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RESUMO

DE OLIVEIRA FILHO, R. A. Associacdo entre polimorfismos genéticos de interleucinas e
marcadores de inflamacdo e de prognostico em pacientes portadores de sepse. Dissertacdo
(Mestrado) — Programa de Po6s-Graduagdo em Biologia Aplicada a Salde, Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, 2016.

A sepse, apesar do melhor entendimento de sua fisiopatologia e da aplicacdo de novos
recursos terapéuticos, diferentes parametros clinicos e laboratoriais podem ser associados a
mortalidade de pacientes criticamente enfermos, dentre eles as citocinas, como por exemplo,
as interleucinas (ILs). Concentragdes basais mais elevadas de IL-6 e IL-10, além de
polimorfismos genéticos nesses genes estdo associadas a evolucdo desfavoravel de disfuncéo
organica. O objetivo deste estudo foi avaliar os polimorfismos genéticos das ILs 6 (-634C>G)
e 10 (-1082G>A), correlacionando-os aos niveis de biomarcadores inflamatérios e escores
prognosticos (APACHE 1l e SOFA) em pacientes diagnosticado com sepse na UTI do Pronto
Socorro Cardioldgico de Pernambuco, Recife. Um total de 120 pacientes (incluindo 70
pacientes com sepse e 50 controles) foram analisados. Os niveis de citocinas no plasma foram
determinados por citometria de fluxo com kit CBA Th1/Th2. Os Polimorfismos IL10-
1082G>A e 1L6-634C> G foram estudados por meio de analise PCR-RFLP. Os escores de
prognostico e os niveis de interleucinas foram comparados entre 0s grupos de pacientes com
diferentes gendtipos IL6 e IL10. Entre os pacientes incluidos no estudo, 0 grupo com sepse
mostrou pontuacGes mais altas no APACHE Il e SOFA e maiores niveis séricos de IL-6 e IL-
10. Os polimorfismos avaliados nas regides promotoras I1L6 e IL10 n&o tiveram efeito sobre
0s niveis séricos destas citocinas e ndo estavam associados a sepse ou com 0S escores, exceto
o0 alelo G de 1L10(-1082) que foi associado com valor de SOFA superior a 7. Portanto, 0
APACHE Il e SOFA foram bons indicadores de mortalidade. Niveis mais elevados de IL-6 e
IL-10 foram observados nos pacientes com sepse. Neste estudo, embora o polimorfismo IL6
(-634C> G) ndo demonstrou estar envolvido no processo de agravamento da sepse, o alelo G
do gene IL10 (-1082G>A) agiu como um fator de risco quando relacionado com o escore
SOFA. No entanto, como esses genes sdo muito polimdrficos, € necessario estudos mais

amplos de associacdo de escores prognosticos incluindo outros polimorfismos.

Palavras-chave: polimorfismos, interleucinas, sepse, inflamagao, prognastico.
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ABSTRACT

DE OLIVEIRA FILHO, R. A. Association between genetic polymorphisms of interleukins and
inflammation and prognosis markers in patients with sepsis. Dissertation (Master's degree) — Post-
Graduate Program in Biology Applied to Health, Federal University of Pernambuco, Recife, 2016.

Sepsis, despite the better understanding of its pathophysiology and application of new
therapeutic resources, different clinical and laboratory parameters can be associated with
mortality in critically ill patients, including cytokines, such as interleukins (ILs). Higher
baseline levels of IL-6 and IL-10, besides genetic polymorphisms in these genes are
associated with unfavorable outcomes organ dysfunction. The aim of this study was to
evaluate the genetic polymorphisms of ILs 6 (-634C>G) and 10 (-1082G>A), correlating the
levels of inflammatory biomarkers and prognostic scores (APACHE Il and SOFA) in patients
diagnosed with sepsis in Ready ICU Cardiac Emergency of Pernambuco, Recife. A total of
120 patients (including 70 patients with sepsis and 50 controls) were analyzed. Levels of
cytokine in plasma were determined by flow cytometry with the CBA Thl / Th2 kit. The
polymorphisms IL10-1082G>A and 1L6-634C>G were studied by PCR-RFLP analysis. The
prognostic scores and interleukins levels were compared between groups of patients with
different genotypes IL6 and IL10. Among the patients included in the study, the group with
sepsis showed higher scores on the APACHE Il and SOFA and higher serum levels of IL-6
and IL-10. Polymorphisms evaluated in the promoter regions of IL-6 and I1L-10 had no effect
on serum levels of these cytokines and were not associated with sepsis or with the scores
except the G allele of 1L-10 (-1082) who was associated with SOFA value than 7. Therefore,
the APACHE Il and SOFA scores were good indicators of mortality. Higher levels of IL-6
and I1L-10 were observed in patients with sepsis. In this study, although the IL6 polymorphism
(-634C>G) has not demonstrated to be involved in the process of worsening sepsis, the G
allele of the IL10 gene (-1082G>A) acted as a risk factor when related to the SOFA score.
However, as these genes are very polymorphic, we need larger studies of association of

prognostic scores including other polymorphisms.

Keywords: polymorphisms, interleukins, sepsis, inflammation, prognosis.
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1 INTRODUCAO

A sepse, que é compreendida como uma inflamagdo sistémica grave em resposta a
invasdo de agentes patdgenos, caracteriza-se por um desbalanceamento do sistema imune,
mediada pela liberacdo exacerbada de diversos mediadores inflamatorios e que pode evoluir
para choque, levando a danos em varios 0rgaos e até mesmo ao 6bito (CLARK et al, 2016).

A sepse representa a principal causa de mortalidade em unidades de terapia intensiva
(UTlIs). A taxa de mortalidade de todos os episodios sépticos (sepse grave, choque séptico e
sindrome de disfuncdo de multiplos 6rgédos) é de 30 a 50% (FLEISCHMANN et al., 2016).
No entanto, apesar do aumento de pesquisas sobre a resposta inflamatoria e a utilizacdo de
novas drogas, a mortalidade de sepse ndo diminuiu nas Ultimas décadas (ALBERTI et al.,
2002). Isto sugere que é de extrema importancia identificar mediadores relevantes
responsaveis pelas alteracdes fisioldgicas durante a sepse, a fim de desenvolver e orientar

novas abordagens terapéuticas (LEVER et al., 2007).

Citocinas, proteases, mediadores lipidicos, substancias gasosas, peptideos vasoativos e
marcadores de estresse celular desempenham um importante papel na fisiopatologia da sepse.
Vérias moléculas de adesdo e quimiocinas sequestram e ativam os neutrofilos para os érgdos-
alvo, aumentando ainda mais o dano inflamatério ao tecido (HAN-OH et al, 2016). Embora as
substancias antinflamatérias controlem a producdo de mediadores pro-inflamatérios, a
modulacdo prolongada da resposta imune pode causar a susceptibilidade do hospedeiro as
infeccdes, refletindo um enorme desafio para o desenvolvimento eficaz de uma terapia clinica
contra a sepse (BAUER et al., 2016).

Citocinas sdo amplamente avaliadas como potenciais biomarcadores na sepse, mas
infelizmente nenhuma delas possui especificidade ou sensibilidade suficiente para serem
empregadas rotineiramente de forma isolada na pratica clinica e identificar um prognostico
desfavoravel (OSUCHOWSKI et al., 2006). O uso de escores, como 0 APACHE Il e 0 SOFA,
como instrumento de prognéstico de mortalidade é bastante Gtil. Embora alguns estudos
relatarem éxito na utilizacdo do APACHE Il em pacientes admitidos a UTI (CHAWLA et al.,
2007; HO, 2007), Lundeberg et al (1998) ndo conseguiram comprovar a eficacia do

APACHE Il para o prognostico da mortalidade de pacientes com sepse. Isto sugere que 0
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resultado na sepse além de marcadores bioldgicos e clinicos, pode haver um forte componente

genético envolvido no desenvolvimento de tal doenca.

A andlise do genoma humano tem sugerido o uso da informacdo genética como uma
ferramenta complementar de prognéstico para muitas doencas humanas, incluindo a sepse
(COLLINS et al.,, 2003). Assim inumeros estudos de SNPs envolvendo os genes das
interleucinas 6 e 10 tém sido desenvolvidos, umas vez que niveis elevados dessas
interleucinas estdo associados a um pior prognéstico em diversas doencas de carater
inflamatorio (FISHMAN et al., 1998; HOLMES et al., 2003; YIN et al., 2013).

