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RESUMO

Objetivo: Investigar se ha associagao entre as variantes polimoérficas 896A>G
(Asp299Gly) e 1196C>T (Thr399lle) do gene que codifica para o toll like receptor 4
(TLR4) e a suscetibilidade a sepse e as disfungdes orgénicas em pacientes com
condigdes criticas de saude. Pacientes e Métodos: Foram selecionados para este
estudo 107 pacientes com sepse secundaria a infeccdo por bactérias Gram-
negativas, internados na unidade de tratamento intensivo geral (UTI) do Hospital Sdo
Lucas da PUCRS, admitidos de margo de 2002 a dezembro de 2005. O grupo
controle foi constituido por 111 amostras de DNA de doadores voluntarios oriundos
da mesma populagdo gaucha. A disfungcdo orgéanica dos pacientes sépticos foi
avaliada durante a primeira semana apdés admissdo na UTI, através do escore
SOFA, e foram consideradas as ocorréncias de choque séptico e 6bito. Os gendtipos
das variantes polimérficas 896A>G e 1196C>T foram determinados por analise de
fragmentos de restricdo dos produtos da reagdo em cadeia da polimerase (PCR).
Apos, foi analisada a frequéncia da distribuicdo dos gendtipos e dos alelos entre os
grupos de pacientes e de individuos saudaveis. Resultados: A frequéncia de
heterozigotos 896AG foi significativamente mais elevada entre pacientes sépticos
(26%; 28/107) do que entre individuos saudaveis (10%; 11/111) (P=0,002; OR=3,22,
Clgs%: 1,43-7,38), da mesma forma como foi mais elevada se comparados pacientes
com choque séptico (24%; 18/74) e saudaveis (P=0,008; OR=2.92, Clgs,: 1,20-7,17).
Correspondentemente, houve maior freqiéncia do alelo 896G entre pacientes
sépticos (13%; 28/214) que controles (5%; 11/222) (P=0,003; OR=2,89, Clgsy: 1,33~
6,36), e entre pacientes com choque séptico (14%; 18/148) que individuos saudaveis
(P=0,011; OR=2,66, Clgsy%: 1,15-6,23). Pacientes 1196CT+1196TT apresentaram
escores SOFA médios mais altos (8.12+3.89) que pacientes 1196CC (6.82+3.52)
(Mann-Whitney test, P=0,007). Portadores do alelo 1196T apresentaram durante a
primeira semana de internagdo na UTI significativamente mais casos de escores
SOFA > 7 (69%; 49/71) que homozigotos 1196CC (49%; 304/626) (Chi-square test,
P=0,043; OR=1.62, Clgs%:0.99-2.67). N6és observamos que a heranga de qualquer
tipo de alelo ndo interfere nas taxas de mortalidade dos pacientes. Conclusao: As
variantes polimérficas -896A>G e 1196C>T do TLR4 podem estar associadas com a
uma maior suscetibilidade ao desenvolvimento de disfungbes organicas graves e

sepse nos pacientes criticos.



FUNDAMENTAGAO TEORICA

1 — Paciente critico internado em UTI

Os pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) sao
caracterizados por apresentarem um quadro patologico critico e complexo,
decorrente de fragilidades fisiologicas graves e responsaveis pela elevada taxa de
mortalidade que varia de 30% a 50% [Vincent JL, et al., 2002]. Em um estudo
recente estimou-se que nos Estados Unidos 50.000 pessoas morrem a cada ano
decorrente de doencgas criticas manifestadas nas UTls como, por exemplo a sepse,
com custo de até dez bilhdes de ddélares [Guha M, et al., 2001]. A despeito dos
progressos no diagnostico e no tratamento das doencas infecciosas, a incidéncia de
sepse tem aumentado nas ultimas décadas. O aumento das infecgbes causadas por
bactérias resistentes a antibidticos e o desenvolvimento de tecnologias de
manutencao de vida, com o uso de procedimentos e dispositivos invasivos, podem
explicar esse fato [Niederman MS, et al, 1990]. Nos ultimos 20 anos, varios
instrumentos de medida de predicdo de risco tém sido aplicados aos pacientes
criticos internados em UTIs na tentativa de reconhecer as melhores estratégias
terapéuticas. A avaliacdo do quadro critico, nos dias de hoje, € principalmente
realizada através de instrumentos que analisam a disfungdo de 6rgaos e sistemas
através do monitoramento diario de seu estado fisiolégico. O escore SOFA
(Sequentical Organ Failure Assessment) avalia diariamente a condicdo de seis
sistemas organicos (respiratorio, renal, hepatico, hematopoiético, cardiovascular e
neuroldgico), independentemente da terapia a qual o paciente esta sendo submetida

[Vincent JL, et al., 1998]. Dado que pacientes de UTlIs sdo individuos afetados por



multiplas disfuncbes orgénicas e que, além disto, estdo expostos ao ambiente
hospitalar o qual é rico em diversidade de microorganismos infecciosos, o risco de
gue estes pacientes venham a desenvolver uma infecgao é muito elevado (25-30%).
Uma parcela elevada de pacientes desenvolve infeccdo bacteriana, sendo que cerca
de 40% a 70%, acaba por desencadear quadro de sepse, choque séptico e faléncia
de multiplos érgéaos [Russell JA, 2006]. O quadro de sepse € consequéncia de
processos celulares em resposta a uma agressdo de origem infecciosa. A
manifestacao clinica da sepse pode se agravar chegando a um quadro de choque, o
qual é caracterizado pela presenca de uma vasodilatacao periférica acentuada e por
uma excessiva presenga de agentes pré-inflamatoérios, que juntos acentuam ainda
mais a disfuncéo e a faléncia de multiplos érgaos. Observa-se o desenvolvimento de
disfuncdo muito antes da faléncia de 6rgaos, resultado de uma reacéao inflamatodria
pela massiva liberacdo de citocinas. A resposta sistémica a infecgdo € mediada
através das citocinas derivadas de macréfagos que alvejam os receptores da
extremidade-6rgao em resposta a um ferimento ou infecgdo. A resposta inflamatoéria
a infeccdo ou ao ferimento € uma reagcédo altamente conservada e regulada do
organismo. A liberagdo concomitante de agentes pr6 e antiinflamatério mantém a
homeostasia do organismo. A reagao antiinflamatéria pode ser maior e algumas
vezes mais longa que a pré-inflamatéria; o objetivo disto € diminuir a produgédo da
sintese de agentes pro-inflamatérios, assim mantendo o equilibrio homeostatico
[Bone RC, et al., 1997; Haddad JJ, et al., 2002].

Apesar dos inumeros progressos obtidos nas ultimas décadas na tentativa de
se dar suporte ao paciente critico com foco infeccioso e sepse, a mortalidade neste
grupo tem se mantido na faixa de 50% [Friedman G, et al., 1998].

Sendo a sepse uma condicao freqliente no ambito da terapia intensiva, que

cursa com elevada mortalidade e com tratamento com custo econémico elevado,



sua abordagem é de interesse direto do sistema de saude. O estudo da sepse deve,
no entanto, contribuir para os levantamentos epidemiolégicos e pautar-se numa
abordagem direcionada para o conhecimento dos mecanismos moleculares e
celulares que desencadeiam as variagbes fisiopatoldgicas. Este conhecimento
basico podera contribuir para a modulagcdo da sequéncia de eventos que culmina
nos desfechos desfavoraveis. Conhecer as bases genéticas de tais eventos é,

portanto, fundamental.

2 - Infeccéo e Sepse

A sepse é caracterizada por uma ativagao consistente do sistema imune apos
uma infeccdo bacteriana (bacteremia) que se torna amplificada e, entao,
desregulada [Friedman G, et al., 1998]. As infec¢gdes, na maioria dos casos, sao
erradicadas com sucesso pelo hospedeiro por uma resposta inflamatdria intensa e
localizada. Em contraste, as infec¢des fatais sao caracterizadas por uma inabilidade
em conter a resposta inflamatéria, na qual ocorre a liberagdo de potentes citocinas
na circulagao sistémica, ativando a resposta inflamatéria celular, em posicdes
remotas, uma condicdo conhecida como Sindrome Sistémica da Resposta
Inflamatdria (SIRS; systemic inflamatory response syndrome). Em 1991, o conceito
SIRS foi postulado para definir o estado de pacientes que exibiam uma resposta
sistémica para episddios inflamatérios [Crouser ED, 2004]. Hoje, a sepse € definida
como SIRS induzida por uma infeccdo. A SIRS ¢é diagnosticada como uma
combinacdo de sinais clinicos e sintomas disponiveis, apresentando pelo menos,
dois dos critérios a seguir: (I) Febre, temperatura corporal >38°C ou hipotermia,
temperatura corporal <36°C; (ll) Taquicardia, frequéncia cardiaca >90 bpm; (lII)
Taquipnéia, frequéncia respiratoria >20 irpm ou PaCO, <32 mmHg; (IV) Leucocitose

ou leucopenia, Leucécitos >12.000 cels/mm?® ou <4.000 cels/mm?®, ou presenca de



>10% de leucécitos de formas jovens (bastdes) [Heard SO, et al., 1991 ; Varon J, et
al., 1999; Vincent JL, et al., 2002].

