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1.INTRODUCAO:

O conhecimento das bases genéticas de uma doenca, isto €, de sua origem
molecular, permite o melhor entendimento de como a informacéo herdada expressa
ou modula o desenvolvimento de uma enfermidade. As diferentes variantes génicas
herdadas, poderao interferir na suscetibilidade de cada individuo a determinadas
fragilidades biolégicas e poderdo predispbé-lo a maiores riscos nos quadros de
doengas multifatoriais (1-3). O estudo da associagao entre a heranga de variantes
génicas polimérficas e o estado de saude de um paciente permitira identificarem-se
quais sado as caracteristicas genéticas marcadoras, que poderao ser usadas como
indicadores no progndstico, na prevencdo e no tratamento das doencas (4).
Pacientes internados em Unidades de Terapia Intensivas (UTIs) sdo individuos em
estado de saude altamente debilitado. Quanto mais constante e completa for a
monitorizagdo deste individuo, melhor sera realizada a intervengédo, o que podera
possibilitar um desfecho mais favoravel. At¢ o momento, dados bioquimicos,
fisioldgicos e clinicos tém sido Uteis para a definicdo do estado de déficit de saude
do paciente e na monitorizacdo da sua resposta ao tratamento estabelecido na
busca da sua recuperacdo (5). Nés sugerimos que a inclusdo de dados referentes
as caracteristicas genéticas poderao incrementar ainda mais a boa repercusséo do
tratamento e do acompanhamento aos pacientes em estados patoldgicos graves.
Assim, neste trabalho, além dos dados convencionais, ndés analisamos as
caracteristicas genéticas de pacientes internados em UTI com o objetivo de
identificar o quanto a heranga genética pode interferir na resposta terapéutica e no
desfecho clinico final de cada individuo.

O genoma humano apresenta cerca de 30 mil genes, codificadores de mais
de 100 mil proteinas, nos quais ja foram detectadas mais de 50 mil variagdes
polimérficas, as quais podem provocar alteragdes estruturais ou regulatdrias nas
diversas fungdes metabdlicas do organismo envolvendo, portanto, modificagdes
fenotipicas (6-10). Num quadro patolégico complexo, como é o caso de um
paciente internado em UTI, centenas de genes estardo envolvidos na modulagao
fisioldgica que podera intervir diretamente na capacidade de recuperagdo do
individuo. Desta forma, é fundamental conceber que, somente apds estudos
populacionais em larga escala, com grande numero de individuos de diferentes
populagbes avaliados, sera possivel concluir se, de fato, ha associacdo entre a

heranca de certos genes ou marcadores genéticos e um fendtipo e, ainda que uma



associacao significativa seja evidenciada, dever-se-a considerar as variabilidades
individuais de cada paciente antes de submeté-lo a intervencgdes (10).

Entre todos estes genes, aqueles que interferem em multiplos sistemas e
6rgaos serao, certamente, os mais decisivos. Entre todo este grupo importante de
caracteristicas genéticas a serem investigadas, nos selecionamos duas, por se
tratarem de genes que tém tido sua dindmica populacional estudada em diferentes
grupos humanos e por codificarem para proteinas com agbes na resposta
inflamatéria e na homeostase vascular. Assim, iniciamos o estudo genético em
pacientes internados em UTI, investigando variantes polimérficas dos genes que
codificam para: (I) o gene CD14, como um suposto marcador genético para ser
usado como indicador no prognéstico, na prevencao e no tratamento das doencgas
infecciosas e (ll) enzima conversora da angiotensina (ECA), a qual tem um papel
chave, dado que sua expressdo tem ampla repercussao sistémica, modulando a
funcdo vascular e atuando diretamente no contexto geral da recuperagdo do

paciente.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Caracterizagdo dos pacientes de UTI

O paciente internado em uma unidade de terapia intensiva (UTI) é
caracterizado por apresentar um quadro patolégico complexo decorrente de
fragilidades fisioldgicas graves. Em decorréncia deste quadro, a taxa de
mortalidade de pacientes de UTls fica entre 30 a 50% (1). Enquanto a mortalidade
continua sendo um importante desfecho para estudos clinicos, a morbidade
também tem sido levada em conta por varias razdes. Primeiro, em uma populagao
de UTI heterogénea torna-se dificil demonstrar que uma nova intervengdo tem um
significante impacto na mortalidade. Segundo, uma faléncia organica pode
prolongar a estada em um leito de UTI, envolvendo um aumento no uso de
recursos, por isso € tdo importante o entendimento das morbidades para o custo-
beneficio em uma analise de intervencdes terapéuticas. Terceiro, a habilidade para
quantificar uma situacéo clinica complexa usando escores € outros mecanismos
podem facilitar a comunicagao e apreciagcdo dos processos envolvidos. Quarto, o
melhor conhecimento da morbidade pode ajudar na identificacdo de diferentes
padroes de disfuncdo ou faléncia organica e entdo melhorar o conhecimento dos
processos destas doencgas (2).

Durante os ultimos 20 anos, os modelos de predicdes de risco em UTI mais
usados sdo os escores Acute Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE
[I), Multiple Organ Dysfunction Failure (MODS) e o Sequential Organ Failure
Assessment (SOFA). O APACHE Il é um indice que visa inicialmente a predi¢cao de
mortalidade e € mais comumente usado em terapia intensiva utilizando uma escala
de pontuagido com 12 variaveis fisioldgicas associadas a idade e comorbidades do
individuo. O escore final do APACHE Il considera os valores mais elevados
detectados nas primeiras 24 horas de internacdo na UTI e é utilizado na
categorizacdo do paciente dentro da relagdo internacional de codificagcao
diagnostica admissional, a qual inclui 34 diagndsticos para estimar a probabilidade
de morte (3); o MODS e SOFA sao indices que medem morbidade através do
estado de saude diario do paciente como instrumento formal que reflete as
alteragdes fisioldégicas independentemente da terapia. A obtencdo destes dois
ultimos escores considera diariamente a condicdo de seis sistemas organicos
(respiratério, renal, hepatico, cardiovascular, hematolégico e neurolégico)
quantificado na escala de zero a quatro, utilizando-se o valor que reflita o pior
estado de disfuncdo organica nas 24 horas. O valor zero representa a funcéo

normal, mortalidade na UTI<5% e o valor 4 representa disfungdo associada a



mortalidade na UTI=50% (3), além disto o indice SOFA prevé eventos hospitalares,
tempo de permanéncia hospitalar e custos (2,3). Constantes inovagdes nesses
instrumentos poderdo ajusta-los para grupos mais especificos de pacientes tais
como pacientes mais velhos ou com predisposi¢cdes genéticas conhecidas, a fim de
oferecer aos intensivistas maior qualidade no poder de predigao.

Além destes indices citados acima, tem-se investigado, também, técnicas
moleculares e celulares para serem usadas como uma ferramenta no melhor
entendimento de muitas doengas graves as quais levam um paciente a entrar em
uma UTI (4). Esta identificacdo do perfil genético podera afetar de maneira muito
particular a analise do risco individual de cada paciente dado que a heranga
genética pode predispd-lo a um desfecho positivo ou negativo.

O entendimento dos mecanismos moleculares e genéticos de uma disfuncao
organica pode elucidar como a mesma € expressa ou modulada pela heranca
genetica (5,6) e como tal informagéo podera ser usada em testes progndsticos (7).
O genoma humano apresenta cerca de 30 mil genes, codificadores de mais de 100
mil proteinas, nos quais ja foram detectadas milhdes de variagdes polimorficas,
cujas alteragdes estruturais ou regulatérias podem alterar diversas fungdes
metabdlicas do organismo envolvendo, portanto, modificacbes fenotipicas (8-12).
Por esse motivo as disfungbes organicas sdao acompanhadas pela expressao de
centenas de genes 0s quais estdo diretamente envolvidos na capacidade de
recuperagdao do individuo (13) e tem tido um significante desenvolvimento,

validagao e refinamento.

2.2 Sepse

Sob o nome de toxinas bacterianas compreendem-se dois grupos de
substancias: exotoxinas e endotoxinas. As alteragdes hemodindmicas que ocorrem
durante o curso clinico do choque séptico se devem as endotoxinas liberadas das
paredes celulares das bactérias gram-negativas e as exotoxinas produzidas pelas
bactérias gram-positivas que causam dano tecidual.

Nas bactérias gram-negativas, a endotoxina lipopolissacarideo (LPS) parece
ser fator crucial na patogenicidade do choque séptico. Sao partes integrantes da
parede celular microbiana e composta de uma porcéo lipidica (lipidio A) inserida na
parede celular, um nucleo polissacarideo evolutivamente conservado e o
polissacarideo O, altamente variavel e responsavel pela diversidade destas
moléculas. As endotoxinas sao normalmente liberadas quando as células do

sistema imunoldgico do paciente infectado matam as bactérias, desencadeando a
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cascata dos mediadores inflamatdrios: fator de necrose tumoral o (TNFa),
interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8) e interleucina 10 (IL-10). Estes mediadores
aumentam a permeabilidade capilar e provocam vasodilatagdo, resultando em
disturbios da microcirculagdo em muitos 6rgaos (14).

Na circulagdo, a endotoxina ativa o centro termorregulador e o processo de
coagulacéo, atraindo leucdcitos para o local da inflamagao acarretando na queda
do tébnus esfincteriano da microcirculacdo e dilatacdo de capilares e vénulas.
Ocorre, entdo, o aporte insuficiente de oxigénio para os tecidos acarretando o
predominio da glicdlise anaerdbica nos tecidos, com o aumento do acido latico e
dano celular. O fluxo sanguineo deficiente nos tecidos impede a retirada normal do
diéxido de carbono, que reage localmente nas células com a agua, formando
concentragdes intracelulares muito elevadas de acido carbonico (15).

As LPSs estimulam uma gama extraordinaria de respostas do hospedeiro.
Os efeitos clinicos mais importantes sao febre e colapso vascular ou choque. A
febre pode beneficiar o hospedeiro ou o parasita, ou ambos, e atualmente
considera-se que a febre & decorrente da agao da interleucina 1 (IL 1) e do TNFa
no hipotalamo, ambos produzidos por macréfagos em resposta aos LPSs.

A inflamacao é a reagao local dos tecidos a agressao, como, por exemplo, a
bacteremia, ocorrendo como resposta inespecifica que se caracteriza por uma série
de alteragdes que tendem a minimizar ou mesmo neutralizar os efeitos da
agressao. As inflamagbes agudas se caracterizam pelo predominio de fendmenos
exsudativos decorrentes de alteragdes na permeabilidade vascular permitindo o
acumulo de liquido (edema), de fibrina, de leucdcitos e de hemacias na regido
inflamada. Nas inflamagdes crénicas, além destes elementos ocorre localmente a
proliferacao de vasos, fibroblastos, como também migracao e proliferagao local de
mondcitos e linfécitos.

A primeira alteragdo que se observa é uma fugaz vasoconstricdo arterial
local, que logo é seguida por uma dilatagéo ativa e intensa das arteriolas, capilares
e veias circundantes. Na inflamagao ocorre um aumento da permeabilidade capilar;
como consequéncia da agcdo de substdncias farmacologicamente ativas que se
formam no local. Em certos tipos de inflamacgao, os préprios agentes endotdxicos
sdo capazes de lesar os vasos, permitindo que grandes quantidades de fluido,
macromoléculas e células acumulem-se no intersticio. Como consequéncia do
aumento da permeabilidade vascular, ocorre aumento da concentragdo dos
elementos figurados do sangue aumentando a viscosidade sangilinea. Estes
eventos provocam uma progressiva queda da velocidade da circulagdo e a area

inflamada passa a ser mal oxigenada.
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O controle da intensidade da resposta inflamatdria, assim como seu
desencadeamento, é realizado pelos mediadores inflamatoérios. A vasodilatagao e o
aumento da permeabilidade vascular sdo mediados pela histamina, serotonina,
TNF-a, 6xido nitrico (ON) e IL-1 (15)

A sepse € uma sindrome clinica secundaria a invasdo da corrente
sanguinea. Os fatores fisiopatolégicos a ela relacionados incluem, principalmente, o
local da infecgdo, sendo os sistemas da coagulagao, fibrinolitico e inflamatério, os
determinantes de sua evolugao.

Os principais sinais da sepse sdo as alteragdes de temperatura, a
taquicardia, a hiperventilacdo e as alteragdes no leucograma. A febre é o sinal mais
caracteristico, mas em cerca de 10% dos casos a hipotermia pode estar presente e
indica um mau prognéstico. Em relagcdo aos testes inflamatérios, nota-se que a
proteina C-reativa esta tdo elevada durante a sepse como em outros quadros
inflamatérios. Pode desenvolver-se tardiamente ou estar reduzida em casos de
funcao hepatica alterada. As taxas circulantes de citoquinas como TNFa, IL-6, IL-8
e IL-10, estdo correlacionadas com a gravidade do choque séptico, mas sua
contribuicdo ao diagnéstico individual do choque séptico nao esta estabelecida (16).

Os pacientes que desenvolvem quadros mais graves de sepse manifestam
evidéncia de hipotensao, acidose latica e alteragao da fungao de diferentes érgaos.
Os seis sistemas mais frequentemente acometidos s&o: (I) cardiovascular com
hipotensao, depressado miocardica, hiperlactatemia; (Il) respiratério, com hipoxemia,
lesdo pulmonar aguda, Sindrome da Districdo Respiratéria Aguda; (lll) renal com
insuficiéncia renal aguda, oliguria; (IV) hepatico com hiperbilirrubinemia; (V)
coagulacdo com trombocitopenia, coagulagdo intravascular disseminada e (VI)
sistema nervoso central com confusao, estupor e coma (14,15).

Portanto, o diagndstico de choque séptico pode ser orientado pela
apresentacao hemodindmica de choque com débito cardiaco elevado e resisténcias
vasculares diminuidas e apoiado pela presencga simultdnea de sinais de sepse (15-
17)

2.3 Molécula CD14

O CD14 ¢é uma glicoproteina de 53-55 kDa ancorada a superficie de muitos
tipos celulares, tais como mondcitos, macréfagos e neutréfilos, e funciona como um
receptor de uma ampla gama de microorganismos que atua reconhecendo
diferentes estruturas de lipopolissacarideos (LPS), peptideoglicanos e acido

lipotéico. O CD14 é uma proteina glycosylphosphatidylinositol encontrada de duas



12

formas: mCD14, a qual esta intrinseca na membrana plasmatica de macroéfagos,
mondcitos e neutrdfilos, e sCD14 quando na sua forma soluvel (18). Em ambas
formas, a agcdo do CD14 esta envolvida com a sinalizagdo imunolégica inata a
infeccao microbiana (19,20). LPSs presentes no plasma ligam-se a receptores HDL
(high density lipoprotein) e s&o reconhecidas por LBPs (LPS binding protein) as
quais transferem as LPSs do HDL para o mCD14 bem como para sCD14 sérico. A
sinalizagdo imunolégica é entdo promovida pelo complexo LBP-LPS-CD14. A
ligacao LBP-LPS ao mCD14 resulta na produgao de citoquinas inflamatdrias tais
como TNFa, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 ou radicais de oxigénio, como NO e fator
tecidual, bem como citoquinas anti-inflamatérias como IL-10 e TGFp por parte dos
macrofagos, mondécitos ou neutréfilos. A ligacdo LBP-LPS ao sCD14 resulta na
ativacao de tipos celulares que nao expressam CD14 na superficie, como células
endoteliais e epiteliais cujas membranas sdo desprovidas do CD14 intrinseco (21-
23), a liberagdo dos mesmos mediadores (18,24). O sCD14 pode neutralizar o
possivel efeito toxico da resposta imunolégica desencadeada pela liberagcao de
mediadores inibindo a ligagdo das LPSs ao mCD14 ou devolvendo LPSs ao HDL
(18). Ainda que a completa fungao biolégica do CD14 permanecga desconhecida, o
aumento da concentracdo sérica do sCD14 tem sido considerado um bom
marcador prognostico de mortalidade em pacientes com sepse decorrente de
infeccdes por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (25,26).

O gene humano que codifica para CD14 esta localizado no locus 5q23-q31
ocupando cerca de 1500pb organizados em dois exons que codificam para uma
proteina de 375 residuos aminoacidicos [AF097942 (27); X06882 (28)]. Na
sequéncia promotora do gene foram identificadas quatro regides que interagem
com proteinas nucleares especificas de mondcitos e trés diferentes regides nas
quais se liga o fator de transcricdo Sp1 (29). Mutagdes que alterem a seqiiéncia de
reconhecimento para Sp1 diminuem a atividade promotora do gene demonstrando
um papel critico regulador de sua expressao (29). Em um segmento de 460pb &'
flanqueante ao éxon 1 [U00699 (29,30)] foi detectado um single nucleotide
polymorphism (SNP) de transicao de uma citosina para uma timina na posi¢ao -159,
a partir do sitio de inicio da transcricdo. A mutagdo C.s—T encontra-se proximo a
um sitio de reconhecimento para Sp1 o que permite sugerir, portanto, que tal
substituicao nucleotidica possa interferir na capacidade transcricional do gene. Foi
observado que individuos portadores do alelo T apresentam niveis séricos de
sCD14 aumentados em relagcao aos individuos portadores do alelo C, resultando
numa possivel suscetibilidade diferencial do individuo a desenvolver patologias

associadas aos processos inflamatérios (31-33) No entanto, a associagao entre a
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heranga genética e a pré-disposigcdo as mesmas patologias nao é verificada em
todas as populagdes humanas estudadas (Tabela 1).

Escolhemos o gene CD14, cuja expressao tem ampla repercussao
sistémica, como um suposto marcador genético para ser usado como indicador no
prognostico, principalmente da sepse, que € uma das causas mais importantes de

mortalidade encontrada em UTIs.