Assim, para entender a variabilidade no desenvolvimento da sepse e os resultados
clinicos dos pacientes, 0 objetivo deste trabalho foi analisar os polimorfismos genéticos na
regido promotora -634G>C da IL6 e -1082A>G da IL10 e compara-los com os marcadores
inflamatorios e de prognostico em pacientes admitidos & UTI do Hospital Cardioldgico de
Pernambuco — PROCAPE.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SEPSE

2.1.1 Considerag0es gerais e defini¢oes

O conceito de sepse e suas variadas graduacdes foram definidos durante uma reunido da
Sociedade de Terapia Intensiva Americana em 1991, pois a identificacdo do quadro real era
imprecisa, 0 que dificultava o correto diagnostico e a instauracdo de uma terapia precoce
(American College of Chest Physician — ACCP e a Society of Critical Care Medicine -
SCCM) (Quadro 1).

Os termos como infeccdo, bacteremia, SIRS (sindrome de resposta inflamatoria
sistémica), sepse, sepse grave, choque séptico e sindrome da disfuncdo de multiplos 6rgaos
(SDMO) foram regulamentados, permitindo o esclarecimento dos estagios da doenca por
médicos e pesquisadores. Dessa forma, sepse, do grego sepsin (putrefacdo de matérias ou
tecidos organicos) é definida como um processo infeccioso grave desencadeador de uma
intensa resposta inflamatoéria sistémica, que medeia lesbes teciduais, onde a disfungédo
organica maltipla representa sua expressao mais grave (HOTCHKISS et al., 2013; BOOMER,
2011). As manifestacdes clinicas e os critérios para diagnostico estdo representados no
Quadro 2.
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Quadro 1. Defini¢des dos estagios da sepse.

Infeccdo: Fendmeno microbiano caracterizado por uma resposta inflamatdria reacional
a presenca de microrganismo ou a invasdo de tecido normalmente estéril aqueles

organismos.

Sepse Grave: Sepse associada a disfuncdo organica, hipoperfusdo ou hipotensao.
Hipoperfusdo e anormalidades da perfuséo podem incluir, mas ndo estdo limitadas a
acidose lactica, oligaria ou alteragdo aguda do estado mental, entre outras.

Sindrome da Disfuncdo de Multiplos Orgdos (SDMO): Presenca de disfuncéo

organica (pulmonar, cardiaco, renal, entre outros) em pacientes enfermos, nos quais a

homeostase ndo pode ser mantida sem intervencéo.
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Quadro 2. Critérios de diagndstico da sepse apds infecgdo documentada ou suspeitada.

Variaveis gerais

Febre (temperatura central > 38,3°C)

Hiportemia (temperatura central < 36°C)

Frequéncia cardiaca > 90 bpm ou mais de 2 desvios-padrdes acima do normal
Taquipnéia

Alteracdes sensoriais

Edema significativo ou balan¢o hidrico positivo

Hiperglicemia na auséncia de diabetes

Variaveis inflamatoérias

Leucocitose: contagem de leucécitos totais > 12.000 células/mm?® de sangue
Leucopenia: contagem de leucécitos totais < 4.000 células/mm? de sangue
Contagem de leucdcitos normais com mais de 10% de células imaturas
Proteina C reativa no plasma > 2 desvios-padrdes acima do valor normal
Procalcitonina plasmatica > 2 desvios-padrdes acima do valor normal

Variaveis hemodinamicas

Hipotensdo arterial (PAS<90mmHg, PAM<70mmHg, ou reducdo da PAS>40mmHg
em adolescentes, ou PAS/PAM< 2 desvios-padrdes abaixo do valor normal para a
idade)

Saturacdo de oxigénio venoso misto > 70% (ndo valido para criancas)

indice cardiaco > 3,51/min (ndo valido para criancas)

Variaveis de disfuncdo de 6rgaos

Hipoxemia arterial (PaO, / FiO, < 300 sem pneumonia)

Oliguria aguda (diurese < 0,5 ml/kg hora)

Creatinina com aumento > 0,5 mg/dl

Alteracdes de coagulacdo (RNI>1,5 ou TTP>60s)

lleo (auséncia de ruidos hidroaéreos)

Trombocitopenia (contagem de plaquetas < 100.000/mm? sangue)
Hiperbilirrubinemia (bilirrubina total>4mg/dL)

Variaveis de perfusdo tecidual

Hiperlactatemia (> 1 mmol/L)
Enchimento capilar ou moteamento

BPM: batimentos por minuto; PAS: pressdo arterial sistdlica; PAM: pressdo arterial média; PaO,: pressdo parcial de
oxigénio; FiO,: fracdo inspirada de oxigénio; RNI: razdo normatizada internacional; TTP: tempo de tromboplastina parcial
(Adaptada de LEVY, 2003).
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2.1.2 Epidemiologia

Dentre todas as doencas que acometem pacientes criticos, a sepse & considerada a
principal causa de morte nas UTIs e uma das principais causas de morte em geral nos EUA. A
sepse é caracterizada por uma resposta inflamatoria sistémica associada a um foco infeccioso.
Quando ndo tratada corretamente, pode evoluir para choque séptico, resultando em faléncia de

Orgdos e consequentemente, em obito (VINCENT, 2013).

Nos EUA, no periodo entre 1979 e 2000, a incidéncia de sepse aumentou de 82,7 para
240,4 casos a cada 100.000 individuos. De acordo com este estudo, nesse periodo ocorreram
10.319.418 casos de sepse, sendo mais comum entre homens do que em mulheres (MARTIN,
2003). Apesar de a mortalidade por sepse ter diminuido de 27,8% para 17,9% em 22 anos nos
EUA, cerca de 250.000 casos de sepse ainda levam a mortes nos EUA anualmente (GAIESKI,
2013).

O primeiro estudo brasileiro de grande porte abordando este tema foi o Brazilian Sepsis
Epidemiological Study (BASES), em 2004, que tracou o perfil de pacientes admitidos nas
UTI das regides Sul e Sudeste com a finalidade de determinar a incidéncia de sepse nesses
pacientes. Nesse estudo, foi observada uma incidéncia de 30,5% de pacientes internados com
sepse nas UTIs, e foi estabelecido que a diferenca da taxa de sobrevivéncia entre os pacientes
sépticos e ndo sépticos ap6s 28 dias de internacdo foi de 66% e 88%, respectivamente
(SILVA et al, 2004).

Koury et al, 2006 estudando 199 pacientes da cidade do Recife admitidos a UTI,
observaram que a incidéncia de sepse foi de 61,9%. A mortalidade foi de 36,3% na sepse
grave e de 63,8% no choque séptico; sendo constatada uma associacdo entre a gravidade da

sepse e o risco de morte.

No Brasil, os dados sobre sepse ainda sdo pouco documentados, devido & consolidacado
reduzida das informag0es por diversos hospitais, dificultando o conhecimento da extensédo do
problema no pais, 0 que colabora para que 0S pacientes com sepse apresentem piores
desfechos clinicos, tais como aumento da mortalidade e do tempo de internacdo hospitalar,
além de piores parametros vitais e laboratoriais (HISSA; HISSA; ARAUJO, 2013).
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2.1.3 Patogénese

A sepse € resultado de um desbalanceamento hemodinamico frente a agentes
infecciosos e mediadores inflamatdrios na circulacdo sanguinea, gerando alteracdes no fluxo
sanguineo e na microcirculacdo (JEAN-BAPTISTE, 2007).

A sintomatologia da reposta séptica € decorrente da resposta imune. Porém, ha uma
complexa interacdo entre os processos inflamatorio, coagulante e fibrinolitico, que ocorre em
resposta a infeccdo bacteriana. O inicio desses trés processos simultaneamente desempenha
papel fundamental na fisiopatologia da sepse e a continuidade destes pode desencadear
disfuncdo endotelial e faléncia multipla dos 6rgdos culminando, se ndo houver tratamento,
com 6bito (KOURILSKY; TRUFFA-BACHI, 2001).

Os fatores responsaveis pelo desencadeamento da reposta inflamatdria através da
ativacdo celular sdo, principalmente, os componentes presentes na parede celular dos
microrganismos, como o lipopolissacarideo (LPS), presente em bactérias gram-negativas
(endotoxinas). O LPS e as outras toxinas sdo liberados geralmente durante o processo de
replicacdo bacteriana e/ou decorrente da sua morte, devido a lise da parede celular
(STEARNS-KUROSAWA, 2011).

Durante a interacdo com 0s patégenos, 0s componentes inato e adquirido da resposta
imune séo ativados. A resposta imune inata é a linha de defesa inicial contra a infec¢do. H4 o
reconhecimento dos patdgenos de maneira inespecifica e a sua resposta € decorrente da
liberacdo de substancias humoral e celular. Diferentemente da resposta inata, a resposta imune
adquirida apresenta um padrdo de reconhecimento altamente especifico contra antigenos pela
capacidade de memoria imunoldgica. A imunidade adquirida, mediada por linfocitos T e B, é
fundamentada na interacdo especifica entre a parede celular dos microrganismos e receptores
presentes nas células imunoldgicas (BOZZA, 2010; LE TULZO et al., 2002).