Considera-se sepse-grave quando a sepse esta associada a manifestagbes
de hipoperfusao tecidual e disfungdo organica, caracterizada por acidose latica,
oliguria ou alteracdo do nivel de consciéncia, ou hipotensédo arterial com pressao
sistélica inferior a 90mmHg (sem a necessidade, porém, de agentes vasopressores).
Aproximadamente 40% dos pacientes sépticos progridem para o choque séptico
[Kreger BE, et al., 1980]. A reducdo da perfusdo sistémica durante o choque
combinada com uma cascata de eventos inflamatérios iniciado durante a sepse,
geralmente causa o desenvolvimento de faléncia de multiplos 6rgéos, seguido de
morte [Liang E, et al., 2003]. As possibilidades para o desenvolvimento de sepse
pela SIRS incluem a oxigenacgao inadequada do tecido relacionado a ma distribuicao
do fluxo do sangue, a causa colateral dos danos nos tecidos causada pelas células
imunes ativadas, e as mudangas citoplasmaticas consequentes as interagdes do
receptor citocina-celula. O que quer que cause o dano celular, que afete os sistemas
organicos, perpetua a SIRS pela ativacdo dos macréfagos. Este feed-foward é o
mecanismo que explica a morte de pacientes pela chamada Sindrome da Disfuncao
de Multiplos Orgdos (MODS; multiple organ dysfunction sindrome) apés dias ou
semanas do inicio da infeccao inicial e, em muitos casos, depois que a infeccao
original ja tenha até mesmo sido erradicada. Apesar dos bilhdes de dolares
investidos em investigacbes variadas, nenhuma droga ou terapia especifica foi
desenvolvida para impedir efetivamente o inicio da SIRS ou da MODS. Por exemplo,
as estratégias de imuno-modulagdo, tais como o anticorpo anti-TNF-o e anti-
endotoxinas, parecem ser de pouco ou de nenhum beneficio nos seres humanos. O

esforgo para aumentar a distribuicido de oxigénio aos tecidos, da mesma forma, nao



se mostrou benéfico além de ter sido, inclusive, prejudicial aos pacientes com sepse
estabelecida [Crouser ED, 2004].

Choque séptico € uma complicacdo da sepse caracterizado por uma
hipotensao refrataria, a qual € a principal causa dos o6bitos. Se a hipotensao ou
hipoperfusdo induzidas pela sepse sao refratarias a ressuscitagdo volémica
adequada, e se ha necessidade subsequente de administracdo de agentes
vasopressores, as complicagdes circulatorias podem levar a Faléncia de Multiplos
Orgaos (MOF; multiple organ failure) ou @ MODS. A faléncia de muiltiplos 6rgéos é
uma alteracdo tao severa na fungdo organica que sua homeostasia ndo pode ser

mantida sem intervengao terapéutica artificial [Levy MM, et al., 2003].

3 - Quadro séptico

Observa-se no quadro séptico o aparecimento de estagios progressivos e
complexos causadores de desordens no sistema imunoldgico desencadeados pela
infeccdo. Diferentes fatores podem levar a SIRS, entre eles, infecgao, trauma,
queimaduras, isquemia, reperfusao e inflamagcao. A SIRS é caracterizada por um
desequilibrio no sistema imunoldgico de hiper-atividade ou hipo-atividade [Akira S,

2000].

3.1 - O estagio inicial da Sepse (Fase Hiperdinamica)

Caracteriza-se pela ativagao intensa de citocinas pré e antiinflamatérias. Esta
fase € marcada pela producgéao de interleucinas IL-1, IL-6 e IL-8 e do fator de necrose
tumoral TNF-a. Também ha um aumento na proteina C-reativa que se acredita ser a
responsavel pela ativagdo das espécies reativas de oxigénio e da produgao de éxido

nitrico (NO) [Akira S, 2000; Hoesel LM, et al., 2004].



3.2 - O estagio tardio da sepse (Fase Hipodinamica)

Esta etapa é marcada pela liberacao das interleucinas IL-10 e IL-13 para
conter o efeito pro-inflamatério da fase hiperdinamica, suprimindo a ativacao do fator
nuclear NFkB. Ha também um fendbmeno conhecido como CARS (compensatory anti
response syndrome) que consiste em uma resposta inflamatéria compensatéria. No
final deste estagio ha diminuicdo da fagocitose dos macrofagos, quimiotaxia,
producao de citocinas e de radicais livres. Existe também uma grande diferenca na
capacidade de resposta das citocinas associadas a outros fatores nestes dois
estagios [Titheradge MA, 1999]. Ratos cujo gene do receptor para o TNF-a, TNF-
aRp55 foi inativado ou de alguma maneira bloqueado (ratos knock-out), tornaram-se
resistentes ao choque endotoxico embora o TNF-a ndo esteja relacionado
diretamente com letalidade, evento que depende de um efeito sinérgico do TNF-q,

IL-B, IFN-y e NO [Moncada S, et al., 1991].

4 - Imunidade Inata

Ao contrario da imunidade adaptativa, a qual é especifica e se molda ao
agente infeccioso criando uma memoria imunoldgica, o sistema imune inato
reconhece classes genéricas de moléculas produzidas por varios microorganismos
patogénicos. A imunidade inata € a primeira linha de defesa do organismo contra
microorganismos invasores, desempenhando um papel fundamental nas doencgas
infecciosas e inflamatérias, uma vez que provoca uma resposta inflamatéria
generalista, na qual certas células (macréfagos, mondécitos, granuldcitos e células
dendriticas) detém o agente invasor, impedindo que ele se espalhe [Zweigner J, et
al., 2001]. Uma fungdo importante para a resposta imune inata é de recrutar mais
células fagocitarias e moléculas efetoras para o local da infecgdo, através da

liberagdo de uma bateria de citocinas e de outros mediadores inflamatorios que tém



profundos efeitos sobre os fatos subsequientes. As citocinas, cuja sintese é
estimulada quando os macrofagos reconhecem constituintes microbianos, sao
chamadas freqluentemente de monocinas, uma vez que sao elaboradas
principalmente por células da linhagem mondcito-macrofago; as monocinas
compreendem um grupo estruturalmente diferenciado de moléculas e incluem as
interleucinas IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 e o fator de necrose tumoral (TNF-a), todos
apresentam importantes efeitos locais e sistémicos [Bevilacqua MP, 1993; Downey
GP, 1994; Springer TA, 1994]. Os efeitos combinados desses mediadores
contribuem para as reacbes locais contra a infeccdo na forma de resposta
inflamatéria. As respostas inflamatérias operacionais sdo caracterizadas pela dor,
rubor, calor e pelo tumor no sitio de uma infecgdo. A primeira dessas alteragdes
reside num aumento do diametro vascular, levando a um aumento do volume
sanguineo local. Uma vez que a infec¢do se dissemine para a corrente circulatéria,
0S mesmos mecanismos através dos quais o TNF-a continha a infecgcédo local com
tanta eficiéncia, tornam-se ineficazes. A sepse é, portanto, acompanhada pela
liberagdo de TNF-a pelos macrofagos no figado, no bago e em outros o6rgaos. A
liberacdo sistémica de TNF-a causa vasodilatacdo e perda do volume plasmatico,
devido a um aumento da permeabilidade vascular, conduzindo ao choque. No
choque séptico, a coagulagao intravascular disseminada é igualmente deflagrada
pelo TNF-q, levando a formacao de microtrombos e ao consumo de proteinas de
coagulacdo, de modo que o paciente perde a capacidade de coagular o sangue de
maneira apropriada. Tal condicao leva com frequéncia a faléncia de 6rgaos vitais tais
como os rins, o figado, o coragcdo e os pulmdes, que sado rapidamente
comprometidos pela insuficiéncia da perfusdo normal [Biron CA, 1992; Sen GC,
1992; Weiss WI, et al., 1992; Pfieffer K, et al., 1993; Emsley J, et al., 1994; Janeway

CAJR, 1997; Fraser IP, et al., 1998; Lamping N, et al., 1998].
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O reconhecimento de componentes de bactérias, e a subsequente ativagdo de
citocinas sao caracteristicas importantes envolvidas durante o quadro séptico.
Recentemente, varios polimorfismos de genes associados com estas respostas tém
sido demonstrados: entre eles, variantes polimorficas no gene do TNF-a tém sido
relacionadas como fator importante no curso clinico da sepse. O polimorfismo -
308G>A do gene TNF-a foi identificado e associado a capacidade transcricional
diferenciada do mesmo [Nakada TA, et al., 2005 ]. A liberagao sistémica de TNF-a
causa vasodilatacdo e perda de volume plasmatico, devido a um aumento da
permeabilidade vascular, conduzindo ao choque séptico. Um estudo com pacientes
sépticos mostrou que a mortalidade foi significativamente mais elevada entre
heterozigotos -308GA quando comparados com os homozigotos 308GG [Nakada
TA, et al., 2005].