Tabela 1
ASSOCIA(}AO POSITIVA E NEGATIVA COM MORBIDADES E O CD14

AMOSTRA | N° IND | CONDIGAO ASSOCIAGAO COM GENOTIPO OU | ANO | REF.
ALELO
Caucasoides
Republica | 308 Aumento da densidade CD14 TT (p=0.0028) 1999 | 31
Tcheca IM Alelo T (p=0.0005)
M TT (p=0.0049)
Australia 531 Niveis sCD14 aumentados TT (p=0.01) 1999 | 32
Diminuigao de niveis de IgE TT (p=0.004)
Resposta a IL-4 ns
Resposta a IFN-y ns
Alemanha |2228 |IM ns 1999 | 33
CAD ns
841 Risco de IM em Hp ns
273 Risco de IM em Hp ndo fumantes| TT (p<0.05)
76 Risco de IM em Hp nédo TT (p<0.01)
fumantes > 62 anos
USA 774 Risco de IM ns 2001 |34
Finlandia 1151 Risco de dano renal TT (p=0.005) 2001 | 35
alcodlico e cirrose
Reino 317 Fenotipo alérgico severo CC (p=0.036) 2001 |36
Unido
Alemanha | 61 Aumento de citoquinas ns 2001 | 37

em sobreviventes de

infarto jovens

Holanda 95 Densidade mCD14 ns 2001 |38
Niveis sCD14 ns
Concentragéo TNF- a ns

Finlandia 189 Aumento da expresséo de ns 2002 | 39

CD14 em pacientes

com psoriase

Alemanha | 789 Niveis sCD14 aumentados TT (p=0.005) 2002 |40
Risco de CAD estavel ns
Holanda 58 Risco de sepsis severa em ns 2002 | 41

pacientes com trauma

Alemanha | 300 Risco de isquemia cerebral ns 2002 |42
Risco de aterosclerose ou MAS | TT (p=0.05)
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Franca 212 Risco de morte em pacientes TT (p=0.008) 2002 |43
com choque séptico
Finlandia 328 Niveis sCD14 aumentados Alelo T (p<0.001) 2002 |44
Alemanha | 3309 | CAD, IM ns 2002 |45
Alemanha | 2235 | Fator de risco para CAD e IM ns 2002 |46
Alemanha | 800 Desenvolvimento de atopia ns 2002 |47
USA 676 Risco de infarto futuro ns 2002 |48
Italia 426 1AM ns 2003 |49
Alemanha | 992 Aumento da carétida CC (p=0.002) 2003 |50
intima-média em fumantes
Alemanha | 2936 | Niveis sCD14 aumentados TT (p=0.03) 2004 |51
Niveis IgE ns
Prevaléncia de doenga atopica | ns
Holanda 759 Progressao de ns 2004 | 52
aterosclerose coronariana
Asiaticos
Japao 211 1AM Alelo T (p=0.002) 2000 |53
1AM TT (p=0.0004)
Angina Pectoris Alelo T (p=0.01)
Angina Pectoris TT (p=0.0009)
Japéao 544 Sintomatico DIC ns 2000 | 54
Corea 387 Progresséo de nefropatia IgA (Igj CC (p=0.03) 2003 |55
Diminuigao de IL-6
apos estimulagdo por LPS TT (p=0.0003)
China 315 Infecgao por TT (p=0.016) 2003 | 56
Chlamydia pneumoniae
Japao 1029 |IM TT (p=0.013) 2003 | 57
China 350 Niveis de |G em atdpicos CC (p=0.015) 2003 |58
Niveis totais de IgE em ns
atépicos e asmaticos
Japao 136 Pacientes com KD ns 2003 | 59
Pacientes com KD com LAC TT (p=0.05)
Japao 129 Pacientes com reestenose TT (p=0.01) 2004 | 60
in-stent

ns: ndo significante

2.4 Enzima Conversora da Angiotensina (ECA)

A ECA apresenta um papel critico no funcionamento do sistema
cardiovascular. Ela é expressa nos vasos sanglineos e no coragdo € sua
expressao € regulada sob condi¢cbes patoldgicas. As etapas principais da via de
formagdo incluem a clivagem da renina, um precursor circulante, o
angiotensinogénio, para liberar o decapeptideo angiotensina |, substrato da ECA.
Esta carboxidipeptidase consiste numa metalopeptidase zinco-dependente, que é
responsavel pela remocado de dois residuos C-terminal (Histidina e Leucina) da
angiotensina |, produzindo um octapeptideo,

a angiotensina IlI, potente

vasoconstritor (61). O sistema renina-angiotensina regula a homeostase vascular no
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organismo humano. A angiotensina Il € uma das substancias vasoconstritoras mais
poderosas, sua acao é refletida sistemicamente na constricdo simultidnea das
arteriola aumentando a resisténcia periférica, o que ocasiona o aumento da pressao
arterial total. Os efeitos letais da vasoconstricio periférica sistémica sdo o excesso
de esforgo cardiaco, a ocorréncia de estenose vascular e hemorragias decorrentes
de rompimento de vasos cerebrais ou renais (62,63).

Foi detectado no gene que codifica para a ECA, localizado no cromossomo
17923, um polimorfismo de insercao/delecao (I/D) representado pela presencga ou
auséncia respectiva de uma sequéncia repetida Alu de 287 bp dentro do intron 16
(64). Esta variacado polimorfica do gene gera trés possiveis gendtipos: Il, ID e DD.
Especificamente tem sido demonstrado que a presenca do alelo D tem correlagéo
com niveis plasmaticos e celulares de ECA aumentados, comparados com o0s
niveis observados dos individuos que carregam o alelo |, com o resultado que
estes diferentes polimorfismos tem efeitos graduais na expressao fenotipica da
ECA (DD>ID>Il). O gendtipo DD tem duas vezes mais ECA no plasma e nos
tecidos que o gendtipo Il e individuos ID tem niveis intermediarios. Estudos
importantes, os quais incluiram a analise de populagdes com mais de um mil
individuos, relacionaram a heranga do alelo D ou do gendtipo DD com morbidades
associadas as disfungdes no sistema circulatorio (65-72).

A enzima ECA tem um papel muito importante no controle de dois peptideos
envolvidos na modulacio do tdnus vascular e na proliferagao de células musculares
lisas, participando do catabolismo da bradicinina e convertendo o horménio inativo
angiotensina | em angiotensina Il, um octapeptideo com poderosa agao
vasoconstritora e que também estimula a secrecdo de aldosterona pelo cortex
adrenal. O mecanismo mais provavel pelo qual o alelo D ou genétiopo DD pode
aumentar o risco as disfungbes circulatorias seria através da vasoconstricdo das
artérias coronarias. No entanto, outros estudos também importantes, com amostras
populacionais com mais de um mil individuos, ndo evidenciaram tdo claramente a
associacdo entre a heranga do polimorfismo I/D e alteragbes do sistema vascular
(73-83) (Tabela 2 e 3)

Por se tratar de um polimorfismo intrénico, a variante da ECA em questao
pode apenas tratar-se de variagédo silenciosa. No entanto, algumas das variantes
podem estar ligadas a uma segunda mutagao localizada em outra porgdo génica
realmente responsavel pela diferenciacao fenotipica observada. A associacao entre
a heranca dos alelos | ou D e a performance vascular dependeriam, portanto, da
extensdo do desequilibrio de ligagdo, podendo variar entre as diferentes

populagées (84).



Tabela 2

ASSOCIAGAO POSITIVA COM MORBIDADES E A ECA
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AMOSTRA‘ N° IND. ‘ VARIAVEL ‘ ANO ‘ REF.

Asiaticos

China 189 Gendtipo Il com [ECAp] mais alto em chineses que em caucasianos. 1994 | 85

Japéao 278 Genétipo DD associado a [ECAp] aumentados. 1994 | 86

Japao 318 Aumento do risco de disfungdes do coracéo (isquemia); Genoétipo DD 1995 | 87
mais frequente no grupo de disfungdes cardiacas.

Japéo 202 Alelo D com frequéncia maior em pacientes com IM e angina. 1995 | 88

Japao 152 Principio de nefropatia IgA; Alelo D associado com maior porcentagem 1995 | 89
de glomérulos com lesdes segmentadas que o alelo I.

China 272 Idade e género com HE; Alelo D mais frequente em idosos 1996 |90
hipertensos; Alelo | mais frequente em normotensivos.

Japao 332 Alelo D associado ao derrame isquémico nos hipertensos. 1996 |91

Japéao 70 Alelo D com freqiiéncia maior em individuos com histérico 1996 | 92
familiar de hipertensao.

Japao 60 Gendétipo DD mais frequente na regressao induzida no indice de MVE e 1996 |93
melhora no defeito no movimento diastélico.

China 298 Gendtipo DD em maior frequiéncia em hipertensos. 1997 |94

Japéo 1919 Gendétipo DD é um fator de risco para a HVE em mulheres hipertensas. 1997 | 95

Japao 57 Gendétipos DD ou ID com [ECAp] maior que o gendtipo Il. 1997 | 96

Taiwan 244 Alelo | com maior freqliéncia em brancos controle que em hipertensivos e | 1997 | 97
portadores do diabete mellitus.

China 299 Genotipo DD pode ser fator de suscetibilidade genética para hipertensédo. | 1998 | 98

China 60 Alelo D e gendtipo DD mais frequente em gravidas com 1998 |99
hipertensao induzida.

Japéo 279 Fatores de risco de ataques prematuros de HE; Genétipo DD em pacientes 1998 | 100
com hipertens&o, mais jovens, com indice de MVE maior.

China 383 Alelo D associado a hipertensao. 1999 (101

Japao 64 Gendtipos ID e DD associados com baixo risco de resisténcia a insulina. | 1999 | 102

China 189 HE e tratamento com drogas especificas; Genétipo DD em hipertensos. 2000 | 103

China 175 Gendtipo DD é fator de risco para o desenvolvimento da 2000 | 104
arteriosclerose precoce.

China 174 Alelo | e Genétipo Il com maior freqiiéncia em hipertensos com 2000 | 105
apnea obstrutiva durante o sono.

China 90 Alelo | e gendtipo Il mais frequente nos Chineses. 2000 | 106

Japao 236 HE; Gendtipo || com maior freqiiéncia em hipertensos mais velhos. 2000 |107

Japéo 443 Genotipo DD com coragédo mais pesado que gendtipos ID ou Il 2000 | 108

Japao 19 Gendtipo DD associado a maior resisténcia vascular pulmonar 2000 | 109
apos exercicios.

Japao 300 Gendtipos DD e ID possuem uma tendéncia de ser maior risco para o 2000 | 110
aparecimento de obesidade, hiperlipidemia, hipertensao e diabetes
mellitus.

China 3322 Metanalise com hipertenséao arterial; Genétipo DD associado com o 2001 | 111
risco de ter hipertenséo.

China 853 PA e diabetes tipo 2; Alelo | associado a predominancia da diabete tipo 2. | 2001 | 112
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China 110 Gendtipo DD com alto nivel sérico de angiotensina Il em hipertensas. 2001 113

China 614 Alelo D menos frequente em hipertensos normoglicémicos. 2001 | 114

Bangladesh| 103 Hipertenséo; Gendtipo DD associado a valores mais altos da média 2002 | 115
de PA nas mulheres.

China 1461 Definigdo da OMS sobre a Sindrome Metabdlica em portadores de 2002 | 116
Diabetes tipo 2; Alelo D associado a pacientes com diabetes tipo 2.

China 199 Gendtipo DD e Alelo D associado a hipertensdo em individuos com 2002 | 117
diabetes do tipo 2.

Tibet 241 HE; Alelo D associado a hipertensdo em mulheres. 2002 | 118

Japéao 172 Genotipo DD como fator de risco genético para IM. 2003 | 119

Caucasoides

Caucasiano{ 314 Gendtipo DD aumenta o risco de morte prematura em hipertensos com 1994 | 120
familiares também hipertensos.

Franca 316 Alelo D associado ao inicio prematuro de disfun¢des coronarias em 1994 | 121
diabetes do tipo 2.

Inglaterra | 656 Alelo D e gendtipo DD mais frequentes em pacientes que sofreram infarto. | 1994 | 122

Italia 174 Alelo D associado a ocorréncia de DM com efeito cumulativo para 1994 | 123
desenvolvimento de hipertenséo.

Reino 85 Alelo D associado ao efeito da PA no indice de MVE. 1994 | 124

Unido

Italia 199 Gendtipo DD associado ao aumento da espessura da carotida. 1995 | 125

Caucasiano{ 130 Alelo D com freqiiéncia maior em individuos com estenose renal. 1996 | 126

Espanha 80 Gendtipo DD associado ao aumento do nivel de plasma da angiotensina Il.| 1996 | 127

Finlandia 600 Gendtipo DD com a carétida mais espessa que os genétipos Il ou ID. 1996 | 128

Finlandia 515 Gendtipo DD em nao fumantes associado a uma maior 1996 | 128
espessura do revestimento interno da carétida.

Franca 439 Numero de alelos D com tendéncia a diminuir a velocidade da pulsagdo. | 1996 | 129

Italia 106 Alelo D associado a presencga de retinopatia, microalbuminuria e HVE. 1996 | 130

USA 67 Alelo D associado ao aumento de MVE; Gendtipo DD com espessura 1996 | 131
maior das artérias.

USA 203 Genétipo DD associado a uma média aumentada do nivel de atividade da | 1996 | 132
ECA em criangas e adolescentes brancos.

Austria 122 Genétipo DD mais frequente em pacientes com nefropatia. 1997 | 133

Italia 140 Genotipo DD associado a HVE. 1997 | 134

Japoneses | 298 Genotipo DD em maior freqiiéncia em japoneses que em caucasianos. 1997 | 135

caucasianos

Reino 100 Influencia a relagédo entre MVE e diastole anormal em hipertensos. 1997 | 136

Unido

Russia 238 Genétipo DD associado a HVE. 1997 | 137

Alemanha | 2267 Alelo D associado com risco de doenga isquémica do coragéo. 1998 | 138

Alemanha | 388 Gendtipo DD como fator de risco para estenose de artérias extracranianas.| 1998 | 139

Espanha 187 Gendtipo DD associado as complicagdes renais histopatologicamente 1998 | 140
comprovadas em hipertensos.

Poldnia 145 Alelo D associado a individuos normotensos com predisposi¢cao 1998 | 141
genética para hipertensao e alteragao da PA.

USA 3095 Genétipo DD associado com o aparecimento de hipertenséo e diferenga 1998 | 142
na PA em homens.

Alemanha | 1332 PA noturna maior em criangas diabéticas. 1999 | 143

Australia 54 Gendtipos Il e ID associados a uma discreta elevagéo do [ECAp]. 1999 | 144




18

Espanha 155 Gendtipo DD associado ao principio de um estagio final de disfungéo 1999 | 145
renal antes de 50 anos.

Finlandia 3596 A variagdo genética da ECA pode influenciar a PA em meninos. 1999 | 146

Francga 27 Gendtipo Il associado ao diabetes tipo 1, resisténcia a 1999 | 147
mudangas glomerulares induzidas pela hiperglicemia, e com risco
reduzido de nefropatia.

Holanda 29 Alelo D associado a disfungdes cardiovasculares. 1999 | 148

Holanda 73 Genotipo DD associado a uma maior média de microalbuminuria. 1999 | 149

Holanda 87 Crescimento de massa ventricular direita em individuos com disfungéo 1999 | 150
pulmonar obstrutiva crénica.

Italia 225 Gendtipo DD com maior indice de MVE; Alelo D associado a HVE. 1999 | 151

Italia 160 Alelo D mais frequente em pacientes que em normotensivos. 1999 | 152

Italia 200 Gendétipo DD associado com o aumento da MVE com um estranho 1999 | 153
aumento de HVE.

Suécia 1256 Alelo D associado a diabetes do tipo 2 e hipertensao em pacientes 1999 | 154
com menos de 70 anos.

USA 289 Genotipo DD associado com o aumento de MVE em homens. 1999 | 155

Alemanha | 585 Gendétipo DD associado ao transportador do gene 825T (homozigoto). 2000 | 156

Brasil 249 Tradicionais fatores de risco de uma disfungéo coronaria, 2000 | 157
polimorfismo I/D e o polimorfismo APO B podem ser prejudiciais.

Espanha 1322 [ECAp] e hipertenséo; Alelo D associado a altos [ECAp]. 2000 | 158

Espanha 57 Gendétipo DD associado ao efeito benéfico do lisinopril mais evidente na 2000 | 159
redugéo do indice de MVE.

Espanha 52 Gendtipos Il e ID possuem maior superioridade em sensibilidade salina 2000 | 160
que os hipertensos DD.

Espanha 136 Genotipo DD com correlagdo maior entre PA diastdlica e 2000 | 161
inclinagédo de excregao urinaria albumina mas ndo em pacientes com o
alelo I.

Finlandia 168 Gendtipo Il possue mais predisposicdo a uma melhora que individuos com| 2000 | 162
gendtipo ID ou DD.

Holanda 257 Complicagdes da diabete mellitus; Alelo T (AGT -M235T) em 2000 | 163
interagdo com o alelo D (ECA) associado com risco elevado de
excrecao de albumina na urina.

Inglaterra | 557 Alelo | relacionado com o risco de aparecimento de aneurisma. 2000 | 164

Italia 114 Genotipo DD é um forte preditivo de grave disfungéo na carétida. 2000 | 165

Reino Unidg 40 Alelo D associado a maior presenga da expresséo do gene no VE, mas 2000 | 166
varia de acordo com o genotipo.

Suécia 169 Gendtipo DD com alta freqiiéncia em pacientes com hipertensdo maligna. | 2000 | 167

Alemanha | 132 Gendétipo DD associado a niveis aumentados de aldesterona em 2001 | 168
pacientes CHF.

Alemanha | 100 Alelo | associado a baixa atividade de circulagdo da ECA. 2001 | 169

Espanha 71 Gendtipo Il associado com o aumento da PA com ingestao de sal. 2001 [ 170

Espanha 95 Individuos com sindrome da apneia noturna com maior [ECAp]. 2001 | 171

Espanha 99 Gendétipo DD associado a uma maior média de PA durante 24h. 2001 | 172

Italia 92 Alelo D associado com disfungéo endotelial seletiva na artéria femoral 2001 173
em jovens.

Polénia 197 Alelo | associado a gravidas hipertensas. 2001 (174

Suiga 587 Genotipo DD associado a uma mais rapida progressao da disfungéo renal.| 2001 | 175

USA 35 Gendtipos DD e ID com maior superioridade da sensitividade ao sédio 2001 | 176
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comparado ao genotipo l.
Chile 34 Genétipo DD associado a uma maior atividade do plasma da ECA. 2002 (177
Espanha 60 Gendétipo DD ou alelo D como fator de predisposicéo de desenvolver 2002 | 178
lesdes na massa branca cerebral.
Inglaterra | 1200 Gendétipo DD, apds 10 semanas de exercicio, maior crescimento da MVE | 2002 | 179
que os individuos de gendtipo II.
Reino 48 Alelo D associado ao aumento do risco de desenvolvimento de doengas | 2002 | 180
Unido vasculares malignas.
Italia 358 Gendtipo DD associado com o risco de fibrilagao atrial. 2003 | 181
Italia 714 Genotipo DD associado ao risco de troembolismo venoso. 2003 | 182
Silesia 230 Alelo D associado a pacientes CAD. 2003 | 183
Turcos / Gregos / Israelenses
Turquia 325 Disfungdes na artéria coronaria; Alelo D em maior freqiiéncia em 1998 | 184
pacientes com infarto.
Israel 197 Alelo D associado a niveis maiores de PA que o gendtipo Il. 1999 | 185
Turquia 308 HE; Genétipo DD com alto [ECAp]; Genétipo Il com baixa [ECAp] 1999 | 186
Turquia 94 Genotipo DD é o unico fator com impacto significativo na 1999 | 187
formagao de cicatrizes renais.
Grécia 104 Gendtipo DD associado a maior reducdo da PA (na diastole/sistole). 2000 | 188
Africanos
Negros 133 Alelo D com maior freqiiéncia em negros que em japoneses; e 0s 1995 | 189
norte sujeitos com esse alelo eram hipertensos.
americanos
Jamaica 500 Aumento da PA; Genétipo DD associado com alto [ECAp] em hipertensos. | 1997 | 190
Jamaica 449 Obesos com [ECAp] alto. 1997 | 191
USA 399 Gendétipo DD com freqiiéncia maior em individuos normais negros que 1998 | 192
em caucasianos.
Tabela 3
ASSOCIAGAO NEGATIVA COM MORBIDADES E A ECA
AMOSTRA N°IND. VARIAVEL ANO Ref.
Asiaticos
Japéao 237 Sugere que ndo ha associagdo em sujeitos hipertensivos. 1993 | 193
Japao 104 Sensibilidade da presséo devido ao sal. 1994 | 194
China 255 Aumento da PA . 1996 | 195
China 272 HE. 1997 | 196
China 361 Resisténcia a insulina ou intolerancia a glicose. 1997 | 197
Japéao 1840 Atividade sérica com a disfungdo da artéria coronaria. 1997 | 198
Japao 281 Cardiopatia hipertrofiada ou dilatada. 1997 | 199
Japéao 80 indice de MVE. 1997 | 200
Bangladesh | 103 Hipertenséo. 1998 | 201
China 161 Infarte cerebral em individuos hipertensos. 1998 | 202
China 160 Nivel de inibidor/ativador de plasminogénio no sangue. 1998 | 203
China 242 HE. 1999 | 204
Japéao 1243 Hipertens&o estudando mulheres e homens juntos ou separadamente| 1999 | 205
China 410 Origem da hipertenséo. 2000 | 206
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Japao 134 Risco de infarto lacunar. 2000 | 207
Coréia 108 Problemas de pedra nos rins. 2000 | 208
China 853 PA e diabetes tipo 2; Sem associagdo com o aumento da PA. 2001 | 209
Japéao 4031 Como marcador preditivo de disfungdes de formacgéo na carétida. 2001 | 210
Japao 1340 Hipertenséo. 2001 | 211
Japéao 299 Efeito de drogas anti-hipertensivas. 2001 | 212
China 136 Gene responsavel pela sintese de aldosterona e HVE. 2002 | 213
China 207 Disfungao da artéria coronaria (fambém em hipertensos). 2002 | 214
Coréia 325 Problemas vasculares em pacientes com Lupus. 2002 | 215
China 352 HE. 2003 | 216
Coréia 277 Fator de risco para osteoartrite associado a inflamagao no joelho. 2003 | 217
Caucasoides
Holanda 186 Alelo D com freqiéncia similar em familiares com pressao 1993 | 218
alta ou baixa.
Bélgica 228 HE. 1994 | 219
EUA 228 Predisposicao para nefropatia diabética. 1994 | 220
Escécia 585 Infarto. 1995 | 221
Italia 240 Arterioesclerose da carétida. 1995 | 222
Australia 733 Previsdo de hipertensao sistélica/diastdlica nos mais velhos. 1996 | 223
Australia 150 Renin angiotensina. 1996 | 224
Inglaterra 44 Reacdo a qualquer droga anti-hipertensiva. 1996 | 225
Russia 218 Hipertenséo. 1996 | 226
Caucasianos | 268 Hipertensao sistémica ou disfungao nefropatica. 1997 | 227
Alemanha 148 Fator de risco de um aumento de espessura da carétida ou 1998 | 228
hipertensos em individuos com diabetes tipo 1.
Alemanha 210 Diabete tipo 2. 1998 | 229
Canadenses- | 250 Prematura disfungdo na artéria coronaria. 1998 | 230
franceses
Espanha 175 IM em pacientes jovens. 1998 | 231
Finlandia 856 MVE. 1998 | 232
Finlandia 234 Ocorréncia de hipertenséo. 1998 | 233
Francga 340 Espessura da parede das artérias do coragao. 1998 | 234
Franga e 1379 Variagéo da PA. 1998 | 235
Reino Unido
Italia 82 Gravidade em doengas renais. 1998 | 236
Italia 394 M 1998 | 237
Italia 394 Arteriosclerose coronaria. 1998 | 237
Italia 1032 Inibidor/ativador de plasminogénio e arteosclerose. 1998 | 238
Republica 365 Preditivo de hipertenséao. 1998 | 239
Tcheca
Alemanha 34 Volume diastélico VE em hipertensivos. 1999 | 240
Australia 1111 Espessura da parede da carétida. 1999 | 241
Caucasianos | 1310 Disfuncao da artéria coronaria ou IM. 1999 | 242
Chile 117 Aumento da MVE. 1999 | 243
Dinamarca 51 Progressao de nefropatia em diabéticos. 1999 | 244
Espanha 150 HE. 1999 | 245
USA 1183 Risco de um derrame. 1999 | 246
Italia 494 O polimorfismo do gene do receptor Trp64Arg beta-3- 1999 | 247

