000rpm por 1 minuto. A fase aquosa da solucéo resultante
dessa centrifugacdo foi transferida para outro tubo com capacidade para 1,5mL e neste, foi adicionado NaCl
para concentracdo 150mM e 550uL de etanol absoluto a 4°C, para precipitacdo do DNA. Apds 30 minutos de
precipitacdo do DNA, a solugéo foi centrifugada por 10 minutos a 4000rpm e o etanol descartado. O pellet

final, ap0s secagem em temperatura ambiente, foi ressuspenso em 30uL de TE (5SmM; 0,1mM).
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3.6- Método de genotipificagdo de SNPs baseados em PCR-RFLP (restriction fragment length
polymorphism): SNPs —-308 (TNF), +252 (LTa), -159 (CD14) e -173 (MIF).

3.6.1- SNP na posicao -308 do promotor de TNF

Para amplificagdo da regido que flanqueia o nucleotideo -308, situada no promotor do gene do TNF,
as reacOes foram realizadas utilizando 0,3uM de cada iniciador (5"-TCC TCC CTG CTC CGA TTC CG-3°
sense; 5-GCA ATA GGT TTT GAG GGC CAT-3" antisense), 200uM de dNTP, 1U Taq polimerase
(Invitrogen), 1,5 mM MgCl,, tampéo da enzima 1X e 10-100ng de DNA purificado, em um volume final de
25uL. Cada reacdo de PCR seguiu as seguintes condicdes: 1 ciclo de 94°C - 5 min seguido de 35 ciclos de
94°C - 1 min; 57°C - 1 min 72°C - 1 min (Santos et al., 2002). Para genotipificacdo o produto de PCR foi
digerido por Ncol (2U), uma mistura contendo 10uL do produto amplificado em um volume final de 20uL,
segundo as recomendac@es dos fabricantes (Invitrogen). A reagéo foi incubada a 37°C por 12-15h em banho-
maria. O padrdo de bandas gerado ap6s digestdo do fragmento amplificado de 107pb e eletroforese em gel de

agarose 3,5% e coloragdo com brometo de etidio esté representado no Esquema 3.1.

Esquema 3.1: Padrdo de visualizacdo das bandas apés a digestdo com Ncol (SNP —-308)

Homozigoto (GG) | Heterozigoto (GA) Homozigoto (AA)
107 bp 107 bp

3.6.2- SNP na posicdo +252do gene de LTa

Para amplificacdo da regido do que da LTa flanqueando a posi¢do +252 foram utilizados 0,3uM de
cada iniciador (5’-CCG TGC TTC GTG TTT GGA CTA-3’ sense; 5’-AGA GGG GTG GAT GCT TGG GTT
C-3” antisense), 200uM de dNTP, 1U Taq polimerase (Invitrogen), 1,25mM MgCl, e tampéo da enzima 1X,
em um volume final de 25uL. As condi¢des de ciclagem foram: 94°C - 3 min seguido de 35 ciclos de 94°C -
45 seg; 62°C — 45 seg e 72°C - 1 min e 30 seg; e 72°C - 5 min de extensdo final. O fragmento amplificado
gerado ao final do processo possuia 782 pb (Stiiber et al., 1995). A digestdo para verificacdo do produto de
PCR (10pl) foi realizada com enzima de restrico Ncol (2U) em um volume final de 20uL, seguindo as
instrucBes do fabricante (Invitrogen). A reacdo foi incubada a 37°C por 12-15h em banho-maria e o padrdo de
bandas gerado ap6s digestdo do fragmento amplificado foi verificado em eletroforese em gel de agarose 2,0%

e coloragdo com brometo de etidio (Esquema 3.2).

Esquema 3.2- Padrao de visualizagdo das bandas ap0s a digestdo com Ncol (SNP +252)

Homozigoto (GG) | Heterozigoto (GA) Homozigoto (AA)

782 bp 7820p e
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3.6.3- SNP na posicdo -159 do gene de CD14

O SNP —159 do gene do CD14 foi amplificado utilizando-se 0,3uM de cada iniciador (5°-CTA AGG
CAC TGA GGA TCA TCC-3’ sense; 5’-CAT GGT CGA TAA GTC TTC CG-3’ antisense), 200uM de
dNTP, 1U Tag Polimerase (Invitrogen), 1,5mM MgCI; e tamp&o da enzima 1X, em um volume final de 25puL.
As condicdes de ciclagem foram: 94°C - 5 min seguido de 42 ciclos de 94°C - 30 seg; 55°C — 1 mine 72°C - 1
min; e 72°C - 7 min de extensdo final. O fragmento gerado ao final da ciclagem continha 418 pb. (Baldini et
al.,1999). A digestdo do produto de PCR (10pl) foi realizada com 2U da enzima Haelll em um volume final
de 20uL; seguindo recomendagdes do fabricante (Invitrogen). A reacdo foi incubada a 37°C por 12-15h em
banho-maria e o padrdo de bandas gerado apés digestdo do fragmento amplificado foi verificado em

eletroforese em gel de agarose 2,0% e coloragdo com brometo de etidio (Esquema 3.3).

Esquema 3.3: Padrdo de visualizacdo das bandas apos a digestdo com Haelll (SNP —159)

Homozigoto (CC) | Heterozigoto (CT) Homozigoto (TT)
26300 263 bp

3.6.4- SNP na posicdo -173 do gene de MIF

AMPLIFICACAO

Para o SNP —173, localizado no gene do MIF, foi amplificado um fragmento de 170 pb utilizando
0,3uM de cada iniciador (5’-AAG AAA GAC CCG AGG CGA G -3’ sense; 5’- CCC GAG TGG GGA AGT
CAC-3’ antisense), 200uM de dNTP, 0,6U Taq Polimerase (Invitrogen), 1,5mM MgCl; e Tampéo da enzima
1X, em um volume final de 25uL. As condic¢des de ciclagem foram: 94°C - 5 min seguido de 35 ciclos de
94°C - 30 seg; 60°C — 30 seg e 72°C - 30 seg; e 72°C - 5 min de extensdo final. A digestdo do produto de PCR
(10ul) foi realizada com a utilizagdo da endonuclease de restricdo Alul (3U), segundo as recomendacfes do
fabricante (Invitrogen). Cada reagéo continha um volume final de 20uL. A reacio foi incubada a 37°C por 12-
15h em banho-maria. O padrdo de bandas gerado apds digestdo e eletroforese em gel de agarose 3,5% e
coloragdo com brometo de etideo esta representado no Esquema 3.4.

Esquema 3.4: Padrdo de visualizacdo das bandas ap6s a digestdo com Alul (SNP -173)

Homozigoto (CC) | Heterozigoto (GC) Homozigoto (GG)
170 bp 170 bp

3.7- Método de genotipificacdo baseados em ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutational System)
parao SNP - 863 (Yeetal., 2001)
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Para genotipificacdo do polimorfismo na posicdo - 863 foi utilizada a técnica de ARMS-PCR, que
tem como principio uma amplificagdo alelo-especifica. Sendo assim, apds a amplificagdo sdo gerados dois
fragmentos especificos, cada um correspondendo a um alelo (C ou A), presente na fita molde. Foram
realizadas duas reacOes paralelas, cada uma utiliza um iniciador sense que amplifica, somente, na presenca de
um alelo especifico (C ou A) presente na fita molde na posicdo -863, contendo, ambas as reacdes, 0 mesmo
iniciador antisense. Desta forma, ap6s a amplificacdo sera gerado um fragmento de aproximadamente 200pb,
em cada reacdo em que o iniciador encontrar o nucleotideo necessario ao pareamento (Figura 3.1). Em cada
reacdo foram utilizados 0,15uM de cada iniciador, 200uM de dNTP, 1U Tag Polimerase, 1,5mM MgCly,
tampdo da enzima 1X, em um volume final de 15uL. Cada reacdo seguiu as seguintes condicdes de
amplificagdo: 94°C - 5 min, 94°C -45 seg, 62°C - 1 min (30 ciclos) e 72°C - 5 min.

3= 'Ge 25

Sem amplificacéo )
3 TP _ e ampiicag 2

Figura 3.1- O principio de funcionamento da PCR-ARMS. Demonstragdo do pareamento

alelo-especifico nas extremidades 3 dos iniciadores. Adaptado de Strachan & Read 2002.

3.8- Analises estatisticas

3.8.1- Célculo do Equilibrio de Hardy-Weinberg

As freqliéncias alélicas e genotipicas foram utilizadas para testar se os alelos encontravam-se em
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Este modelo é bastante utilizado em genética de populacgdes, para a
analise de um gene com dois alelos, utilizando as freqiiéncias alélicas observadas para se calcular as
freqliéncias genotipicas esperadas para uma populacdo em equilibrio (de acordo com as premissas do EHW),

através da expressio matematica p?> + 2 pg + ¢ Destina-se a verificar possiveis desvios amostrais e,
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primordialmente, em estudos dessa natureza, falhas durante o procedimento de genotipagem. Com o intuito de
verificar se a populagéo se encontra em equilibrio, € entdo realizado o teste do qui-quadrado (com 01 grau de
liberdade e nivel de significancia <0,05), comparando as freqliéncias genotipicas observadas e esperadas com
0 auxilio do software Excel (Microsoft Office, Windows).

3.8.2- Estimativa de haplétipos em fase ambigua

Os haplétipos foram definidos a partir da combinacdo dos genétipos formadores determinados para
os trés polimorfismos de LTo/TNF (+252/-863/-308), ou seja, as freqliéncias haplotipicas foram determinadas
baseando-se na presenca de oito haplétipos possiveis (2%). A presenca de duplos heterozigotos (fase ambigua
devido a auséncia da informacdo familiar) dificulta a definicdo das freqiiéncias haplotipicas. Ou seja, ndo é
possivel determinar a combinacéo alélica em individuos que sdo heterozigotos para duas posi¢des. Desta
maneira, para melhor estimar estas frequéncias entre os SNPs foram realizadas analises de maxima
verossimilhanga, utilizando o algoritmo EM no programa EH (Terwilliger & Ott, 1994) que estima

frequéncias haplotipicas a partir da inferéncia por probabilidade da ocorréncia em fase de dois ou mais loci.

3.8.3- Estudo caso-controle

As comparacdes entre as distribuicBes genotipicas e alélicas entre pacientes e controles e entre o0s
grupos de pacientes de diferentes desfechos clinicos foram realizadas, através dos modelos de regressdo
logistica GLM, para gendtipos e LRM, para alelos (do inglés “generalized regression model” e “logistic
regression model”, respectivamente). Desta forma, todos os estudos comparativos foram realizados através de
modelos de regressdo logistica, com calculo de Odds Ratio (OR) com ajustes para a co-varidvel sexo,
conforme descrito em Moraes e cols (2004). Todas as analises referentes a polimorfismos, tanto em isolado
guanto formando haplétipos, foram realizadas com o auxilio do software para analises estatisticas, The R

Foundation for Statistical Computing, versdo 2.4.0 (lhaka et al., 1996; R Development Core Team, 2005).