Na resposta imune adquirida ocorre liberagdo de citocinas pro-inflamatérias na
circulacdo sanguinea levando a ativacdo de células do sistema imunoldgico (neutrofilos,
monocitos, macrofagos), alem de plaquetas e células endoteliais. Junto a isso, ha ativacéo de
proteinas plasmaticas, de proteinas do sistema complemento, da coagulacdo, do sistema

fibrinolitico e de contato. Mediadores de lipidios, como os eicosanoides, fator de ativagdo
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plaquetéaria, bem como espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidos e liberados
(VENET et al., 2005) (Figura 1).

Atualmente, a funcdo de alguns mediadores na patogénese da sepse ja estad bem
esclarecida. Estes mediadores podem induzir alteracbes profundas na fisiologia normal da
vasculatura e dos 0rgdos, e sdo responsaveis pela patogénese da sepse (OSUCHOWSKI et al.,
2006). A interacdo entre os varios mediadores produzidos leva a depressdo do miocardio,
disturbios vasculares e alteragdes em oOrgdos-alvo, como figado, rins, pulmdes e sistema
nervoso central. O resultado da resposta inflamat6ria descompensada é o comprometimento
hemodinamico, levando a sindrome da disfuncdo de mudltiplos 6érgdos (MODS), que é

caracterizada por uma alta mortalidade (VENET et al., 2005).

LPS e Sepse polimicrobiana
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Figura 1. Fisiopatologia da sepse (Adaptada de COHEN, 2002).

2.2 MARCADORES DE PROGNOSTICO

A avaliacdo da qualidade e da intensidade da resposta inflamatdria pode levar a

identificacdo de pacientes em risco de disfuncdo de 6rgaos (TAKALA et al., 2002). Um bom
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indicador para sepse deve fazer mais do que prever sobrevida dos pacientes, deve guiar o
tratamento e revelar a sua resposta (MARSHALL et al., 2003). N&o existe um indicador
isolado capaz de promover esta informacdo, o mais provavel é que seja necessario um

conjunto de indicadores de inflamacgéo e imunossupressao (TAKALA et al., 2002).

Na prética, existem varias ferramentas para avaliar a gravidade do processo patologico
e a ocorréncia de disfuncdo organica. Esses instrumentos utilizam marcadores fisioldgicos e
laboratoriais, e, de maneira decisiva sdo utilizados para tomada de decisGes clinicas,
estratificando melhor os pacientes sob risco de evolugdo ruim, e uniformizando-os para
comparac0es entre estudos clinicos (MARSHALL, 1999).

Durante as Ultimas duas décadas, outros instrumentos foram desenvolvidos, como o
SAPS (Simplified Acquired Physiological Score) (LE GALL et al., 1993), o MODS (Multiple
Organ Dysfunction Score) (MARSHALL et al., 1995), SOFA (Sepsis-related Organ Failure
Assessment) (VINCENT et al.,, 1998) e LODS (Logistic Organ Dysfunction System) (LE
GALL et al., 1996), que podem ser utilizados para quantificar a disfuncdo em um ou mais
orgdos isoladamente ou em conjunto, embora ndao possam indicar se a disfuncéo é reversivel
ou ndo. Um exemplo de marcador de disfuncdo organica especifica é a razdo da PaO2 (pressao
parcial de oxigénio no sangue arterial) pela FiO2 (fracdo inspirada de oxigénio), que
possibilita avaliar a presenca de disfuncdo do sistema respiratério, além de quantifica-la
(MARTIN, 2000; MANCEBO, 2001). Esses preditores, em conjunto, podem auxiliar no
seguimento ou mesmo sugerir mudancas no tipo de tratamento a ser adotado e séo utilizados

como modelos de risco de gravidade da doenca em pacientes de UTI (MARSHALL, 1999).

A escala de APACHE Il (Acute And Chronic Health Evaluation) (ANEXO 1)
determina a gravidade da doenca através da pior medida de 12 variaveis fisioldgicas durante
as primeiras 24 horas ap6s a admissdo na UTI, levando-se em conta as comorbidades prévias
e idade. Este escore inclui os seguintes fatores de risco: temperatura corporal, pressao arterial
média, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, oxigenacdo sanguinea, pH arterial, sédio,
potassio, creatinina, hematdcrito, contagem de células brancas sanguinea, escala de coma de
Glasgow, idade e dados relativos a anamnese de insuficiéncia organica severa ou estado
imunocomprometido de saude. Esta é, sem duavida, a escala progndstica mais utilizada no
contexto clinico, e esta validada como preditor de mortalidade em vérias situagfes clinicas.
Quanto maior sua pontuacdo, maior a probabilidade de morte hospitalar do paciente (KNAUS
etal., 1985; ARRAES et al., 2006; BOZZA et al., 2010).
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O SOFA é um sistema de pontuacdo para determinar a extensao da disfuncdo de érgéos
ou sua taxa de falha de forma individual em pacientes com Sepse. Ele é baseado em uma
escala de pontuacéo ou escores na qual a pontuacdo é baseada em seis pontos diferentes, cada
um avaliando as disfungdes dos diferentes sistemas como o respiratorio, cardiovascular,
hepético, a coagulagdo, os sistemas renal e neurolégico (ANEXO 2) (DIAS et al., 2006;
BUENO et al., 2005).

2.3 IMUNOSSUPRESSAO

Mesmo ap0s a descoberta de inimeros mediadores envolvidos no processo patolégico
da sepse, ainda ndo é possivel explicar o porqué da enorme variabilidade clinica dos pacientes
portadores da mesma patologia, nem o motivo pelo qual simples lesbes podem desencadear
graves complicacOes sistémicas que conduzem o paciente ao Obito. Portanto € preciso
compreender como o0s sistemas de defesa desorganizam-se a ponto de determinar uma

deterioragdo clinica frente as intervencdes terapéuticas (RIVERS et al., 2013).

O estado de disfuncdo imune resultante da sepse grave pode levar a morte rapida ou
evoluir para um quadro de imunossupressdo. Neste sentido, varios estudos clinicos tém
demonstrado que pacientes sépticos apresentam aumento da susceptibilidade a infeccdes
secundarias, tais como pneumonia (DELLINGER et al.,, 2008). Alguns pesquisadores
demonstraram que 0s pacientes, ainda no ambiente hospitalar em recuperacdo da sepse grave,
apresentam caracteristicas consistentes com imunossupressdo, incluindo inabilidade para
combater infeccdes e uma predisposicdo a infeccdes secundarias (LANGENBERG et al.,
2008). Em tais pacientes, caso a agressdo inicial seja combatida, mecanismos anti-
inflamatdrios entram em acdo para controlar a inflamacdo. Em alguns pacientes, entretanto,
essa reacdo compensatoria pode ser tdo exacerbada quanto a resposta pro-inflamatoria e
determinar imunossupressdo excessiva, um estado de imunodeficiéncia adquirida (KIERS et
al., 2010).

Nessa situacdo, forcas pro- e anti-inflamatdrias reforcam-se umas as outras, criando
uma situacdo inadequada, deletéria e progressiva, que foge ao controle homeostatico e conduz

ao acumulo de faléncias organicas. O grande desarranjo da resposta imunologica resultaria em
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aumentos simultaneos de mediadores promotores e inibidores da inflamacdo (ANGUS; VAN
DER POLL, 2013).

2.4 CITOCINAS ENVOLVIDAS NA SEPSE

Um motivo para a falha das respostas anti-inflamatorias, em pacientes com sepse,
pode ser as alteracdes que ocorrem no processo infeccioso durante todo o tempo. Tem sido
rotulado que durante a sepse, a resposta imunoldgica ocorre devido a uma interacéo entre dois
fendmenos inflamatoérios opostos. Inicialmente, a sepse é caracterizada por producdo em
excesso de mediadores inflamatorios (status hiperinflamatorio) que €, entdo, gradativamente
suprimida pelo surgimento de uma resposta anti-inflamatéria (status hipoinflamatério), a qual

representa uma resposta inflamatéria compensatéria (KUMAR et al., 2011)

Estudos mostraram que a resposta inflamatoria € dindmica e que as citocinas nao
apresentam um comportamento linear e constante, estando presentes tanto citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a e IL-6), como de citocinas anti-inflamatorias, por exemplo, a I1L-10, na
fase inicial da sepse (OSUCHOWSKI et al., 2006). O estimulo anti-inflamatério fisiolégico é
o0 responsavel pela sobrevida do paciente ja que ira propiciar um equilibrio destes mediadores.
Porém, caso haja um desequilibrio destes mediadores, a sepse inicial pode evoluir para
choque, faléncia multipla dos érgdos e 6bito (SCHULTE; BERNHAGEN; BUCALA, 2013).

