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RESUMO

Base teorica: A sepse € uma sindrome heterogénea, definida como disfuncao
organica que ameaca a vida, causada por uma resposta desregulada do
hospedeiro a infeccdo. E um problema de satde mundial, gracas a sua alta
prevaléncia, morbimortalidade associada, além de custos para seu tratamento.
As células Natural Killer (NK) fazem parte do sistema imune inato
reconhecendo moléculas de HLA de classe | em células alvo, através de seus
receptores de membrana killer cell immunoglobulin-like receptors (KIR). A
intensidade da resposta a infec¢do pode variar entre individuos, logo pode-se
considerar que esta seja determinada por bases genéticas, e estas influenciem

na ocorréncia de sepse e variabilidade nos desfechos.

Objetivos: Avaliar a associacdo entre os genes KIR e os ligantes HLA em
pacientes criticos, comparando pacientes com sepse e controles ndo sépticos

internados na mesma UTI.

Métodos: Foi examinado o polimorfismo de 16 genes KIR e seus ligantes HLA
em 271 pacientes criticos, caucasoides, sendo 211 pacientes com sepse e 60

controles, pela técnica de PCR-SSO e PCR-SSP, respectivamente.

Resultados: Os genes ativadores KIR2DS1 e KIR3DS1 foram mais frequentes
nos controles que nos pacientes com sepse (41,23% versus 55,00%, e 36,49%

versus 51,67%; p = 0.041 e 0,025, respectivamente). Estes resultados



fornecem informacao inicial sobre o papel de polimorfismos de KIR na sepse,

sugerindo que este possa ser um potencial marcador diagndstico ou

prognostico da doenca.

Palavras-chave: antigeno leucocitario humano, células natural killer, genes

KIR, receptores KIR, sepse.
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ABSTRACT

Background: Sepsis is a heterogeneous syndrome, defined a life-threatening
organic dysfunction caused by a dysregulated host response to infection.
Sepsis is a global health problem, due to its high prevalence, associated
morbidity and mortality, and costs for its treatment. Cells Natural Killer (NK)
cells are part of the innate immune system that recognize HLA class |
molecules on target cells via membrane receptors -called killer cell
immunoglobulin-like receptors (KIR). The intensity of the response to an
infection may vary among individuals and might be influenced genetic features

affecting sepsis occurrence and variability in outcomes.

Objectives: To evaluate the association between KIR genes and HLA ligands
in critically ill patients, comparing patients with sepsis and without sepsis

admitted to the same ICU.

Methods: We examined the polymorphism of 16 KIR genes and their HLA
ligands in 271 critically ill patients, Caucasians, and 211 patients with sepsis

and 60 controls by PCR-SSO and PCR-SSP, respectively.

Results: Activating KIR2DS1 and KIR3DS1 genes were more common in
controls than in patients with sepsis (41.23% versus 55.00% and 36.49%
versus 51.67%, p = 0.041 and 0.025, respectively). These results provide initial
information on the role of polymorphism of KIR in sepsis, suggesting that this

may be a potential diagnostic or prognostic marker of the disease.
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Keywords: human leukocyte antigen, natural killer cells, KIR genes, KIR,

sepsis.
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1. INTRODUCAO

A sepse, 0 choque séptico e a disfuncdo de mudltiplos 6rgdos séo as
principais causas de mortalidade nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI). A
taxa de mortalidade € alta, porém variavel, dependendo de fatores que incluem
a severidade da sepse, a idade do paciente, as co-morbidades e o tempo de
internacdo (1). Pacientes sépticos podem permanecer hospitalizados por
periodos extensos (2), necessitando de intenso suporte a vida e acarretando
altos custos as instituicdes hospitalares (1). E um dos principais problemas de
salde publica nas UTlIs brasileiras, onde aproximadamente 25% dos pacientes
internados em UTI manifestam um quadro compativel com sepse grave desde

a internag&o ou desenvolverdo o mesmo durante sua permanéncia na unidade

(3).