adrenergico e a HE.
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Italia 47 Progresséo de glomerulonefrite. 1999 | 248
Escécia 128 Sem diferenga em genotipos de casos e controles. 2000 | 249
Espanha 1322 [ECAp] e hipertenséo; Sem associagao com hipertenséo 2000 | 250
Espanha 71 HVE em casos de hipertenséo. 2000 | 251
Espanha 148 Risco de uma tromboembolia venosa. 2000 | 252
Espanha 96 Risco de HVE em individuos hipertensos tratados por medicamentos. | 2000 | 253
Finlandia 66 Sensibilidade ao Baroflex. 2000 | 254
Holanda 70 Direcionamento para faléncia renal em pacientes com disfungéo 2000 | 255
renal policistica dominante autossémica (APDKD).
Inglaterra 188 Sem associagao de individuos com hipercolesterol causado por 2000 | 256
diversos fatores adquirir disfungdes na artéria coronaria.
Italia 1648 Estagio final em pacientes com faléncia renal. 2000 | 257
USA 1005 Inibidor/ativador de plasminogénio. 2000 | 258
Alemanha 83 Gendtipos dos genes angiotensinogénio em separado. 2001 | 259
Alemanha 95 Ma formagdes congénitas estudadas. 2001 | 260
Bélgica 1454 Sintese de aldosterona. 2001 | 261
Espanha 315 Disfungdes coronarias em hipertensos. 2001 | 262
Italia 250 Tratamento contraceptivo oral em hipertensivos. 2001 | 263
Italia 142 Disfungao endotelial. 2001 | 264
Poldnia 400 HE. 2001 | 265
Polénia 102 Disfungdes renais glomerulares. 2001 | 266
Alemanha 154 Alto [ECAp] sem frequéncia alta de restenose. 2002 | 267
Espanha 1851 HE. 2002 | 268
Finlandia 455 Pressao arterial e hipertensdo em pessoas que praticam 2002 | 269
atividades fisicas.
llhas Canariag 619 Disfungdes na coronaria (coragao). 2002 | 270
Alemanha 221 Disfungao erétil em homens. 2003 | 271
Republica 23 Funcionamento da diastole/sistole do VE em pacientes com 2003 | 272
Slovaquia diabetes do tipo 2.
Turcos / Gregos / Israelenses
Grécia 182 HE . 1996 | 273
Israel 156 Risco de desenvolvimento de nefropatia. 1999 | 274
Grécia 198 Hipertensos ou individuos normais. 2000 | 275
Turquia 377 Pacientes diabéticos hipertensivos, normotensivos e controles; {2001 | 276
diferenga entre PA sistdlica e diastolica nos genétipos.
Outros
Indios 305 Evidéncias eletrocardiograficas de disfungao na artéria coronaria. 1998 | 277
norte-

americanos
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a relagdo entre os polimorfismos genéticos do CD14 e ECA e o

prognéstico em pacientes de uma UTI geral.

3.1 Objetivos Especificos

1. Verificar se a heranca genética do diferencial de variantes para o
polimorfismo C-260—T do gene CD14 pode ter correlagdo com a
expectativa de sobrevivéncia dos pacientes sépticos admitidos em UTI,

2. Avaliar amplamente uma populagao de pacientes internados em UTI através
dos instrumentos que medem sua condicdo organica em relagdo ao
desfecho;

3. Identificar quais sao os melhores indicadores para a sobrevida na populagao
estudada;

4. Verificar se a herancga diferencial das variantes polimoérficas do gene ECA

pode conferir acuracia no poder progndéstico dos instrumentos.
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Early prognosis for critically ill patients: An evaluation of the CD14 C-260—T

gene polymorphism as a positive survival prognostic marker.

Maria H. Albarus,MSc; Fernando Dias, MD; Carolina Franco; Luiz C. D’Avila; Clarice
S. Alho, PhD Jarbas R. de Oliveira, PhD.

Objective: To evaluate the polymorphism C-260T of gene CD14 as potential
complementary genetic tool for outcome prognosis in infected ICU admitted
patients.

Design: Prospective, observational study.

Setting. Medical intensive care unit (ICU) in a university hospital. HSL/PUCRS,
Porto Alegre, RS, Brazil.

Patients: Eighty-six consecutive ICU admitted patients.

Intervention: CD14 C-260T genotype measurement at ICU admission and 100
days survival follow-up.

Measurements and Main Results: At admission all patients were evaluated by
APACHE IlI, MODS and SOFA tools, and blood was collected for C-260T
genotyping. No age, gender or ethnics were used for exclusion. Those patients that
don’t presented infection within seven days from ICU admission were excluded. A
total of 71 patients, age 14-95 (median = 58yrs), were included. The general survival
was 37%. Among those that presented sepsis 32% survived and among those that
became shocked the survival was 22%. Comparing the survival functions between
C-260 TT and non-TT genotypes we found a statistical significant difference,
favoring the survival of those patients that presented C-260 TT genotype (p=0.021
for the entire group (n=71); p=0.025 for middle age septic group (n=29) and;
p=0.009 for middle age shocked group (n=21)).

Conclusion: The C-260T genotyping of ICU admitted patients seems to have some
potential as a prognostic tool for infected patients. Contrary to others studies, our
data suggest that infected patients owning TT genotype have better survival
prognosis.

Key Words: infection; CD14; C-260T polymorphism; diagnostic test; genetic risk
factors; intensive care unit.

Intensive Care Unit (ICU) admitted patients are weakened individuals that
require sophisticated monitoring procedures that’s includes frequent biochemical,
physiological and clinical data collection. The very fast development of the
biocellular and genomic technologies generated many recent studies that are

disclosing the feasibility for the use of genetic information as a prognostic tool for the
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overcome of many severe desease that lead to ICU admission. It is more and more
evident that, even hundreds of different genes are involved in the resolution of a
severe desease, some specific genes have a lot to say about the probability of an
individual successfully manage a severe desease situation. This seems to be the
case about the polymorphism C-260T of gene CD14 genotype.

CD14 is a 53-55 kDa glycoprotein anchored to the surface of many cell
types, such as monocytes, macrophages and neutrophils, by a glycosyl-
phosphatidyl-inusitol (GPI) tail which functions as a high affinity receptor for
lipopolysaccharide (LPS) (1-4).

Accordingly to recent studies, the CD14 acts in concert with the recent
discovered mammalian Toll-like receptors to discriminate microbial pathogens or
their products and initiate transmembrane signaling (5, 6). As a receptor for a very
wide range of microbial products including mainly lipopolysaccharide,
peptidoglycans and lipoteichoic acid, the CD14 could be also found in soluble form
(sCD14).This form plays a crucial role in microbial response of endothelial and
epithelial cells that do not exhibit the membrane-bound CD14 (mCD14) (7), enabling
that cells to produce the same kind of inflammatory cytokines in response to the
LPS challenge (8, 9). In both forms, membrane anchored (mCD14) or soluble
(sCD14), the CD14 receptor seems to be a major part of the innate immune system.

The lipopolysaccharide present in the serum binds to the high density
lipoprotein (HDL) receptors and become recognized by LPS binding protein (LPB)
which transport them to the mCD14 as well as to the sCD14. The complex
(LBP+LPS+mCD14) formed then signal the immune system. Binding of LPS to
membrane bound CD14 results in cellular activation that produce pro-inflammatory
cytokines such as TNFaq, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 or oxygen radicals, NO, tissue factor
or others, as well as anti-inflammatory cytokines like IL-10 or TGF. The biological
function of sCD14 is not completely clear. In vitro, an excess of sCD14 inhibits LPS
binding to mCD14 and hence blocks cellular activation (8). In contrast sCD14-LPS
complex can activate cells which do not themselves express mCD14. For example,
mCD14-negative endothelial cells can be activated by LPS-sCD14 complexes to
release pro-inflammatory mediators. Additionally, sCD14 may act as a shuttle
molecule like LBP to transfer LPS to HDL, neutralizing in this way its toxic effects
(8). It remains to be elucidated whether in vivo sCD14 can support LPS activation of
CD14-negative cell or whether it is involved in neutralization of LPS. Even the
complete biological function of the CD14 is still not well known, an increase of the
serum sCD14 level is considered a good mortality prognostic marker for septic

patients infected by gram-negative bacteria (10, 11).
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The human gene that encodes for the CD14 is located in the locus 5g23-q31
(chromosome 5) occupying about 1500pb organized in two exons that code for a
protein of 375 residues [AF097942 (12); X06882 (13)].

In the gene promoter sequence there were identified four regions that
interact with specific nuclear proteins of monocytes and three areas in which the
transcription factor Sp1 bind (14). Mutations that alter the recognition sequence for
Sp1 decrease the promoter activity of the gene and play a critical function in the
regulation of its expression (14). In a segment of 460pb 5' at the exon-1 [U00699
(14, 15)] a SNP (single nucleotide polymorphism) was detected. That SNP
presented a transition from a citosine (C) to a timine (T) in the position -159, counted
from the transcription starting site (mutation C-260—T). This mutation meets close
to the recognition site for Sp1, what allows suggesting that such nucleotidic mutation
can interfere in the transcriptional capacity of the gene. In fact, it was observed that
individuals carriers of the T allele present increased levels of serum sCD14, in
relation to the individuals carriers of the allele C, resulting in a probable differential
susceptibility for the development of pathologies associated to the inflammatory
processes (16), although the association of the genetic inheritance with the
predisposition to these pathologies has not verified in all the studied populations (17,
18).

The objective of this study was to verify if the differential inheritance of CD14
receiver variants for the C-260—T can be correlated with the expectation for ICU

patients' survival.

MATERIAL AND METHODS

Study Design. A prospective, observational study.

Setting.
Intensive Care Unit (ICU) of the Hospital Sdo Lucas PUCRS (Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, RS, Brazil).

Patients:

We initially enrolled in these study 86 patients (44 men and 42 women) that
interned consecutively in the general Intensive Care Unit (ICU) of the Hospital Sdo
Lucas (HSL) of the Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS -
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Brazil) and that consented to participate in the study (PUCRS’s Ethic Comities on
Research approval on April 2002 — process n° 01/01088).

For patients with multiple ICU admission during the study period, only the
data from the first entrance was considered. The age varied from 14 to 95 years
(median=58). The time of the patients’ internment in the ICU varied from 2 to 54
days (median=15) and in the hospital, from 5 to 224 days (median=33). As the
objective of this study was to test de CD14 genotyping as a prognostic tool for the
patient outcome in a real ICU environment, we don’t discriminated age, sex o
ethnics for the inclusion.

The mortality rate during the time of internment in the hospital was 59.3%
(n=51). The death event was considered independently of the internment period in
ICU or in the hospital. As inclusion criteria, we considered for this study only those
patients that presented some infection during the first week in the ICU. Of those 86
patients, 71 presented infection and were included in the statistical tests. Of those
patients 61.6% presented sepsis (n=53) and, among those septic patients, 69.8%
(n=37) became shocked. The APACHE-II (Acute Physiology And Chronic Health
Evaluation) and SOFA (Sequential Organ Failure Assessment) scores obtained in
the day of the admission in ICU varied from 4 to 41 (mean=21.6; SD=8.13) and from
0 to 15 (mean=6.83; SD=3.57), respectively. At the end of the first week of
internment in the ICU, the SOFA scores varied from 0 to 18 (mean=6.50; SD=4.20).

As a criterion for death risk evaluation we divide those patients accordingly
the SOFA score at admission (SOFA1) and at day 7 (SOFA7). The risk was
classified as “low” or “high” for SOFA1<7 or SOFA1>6 and SOFA7<SOFA1 or
SOFA7=SOFA1, respectivelyPatients. Eighty seven consecutive ICU (44male and
43 female), admitted patients that consented to be part of this study. From those 87,

only seventy-one patients that presented some kind o infection were included.

DNA isolation and CD14 C-260T genotyping:

The genomic DNA was extracted from leucocytes obtained from 5ml of blood
samples collected, in sterile system with EDTA, from each patient at ICU admission
and maintained refrigerated at 4°C or frozen at -20°C (19). The genotyping
visualization was made through electrophoresis system, in agarose gel
(2%)/ethidium bromide/TBE, of the digested amplified and digested segments.

The genetic determination was accomplished using the amplification
technology of Polymerase Chain Reaction (PCR) in a thermocycler PTC-100
(Peltier-Effect Cycling MJ Research Inc.) using primers to the polymorphism of

interest. The polymorphism was analyzed as previously described (20): a segment
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that includes the CD14 promoter was amplified with forward primer (24nt): 5-TTG
GTG CCA ACA GAT GAG GTT CAC-3' and reverse primer (23nt): 5-TTCTTT
CCT ACA CAG CGG CAC CC-3, in the initial denaturizing condition at 94°C for 10
minutes, followed by 35 cycles consisting of 94°C denaturation for 1 minute,
hybridization at 65°C for 35 seconds and extension at 72°C for 1 minute, and an
final extension of 10 minutes at 72°C. The amplified product of 560bp was incubated
at 37°C for 3 hours with 10U of the restriction endonuclease Haelll (Life
Technologies - Gibco BRL®) which recognizes and digests DNA in the 5-GG|CC-3'
region.

Each individual's genotype was determined by the electrophoresis analysis
of the digested fragments (560bp) of DNA after the incubation. The genotyping was
based on the following information (fig. 1): (I) all the individuals present a restriction
site for Haelll in the position -417 to -414 (considering the beginning of the
translation) and all the amplified segments are digested at this restriction site; (ll)
individuals CC homozygous presents in both chromosomes the nucleotide C in the
gene promoter position -260, were the restriction site GGCC is located. After
digestion tree fragments can be identified, 204bp, 201bp and 155bp, respectively;
(1) individuals TT homozygous presents in both chromosomes the nucleotide base
substitution C—T at CD14 promoter's position -260, which eliminate one recognition
site for Haelll showing, as a result of the digestion, two DNA fragments of 359bp
and 201bp, respectively; (IV) individuals heterozygous (TC) shows four fragments of
DNA, respectively with 359bp, 204bp, 201bp and 155bp.

Statistical Analysis.

The main analysis was on survival rate. For that we used the Kaplan-Meier
procedures. To test for equality of survival distributions we got the Log Rank
statistic, for what p<0.05 was considered significant. Descriptive results of
continuous variables were expressed as a mean (SD) and count and percentages
for categorical data.

Analyses were completed on a computer running SPSS 11.5 software
(SPSS Inc. USA).

RESULTS

Figure 2 shows a flow chart scheme of the patient’s segregation. As we can

see, 71 patients that presented some kind of infection were included. From those
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patients, 53 presented sepsis (75%) and 37 became shocked (51%). The overall
survival, amongst those 71 patients included in this study, was 26 (37%) ( and no
statistical difference was found for gender (p=0.90) (see Fig. 3)

For age related survival evaluation, we grouped all patients into three groups
based on quartiles strata: Group 1 included age 14 to 43 yrs (first quartile; n=18);
Group 2 included age 44 to 69 yrs (second and third quartiles; n=36) and; Group 3
included age 70 to 95 yrs (forth quartile; n=17). These age strata discrimination
revealed a statistical survival difference (p=0.05) favoring young (61%) against
elderly (24%) (see Fig. 4). Middle age patients performed in middle (33%).

To evaluate the C-260T genotyping power as a prognostic tool for infected
ICU patients, we performed survival function analysis using Kaplan-Meier
procedures. The results showed a statistical significant difference in favor of the TT
genotype (62% survival) against non TT genotype (26% survival;, p=0.02) (see Fig
5).

As we found that age is a relevant parameter for ICU admitted patient
survival (see Fig. 4), we tested the performance of the TT genotype against age
strata. The results revealed that the middle age TT patients perform better than non-
TT genotyped patients (p=0.05) (see Fig.6). The results showed more than that. The
C-260T genotypes seems to have no power to forecast the outcome for the young
group (age 14-43; p=0.43), nor for the elderly group (age 70-95; p=0.77).The same
test was performed for the septic patients and shocked patients. We verified the
same pattern, septic middle age TT patients (group 2) survived better (p=0.02) and
the group 1 and group 3 did not present statistical relevant differences (group 1,
p=0.68; group 3, p=0.63).

To go further, we tested de survival for both genotypes against the SOFA
scores. To do so, we divided the patients into 3 groups, accordingly the evolution of
the SOFA scores along the first week of ICU stay. Thirty four patients (10 TT and
24. non TT) reduced SOFA score at day 7 (SOFA7<SOFA1), 9 patients (2 TT and 7
non TT) didn’t alter de SOFA score (SOFA7=SOFA1) and 28 patients increased
SOFA score at day 7 (SOFA7>SOFA1). For the first two groups, the survival for
both genotypes didn’'t reach statistical significant difference (SOFA7<SOFA1,
p=0.21; SOFA7=SOFA1, p=0.68). The last group (SOFA7>SOFA1) presented a
very significant difference in favor of the TT genotype (TT survival = 56%; non TT
survival = 0%; p=0,017) (see Fig. 7).
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DISCUSSION

Single nucleotide polymorphisms (SNP’s) are alterations in an only base in
identical areas of the genome present in, at least, 1% of the individuals. Many SNP’s
has been used to map genes associated with human diseases. There are 48,196
SNP’s detected by statistical analyses in human expressed sequence tags (EST’s),
which are areas associated with gene coding segments (20). Such SNP’s
demonstrated to be an efficient tool in the detection of gene areas associated with
diseases. The study of SNP’s in the human health can be useful to do
recommendations in the sense of addressing initiatives of performance to the
focuses that need larger attention and investment in research.