Infecgdes devido a bactérias Gram-negativas sdo comumente associadas a
principal causa de sepse e choque séptico [Holmes CL, et al., 2003]. Estudos
baseados no reconhecimento por mondcitos de lipopolissacarideos (LPS) presentes
em bactérias Gram-negativas e na regulagdo de genes envolvidos no processo
inflamatério podem identificar novos instrumentos terapéuticos. O processo da
imunidade inata, de resposta rapida para detectar e eliminar infecgdes causadas por
agentes contagiosos (bactérias Gram-negativa), é iniciado pela molécula CD14
(cluster of differenciation 14) e mediado pelos receptores Toll-Like (Toll-like
receptors; TLRs), os quais fazem parte de uma familia de receptores conservada
desde de artrépodes até mamiferos [Ebong SJ, et al., 2001; Xu D, et al., 2005; Glick
T, et al., 2001] . O CD14, um receptor de membrana que tem papel fundamental no
reconhecimento de LPS por mondécitos, tem sido citado frequentemente como um
dos principais genes envolvidos em doencgas inflamatdrias. No promotor do gene

CD14 foi encontrado um polimorfismo de substituicio de um unico nucleotideo
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(single nucleotide polymorphism; SNP) que parece estar associado a regulagao da
expressao do gene CD14 [Niederman MS, et al., 1990]. A regulagdo do CD14 parece
ser de extrema importancia em varios estados de doengas inflamatdrias [Le Van TD,
et al., 2001], e sua expressao diferenciada pode ser crucial para o curso clinico
dessas patologias [Gluck T, et al., 2001]. LPSs de bactérias invasoras, presentes no
plasma humano, ligam-se a receptores HDL (high density lipoprotein) e sé&o
reconhecidas por LBPs (lipopolysaccharide binding proteins). As LBPs, por sua vez,
transferem as LPSs do HDL para o CD14 [Landmann R, et al., 1996; Goyert SM, et
al., 1998]. A sinalizagdo imunoldgica €, entdo, iniciada pelo complexo LBP-LPS-
CD14 [Jerala R, 2007]. O CD14 é uma proteina que pode ser encontrada fixa na
membrana de células do sistema imune (mCD14) ou livre no soro (sCD14). O CD14,
contudo, ndo tem conexdo com o citoplasma celular ndo podendo ativar a resposta
imune isoladamente [Silva E, et al., 2005]. A mediagao do processo infeccioso inato
se da, portanto, pelos TLRs [Agnese MD, et al., 2002, Jerala R, 2007].

O LPS é um composto carregado negativamente e consiste de trés estruturas
interconectadas que dao a molécula uma caracteristica polar e anfipatica. A
estrutura basica consiste de um lipidio A (um nucleo estrutural de oligossacarideo) e
um polissacarideo de repeticdo de cadeia que da a especificidade sorotipica e
caracteristicas polar a toda a estrutura do LPS [Opal SM, et al., 1998]. A estrutura do
lipidio A geralmente consiste de uma desfosforilagdo B1-6 ligado com uma
glicosamina, na qual se liga um numero variado (usualmente seis) de amidos
assimétricos ou éster-ligantes de acidos graxos [Opal SM, et al., 1998].

Acredita-se que a porg¢éao do lipidio A seja a responsavel pela ligagdo do LPS
aos receptores de varios alvos, conferindo toxicidade ao LPS [Wong N, et al., 2003].
A parede celular das bactérias Gram-negativas é assimétrica: o LPS cobre mais de

90% da superficie celular na face externa e os fosfolipidios, que tém uma
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composicao similar a da membrana citoplasmatica, estao localizados na face interna.
A parede celular serve como uma barreira fixa fornecendo protecdao a bactéria em
resposta a agentes anti-bacterianos. Assim, € a primeira barreira encontrada pelos
peptideos de reconhecimento do sistema imune inato dos organismos multicelulares
que devem atravessa-la a fim de alcancar a membrana citoplasmatica interna.
Inicialmente, os peptideos de reconhecimento interagem com a face exterior do LPS
e deslocam competitivamente os cations bivalentes que neutralizam parcialmente
sua carga negativa [Rosenfeld Y, et al., 2006]. A presenga da endotoxina LPS alerta
o hospedeiro eucariético sobre a presenca de um invasor bacteriano [Opal SM, et
al., 1998]. A presencga de concentragbes patologicas de endotoxina nos pacientes
com sepsis severa e choque séptico tem sido documentada em numerosos estudos
clinicos [Danner RL, et al., 1991; Opal SM, et al., 1998; Van Deventer, et al., 1998;
Opal SM, et al., 1999].

Huang e colaboradores [Huang Q, et al., 2001] demonstraram que a
transcricdo de muitos genes esta alterada apds exposi¢cdo a endotoxina bacteriana
e, dos 166 genes que foram alterados na exposi¢céo a Escherichia coli, cerca de 88%
também foram alterados apods a exposicado a LPS purificado. Isto indica que o LPS é
a molécula dominante que é reconhecida por células do sistema imunolégico [Opal
SM, et al., 2003]. O reconhecimento de componentes de bactérias, tais como as
LPS, pelo sistema imune inato desencadeia a resposta inflamatéria com o objetivo
de acabar com o agente infeccioso. Uma resposta inflamatéria sem controle, no
entanto, pode ser a causa de disfungdes organicas importantes [Zweigner J, et al.,
2001].

Estudos recentes tém se baseado na inativagdo do LPS por um composto
sintético similar ao lipidio A, componente do LPS [Liang E, et al., 2003; Wong N, et

al., 2003]. Esse antagonista, conhecido como E5564, mostrou ser bastante eficiente
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em bloquear a agao do LPS em modelos experimentais in vitro e in vivo, € vem
sendo testado em pesquisas clinicas de fase Il como um alvo terapéutico para sepse
[Liang E, et al., 2003; Wong N, et al., 2003]. O E5564 {a-D-Glicopiranose, 3-O-Decil-
2-deoxi-6-0-[2-deoxi-3-O-[(3R)-3-metoxidecil]-6-O-metil-2-[[((11Z)-1-0x0-11-

octanodecenil) amino]-4-O-fosfono-B-D glicopiranosil] -2- [(1,3-dioxitetradecil)
amino]-1- (dehidrogenio-fosfato)} € um sal tetrasédico, de segunda geragdo da
bactéria ndo toxica Rhodobacter sphoaeroides, e mostrou-se eficiente em bloquear
todos os efeitos do LPS apds sua adigdo ao sangue in vivo, ainda que sua atividade
seja rapidamente perdida em consequéncia da ligagdo com proteinas séricas ou

plasmaticas [Wong N, et al., 2003].

5 — Receptores Toll-like (TLRs)

Os TLRs sao proteinas transmembranicas que, em vertebrados, servem como
estimulador da interagcédo do sistema inato com o adquirido. Sdo também conhecidos
como Receptores de Reconhecimento Padrao (pattern recognition receptor; PRR).
Seu dominio extracelular consiste em um numero variado de repeticdes ricas em
leucina (Leu) e regidbes ricas em cisteina (Cys) precedentes ao dominio
transmembrana. O dominio citoplasmatico € chamado de receptor Toll-interleucina-1
(toll interleucine receptor; TIR) [Musheigian A, et al., 2001, Matsushima N, et al.,
2007, Sheedy FJ, et al., 2007,]. A principal funcado dos TLRs, associada ao controle
da resposta inflamatéria e resposta imune, foi bem demonstrada na sua analise em
camundongos com TLRs knockout. O nome Toll é derivado de uma sequéncia
homologa da Drosophila spp., 0 gene toll [O’ Neill LA, 2005], o qual foi descoberto
em 1996 e é relacionado com a formagéao do eixo ventral dorsal, assim como, com a
resposta imune a infeccdo fungal [O’ Neill LA, 2005]. ldentificacdo entre a

similaridade do dominio citoplasmatica do Toll de Drosophila e o receptor IL-1 de
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mamiferos impeliram a busca por receptores ortélogos, subsequentemente levando
a descoberta do Toll humano (nomeado como TLR4) [Pandey S, et al., 2006].
Estima-se que haja aproximadamente 10 diferentes TLRs em humanos [Dunne A, et
al., 2003; Goldstein DR, 2004; O’ Neill LA, 2005].