As anélises de GLM utilizam o homozigoto mais frequente e alelo mais frequente como baseline
(base para comparacdo), ou seja, os valores de OR relativos de cada gendtipo sdo obtidos pela comparagao
com o gendtipo base, o mesmo acontecendo em outro modelo de GLM quando sdo comparados carreadores
dos alelos mais freqlientes (baselines) versus carreadores dos alelos menos freqlientes. Entretanto, nas analises
comparativas de frequéncias alélicas, feitas por LRM, sdo atribuidos pesos diferentes para os homozigotos

(peso 1) e heterozigotos (peso 0,5).

4. Resultados

4.1. Pacientes e Amostras
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Foram estudadas amostras de DNA extraidas como descrito em Pacientes e Métodos,
obtidas de sangue total ou swab oral oriundas de 228 pacientes que apresentavam quadro
clinico de sepse internados na UPG-IFF. Qutros 44 pacientes também internados na UPG-
IFF e 35 pacientes oriundos do Ambulatério de Cirurgia Eletiva-IFF, mas sem quadro
clinico de sepse, constituiram o grupo controle (Figura 4.1 A). A extracdo de DNA da
mucosa bucal (Figura 4.1 B) foi realizada quando os individuos apresentavam diferentes
quadros de insuficiéncia respiratoria e complicacdes clinicas associadas a sepse, tendo por
isso sido submetidos a diversos procedimentos invasivos, inclusive transfusdo sanguinea, o
que contra-indicava a retirada de amostras de sangue para analise. Contudo, o DNA de
pacientes ndo transfundidos foi extraido de sangue total (Figura 4.1 A). Os resultados de
ambos 0s metodos de extracdo demonstram DNA de boa integridade para os procedimentos

de genotipificacao.

1 2 3 4 5 12 34 56 78 9 101112 13 14

A B

Figura 4.1- Perfil de amostras de DNA extraidas de sangue total e swab. Eletroforese em
gel de agarose (1%) de DNA apds coloracdo em solucéo de brometo de etidio 0.5 pug/mL
e visualizagdo por transiluminacao por luz ultra-violeta A- 1 - 5 DNA extraido de sangue
total de 5 diferentes pacientes. B- 1 - 14 DNA extraido de mucosa bucal de 14 diferentes
pacientes.

4.2. Genotipificagédo dos pacientes

A presenca dos polimorfismos analisados foi verificada atraves da metodologia de
PCR-RFLP, com excecdo do SNP TNF -863, que foi genotipado por PCR-ARMS. Foram
utilizados iniciadores especificos que amplificavam fragmentos adjacentes ao SNP (como
descrito em Pacientes e Métodos). Os fragmentos determinantes da presenca de cada alelo
polimorfico foram visualizados em eletroforese em gel de agarose. O padrdo de bandas

caracteristico para o TNF -308 pode ser visualizado na figura 4.2, para o LTa +252 na

43



figura 4.3, para 0 TNF -863 na figura 4.4, para 0 CD14 -159 na figura 4.5 e para o MIF -173
na figura 4.6.

<—107gb
«~87p

Figura 4.2: Determinacdo dos genotipos para a
posicdo TNF -308 em gel de agarose 3,5% apds
coloracdo do DNA em solugdo de brometo de etidio
0.5 pg/mL. A digestdo com enzima de restrigdo Ncol.
1- Marcadores de peso molecular de 123 pb; 2-
exemplo de individuo heterozigoto GA; 3- exemplo de
individuo homozigoto GG. O fragmento de 20 pb
gerado apds a digestdo do homozigoto GG e do
heterozigoto GA ndo é retido em gel de agarose nesta
concentragao.

« 782 pb
<« 586 pb

<« 196 pb

Figura 4.3: Determinacdo dos gendtipos para a posi¢do
LTa +252 em gel de agarose 3,5% apo6s coloragdo do
DNA em solucdo de brometo de etidio 0.5 pg/mL. A
digestdo com enzima de restri¢do Ncol. 1- Marcadores
de peso molecular de 123 pb; 2- exemplo de individuo
heterozigoto GA; 3- exemplo de individuo homozigoto
GG e 4- exemplo de individuo homozigoto AA.
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< 418 pb CONTROLE INTERNO
< 200 pb

< 418 pb CONTROLE INTERNO
<« 200 pb

Figura 4.4: Determinacdo dos gendtipos para a posi¢do
TNF -863 em gel de agarose 2,0% ap6s coloragdo do
DNA em solucdo de brometo de etidio 0.5 pg/mL. 1-
Marcador de peso molecular de 123 pb; 2- exemplo de
individuo heterozigoto CA; 3- exemplo de individuo
homozigoto CC e 4- exemplo de individuo
homozigoto AA.

« 418 pb
<« 263 pb
<« 155 pb

Figura 4.5: Determinacdo dos gendtipos para a posi¢éo
CD14 -159 em gel de agarose 3,5% ap0s coloragdo do
DNA em solugdo de brometo de etidio 0.5 pg/mL. A
digestdo com enzima de restricdo Haelll. 1- Marcador
de peso molecular de 123 pb; 2- exemplo de individuo
homozigoto TT; 3- exemplo de individuo homozigoto
CC e 4- exemplo de individuo heterozigoto CT.
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« 170 pb
<111 pb

<59 pb

Figura 4.6: Determinacdo dos gendtipos para a
posicdo MIF-173 em gel de agarose 3,5% apds
coloracdo do DNA em solucdo de brometo de
etidio 0.5 ug/mL. A digestdio com enzima de
restricdo Alul. 1- Marcador de peso molecular de
123 pb; 2- exemplo de individuo heterozigoto CG;
3- exemplo de individuo homozigoto CC e 4-
exemplo de individuo homozigoto TT.

4.3. Analise da distribuicao das frequéncias genotipicas e alélicas nas

populacdes estudadas

Os resultados obtidos apds as genotipificagdes foram armazenados em planilhas do “software
Microsoft Office Excel 2003” e posteriormente todas as analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do
“software” para analises estatisticas “R” versdo 2.4.0, R Development Core Team, 2005). A distribuicdo das
freqliéncias alélicas e genotipicas dentre as diferentes populagdes de pacientes e controles, para cada um dos
SNPs estudados podem visualizadas na Tabela 4.1. A anélise de freqliéncias realizadas para todos os loci,
confirmou dados previamente descritos na literatura, em diferentes popula¢cGes mundiais, com relacdo aos

genotipos e alelos mais frequentes.

Apo6s o célculo das freqliéncias genotipicas e alélicas, o modelo estatistico do Equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) foi testado para cada um dos loci. A comparacéo entre a freqiiéncia genotipica observada e
a esperada para o EHW foi realizado utilizando o teste comparativo do qui-quadrado. Desta forma, foi
constatado que a populacdo de pacientes estudada, ou seja, internados na UPG encontra-se dentro dos
pardmetros estabelecidos para 0 EHW, em relacéo aos cinco loci estudados (G.L.: 1; p> 0,05). Da mesma
maneira, a populacdo total de controles (internados na UPG que ndo apresentavam quadro de sepse mais
individuos saudaveis oriundos do Ambulatério de Cirurgias Eletivas) ndo apresentou desvio com relagdo ao
modelo de EHW (G.L.: 1; p> 0,05). Esses achados permitiram, primariamente, inferir auséncia de falhas com
relacdo aos procedimentos utilizados para genotipificacdo. Entretanto, quando o grupo total de controles é

separado em pacientes internados na UPG e que ndo apresentam sepse, e individuos saudaveis oriundos do
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Ambulatério de Cirurgia Eletiva, esta Ultima populagdo apresenta desvio em relagdo ao EHW para o locus
MIF -173 (G.L.: 1; p= 0,02771). Possivelmente, esse dado deve-se a um provavel desvio amostral que se
tornou mais evidente em funcédo do reduzido nimero de individuos presentes nesta populacgéo, o que evidencia
a necessidade da realizagdo das andlises para suscetibilidade per se utilizando somente dois grupos: pacientes
com quadro clinico de sepse versus populacdo total de controles, ou seja, qualquer individuo da presente

populacdo que ndo apresente quadro de sepse.

Também com relagdo a tabela 4.1, foram comparadas as frequéncias alélicas e
genotipicas, através de modelos de regressdo logistica com e sem corre¢do para sexo (GLM
para genotipos e carreadores de alelos, e LRM para frequéncias alélicas), encontradas nos
dois grupos de controles, para que fossem verificadas diferencas genéticas significativas
entre esses dois grupos, o que poderia inviabilizar a formacdo de um grupo controle Unico.
Desta forma, somente foram observadas diferencas estatisticamente significativas no
modelo GLM para comparacao de freqiiéncias genotipicas, para 0 SNP MIF-173 (p= 0,012
com e sem correcdo para sexo) e, também, para o0 modelo de GLM para comparagdo da
distribuicédo de carreadores de alelos (p= 0,0241 sem correcédo e p= 0,0204 quando corrigido
para sexo). Também foi encontrada uma diferenca “borderline” significativa para o SNP
+252, somente no modelo GLM para carreadores de alelos quando este foi corrigido para
sexo (p= 0,0473). Portanto, as analises de suscetibilidade a sepse per se utilizando um
unico grupo de controles (controles cirurgia + controles UPG) ndo foi inviabilizada para a

maioria dos loci estudados.

Tabela 4.1- Distribuigdo das frequéncias alélicas e genotipicas nas populag¢des estudadas

Pacientes Controles Totais*  Controles Cirurgia  Controles UPG
SNP (%) (%) (%) (%)
LTA +
252
GG 42 (0,19) 8(0,11) 3(0,09) 5(0,12)
GA 97 (0,43) 40 (0,54) 22 (0,67) 18 (0,44)
AA 87 (0,38) 26 (0,35) 8(0,24) 18 (0,44)
TOTAL 226 74 33 41
G 0,4 0,38 0,42 0,34
A 0,6 0,62 0,58 0,66
TNF - 863
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cC  129(0,75) 35 (0,67) 12 (0,55) 23(0,77)
CA  39(0,23) 16 (0,31) 9 (0,41) 7(0,23)
AA  4(0,02) 1(0,02) 1 (0,05) 0 (0,00)
TOTAL 172 52 22 30
c 0,86 0,83 0,75 0,88
A 0,14 0,17 0,25 0,12
TNF - 308
GG  177(0,79) 63(0,84) 30 (0,88) 33 (0,80)
GA  42(0,19) 10(0,13) 4(0,12) 6 (0,15)
AA  4(0,02) 2(0,03) 0 (0,00) 2 (0,05)
TOTAL 223 75 34 41
G 0,89 0,91 0,94 0,88
A 0,11 0,09 0,06 0,12
MIF - 173
GG 105 (0,54) 35 (0,54) 10 (0,37) 25 (0,66)
GC  71(0,37) 28 (0,43) 17 (0,63) 11 (0,29)
cC  17(0,09) 2 (0,03) 0 (0,00) 2 (0,05)
TOTAL 193 65 27 38
G 0,73 0,75 0,69 08
c 0,27 0,25 0,31 0,2
CD14 -
159
cC  87(0,38) 27 (0,35) 13 (0,38) 14 (0,33)
CT  99(0,44) 42 (0,55) 19 (0,56) 23 (0,53)
TT  40(0,18) 8 (0,10) 2 (0,06) 6 (0,14)
TOTAL 226 77 34 43
c 0,6 0,62 0,66 0,59
T 0,4 0,38 0,34 0,41

4.3.1. Avaliacdo das frequéncias genotipicas e alélicas para suscetibilidade a sepse per se

Com base também na distribuicdo dos dados presentes na tabela 4.1 e ap6s as
comparac0es realizadas entre os dois grupos de pacientes que ndo apresentavam quadro de
sepse (controles totais), foram realizadas analises para verificar a associagdo das variantes
genotipicas e alélicas com a suscetibilidade a doenca. Nenhum dos gendtipos ou alelos
estudados apresentou-se estatisticamente associado ao desenvolvimento da sepse per se

(p>0,05), quando avaliados todos os modelos de analises utilizados com e sem corre¢do

para sexo.