Fazem parte das citocinas pro-inflamatérias TNFa, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18 e 0
interferon-gama (IFNy), que agem como mediadores do sistema imune (PENG; YUAN; LI,
2005). Eles déo inicio efetivamente ao processo inflamatério contra os agentes infecciosos.
TNF o, IL-1, IL-6 sdo os responsaveis por elevar os niveis de proteinas na fase aguda
inflamatdria, que inclui a proteina C reativa (PCR) durante a infeccdo. O aumento sérico
destas citocinas, principalmente a IL-6 e IFNy tem sido correlacionado com a gravidade e
mortalidade no curso da sepse (SCHULTE; BERNHAGEN; BUCALA, 2013).

O estado hiperinflamatério pode conduzir o paciente & vasodilatagdo, aumento da
permeabilidade vascular, hipotensdo, choque, faléncia maltipla de 6rgdos e morte. No entanto,
a resposta anti-inflamatdria excessiva resulta na supressao da resposta imune. (SCHOUTEN,
2008). A sepse induz também a producéo e elevacao dos niveis de citocinas anti-inflamatorias
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especificas. A IL-10 é produzida por macréfagos e células dendriticas e esté relacionada com
o controle imune inato. Ela tem a funcédo de inibir a ativacdo dos macréfagos, caracterizando-
se como exemplo classico de feedback negativo, pois inibe a propria célula que a sintetiza.
Atua ainda inibindo outras citocinas, como a IL-1a, IL-1R8, IL-8, IL-12, IFNy e TNFa (VAN
DER POLL,; OPAL, 2008).

Assim como as citocinas pro-inflamatorias, elevacdo do nivel sérico de IL-10 tem sido
relacionada com um pior progndstico na sepse, sugerindo que a superproducdo pode ser um
indicador de 6bito (GOGOS et al., 2000). Desta maneira, o equilibrio entre o efeito pro e anti-
inflamatério determina a manutencdo da homeostase, preservando a funcdo vital do
organismo (WARD, 2011).

2.5 POLIMORFISMOS DE CITOCINAS E SEPSE

Varia¢cdes no material genético de individuos podem afetar a probabilidade desses em
desenvolver sepse ou subsequentemente pior prognostico (TEUFFEL et al., 2010). Como
consequéncia, alteracGes genéticas ou mutacdes que comprometem o correto funcionamento
do sistema imune em identificar e combater microrganismos podem explicar a incapacidade
do mesmo na resposta a uma infeccdo, na diversidade do quadro clinico na sepse, nas
respostas aos tratamentos médicos e na predisposicdo genética de cada individuo (SONG et
al., 2012). O estudo de simples alteracGes genéticas dos genes envolvidos na fisiopatologia e
na patogenia de doencas é muito importante, pois a variacao nesses genes pode predispor a

susceptibilidade ou protecdo de complicac@es futuras (AGGARWAL et al., 2011).

A IL6 é conhecida por ser importante em muitos processos celulares. Sua funcéo
inclui atividade pro-inflamatoria, regulacédo da ativacdo de células T, inducdo da producédo de
anticorpos, ativacdo da coagulacédo e estimulacdo da hematopoese (AZIZ et al., 2013). O seu
gene esta localizado no cromossomo 7p21 (Figura 2) e possui cinco polimorfismos descritos
na literatura, o polimorfismo na regido promotora -634 C>G tem sido descrito e relacionado
com diversos processos patoldgicos, dentre eles doencas cardiovasculares, cancer, doenca de
Alzheimer, infec¢fes pulmonares, doengas renais, porém nenhum estudo correlacionando-o
com a sepse foi ainda realizado (KITAMURA et al., 2002; SHIBATA et al., 2002; ZHANG
etal., 2008; RYU; KIM, 2012).
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Figura 2. Localizacdo do gene IL6.

A IL10 é um potente agente anti-inflamat6rio endégeno importante na regulacédo da
homeostase do sistema imunoldgico. Esta citocina € predominantemente produzida pelas
células T auxiliares. Sua producdo € desencadeada pelo TNF e endotoxinas, causando uma
reducdo na regulacdo de citocinas pro-inflamatorias e prevenindo a apoptose celular
(ANDALUZ-OJEDA et al., 2012).

O gene da IL10 esta localizado no cromossomo 1g31-g32 (Figura 3) e 0 SNP -1082
G>A na regido promotora do gene é bastante descrito na literatura (TURNER et al., 1997).
Esse polimorfismo foi estudado em doencas como melanoma, cancer de prostata, cancer
cervical, mieloma multiplo, doencas parasitarias, hepatite C, pneumonia e também em
pacientes diagnosticados com sepse (TURNER et al., 1997; HOWELL et al., 2001,
MCCARRON et al., 2002; ROH et al., 2002; TEMPLE et al., 2003; MAZUR et al., 2005;
CHUANG et al., 2009; CARREGARQO et al., 2010; MEDINA et al., 2011).
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Figura 3. Localizagdo do gene IL10
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a associagédo entre polimorfismos das IL6 e IL10 ao agravamento em pacientes
admitidos na Unidade de Terapia Intensiva de um Hospital Cardioldgico e estabelecer

comparacOes com diferentes escores clinicos de progndéstico e biomarcadores inflamatérios.

4.2  Objetivos especificos

e Realizar as dosagens das citocinas I1L2, IL4, IL6, IL8, IL10, INF e TNF e
correlacionar com o APACHE Il e o SOFA em amostras de pacientes admitidos em

UTI cardioldgica;

e Avaliar os polimorfismos no promotor das IL6 (-634 C>G) e 1L10 (-1082 G>A) em
pacientes admitidos na UT]I, correlacionando com os escores SOFA e APACHE Il e

com os marcadores inflamatorios.
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5.1 ABSTRACT

Objective: The objective of this study was to evaluate genetic polymorphisms in the
promoter region of ILs 6 and 10, associating the mortality in patients admitted to the ICU of
the Cardiologic Hospital of Pernambuco — PROCAPE, Recife - Brazil and correlating the
results with the APACHE Il and SOFA predictor scores and levels of biomarkers of
inflammation.

Patients and methods: A total of 120 patients (including 70 sepsis patients and 50 controls)
were enrolled. Plasma cytokines levels were determined by Cytometric Bead Array Th1/Th2
kit. Polymorphisms in the IL6(-634C>G) and 1L10(-1082G>A) gene promoter were studied
using restriction length polymorphism polymerase chain reaction analysis. Prognosis scores
and interleukins levels were compared between the patient groups with different IL6 e I1L10
genotypes.

Results: Among the patients included in the study, the group of those with sepsis (87% with
lung infection) showed higher points in APACHE Il and SOFA scores and higher serum
levels of IL-6 and IL-10. The polymorphisms evaluated in the IL6 and IL10 promoter regions
had no effect on serum levels of these cytokines and was not associated with sepsis or with
the scores, except the G allele of IL10 (-1082) that was associated with points higher than 7 in
SOFA.

Conclusion: The APACHE Il and SOFA scores were good indicators of mortality. In this
study, although the IL6 polymorphism (-634C>G) demonstrated not be involved in the
process of worsening sepsis, the G allele of IL10 gene (-1082G> A) acted as a risk factor
when related to the SOFA score. However, as these genes are very polymorphic, it is

necessary a wider association studies of prognostic scores including other polymorphisms.

5.2 INTRODUCTION

Sepsis is a clinical syndrome of systemic inflammatory response secondary to an
infectious process in focus presumed or known (LINEBERRY & STEIN, 2014). Early
diagnosis of sepsis plays an integral role in the morbidity and mortality of patients admitted in
the intensive care unit (ICU), because it ensures the early and correct administration of

antibiotics (GAIESKI et al., 2013). Sepsis can be self-limiting or progress to severe sepsis
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and septic shock, where the circulatory abnormalities (intravascular volume depletion,
peripheral vasodilation, increased metabolism and myocardial depression) lead to imbalance
between the need and the demand of oxygen, resulting in global hypoxia or shock. The tissue
hypoxia reflects the severity of the disease and is predictive of the development of multiple
organ failure (VINCENT et al., 2013).