Um processo de defesa descontrolado do organismo contra agentes
infecciosos, no entanto, causa uma série de disfungdes orgéanicas, entre elas
coagulopatias, febre, vasodilatacido e redugcdo da pressao arterial, 0 que provoca
necrose em tecidos e 6rgaos causados pelo acumulo de citocinas [Cohen J, 2002]. A
resposta do organismo em caso de falha no reconhecimento do LPS das bactérias
Gram-negativas pelo TLR4 se mostra exacerbada, devido ao fato do reconhecimento
do LPS ser feito pelo TLR2 que nado possui a mesma afinidade ao LPS como o
TLR4, o que provoca uma resposta exacerbada a infecgcédo, podendo assim levar a

faléncia de multiplos 6rgaos e tecidos [Kopp E, et al., 2003].

6 -Toll-like receptor 4 (TLR4)

O TLRA4 é responsavel pela mediagao do reconhecimento a LPS e sinalizacao
para liberagdo das citocinas. A resposta inflamatoria as bactérias Gram-negativas se
inicia apods a interagcao do LPS com a proteina sérica LBP, que prende e transfere os
mondmeros de LPS para o CD14 [Musheigian A, et al., 2001]. O receptor CD14, o
qual nao possui porcao intracelular [Silva E, et al., 2005], aciona o TLR4 através de
uma molécula adaptadora MD2 [O’ Neill LA, 2005]. A transdugao do sinal tem inicio
pela interacdo do dominio TIR do TLR4 com outro dominio TIR presente numa
molécula citoplasmatica denominada MyD88 (Myeloid differentiation protein 88)
[Kopp E, et al., 2001]. O MyD88 possui um caminho independente envolvendo
proteinas com dominios TIR. O death-domain do MyD88 se prende ao death-domain

de uma serina/treonina kinase (em geral, uma kinase IRAK-Interleukin-7-receptor-
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associated kinase) e se propaga via TRAF6 (TNF-receptor-associated factor 6)
[Kopp E, et al., 2001]. TRAF6 induz a producdo de um regulador mestre de
inflamacao, o NF-kB [Scréder WJN, et al., 2005, Costalonga M, et al., 2007]. Esse
regulador aciona os genes que codificam os ativadores imunes, o que inclui o TNF-a

e as interleucinas IL-1, IL-8, IL-12 e IL-6 [Musheigian A, et al., 2001] (Figura 1).
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Figura 1: Mecanismo de desencadeamento do processo da resposta imune inata provocado por LPS
de bactérias Gram-negativas nas seguintes ligacbes e ativagodes:
LPS—LPB—CD14—MD2—TLR4—NF-kB—citocinas. Extraido do site
http://www.glycoforum.gr.jp/science/word/immunity/IS-A01J.html
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7 — Gene humano TLR4

O gene que codifica para o TLR4 foi mapeado no cromossomo 9 (locus 9932-
g33) [Schmitt C, et al., 2002; Scroder WJN, et al., 2005]. Além do mapeamento,
foram descritas duas alteragcdes polimérficas do gene TLR4 que alteram a estrutura
protéica do TLR4 humano: (I) uma substituicdo de um unico nucleotideo (SNP),
dentro do éxon 4 do gene TLR4, de uma adenina (A) para uma glicina (G) na base
896 (896A>G) que leva a modificacdo do residuo conservado de acido aspartico
para uma glicina no aminoacido 299 da sequéncia protéica (Asp299Gly) do dominio
da estrutura extracelular do TLR4 [Arbour NC, et al., 2000; Schmitt C, et al., 2002]; e
(1) uma transicdo de uma citosina (C) para uma timina (T) na posicdo 1196
(1196C>T) que gera a substituicdo do aminoacido treonina por uma isoleucina no
residuo 399 (Thr399lle) da regido extracelular do TLR4 [Agnese MD, et al., 2002;
Schmitt C, et al., 2002; Barber RC, et al., 2004]. Ambas variantes mutantes sao raras
nas populagbes (freqiéncias alélicas de 896T e 1196T variando de 6 a 10%) e
parecem promover dificuldades no reconhecimento do TLR4 a LPS [Arbour NC,
2000; Agnese MD, et al.,2002; Schmitt C, 2002; Barber RC, et al., 2004].

As variantes polimorficas mutantes 896G e 1196T foram encontradas em
proporgdes significativamente mais elevadas em pacientes com uma baixa resposta
imune ao inalar LPS [individuos hipo-responsivos] (6.6%) quando comparados a
populacdo controle [Arbour NC, et al.,2000; Scroder WJN, et al., 2005]. Células
epiteliais derivadas destes pacientes exibiram uma diminuicdo na resposta ao
estimulo com LPS in vitro, em estado homozigdtico (896TT e 1196TT) ou
heterozigdtico (896AG e 1196CT) [Kopp E, et al., 2003]. Achados similares foram
observados em estudos in vitro com macréfagos alveolares (9.6%) [Edfeldt K, et al.,

2004].
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A obstrucao das vias aérea induzida por LPS esta associada com a ativacao
de macréfagos alveolares, liberando citocinas pro-inflamatorias. A transfecgcéo de
células THP-1 (na qual contem o TLR4 do tipo selvagem) com também o alelo
mutante ou alelo selvagem do TLR4 demonstrou que as células transfectadas com o
alelo 896AG nao responde normalmente ao estimulo a LPS contudo aqueles que
tiveram a transfeccao do alelo 1196CT tiveram uma resposta intermediaria ao LPS.
Individuos heterozigotos para ambos os polimorfismos n&o tiveram resposta ao
estimulados ao LPS e também menor expressdo do TLR4 na superficie apical das
vias aéreas. A transfecgdo adenoviral com o gendtipo duplo selvagem (contendo
alelos 896A e 1196C) promoveu a recuperacao da resposta a infeccao por bactérias
Gram-negativas pela presenga de LPS, causada anteriormente pelas variantes
mutantes 896G e 1196T [Arbour NC, et al., 2000; Barber RC, et al., 2004]. Estes
resultados reforcaram a sugestdo de que as variantes mutantes 896G e 1196T
diminuem a fungao de sinalizagdo da imunidade inata do TLR4. O que se torna muito
intrigante ao se realizar um estudo meta-analitico destas variantes polimérficas que
afetam a acédo do TLR4 é que, embora humanos com as variantes 896G e/ou 1196T
do gene TLR4 apresentem-se mais resistentes a uma resposta inflamatoéria induzida
(individuos hiporesponsivos), em algumas populagdes, esses individuos estdo mais
suscetiveis a uma resposta inflamatdria sistémica [Allen A, et al., 2003]. Assim, foi
observado que a heranca das variantes 896G e/ou 1196T esta relacionada a
propensao a ocorréncia de diabetes | e Il [Kolek JM, et al., 2004], de arteriosclerose
[Kolek JM, et al., 2004], infarto agudo do miocardio (IAM) e doenga arterial
coronariana (CAD) [Edfeldt K, et al., 2004]. Foi encontrada uma associagao entre a
baixa resposta imune (individuos hiporesponsivos) relacionada a heranca das

variantes 896T e/ou 1196T e o risco a diabetes e a IAM, mostrando prevaléncia de
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pacientes portadores das variantes 896G e 1196T do gene TLR4 com |IAM [Edfeldt
K, et al., 2004].

Foi observado uma associacdo entre a heranca do alelo 896G e niveis
reduzidos de proteina C reativa (CRP), a qual € um marcador de resposta as
inflamagdes. No entanto, neste estudo, investigando pacientes sem |IAM que
passaram por uma angiografia, os autores observaram que portadores do alelo
896G tinham reduzida prevaléncia de CAD e diabetes | e Il. Este achado sugeriu que
uma menor resposta a regulagcao do sistema imune pode ser benéfica, modificando o
risco de CAD e da diabete [Kolek JM, et al., 2004].