*Controles cirurgia + controles UPG
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Entretanto, vale ressaltar que nas analises comparativas realizadas entre os dois
grupos controles foram observadas diferencgas estatisticamente significativas com relacéo ao
SNP MIF -173. Neste intuito, para resguardar quaisquer equivocos com relacdo a utilizacéo
de analises somente com o grupo de controles totais, foram realizadas as mesmas analises
entre 0 grupo de pacientes e cada grupo de controles separadamente. Também ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas nas freqiiéncias alélicas e genotipicas
entre pacientes sépticos da UPG e pacientes também internados na UPG que néo

apresentaram quadro de sepse.

As analises foram repetidas entre os pacientes sépticos vindos da UPG e os nédo
sépticos oriundos do Ambulatério de Cirurgia Eletiva- IFF, apresentando importantes
achados. Através do modelo de GLM utilizando distribuicdo genotipica, foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre esses dois grupos, quando analisado o0 SNP
LTA +252 (p global = 0,035, com e sem corre¢do para sexo). Particularmente, o gendtipo
GA encontra-se mais freqliente no grupo de controles comparado aos pacientes (p = 0, 0395
com OR: 0,4054 (0,1717 — 0,9575) sem correcdo para sexo; e p = 0, 0232 com OR: 0,3627
(0,1511 - 0,8707) com correcdo para sexo, 0 que sugere protecdo ao desenvolvimento da

sepse em individuos possuidores do gendtipo GA.

Resultados semelhantes foram observados para 0 SNP MIF -173, o qual apresentou
diferencas genotipicas estatisticamente significativas (p global = 0,009). Os gendtipos
heterozigotos (GC) apresentaram freqiiéncia elevada no grupo de controles em relagéo aos
pacientes p = 0,0309 com OR: 0,3978 (0,1722 — 0,9187) sem correcdo para Sexo; e p =
0,0254 com OR: 0,3786 (0,1616 — 0,8873) com correcdo para sexo.

Da mesma forma, foi observado no modelo de GLM para carreadores de alelos
guando analisado o SNP TNF -863, frequéncia elevada de carreadores do alelo A no grupo
de pacientes p = 0,0478 com OR: 0,4 (0,1614 — 0,9912) sem correc¢do para sexo. Contudo,
estes resultados também devem ser analisados com cuidado em virtude do tamanho
amostral do grupo controle. Além disso, quando a mesma analise foi realizada com
correcdo para sexo os valores sairam da faixa de significancia estatistica p = 0,0962 com
OR: 0,4567 (0,1814 — 1,1500).
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4.3.2. Avaliagdo das frequéncias genotipicas e alélicas para severidade dentro da sepse
pediatrica

Na tabela 4.2 encontra-se a distribuicdo dos geno6tipos para todos 0os SNPs de acordo com o nivel da gra

“Proportional Odds”, que compara as frequéncias genotipicas de um grupo com o
seguinte, que apresenta nivel de gravidade imediatamente superior. Este tipo de teste

possibilita a observacao de uma possivel associacdo entre o nivel de gravidade da

doenca e a presenca de determinado gendtipo. Sendo assim, apos a realizagdo das

comparacdes ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa nas
frequéncias genotipicas encontradas em cada grupo para nenhum dos SNPs estudados
(p>0,05).

Com o intuito de melhor avaliar a influéncia das variantes genéticas em estudo na
expressdo do quadro mais severo de sepse (choque séptico), os pacientes também foram
divididos em dois grandes grupos: aqueles que apresentaram choque séptico e 0s que nao
apresentaram tal quadro clinico e, desta forma, foram analisados utilizando os modelos de
regressdo logistica, ja descritos nas analises de suscetibilidade per se. Entretanto, ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre as frequéncias genotipicas,
alélicas e de carreadores entre 0s grupos de pacientes que apresentaram choque séptico e
aqueles que néo apresentaram (p> 0,05).

Tabela 4.2- Distribuicdo genotipica dos pacientes de acordo com os niveis de
gravidade

Niveis de gravidade da sepse

Sepse Choque

SNP Genbtipo | Sepse  Freq | Grave Freq Séptico Freq Total
LTA +252 GG 8 0,20 21 0,22 11 0,14
GA 17 0,43 39 0,41 36 0,45
AA 15 0,38 36 0,38 33 0,41

40 96 80 216
TNF -863 CcC 19 0,68 66 0,80 36 0,68
CA 9 0,32 15 0,18 15 0,28
AA 0 0,00 2 0,02 2 0,04

28 83 53 164
TNF -308 GG 31 0,79 77 0,79 62 0,81
GA 7 0,18 17 0,18 15 0,19
AA 1 0,03 3 0,03 0 0,00

39 97 77 213
MIF -173 GG 20 0,59 47 0,55 36 0,51
GC 10 0,29 32 0,38 27 0,39
CC 4 0,12 6 0,07 7 0,10
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34 85 70 189
CD14 -159 cCc 18 0,46 31 0,32 34 0,43
CT 16 0,41 44 0,45 36 0,45
TT 5 0,13 22 0,23 10 0,13

39 97 80 216

Como jé discutido, a severidade do quadro clinico, muitas vezes, relaciona-se com o
comprometimento de sistemas importantes para a homeostasia do organismo. Nesse
sentido, indubitavelmente, a classificacdo dos niveis de insuficiéncia respiratoria séo
imprescindiveis para a descricdo da severidade clinica do paciente. Desta forma, o polo de
maior gravidade respiratoria é ocupado pela Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo
(ARDS), precedido pela Lesdo Pulmonar Aguda (ALI) e, anteriormente, por todos 0s casos

mais brandos.

A tabela 4.3 expde a distribuicdo genotipica dos pacientes de acordo com a
classificacdo quanto ao nivel de insuficiéncia respiratoria que possuem. Entretanto, com o
intuito de aumentar o poder estatistico de analise e avaliar a influéncia mais fidedigna dos
SNPs, aqui em estudo, no desenvolvimento mais grave de insuficiéncia respiratoria, 0s
pacientes foram divididos em dois grupos para analise: ARDS presente ou ARDS ausente.
Com isso, ap0s realizados de todas as analises realizadas pelos modelos de GLM e LRM,
ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas na distribuicdo das
freqliéncias genotipicas e alélicas entre os dois grupos, com exce¢do do SNP TNF -863.
Uma freqliéncia elevada de carreadores do alelo -863A dentro do grupo de pacientes que
desenvolveram ARDS foi observada Esta diferenca “borderline” estatisticamente p =
0,0461 com OR: 2,1141 (1,0129 — 4,4123) sem corre¢do para Sexo, varia apis a correcao
para sexo, p = 0,0584 com OR: 2,0543 (0,9746 — 4,3301).

Tabela 4.3- Distribuicdo genotipica dos pacientes de acordo com os niveis de
insuficiéncia respiratoria

Niveis de Insuficiéncia
Respiratoria

SNP Gendtipo | ARDS Freq | Ndo ARDS Freq | Total
LTA +252 GG 11 0,17 29 0,19
GA 25 0,39 67 0,44
AA 28 0,44 57 0,37
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64 153 217
TNF -863 CC 30 0,64 92 0,78
CA 16 0,34 23 0,19
AA 1 0,02 3 0,03

47 118 165
TNF -308 GG 53 0,85 118 0,78
GA 8 0,13 31 0,20
AA 1 0,02 3 0,02

62 152 214
MIF -173 GG 31 0,55 72 0,54
GC 21 0,38 48 0,36
CC 4 0,07 13 0,10

56 133 189
CD14 -159 CcC 22 0,34 61 0,40
CT 32 0,50 65 0,42
TT 10 0,16 27 0,18

64 153 217

Outra forma de mensurar e classificar clinicamente o nivel de enfermidade do
paciente é a estimativa do numero de érgdo e/ou sistemas em disfuncdo que, certamente,
apresenta relacdo com o seu comprometimento clinico. Desta forma, a tabela 4.4 mostra a
distribuicdo dos pacientes de acordo com seu genétipo e o nimero de 6rgdos e/ou sistemas
em disfuncdo, em uma faixa compreendida entre 0 a 6, inclusive. Contudo, a estratificacdo
dos pacientes nessas categorias, definidas por esses dois parametros, dificulta qualquer tipo
de analise comparativa. Sendo assim, todo o universo de pacientes que possuiam registro de
dados para esses dois parametros foram subdivididos em dois grandes grupos baseados no

namero de 6rgdos e/ou sistemas em disfuncdo: de 0 a3 e de 4 a 6.

A partir dessa subdivisdo foram aplicados os modelos de analise baseados em GLM
e LRM, os quais somente encontraram diferencas estatisticamente significativas para o SNP
-863 (p global= 0,037). Estas analises mostraram que o genétipo CA estava aumentado no
grupo de pacientes mais graves, ou seja, aqueles que apresentavam de 4 a 6 Orgdos em
disfungédo p = 0,0138 com OR: 3,7742 (1,3116 — 10,8604) sem correcdo para Sexo; e p =
0,0269 com OR: 1,2097 (1,1484 — 9,7862) com correcdo para sexo. Comportamento
semelhante foi observado para carreadores do alelo -863A frequiéncia mais elevada na faixa

de pacientes mais graves p = 0,0097 com OR: 3,8713 (1,3875 — 10,8013) sem corre¢éo para
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sexo; e p = 0,0198 com OR: 3,4451 (1,2175 — 9,7487) com correcdo para sexo. A
significancia ndo foi encontrada no modelo utilizando LRM p = 0,0627 com OR: 2,9842 e
(0,9439 — 9,4352) sem correcdo para sexo; e p = 0,0973 com OR: 2,6809 (0,8357 — 8,6005)

COm correcao para sexo.
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Tabela 4.4- Distribuicao genotipica dos pacientes de acordo com o niumero de 0rgaos
e/ou sistemas em disfuncao

Numero de 6rgdos em disfuncéo
SNP Genotipo 0-3 Freq | 4-6 Freq Total
LTA +252 GG 37 0,2 3 0,1
GA 77 0,41 15 0,5
AA 73 0,39 12 0,4
Total 187 30 217
TNF -863 CcC 114 0,77 8 0,47
CA 31 0,21 8 0,47
AA 3 0,02 1 0,06
Total 148 17 165
TNF -308 GG 147 0,8 24 0,8
GA 33 0,18 6 0,2
AA 4 0,02 0 0,0
Total 184 30 214
MIF -173 GG 85 0,53 18 0,64
GC 63 0,39 6 0,22
CcC 13 0,08 4 0,14
Total 161 28 188
CD14 -159 CcC 71 0,35 12 0,39
CT 85 0,42 12 0,39
TT 45 0,23 7 0,22
Total 201 31 215

A tabela 4.5 mostra a distribuicdo genotipica dos pacientes de acordo com o desfecho clinico final,
nesse caso, 6bito ou alta. Entretanto, a analise realizada para avaliar a influéncia genética nesse parametro
encontrou sérias limitagdes, visto que seu poder estatistico foi diminuido em funcdo do baixo nimero de
pacientes que evoluiram a 6bito (menos de 10% do total de pacientes acometidos, comparado mais de 30%
descrito na literatura internacional) (Papadakos, 2004; Cohen, 2002). Os resultados obtidos, em sua maioria,
foram ndo significativos. A Unica excecdo foi observada no modelo de GLM comparando-se frequéncias

genotipicas (p global=0,0478, com e sem corre¢do para sexo) geradas pelo SNP MIF -173.