Our study comes to confirm that the CD14 gene can be considered as a
candidate to answer some questions that related to the variable physiological states
that involve infections. The current studies with SNP’s are concentrated mainly on
genes that one hopes to influence directly the response to a certain drug or disease
(21). We proposed a prospective study, including patients with different focuses and
degrees of infection to evaluate the differential allele’s action of an only constituent
gene. Our analysis was characterized as “strategy based on sequences” (21). The
CD14 SNP’s that was studied is potentially functional once it can interfere
quantitatively in the transcriptional capacity of the gene.

The conclusions about the differential effect of the alleles of this specific
CD14 polymorphism on the phenotype, however, didn't consider the variation of
other genes involved in the response process to the infections. The responses to the
infections are influenced by a great number of genetic products and, certainly, the
importance of this gene polymorphism can depend on the polymorphism of other
genes.

In all ways, our research facilitates the obtaining of positive and negative
prognostic estimates that can be associated to the clinic through the identification of
causal variants that correlates phenotype-genotype. Besides, our results can be
useful to address the study of the real functional interference of the mutation on the
expression of the gene. Such a functional evaluation can be exploited for the clinical

pharmacological application.

When well established, the knowledge of genetic variants that offer
significant prognostics values on as patients will respond to the treatments will

benefit patient that can count with a specific procedure adapted to its genotype and
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they will also benefit to the health structures as a whole. In such a way, we can

already foreseen improvements in the effectiveness of patient's treatment.

The studies of linkage disequilibrium (LD) looks for to identify genetic
variants that could increase the susceptibility for a specific disease or phenotype of
interest when being in larger frequency among the affected individuals than they
controls (22). However, the specific study of each population is important, once the
pattern of LD measured in humans and the use of SNP’s varies a lot (22).

It is always important to consider that the prognostic values found in our
study can address but not be applied directly to other populations, due to the great
ethnic-biological particularities.

Our study included south of Brazil resident individuals, a population mainly of
European origin. Another population can present different LD patterns between the
alleles of the CD14 and other genomic segments and, consequently, offer different
prognostic values. The variations of SNP’s and the degree of LD within other genes
are specific in each population and we don't still have the knowledge on the allele’s
frequency and LD patterns among each ethnic population (23).

In this study, we found evidences of correlation between CD14 C-260T
polymorphism and the survival of infected ICU admitted patients. The CD14 TT
genotype carrier patients group presented less mortality when compared to non-TT
genotype. Even when we discriminated septic from non-septic or shocked versus
non-shocked the pattern remained the same, especially for the middle age group.
These findings are, in same way, intriguing and in conflict with recently published
study (24).

We believe that there are several possible explanations for this discrepancy.
Firstly, we did not filter or segregate for age, sex or ethnics as others authors did.
Secondly, patients with a wider range of pathological severity, from mild infection
spot to severe shock, were included. We think that our used strategy is more
accordingly to the real ICU environment and practices and better represents the day
to day reality of and university hospital.

To explain why the middle age group performed better for the CD14 TT
genotype, we suggest the hypothesis that the elderly group (age 70-95) has the
immune system so debilitated in many aspects that can’t get benefit from the TT
genotype. In contrast, the young group (age 14-43) probably has so many other
powerful capabilities to balance the pro-anti-inflammatory reactions, and doing so
overcome the infection challenge, that the help of the TT genotype don’t represent

any significant improvement to the immune system. As Bone (25) stated, infections
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pathologies in general and sepsis in particular are multifactorial events that produce
organic reactions that alternates dynamically between pro and anti-inflammatory
responses. The overcome of a severe infection depends mainly of the body capacity
to adequately modulate the equilibrium among those opposite forces. We propose
that the middle age patients have more flexibility in controlling the availability of the
sCD14 during the evolution of the illness. Doing so, their can better modulate the
dynamic of the events. In our opinion, as do happens for soluble receptor TNFa
(26) to have augmented sCD14 serum concentration (a TT genotype characteristic)
could be a protective factor that helps the immune system to better balance the pro-
anti-inflammatory actions. To confirm this hypothesis it's necessary to monitor the
sCD14 levels along time line and compare the data between TT and non-TT
patients, a job that we didn’t do.

In the light of our findings, despite the limitation of this study, we can
conclude that there are evidences to suspect that be a CD14 TT carrier could offer a
positive survival prognosis in case of an infection that leads to ICU admission,
especially if one age between 44 and 69 years old. We also conclude that using
CD14 genotyping, complementarily to others evaluation tools like APACHE and

SOFA, could increase the percentage of correct outcome prognosis.
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LEGENDS

Figure 1. Agarose/Ethidium Bromide/TBE electrophoresis visualization of the DNA
fragments obtained from our patients (one representative sample). (MW) banding
pattern of the 123bp ladder (GIBCO-BRL). Fragment sizes indicated at left; (PCR)
Amplified 560bp product; Expected banding pattern for heterozygous TC (TC),
homozygous TT (TT) and homozygous CC (CC). Fragments sizes indicated at right.

Figure 2. Study flow chart according to patients’ initial diagnoses. One patient was
initially excluded because CD14 genotype data was lost. Fifteen more patients were

excluded because no infection spot was detected during ICU stay

Figure 3. Survival functions by gender (n=71; Female survival, 33%; Male survival,
39%; Overall, 37%). There is no significant difference (p=0.90).

Figure 4. Survival functions by age strata. Young group (n=18) survive better and

the elderly group (n=17) presented the worst survival index (p=0.05)

Figure 5. Survival functions for TT (n=21) versus non TT (n=50) genotypes
(p=0.02).

Figure 6. Survival functions for patients from middle age group 2 (age 44-69, n=37;

TT genotype versus non TT, p=0.05).

Figure 7. Survival functions for patients that got increased SOFA scores at end of

one week of ICU stay. TT genotype perform better (p=0.017) than non-TT
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PCR TT Mw TC CC PCR TT MW TC CC

gzgg | — <+— 561bp
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Prognéstico precoce em pacientes de UTIl: Uma avaliagao do polimorfismo C-

260 —» T do gene CD14 como um marcador de prognéstico de sobrevida.

Maria H. Albarus, MSc; Fernando Dias, MD; Carolina Franco; Luiz C.
D’Avila;.Clarice S. Alho, PhD; Jarbas R. de Oliveira, PhD .

Objetivo: Avaliar o polimorfismo C-260T do gene CD14 como uma ferramenta
genética complementar no prognostico de pacientes de uma UTI.

Local/Ambiente: Unidade de Terapia Intensiva (UTI) em um hospital universitario.
HSL/PUC-RS, Porto Alegre, RS, Brasil.

Pacientes: Oitenta e seis pacientes internados na UTI.

Intervengé&o: Analise do gendtipo C-260T de pacientes de UTI internados em um
periodo de 100 dias.

Medidas e Principais Resultados: Todos os pacientes foram avaliados na
internacado usando os escores APACHE Il, MODS e SOFA, e foi coletado sangue
para a genotipagem do polimorfismo do promotor CD14 C-260T. Nao foi usado
como critério de exclusdo a idade, o sexo ou a raca. Os pacientes que nao
apresentaram infecgcao dentro de sete dias de internacdo na UTI foram excluidos.
Um total de 71 pacientes, com idades entre 14-95 (média = 58 anos), foram
incluidos. A sobrevida, de uma maneira geral, foi de 37%. Entre os que
apresentaram infecg¢do, 32% sobreviveram e, entre os que sofreram choque, a
sobrevivéncia foi de 22%. Comparando as curvas de sobrevivéncia entre os
gendtipos C-260 TT e nao-TT, encontramos uma diferenga estatisticamente
significativa, favorecendo a sobrevida daqueles pacientes que apresentaram o
gendtipo C-260 TT (p=0.021 para o grupo inteiro (n=71); p=0.025 para o grupo
séptico de meia idade (n=29) e; p=0.009 para o grupo de meia idade que sofreu
choque (n=21))

Conclusédo: A analise dos gendtipos do polimorfismo do promotor CD14 C-260T
dos pacientes internados da UTI, parece ter algum poder como progndstico em
pacientes infectados. Ao contrario de outros estudos, os nossos dados sugerem
que pacientes infectados que possuem o gendétipo C-260T tém melhor progndstico
de sobrevida.

Palavras Chaves: infec¢ao; CD14; C-260T; polimorfismo; teste diagnéstico; fatores

de risco genéticos; unidade de tratamento intensivo.
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Os pacientes internados em uma unidade de terapia intensiva (UTIs), séo
individuos com estado de saude altamente debilitados e amplamente monitorados
através de analises bioquimicas, fisiolégicos e clinicos. O rapido avanco da
tecnologia biocelular e genOmica geraram varios estudos recentes, que tém
revelado a viabilidade do uso da informagéo genética como poder progndéstico para
muitas doencas graves que levam a internacdo na UTI. Fica cada vez mais
evidente que, mesmo que centenas de genes diferentes estejam envolvidos na
resolugcdo de uma doenga grave, alguns genes especificos tém muito a ajudar na
probabilidade de um individuo conseguir manejar de forma bem sucedida uma
situacao de doenca grave. Este parece ser o caso do polimorfismo do promotor C.

260—>T.

CD14 é uma glicoproteina de 53-55 kDa ancorada na superficie de muitos
tipos celulares, tais como monécitos, macrofagos e neutréfilos, por uma triade de
glycosil-phosphatadyl-inositol (GPI), que funciona como um receptor de alta
afinidade para o lipopolissacarideo (LPS). (1-4)

De acordo com estudos recentes, o CD14 age juntamente com os
receptores de mamiferos do tipo Toll, recentemente descobertos, para discriminar
entre patdgenos ou seus produtos e iniciar uma sinalizagao transmembrana (5, 6).
Sendo um receptor de uma ampla gama de produtos microbiais, incluindo
principalmente lipopolissacarideos, peptidoglicanos e acido lipoteico, o CD14 pode
também ser encontrado na forma soluvel (sCD14). Esta forma exerce um
importante papel na resposta microbial das células endoteliais e epiteliais que nao
exibem o receptor CD14 ligado a membrana celular (mCD14) (7), permitindo que as
células produzam o mesmo tipo de citoquinas inflamatorios em resposta ao LPS (8,
9). Em ambas as formas, membranosa (mCD14) ou solluvel (sCD14), o receptor
CD14 parece ser a parte principal do sistema imune inato.

O lipopolissacarideo presente no liquido sérico (plasma) liga-se aos
receptores de lipoproteina de alta densidade (HDL — high density lipoprotein) e
torna-se reconhecido pela proteina de ligagdo ao lipopolissacarideo (LBP - LPS
binding protein), que transporta-os 8 mCD14, assim como ao sCD14. O complexo
(LBP + LPS + mCD14) formado ent&o, sinaliza ao sistema imune. A ligagéo do LPS
a membrana superficial (membrane-bound) CD14 resulta em uma ativagéo celular
que produz citoquinas pro-inflamatérios, tais como TNFa, IL-1, IL-6, IL-8, [I-12 ou
radicais de oxigénio, ON, fator de tecido ou outros, bem como citoquinas anti-
inflamatdrias, como IL-10 ou TGFB. A fungdo biolégica do sCD14 nao esta

completamente clara. In vitro, um excesso de sCD14 inibe a ligagdo do LPS ao
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mCD14 e bloqueia a ativagao celular (8). Em contraste, o complexo sCD14-LPS
pode ativar células que ndo expressam mCD14. Por exemplo, as células endoteliais
com mCD14 negativo podem ser ativadas pelo complexo LPS-sCD14 para liberar
mediadores proé-inflamatérios. Além disso, o sCD14 pode agir como uma molécula,
como o LBP, que transfere o LPS para o HDL, neutralizando desta forma seus
efeitos téxicos (8). Precisa ser esclarecido se o sCD14 in vivo pode neutralizar a
ativagcao do LPS de células CD14 negativa ou se esta envolvido na neutralizagao do
LPS. Mesmo que a fungao biolégica completa do CD14 nao esteja ainda bem
conhecida, um aumento do nivel sérico do sCD14 é considerado um bom marcador
prognostico de mortalidade em pacientes sépticos infectados por bactérias gram-
negativa e gram-positiva (10, 11).

O gene humano que codifica o CD14 esta localizado no loco 5923q31
(cromossomo 5), ocupando aproximadamente 1500pb, organizado em dois exons
que codificam uma proteina de 375 nucleotideos [AF097942 (12); X06882 (13)].

Na sequéncia promotora do gene foram identificadas quatro regides que
interagem com proteinas nucleares especificas de mondcitos e trés areas nas quais
se liga o fator de transcricdo Sp1 (14). Mutagbes que alteram a sequéncia de
reconhecimento para Sp1 diminuem a atividade promotora do gene e exercem uma
funcao critica na regulagédo da sua expressao (14). Foi detectado um polimorfismo
de um unico nucleotideo (SNP-single nucleotide polymorphism) em um segmento
de 460pb 5’ flanqueante ao éxon 1 [U00699 (14, 15)]. Este SNP apresenta uma
transicdo de uma citosina ( C ) para a timina ( T ) na posi¢do — 159, contada do
ponto inicial da transcricdo (mutacdo C-260—T). Esta mutagdo encontra-se perto
do ponto de reconhecimento do Sp1, o que permite sugerir que tal mutacdo
nucleotidica possa interferir na capacidade de transcricdo do gene. Alias, foi
observado que os individuos que carregam o alelo T apresentam niveis de sCD14
aumentados, em relagdo aos individuos que carregam o alelo C, resultando em
uma provavel suscetibilidade diferencial para o desenvolvimento de patologias
associadas a processos inflamatérios (16), embora a associacdo da heranca
geneética com a predisposi¢ao para estas patologias ndo tenha sido verificada em
todas as populagdes estudadas (17,18).

O objetivo deste estudo foi verificar se a heranga genética do polimorfismo
do promotor C_g—T pode ter associagdo com a expectativa de vida dos pacientes

sépticos de UTI.
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MATERIAL E METODOS

Desenho: Estudo observacional e prospectivo.

Local/Ambiente:
Unidade de Terapia Inrtensiva (UTIl) do Hospital Sdo Lucas (HSL), da
Pontificia Universidade Catodlica do Rio Grande do Sul (PUCRS), RS, Brasil.

Pacientes:

Foram incluidos no presente estudo 86 pacientes (44 homens e 42
mulheres) que internaram consecutivamente na Unidade de Terapia Intensiva Geral
(UTIG) do Hospital Sdo Lucas (HSL) da Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul (PUCRS) e que consentiram participar do estudo (Aprovado pelo
Comité de Etica em pesquisa da PUCRS, em abril de 2002 sob o n° 01/01088).

Foi considerada apenas a primeira entrada na UTIG/HSL/PUCRS dos
pacientes que eram recorrentes. A idade variou de 14 a 95 anos (mediana=58). O
tempo de internagdo dos pacientes na UTIG/HSL/PUCRS variou de 2 a 54 dias
(mediana=15) e no hospital, de 5 a 224 dias (mediana=33). Como o objetivo deste
estudo foi testar a genotipagem do CD14 como uma ferramenta no prognéstico de
melhora para os pacientes internados na UTI nés nao discriminamos idade, sexo ou
raca na inclusao.

A taxa de mortalidade durante o tempo de internacdo no hospital foi de
59.3% (n=51). O evento morte foi considerado independentemente do periodo de
internacao na UTI ou no hospital. Como critério de inclusdo nds consideramos para
este estudo somente aqueles pacientes que apresentaram algum tipo de infecgao
durante a primeira semana de internacdo na UTI. Dos 86 pacientes 71
apresentaram infecgao e foram incluidos nos testes estatisticos. A porcentagem de
pacientes que apresentaram sepse foi de 61.6% (n=53) e, destes pacientes
sépticos, 69.8% (n=37) apresentaram choque séptico. Os escores APACHE I
(Acute Physiology And Chronic Health Evaluation) e SOFA (Sequential Organ
Failure Assessment), obtidos no dia da admissado na UTI, variaram de 4 a 41 (média
21.6; DP=8.13) e de 0 a 15 (média 6.83; DP=3.57), respectivamente. Apds a
primeira semana de internacdo na UTI, o escore SOFA-dia7 variou de 0 a 18
(média 6.50; DP=4.20).

Como um critério para o risco de morte, nds dividimos os pacientes de
acordo com o escorre SOFA, na admisséo (SOFA 1), e no dia 7 (SOFA 7). O risco
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foi classificado como “ baixo” ou “alto” para SOFA1<7 ou SOFA 1>6 e SOFA
7<SOFA1 ou SOFA7=2SOFA1, respectivamente.

Genotipagem do polimorfismo C-260T do gene CD14:

O DNA genbmico foi extraido a partir de leucécitos provenientes de
amostras de 5ml de sangue coletado em sistema estéril com EDTA e mantido
refrigerado a 4°C, ou congelado a -20°C (19).

A determinacao genética foi realizada usando a tecnologia de amplificagéo
em reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) em termociclador PTC-100 (Peltier-
Effect Cycling MJ Research Inc.) usando primers flanqueantes ao polimorfismo de
interesse. O polimorfismo C-260T do gene CD14 foi analisado como inicialmente
descrito (20) e devidamente estabelecido para a rotina do Laboratério de Genética
e Biologia Molecular - PUCRS, como segue: amplifica-se um segmento de DNA
gendmico da porgdo promotora do gene CD14 com primer forward (24 nt): 5°- TTG
GTG CCA ACA GAT GAG GTT CAC - 3 e reverse (23 nt): 5- TTC TTT CCT ACA
CAG CGG CAC CC - 3, nas condigdoes de desnaturagdo inicial a 94°C por 10
minutos, seguida de 35 ciclos constituidos de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto,
hibridizagdo a 65°C por 35 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto, e extenséo
final de 72°C por 10 minutos. O produto amplificado de 560pb é incubado a 37°C
por 3 horas com 10U da endonuclease de restricdo Haelll (Life Technologies -
Gibco BRL®) a qual reconhece e digere o DNA no sitio 5-GG{CC-3’.

O gendtipo de cada individuo foi determinado pela analise eletroforética dos
fragmentos digeridos do DNA amplificado por PCR (560pb), apds a incubagao. A
genotipagem foi baseada nas seguintes informagbes (figura 1): (I) todos os
individuos apresentam um sitio de restricdo para Haelll (GGCC) na posigao -417 a -
414 (considerando o inicio da traducdo), assim todos os segmentos amplificados
sao digeridos neste sitio de restricao; () individuos homozigotos CC apresentam
em ambos cromossomos o nucleotideo C na posi¢cao -260 do promotor do gene
CD14, na qual encontra-se um sitio de reconhecimento para Haelll (GGCC). Apds a
digestdao com Haelll, foram detectados, portanto, trés fragmentos de DNA
resultantes (204pb, 201pb e 155pb); (lll) individuos homozigotos TT apresentam em
ambos cromossomos a substituicdo de base nucleotidica C—T na posicéo -260 do
promotor do gene CD14. Assim, o sitio de restricdo para Haelll é perdido, e no gel
de agarose sdo observados apenas dois fragmentos de DNA (359pb e 201pb); (1V)
individuos heterozigotos TC apresentam 4 fragmentos de DNA apds a digestao
(359pb, 204pb, 201pb e 155pb).
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Anadlises estatisticas:

A andlise principal foi em cima de curva de sobrevivéncia. Para tal usamos
os procedimentos do Kaplan-meier. Para testar a igualdade das distribuicdes de
sobrevivéncia usamos a estatistica Log-Rank para o qual foi considerado p<=0.05,
como significante. Os resultados descritivos de varidveis continuas foram
demonstrados usando desvio padrdo e contagem e porcentagem para dados
categoricos.

As analises foram feitas em um programa de computador SPSS 11.5
software (SPSS Inc. USA).