The evaluation of the quality and the intensity of the inflammatory response may lead
to identification of patients at risk of organ dysfunction. A good indicator for sepsis should do
more than provide for the survival of patients, must guide the treatment and reveal his answer
(HUTCHINS et al., 2014). There is no isolated indicator able to promote this information,
most likely requiring a set of indicators of inflammation and immunosuppression. Several
prognostic scores that match different clinical and laboratory parameters such as the Acute
Physiology And Chronic Health Evaluation 11 (APACHE I1) and Sepsis Related Organ
Failure Assessment (SOFA) are used as models of risk of disease severity in patients admitted
to the ICU with the purpose of predicting mortality (RODRIGUEZ-GASPAR et al., 2001).

An example of molecules that play a key role in host defense against infectious and
inflammatory processes are the cytokines released in response to activation of specific
receptors. The interleukins (ILs), e.g., produced by macrophages and epithelial cells,
promoting the recruitment of macrophages and other leukocytes to the site of infection
(BOZZA et al., 2010). To achieve a better understanding of these mechanisms of immune
activation, several studies have demonstrated the association of Single Base Polymorphisms
(SNP) of ILs front to infections and inflammatory processes. A good example of this
association occurs for the IL-6 where, in this promoter polymorphisms have been observed in
healthy and diseased populations, however some studies have demonstrated the association of
SNP -634 C>G with increased levels of IL-6, relating this polymorphism to a higher risk of
Alzheimer disease, Diabetes mellitus, arthritis, sepsis, among others (FISHMAN et al., 1998;
SHIBATA et al., 2002; KITAMURA et al., 2002; CARREGARO et al., 2010; RYU; KIM et
al., 2012; DE OLIVEIRA et al., 2015).

The expression of IL-10, identified primarily the polymorphism in the promoter region
-1082 G>A strongly associated with the expression of large amounts of IL-10 involved in

pneumoniae, hepatitis C, melanoma, lung cancer, multiple myeloma, and individuals with
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septic shock (HOWELL et al., 2001; TEMPLE et al 2003; CHUENG-MING et al., 2005;
MAZUR et al., 2005; BOIARDI et al.. 2006; CHUANGA et al., 2009).

Thus, the objective of this research was to study the genetic polymorphisms in the
promoter of the IL-6 (-634 C>G) and IL-10 (-1082 G>A) associated with the deterioration of
patients admitted to the ICU of Cardiologic Hospital of Pernambuco — PROCAPE and draw

comparisons with prognosis scores (APACHE Il and SOFA) and biomarkers of inflammation.

5.3 MATERIAL & METHODS

Casuistry
Were analyzed samples of 70 patients with clinical condition indicative of sepsis admitted to
the ICU of the Cardiologic Hospital of Pernambuco (PROCAPE) and 50 controls patients.

Study design

Analytical study of case-control from January / 2014 to February / 2016 with samples of adult
patients with sepsis.

Inclusion and exclusion criteria

The inclusion criteria were considered: adult patients with and without sepsis admitted to the
ICU with clinical and / or surgical diseases, consecutively and randomly. Exclusion criteria:
patients younger than 18, pregnant patients, patients who have had previous use of steroids or

chemotherapy and patients who died or were discharged within 24 hours after ICU admission.

Clinical and biochemical data

The patients' clinical data were obtained from medical records and from a database
PROCAPE, which were updated every visit by the medical team.
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Measurement of prognostic scores

In the first 24 hours of ICU admission all patients had APACHE Il score calculated. The
SOFA score was calculated using the worst parameter values observed in the 1st, 2nd, 3rd,
5th, 7th, 14th and 28th days of hospitalization. Each category was scored zero (no or minimal

impairment) at four points (maximum disorder), based on a predefined cutoff.

Quantification of cytokines

The cytokines Kit Th1l / Th2 Cytometric Bead Array (CBA) (BD ™ Biosciences) was used
for quantification of interleukin IL2, IL4, IL6, IL10, tumor necrosis factor (TNF) and protein
levels of interferon-y (IFN-y) based on the capture and detection of analytes in size and
fluorescence using flow cytometry. The analysis of the CBA data was performed using the
FCAP Array software (BD Biosciences™),

Molecular analysis

Genomic DNA was extracted from blood cells by Wizard® SV Genomic DNA
Purification System. The genotypes of patients with respect to SNPs in the gene of IL6 and
IL10 were determined by PCR - RFLP (polymerase chain reaction - restriction fragment
length polymorphism) of the promoter regions using primers and specific restriction enzymes
to identify the IL6 polymorphisms (-634C>G) and IL10 (-1082G>A).

The 1L6-634 C/G polymorphism was amplified using primers for PCR amplification:
5’-GAG ACG CCT TGA AGT AAC TG-3’, 5’- AAC CAA AGA TGT TCT GAA CTG A-
3. The following PCR protocol was used: 95°C for 3 min, 35 cycles of 95°C for 1 min, 59°C
for 1 min, 74°C for 2 min, 72°C for 5 min. The reaction final volume presented 12.5uL. The
PCR products were digested with 2U of BsrBlI (New England Biolabs) at 37°C for 30
minutes. The digested products were separated by 2% agarose gel electrophoresis and
identified by ethidium bromide staining. The resulting products of 180 bp, 120+60 bp, and
180+120+60 bp demonstrated the CC, GG, and CG genotypes, respectively.

The IL10 single nucleotide polymorphisms (SNP) at promoter —1082 site were
detected by PCR using primers foward 5’CTC GTC GCA ACC CAA CTG G 3’, reverse 5’
TCT TAC CTA TCC CTA CTT CC 3°. The PCR mixtures contained a 12.5uL final volume.
Amplification of the specific DNA fragments were performed using a Applied Thermal


http://www.promega.com.br/products/dna-and-rna-purification/genomic-dna-purification-kits/wizard-sv-genomic-dna-purification-system/
http://www.promega.com.br/products/dna-and-rna-purification/genomic-dna-purification-kits/wizard-sv-genomic-dna-purification-system/
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Cycler (Biosystems) according to the following thermocycler conditions: denaturation at 94
°C for 10 min, followed by 35 cycles of denaturation at 94 -C for 30 s, annealing at 55 °C for
45 s, and extension at 72 °C for 1 min. This was followed by final extension at 72 -C for 10
min. RFLP assays were performed with specific restriction enzyme Mnll (New England
Biolabs). In the presence of the IL-10 —1082G allele, MnlI cut the 139 bp PCR product into
two bands of 106 and 33 bp. The digestion products were stained with ethidium bromide and

visualized on a 2% agarose gel.

Ethical aspects of the research

The experimental design of this study was approved by ethics committee on research under
the number: 08412412.2.0000.5192. All patients who agreed to participate signed the free and

informed consent form.

Statistical analysis

The risk genotypes for the different clinical and prognostics characteristics of patients with
sepsis were analyzed by chi-square test, calculating the odds ratio (confidence interval of
95%) by software GraphPad Prism 6.

5.4 RESULTS AND DISCUSSION

Characteristics of the study population

A total of 120 individuals, including 70 patients with sepsis diagnosis (35 males and
35 females with a mean age of 61.6+17.0), together with 50 patients controls without sepsis
(30 males and 20 females with a mean age of 60.7+15.7), were included in this research. The
advanced age of the patients, regardless of diagnosis of sepsis is also a constant in several
studies, since life expectancy is increasing, and the elderly are at greater risk for serious
diseases that result in ICU (MARTIN et al., 2003; SILVA et al., 2004; PADKIN et al., 2003;
ANNANE et al., 2003; SALES JR et al., 2006; BLANCO et al., 2008).
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The main sites of infection pulmonary (87%) were followed by the urinary tract,
cutaneous infection and endocarditis, each representing 3% of our study population. In
previous studies, respiratory tract also was the main focus of infection, accounting for over
50% of cases (SILVA et al., 2004; SALES JR et al., 2006).

The main comorbidities were reported to the cardiovascular system and the respiratory
system. The heart disease (62 patients — 32.8%) were represented mainly by congestive heart
failure, acute myocardial infarction and cardiomyopathy. There were 43 cases (22.8%) of high
blood pressure (pressure > 140/90 mmHg). 41 patients (21.7%) had respiratory tract
involvement, exemplified especially by chronic obstructive pulmonary disease. Chronic
kidney disease was present in 20 individuals (10.6%), followed by Diabetes mellitus (19
patients — 10.0%). And finally, 4 patients (2.1%) had neurologic disorders. The presence of
comorbidities in this population, especially those related to cardiovascular and respiratory
systems, is the reflection of study with patients in the ICU and with a population of age
increasingly advanced. Similar results were found in other studies with the Brazilian
population (SILVA et al., 2004; SALES et al., 2006).