Tabela 4.5- Distribuicdo genotipica dos pacientes de acordo com o desfecho clinico
final evolugdo clinica

desfecho clinico final
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SNP Genotipo Alta Freq Obito Freq Total
LTA +252 GG 34 0,17 6 0,30
GA 86 0,44 5 0,25
AA 75 0,38 9 0,45

195 20 215
TNF -863 CcC 113 0,75 9 0,64
CA 33 0,22 5 0,36
AA 4 0,03 0 0,00

150 14 164
TNF -308 GG 155 0,80 15 0,79
GA 35 0,18 3 0,16
AA 3 0,02 1 0,05

193 19 212
MIF -173 GG 98 0,57 5 0,29
GC 59 0,35 9 0,53
CC 14 0,08 3 0,18

171 17 188
CD14 -159 CC 75 0,38 8 0,42
CT 87 0,44 8 0,42
TT 34 0,17 3 0,16

196 19 215

4.4. Analise da distribuicdo das frequéncias haplotipicas para o locus tnf nas

populacdes estudadas

A tabela 4.6 mostra a estimativa das frequéncias haplotipicas para o locus do TNF,
utilizando os trés (SNP de LTa e TNF combinados) ou os dois SNPs do locus TNF (+252 e
-308), através do pacote estatistico “Haplostats” do software para analises estatisticas “R”,
versdo 2.4.0. Tais estimativas, entretanto, foram realizadas com o maior nimero possivel de
individuos, visto que nem todos os pacientes tiveram seus genotipos determinados para 0s 3
loci do TNF. Sendo assim, para os hapl6tipos com 3 SNPs foram utilizados 162 pacientes e
51 controles (30 oriundos da UPG e 21 da Cirurgia Eletiva); e os hapldtipos com 2 SNPs
utilizaram 212 pacientes e 71 controles (39 oriundos da UPG e 32 da Cirurgia Eletiva). As
frequiéncias mais elevadas foram encontradas para os haplétipos formados pelos alelos mais
frequentes em cada posicdo, estes foram utilizados como base para comparacdo dos
modelos de GLM.
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Tabela 4.6- Estimativa das frequéncias haplotipicas para o locus TNF nas popula¢des

estudadas
Frequéncias Estimadas
SNPs Haplétipos  Totais Controles Gerais Pacientes
308/863/252 AAG 0 0 0,0001
ACA 0,00474 0,02206 NA
ACG 0,10389 0,07101 0,11412
GAA 0,13231 0,14627 0,12672
GAG 0,01269 0,02763 0,00971
GCA 0,46964 0,45635 0,47352
GCG 0,27673 0,27668 0,27593
308/252 AA 0,00457 0,02116 NA
AG 0,10397 0,07191 0,11403
GA 0,6018 0,60267 0,60024
GG 0,28965 0,30427 0,28573

4.4.1. Avaliacao das frequéncias haplotipicas do locus para suscetibilidade a sepse per se

As frequéncias presentes na tabela 4.6 foi utilizada para analises comparativas entre
pacientes e controles totais, com a finalidade de avaliar a associacdo de haplétipos com a
suscetibilidade a sepse per se. Sendo assim, as analises de GLM com e sem corre¢do para
sexo, utilizando as frequéncias haplotipicas estimadas para o grupo de pacientes e de
controles totais ndo demonstraram diferencas estatisticamente significativas (p>0,05). Com
isso, 0s presentes dados sugerem que nenhum dos haplétipos encontrados no presente

estudo para o locus do TNF, esta associado a suscetibilidade ou protecéo a sepse.

5. DISCUSSAO
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5.1. Estrutura das analises estatisticas e a avaliacdo da suscetibilidade a
sepse per se

Um dos principais desafios desta recém-chegada era P6s-Gendmica é desenvolver metodologias que
permitam o melhor entendimento das informacdes genéticas individuais de heranca complexa principalmente
aquelas relacionadas a resposta a processos patogénicos. Segundo Burton e colaboradores (2005) a extensa
informacdo obtida a respeito do genoma humano pode ser utilizada em estudos de epidemiologia genética.
Uma vez que se sabe que duas versdes de um gene potencialmente associado ao desenvolvimento de uma
caracteristica podem estar presentes em um individuo, a procura de uma associac¢ao entre variantes genéticas e
a doenca de interesse ndo sdo fundamentalmente diferentes de uma exploragdo de uma associacdo doenca-
exposicao vista na epidemiologia tradicional (Burton et al., 2005). Os resultados deste trabalho foram obtidos
em um modelo de estudo vastamente utilizado em estudos genéticos de associa¢do. Os estudos de associacao
basearam-se na comparacdo entre as freqiiéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas em determinados loci de

uma populacdo de pacientes e seu grupo controle pareado.

O presente estudo permitiu a observagdo da distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e
haplotipicas (no caso do locus do TNF) de polimorfismos localizados nas posi¢des +252 LTa , -863 e -308 do
gene TNF, -173 do MIF e do -159 do CD14 em uma populagdo brasileira (na area metropolitana do Rio de
Janeiro) de pacientes pediatricos com e sem quadro clinico de sepse; e em controles saudaveis. Além disso,
trata-se de um estudo em Genética Epidemioldgica do tipo caso-controle baseado em populagdes. As
comparacOes entre 0s grupos permitiram a avaliacdo de uma possivel suscetibilidade a sepse per se conferida
por tais SNPs, assim como, a influéncia dos mesmos na heterogeneidade das apresentac@es clinicas da doenca

dentro do grupo de pacientes sépticos.

Em estudos de associagdo para a investigacdo de suscetibilidade a doenca per se dessa natureza, para
cada populacdo de pacientes que se pretende estudar deve-se utilizar uma populagdo controle com perfeito
pareamento de caracteristicas. Neste estudo, o grupo controle foi selecionado a partir de criangas dentro da
mesma faixa etéria e que ndo apresentem quadro clinico de sepse. Entretanto, o nimero amostral em tal grupo
ndo foi o ideal. Além disso, o nimero de meninos no grupo de controles era proporcionalmente maior do que
nos pacientes, principalmente, quando observados os individuos do grupo controle arregimentado no
ambulatorio de cirurgia eletiva. Desta forma, com a finalidade de superar tal deficiéncia, todas as analises
estatisticas presentes neste trabalho foram realizadas com e sem corre¢do para sexo, 0 que trouxe maior

confiabilidade aos resultados.

Para estudos caso-controle que usam controles independentes, as ferramentas analiticas disponiveis
para a epidemiologia classica podem também ser utilizadas em estudos genéticos dessa mesma natureza. Os

modelos de regressao logistica sdo mais apropriados para muitas analises, na tentativa de inferir a associago
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entre gendtipos ou alelos de SNPs com uma determinada doenca (Moraes et al., 2006). Recentemente, um
método que combine os modelos lineares generalizados (GLM) com o algoritmo de estimativas de Maxima
Verossimilhanca (EM) foi proposto (Schaid et al., 2002), no qual um escore estatistico é usado para i) inferir
a associacdo de haplotipos de fase ambigua; ii) fazer um estudo de associacéo, e, iii) incluir co-variaveis no
modelo (Schaid et al., 2002 e Moraes et al., 2006). A utilizacdo de tais modelos diminui a possibilidade de
ocorréncia de analises maltiplas, o que tornaria necessaria a utilizacao de ferramentas de correcdo. Este foi um

importante aspecto para emprega-los no presente trabalho, para SNPs individuais e para haplétipos.

Moraes et al., 2006 sugerem que uma caracteristica chave que deve ser assegurada em estudos
genéticos de associagdo é o calculo de um tamanho de amostra apropriado. O tamanho amostral ndo deve ser
pequeno ao ponto de ndo permitir a execucdo de testes com poder suficiente para detectar uma diferenca
clinica significativa; nem deve ser maior do que o necessario para fornecer o poder adequado para testar o
fendmeno que estd sendo estudado, para evitar o desperdicio de tempo e de recursos. O tamanho de amostra,
no entanto, depende de diversos fatores: o poder desejado, a probabilidade de erro do tipo I, o valor da
diferenca a ser testado e a variagdo da varidvel a ser estudada na populagdo-fonte. Simulagdes em programas
estatisticos adequados ajudam a encontrar um tamanho de amostra apropriado. Grandes tamanhos de amostra
sdo requeridos para detectar diferengas sutis, sugerindo que muitos dos estudos ja realizados na sepse
apresentam baixo poder estatistico (Moraes et al., 2006). Embora ndo tenhamos feito esses calculos a priori,
baseados em dados de literatura, conclui-se que o tamanho amostral presente tanto no grupo de pacientes
guanto no grupo de controles, principalmente, ndo permite que os dados aqui apresentados demonstrem um
poder estatistico alto. Entretanto, calculos ad hoc podem ser feitos com as freqliéncias encontradas para se
definir o poder com os resultados deste trabalho (Stiber et al., 1996; Tang et al., 2000 e Majetsckak et al.,
2002). O reflexo estatistico dessa deficiéncia na amostragem, no presente estudo, pode ser visualizado quando
observados valores significativos, porém borderlines ou quando os intervalos de confianca das ORs obtidas

sdo grandes.

Com vistas & manutencdo de um poder estatistico minimamente satisfatorio, analises utilizando dados
combinados, que tenderiam a diminuir ainda mais o nimero amostral e gerar resultados inconclusivos, ndo
foram realizados. Por exemplo, uma analise multivariada envolvendo alelos em diferentes loci génicos poderia
mostrar melhor o efeito da influéncia conjunta dessas variagdes (que possuem baixa penetrancia) na
suscetibilidade a sepse per se e na expressdo do fenotipo final da doenga. Uma analise comparativa das
freqUéncias estimadas para os haploétipos do TNF dentro de grupo de pacientes com os desfechos clinicos
poderia ser bastante informativo para o entendimento das bases genéticas do hospedeiro na severidade da
sepse. Entretanto, nenhuma delas pode ser realizada porque uma série de genotipagens em pacientes diferentes
ndo funcionou e com isso a combinagdo de dados incompletos diminuiria muito o nimero de amostras

passiveis de serem testadas.
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O numero amostral excessivamente baixo presente em alguns grupos
(principalmente os dois grupos controles separados e o grupo de pacientes que foi a 6bito),
comprometeu as analises que utilizavam tais dados do TNF. Com esta ressalva, no entanto,
0s genoétipos LTA +252 GA e o MIF-173 GC, assim como o alelo -863A, pareceram
proteger contra o desenvolvimento da sepse per se quando comparamos 0 grupo de
pacientes septicos com o de pacientes ndo sépticos oriundos do Ambulatério de Cirurgia
Eletiva- IFF. Entretanto, a sugestdo de uma possivel protecdo ao desenvolvimento da
doenca conferida pelo gendtipo MIF-173 GC deve ser analisada de maneira cautelosa visto
que, esse grupo de controles apresenta numero bastante reduzido de individuos e também
demonstrou desvio em relacdo ao modelo do EHW,; o que pode ser reflexo de desvios

amostrais obtidos aleatoriamente.