RESULTADOS

A figura 2 mostra um quadro de distribuicdo dos pacientes. Como nés
podemos ver, 71 pacientes que apresentaram algum tipo de infeccdo foram
incluidos. Destes pacientes, 53 apresentaram sepse (75%) e 37 entraram em
choque (51%). A sobrevivéncia entre os 71 pacientes incluidos neste estudo, foi de
26 (37%) e nenhuma diferenga estatistica foi encontrada para o sexo (p=0.90) (ver
Fig 3).

Para a avaliagdo da sobrevivéncia em relagédo a idade, agrupamos todos os
pacientes em trés grupos, baseados na estratificacao por quartis : Grupo 1 incluiu
idades entre 14 a 43 anos (primeiro quartil; n=18); Grupo 2 incluiu idades entre 44 a
69 anos (segundo e terceiro quartis; n=36) e; Grupo 3, idades de 70 e 95 anos
(quarto quartil; n=17). Esta estratificacdo da idade revelou uma diferenga estatistica
significante na sobrevivéncia (p=0.05), favorecendo os jovens (61%) contra os mais
velhos (24%). Pacientes de meia-idade ficaram em um padrdo intermediario
(33%)(ver Fig. 4)

Para avaliar o poder do polimorfismo C-260T como prognéstico em
pacientes infectados da UTI, ndés realizamos uma analise de curva de
sobrevivéncia, utilizando os procedimentos de Kaplan-Meier. Os resultados
mostraram uma diferenga estatistica significante a favor do gendtipo TT (62%
sobreviventes) contra genoétipo ndo-TT (26% sobreviventes; p=0.02) (ver Fig. 5).

Como foi encontrado que idade é um parémetro relevante na sobrevida de
pacientes internados na UTI (ver Fig. 4), n6s testamos a performance do gendétipo
TT contra a estratificacdo da idade. Os resultados revelaram que entre os pacientes
com meia-idade, aqueles com o gendtipo TT desempenham-se melhor do que os

pacientes com o gendtipo ndo-TT (p=0.05) (ver Fig. 6). Os resultados mostraram



77

também que os gendtipos do polimorfismo C.s—T parecem nao ter poder de
prever o prognéstico no caso do grupo de jovens (idades entre 14-43; p=0.43), e
tampouco no grupo dos mais velhos (idades entre 70-95; p=0.77).

O mesmo teste foi feito com pacientes sépticos e pacientes em choque. Nos
verificamos o mesmo padrao, onde pacientes TT sépticos e de meia-idade (grupo
2) sobrevivem melhor (p=0.02) e o grupo 1 e 3 nao apresentam diferencas

estatisticas significantes (grupo 1, p=0.68; grupo 3, p=0.63).

Além disto, nos testamos a sobrevivéncia de ambos gendtipos contra os
escores do SOFA. Para isto, nés dividimos os pacientes em 3 grupos de acordo
com a evolugdo do SOFA ao longo da primeira semana de internagdo na UTI. 34
pacientes (10 TT e 24 ndo-TT) tiveram escores do SOFA reduzidos no dia 7
(SOFA7<SOFA1), 9 pacientes (2 TT e 7 n&o-TT) n&o alteraram o escore do SOFA
(SOFA7=SOFA1) e 28 pacientes aumentaram o escore do SOFA no dia 7
(SOFA7>SOFA1). Para os primeiros dois grupos, a sobrevivéncia para ambos
gendotipos ndo alcangou diferenga estatistica significante (SOFA7<SOFA1, p=0.21;
SOFA7=SOFA1, p=0.68). O ultimo grupo (SOFA7>SOFA1) apresentou uma
diferenga muito significativa a favor do gendétipo TT (Sobrevida TT = 56%; sobrevida
nao-TT = 0%; p=0.017)(ver Fig. 7).

DISCUSSAO

Polimorfismos de um Unico nucleotidio (SNPs) sao alteragdes em uma Unica
base em regides idénticas do genoma presentes em, pelo menos, 1% dos
individuos. Muitos SNPs tém sido utilizados para mapear genes associados com
doengas humanas. Foram relatados 48196 SNPs detectados por analises
estatisticas em human expressed sequence tags (ESTs), as quais sdo regides
associados com segmentos codificantes de genes (20). Tais SNPs demonstraram
ser uma ferramenta eficiente na deteccao de regides associadas com doengas. O
estudo de SNPs na saude humana pode ser util para fazer recomendagdes no
sentido de direcionar iniciativas de atuagdo aos focos que necessitam maior
atengao e investimento em pesquisa.

Nosso estudo vem afirmar que o CD14 pode ser considerado como um gene
candidato para respostas variaveis estados fisiolégicos que envolvem infecgbes. Os
atuais estudos com SNPs sao concentrados principalmente em genes que se

espera influenciar diretamente a resposta a uma determinada droga ou doenca
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(21). N6s propusemos um estudo abrangente, com pacientes com diferentes focos
ou graus de infecgdo respondendo a agao diferencial de alelos de um unico gene
constitutivo. Nossa analise é caracterizada como “Sequenced Based” ou estratégia
baseada em sequéncias (21), o SNP do CD14 que foi estudado é potencialmente
funcional uma vez que pode estar interferindo quantitativamente na capacidade
transcricional do gene.

As conclusbdes sobre o efeito diferencial dos alelos deste polimorfismo
especifico do CD14 sob o fendtipo, no entanto, nao consideraram a variagdo de
outros genes envolvidos no processo de resposta as infecgdes. As respostas as
infeccdes sao influenciadas por um grande ndmero de produtos génicos e,
certamente, a importancia do polimorfismo no gene em questao pode depender de
polimorfismos em outros genes.

De todas formas, nossa pesquisa possibilita a obtencdo de estimativas de
valores preditivos positivos e negativos, caracteristicos de estudos prospectivos,
uma vez que podem ser associados a clinica através da identificagdo de variantes
causais que correlacionam fenétipo-genétipo. Além disto, nossos resultados podem
ser Uteis para direcionar o estudo sobre a real interferéncia funcional da mutacao
sobre a expressdo do gene. Tal avaliagdo funcional pode ser explorada para a

aplicacao clinica e farmacoldgica.

Quando bem estabelecido, o conhecimento de variantes genéticas que
oferegcam significantes valores prognésticos sobre como pacientes responderdo aos
tratamentos, beneficiardo pacientes que poderdo contar com um procedimento
especifico apropriado ao seu genétipo e beneficiarao também as estruturas de

saude, ja se prevé melhorias na eficacia no tratamento do paciente.

Os estudos de desequilibrio de ligagao (linkage disequilibrium — LD) buscam
identificar variantes genéticas que poderiam aumentar a suscetibilidade para uma
doenca ou fendtipo de interesse, estando em maior freqiiéncia entre os individuos
afetados do que entre os controles (22). Contudo, o estudo particular de cada
populacéo € importante, uma vez que o padrao de LD medido nos dados humanos
e a utilizacdo dos SNP’s variam muito (22).

E sempre importante considerar que os valores prognésticos encontrados
em nosso estudo podem direcionar, mas nao, ser diretamente aplicados a outras
populagdes em decorréncia das grandes particularidades étnico-bioldgicas.

Nosso estudo incluiu individuos residentes no sul do Brasil, uma populagao
de origem eminentemente européia. Uma outra populacdo poderd apresentar

padrbes diferentes de LD entre os alelos do CD14 e outros segmentos genémicos
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e, conseqlentemente, valores prognésticos diferentes. As variagdes de SNP’s e o
grau de LD com outros genes sao especificos em cada populagéo e ndo dispomos
ainda do conhecimento sobre a freqiéncia de alelos e padrées de LD entre os
SNP's em cada populagao étnica (23).

Neste estudo, ndés encontramos uma evidéncia de associagdo entre o
polimorfismo C.s—T e a sobrevivéncia dos pacientes com infecgao internados na
UTIL. Os pacientes com o genodtipo TT apresentaram uma menor taxa de
mortalidade quando comparados aos com o gendtipo ndao-TT. Mesmo quando
discriminamos os pacientes sépticos dos n&o-sépticos, ou com choque versus o0s
sem choque, o padrao permaneceu o mesmo, especialmente no grupo de meia-
idade. Estes achados estdo, de alguma forma, em conflito com um estudo
recentemente publicado (24).

Acreditamos que existam varias explicagcbes possiveis para estas
discrepancias. Primeiramente, nds nao filtramos ou segregamos por idade, sexo ou
raga, como outros autores ja fizeram. Em segundo lugar, pacientes com varios
graus de severidade patologica, desde uma leve infecgdo a um choque severo,
foram incluidos. Achamos que a estratégia que usamos esta mais de acordo com a
melhora real e pratica da UTI, e que melhor representa a realidade da rotina diaria
de um hospital universitario.

Para explicar porque o grupo de meia-idade teve uma melhor performance
com o gendtipo TT, sugerimos a hipétese de que o grupo dos mais velhos (70-95
anos) tem o sistema imune tdo debilitado que ndo conseguem se beneficiar do
gendtipo TT. Por outro lado, o grupo de jovens (14-43 anos) provavelmente
apresentam melhor capacidade de equilibrar as reagdes pro-antiinflamatérias e,
assim, superar a infecgao, por isso o genétipo TT nao representa qualquer melhora
significativa no sistema imune. Segundo Bone (25) ja colocou, as patologias
infecciosas em geral e as sepses em particular sdo eventos multifatoriais que
produzem reagdes organicas que alternam dinamicamente entre respostas pro e
anti-inflamatérias. A superacdo de uma infeccdo severa depende principalmente da
capacidade do corpo de modular o equilibrio entre as forcas opostas. Noés
propomos que os pacientes de idade intermediaria tenham mais flexibilidade em
controlar a disponibilidade do sCD14 durante a evolu¢ao da doenga. Sendo assim,
eles podem modular melhor a dindmica dos eventos. Na nossa opinido, como
acontece com os receptores soluveis de TNFa (26), o aumento da concentracéo
sérica do sCD14 (uma caracteristica do genétipo TT) pode ser um fator de protegcao

que auxilia o sistema imune a equilibrar melhor as agdes pré-anti-inflamatorias.
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Para confirmar esta hipotese é necessario monitorar os niveis de sCD14 ao longo
do tempo e comparar os dados entre os pacientes TT e 0os nao-TT.

Na luz dos nossos achados, apesar da limitagdo deste estudo, podemos
concluir que existem evidéncias para suspeitar que um portador do genétipo TT
poderia representar um prognostico positivo de sobrevivéncia no caso de uma
infeccdo que leva a internacado na UTI, especialmente em uma idade entre 44 e 69

anos.
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LEGENDAS

Figura 1. Visualizacdo dos fragmentos de DNA em eletroforese com
Agarose/Brometo de Etidio/TBE, dos pacientes (uma amostra representativa). (MW)
padrdao de banda de peso molecular de 123bp (GIBCO-BRL). Tamanho de
fragmentos indicado a esquerda; produto de (PCR) amplificado de 560bp; padrao
de banda esperado para heterozigoto TC (TC), homozigoto TT (TT) e homozigoto

CC (CC). Tamanho de fragmentos indicados a direita.

Figura 2. Fluxograma de inclusdo de pacientes. Um paciente foi inicialmente
excluido porque a informacdo sobre o gendtipo CD14 foi perdida. Outros 15
pacientes foram excluidos porque nao foram encontrados focos de infeccdo durante

a internacdo na UTI.

Figura 3. Curva de sobrevivéncia em relacdo ao sexo (n=71; sobreviventes
femininos, 33%; masculinos, 39%; total, 37%). Nao ha diferenca significativa
(p=0.09).

Figura 4. Curva de sobrevivéncia por idade. Grupo 1(quartil 1) sobrevive melhor
(n=18) e o grupo 3 (quartil 4) apresentou o pior indice de sobrevivéncia (n= 17)
(p=0.05).

Figura 5. Curva de sobrevivéncia por genétipos genétipos TT (n=21) versus nao-TT
(n=50) (p=0.02).

Figura 6. Curva de sobrevivéncia em pacientes do grupo 2 (quartis 2 e 3) (idade

44-69 anos, n=37; gendtipo TT versus nao-TT, p=0.05)

Figura 7. Curva de sobrevivéncia em pacientes que tiveram um aumento no escore
SOFA ao final de uma semana de internagdo na UTIL. O gendtipo TT apresentou

sobrevida maior do que os ndo-TT (p=0.017)) .
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The angiotensin-converting-enzyme insertion/deletion polymorphism as an

indicator for outcome in critical care patients.

Maria H. Albarus, MSc; Fernando Dias,MD;José L. S. Ferraro; Carolina Franco; Luiz
Glock, PhD; Luiz C. D’Avila; Clarice S. Alho, PhD; Jarbas R. de Oliveira, PhD.

Objective: Evaluate thoroughly a population of patients admitted in the ICU using
scores which measure organ condition concerning their outcome; (ll) identify which
indicators are better for determining survival of the population studied; and (llIl) verify
if the differential inheritance of the polymorphic variants of the ACE gene can confer
accuracy in the prognostic power of the scores.

Design: Prospective, observational study.

Setting: Medical Intensive Care Unit (ICU) in a University Hospital (HSL/PUCRS,
Porto Alegre, RS, Brazil).

Patients: Eighty six consecutive ICU admitted patients.

Intervention: ACE gene polymorphism analysis of patients admitted in the ICU and
their respective APACHE II, MODS, and SOFA scores.

Measurements and Main Results: Eighty six patients were analyzed and
evaluated during admittance using APACHE II, MODS, and SOFA scores. Blood
was collected for ACE gene polymorphism genotyping. A significant association was
found among age, SOFA day-1, and SOFA day-1 minus SOFA day-7 value,
independently, and survival (p=0.002; p=0.002; and p<0.001). No statistically
significant differences were found among gender, length of hospital stay, or age
(p=0.29; p=0.63; p=0.41) concerning I/D polymorphism genotypes. Likewise, no
difference was found concerning the degree of organ dysfunction obtained on
admission day of the patients among the scores evaluated (APACHE II, MODS, and
SOFA) and their corresponding genotypes (p=0.69; p=0.49; and p=0.72). No
significant difference was either found among sepsis and shock concerning
genotypes (p=0.264 and p=0.931).

Conclusion: The analysis of the ACE polymorphism genotypes and the organ
dysfunction scores of the patients admitted in the ICU showed that the patients that
survived presented lower values for age and admittance day scores, and had a
significant reduction of the values obtained by SOFA during the first week of ICU
stay. However, the influence of the genetic inheritance of the I/D polymorphism was

not detected in the clinical outcome.
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Patients admitted to an Intensive Care Unit (ICU) are characterized by
presenting a complex physiopathological state due to multiple serious
derangements, in which the mortality rate ranges from 30 to 50% (1). During the
past 20 years, ICU risk-prediction models have undergone significant development,
validation, and refinement. Among the general ICU severity of illnesses scoring
systems, the Acute Physiology and Chronic Health Evolution Il (APACHE II) has
become one of the most accepted and used (2). To risk-adjust patients with longer,
more severe illnesses, several models of organ dysfunction or failure have become
available, including the Multiple Organ Dysfunction Score (MODS) (3), and the
Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) (4). Constant innovations in these
instruments can adjust them to a more specific group of patients, such as the elderly
or patients with known genetic predisposition, in order to offer the ICU patients a
heightened quality in prediction.

The identification of the genetic profile can allow in a very particular manner
the analysis of the individual risk of patients, given that the genetic inheritance can
predispose them to a positive or negative outcome. The understanding of the
molecular mechanisms of an organ dysfunction can elucidate how it is expressed or
modulated by genetic inheritance, (3-5) and how such information can be used in
prognostic scores (6).

The human genome presents around 30 thousand genes, codifying more
than 100 thousand proteins, where millions of polymorphic variations have already
been detected. These structural or regulatory modifications can alter diverse
metabolic functions of the involved organism, such as phenotypical alterations (7-
11). In consequence to this, the organ dysfunctions are accompanied by the
expression of hundreds of genes that will be directly involved in the recovery
capacity of the individual (12).

Amongst all of these genes, we considered the one that codifies for the
angiotensin-converting-enzyme (ACE) (EC 3.4.15.1) which has a key role in the
vascular function. ACE interferes indirectly towards the recovery of the patient, given
that its expression has a broad systemic repercussion (13, 14).

Factors that modify the performance of the vascular function can lead to
cardiovascular complications in those individuals that already present some type of
physiological derangement (14). In a healthy organism, a fine regulatory circuit that

maintains the corporal homeostasis does the regulation of the eletrolityc balance
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and energetic metabolism. Protein products of genes that can express themselves
differently depending on their polymorphic form modulate such regulation.

The renin-angiotensin system regulates the vascular homeostasis in the
human being. The angiotensin Il is one of the most powerful vasoconstrictor
substances. Its action is systemically reflected on the simultaneous constriction of
arterioles, increasing peripheral resistance, which causes an elevation in blood
pressure. Excess in cardiac effort, incidence of vascular stenosis, and hemorrhage
due to the disruption of cerebral or renal vessels are lethal effects of the systemic
peripheral vasoconstriction. The production and metabolism of angiotensin I
consists in three main steps, which include an enzymatic cleavage of the
angiotensinogen into angiotensin | by rennin; the degradation of angiotensin Il by a
few peptides; and the conversion of angiotensin | in angiotensin Il by ACE (15, 16).

The gene that codifies for ACE is located on chromosome 17q23, where an
insertion/deletion polymorphism was detected, represented by a respective
presence or absence of a repeated Alu sequence of 287bp inside intron 16 (17).
This polymorphic variation of the gene generates three possible genotypes (I, ID,
and DD), which have been associated to a differential activity of circulating ACE,
reflecting on the risk development of diseases due to high blood pressure (17-23). In
these studies, a cumulative inheritance of the D allele would be a genetic risk factor
for cardiovascular disease. However, not all of the populations studied show
agreement to this conclusion. Meta-analysis and studies with an elevated number of
subjects have shown flaws in the direct association among the inheritance of the D
allele and cardiovascular risk (24, 25).

Due to the fact that it is an intronic polymorphism, this variable in question
can merely be a silent variation. However, some of the variables can be found linked
to another mutation found in another genomic portion, which is the main responsible
for the phenotypical variation observed. The association among the inheritance of
the | or D allele and vascular performance would depend, therefore, on the
extension of the disequilibrium linkage which could vary among different populations
(26).

In this study, we determined the allelic frequencies of the I/D polymorphic
variant of the ACE gene in individuals admitted in the ICU, and compared the
genetic inheritance to the organ dysfunction through scores designed to reflect the
physiological dysfunctions of patients (27, 28), and the clinical outcome. Our
purposes were to: (I) evaluate thoroughly a population of patients admitted in the
ICU using instruments that measure their organ condition related to outcome; (ll)

identify which indicators are better to determine survival in the population studied;



95

and (IIl) verify if the differential inheritance of the polymorphic variants of the ACE
gene can confer accuracy in the prognostic power of the scores. With this, we hope
to provide information about the genetic analysis that can be used for innovative

purposes and refinement of these prognostic scores in the ICUs.

MATERIALS AND METHODS

Patients:

In this anlaysis were included 86 patients (44 male and 42 female) admitted
to the Intensive Care Unit (ICU) of Sdo Lucas Hospital of the Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS).

The age of the patients varied from 14 to 95 years old (mean age 56.1+18.9
yrs). Only the first admittance in the ICU was considered of those patients that were
admitted more than once. The admission diagnosis was done according to the
APACHE Il score. The patients were then distributed as follows: one with heart
failure; four with metabolic/renal iliness; nine with cardio respiratory arrest; one with
digestive hemorrhage; one with cardiovascular disease; three with respiratory
problems; five with neurological problems; one with rhythm disturbances; one with
gastrointestinal disease; 18 with infections; 31 with sepsis; one with coronary artery
disesase; one after renal transplantation surgery; one after gastrointestinal tract
neoplasm surgery; one with hemorrhagic shock; two with hemorrhage; two with
perfuration/obstruction of the gastrointestinal tract; two with trauma; and one with
chronic obstructive pulmonary disease.