Cytokines analysis

IL6 is a pro-inflammatory cytokine produced by a variety of cells, especially
macrophages, dendritic cells, lymphocytes, endothelial cells, fibroblasts and smooth muscle
cells in response to stimulation of LPS present in gram-negative bacteria (PAPANICOLAOU
et al., 1998). High concentrations of IL-6 are found in many pathological conditions such as
burns, major surgery and sepsis. The plasma levels of IL-6 are elevated in these conditions
and correlated with the severity of many diseases, and also with the occurrence of multiple
organ failure and septic shock (SCHULTE; BERNHAGEN; BUCALA, 2013).

IL10 is a cytokine produced by many types of immune system cells, such as
monocytes, macrophages, B and T lymphocytes and NK cells and have anti-inflammatory
function, acting as "feedback™ negative, that is, inhibiting synthesis of pro-inflammatory
cytokines (ABBAS; LICHTMAN, 2005). High concentrations of IL-10 reduce the production
of TNF-a; IL-1; IL-6 and IL-8 by monocytes, while trigger (for "feedback™ positive) the
production of IL-1Ra (GONZALEZ et al., 2003). The suppression of IL-10 results in
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increased serum levels of circulating IL-6, suggesting that this cytokine has anti-inflammatory
great power (LOISE et al., 2003).

The determination of the levels of cytokines in plasma revealed that the interleukins
IL6 and IL10 (normal reference values are considered below 5,9pg/mL and 9.1pg/mL,
respectively) showed increased relevant, reinforcing the data from previous studies that
cytokines are related to infectious processes. The other evaluated cytokines (IL2, 1L4, INFy,
TNF) are shown below detection levels, showing no relevant clinical significance for the
study. Higher serum levels of IL-6 and IL-10 were found in patients with sepsis as compared
to the control group (Figure 1).
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Figure 1. Interleukins levels in patients with sepsis and controls.

Determination of prognosis scores

APACHE |1 and SOFA are based on the assumption that the severity of illness can be
measured by quantify the degree of abnormality of a number of physiological varieties. These
prognostic indices have been extensively validated worldwide, is the most widely used
methods for predicting mortality (SILVA et al., 2004).

The APACHE 11 score mean was 24.8 in individuals with sepsis and 18.1 in controls.

The average SOFA score on the first day of admission was 7.6 in patients with sepsis and 4.3
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in controls. Comparing the median APACHE 11 scores between the groups of patients who
died and were discharged from the ICU admission, it is observed that on the death group the
severity score had a mean of 26 points, while that in the group of patients who were
discharged the APACHE average was 19 points. In the comparison of medians between

groups was statistically significant (p = 0.0005) (Figure 2a).

In SOFA analysis the results were similar: in the group of patients who died average
score was 8.2 points. In the group that the patients were discharged, the SOFA score average
was 4.4 (Figure 2b). The difference between the median was statistically significant (p

<0.0001) when comparing the groups.
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Figure 2. Correlation between APACHE 11 (a) and SOFA (a) scores and mortality.

Several studies have found that the mortality rate significantly increases when the
APACHE |1 score exceeds the value 20 and the SOFA when greater than 7 is also a predictor
of mortality. Then we made the correlation between the genotypes and values of the scores
(APACHE II > 20 and <20; SOFA > 7 and <7) (SILVA et al., 2004; SALES JR et al., 2006;
KOURY et al., 2006).

Among the 70 patients with sepsis, 55 (78.6%) had APACHE Il score above 20 and 15
(21.4%) below 20. Of the 55 patients with APACHE 11 score above 20, 30 (54.5%) had a fatal
outcome. Regarding the SOFA, 41 (58.6%) had a score above 7 and 29 (41.4%) were below
7. Among 41 individuals with SOFA greater than 7, 24 (58.5%) evolved to death.
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Although the increase of the interleukins IL6 and IL10 are associated with a poor
clinical condition of the patient, they were not found significant results when compared to
scores of poor prognosis (APACHE 11>20 and SOFA>7) (P> 0.05) (Figure 3).
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Figure 3. Association between IL6 (a) and IL10 (b) levels and risk scores.

Distribution of genotypes

Polymorphisms on position 1L6-634 and IL10-1082 have been investigated in several
diseases (FISHMAN et al., 1998; NISHIMURA et al., 2002; CARREGARO et al., 2010;
HELMINEN et al, 2001). In addition, researches demonstrated that IL6 promoter
polymorphism regulates downstream IL6 levels (MOORE et al., 2001). While the IL 10-1082
polymorphisms associated with higher IL10 production (MANGIA et al.,, 2004). The
frequencies of distribution of IL6 -634C>G genotypes showed that the genotype CG
heterozygous was the most prevalence in the both groups (with sepsis and control). Extreme
similarity between frequencies of the groups was observed, which revealed no statistical
significance (Table 1). The results of genotype frequencies of IL-10 promoters, as
summarized in Table, indicated that genotype distributions GG, GA, and AA were no
significantly different between the sepsis and the control groups. The most frequent genotype

was AA, followed by the GA and GG genotypes.
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Although our study did not show significant association between genotypic frequency
of polymorphisms IL6-634 and sepsis, other research groups have reported that frequency of
allele G 1L6-634 was significantly higher in pancreatic cancer patients (ZHANG et al., 2008),
and also is a risk factor for renal disease progression (BURACZYNSKA et al., 2007). On the
other hand, corroborating our findings, in a study of pulmonary aspergillosis was not found
significant association between the severity of the disease and IL6 polymorphism (SAINZ et
al., 2008).

Although we have not found an association between IL 10-1082 polymorphism and
the risk of developing sepsis, results revealed that genetic polymorphism at IL10-1082 was
significantly associated with the susceptibility to lung cancer since individuals with IL-10-
1082 G allele (CHUEN-MING et al., 2005), infection by hepatitis C virus (MANGIA et al.,
2004), besides being related to the risk of septic shock (GARNACHO-MONTERO et al.,
2006). Other studies have confirmed lack of correlations between IL10-1082 SNPs and the
susceptibility to multiple myeloma (MAZUR et al., 2005).

Table 1. IL6 and IL10 promoter polymorphisms in patients with sepsis (n = 70) and controls

(n =50).
SEPSIS CONTROL 2 P Odds 0
Genotype (n=70) (n=50) X value  Ratio C195%
IL6 N
(-634C>G) €T 0 (0.00%) 0 (0.00%)

CG  67(95.7%) 48(96.00%) 0,0059 09384 09306  0,1496 - 5,787
GG 3(4.3%) 2 (4.00%)

IL10

0 0 -
(108GsA) GG 1(L42%)  2(4.00%) 0957 03279 03137  0,0273 - 3,604

GA  18(25.72%) 16(32.00%) 0,721  0,3958 10,7059  0,3154 - 1,580
GG+GA 19(27.14%) 18(36.00%) 1,073  0,3003 0,6623  0,3030 - 1,447
AA  51(72.86%) 32 (64.00%)

* incalculable; OR: odds ratio; CI confidence interval

Relation between the IL6 and IL10 polymorphism and plasma cytokines levels

In addition, no differences in plasma IL6 and IL10 levels were found as a function of
the 1L6-634 and IL10-1082 genotypes, respectively. IL6 values were higher in patients with
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IL6-634 genotype CG heterozygous individuals than in those with genotype GG, but without
statistical significance (p>0.05) (Figure 4a). Likewise, a higher 10 level was observed in
patients with IL6-634 genotype GA heterozygous individuals than in those with IL-634
genotype GG or AA, however showed no significance (p>0.05) (Figure 4b). Taken together,
these results suggest that both heterozygous mutant genotypes have elevated levels of
interleukin, but possibly they are not involved in the modulation of IL6 e IL10 levels. The
very low number of patients with CC (IL-6) and GG (IL-10) genotypes can have contributed

to these findings.

Conversely, -634G carrier patients with Alzheimer’s disease tend to have higher
plasma IL- 6 level (SHIBATA et al., 2002). 1L10-1082G variant has been shown to correlate
with high IL10 production in patients with hepatitis C (CHUANG et al., 2009). Since the A
allele of the -1082 region is associated with a decrease in I1L10 production
(WATTANATHUM et al., 2005).
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Figure 4. Distribution of IL6 (a) e IL10 (b) level by genotypes.

Relation between polymorphisms and prognosis scores

The correlation was made between individual genotypes and the prognostic scores
APACHEII and SOFA. The association between IL 6-634 and IL 10-1082 genotypes were not
statistically significant for the APACHE Il score (Table 2). These data demonstrate that



57

genotype has little influence on the severity of the patient, whereas when higher the score, the
worse the prognosis.

Regarding the SOFA score, only the genotypes IL10-1082 GA were statistically
significant (p = 0.0477 and p = 0.0347, respectively). This shows that the G allele of IL10-
1082 polymorphism may influence the severity of the patient when considering the SOFA
score (Table 3). We found only one patient with GG genotype, this fact may be unable to find
the association between this genotype and SOFA higher than 7.