Trabalhos da literatura ainda ndo demonstraram associacdo dos SNPs aqui estudados com a
suscetibilidade a sepse per se. Merece destaque um estudo realizado em uma populagéo francesa, utilizando
individuos saudaveis e pacientes com quadro de choque séptico internados em UTI de diversas institui¢des de
salde do pais, que encontrou uma forte associacdo do alelo TNF -308A com suscetibilidade ao choque séptico
e morte, uma vez presente o quadro da doenga (Mira et al., 1999). Da mesma forma, um outro estudo norte-
americano, mais recente, com neonatos de baixo peso submetidos a ventilacdo mecéanica também concluiu que
0 mesmo alelo ndo afeta o desenvolvimento da sepse, mas pode aumentar o risco de morte apds o
estabelecimento da doenga (Hedberg et al., 2004). Esses resultados sdo compativeis com os dados obtidos no
presente trabalho, quando foram comparados pacientes e controles totais que ndo apontaram diferencas
estatisticamente significativas, ou seja, nenhuma das variantes genéticas (gendtipos, alelos e haplotipos) aqui

estudadas parece estar relacionada a suscetibilidade ou protecéo a sepse.

A presenca de associagao baseada na comparacédo de dois grupos deve sempre considerar necessaria a
obediéncia ao modelo do EHW. Este modelo é bastante utilizadofpara caracterizacdo da dindmica dos genes
em estudos de genética de populagdes. Segundo Beiguelman (1994), o que torna possivel explicar o processo
evolutivo dos seres vivos em termos mendelianos é justamente a desobediéncia a este modelo teérico. Apés as
populagbes se beneficiarem de fatores evolutivos (mutacéo, seleco natural, fluxo génico de populages
migrantes e deriva genética), elas buscam um novo equilibrio genético, a fim de manter a estabilidade das
freqiiéncias genotipicas. Em conseqliéncia disso, em grandes populagdes vivendo em um ambiente
relativamente estavel, ndo sujeitas a migragdes intensas, nem apresentando alta taxa de casamentos
consangliineos, é de se prever que, durante um intervalo de tempo relativamente longo, que a maioria das
caracteristicas hereditarias que ndo servem para estimular cruzamentos preferenciais deve estar em EHW, ou
se aproximar dele. As taxas de mutacéo sdo sabidamente muito baixas e a pressdo de selecdo atua, geralmente,

de modo muito lento. Apesar de a lei ser baseada em um modelo teérico, ela descreve suficientemente bem o
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que ocorre com grande ndmero de gendtipos em populagdes reais, pelo menos em um determinado intervalo
de tempo. Evidentemente, quando ndo se consegue demonstrar que uma populacdo estd em EHW, deve-se
investigar as causas desse desvio dentre os fatores evolutivos e o efeito de casamentos preferenciais. Contudo,
no modelo de estudo aqui apresentado, a auséncia da condi¢do de equilibrio deve significar presenca de
desvios amostrais ou falhas ocorridas durante os procedimentos de genotipagem. Além disso, em func¢do da
condicdo de equilibrio em que se encontram as populages, é possivel sugerir a inexisténcia de estratificagéo,
ou mesmo, que este grupo em estudo ndo se encontra incluido em processos seletivos para a fixacdo de
nenhum dos alelos em estudo. Desta forma, é importante a constatacdo da condi¢do de EHW nas populagdes
no momento da analise para descartar os problemas descritos acima, o que pode inviabilizar a aceitacdo de
dados significativos. E o caso dos resultados obtidos no presente trabalho com relagdo ao LTA +252 GA,

MIF-173 GC e o alelo -863A e sua acdo protetora ao desenvolvimento da sepse.

Baseado nessa mesma preocupacdo, Németh e colaboradores (2004) analisaram vérios trabalhos,
publicados entre 1999 e 2003 em uma importante revista de terapia intensiva, quanto a presenca e célculos
corretos para 0 EHW. Estes estudos investigavam a influéncia de diferentes variantes genéticas no
desenvolvimento e na severidade de quadros clinicos freqlientes em unidades de terapia intensiva, a maior
parte deles associada a sepse. Os autores observaram que alguns trabalhos ndo reportavam desvios com
relacdo ao EHW ou apresentavam calculos equivocados. Tal achado mostra que alguns dos dados obtidos em
estudos genéticos na sepse publicados até 0 momento devem ser analisados com ressalvas. Por isso, 0 presente
trabalho também procurou explorar resultados obtidos pela comparacdo de frequéncias de SNPs que nédo

apresentavam desvio quanto ao EHW nas populac@es de estudo.

Outro fator importante que deve ser considerado em estudos dessa natureza € a arregimentagdo do
grupo controle. Para Cardon e Bell (2001), a sele¢do deste grupo € crucial para evitar confundimentos.
Qualquer diferenca sistematica encontrada nas freqiiéncias alélicas entre pacientes e controles pode sugerir
associacdo com doenga, mesmo quando estes somente refletem a histéria evolutiva e migratéria, diferencas
entre géneros, cruzamentos preferenciais e outros processos independentes. Em alguns casos, quando séo
observadas diferencas nas frequéncias alélicas entre pacientes e controles, a evidéncia resultante pode ser
altamente significativa, porém ndo relacionada com a real influéncia do alelo sob investigacdo. Segundo
Cordell & Clayton (2005) uma maneira plausivel de evitar este problema é medir a associagdo em uma
populacdo extremamente miscigenada. Na impossibilidade desse recurso, qualquer estratificacdo e efeitos de
miscigenacdo poderiam ser reduzidos combinando-se (no desenho experimental ou na anélise, ou em ambos)
pela regido geografica e por quaisquer marcadores da origem étnica. Desse modo, as comparacfes podem ser

feitas, considerados certos limites, dentro das subpopula¢des homogéneas.
Entretanto, na populacdo brasileira, as origens étnicas distintas e altamente miscigenadas dificultam
uma estratificacdo baseada em caracteristicas morfologicas (Parra et al., 2003). Estudos anteriores, utilizando

marcadores moleculares no cromossomo Y e no DNA mitocondrial, ja demosntraram a inexisténcia de grupos
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étnicos perfeitamente diferenciaveis, possuindo estes uma natureza trihibrida, com origens amerindias,
européias e africanas (Pena et al., 2000). Desta forma, qualquer estudo referente a populacéo brasileira deve
considerar um alto grau de mesticagem, estando os alelos, em sua maioria, igualmente distribuidos em razéo
da inexisténcia de grupos separados, o que justifica a auséncia de separagdo de grupos étnicos no presente
estudo. Além disso, a distribuicdo em subpopulacdes para a realizacdo de analises de tipo diminuiria ainda

mais o poder estatistico do trabalho.

O desenho e as andlises devem levar em consideracdo a estratificacdo populacional, muitas vezes
criptica, que pode inflacionar os resultados estatisticos. Uma estratégia que pode ser empregada é o uso do
método analitico utilizado para controlar as taxas de falsos positivos que é o controle gendmico (CG). A
utilizacdo de CG ¢é bastante conveniente quando um nimero modesto de genes candidatos é avaliado e loci
suplementares sdo incluidos para controle (Devlin et al., 2004; Mira et al., 2004). Nenhuma forma de
estratificagdo populacional foi utilizada nesse estudo, contudo a utilizacdo de controles genémicos
indubitavelmente contribuiria para a verificacdo de associacbes mais fidedignas. Mais uma vez, 0 ndmero

amostral reduzido dificultou esse tipo de analise.

5.2. A Influéncia das variantes genéticas na severidade da sepse

Outro aspecto importante a ser analisado em estudos de genética epidemiolégica é a influéncia das
varia¢fes pontuais no desenvolvimento do quadro clinico da doenca. Muitos trabalhos em sepse tém
demonstrado que SNPs do hospedeiro podem estar associados a dados evolutivos importantes para o curso da
doenca, como por exemplo: desenvolvimento de quadros mais brandos ou agudos de insuficiéncia respiratoria
(ARDS), tipo de sepse desenvolvida e predisposicdo ao choque séptico, nimero de 6rgdos em disfuncéo e
oObito (Arcaroli et al., 2005).

Os SNPs melhor estudados na sepse sdo aqueles localizados na posicdes +252 e -308 no locus do
TNF. A influéncia destes na atividade transcricional do gene do TNF tem sido sugerida em muitos estudos,
porém os resultados ainda sdo controversos (Stiber et al., 1995; Louis et al., 1998; Kroeger et al., 2000 e
1997; Majetschak et al., 2002; de Jong et al., 2002 e Baseggio et al., 2004). Da mesma forma, estes
polimorfismos tém sido associados ao desenvolvimento de desfechos clinicos na sepse, como risco aumentado
de choque séptico e morte. Contudo, os dados epidemiologicos também sdo contraditorios. Também deve-se
considerar que alguns dos trabalhos que encontraram associacdo significativa apresentavam um tamanho
amostral muito reduzido (Stuber et al., 1995; Mira et al., 1999; Tang et al., 2000; Reid et al., 2002;
Majetcshak et al., 2002; Hedberg et al., 2004).
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Como foi apresentado, a maior parte dos estudos demonstra a importancia de tais polimorfismos no
desenvolvimento de determinados quadros clinicos na sepse. Entretanto, observando os presentes dados foi
possivel afirmar que os SNPs LTA+252 (n= 216) e TNF -308 (n=213) ndo estdo associados ao
desenvolvimento de choque séptico nem de nenhuma forma de sepse em particular (sepse “simples”, sepse
grave além de choque séptico). Da mesma forma, ndo parecem influenciar o desenvolvimento de ARDS (n=
217 para +252 e n= 214 para -308) nem das formas mais graves de DMOS, ou seja, a partir de 4 érgaos em
disfuncdo (n= 217 para +252 e n= 214 para -308). E importante ressaltar, que esses resultados foram

provenientes de populagdes com tamanhos amostrais superiores aos descritos na literatura.