Organ dysfunction was evaluated by SOFA (Sequential Organ Failure
Assessment) score during the first week of ICU stay. Patient survival was
considered independently from the length of ICU or hospital stay. This research was
approved by the Scientific Committee of the institution and by PUCRS Research
Ethics Committee, approval on April 2002 — process n° 01/01088, having complied
with the International Research Regulations on human beings. All of the patients

signed a Free Will Consent Form.

Measurements of the patients’ health state:

The monitoring was done using the following evaluations: (I) APACHE I
score (28); (II) SOFA: describes the degree of the daily organic dysfunction of the
patient considering six organic systems, quantifying their dysfunction on a scale
from zero to four, similar to the MODS score. In addition to the MODS score, the

SOFA score foresees hospital events, length of hospital stay and costs (28, 29).
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SOFA-day: the sum of all the inferred values for each of the six systems evaluated
on the indicated day. SOFA-day1: a score of the organic dysfunction on admission
day of the patient.

The evolution of the organic condition of the patients was monitored and
registered by the MODS-day and SOFA-day scores during the seven days of the
first week of stay in the ICU. The degree of organic dysfunction of the patients at the
end of the first week of stay was obtained by the difference of the MODS-day7 and
SOFA-day7 (referring to the seventh day of stay) minus the score on admission day
(MODS-day1 and SOFA-day1).

Genomic DNA Isolation

The genomic DNA was extracted from leukocytes of each patient. These
cells were obtained from 5ml samples of peripheral blood that was collected in a
sterile system with EDTA and kept refrigerated at 4°C, or frozen at -20°C (30).

Genotyping of the I/D Polymorphism of the ACE gene

The I/D polymorphism of ACE was analyzed as initially described (31): a
segment of intron 16 of the ACE gene was amplified with forward: 5’ - CTG GAG
ACC ACT CCC ATC CTT TCT - 3 and reverse primers: 5 - GAT GTG GCC ATC
ACA TTC GTC AGA T - 3, in the conditions of initial denaturing at 94°C for 10
minutes; followed by 35 cycles composed by denaturing at 94°C for 1 minute,
hybridization at 60°C for 1 minute, and extension at 72°C for 1 minute; and final
extension at 72°C for 5 minutes. The genotype of each individual was determined by
the electrophoresis analysis (2% agarose gels / ethidium bromide / TBE) of the
amplified DNA segments.

The genotyping was based on the following informations: (I) homozygote I
individuals present in both chromosomes an insertion of an Alu sequence inside
intron 16 which generates a single amplified segment of 490bp; (II) homozygote DD
individuals present in both chromosomes the absence of this Alu sequence inside
intron 16 which generates a single amplified segment of only 190bp; (ll)
Heterozygote ID individuals present in the agarose gel both fragments of DNA
(490bp and 190bp).

Statistical analysis:
To analyze the data, descriptive and inferencial statistics were done.
Amongst the descriptive techniques, the frequency tables, mean standard deviation,

and proportion were utilized. The inferencial techniques are those associated to the
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assumption tests, which were utilized such as parametric (t-Student test, ANOVA,
and multiple Tukey comparisons) or as non-parametric tests (chi-square, and exact
Fisher test, Mann-Whitney test, Kruskall-Wallis, and logistic regression). The data
was analyzed in the statistical package SPSS for Windows version 11.5. The
distribution of the patients” allelic and genotypical frequencies was compared by the
chi-square test with the anticipated values by the equilibrium model of Hardy-
Weinberg. For the survival analysis Kaplan-Meier statistical procedures were used,
being that the Log Rang test was used for the significant difference evaluation. The

level of significance was 5%.

RESULTS

Characterization of the patients on admission day in the ITU related to survival

during hospital stay

Regarding the outcome of the survival in the hospital, patients were divided
into two groups: (l) survivors (n=35): individuals that survived during their stay in the
hospital, and (ll) nonsurvivors (n=51): individuals that did not survive during their
stay in the hospital. No significant difference was observed between the patient
gender associated to survival (Pearson chi-square test; p=0.69), or amongst length
of ICU stay in the two groups (Mann-Whitney; p=0.21). However, a highly significant
association was observed between the age and survival, being that the mean age of
the survivors (48.4+18.6) is significantly lower than that of the nonsurvivors
(61.3£17.4) (t-Student; p=0.002).

Scores were obtained regarding the organic dysfunction of the 86 patients on
admission day in the ICU through the APACHE II, MODS, and SOFA instruments,
independently. The organic dysfunction scores obtained by the three instruments,
for each patient, presented a highly significant correlation (Spearman test; p<0.001).
A highly significant correlation was observed between the admission day scores in
the ICU for any one of the instruments, and survival, and that all of the survivors’
individual scores (APACHE Il = 18.1£7.8; MODS-day1 = 3.7+2.3; SOFA-day1

5.1+£3.2) are significantly lower than those of the nonsurvivors (APACHE Il
23.6+8.0; MODS-day1 = 5.5+3.0; SOFA-day1 = 7.9+3.5) (t-Student; p=0.002 for
APACHE Il and MODS, and p<0.001 for SOFA )(Table 1).
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Characterization of the patients during their first weeks’ stay in the ICU related
to survival during hospital stay

Daily scores were obtained during the first week of stay in the ICU, of the 86
patients regarding the dysfunction of six organic systems through the MODS and
SOFA instruments. The analysis of the organic dysfunction measured by the two
instruments during the week, showed highly significant correlation between both of
them (Spearman test; p<0.001). By means of this motive, for posterior analysis only
the values obtained by the SOFA score were considered.

In the survival group of patients the significant difference was observed
between the date of admission scores (mean SOFA-day1 = 5.11+£3.22) and the
seventh day scores (mean SOFA-day7 = 3.80+2.61) (t-Student; p=0.012). On the
contrary, the group of patients that did not survive during the length of stay in the
hospital, there was no significant difference between the date of admission scores
(SOFA-day1 = 7.85+3.45) and the seventh day scores (SOFA-day7 = 8.15+4.16) (t-
Student; p=0.44), and that in this group of patients, the scores of the last days are

higher (Figure 1)

Identification of prognostic indicators for survival

The analysis of the logistic regression showed the isolated influences of age,
SOFA-day1 scores, and SOFA-day7 minus SOFA-day1 values concerning survival
(p=0.002, p<0.001, and p=0.012, respectively), and that the chance of survival
increased the lower the values for each one of the three indicators. The logistic
regression analysis showed the SOFA-day1 and age together could influence
survival (p<0.001). Thus, the age, the SOFA-day1 score, and the organic
dysfunction evolution during the first week of stay in the ICU were considered as
independent prognostic indicators for survival.

Concerning age, the patients were grouped into two categories: (I) with age
up to 50 years (n=33) and (Il) with age over 50 years old (n=53). The chance of
survival between the individuals with age up to 50 years old was 2.93 times in
association to those with more than 50 years of age (IC=[1.20; 7.17]; Pearson chi-
square test; p=0.20).

Concerning the SOFA-day1 score, the patients were grouped into two
categories: (1) with SOFA-day1 below six (n=42) and (ll) with SOFA-day1 above six
(n=44). The chance of survival between the individuals with SOFA-day1 below six
was 4.72 times in association to those with SOFA-day1 above six (IC=[1.86; 11.96];

Pearson chi-square test; p<0.001).



99

Concerning the evolution of the organic dysfunction during the first week of
stay in the ICU, the patients that remained during a week in the ICU (n=66), after
their admission were grouped into two categories: (1) with improvement, that is, with
SOFA-day7 values lower than SOFA-day1 (n=37) and (ll) without improvement, that
is, with SOFA-day7 values higher or the same as SOFA-day1 (n=29). The chance of
survival between the individuals that presented improvement by the end of the first
week of their stay in the ICU was 3.83 in association to those that did not present

improvement (IC=[1.34; 10.93]; Pearson chi-square test; p=0.01).

Effect of the inheritance of the polymorphic variants of the ACE gene.

The 86 patients were genotyped for the I/D polymorphism of the ACE gene.
The total frequencies of the genotypes (11=0.16; ID=0.43; and DD=0.41) and alleles
(I=0.38; D=0.62) showed that the population is in Hardy-Weinberg equilibrium
(Pearson chi-square test, p=0.71).

No statistically significant differences were observed for gender, length of
hospital stay, or age of the patient in the three genotype groups (Chi-Square;
p=0.29, Kruskall-Wallis; p=0.63 and ANOVA; p=0.41, respectively) (Table 2).
Likewise, no significant differences were observed between the degree of organic
dysfunction acquired on admission day of the patient in the ICU, for any one of the
three instruments (APACHE Il, MODS and SOFA) related to the genotypes
(ANOVA; p=0.69, p=0.49 and p=0.72, respectively) (Table 2).

The patients were then divided into two categories, according to their
genotype: (1) lI+ID (n=51): homozygote individuals for the | allele (n=14) plus the
heterozygote individuals (n=37) and (Il) DD (n=35): homozygote individuals for the D
allele. Likewise as presented in table 2, no significant difference was observed
regarding gender (Pearson chi-square test; p=0.02), length of hospital stay (Mann-
Whitney; p=0.46), age (t-Student; p=0.34) or SOFA-day1 score (t-Student; p=0.55)
when the two groups were compared.

The figure 2 shows the daily mean values of the SOFA score acquired during
the first week of stay in the ICU of the patients grouped by genotype. No significant
difference was observed between the daily mean SOFA score during the seven
days of the first week of the stay in the ICU and the genotype (t-Student; p=0.51).

The logistic regression analysis between age, SOFA-day1 score, SOFA-
day7 minus SOFA-day1 value, and ACE genotype about survival show that the

genetic data does not influence the prognostic power in survival, likewise as the
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data of the I/D genotype of the ACE gene observed separately did not demonstrate
to influence survival (p=0,913).

The data of the I/D genotype of the ACE gene did not demonstrate to be
associated to dysfunction in any of the six systems evaluated (respiratory, renal,
hepatic, cardiovascular, coagulation and neurologic) when observed separately or
altogether (ANOVA). Likewise, no statistically significant difference was observed
between the incidence of sepsis and/or shock in the three genotype groups (Chi-
Square; p=0.264 and p=0.931, respectively).

Complementing the former analysis, using Kaplan-Meier statistical
procedures, an analysis on survival was done, where the distribution of the decease
events was compared between the II+ID genotypes and DD genotypes during the
period following 100 days after admission of the patient in the ICU (figure3). In this
analysis no statistically significant differences were found (p=0.92). The patients
were then stratified according to three age groups (14-43 years old; 44-69 years old;
and 70-95 years old), not being detected performance differences for survival
between the group of patients with II+ID or DD genotypes in the three age groups
(p=0.96; p=0.57; and p=0.30, respectively).

Finally, the distribution of the events for the stratified groups according to the
APACHE Il and SOFA indicators were analyzed, resulting in the absence of
significant difference (APACHE Il >21, p=0.40; APACHE Il <21, p=0.25) (SOFA-
day7>SOFA-day1, p=0.72; SOFA-day7=SOFA-day1, p=0.92; and SOFA-
day7<SOFA-day1, p=0.68). This analysis confirms the absence of a relationship
between the inheritance of the ACE alleles and the survival of the patients included

in this study.

DISCUSSION

The use of genetic information can serve as a prognosis in the medical
practice (9, 32-34). Genetic data can be useful in the identification of susceptibility of
an individual and can be included as another risk factor in the medical instruments
designed to detect the physiological profile of the patient aiming towards a prognosis
and treatment (3-5, 8, 35).

Currently, important instruments have been used in the medical field as risk
indicators or for the outcome of the organic conditions of the patient, whereas the
APACHE I, the MODS, and the SOFA score are among them. The scores resulting
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from the application of these instruments, which have a prognostic purpose, reflect
the health state of the patient with a purpose of practical utility. The inclusion of
genetic predictive values to the referred instruments would be some form of
increasing their accuracy. However, before the inclusion of the scores that reflect
the risk due to the inherited characteristics, broadened population studies should be
accomplished to indicate which polymorphic variations indicate morbidity markers.

Different inherited genetic variables can interfere in the susceptibility of each
individual to determined biological weaknesses, predisposing him to different
degrees of organic dysfunction. The study of the association between the
inheritance of polymorphic genetic variables and the health state of a patient permits
the genetic marker characteristics to be identified, which can be used as indicators
in prognosis, prevention, and treatment of complex diseases. Patients admitted in
the Intensive Care Units (ICUs) are individuals with highly debilitated health states.
The complete and constant monitoring of this individual will help improve the
interventions that are performed, enabling a more favorable outcome. Up to this
moment, biochemical, physiological, and clinical data have been useful to define the
deficit health state of the patient, and the monitoring of his response to the
established treatment in search of his recovery.

We suggested that the inclusion of (the data referring to the) genetic
characteristics can increase even more a heightened repercussion of the treatment
and the accompaniment to the patients in an altered physiological state. Thus, in
this study, besides the conventional data, we analyzed the genetic characteristics of
the patients admitted in the ICU with the purpose to identify how substantial the
genetic inheritance interferes in the therapy response and the final clinical outcome
of each individual.

The analysis showed isolated influences concerning survival in age, SOFA-
day1 scores, and SOFA-day7 minus SOFA-day1 values. This data was considered
as an independent prognostic indicator for survival. The data of the I/D genotype of
the ACE gene observed isolated or wholly did not show influence in survival, or in
any other pathological phenotypic variation. That is, the I/D polymorphism of the
ACE gene did not enable a refinement in the prognostic authority of the instruments
concerning the outcome of the patient admitted in an ICU.

Important studies containing population analysis with more than one
thousand individuals associated the inheritance of the D allele or the DD genotype
to morbidity linked to dysfunction in the circulatory system (36-43). The ACE
enzyme has an important role controlling two peptides involved in the vascular tonus

modulation and the proliferation of the smooth muscle cells. This enzyme
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participates in the bradicinin catabolism and conversion of the inactive Angiotensin |
hormone into Angiotensin Il, an octapeptide with a powerful vasoconstriction action
that also stimulates the secretions of Aldosterone through the adrenal cortex. The
most probable mechanism by which the D allele or DD genotype can increase the
risk of the circulatory dysfunction would be through the vasoconstriction of the
coronary arteries. Nevertheless, other, also important studies that had population
samples containing more than one thousand individuals did not clearly evidence the
association among the inheritance of the I/D polymorphism and alterations in the
vascular system (44-52).

The analysis of the genetic results obtained in the present study should
consider, at least, two main focal points: 1 — that the organic dysfunctions presented
by the patients admitted in ICUs are multifactorial, which means, caused by the
entire result of the expression capacity of these millions of genes that control the six
organic systems. The expression capacity of these millions of genes is a reflection
of the interferences of the many different genes in the human genome that are
modulated by outside factors. 2 — the I/D (insertion/deletion) polymorphism is an
allelic variation with a respective presence or absence of a repeated Alu sequence
of 287bp inside the intron 16 of the ACE gene. Just as the insertions of the Alu
family propagated during evolution (53, 54), inside the human genome, other
hundreds of millions of mutations also altered the genome in diverse regions, and
had the most diverse phenotypic repercussions. Due to the fact that we are dealing
with an intronic polymorphism, the I/D variable of the ACE gene interferes directly in
the synthesis of the Angiotensin-Converting-Enzyme or may be linked to some other
mutation that could interfere in the synthesis (55). It was verified that the variations
in the levels of ACE-mRNA were not related to the I/D polymorphism (56, 57).
However, the serum levels of the ACE activity are associated to the D allele or the
DD genotype in many populations (58). It is probable that the regulation of the ACE
expression might be occurring at the post-transcription level, and that the I/D
polymorphism might be a silent mutation linked to a second mutation that is the
actual one responsible for the modulation of the vasoconstriction activity of ACE.
This second mutation could be found inside the same ACE gene (in an exon or the
5 or 3’ non translating region, for example) (568), or in another gene that regulates
ACE activity. In such case, the incidence of a positive association between the D
allele and the increase in the ACE activity, or a positive association between the DD
genotype and the susceptibility to cardiovascular morbidity would depend on the

extension of the linkage disequilibrium between the two polymorphic mutations.
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These two focal points could explain, at least in part, the vast variation of the
genetic effect on the phenotype. That is, the genotype — phenotype relationship
could be disguised by influences and/or genomic and environmental interferences

concerning the gene at study.

In the approximately 30 thousand genes in the human genome, codifying
more than 100 thousand proteins, thousands of polymorphic variables that can
cause structural or regulatory alterations in the diverse metabolic functions of the
organism have already been detected (7). Thus, it is fundamental to conceive that,
only after large scale population studies, with a vast number of individuals from
different populations evaluated, would it be possible to conclude, in fact, that there is
an association between the inheritance of certain genes or genetic markers and
phenotype (3, 4, 8).

Our results were capable of indicating that the patients that survived
presented lower values regarding age and scores on admission day, and
significantly lower values acquired by SOFA during the first week of stay in the ICU.
However, the differential inheritance of the I/D polymorphism was not capable of
influencing the clinical outcome. Assuring that there was no bias of selection in the
population analyzed, that is, it finds itself in Hardy-Weinberg equilibrium, and that on
admission day in the ICU the three genotypes were equally distributed between all
of the characteristics, we can infer that the analysis of the I/D polymorphism of the
ACE was not a capable indicator for predicting susceptibilities or as a mortality risk
for the patients in the ICU included in this study.

Nevertheless, more than six billions of human beings reside on the planet
currently, distributed in genetically distinguishable subgroups with particular
physiological fragilities. The results of our study can motivate and lead to new
investigations, encouraging the use of genomic science and its applications in
medical practices’, in search for genetic markers that can be included as risk factors

in medical instruments that have prognostic means.
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LEGENDS
Table

Table 1. Profile of the patients associated to survival in the hospital related to
gender, length of stay in the hospital, age, and organic dysfunction score on the
admission day in the ICU measured by APACHE Il, MODS, and SOFA instruments.
The significances on the right column are associated to the comparison among

survivor and nonsurvivor groups.

Table 2. Profile of the patients regarding the genotype associated to gender, length
of hospital stay, age, and organic dysfunction on the date of admission in the ICU,
measured by the APACHE II, MODS and SOFA instruments. The significance on
the right column is associated to the comparison between the patients grouped by

genotypes.
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LEGENDS

Figure

Figure 1: The bars identify mean and standard deviation values of the Sequential
Organ Failure Assessment Score (SOFA) for seven days of intensive care unit stay
in survivor (striped bars, n=35) and nonsurvivor (solid bars, n=51) patient groups.
The difference between the mean scores from the two groups was significant
(Pearson chi-square test; p<0.01). The dotted line shows a progressive decrease in
the total number of patients during the length of stay (from 86 on the 1 day to 66 on
the 7" day). The dashed line shows a decrease in the percentage of patients that
survived during the days of the week (from 100% survival on the 1% day to 54%

survival on the 7" day).

Figure 2: The bars identify mean and standard deviations values of the Sequential
Organ Failure Assessment Score (SOFA) for seven days of intensive care unit stay
in 11+ID (solid bars, n=51), and DD (striped bars, n=35) genotype groups. The
dashed line shows a progressive decrease in the total number of patients during the
length of stay: black circle = lI+ID (from 51 on the 1% day to 45 on the 7" day); white
circle = DD (from 35 on the 1% day to 31 on the 7" day). The difference between the
mean scores from the two groups was not significant (Pearson chi-square test;
p=0.89).