Table 2. IL6 and IL10 promoter polymorphisms considering the prognosis score APACHE II.

APACHE II APACHE II P Odds

Genotype >20 (n=55) < 20 (n=15) X’ value Ratio C195%
IL6 cC 0 (0.00%) 0 (0.00%) *
(-634C>G) g 52 (94.54%)  15(100.0%) 0,042 0837 04839  0,0236 - 9,892
cE 3 (5.46%) 0 (0.00%)
IL10 GG 1 (1.82%) 0(0.00%) 0,621 0430 0,7590  0,0288 - 20,02

(-1082G>A) A 13 (23.63%)  5(33.33%) 0522 0,470 0,6341 0,1832-2,196
GG+GA 14 (2545%)  5(33.33%) 0,370 0543 0,6829  0,1989 - 2,344
AA 41 (74.55%) 10 (66.67%)

* incalculable; OR: odds ratio; CI confidence interval

Table 3. IL6 and IL10 promoter polymorphisms considering the prognosis score SOFA.

SOFA SOFA 2 Odds
Genotype >7 (n=41) <7 (n=29) X P value Ratio Cl 95%
IL6 cC 0(0.00%) 0 (0.00%) *

(634C>G)  cG  38(92.69%) 29(100.0%) 0,792 0,3735 0,1864 0,00926 - 3,754
GG 3(7.31%) 0 (0.00%)

IL10 GG 1(244%)  0(0.00%) 00015 0,9690 2,887  0,1122- 74,25
(-1082G>A)  GA  14(34.14%) 4(13.8%) 3,9210 00477 3,365  0,9742 - 11,63
GG+GA 15(36.58%) 4(13.8%) 44620 00347 3606  1,0510- 12,36

AA 26 (63.42%) 25 (86.2%)

* incalculable; OR: odds ratio; CI confidence interval
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5.5 CONCLUSION

Sepsis remains a major challenge for both clinicians and for researchers despite its
pathophysiology is relatively understood, the clinical variability reveals a difficulty for a
correct treatment, mainly due to the fact that sepsis is characterized as a complex disease and

dynamics surrounding both inflammatory and immune responses increased as decreased.

How expected, the APACHE Il and SOFA scores were good indicators of mortality.
Higher levels of IL-6 and IL-10 were observed in patients with sepsis. Although the IL6
polymorphism (-634C> G) demonstrate not be involved in the process of worsening sepsis,
the G allele of IL10 polymorphisms (-1082G> A) acted as a risk factor when related to the
SOFA score.

Several causes can explain the variation in results between the polymorphisms:
different ethnic groups, environmental factors, epigenetic, beyond the advanced age,
comorbidities, and decreased immune response and protection mechanisms. Furthermore,
gene regulation can be a complex process associated with the haplotype, thus the effect of
polymorphisms of a single SNP may be hard to interpret since there are other SNPs in these

genes.
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6  CONSIDERACOES FINAIS

Como esperado, os escores APACHE Il e SOFA foram bons indicadores de
mortalidade. Niveis mais elevados de IL-6 e IL-10 foram observados nos pacientes com
sépsis. Embora o polimorfismo IL6 (-634C> G) ndo tenha demonstrado estar envolvido no
processo de agravamento da sepse, o0 alelo G do polimorfismo 1L10 (-1082G> A) agiu como
um fator de risco quando relacionado com o escore SOFA.

Vaérias causas podem explicar a variacdo nos resultados entre os polimorfismos: grupos
étnicos diferentes, fatores ambientais, fatores epigenéticos, além da idade avancada,
comorbidades presentes e a diminuicdo dos mecanismos imunolégicos. Além disso, a
regulacdo do gene representa um processo complexo relacionado com o haplétipo, assim, o
efeito de polimorfismos de um Unico SNP pode ser dificil de interpretar, uma vez que existem

outros polimorfismos presentes nestes genes.
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7 PERSPECTIVAS

Considerando-se a grande quantidade de polimorfismos candidatos a marcadores de
prognostico e risco no desenvolvimento da sepse, a genotipagem de outros polimorfismos das
ILs, como 0s SNPs I1L6-174(G>C) e 1L10-819(T>C), trara um estudo mais completo do papel
de variacBGes genéticas na susceptibilidade ao agravamento da sepse, visto que permitird a
avaliacdo do efeito acumulativo de multiplos polimorfismos. Podendo também ser necessaria
a avaliacdo de outras moléculas e/ou receptores ligados a via metabdlica das ILs, bem como a

investigacdo de mecanismos epigenéticos.
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ANEXOS

ANEXO1

PRONTO-SOCORRO
CARDIOLOGICO
UNIVERSITARIO
DE PERNAMBUCO
PROF® LUIZ TAVARES

Acute Physiology and Chronic Health Evaluation 11

anos Leito:

PROCAP (APACHE I1)
Nome: Idade:
Prontuario: Data de admissao:

1 - Variaveis fisioldgicas e laboratoriais coletadas nas primeiras 24 h

68

+4 +3 +2 +1 0 +1 | +2 +3 +4
Temperatura (°C) >41 | 39- 38,5-|36- |34- |32- |30- |<299
40,9 38,9 /1384 359|339 |319
Presséo arterial média >160 | 130- | 110- 70- 50- <49
(mmHg) 159 | 129 109 69
Frequéncia cardiaca >180 | 140- | 110- 70- 55- | 40- | <39
(bpm) 179 | 139 109 69 54
Frequéncia respiratoria | >50 | 35- 25- | 12- |10- |6-9 <<5
(rpm) 49 34 24 11
(A-a)comFiO2>0,5 |>500 | 350- | 200- <200
499 | 349
PO, com FiO,; < 0,5 >70 | 61- 95- | <55
70 60
pH arterial >7,7 | 1,6- 75- | 7,3- 7,25- | 7,15- | <7,15
7,69 759 | 7,49 73 |72
Saédio sérico (mEqg/L) >180 | 160- | 155- | 150- | 130- 120- | 111- | <110
179 | 159 | 154 | 149 129 | 119
Potéassio sérico (mEg/L) | >7 6-6,9 55- |35 |3- 2,5- <2,5
59 |54 |34 |29
Creatinina sérica (mg%) | >3,5 |2-3,4 | 1,5- 0,6- <0,6
1,9 1,4
Hematdcrito (%) >60 50- |46- | 30- 20- <20
59,9 [499 |459 29,9
Leucdcitos (x1000mm?) | >40 20- [15- |3- 1-2,9 <<I1
39,9 |199 |149

2 - Escala de Glasgow

3 - Idade (anos): <44:0 ; 45-54:2 ; 55-64:3 ; 65-74:5 ; >75:6

4 - Doencas cronicas: clinico: 5; cirargico de urgéncia: 5 ; cirurgico eletivo:2

TOTAL DE PONTOS: 0-4: 4% NAO-OP., 1% POS-0P / 5-9:8%, 3% / 10-14:
15%, 7% / 15-19: 24%,12% 20-24: 40%, 30% / 25-29: 55%,
35% / 30-34: 73%, 73%/ 35-100: 85%, 88%.
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ANEXO Il

PRONTO-SOCORRO
CARDIOLOGICO
UNIVERSITARIO
DE PERNAMBUCO
PROF® LUIZ TAVARES

PROCAP

Nome:
Prontuério:

Sepsis Related Organ Failure Assessment (SOFA)

Idade:
Data de admissao:

anos Leito:

1 - Variaveis fisiologicas e laboratoriais coletadas no primeiro, segundo, terceiro, quinto,

sétimo, 14° e 28° dia de internag&o.