O polimorfismo TNF -863 (C/A) parece exercer uma importante influncia na atividade
transcricional do gene. Skoog e colaboradores (1999) demonstraram, através de analises por EMSA e
constructos com genes repdrteres em células U937, HepG2 e mondcitos humanos, que o fator transcricional
que se liga a regido promotora do TNF compreendida entre os nucleotideos -876 e -845, reduz sua ligagdo em
presenca do alelo -863A. Também menores niveis séricos da citocina foram encontrados em carreadores do
alelo -863A em relagdo ao alelo mais frequente (-863C). Baseado neste achado e considerando que os
pacientes com os quadros mais graves da doenca apresentam niveis mais elevados da citocina, o alelo -863A
deveria estar associado a protecdo ao desenvolvimento de formas mais severas de insuficiéncia respiratoria e
DMOS, o que ndo foi observado no presente estudo. Apesar de sua importancia funcional ter sido observada
em varios trabalhos, nenhum estudo ainda conseguiu demonstrar sua associagdo com a gravidade da sepse

pediatrica.

Foi observado no presente trabalho que existe uma freqiiéncia elevada de possuidores do genétipo -
863 CA no grupo de pacientes com faléncia em um maior nimero de 6rgdos. Esta mesma associacdo
provavelmente ndo foi observada para o genétipo -863 AA porque a freqiiéncia do mesmo no grupo de
pacientes é demasiadamente baixo, o que dificulta as analises estatisticas. De uma maneira geral o alelo -863A
parece estar associado as formas mais graves de sepse. Carreadores desse alelo apresentam duas vezes mais
chances de desenvolver ARDS. Da mesma forma, o conjunto de resultados também sugere fortemente que os
carreadores do alelo -863A possuem um risco trés vezes mais elevado de pertencerem ao grupo de pacientes

gue apresentam um ndmero maior de 6rgdos em disfuncéo.

A frequiéncia relativamente mais elevada do alelo C na populagdo de pacientes menos graves pode
refletir, dentre outros fatores, uma vantagem adaptativa em relacdo a resisténcia imunolégica a infeccbes
modulada pela producéo elevada de TNF. Neste contexto, a hipotese aventada por Netea e colaboradores
(2003) para explicar os prognosticos mais severos apresenta outro ponto de vista. O foco relativo a esta
hip6tese se mantém na producdo de citocinas pro-inflamatorias na resposta imunoldgica da sepse. Para estes
autores, 0s pacientes que possuem maior risco de desenvolvimento de quadros mais severos de sepse e morte
sdo aqueles que possuem uma producédo baixa e/ou insuficiente de citocinas na resposta imuno-inflamatoria

inicial. Esta resposta inicial ndo consegue controlar a proliferagdo dos microrganismos, 0 que provoca uma
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resposta inflamatdria secundaria exacerbada, culminando em efeitos deletérios ao organismo. A partir deste
ponto vista os marcadores moleculares para 0s prognosticos mais graves seriam invertidos, ou seja, o alelo -

863A (baixo produtor) poderia ser de risco.

Contudo, trabalhos mais recentes demonstram que talvez a regulacio da expressdo génica do TNF,
influenciada pelo SNP -863, seja dependente do tipo celular. Estudos mais recentes buscaram elucidar o
mecanismo no qual este SNP participa. Este polimorfismo afeta a afinidade de ligacdo ao gene dos dimeros
que participam do complexo NFkB. Usando ensaios com genes reporteres em adenovirus, Udalova et al.
(2000) encontraram que a variante -863A liga-se ao dimero p50-p50 resultando, na reducéo da expresséo de
genes induziveis por LPS em mondcitos primarios humanos. Esses achados incorporam-se como fortes
evidéncias experimentais de que p50-p50 pode inibir os efeitos transativadores do p50-p65. Ilustram, também,
0 potencial para a modulagdo da expressdo génica do processo inflamatério humano através de sutis alteracdes
de nucleotideos que alteram as afinidades de ligagdo relativas das diferentes apresentagcdes do complexo
NF«B. Este estudo foi realizado em células COS-7 e mostram que a habilidade de ligar p50-p50 reduz o efeito
“enhancer” deste local de ligacdo ao NF«xB. No entanto, Skoog e colaboradores 2006 utilizando células THP-
1 e macréfagos primarios humanos, mostraram que os dois complexos p50-p50 e p50-p65 ligam-se as duas
variantes alélicas (alelos -863 A ou C), enquanto que o alelo -863 A somente permite a ligacdo do complexo
p50-p65.

Como observado, a influéncia funcional deste SNP ainda ndo foi completamente elucidada. Desta
forma, a confirmagdo dos presentes dados significativos deve ainda ser realizada através de diferentes
metodologias. Ensaios funcionais devem ser repetidos, principalmente fazendo a dosagem do TNF em
pacientes sépticos dessa populagdo. Outra forma de confirmagdo dos dados epidemiolégicos é a replicacdo do

estudo utilizando outras amostras dessa mesma populago.

Os presentes dados permitem ainda sugerir que os fatores seletivos que poderiam estar contribuindo
para a alteracdo das freqiiéncias observadas nos marcadores genéticos associados a expressdo do TNF devem
atuar de forma independente para cada uma das posicdes. Isto € incompativel com os achados de Ackerman e
colaboradores (2003), que analisaram véarios polimorfismos no promotor (incluindo -308 e -863) e na regido
codificante do TNF. Revelaram se tratar de um locus haplotipicamente diversificado, onde a presenga de
marcadores (SNPs) estd fracamente associada entre si, apesar da frequéncia diferenciada de determinados

haplétipos, o que se relaciona com os alelos mais freqiientes somente.

O fator de diferenciacdo de macrofagos CD14 fora aventado como um importante candidato para
estudos genéticos na sepse principalmente por ser ligante de LPS e induzir a resposta inflamatoria via NFxB.
Alguns estudos observaram associacdo funcional do SNP CD14 -159 (C/T), assim como, sua influéncia nas

taxas de mortalidade e choque séptico (Baldini et al., 1999 e Gibot et al., 2002). Os resultados aqui
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apresentados para este SNP ndo corroboram estas associa¢cdes, ou seja, nenhum dos gendétipos e das formas
alélicas geradas por esse SNP sugeriam risco aumentado de desenvolvimento de nenhum dos desfechos
clinicos analisados. Vale ressaltar que pode existir um importante viés na literatura com relacdo as publicacdes

dessa area, visto que trabalhos que apresentam resultados com associagdes significativas sdo mais valorizados.

A citocina MIF tem sido apontada como um importante fator participante da fisiopatologia da sepse.
O polimorfismo situado na posicdo -173 (G/C) do gene do MIF parece influenciar a expressdo génica e,
consequentemente, alguns estudos tém observado sua associagdo com o desenvolvimento de doencas
inflamatdrias, principalmente artrite reumatdide (Renner et al., 2005). Entretanto, nenhum trabalho ainda foi

realizado para investigar sua influéncia deste SNP na suscetibilidade e/ou na severidade a sepse.

Embora preliminares, os dados aqui apresentados sugerem que este SNP poderia ser alvo de estudos
genéticos mais aprofundados na sepse, utilizando populagdes diferentes e ensaios funcionais. O presente
estudo ndo observou associacdo entre nenhum dos gendtipos e alelos gerados por este SNP e o
desenvolvimento de choque séptico, nem com alguma forma intermedidria de sepse. Também nédo foi
detectada associa¢do com o desenvolvimento de ARDS e um nimero mais elevado de érgdos em disfuncédo
(entre 4 e 6). Entretanto, foi observada uma diferenca estatisticamente significativa na distribuicdo de
genotipos e carreadores do alelo -173C entre os grupos entre pacientes que evoluiram a 6bito ou alta. Porém,
em funcdo do baixo nimero amostral, o resultado pode ter sido superestimado durante as andlises. Isto é
coerente com a impossibilidade de estimar a OR, que esta contida em um intervalo de confianca que

compreende de 0 ao infinito.

A utilizacdo das metodologias de obtencdo e analise de resultados aqui descritos permitiu que fossem
gerados importantes dados sobre a genética da sepse pediatrica, além de gerar novas perspectivas. A melhor
compreensdo da fisiopatologia da sepse no nivel molecular podera ser melhor elucidada com a investigacdo de
um maior nimero de genes candidatos, como outras citocinas e/ou receptores envolvidos na modulacdo da
resposta imunoldgica da sepse. O conhecimento mais aprofundado do comportamento das variantes genéticas
em pacientes sépticos pode contribuir para elaboracdo de protocolos de tratamentos mais especificos e

eficazes.
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6. CONCLUSOES

- Os resultados aqui apresentados sugerem que 0s SNPs LTA+252, TNF-308, TNF-863, MIF-173 e CD14-

159 ndo estdo associados a suscetibilidade a sepse pediatrica per se nesta populacéo.

- Apesar da necessidade de estudos confirmatorios 0 SNP TNF-863 parece se comportar como um importante

marcador genético para a severidade da sepse pediatrica neste grupo de pacientes.

- Os resultados das analises para 0 SNP MIF -173 sugerem que este deve ser um importante alvo em futuros

estudos genéticos na sepse.

65



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Ackerman H, Usen S, Mott R, Richardson A, Joof FS, Katundu P, Taylor T, Ward R, Molyneux M, Pinder M,
Kwiatkowski DP. Haplotypic analisys of the TNF locus by association efficiency and entropy. Genome
Biology. 2003 4(4): R24.

Ahrens P, Kattner E, Kohler B, Hartel C, Seidenberg J, Segerer H, Genetic Factors in Neonatology Study

Group., et al. Mutations of genes involved in the innate immune system as predictors of sepsis in very low

birth weight infants. Pediatr Res. 2004 Apr;55(4):652-6.

Alcais A, Mira M, Casanova JL, Schurr E, Abel L. .Genetic dissection of immunity in
leprosy. Curr Opin Immunol. 2005 Feb;17(1):44-8.

Arcaroli J, Fessler MB, Abraham E. Genetic polymorphisms and sepsis. Shock. 2005. Oct;24(4):300-
12.

Baldini M, Lohman IC, Halonen M, Erickson RP, Holt PG, Martinez FD. A Polymorphism
in the 5' flanking region of the CD14 gene is associated with circulating soluble CD14
levels and with total serum immunoglobulin E. Am J Respir Cell Mol Biol. 1999
May;20(5):976-83.

Barber RC, Aragaki CC, Rivera-Chavez FA, Purdue GF, Hunt JL, Horton JW. TLR4 and
TNF-alpha polymorphisms are associated with an increased risk for severe sepsis following
burn injury. J Med Genet. 2004 Nov;41(11): 808-13.

Barton A, Lamb R, Symmons D, Silman A, Thomson W, Worthington J, Donn R. Macrophage migration

inhibitory factor (MIF) gene polymorphism is associated with susceptibility to but not severity of

inflammatory polyarthritis. Genes Immun. 2003 Oct; 4(7): 487-91.

Baseggio L, Bartholin L, Chantome A, Charlot C, Rimokht R, Salles G. Allele specific binding to the -308
single nucleotide polymorphism site in the tumor necrosis factor-alpha promoter. Eur J Immunog. 2004; 31:
15-19.

66


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Ahrens+P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Kattner+E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Kohler+B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Hartel+C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Seidenberg+J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Segerer+H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Genetic+Factors+in+Neonatology+Study+Group%22%5BCorporate+Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Genetic+Factors+in+Neonatology+Study+Group%22%5BCorporate+Author%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Pediatr%20Res.');

Bayley J-P, Ottenhoff THM, Verweij CL. Is there a future for TNF promoter polymorphisms? Genes Immun.
2004; 5(5): 315-329.