Um estudo realizado com pacientes com traumas de queimaduras mostrou
uma forte relacdo do SNP 896A>G com o aumento dos riscos para desencadear
sepse severa (OR= 2.46, Cl 0.88 a 6.90) [Barber RC, et al., 2004]: pacientes
portadores do alelo 896G (gendtipos 896AG ou 896GG) apresentaram grande
redugao a resposta as LPS (hipo-responsivos), mas, por outro lado, estes pacientes
apresentaram um aumento do risco de desenvolverem choque séptico e uma

infecgao sistémica por bactérias gram-negativa [Barber RC, et al., 2004].
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JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

A condicao critica de um paciente, a gravidade de suas disfungdes organicas, a
evolucdo para sepse, para o choque séptico ou para o Obito sdo caracteristicas
complexas determinadas pela influéncia simultanea de centenas de fatores externos
e de fatores herdados. O estudo das variantes polimoérficas do gene que codifica
para a proteina transmembrana toll-like receptor 4 (TLR4) pode ser util na busca em
desvendar parte do efeito que a heranga genética pode ter no momento da doenga
critica, dado que esse receptor faz parte da imunidade inata. Nosso objetivo neste
trabalho foi, portanto, responder a pergunta que questiona se as variantes
polimérficas 896A>G (Asp299Gly) e 1196C>T (Thr399lle) do gene que codifica para
o TLR4 podem influenciar a susceptibilidade a sepse e as disfungdes organicas em

pacientes em condi¢cdes criticas de saude.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To investigate the association between the single nucleotide
polymorphisms (SNPs) of toll-like receptor 4 (TLR4) and susceptibility to organ
dysfunction and sepsis.

PATIENTS AND METHODS: One hundred and seven patients with sepsis
secondary to major Gram-negative bacteria infection admitted to the intensive care
unit (ICU) from March 2002 to December 2005 were enrolled for this study. A further
111 non-septic volunteer DNA donors from a gaucha population were chosen to
serve as the normal control group. The organ dysfunction of septic patients was
evaluated during the first week after ICU admission, sepsis, septic shock, and
mortality in ICU and hospital were considered. Genotypes of 896A>G (Asp299Gly
protein alteration) and 1196C>T (Thr399lle) SNPs were determined in septic patients
and non-septic controls by means of restriction fragment length polymorphism
(RFLP) analysis of polymerase chain reaction (PCR) products. Distributional
differences of genotypes and alleles between patients and non-septic subjects were
analyzed.

RESULTS: The overall presence of 896AG heterozygotes was significantly
higher in septic patients (26%; 28/107) than in non-septic individuals (10%; 11/111)
(P=0.002, OR=3.22, Clgsy: 1.43-7.38), as well as in septic shock patients (24%;
18/74) than in non-septic individuals (P=0.008, OR=2.92, Clgsy: 1.20-7.17).
Correspondingly, there was more 896G allele among septic patients (13%; 28/214)
than in non-septic subjects (5%; 11/222) (P=0.003, OR=2.89, Clgsy: 1.33-6.36), as
well as in septic shock patients (14%; 18/148) than in non-septic individuals
(P=0.011, OR=2.66, Clgsy: 1.15-6.23). 1196CT+1196TT patients present higher
mean SOFA scores (8.12+3.89) when compared to 1196CC (6.82+3.52) (Mann-
Whitney test, P=0.007). During the first ICU week, the 1196T allele carriers present
significantly more SOFA scores equal to or above 7 (69%; 49/71) than 1196CC
homozygotes (49%; 304/626) (Chi-square test, P=0.043, OR=1.62, Clgsy:0.99-2.67).
We also observed that the inheritance of any of these alleles did not affect mortality.

CONCLUSION: The 896A>G and 1196C>T TLR4 SNPs may be associated
with a higher risk of susceptibility to the development of more severe organ failure

and sepsis.
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INTRODUCTION

All Gram-negative bacteria have the lipopolysaccharide (LPS) with a lipid-A
invariant portion (called pathogen-associated molecular pattern, PAMP) that is
recognized by the animal innate immune system and stimulates a powerful immune
response. When PAMPs are recognized by the pattern-recognition receptors (PRR)
of the animal innate immune system, pro-inflammatory effect begins [1].

In animal immune systems, toll-like receptors (TLR) are PRRs that have the
unique and essential function of being signal-transducing receptors for LPS [2]. TLRs
comprise a family of type | transmembrane receptors, which are characterized by an
extracellular leucine-rich repeat (LRR) domain and an intracellular Toll/IL-1 receptor
(TIR) domain [3]. The human TLR4 was the first mammalian Toll to be characterized
[4] and it is expressed in a variety of cell types, predominantly in cells of the immune
system, including macrophages and dendritic cells (DCs) [3]. Recognition of LPS by
TLR4 is complex and requires several accessory molecules, among them CD14 and
MD-2.

After exposure to LPS, the effective TLR4 induces the inflammatory response
by prompting macrophages and DC to release the cytokine tumor necrosis factor-
alpha (TNF-alpha) and interleukin-1 (IL-1), which can cause fever and even lead to
sepsis, and septic shock [4,5].

Inactive versions of TLR4 [knock-out mice (resultant from TLR4 gene
mutations)] render the animal innate immune system hypo- or in-sensitive to LPS.
Normal mice die of sepsis within an hour of being injected with LPS (an acute
infection induced artificially), but mutant mice with a defective version of TLR4 fail to

respond to LPS and survive in the same period [6]. However, a reduced TLR4
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function would not efficiently induce the innate inflammatory response and,
consequently, an individual could be more prone to systemic infections than would be
the case with a normal TLR4 function.

In human genome, two cosegregating single nucleotide polymorphisms
(SNPs) within the TLR4 gene (9932-q33 locus) coding region have been described:
896A>G (Asp299Gily protein alteration) and 1196C>T (Thr399lle) [7-10]. These SNPs
modify the amino acid sequence of the TLR4 extra cellular domain structure, but it is
not yet known if both are functional mutations. Growing amounts of data suggest that
the ability of certain individuals to respond properly to TLR ligands may be impaired
by these SNPs within the TLR4 gene, resulting in an altered susceptibility to, or
course of, infectious or inflammatory disease [7].

The mutant variants 896G (Gly) and 1196T (lle) have been found in
significantly higher proportions in patients with a low immune response to LPS (hipo-
responsive individuals) when compared to a control population [7, 9]. Epithelial cells
derived from hipo-responsive patients have shown a reduction in response to
stimulation with LPS in vitro, in homozygosis (896GG; 1196TT) as well as in
heterozygosis (896AG; 1196CT) [11]. Similar findings have been observed in studies
with alveolar macrophages [12]. The adenoviral transfection with the 896A and 896G
alleles promoted the recovery of the response to the infection by Gram-negative
bacteria caused by the mutant variants 896G and 1196T [9, 10]. People with reduced
TLR4 activity would not efficiently induce the innate inflammatory response and,
consequently, could be more prone to have systemic infections than those with a
normal TLR4. Indeed, the mutations in TLR4 appear to influence the susceptibility to
cardiovascular and respiratory diseases which are associated with systemic
inflammatory reactions. Compared with wild-type carriers, men with the 896G and the

1196T alleles had an increased risk of myocardial infarction [12]. The 896G allele
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carriers were linked to an increased prevalence of asthma in Swedish children [13],
but another study investigating asthma found no association of TLR4 variants with
the incidence of this disease; however, the 896G allele carriers were found to be
significantly correlated with disease severity [14].

Patients with meningococcal disease show a highly significant excess of TLR4
mutant coding variation when compared with ethnically matched controls [15]. 896G
allele carriers were associated with reduced levels of C reactive protein (CRP), which
is a marker of response to inflammation [16], and were significantly associated with
an increased risk of severe sepsis following burn trauma [17]. Similarly, other recent
studies have also suggested that altered TLR4 signaling plays a role in the
development of sepsis and septic shock [8, 10, 18].

These data have strengthened the suggestion that the mutant variants 896G
and 1196T reduce the function of signaling of the innate immunity of the TLR4 which
could be potentially involved in the pathogenesis of severe systemic infections and
organ dysfunction. For this reason, TLR4 is a good candidate gene for genetic
susceptibility studies. In our work, we analyze the evidence for a genetic
susceptibility in the course of organ dysfunction, the development of septic shock,
and in death from sepsis in septic patients. For this purpose, we used genetic
evaluations in order to understand the role of 896A>G and 1196C>T TLR4 SNPs
during human systemic infection. We also compared the alternative genotype and
allele frequencies between septic patients and non-septic subjects from a southern

Brazilian population.