Figure 3: Progressive decrease in the total number of patients (%) related to time
during the 100 days after admission of the patient in the ICU [from 86 on the 1% day
(100%) to 35 on the 100" day (41%)] in lI+ID (continuous line) and DD (dotted line)
genotype groups. There was no significant difference between the two groups of

genotypes related to survival (Kaplan-Meier; Log Rank; p=0.92).
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TABLE 1:
Survivors Nonsurvivors Total p Value*

Number of patients 35 51 86 0.69°

Male 19 25 44

Female 16 26 42
Hospital stay (days) (mean 36.6 42.9 404 0.21°
value)
Age (mean value) 484 61.3 56.1 0.002°
APACHE Il (mean value) 18.1 23.6 21.6 0.002°
MODS-day1 (mean value) 3.7 5.5 4.8 0.002°
SOFA-day1 (mean value) 5.1 7.9 6.8 <0.001°¢

* relative significance to the comparison between the survivor and nonsurvivor

groups; °Chi-square test; bMann-Whitney; “t-Student;



TABLE 2:
Il ID DD Total p Value

Genotype frequency 0.16 043 0.41
Number of patients 14 37 35 86

Male 5 22 17 44

Female 9 15 18 42 0.29°
Hospital stay (days) (mean 356 38.0 45.1 404 0.63°
value)
Age (mean value) 61.8 56.1 53.7 56.1 0.41°
APACHE Il (mean value) 21.0 225 21.0 21.6 0.69°
MODS-day1 (mean value) 43 5.2 4.6 4.8 0.49°
SOFA-day1 (mean value) 6.6 7.2 6.5 6.8 0.72°

112

* relative significance to the comparison between the patients grouped by genotype;
Chi-square test; "Kruskall-Wallis; “ANOVA
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O polimorfismo de insercao/delegdao da enzima conversora da angiotensina

como um indicador para a suscetibilidade e melhora em pacientes de UTI.

Maria H. Albarus, MSc; Fernando Dias, MD; José L. S. Ferraro; Carolina Franco;
Luiz Glock, PhD; Luiz C. D’Avila; Clarice S. Alho, PhD; Jarbas R.de Oliveira, PhD.

Objetivos: Avaliar amplamente uma populacdo de pacientes internados em UTI
através dos instrumentos que medem sua condigdo organica em relagdo ao
desfecho; identificar quais sdo os melhores indicadores para a sobrevida na
populacao estudada e verificar se a heranga das variantes polimérficas do gene da
ECA pode conferir acuracia no poder progndéstico dos instrumentos (SOFA).
Desenho: Estudo observacional, prospectivo

Local/Ambiente: Unidade de Terapia Intensiva (UTl) em um hospital universitario.
HSL/PUC-RS, Porto Alegre, RS, Brasil.

Pacientes: Oitenta e seis pacientes internados na UTI

Intervencdo: Analise do polimorfismo do gene ECA nos pacientes internados na
UTI e seus respectivos escores APACHE II, MODS e SOFA.

Medidas e Principais Resultados: Todos os pacientes foram avaliados na
internacao usando os escores APACHE Il, MODS e SOFA, e foi coletado sangue
para a genotipagem do polimorfismo do gene da ECA. Foram analisados 86
pacientes. Encontramos associagao significativa entre a idade, SOFA dia-1 e a
diferenca entre o SOFA dia-1 — SOFA dia-7, independentemente e a sobrevida
(p=0.002; p=0.002 e p<0.001).Quanto aos gendtipos do polimorfismo I/D, n&o foram
encontradas diferencgas estatisticas significantes entre o sexo, tempo de internacao
hospitalar ou idade (p=0.29; p=0.63; p=0.41), da mesma maneira também nao foi
encontrada diferengca quanto ao grau de disfungdo organica obtido no dia da
admissao do paciente em relagao aos instrumentos (APACHE I, MODS e SOFA) e
os respectivos genotipos (p=0.69; p=0.49 e p=0.72). Também nao foi observada
diferenca significativa entre sepse e choque em real¢cdo aos gendtipos (p=0.264 e
p=0.931)

Concluséo: A analise dos gendtipos do polimorfismo do gene da ECA e dos
instrumentos de disfungdo organica dos pacientes internados da UTI, mostraram
que os pacientes que sobrevivem apresentam valores inferiores para idade e
escores do dia da internagao, e reducgao significativa dos valores obtidos pelo SOFA
durante a primeira semana de internagao na UTI. No entanto nao foram capazes de

detectar a influéncia da heranga genética do polimorfismo I/D no defecho clinico.
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Palavras Chaves: APACHE IlI, MODS, SOFA ; ECA, polimorfismo I/D; teste

diagnéstico; fatores de risco genéticos; unidade de tratamento intensivo

O paciente internado em uma unidade de terapia intensiva (UTI) é
caracterizado por apresentar um quadro patolégico complexo decorrente de
fragilidades fisiologicas graves. Em decorréncia deste quadro, a taxa de
mortalidade de pacientes de UTls é de 30 a 50% (1). Durante os ultimos 20 anos,
os modelos de predicdo de risco de UTI tem tido significante desenvolvimento,
validacao e refinamento. Entre as diversas severidades gerais de uma UTI, tem-se
usado sistemas de escores tais como: Acute Physiology and Chronic Health
Evaluation Il (APACHE II) sendo um dos mais aceitos e usados (2). Para se melhor
ajustar o risco e severidade da doenga em relagao a disfungao organica ou faléncia
usa-se os escores Multiple Organ Dysfunction Failure Score(MODS), and the
Sequentical Organ Failure Assessment (SOFA) (2). Constantes inovagdes nesses
instrumentos poderdo ajusta-los para grupos mais especificos de pacientes tais
como pacientes mais velhos ou pacientes com predisposigcbes genéticas
conhecidas, a fim de oferecer aos intensivistas maior qualidade no poder predicéo.

A identificagao do perfil genético podera afetar de maneira muito particular a
analise do risco individual de cada paciente dado que a heranga genética pode
predispd-lo a um desfecho positivo ou negativo. O entendimento dos mecanismos
moleculares de uma disfungcado organica pode elucidar como a mesma é expressa
ou modulada pela heranca genética (3-5) e como tal informacao podera ser usada
em testes prognésticos (6).

O genoma humano apresenta cerca de 30 mil genes, codificadores de mais
de 100 mil proteinas, nos quais ja foram detectadas milhdes de variagdes
polimérficas, cujas alteragdes estruturais ou regulatérias podem alterar diversas
funcdes metabdlicas do organismo envolvendo, portanto, modificagdes fenotipicas
(7-11). Por esse motivo, as disfungbes organicas sao acompanhadas pela
expressao de centenas de genes os quais estardo diretamente envolvidos na
capacidade de recuperagao do individuo (12).

Entre todos estes genes, consideramos o que codifica a enzima conversora
da angiotensina (ECA) tem um papel chave dado que sua expressao tem ampla
repercussao sistémica, uma vez que modula a fungao vascular, a qual interfere no
contexto geral da recuperagao do paciente (13, 14),

Fatores que alterem o perfeito desempenho da funcédo vascular podem

desencadear complicagbes cardiovasculares naqueles individuos que ja
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apresentem alguma fragilidade fisiolégica (14). Em um organismo saudavel, a
regulacao do balango eletrolitico e do metabolismo energético é realizada por um
circuito regulatério fino que mantém a homeostasia corporal. Tal regulagdo é
modulada por produtos protéicos de genes que podem se expressar diferentemente
dependendo da sua forma polimorfica.

O sistema renina-angiotensina regula a homeostase vascular no organismo
humano. A angiotensina Il € uma das substancias vasoconstritoras mais poderosas,
sua acdo é refletida sistemicamente na constricdo simultdnea das arteriolas,
aumentando a resisténcia periférica, o0 que ocasiona o aumento da pressao arterial
total. Os efeitos letais da vasoconstricdo periférica sistémica, sdo o excesso de
esforco cardiaco, a ocorréncia de estenose vascular e hemorragias decorrentes de
rompimento de vasos cerebrais ou renais. As etapas principais da via de formagao
e metabolizacdo da angiotensina Il incluem a clivagem enzimatica da angiotensina |
a partir do angiotensinogénio pela renina, a degradagdo da angiotensina Il por
alguns peptideos e a conversdo de angiotensina | em angiotensina Il pela ECA (EC
3.4.15.1) (15,16).

Foi detectado no gene que codifica para a ECA, localizado no cromossomo
17923, um polimorfismo de insercédo/delecao (I/D) representado pela presencga ou
auséncia respectiva de uma seqliéncia repetida Alu de 287 bp dentro do intron 16
(17). Esta variacao polimérfica do gene gera trés possiveis gendtipos Il, ID e DD os
quais tém sido associados com a atividade diferencial da ECA circulante refletida no
risco de desenvolvimento de doengas decorrentes de pressao arterial elevada (17-
23). Nestes estudos, a heranga cumulativa do alelo D seria um fator de risco
genético a doencga cardiovascular. Contudo, nem todas as populagbes estudadas
tém sido concordantes nesta conclusdo. Meta-analises e estudos com elevado
namero de sujeitos, ttm mostrado falhas na associagao direta entre a heranga do
alelo D e o risco cardiovascular (24, 25).

Por se tratar de um polimorfismo intrénico, a variante da ECA em questao
pode apenas tratar-se de variagao silenciosa. No entanto, alguma das variantes
pode estar ligada a uma segunda mutacao localizada em outra porcdo genémica
realmente responsavel pela diferenciacao fenotipica observada. A associagao entre
a heranca dos alelos | ou D e a performance vascular dependeriam, portanto, da
extensdo do desequilibrio de ligacdo, podendo variar entre as diferentes
populagbes (26).

Neste estudo, ndés determinamos as freqléncias alélicas da variante
polimorfica I/D do gene ECA em individuos internados em UTI, e comparamos a

herangca genética com o estado de disfungcdo organica através de instrumentos
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designados para refletir as disfungdes fisiolégicas do paciente (27, 28) e com o
desfecho clinico. Nossos objetivos foram: (I) avaliar amplamente uma populagao de
pacientes internados em UTI através dos instrumentos que medem sua condigao
organica em relagao ao desfecho, (ll) identificar quais sdo os melhores indicadores
para a sobrevida na populacao estudada e (lll) verificar se a herancga diferencial das
variantes polimérficas do gene ECA pode conferir acuracia no poder progndstico
dos instrumentos. Com isso, pretendemos fornecer informacgdes sobre essa analise
genética que possam ser usadas nas propostas de inovacgoes e de refinamento dos

instrumentos de progndsticos usados nas UTls.

MATERIAL E METODOS

Pacientes:

Foram incluidos no presente estudo 86 pacientes (44 homens e 42
mulheres) da Unidade de Terapia Intensiva Geral (UTIG) do Hospital Sdo Lucas
(HSL) da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (PUCRS), que
estiveram internados no hospital durante 40.4+31.1 dias.

A idade dos pacientes variou de 14 a 95 anos (56.1+18.9 anos). Foi
considerada apenas a primeira entrada na UTIG/HSL/PUCRS dos pacientes que
eram recorrentes. O diagndstico de inclusdo foi feito de acordo com critérios do
APACHE Il (Acute Physiology And Chronic Health Evaluation), tendo sido assim
distribuidos: um com insuficiéncia cardiaca; quatro com doenca metabdlica/renal;
nove com parada cardio-respiratoria; um com hemorragia digestiva; um com
doenca cardiovascular; trés com problemas respiratorios; cinco com problemas
neurolégicos; um com disturbios do ritmo; um com doenca gastrointestinal; 18 com
infeccdo; 31 com sepse; um com coronariopatia; um pdés cirurgia de transplante
renal; um poés- cirurgia por neoplasia do trato gastrointestinal; um com choque
hemorragico/hipovolemia; dois com hemorragia; dois com perfusado/obstrugdo do
trato gastrointestinal; dois com politrauma e um com disfungdo bronquiopulmonar
cronica obstrutiva.

O acompanhamento do estado de saude do paciente foi obtido através dos
indices MODS (Multiple Organ Dysfunction Score) e SOFA (Sequential Organ
Failure Assessment) durante a primeira semana de internacdo. O desfecho de
sobrevida foi considerado independentemente do periodo de internagao na UTI ou
no hospital. Este trabalho foi aprovado pela Comissao Cientifica do HSL e pelo
Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS, em abril de 2002 sob o n° 01/01088,
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tendo sido cumpridas as Normas Internacionais de Pesquisa em seres humanos.

Todos os pacientes assinaram um Termo de Consentimento Livre Esclarecido.

Avaliagao diaria do estado de saude dos pacientes:

A monitorizagdo dos pacientes foi realizada utilizando as seguintes
avaliagdes: (I) APACHE II: (28); (II) SOFA: descreve o grau de disfungao organica
diario do paciente considerando seis sistemas orgéanicos, quantificando a disfungao
dos mesmos numa escala de zero a quatro a semelhanga do indice MODS. Em
acréscimo ao indice MODS, o indice SOFA prevé eventos hospitalares, tempo de
permanéncia hospitalar e custos (28, 29). SOFA-dia: somatério dos valores
inferidos para cada um dos seis sistemas avaliados no dia indicado. SOFA-dia1:
escore da disfungao organica no dia da admissao do paciente.

A evolugao da condicido organica dos pacientes foi monitorada e registrada
pelos escores MODS-dia e SOFA-dia durante os sete dias da primeira semana de
internacdo. O grau de disfuncdo organica dos pacientes ao final da primeira
semana de internacao foi obtido pela diferenca dos escores MODS-dia7 e SOFA-
dia7 (referentes ao sétimo dia de internagdo) menos o do dia da admissdo (MODS-
dia1 e SOFA-dia1).

Obtencao do DNA gendémico

O DNA gendmico foi extraido a partir de leucécitos proveniente de amostras
de 5ml de sangue coletado em sistema estéril com EDTA e mantido refrigerado a
4°C, ou congelado a -20°C (30).

Genotipagem do polimorfismo I/D do gene ECA

O polimorfismo I/D da ECA foi analisado como inicialmente descrito (31):
amplificou-se um segmento de DNA genbémico do intron 16 do gene ECA com
primer forward: 5 - CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT - 3’ e reverse: 5’ -
GAT GTG GCC ATC ACATTC GTC AGA T - 3, nas condigbes de desnaturagao
inicial & 94°C por 10 minutos, seguida de 35 ciclos constituidos de desnaturagéo a
94°C por 1 minuto, hibridizagdo a 60°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1
minuto, e extensao final de 72°C por 5 minutos. O gendtipo de cada individuo foi
determinado pela analise eletroforética (2% gel de agarose / brometo de etidio /
TBE)dos segmentos de DNA amplificados.

A genotipagem foi baseada nas seguintes informa¢des: (I) individuos
homozigotos |l apresentam em ambos cromossomos uma inser¢gdo de uma

sequéncia Alu dentro do intron 16 a qual gera um unico segmento amplificado de
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490 pb; (Il) individuos homozigotos DD apresentam em ambos cromossomos a
auséncia desta sequéncia Alu dentro do intron 16 gerando um unico segmento
amplificado de apenas 190 pb; (1) individuos heterozigotos ID os quais apresentam

no gel de agarose ambos fragmentos de DNA.

Analises estatisticas:

Para analisar os dados foram feitas estatisticas descritivas e inferenciais.
Dentre as técnicas descritivas, foram utilizadas as tabelas de freqliéncia, média
desvio padrdo e proporgado. A técnicas inferenciais sdo aquelas associadas aos
testes de hipdteses, que foram utilizadas tanto as paramétricas como nao
paramétrica, como o qui-quadrado e teste exato de Fisher, juntamente com os
residuos ajustados padronizados, teste t-Student, teste de Mann-Whitney, ANOVA,
Kruskall-Wallis com as comparacdes multiplas de Tukey, e regressao logistica. Os
dados foram analisados no pacote estatistico SPSS for Windows, versao 11.5. A
distribuicdo das freqliéncias génicas e genotipicas nos pacientes foram
comparadas pelo teste do qui-quadrado com os valores previstos pelo modelo de
equilibrio de Hardy-Weinberg. Para a analise de sobrevivéncia foram usados
procedimentos estatisticos Kaplan-Meier, sendo o teste Log Rang utilizado para a

significancia das diferengas. O nivel de significancia utilizado foi de 5%.

RESULTADOS

Caracterizagcdo dos pacientes no dia da admissdao na UTI em relagdo a
sobrevida durante a internagao hospitalar (Tabela 1):

Em relagdo ao desfecho da sobrevida no hospital, os pacientes foram
divididos em dois grupos: () sobreviventes (n=35): os que sobreviveram durante o
periodo de internacdo no hospital e (ll) ndo sobreviventes (n=51): os que nao
sobreviveram durante periodo de internagao no hospital. Nao se observou diferenca
significativa entre sexo do paciente em relacdo a sobrevida (Pearson chi-square
test; p=0.69), ou entre o tempo de internacdo hospitalar nos dois grupos (Mann-
Whitney; p=0.21). No entanto, observou-se associacio altamente significativa entre
a idade e a sobrevida, sendo que a idade média dos sobreviventes (48.4+18.6) &
significativamente mais baixa que a dos nao sobreviventes (61.3+17.4) (t-Student;
p=0.002).

Foram obtidos escores quanto a disfungédo organica no dia da admissao na
UTIl dos 86 pacientes através dos instrumentos APACHE II, MODS e SOFA,

independentemente. Os escores da disfungdo organica obtidos pelos trés
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instrumentos, por paciente, apresentaram correlacdao altamente significativa
(Spearman test; p<0.001). Observou-se correlagao altamente significativa entre os
escores no dia da admissdo na UTI, para qualquer um dos instrumentos, e a
sobrevida, sendo que os escores dos individuos sobreviventes (APACHE Il =
18.1+£7.8; MODS-dia1 = 3.7+2.3; SOFA-dia1 = 5.1+3.2) sao significativamente mais
baixos que os dos nao sobreviventes (APACHE Il = 23.6+£8.0; MODS-dia1 =
5.5+3.0; SOFA-dia1 = 7.9+3.5) (t-Student; p=0.002 para APACHE Il e MODS, e
p<0.001 para SOFA) (Tabela 1).

Caracterizagao dos pacientes durante a primeira semana de internag¢ao na UTI
em relagao a sobrevida durante a internag¢ao hospitalar

Foram obtidos escores diarios, ao longo da primeira semana de internagao
na UTI, dos 86 pacientes quanto a disfungdo de seis sistemas organicos através
dos instrumentos MODS e SOFA. A analise da disfungao organica medida pelos
dois instrumentos ao longo da semana mostrou correlacédo altamente significativa
entre ambos (Spearman test; p<0.001). Por esse motivo, para as analises
posteriores, foram considerados apenas os valores obtidos pelo score SOFA.

No grupo de pacientes sobreviventes observou-se diferenca significativa
entre os escores do dia da admisséo (SOFA-dia1l médio = 5,11+3,22) e os escores
do sétimo dia (SOFA-dia7 médio = 3,80+2,61) (t-Student; p=0.012). Ao contrario, no
grupo de pacientes que ndo sobreviveu durante o periodo de internacdo no
hospital, ndao houve diferenga significativa entre os escores do dia da admissao
(SOFA-dia1 = 7,85+3,45) e o do sétimo dia (SOFA-dia7 = 8,15+4,16) (t-Student;
p=0.44), sendo que nesse grupo de pacientes, os escores do ultimo dia sdo mais

altos (Figura 1).

Identificagao de indicadores prognésticos para a sobrevida

A analise de regressao logistica mostrou as influéncias isoladas da idade, do
escore SOFA-dia1 e do valor SOFA-dia7 - SOFA-dia1 sobre a sobrevida (p=0,002,
p<0,001 e p=0,012, respectivamente), sendo que a chance de sobrevida aumenta
quanto mais baixos forem os valores para qualquer um dos trés indicadores. A
analise de regressao logistica mostrou o SOFA-dia1l e idade influenciando
conjuntamente a sobrevida (p<0,001). Assim, a idade, o escore SOFA-dial e
evolugao da disfungcéo orgénica ao longo da primeira semana de internagdo na UTI

foram considerados como indicadores independentes progndsticos para sobrevida.
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Em relagéo a idade, os pacientes foram agrupados em duas categorias: ()
com idade até 50 anos (n=33) e (Il) com idade superior a 50 anos (n=53). A chance
de sobrevida entre os individuos com idade até 50 anos foi de 2.93 vezes em
relacdo aqueles com mais de 50 anos (IC=[1.20;7.17]; Pearson chi-square test;
p=0.02).