Bayley JP, Rooij H, van den Elsen PJ, Huizinga TWJ, Verweij CL. Functional anlysis of linker-scan mutants
spanning the -376, -308, -244, and -238 polymorphic sites of the TNF-a, promoter. CYTOKINE. 2001; 14(6):
316- 323.

Beiguelman, B. Dindmica dos Genes Nas Familias e Nas Populacdes. 2 ed. Ribeirdo Preto: Editora da
Sociedade Brasileira de Genética; 1994. 472 pp.

Bone RC, Sprung CL, Sibbald WJ. Definitions for sepsis and organ failure.
Crit Care Med. 1992 Jun;20(6):724-6.

Bozza FA, Gomes RN, Japiassu AM, Soares M, Castro-Faria-Neto HC, Bozza PT, Bozza
MT. Macrophage migration inhibitory factor levels correlate with fatal outcome in sepsis.
Shock. 2004 Oct; 22(4):309-13.

Bozza M, Satoskar AR, Lin G, Lu B, Humbles AA, Gerard C, David JR. Targeted
disruption of migration inhibitory factor gene reveals its critical role in sepsis. J Exp Med.
1999 Jan 18;189(2):341-6.

Brookes AJ. The essence of SNPs. GENE. 1999; 234: 177-186.

Burton PR, Tobin MD, Hopper JL. .Key concepts in genetic epidemiology. Lancet. 2005 Sep 10-16;
366(9489):941-51.

Calandra T, Echtenacher B, Roy DL, Pugin J, Metz CN, Hultner L, Heumann D, Mannel D,
Bucala R, Glauser MP. Protection from septic shock by neutralization of macrophage
migration inhibitory factor. Nat Med. 2000 Feb; 6(2): 164-70

67


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Lancet.');

Calandra T, Froidevaux C, Martin C, Roger T. Macrophage migration inhibitory factor and
host innate immune defenses against bacterial sepsis. J Infect Dis. 2003 Jun 15; 87 Suppl
2: S385-90.

Calandra T, Roger T. Macrophage migration inhibitory factor: a regulator of innate
immunity. Nat Rev Immunol. 2003 Oct; 3(10): 791-800.

Calvano JE, Um JY, Agnese DM, Hahm SJ, Kumar A, Coyle SM, Calvano SE, Lowry SF. Influence of the
TNF-alpha and TNF-beta polymorphisms upon infectious risk and outcome in surgical intensive care patients.
Surg Infect (Larchmt). 2003 Summer; 4(2): 163-9.

Cardon LR, Bell JI. Association study designs for complex diseases. Nat Rev Genet. 2001; 2: 91-99.

Cheung VG, Spielman RS. The genetics of variation in gene expression. Nat Genet. 2002; supp 32: 522-525.

Cohen J. The immunopathogenesis of sepsis. Nature. 2002; 420: 885 - 891.

Cooke GS, Hill AVS. Genetics of susceptibility to human infectious desease. Nat Rev Genet. 2001; 21: 967-
977.

Cordell HJ, Clayton DG. Genetic association studies. Lancet. 2005 Sep 24-30; 366(9491): 1121-31.

De Benedetti F, Meazza C, Vivarelli M, Rossi F, Pistorio A, Lamb R, Lunt M, Thomson W, Ravelli A, Donn
R, Martini A; British Paediatric Rheumatology Study Group. Functional and prognostic relevance of the -173

polymorphism of the macrophage migration inhibitory factor gene in systemic-onset juvenile idiopathic
arthritis. Arthritis Rheum. 2003 May; 48(5): 1398-407.

de Jong BA, Westendorp RG, Bakker AM, Huizinga TW. Polymorphisms in or near
tumour necrosis factor (TNF)-gene do not determine levels of endotoxin-induced TNF
production. Genes Immun. 2002 Feb;3(1):25-9.

de la Fontaine L, Schwarz M, Plischke H, Kleindienst N, Gruber R. Lack of association of
the CD14/C-159T polymorphism with susceptibility and serological activity parameters of
rheumatoid arthritis. Scand J Rheumatol. 2006 Jan-Feb; 35(1): 20-2.

68



Deitch EA. Animal models of sepsis and shock: a review and lessons learned. Shock. 1998
Jan; 9(1): 1-11.

Devlin B, Bacanu SA, Roeder K. Genomic Control to the extreme. Nat Genet. 2004 Nov;

36(11):1129-30.

Donn R, Alourfi Z, De Benedetti F, Meazza C, Zeggini E, Lunt M, Stevens A, Shelley E,
Lamb R, Ollier WE, Thomson W, Ray D; British Paediatric Rheumatology Study Group.
Mutation screening of the macrophage migration inhibitory factor gene: positive association
of a functional polymorphism of macrophage migration inhibitory factor with juvenile
idiopathic arthritis. Arthritis Rheum. 2002 Sep; 46(9): 2402-9.

Donn RP, Shelley E, Ollier WE, Thomson W; British Paediatric Rheumatology Study
Group. A novel 5'-flanking region polymorphism of macrophage migration inhibitory factor
is associated with systemic-onset juvenile idiopathic arthritis. Arthritis Rheum. 2001 Aug;
44(8): 1782-5.

Donnelly SC, Haslett C, Reid PT, Grant IS, Wallace WA, Metz CN, Bruce LJ, Bucala
R.Regulatory role for macrophage migration inhibitory factor in acute respiratory distress
syndrome. Nat Med. 1997 Mar; 3(3): 320-3

Fisher CJ Jr, Agosti JM, Opal SM, Lowry SF, Balk RA, Sadoff JC, Abraham E, Schein
RM, Benjamin E. Treatment of septic shock with the tumor necrosis factor receptor:Fc
fusion protein. The Soluble TNF Receptor Sepsis Study Group. N Engl J Med. 1996 Jun
27; 334(26): 1697-702.

69


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=9466467&query_hl=25&itool=pubmed_docsum

Gibot S, Cariou A, Drouet L, Rossignol M, Ripoll L. Association between a genomic

polymorphism within the CD14 locus and septic shock susceptibility and mortality rate.
Crit Care Med. 2002 May; 30(5): 969-73.

Goldsby RA, Kindt TJ, Osborne BA. Kuby Imunologia. 4 ed. Rio de Janeiro: Livraria e Editora Revinter,
2002. xxvii + 662 pp.

Hedberg CL, Adcock K, Martin J, Loggins J, Kruger TE, Baier RJ. Tumor necrosis factoro. -308
polymorphism associated with increased sepsis mortality in ventilated very low birth weight infants. Pediatr

Infect Dis. 2004 J; 23: 424-428.
Heesen M, Bloemeke B, Schade U, Obertacke U, Majetschak M. The -260 C-->T promoter

polymorphism of the lipopolysaccharide receptor CD14 and severe sepsis in trauma
patients. Intensive Care Med. 2002 Aug; 28(8): 1161-3.

Heesen M, Kunz D, Bachmann-Mennenga B, Merk HF, Bloemeke B. Linkage disequilibrium between tumor
necrosis factor (TNF)-alpha-308 G/A promoter and TNF-beta Ncol polymorphisms: Association with TNF-
alpha response of granulocytes to endotoxin stimulation. Crit Care Med. 2003 Jan; 31(1): 211-4.

Heumann D. & Roger T. Initial responses to endotoxins and Gram-negative bacteria. Clin Chim Acta. 2002;
323(1-2): 59-72.

Hill AVS. Immunogenetics and genomics. Lancet. 2001; 357: 2037- 2041.

Hotchkiss RS, Karl IE.The pathophysiology and treatment of sepsis. N Engl J Med. 2003
Jan 9; 348(2): 138-50.

Hotchkiss RS, Nicholson DW. Apoptosis and caspases regulate death and inflammation in sepsis. Nat Rev
Immunol. 2006 Nov; 6(11): 813-22.

Kabesch M, Hasemann K, Schickinger V, Tzotcheva |, Bohnert A, Carr D, Baldini M,
Hackstein H, Leupold W, Weiland SK, Martinez FD, Mutius E, Bein G. A promoter
polymorphism in the CD14 gene is associated with elevated levels of soluble CD14 but not
with IgE or atopic diseases. Allergy. 2004 May; 59(5): 520-5.

70


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=12006789&query_hl=38&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=12185442&query_hl=39&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=17039247&query_hl=23&itool=pubmed_docsum

Knight JC. Functional implications of genetic variation in non-coding DNA for disease susceptibility and gene
regulation. Clinical Science. 2003; 104: 493- 501.

Kroeger KM, Carville KS, Abraham LJ. The -308 tumor necrosis factor-o. promoter polymorphism effects
transcription. Mol Immun.1997; 34(5): 391-399.

Kroeger KM, Steer JH, Joyce DA, Abraham LJ. Effects of stimulus and cell type on the expression of the -
308 tumor necrosis factor promoter polymorphism. CYTOKINE. 2000; 12(2): 110-119.

Lacroix J, Cotting J; for the Pediatric Acute Lung Injury and Sepsis Investigators (PALISI)
Network.Severity of illness and organ dysfunction scoring in children. Pediatr Crit Care
Med. 2005 May; 6(3 Suppl): S126-34.

Lander ES, Linton LM, Birren B, Nusbaum C, Zody MC, Baldwin J, International Human Genome
Sequencing Consortium., et al. . Initial sequencing and analysis of the human genome. Nature. 2001 Feb 15;
409(6822): 860-921.

Lee JD, Kato K, Tobias PS, Kirkland TN, Ulevitch RJ. Transfection of CD14 into 70Z/3 cells dramatically

enhances the sensitivity to complexes of lipopolysaccharide (LPS) and LPS binding protein. J Exp Med.
1992 Jun 1; 175(6): 1697-705.

LeVan, T. D.; Bloom, J. W.; Bailey, T. J.; Karp, C. L.; Halonen, M.; Martinez, F. D.; Vercelli, D. A common
single nucleotide polymorphism in the CD14 promoter decreases the affinity of Sp protein binding and

enhances transcriptional activity. J. Immun. 2001; 167: 5838-5844.

Liang XH, Cheung W, Heng CK, Liu JJ, Li CW, Lim B, Wang de Y. CD14 promoter polymorphisms have no
functional significance and are not associated with atopic phenotypes. Pharmacogenet Genomics.

2006 Apr; 16(4): 229-36.

Louis E, Franchimont D, Piron A, Gevaert Y, Schaaf-Lafontaine N, Roland S, Mahieu P, Malaise M, De
Groote D, Loius R, Belaiche J. Tumor necrosis factor (TNF) gene polymorphism influences TNF-o
production in lipopolysaccharide (LPS)-stimulated whole blood cell culture in healthy humans. Clin Exp
Immunol.1998; 113: 401-406.

71



Majetschak M, Obertacke U, Schade FU, Bardenheuer M, VVoggenreiter G, Bloemeke B,
Heesen M. Tumor necrosis factor gene polymorphisms, leukocyte function, and sepsis
susceptibility in blunt trauma patients. Clin Diagn Lab Immunol. 2002 Nov; 9(6): 1205-
11.

Martin TR. MIF mediation of sepsis. Nat Med. 2000 Feb; 6(2): 140-1.