32



PATIENTS AND METHODS

We studied 107 critically ill patients (61 men and 46 women) admitted to the
General Intensive Care Unit (ICU) of the Sdo Lucas Hospital (HSL), Brazil, between
May 2002 and December 2005, and 111 non-septic, DNA donor, subjects that served
as the normal control group. The enrolled controls were allegedly healthy at the time
of the donation of biological material. All patients and controls were from the southern
Brazilian population. All patients or their legal representatives gave written, informed
consent. Approval for human study protocols was obtained from the Research Ethics
Committee of the Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS)

(Protocol # 06/03140).

Patient Data.

We monitored the patients on a daily basis during their entire ICU and post-
ICU (hospital) stay, which resulted in measurements from the ICU admission day to a
maximum of 165 days. All patients had sepsis secondary from, at least, one Gram-
negative bacterium infection focus during their ICU stay. Some critically ill adult
patients were previously described partially by D’Avila et al. (2006) [19]. Patients
were not eligible if they were under 18 years old or diagnosed with HIV-infection,
pregnant, or lactating or taking immunosuppressive drugs.

For diagnosis of sepsis and septic shock we used the American College of
Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus Conference criteria
[20, 21]: at least two of the following criteria: Fever or hypothermia (temperature in
the core of the body > 38°C or < 36 C); Tachycardia (ventricular rate > 90 bpm);
Tachypnea or Hyperventilation (> 20 breaths/min or PaCO, < 32 mmHg);

Leucocytosis or Leucopenia.
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For illness severity evaluation we used the APACHE-II (Acute Physiology and
Chronic Healthy Evaluation II) [20, 22] score obtained on ICU admission day. The
organ dysfunction and failure was evaluated using the SOFA (Sequential Organ
Failure Assessment) score obtained on ICU admission day (SOFA-1) and during the
first seven days following the ICU admission [20, 22]. Six different systems are
evaluated regarding their clinical conditions in order to determine each SOFA score:
cardiovascular function (systolic and diastolic blood pressure, use of vasopressors),
liver function (serum bilirrubin levels), respiratory (PaO,, FiO,), neurological function
(Glasgow coma score), coagulation function (platelet count), and renal function
(serum creatinine levels, urine output). For each system, we considered without
organ dysfunction SOFA scores equal to zero, organ dysfunction scores 1 and 2, and
organ failure scores 3 and 4. Total diary SOFA corresponds to the sum of six
systems SOFA scores.

Clinical endpoints of the study were discharge from the hospital or death.
Mortality was measured in days until death. For those patients with multiple ICU

admission during the study period, only data from the first entrance was considered.

Genotyping of 896A>G and 1196C>T TLR4 SNPs:

A 5ml blood sample was collected in a sterile system with EDTA and
maintained refrigerated at 4°C or frozen at -20°C until DNA extraction. Genomic DNA
were isolated from leucocytes by standard procedures [23] and maintained at -20°C.
Genotyping protocols for 896A>G (Asp299Gly) and 1196C>T (Thr399lle)
polymorphisms were previously described by Arbour et.al [8]. Both DNA sequences
were amplified in a 25 L reaction containing 10-100 ng of DNA, 0.2 mmol/L of each
dNTP, 2 mmol/L of MgCl; and 1.25 U Tag DNA Polymerase in Taq Buffer (Invitrogen-

Life Technologies, Sao Paulo, SP, Brazil). The 896A>G SNP was amplified using 10

34



pmol of each sense 5 GATTAGCATACTTAGACTACTACCTCCATG 3; and
antisense 5° GATCAACTTCTGAAAAAGCATTCCCAC 3 primers (synthesized by
Invitrogen-Life Technologies, Sao Paulo, SP, Brazil) in a PTC-100 Thermocycler (MJ
Research, Watertown, MA, USA). The 1196C>T SNP was similarly amplified using
sense 5 GGTGAGTGTGACTATTGAAAGGGTAAAAG 3 and antisense 5
GAAGCTCAGATCTAAATACTTTAGGCCG 3 primers (synthesized by Invitrogen-Life
Technologies, Sao Paulo, SP, Brazil) in the same thermocycler. Cycling conditions
for both polymorphisms were 95°C for 5 min, followed by 36 cycles at 95°C for 30s,
55°C for 30s and 72°C for 30s; and, finally, a 5 min extension at 72°C.

The amplified PCR products (20 pL) were cleaved, in an appropriate buffer,
with 5U of the Ncol (5’C/CATGG3’; New England Biolabs™, USA) for the 896A>G
SNP; and 5U of Mspl (5°C/CGG3’; New England Biolabs™, USA) for 1196C>T SNP
in a total volume of 25uL, at 37°C for 4 hours. The restriction digests were visualized
on a 2% agar gel, stained with ethidium bromide, and visualized over a UV light to
determine the genotypes 896AA (249bp fragment); 896AG (249bp, 222bp, and
27bp); 896GG (222bp and 27bp) and 1196TT (280bp fragment); 1196CT (280bp,
256bp and 24bp); 1196CC (256bp and 26bp). The Homo sapien toll-like receptor
transcript variant sequence is registered in the EMBL data base as Gl: 88758616
(GenBank accession number: NM138554.2). Genotyping was performed in a blinded

fashion, i.e., investigators were unaware of patient data.

Statistical analysis:

Statistical calculations were carried out using the SPSS 11.5 statistical
package (SPSS, Chicago, USA). Continuous variable results are expressed as mean
+ standard deviation (SD) and the categorical variables as frequencies and percents.

Non-normally distributed scalar variables were analyzed as non-parametric using the
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Kruskal-Wallis and Mann—Whitney tests. For categorical data, we used the Pearson
Chi-squared test. To test Hardy—Weinberg equilibrium, the Chi-squared test was

used. All reported P values are two-tailed, with 0.05 or less taken as significant.

RESULTS

One hundred and seven patients with secondary sepsis to major Gram-
negative bacteria infection were included in the study, 74 of them developed septic
shock (69.2%, 74/107). Table 1 illustrates a complete description of the 107 septic
patients presented in two groups; all septic patients (n=107), and patients with septic
shock (n=74). As the table results show, all patients had sepsis secondary to, at
least, one major Gram-negative bacteria focus. We found 14 different varieties of
Gram-negative bacteria. Pseudomonas sp. and Acynetobacter sp. were the most
frequent cause of infections [42.1% (45/107) and 40.2% (43/107), respectively], and
the pulmonary system was the most affected (62.6%, 67/107). All patients presented
more than one bacterial variety and more than one focus of infection. Data on age,
gender, APACHE Il and SOFA-1 scores, organ dysfunction and failure, length of stay
in ICU and hospital, together with mortality rates can be seen in Table 1.

We evaluated the influence of 896A>G and 1196C>T SNPs in the two patient
groups mentioned above, in an additional 111 non-septic subjects, genetic
susceptibility to sepsis and septic shock was analyzed (Figure 1). Figure 1-A shows
that there were significant differences among rates of 896A>G genotypes (896AA
and 896AG) when we compared all septic patients and non-septic subjects (Chi-
square test, P=0.002), and only patients with septic shock and non-septic subjects
(Chi-square test, P=0.008). The overall presence of 896AG heterozygotes was

significantly higher in septic patients (26%; 28/107) than in non-septic individuals
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(10%; 11/111) (P=0.002, OR=3.22, Clgs¢: 1.43-7.38), as well as in septic shock
patients (24%; 18/74) than in non-septic individuals (P=0.008, OR=2.92, Clgse: 1.20-
7.17). Figure 1-B confirms statistical associations among rates of 896A>G alleles;
correspondingly there was more 896G allele among septic patients (13%; 28/214)
than in non-septic subjects (5%; 11/222) (P=0.003, OR=2.89, Clgsy: 1.33-6.36), as
well as in septic shock patients (14%; 18/148) than in non-septic individuals
(P=0.011, OR=2.66, Clgse: 1.15-6.23).

Figure 1-C illustrates that there were no significant differences among rates of
1196C>T genotypes (1196CC and 1196CT+1196TT) when we contrasted all septic
patients and the non-septic subjects (Chi-square test, P=0.368), or septic shock
patients and non-septic subjects (Chi-square test, P=0.495). Figure 1-D specifies no
differences among rates of 1196C>T alleles when we compared all septic patients
and the non-septic subjects (Chi-square test, P=0.305), or only septic shock patients
and non-septic subjects (Chi-square test, P=0.572). For the entire evaluation
presented in Figure 1 all statistical differences with P<0.05 was showed.