Em relagdo ao escore SOFA-dia1, os pacientes foram agrupados em duas
categorias: (I) com SOFA-dia1 até seis (n=42) e (Il) com SOFA-dia1 superior a seis
(n=44). A chance de sobrevida entre os individuos com SOFA-dia1 foi de 4.72
vezes em relagcado aqueles com SOFA-dia1 acima de seis (IC=[1.86;11.96]; Pearson
chi-square test; p<0.001).

Em relacdo a evolugao da disfungao organica ao longo da primeira semana
de internacdo na UTI, os pacientes que permaneceram durante uma semana na
UTIl (n=66), apds a internacdo, foram agrupados em duas categorias: (I) com
melhora, isto €, com valores de SOFA-dia7 inferiores ao SOFA-dia1 (n=37) e (ll)
sem melhora, isto €, com valores de SOFA-dia7 superiores ou iguais ao SOFA-dia1
(n=29). A chance de sobrevida entre os individuos que apresentaram melhora ao
final da primeira semana de internacao na UTI foi de 3.83 em relagao aqueles que

nao apresentaram melhora (IC=[1.34;10.93]; Pearson chi-square test; p=0.01).

Efeito da heranga das variantes polimoérficas do gene ECA.

Os 86 pacientes foram genotipados quando ao polimorfismo I/D do gene
ECA. As frequéncias totais de gendtipos (I1=0.16; 1D=0.43; DD=0.41) e alelos
(1=0.38; D=0.62) mostraram que a amostra estda em equilibrio de Hardy-Weinberg
(Pearson chi-square test, p=0.71).

Nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre o
sexo, tempo de internagdo hospitalar ou idade do paciente nos trés grupos de
gendtipos (Qui-Quadrado; p=0.29, Kruskall-Wallis; p=0.63 e ANOVA; p=0.41,
respectivamente) (Tabela 2). Da mesma forma, ndo foram observadas diferencas
significativas entre o grau de disfungdo organica obtido no dia da admissao do
paciente na UTI, para qualquer um dos trés instrumentos (APACHE II, MODS e
SOFA) em relagcdo aos genodtipos (ANOVA; p=0.69, p=0.49 e p=0.72,
respectivamente) (Tabela 2).

Os pacientes foram, entdo, divididos em duas categorias, segundo o
gendtipo: (1) II+ID (n=51): individuos homozigotos para o alelo | (n=14) mais
individuos heterozigotos (n=37) e (Il) DD (n=35): individuos homozigotos para o
alelo D. Da mesma forma como apresentado na tabela 2, ndo se observou

diferenca significativa quanto ao sexo (Pearson chi-square test; p=0.02), tempo de
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internacao hospitalar (Mann-Whitney; p=0.46), idade (t-Student; p=0.34) ou escore
SOFA-dia1 (t-Student; p=0.55) quando se comparou os dois grupos.

A figura 2 mostra as médias diarias do escore SOFA obtidas durante a
primeira semana de internagdo na UTI dos pacientes agrupados por gendétipo. Nao
foram observadas diferengas significativas entre o escore médio diario do SOFA
durante os sete dias da primeira semana de internagcao na UTI e o gendtipo (t-
Student; p=0.51).

As analises de regressao logistica conjunta entre idade, escore SOFA-dia1,
valor SOFA-dia7 - SOFA-dia1 e gendtipo ECA sobre a sobrevida mostraram que o
dado genético nao influencia no poder prognéstico para a sobrevida, da mesma
forma como os dados do gendtipo I/D do gene ECA observado isoladamente nao
mostrou influenciar na sobrevida (p=0,913).

Os dados do gendtipo I/D do gene ECA nao mostraram estar associados a
disfungbes em nenhum dos seis sistemas avaliados (respiratério, renal, hepético,
cardiovascular, hematolégico e neuroldgico) quando observados isolado ou
conjuntamente (ANOVA). Da mesma forma, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes entre a ocorréncia de sepse e/ou choque nos trés
grupos de gendtipos (Qui-Quadrado; p=0.264 e p=0.931, respectivamente).

Em complemento as analises anteriores, utilizando procedimentos
estatisticos Kaplan-Meier foi realizada uma analise de sobrevivéncia onde se
comparou a distribuicdo dos eventos de 6bito para os gendtipos II+ID com a do
gendtipo DD durante o periodo de 100 dias apds a adimissao do paciente na UTI
(Figura 3). Nessa analise ndao foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas (p=0.92). Os pacientes foram, entao estratificados segundo trés faixas
etarias (14-43 anos; 44-69 anos; 70-95 anos), nao sendo detectadas diferencas de
performance para a sobrevivéncia entre os grupos de pacientes com genotipos
[1+1D ou DD nas trés faixas etarias (p=0.96; p=0.57; p=0.30, respectivamente).

Finalmente, foram analisadas a distribuicdo dos eventos para grupos
estratificados segundo os indicadores APACHE Il e SOFA, ndo tendo sido
encontrado diferengas significativas (APACHE Il >21, p=0.40; APACHE Il <21,
p=0.25) (SOFA-dia7>SOFA-dia1, p=0.72; SOFA-dia7=SOFA-dia1, p=0.92; SOFA-
dia7<SOFA-dia1, p=0.68). Tais analises confirmam a auséncia de relacéo entre a

herancga dos alelos da ECA e a sobrevivéncia dos pacientes incluidos neste estudo.
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DISCUSSAO

Cada vez mais, sustenta-se que o uso da informagao genética podera servir
como prognaostico na pratica médica (9,32-34). Dados genéticos poderao ser Uteis
na identificacdo das suscetibilidades individuais e poderdo ser um fator de risco a
mais a ser incluido nos instrumentos da medicina designados a detectar o perfil

fisiolégico do paciente com vistas ao tratamento e ao progndstico (3-5,8,35).

Atualmente, importantes instrumentos tém sido utilizados na avaliagéo
médica como indicadores de risco ou de desfecho das condi¢gdes orgéanicas do
paciente, entre eles, o APACHE Il, o MODS e o SOFA. Os indices resultantes da
aplicacao desses instrumentos, os quais tém o propdsito do prognéstico, refletem o
estado de saude do paciente com o propdsito da utilidade pratica. A inclusdo de
valores preditivos genéticos aos referidos instrumentos seria uma forma de
aumentar a acuracia dos mesmos. No entanto, antes da inclusdo de escores que
reflitam o risco decorrente das caracteristicas herdadas, devem ser realizados
amplos estudos populacionais que indiqguem quais sdo as variagdes polimorficas
marcadoras de morbidades.

Diferentes variantes génicas herdadas poderao interferir na suscetibilidade
de cada individuo a determinadas fragilidades biologicas as quais poderao
predispO-lo a diferentes graus de disfungbes orgénicas. O estudo da associagao
entre a heranga de variantes génicas polimorficas e o estado de saude de um
paciente permitira que sejam identificados quais sdo as caracteristicas genéticas
marcadoras, as quais poderdo ser usadas como indicadores no prognéstico, na
prevencdo e no tratamento das doengas complexas. Pacientes internados em
unidades de terapia intensiva (UTIs) sado individuos em estado de saude altamente
debilitado. Quanto mais constante e completa for a monitorizagéo deste individuo,
melhor sera realizada a intervencdo, o que possibilitara um desfecho mais
favoravel. Até o momento, dados bioquimicos, fisioldgicos e clinicos tém sido Uteis
para a definicdo do estado de déficit de saude do paciente, e na monitorizagao da
sua resposta ao tratamento estabelecido na busca da sua recuperagao.

Nés sugerimos que a inclusdo de dados referentes as caracteristicas
genéticas poder&o incrementar ainda mais a boa repercussao do tratamento e do
acompanhamento aos pacientes em estados fisiolégicos alterados. Assim, neste
trabalho, além dos dados convencionais, ndés analisamos as caracteristicas

genéticas de pacientes internados em UTIl com o objetivo de identificar o quanto a
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herangca genética interfere na resposta terapéutica e no desfecho clinico final de
cada individuo.

A analise mostrou influéncias isoladas apenas da idade, do escore SOFA-
dia1l e do valor SOFA-dia7 - SOFA-dial sobre a sobrevida. Esses dados foram
considerados como indicadores independentes progndsticos para sobrevida. Os
dados do gendtipo I/D do gene ECA observado isolado ou conjuntamente nao
mostraram influenciar na sobrevida, ou em qualquer outra variacdo fenotipica
patoldgica. Assim, os dados do gendtipo I/D do gene ECA nao possibilitaram refinar
0 poder prognéstico dos instrumentos quanto ao desfecho do paciente internado em
uma UTI.

Estudos importantes, os quais incluiram a analises de populagdes com mais
de um mil individuos, relacionaram a heranga do alelo D ou do gendétipo DD com
morbidades associadas as disfungdes no sistema circulatério (36-43). A enzima
ECA tem um papel muito importante no controle de dois peptideos envolvidos na
modulacdo do tébnus vascular e na proliferacdo de células musculares lisas,
participando do catabolismo da bradicinina e convertendo o hormoénio inativo
angiotensina | em angiotensina I, um octapeptideo com poderosa acéo
vasoconstritora e que também estimula a secrecdo de aldosterona pelo cortex
adrenal. O mecanismo mais provavel pelo qual o alelo D ou genétiopo DD pode
aumentar o risco as disfuncdes circulatorias seria através da vasoconstricdo das
artérias coronarias. No entanto, outros estudos também importantes, com amostras
populacionais com mais de um mil individuos, ndo evidenciaram tao claramente a
associacao entre a heranga do polimorfismo I/D e alteragbes do sistema vascular
(44-52)

A analise dos resultados genéticos obtidos no presente estudo deve
considerar, pelo menos, dois grandes enfoques: 1 — as disfungdes organicas
apresentadas por pacientes internados em UTls sao multifatoriais, ou seja,
causadas pelo resultado conjunto da capacidade de expressdo de milhares de
genes que controlam os seis sistemas organicos. A capacidade de expressao
desses milhares de genes é um reflexo das interferéncias entre os diferentes genes
do genoma humano, modulados pelos fatores vindos do meio externo; 2 - o
polimorfismo /D (insercdo/delecdo) é uma variagdo alélica de presenga ou
auséncia respectiva de uma sequéncia repetida Alu de 287 bp dentro do intron 16
do gene ECA. Da mesma forma como as inser¢gdes da familia Alu se propagaram,
ao longo da evolugdo (53,54), dentro do genoma humano, outras centenas de
milhares de muta¢des também alteraram o genoma nos mais variados locais, e com

as mais diversas repercussdes fenotipicas. Por se tratar de um polimorfismo
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intrénico, a variante I/D do gene ECA poderia interferir diretamente na sintese do
MRNA-ECA ou estar ligada a alguma mutagdo que o fizesse (55). No entanto, foi
verificado que as variagdes encontradas o nivel de mRNA-ECA né&o se relacionam
com o polimorfismo I/D (56, 57). De todas as formas, os niveis séricos da atividade
ECA sao associados ao alelo D, ou ao gendétipo DD, em muitas populagdes (58). E
provavel, assim, que a regulacdo da expressao da ECA esteja ocorrendo no nivel
pos-transcricional e o polimorfismo I/D, seja uma mutacao silenciosa ligada a uma
segunda mutacdo a qual seria a real responsavel pela modulagdo da atividade
vasoconstritora da ECA. Esta segunda mutacdo poderia estar dentro do proéprio
gene ECA (num exon ou nas regides 5 ou 3’ ndo traduzida, por exemplo) (58), ou
num outro gene regulador da ECA. Sendo assim, a ocorréncia de associagao
positiva verificada entre o alelo D e o aumento da atividade ECA, ou de associagao
positiva verificada entre o gendétipo DD e a suscetibilidade a morbidades
cardiovasculares, dependeria da extensao do desequilibrio de ligagdo entre as duas

mutagdes polimorficas.

Esses dois enfoques poderiam explicar, pelo menos em parte, a ampla
variacdo do efeito genético no fendtipo. Isto é, a relagcdo gendtipo-fendtipo pode
estar sendo mascarada por influéncias e/ou interferéncias genémicas e ambientais

sob 0 gene em estudo.

Nos cerca de 30 mil genes do genoma humano, codificadores de mais de
100 mil proteinas, ja foram detectadas milhares de variantes polimérficas as quais
podem provocar alteracbes estruturais ou regulatérias nas diversas funcbes
metabdlicas do organismo envolvendo, portanto, modificagbes fenotipicas (7).
Desta forma, é fundamental conceber que, somente apds estudos populacionais em
larga escala, com grande numero de individuos de diferentes popula¢ées avaliados,
sera possivel concluir se, de fato, ha associacdo entre a heranga de certos genes
ou marcadores genéticos e um fenotipo (3,4,8).

Nossos resultados foram capazes de apontar que os pacientes que
sobrevivem apresentam valores inferiores para idade e escores do dia da
internacao, e reducao significativa dos valores obtidos pelo SOFA durante a
primeira semana de internacao na UTI. No entanto, ndo foram capazes de detectar
a influéncia da herancga diferencial para o polimorfismo I/D no desfecho clinico.
Assegurando que nao tenha havido nenhum viés de selecdo na amostra analisada,
dado que a mesma encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg e que, no dia da
admissao na UTI, os trés gendtipos estavam igualmente distribuidos entre todas

caracteristicas, podemos inferir que a analise do polimorfismo I/D da ECA nao foi
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um indicador capaz de predizer suscetibilidades ou risco de mortalidade para os
pacientes de UTI incluidos neste estudo.

Contudo, mais de seis bilhdes de seres humanos habitam hoje o planeta,
distribuidos em subgrupos geneticamente distinguiveis e com particulares
fragilidades fisiolégicas. O resultado de nosso estudo pode direcionar e motivar
novas investigagdes incentivando o uso da ciéncia gendmica e suas aplicagdes a
pratica médica e na busca de marcadores genéticos que possam ser um fator de

risco a mais a ser incluido nos instrumentos da medicina com fins prognésticos.
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LEGENDAS
Tabelas

Tabela 1. Perfil dos pacientes quanto a sobrevida no hospital em relagao ao sexo,
tempo de internacdo no hospital, idade e escore de disfungédo organica no dia da
admissdo na UTIl medida pelos instrumentos APACHE II, MODS e SOFA. As
significancias na coluna da direita sdo relativas a comparagao ente os grupos

sobreviventes e ndo sobreviventes.

Tabela 2. Perfil dos pacientes quanto ao genétipo em relagdo ao sexo, tempo de
internacdo no hospital, idade e disfuncdo organica no dia da admissdao na UTI,
medida pelos indices APACHE II, MODS e SOFA. As significancias na coluna da

direita sao relativas a comparacgao entre os pacientes agrupados por genaotipos.
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LEGENDAS

Figuras

Figura 1 As barras identificam os valores das médias e desvios padrdes do
Sequential Organ Failure Assessment Score (SOFA) para os sete dias internados
na unidade de terapia intensive em sobreviventes (barras listradas, n=35) e nao
sobreviventes (barras sdlidas, n=51). A diferenga entre os scores médios dos dois
grupos foi significante (Pearson chi-square test; p<0.01). A linha pontilhada mostra
0 decréscimo progressivo no numero total de pacientes com o tempo (de 86 no
primeiro dia a 66 no sétimo dia). A linha tracejada mostra o decréscimo da
porcentagem de pacientes vivos durante os dias da semana (de 100% vivos no

primeiro dia a 54% vivos no sétimo dia).

Figura 2. As barras identificam os valores das médias e desvios padrdes para o
Sequential Organ Failure Assessment Score (SOFA) para sete dias de internagdo
na unidade de terapia intensiva em grupos de gendtipos : I1+ID (barras sélidas,
n=51) e DD (barras listradas, n=35). A linha pontilhada mostra decréscimo
progressivo no numero total de pacientes com o tempo: circulo preto = |I+ID (de 51
no primeiro dia até 45 no sétimo dia); circulo branco = DD (de 35 no primeiro dia até
31 no sétimo dia). A diferenca entre os scores médios dos dois grupos néo foi

significante (Pearson chi-square test; p=0.89).

Figura 3. Decréscimo progressivo do numero total de pacientes (%) em fungéo do
tempo ao longo de 100 dias apds a admissao do paciente na UTI de 86 no primeiro
dia (100%) até 35 no centésimo dia (41%)] no grupo de gendtipos : II+ID (linha
continua) e DD (linha pontilhada). Nao houve diferenga significativa entre os dois

grupos de gendtipos em relagéo a sobrevivéncia (Kaplan-Meier; Log Rank; p=0.92).
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TABELA 1:
Sobrevivente Nao
sobrevivente Total p Valor®
® s
N° pacientes 35 51 86 0.69°
Homens 19 25 44
Mulheres 16 26 42
Internagdo no hospital (dias)
(média) 36.6 42.9 404 0.21°
Idade (média) 48.4 61.3 56.1  0.002°
APACHE Il (média) 18.1 23.6 21.6 0.002°
MODS-dia1 (média) 3.7 5.5 4.8 0.002°
SOFA-dia1 (média) 5.1 7.9 6.8 <0.001°

*significAncia relativa a comparagao entre os grupos de sobreviventes e nao

sobreviventes; ?Chi-square test; "Mann-Whitney; °t-Student;



TABELA 2:
Il ID DD Total p Valor

Frequéncia genotipica 0.16 0.43 0.41
Numero de pacientes 14 37 35 86

Homens 5 22 17 44

Mulheres 9 15 18 42 0.29°
Internagao hospitalar (dias) 35.6 38.0 45.1 404 0.63°
(média)
Média Idade (média) 61.8 56.1 53.7 56.1 0.41°
Média APACHE Il (média) 21.0 225 21.0 216 0.69°
Média MODS-dia1 (média) 4.3 5.2 4.6 4.8 0.49°
Média SOFA-dia1 (média) 6.6 7.2 6.5 6.8 0.72°¢
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*significancia relativa a comparacao entre os pacientes agrupados por genétipos;

Chi-square test; "Kruskall-Wallis; “ANOVA
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Linha Pontilhada: N. de pacientes
Linha Tracejada: % de pacientes
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6.ANEXOS

6.1 Lista de Abreviaturas

APACHE Il — Acute Physiology and Chronic Health Evaluation
APDKD - Disfungao renal policistica dominante autossémica
CAD - Doencga arterocoronariana

CHF - Faléncia cronica do coragao

DIC- Doenca isquémica cerebrovascular
DM — Diabete melitus

ECA - Enzima conversora da angiotensina
ECAp — Niveis plasmaticos de ECA

ESTs- Human expressed sequence tags
HDL - Lipoproteina de alta densidade

HE - Hipertensio essencial

Hp - Hipertensao

HVE - Hipertrofia ventricular esquerda

IAM — Infarto agudo do miocardio

IFN-y — Interferon gama

IgA — Imunoglobulina A

IgAN — Nefropatia de imunoglobulina A
IgE — Imunoglobulina E

IL-1 — Interleucina 1

IL-4 — Interleucina 4

IL-6 — Interleucina 6

IL-8 — Interleucina 8

IL-10 — Interleucina 10

IL-12 — Interleucina 12

IM — Infarto do miocardio

KD — Doenga de Kawasaki

LAC - Leséo aterocoronariana

LBPs — Proteina de ligagédo de LPS

LD- Linkage disequilibrium

LPS — Lipopolissacarideo

MAS - Infarto microangiopatico

mCD14 — Receptor de membrane da endotoxina CD14

MODS — Multiple Organ Dysfunction Failure



MVE - Massa ventricular esquerda

ON - Oxido nitrico

PA: Pressao arterial

sCD14 —Receptor soluvel da endotoxina CD14
SNP — Polimorfismo de nucleotideo simples
SOFA — Sequential Organ Failure Assessment
TGFB — Fator B de crescimento de transformacgéao
TNFa — Fator a de necrose tumoral

UTI - Unidade de terapia intensiva

UTIG- Unidade de terapia intensiva geral

VE — Ventriculo esquerdo
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