— PONTUACAO 0 1 2 3 4
VARIAVEL
Pa0,/FiO, > 400 <400 <300 <200+VM | <100£=VM
Plaquetas (x10°) > 150 <150 <100 <50 <20
Bilirrubinas (mg%) <12 12-19 [2,0-59 6,0-119 | >12
Cardiovascular PAM PAM < Dopa<5 Dopa>5 | Dopa>15
Normal 70 e/ou Epi <0,1 |Epi >0,1
Dobutamina | Nor <0,1 | Nor >0,1
Escala de Glasgow 15 13-14 |10-12 6-9 <6
Creatinina (mg%) ou <172 1,2-19 (20-34 35-49 |35-49
Diurese (mL/dia) ou <500 ou <500

Dopa = Dopamina (ug/Kg/min); Epi = Epinefrina (ug/Kg/min); Nor = Noradrenalina

(ng/Kg/min)

PAM = Pressao Arterial Média; PaO,/FiO, = Pressdo Arterial de Oxigénio/Fracao Inspirada

de Oxigénio; VM = Ventilagdo Mecénica.
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ANEXO 11

PRONTO-SOCORRO
CARDIOLOGICO
UNIVERSITARIO
DE PERNAMBUCO
PROF® LUIZ TAVARES

PROCAP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1. Dados do participante:

Nome:

RG: CPF:

Data de Nascimento: / / Sexo: () Masculino () Feminino
Endereco: ne:

Complemento:
Bairro: Cidade:
Estado: ~ CEP:
Telefone/Operadora: ( ) -

2. Titulo do Protocolo de Pesquisa:

ASSOCIACAO DE POLIMORFISMOS GENETICOS DE INTERLEUCINAS A
MORTALIDADE EM PACIENTES ADMITIDOS NA UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA
DE UM HOSPITAL CARDIOLOGICO CONSIDERANDO DIFERENTES SCORES
PROGNOSTICOS E MARCADORES DE INFLAMACAO

3. Dados do Investigador Principal:

Profa. Dra. Rosangela Ferreira Frade de Araujo

Dados para contato: Universidade Federal de Pernambuco, Laboratorio de Imunopatologia
Keizo Asami, Av. Professor Moraes Régo S/N, Cidade Universitaria, Recife-PE. CEP 50670-
901 - Fone: 87731888/ 21268587

4. Avaliacdo do Risco da Pesquisa:

() Risco minimo ( X) Risco baixo ( ) Riscomédio ( ) Risco maior

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do
estudo).
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5. Duragéo da Pesquisa: 3 anos.

Termo de consentimento livre e esclarecido conforme as diretrizes da resolucdo CNS 196/96
para projeto: Escores clinicos e biomarcadores associados a mortalidade em pacientes
admitidos na unidade de terapia intensiva de um hospital cardiolégico.

O estudo intitulado “ASSOCIACAO DE POLIMORFISMOS GENETICOS DE
INTERLEUCINAS E RECEPTORES TOLL-LIKE A MORTALIDADE EM
PACIENTES ADMITIDOS NA UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA DE UM
HOSPITAL CARDIOLOGICO CONSIDERANDO DIFERENTES SCORES
PROGNOSTICOS E MARCADORES DE INFLAMACAO?”, sob a responsabilidade de
Dra. Rosangela Ferreira Frade de Araujo, a ser realizado no Pronto Socorro Cardioldgico de
Pernambuco (PROCAPE) — Unidade Coronéria | (UCO 1) e no LIKA — UFPE tem como
objetivo verificar a associagdo entre fatores de risco com a mortalidade em pacientes
admitidos na UTI.

Vocé foi convidado a participar desse estudo por ser admitido na UCO | do
PROCAPE, caso concorde em participar, sua colaboracdo no estudo consistird nas

seguintes etapas:

1- Como protocolo da UCO I, exames laboratoriais sdo solicitados diariamente para a
sua monitorizacdo durante o periodo de internacdo. Nas primeiras 24 horas de admissdo na
UCO | amostras de seu sangue venoso, 10 mL, serdo coletadas como de rotina para exames
laboratoriais, utilizaremos estas amostras para a dosagem de procalcitonina, proteina C reativa
ultrassensivel. Interleucina (IL)-3, IL-6, IL-8, IL-10 e polimorfismo das interleucinas (IL-6 e
IL-10). Os resultados dos seus exames de NRBCs, eosinofilos, plaquetas, leucdcitos,
creatinina, bilirrubinas, alanina aminotransferase, sodio, potassio, gasometria e tempo de
protrombina serdo copilados dos exames laboratoriais de rotina para 0 seu acompanhamento

diério.

2- Seu prontudrio hospitalar sera consultado para avaliar a sua pontuacdo do escore
Acute Physiology And Chronic Health Evaluation Il (APACHE 1) e escore Sepsis Related
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Organ Failure Assessment (SOFA), modelos de risco de gravidade da doenca utilizados na
UCO I.

3- O projeto nao fornece beneficio ou compensacao financeira para a sua participacao

no estudo.

4- Se vocé concordar, sua amostra de sangue poderd ser guardada e poderd ser
utilizada em estudos futuros desde que aprovados por Comité de Etica em Pesquisa.

Riscos:

1- Existe um pequeno risco nas coletas de sangue como a formacao de um hematoma e
dor. As coletas de sangue serdo feitas por profissional treinado. O Hospital Ihe dara a mesma

assisténcia caso isto ocorra com VOCe.

Técnica de puncdo venosa e arterial: inicialmente, deve-se explicar todo o
procedimento ao paciente, seguindo-se da colocagdo do torniquete na porcdo proximal do
braco para facilitar a visualizacdo da veia a ser puncionada. Segue-se com a assepsia rigorosa
do sitio de puncdo realizada com solugbes degermantes a base de clorexidina,
polivinilpirrolidona-iodo (PVP-1) ou com alcool a 70%. A utilizagdo de luvas e méscara €
obrigatdria. Entdo, realiza-se a puncdo venosa ou arterial com agulha e seringa descartaveis
para colheita do sangue para exames laboratoriais e em seguida, nova assepsia e compressa
local. Quanto as possiveis complicagdes podemos ter: formacdo de hematomas, trombose
venosa e tromboflebites. Para cada complicacdo, deve-se proceder a sua resolucdo imediata.

Técnica liquido cefalorraquidiano (LCR): A coleta de LCR sera feita por meio de uma
puncdo, em ambiente hospitalar, que pode ser suboccipital (logo abaixo do cranio) ou lombar
(entre a terceira, a quarta e a quinta vértebra lombares) é imprescindivel que o procedimento
seja totalmente estéril e realizado por um profissional treinado. Por conseguinte a coleta, o
paciente deve permanecer em repouso por, no minimo, 12 horas e hidratagdo for¢ada. Quanto
as possiveis complicacbes podemos ter: sangramento, cefaleia e lombalgia. Para cada

complicagdo, deve-se proceder a sua resolucdo imediata.

2- Vocé tem a garantia que suas informacg6es pessoais serdo mantidas em sigilo e que
manteremos os resultados deste estudo confidencial. Tanto o questionario quanto as amostras

serdo identificados por nimero c6digo e ndo por seu nome.
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Beneficios:

Vocé ndo é obrigado a participar deste estudo e a qualquer momento vocé podera tirar
a sua permissdo de participacdo. O projeto ndo lhe fornecera nenhum beneficio pessoal ou
compensacdo financeira por sua participacdo. Participando, vocé contribuird para o melhor
entendimento sobre biomarcadores que indiquem o prognostico dos pacientes de UTI, como a
gravidade da doenca, presenca de infeccdo ou resposta inflamatoria sistémica, a fim de se
obter alternativas terapéuticas precoces, mais seletivas e menos danosas para 0s pacientes. Se,
a qualquer momento, vocé retirar sua permissao de participacdo no estudo, suas amostras de

sangue serdo descartadas.

Esclarecimentos:
Vocé tem a garantia de qualquer esclarecimento, pelos pesquisadores responsaveis,
antes e durante o curso da pesquisa. Nosso estudo ndo resultard& em despesas para a

instituicdo, para vocé e nem para seus familiares.

Consentimento para guarda da amostra de sangue e uso em estudo futuro:

Sua amostra de sangue podera ser guardada e podera ser utilizada em

outros estudos futuros se aprovados por Comité de Etica em Pesquisa
*Assinale apenas uma das alternativas abaixo:

() Sim, eu permito que minha amostra seja guardada para possivel utilizacdo
em outros estudos, se aprovado pela Comissao de Etica e eu ndo preciso ser contatado na

ocasiao.

() Sim, eu permito que minha amostra seja guardada para possivel utilizacéo
em outros estudos, se aprovado pela Comissdo de Etica, mas eu quero ser contatado na
ocasiao para novo consentimento. NUmero de telefone para

contato:

( ) N&o, eu ndo permito que minha amostra seja guardada para possivel

utilizagdo em outros estudos.
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DECLARO QUE LI E ENTENDI TODAS AS INFORMAGCOES E CONCORDO NA
MINHA PARTICIPACAO NA PESQUISA ACIMA. TENHO LIBERDADE DE RETIRAR
O MEU CONSENTIMENTO EM QUALQUER FASE DA PESQUISA, CASO NAO
QUEIRA CONTINUAR PARTICIPANDO DA MESMA, SEM PREJUIZO ALGUM.

Nome do participante:

Assinatura:

Data: / /

SE VOCE NAO ESTIVER EM CONDICOES FISICAS OU MENTAIS DE
DECIDIR SOBRE SUA PARTICIPACAO NESTE ESTUDO, SEU REPRESENTANTE
LEGAL PODERA ASSINAR ESTE TERMO.

Nome do representante legal:

Assinatura:

Data: / /

Assinatura do pesquisador responsavel