Finally, we analyzed the isolated effect of variants 896G and 1196T in septic
and septic shock patients, compared with the non-septic group (Figure 2). Because
the frequency of mutant alleles is low and only one patient was mutant homozygote
(1196TT), in this evaluation we segregated subjects in two classes of double
genotypes: 896AA/1196CC versus 896AG/1196CT (in this last cluster there is only
one mutant allele for each SNP). Figure 2 shows that there were no significant
differences among rates of two double genotype classes when we compared septic
patients and the non-septic subjects (Chi-square test, P<0.353), or between the
septic shock patients and the non-septic subjects (Chi-square test, P<0.829). When

observed simultaneously, the overall presence of one mutant allele for each SNP
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(896AG/1196CT) was similar in septic (4.8%; 5/104), shock septic (5.6%; 4/71)
patients, and in non-septic individuals (7%; 7/100) (Figure 2).

We found that total genotype and allele frequencies (patients and non-septic
subjects) to both SNPs were at Hardy-Weinberg equilibrium (896AA=0.83,
896AG=0.17, 896GG=0 and 896A=0.92, 896G=0.08; Pearson Chi-square test
P=0.702; 1196CC=0.85, 1196CT=0.14, 1196TT=0.01 and 1196C=0.92, 1196T=0.08;
Pearson Chi-square test P=0.995). Also, the isolated frequencies from samples
obtained from patients or non-septic volunteers did not differ from the values
expected by the Hardy—Weinberg model (patients: 896AA=0.74, 896AG=0.26,
896GG=0 and 896A=0.87, 896G=0.13; Pearson Chi-square test P=0.753;
1196CC=0.88, 1196CT=0.11, 1196TT=0.01 and 1196C=0.93, 1196T=0.07; Pearson
Chi-square test P=0.836; non-septic subjects: (896AA=0.89, 896AG=0.11, 896TT=0
and 896A=0.95, 896G=0.05; Pearson Chi-square test P=0.817; 1196CC=0.82,
1196CT=0.17, 1196TT=0.01 and 1196C=0.91, 1196T=0.09; Pearson Chi-square test
P=0.852).

The effect of 896A>G and 1196C>T SNPs was estimated during the first ICU
week in order to analyze the genetic susceptibility in the course of a critical clinical
condition based on organ dysfunction measured by SOFA scores (Figure 3). Figure
3-A demonstrates that among 896A>G genotypes there was no significant difference
in SOFA scores during the first ICU week (Mann-Whitney test, P=0.674).
Nevertheless, Figure 3-B shows that among 1196C>T genotypes there was a
significant difference in SOFA scores throughout the first ICU week; 1196CT+1196TT
patients presented higher mean SOFA scores (8.12+3.89) when compared to
1196CC (6.82+3.52) (Mann-Whitney test, P=0.007). As a prognostic score, the total
SOFA score consensually can predict mortality [24]; lower frequency of deaths are

observed in the group with scores under 7 and worst prognosis when the total SOFA
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score is equal or above 7. In our analysis, during the first ICU week, 1196T allele
carriers (1196CT+1196TT genotypes) presented significantly more total SOFA
scores equal or above 7 (69%; 49/71) than 1196CC homozygotes (49%; 304/626)
(Chi-square test, P=0.043, OR=1.62, Clgs%:0.99-2.67).

The frequencies of 896A>G and 1196C>T genotypes were determined
considering the mortality rates. Figure 4 demonstrates that there were no significant
differences among 896A>G (Figure 4-A) and 1196C>T (Figure 4-B) genotypes in the
mortality rates of patients monitored daily during their entire ICU and post-ICU
(hospital) stay from the ICU admission to a maximum of 165 days. Hospital deaths of
septic patients showed similar results; 896AA (57%, 46/81) and 896AG (54%, 14/26)
(Chi-square test, P=0.792), and 1196CC (55%, 50/91) and 1196CT+TT (62%, 8/13)

(Chi-square test, P=0.654). Other P values are shown in the figure legend.

DISCUSSION

In 2000, Arbour and colleagues originally reported the two cosegregating
TLR4 SNPs that were found at a substantially higher proportion among people
hyporesponsive to inhaled lipopolysaccharide (LPS), compared with a control
population [8]. Arbour and colleagues’ report was followed by a series of studies
investigating the potential impact of these SNPs on the incidence and course of
infectious diseases, which can be better examined in Schréder and Schumann’s
review [7]. In 2002, Lorenz and colleagues identified an association of the 896G, but
not the 1196T allele, with the incidence of septic shock during infections with Gram-
negative bacteria in 91 patients [18]. In the same year, Agnese and colleagues
detected that both SNPs were associated with an increased risk of Gram-negative

infections in 77 a ten-fold increase in pregnant women carrying 1196T allele [25]. In
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contrast, more recently, two studies failed to detect a significant correlation between
these SNPs and the incidence of sepsis [26] or severity of SIRS (severe inflammatory
response syndrome) [27].

The nonsynonymous adenine to timine mutation at nucleotide +896 of the
human TLR4 gene (896A>G) causes an asparagine to glycine replacement at 299
amino acid in protein (Asp299Gly). The 1196 citosine to timine transition (1196C>T)
originates a treonine to isoleucine (Thr399lle) substitution at 399 residue. The area
containing the residues 299 and 399 belongs to the cellular extra domain
(ectodomain) of connection to LPS. Thus, because these SNPs are situated within
the extracellular domain coding area, the impact is most likely caused by a
decreased recognition of ligands. Overexpression studies indicated that the
Asp299Gly substitution might have a greater functional impact compared with
Thr399lle [8]. Indeed, comparative analysis shows that the sequence of TLR4 is
highly conserved in vertebrates, and the preservation of the cellular extra domain is
the assurance of effectiveness in the recognition of LPS. Hence, considering the
structural and chemical characteristics of the amino acids, the change Asp (acid
residue) to Gly (neutral) may be a more significant alteration than Thr to lle (both
neutral). It may also be a cumulative effect of two SNPs, and one or the two SNPs to
be in linkage disequilibrium with other rare functional variants within TLR4 gene or
with other gene.

Our results showed that there was a three-fold increase in the presence of the
896G allele in patients with sepsis secondary to Gram-negative bacteria infection
when compared to non-septic individuals. When we studied the course of organ
dysfunction during ICU stay, we detected that those patients with significant higher
dysfunction SOFA scores were 1196T, but not 896G, carriers. We also observed that

the inheritance of any of these alleles did not affect mortality. Looking for a single
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interpretation of inheritance of two polymorphic variants in our sample, we can
consider that if the proposition that 896G and 1196T alleles interfere in the TLR4
recognized function is correct, it would explain our data which suggests that patients
with 896G and 1196T alleles have greater susceptibility to unregulated inflammatory
response.

Even with the possible controversy regarding the genetic association data, our
results emphasize the idea that the mutant alleles at the 896A>G and 1196C>T
SNPs can have some impact in the phenotype, and carriers of these alleles could
have increased susceptibility to Gram-negative sepsis or severe organ dysfunction. A
reduced signal in response to LPS by a TLR4 mutant molecule does not induce an
inflammatory response that is strong enough to clear the bacteria colonization, which
spreads and becomes systemic. Systemic infection is what triggers an unregulated
inflammatory response which is the basis of sepsis, shock, and organ failure. A
reduced signal in response to LPS by a TLR4 was experimentally observed by novel
amphipathic compounds E5531 and E5564 that have been developed as direct
antagonists of LPS at the TLR4 LPS receptor [28-30]. E5564 is a synthetic second
generation analog of the lipid-A component of LPS that blocks TLR4 and has been
proven to be a powerful inhibitor of the release of cytokines and other cell mediators
[31, 32]. Patients treated with E5564 were seen to become hypo-responsive [32, 33].

Because 896A>G and 1196C>T SNPs seem to interfere in the TLR4 function,
consequently affecting innate immunity, these genetic variants may be independent
and significant risk factors of septic and severe critical clinical conditions. In
summary, based on present and previous observations, we propose that 896A>G
and 1196C>T TLR4 SNPs can be considered potential prognostic genetic markers

for sepsis, septic shock, and organ dysfunction.
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Table 1: Septic patient characterization.