Mira JP, Cariou A, Grall F, Delclaux C, Losser MR, Heshmati F, Cheval C, Monchi M, Teboul JL, Riché F,
Leleu G, Arbibe L, Mignon A, Delpech M, Dhainaut JF. Association of TNF2, a TNF- o promoter
polymorphism, with Septic Shock susceptibility and mortality. JAMA. 1999; 282(6): 561-568.

Mira MT, Alcais A, VanThuc N, Moraes MO, Di Flumeri C, Thai VH, Phuong MC, Huong
NT, Ba NN, Khoa PX, Sarno EN, Alter A, Monpetit A, Moraes ME, Moraes JR, Doré C,
Gallant CJ, Lepage P, Verner A, Van de Vosse E, Hudson TJ, Abel L, Schurr E.
Susceptibility to leprosy is associated with PARK2 e PACRG. Nature. 2004; 427(6975):
636-640.

Moraes MO, Cardoso CC, Vanderborght PR, Pacheco AG. Genetics of host response in leprosy. Lepr Rev.
2006 Sep; 77(3): 189-202.

Moraes MO, Pacheco AG, Schonkeren JJ, Vanderborght PR, Nery JA, Santos AR, Moraes
ME, Moraes JR, Ottenhoff TH, Sampaio EP, Huizinga TW, Sarno EN. Interleukin-10
promoter single-nucleotide polymorphisms as markers for disease susceptibility and disease

severity in leprosy. Genes Immun. 2004 Nov; 5(7): 592-5.

Moraes, M. O. Biologia Molecular na Pratica Médica e Bioldgica. 1. ed. Rio de Janeiro:

Nucleo de producao Editorial Aquarius NADC Fundacao Bio-Rio, 2003. v. 1. 150 p.

72



Németh E, Vasarhelyi B, Gyorffy B, Kocsis I. Unreported deviations of genotype distributions from Hardy-
Weinberg equilibrium in articles published in Critical Care Medicine between 1999 and 2003. Crit Care

Med. 2004 Jun; 32(6): 1431-3.

Netea MG, van der Mer JWM, van Deuren M, Kullberg, BJ. Proinflamatory cytokines and sepsis sindrome:

not enough, or too much of a good thing? Trend Immun. 2003; 24 (5): 254-258.

Nohara H, Okayama N, Inoue N, Koike Y, Fujimura K, Suehiro Y, Hamanaka Y, Higaki S, Yanai H, Yoshida
T, Hibi T, Okita K, Hinoda Y. Association of the -173 G/C polymorphism of the macrophage migration

inhibitory factor gene with ulcerative colitis. J Gastroenterol. 2004; 39(3): 242-6

Papadakos PJ, Haitsma JJ. The tomb markers of the ICU. CHEST. 2004; 125(6): 1980-1982.

Paralkar V, Wistow G. Cloning the human gene for macrophage migration inhibitory factor
(MIF). Genomics. 1994 Jan 1; 19(1): 48-51.

Parra FC, Amado RC, Lambertucci JR, Rocha J, Antunes CM, Pena SD. Color and ancestry in Brazilians.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2003; 100(1): 177-82.

Pena SD. Homo brasilis.1 ed. Riberdo Preto, S&o Paulo: Funpec Editora. 2002. 192 pp.

Primose, S. B. Principios de andlise do genoma: um guia para mapeamento e
sequenciamento de DNA de diferentes organismos. 2. ed. Ribeirdo Preto, SP: Funpec
Editora. 2003. v. 1. 193 pp.

Quirico-Santos, T. ; Kubelka, C. ; Cruz, A. M. ; Lannes-Vieira, J. ; Moraes, M. O. .
Tropical infectious diseases. In: Koen Vandenbroeck. (Org.). Cytokine Gene
Polymorphisms in Multifactorial Conditions. 1 ed. Boca Raton: CRC LLC Press, 2006,
V. 28, p. 413-429.

Rauchschwalbe SK, Maseizik T, Mittelkotter U, Schluter B, Patzig C, Thiede A, Reith HB. Effect of the LT-

alpha (+250 G/A) polymorphism on markers of inflammation and clinical outcome in critically ill patients. J

Trauma. 2004 Apr; 56(4): 815-22

73


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Gastroenterol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Rauchschwalbe+SK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Maseizik+T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Mittelkotter+U%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Schluter+B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Patzig+C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Thiede+A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Reith+HB%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Trauma.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Trauma.');

Reid CL, Perrey C, Pravica V, Hutchinson IV, Campbell IT. Genetic variation in
proinflammatory and anti-inflammatory cytokine production in multiple organ dysfunction
syndrome. Crit Care Med. 2002 Oct; 30(10): 2216-21.

Renner P, Roger T, Calandra T. Macrophage migration inhibitory factor: gene polymorphisms and

susceptibility to inflammatory diseases. Clin Infect Dis. 2005 Nov 15; 41 Suppl 7: S513-9.

Rothstein JL, Schreiber H. Relationship of tumour necrosis factor and endotoxin to

macrophage cytotoxicity, haemorrhagic necrosis and lethal shock. Ciba Found Symp.
1987; 131: 124-39.

Rothstein JL, Schreiber H. Synergy between tumor necrosis factor and bacterial products

causes hemorrhagic necrosis and lethal shock in normal mice. Proc Natl Acad Sci U S A.
1988 Jan; 85(2): 607-11.

Santos AR, Suffys PN, Vanderborght PR, Moraes MO, Vieira LM, Cabello PH, Bakker AM, Matos HJ,
Huizinga TW, Ottenhoff TH, Sampaio EP, Sarno EN. Role of tumor necrosis factor-alpha and interleukin-10

promoter gene polymorphisms in leprosy. J Infect Dis. 2002 Dec 1; 186(11): 1687-91.

Schaid DJ, Rowland CM, Tines DE, Jacobson RM & Poland GA. Score tests for association between traits

and haplotypes when linkage phase is ambiguous. Am J Hum Genet. 2002; 70: 425-434.

Schumann RR. Function of lipopolysaccharide (LPS)-binding protein (LBP) and CD14, the receptor for
LPS/LBP complexes: a short review. Res Immunol. 1992 Jan; 143(1): 11-5.

Segal S, Hill AVS 2003. Genetic susceptibility to infectious desease. Trends Microbiol. 2003 Sep; 11(9):
445-8.

Skoog T, Hamsten A, Eriksson P. Allele-specific chromatin remodeling of the tumor
necrosis factor-alpha promoter. Biochem Biophys Res Commun. 2006 Dec 22; 351(3):
777-83.

74


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=3330008&query_hl=47&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=3422444&query_hl=47&itool=pubmed_docsum

Skoog T, Hooft FMV, Kallin B, Jovinge S, Boquist S, Nilsson J, Eriksson P, Hamsten A. A common
functional polymorphism (C-->A substitution at position -863) in the promoter region of the tumour necrosis
factor-alpha (TNF-alpha) gene associated with reduced circulating levels of TNF-alpha. Hum Mol Gen.
1999; 8(8): 1443-1449.

Sole-Cava, A. M. Biodiversidade Molecular e genética da conservacdo. In: Matioli, S.R..

(Org.). Biologia Molecular e Evolucéo. Séo Paulo: Holos, 2001, v. , p. 171-192.

Sorensen TI, Nielsen GG, Andersen PK, Teasdale TW.Genetic and environmental
influences on premature death in adult adoptees. N Engl J Med. 1988 Mar 24; 318(12):
727-32.

Stracham T & Read AP. Human Molecular Genetics. 3 ed. Editora Garland Science. 2003. New York,
674pp.

Stlber F, Petersen M, Bokelmann F, Schade U.A genomic polymorphism within the tumor
necrosis factor locus influences plasma tumor necrosis factor-alpha concentrations and

outcome of patients with severe sepsis. Crit Care Med. 1996 Mar; 24(3):381-4.

Stlber F, Udalova IA, Book M, Drutskaya LN, Kuprash DV, Turetskaya RL, Schade FU,
Nedospasov SA. -308 tumor necrosis factor (TNF) polymorphism is not associated with
survival in severe sepsis and is unrelated to lipopolysaccharide inducibility of the human
TNF promoter. J Inflamm. 1995-1996; 46(1): 42-50.

Sutherland AM, Walley KR, Russell JA. Polymorphisms in CD14, mannose-binding lectin,
and Toll-like receptor-2 are associated with increased prevalence of infection in critically ill
adults. Crit Care Med. 2005 Mar; 33(3): 638-44.

Tang GJ, Huang SL, Yien HW, Chen WS, Chi CW, Wu CW, Lui WY, Chiu JH, Lee TY. Tumor necrosis
factor gene polymorphism and septic shock in surgical infection. Crit Care Med. 2000; 28(8): 2733-6.

75


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=3347221&query_hl=20&itool=pubmed_docsum

Terwilliger JD and Ott J. Linkage disequilibrium between alleles at marker loci In;: Handbook of human

genetics linkage. The John Hopkins University Press Baltimore and London. 1994, pp 188-193.

Tracey KJ, Cerami A. Metabolic responses to cachectin/TNF: A brief review. Ann N Y
Acad Sci. 1990; 587: 325-31.

Udalova IA, Richardson A, Denys A, Smith C, Ackerman H, Foxwell B, Kwiatkowski D.
Functional consequences of a polymorphism affecting NF-kappaB p50-p50 binding to the
TNF promoter region. Mol Cell Biol. 2000 Dec; 20(24): 9113-9.

Ulevitch RJ, Tobias PS. Receptor-dependent mechanisms of cell stimulation by bacterial endotoxin. Annu
Rev Immunol. 1995; 13: 437-57.

Weiss KM & Clark AG. Linkage disequilibrium and the mapping of complex human traits. Trends Genet.
2002 Jan; 18(1): 19-24.

Westendorp RGJ, Langermans JAM, Huizinga TW, Elouali AH, Verweij CL, Boomsma DI, Vandenbrouke
JP. Genetic influence on cytokine production and fatal meningococcal disease. Lancet. 1997 Jan 18;
349(9046): 170-3.

Wheeler DS, Wong HR. The impact of molecular biology on the practice of pediatric
critical care medicine. Pediatr Crit Care Med. 2001 Oct; 2(4): 299-310.

Wilson AG, di Giovine FS, Duff GW. Genetics of tumour necrosis factor-alpha in

autoimmune, infectious, and neoplastic diseases. J Inflamm. 1995; 45(1): 1-12.

Ye S, Dhillon S, Ke X, Collins AR, Day INM. An efficient procedure for genotyping single nucleotide
polymorphisms. Nucleic Acids Res. 2001 Sep 1; 29(17): E88-8.

Zeni F, Freeman B, Natanson C. Anti-inflammatory therapies to treat sepsis and septic shock: a reassessment.
Crit Care Med. 1997 Jul; 25(7): 1095-100.

76


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=2193578&query_hl=46&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Zeni+F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Freeman+B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Natanson+C%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Crit%20Care%20Med.');

Zhang DL, Zheng HM, Yu BJ, Jiang ZW, Li JS.Association of polymorphisms of IL and
CD14 genes with acute severe pancreatitis and septic shock. World J Gastroenterol. 2005
Jul 28; 11(28): 4409-13.

77