Characteristics All septic patients Only septic shock
N (%) 107 (100) 74 (69.2)
Age [years; mean (SD)] 56.05 (18.88) 57.47 (18.57)
Age Range [median (min/max)] 59.00 (13 /93) 61.00 (13 /93)
Gender [male (%) / female (%)] 61 (57) /46 (43) 44 (59) /30 (41)
Bacterial variety [N (%)]
Acinetobacter sp 43 (40.18) 23 (31.08)
Alcaligenes sp. 1 (0.90) 0
Burkhoderia sp 3 (2.80) 2 (2.70)
Enterobacter 10 (9.34) 7 (6.54)
Enterococcus 10 (9.34) 5 (6.76)
Escherichia coli 8 (7.47) 3 (4.05)
Haemophilus 1 (0.90) 0
Klebsiella 28 (26.16) 24 (32.43)
Bacilo gram-negativa 1 (0.90) 1(1.35)
Proteus 7 (6.54) 4 (5.40)
Pseudomonas 45 (42.05) 36 (48.65)
Serratia 1 (0.90) 1(1.35)
Stenophomonas 1 (0.90) 1(1.35)
Streptococcus 6 (5.60) 6 (8.11)
Infection focus [n (%)]
Pulmonary system 67 (62.61) 56 (75.67)
Urinary system 13 (12.14) 7 (9.46)
Abdominal 34 (31.77) 18 (24.32)
Catheter 1 (0.90) 0
Neural system 6 (5.60) 3 (4.05)
Skin 8 (7.47) 5 (6.76)
Other 5 (4.67) 3 (4.05)
APACHE Il score [mean (SD)] 20.65 (7.28) 21.00 (7.25)
SOFA-1 [mean (SD)] 7.23 (3.131) 8.11 (2.850)
With only organ dysfunction [N (%)] 1 (0.93) 0
With organ failure [N (%)] 106 (99.07) 74 (100)
ICU LOS [days; median (min/max)] 24.50 (1/128) 27 (1/118)
ICU+H LOS [days; median (min/max)] 44 (8/165) 50 (8/165)
ICU mortality [N (%)] 52 (48.59) 46 (62.16)
ICU+H mortality [N (%)] 60 (56.07) 51 (68.91)

One hundred and seven critically ill patients included in the study presented in two
groups: all septic patients (n=107), and patients with septic shock of them (n=74). N,
number of patients; SD, Standard deviation of the mean; ICU: Intensive care unit;
APACHE II: Acute Physiology And Chronic Healthy Evaluation Il score obtained on
ICU admission day; SOFA-1: Sequential Organ Failure Assessment score obtained
daily during the first week from the ICU admission (day 1); Organ dysfunction: when
six systems SOFA scores were only 1 or 2 during a first ICU week; Organ failure:
when six systems SOFA scores were, at least once, 3 or 4 during a first ICU week.
ICU LOS: Length of stay in intensive care unit, measured by number of days; ICU+H
LOS: Total length of stay in ICU and post-ICU (hospital), measured by number of
days; Mortality: outcome of septic patients in total length of stay in ICU and ICU+H.
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Table 2: Characteristics of studies reporting 896A>G and 1196C>T allele frequencies

in different populations.

Author N 896A 896G 1196C 1196T Location
Allele Allele Allele Allele

Hawn et al.,, 2005 616 0.64 0.36 0.64 0.36 USA

Gazouli et al, 305 0.85 0.14 0.97 0.02 Greece

2005

Edfeldt et al, 2774 0.87 0.13 0.87 0.13 Sweden

2004

Rittersma et al., 236 0.87 0.13 0.88 0.12 Netherlands

2005

Barber et al, 159 0.88 0.1 - - USA

2004

Newport et al, 245 0.88 0.11 - - Gambia

2004

Allen et al., 2003 524 0.88 0.11 - - Gambia

Erridge et al, 80 0.90 0.10 0.90 0.10 Scotland

2003

Imahara et al, 80 0.90 0.10 - - USA

2005

Lakatos et al, 727 0.90 0.10 - - Hungary

2005

Genc et al., 2004 238 0.90 0.10 - - USA

Reismann et al., 1411 0.91 0.08 0.91 0.08 Germany

2004

Kolek et al.,, 2004 1894 0.91 0.09 - - USA

Van Rijn et al, 345 0.93 0.07 0.93 0.07 Netherlands

2004

Hang et al., 2004 491 1.00 0 1.00 0 China

N: total number of studied subjects (cases + controls); USA: United States of

America.
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Figure 1. 896A>G and 1196C>T SNPs frequencies in the two patient groups
and in non-septic subjects. A and B: Percentiles of 896A>T genotypes and alleles,
respectively, of septic patients (n=107), patients with septic shock (n=74), and in non-
septic subjects (n=111). C and D: Percentiles of 1196A>T genotypes and alleles,
respectively, of septic patients (n=104), patients with septic shock (n=71), and in non-
septic subjects (n=100). Genotypic and allele frequencies are indicated as percents
and numbers (N). Genotype and allele classes are indicated below the colored bars.
Statistical associations were calculated by Chi-square test. Only the significant
differences are shown (P<0.05).
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Figure 2. Percentiles of double genotype classes in the two patient categories and in
non-septic subjects. The two classes of double genotypes are colored as:
896AA/1196CC: gray and 896AT/1196CT: black. All septic patients (N=104), only
patients with septic shock (N=71), non-septic subjects (N=100). Frequencies are
indicated as percents and numbers (N). Statistical associations were calculated by
Chi-square test. Comparison found no significant differences.
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Figure 3. Means of total SOFA scores by 896A>T and 1196C>T genotypes during
the first ICU week. A: Mean and standard deviation of daily SOFA score in 896AA
(solid bars) and 896AT (striped bars) genotypes. Scale of the SOFA values is on the
left. The lines above represent the percents of surviving patients by 896AA (square)
and 896AT (triangle) genotypes, with scale on the right. B: Mean and standard
deviation of daily SOFA score in 1196CC (solid bars) homozygote and 1196T carriers
(striped bars). The lines above represent the percents of 1196CC (square) and
1196CT+TT (triangle) surviving patients. Statistical associations were calculated in A
and B by Mann-Whitney test. Genotype classes and SOFA-days are indicated below
the colored bars. Only the significant differences are shown (P>0.05).
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Figure 4. Mortality rates by 896A>T and 1196C>T TLR4 SNPs genotypes. A:
Percentiles of deceased by 896A>T genotypes of all septic patients (n=107;
P=0.792), only patients with septic shock (n=74; P=0.188). B: Percentiles of
deceased by 1196C>T genotypes of all septic patients (n=104; P=0.654), only
patients with septic shock (n=71; P=0.767). Genotypic and allele frequencies are
indicated as percents and numbers (N). Genotype classes are indicated below the
colored bars. Statistical associations were calculated by Chi-square test.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A sepse e a faléncia organica sao caracteristicas complexas determinadas
pela interferéncia de multiplos fatores. Centenas ou milhares de fatores externos e
de fatores intrinsecos determinardo simultaneamente a susceptibilidade para e o
desfecho de uma condigao clinica patoldgica critica. Cada efeito externo e cada um
dos genes herdados exercera isoladamente um pequeno efeito, mas que
cumulativamente, no somatério com os demais, definira a evolugdo do quadro
clinico. O estado de saude, o progndstico e o desfecho de pacientes em condigbes
criticas de saude estdo, portanto, também relacionados a heranga genética que
individuo recebeu.

Ainda que centenas de genes estejam envolvidos na modulacéao fisiolégica
final de um individuo com um quadro patolégico complexo, aqueles genes que
interferem sistemicamente sdo sempre muito decisivos. Trabalhar com as variantes
polimérficas do gene que codifica para a proteina trans-membrana toll-like receptor 4
(TLR4) foi um esforgo na busca de desvendar parte do pequeno efeito que a
heranga genética pode ter no momento da doenca critica e a sepse.

Como apresentado ao longo deste trabalho, nosso objetivo foi responder a
pergunta que questiona se variantes polimérficas do gene que codifica para o TLR4
poderiam influenciar a susceptibilidade a sepse e as disfungdes orgénicas em
pacientes criticos. Nos verificamos que, pelo menos em parte, a susceptibilidade a
sepse ao choque séptico e a gravidade das disfungdes organicas pode ser
decorrente da heranga das variantes polimoficas do TLR4.

Baseado em registros prévios, pode-se considerar que as variantes
polimoéficas 896A>G e 1196C>T estao ligadas ou interferem diretamente na funcao

diferencial do TLR4 e isso afeta, consequentemente, a resposta imune inata. Sendo
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assim, nossos resultados mostram que a heranca diferencial de alelos destes SNPs
(single nucleotide polymorphism) pode ser, de fato, um fator de risco independente e
significante de susceptibilidade para a gravidade da condigéo clinica critica e para a
evolugdo da sepse.

Em conclusdo, baseado em observagdes prévias e no presente estudo, nos
propomos que as variantes polimérficas 896A>G e 1196C>T do gene que codifica
para o TLR4 podem ser considerados potenciais marcadores genéticos para a sepse
e para gravidade das disfungbes organicas em pacientes em estado critico de

saude.
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