Podemos definir sepse, portanto, a presencga suspeita ou documentada
de infeccdo, associada a uma resposta inflamatoria sistémica (4). Na sepse, 0
controle da resposta inicial a infeccdo € superado, ocorrendo uma reagao
inflamatodria sistémica exacerbada e extremamente danosa. O excesso dos
mediadores inflamatoérios, como citocinas, provoca uma resposta fisiolégica

inadequada e interfere na fungdo normal tecidual, levando ao dano celular e a

funcd@o de multiplos 6rgaos e, em alguns casos, ao 6bito (5-11).

As células Natural Killer (NK) fazem parte da imunidade inata e

correspondem a cerca de 10 a 20% dos linfocitos circulantes. Os genes KIR
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(do inglés, “killer cell immunoglobulin-like receptor”) sdo receptores das células
NK que estdo envolvidos na patogénese de vérias doengas, como tumores,
rejeicdo de transplantes de células hematopoiéticas e infec¢cdes. Sdo moléculas
localizadas na superficie de NK e em subpopulagbes de linfécitos T NK
codificadas no cromossomo 19qg13.4. S&o divididos em grupos funcionais
inibidores, que evitam a lise da célula alvo, e ativadores, que causam a lise da
célula alvo (12, 13). Os receptores KIR sao resultado da expressdo de um
sistema genético polimorfico. Até o momento foram descobertos 15 genes e 2

pseudogenes (14).

A atividade da célula NK é parcialmente controlada pela interagéo entre
o receptor KIR das células NK e seus respectivos ligantes HLA de classe | na
célula-alvo. A auséncia e a presenca dos ligantes inibidores e ativadores pode
ser de grande importancia na patogénese de doencas, podendo diminuir ou
aumentar atividade da célula NK, melhorando ou piorando variadas doencas
em que o papel da imunidade inata é de grande importancia. As células NK
reconhecem as moléculas de HLA de classe | classicas (HLA-A, HLA-B e HLA-
C) e nao classicas (HLA-E e HLA-G), presentes nas células, por intermédio
desta familia de receptores de superficie envolvida na sua atividade citolitica

(12-13).

Células NK podem ser ativadas e se tornarem citotoxicas também pela
expressdo exagerada de ligantes para receptores de ativacdo na superficie da
célula—alvo. Dessa maneira, a vigilancia imunolégica pode ser realizada pelas
NK, tanto pela expresséo diminuida ou ausente de moléculas HLA nas células—
alvo quanto por distarbio do equilibrio entre sinais ativadores e inibitérios

mediados por receptores KIR (14). Existem diversas publicagbes que focam na
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relacdo entre polimorfismos de KIR e diversas doencas, mas até entdo néo

existem publicacdes que focam na expressao de KIR e suscetibilidade a sepse.

Este trabalho avaliou o polimorfismo de genes KIR e HLA em amostras
de DNA coletadas de pacientes criticos do Hospital Sdo Lucas no periodo de
2004 a 2010 e armazenadas no Laboratério de Genética e Biologia Molecular
da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul. Atendeu aos
requisitos considerados adequados pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP -
PUCRS) constantes na “Proposta de Normas e Diretrizes para a
Institucionalizacdo e Utilizacdo de Dados e Amostras de Bancos de Material
Biologico Humano em Projetos de Pesquisa” (BioBanco-PUCRS), conforme

“Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” apresentado em anexo (7.3.).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. ESTRATEGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS

INFORMAGCOES

Esta revisdo da literatura esta focada nos fatores envolvidos na
definicdo, epidemiologia e prognostico da sepse, além de sua fisiopatologia,
particularmente no que diz respeito ao papel do sistema imune e de receptores
de células Natural Killer (KIR). Foram incluidos artigos publicados no periodo
de 1990 a 2016. A busca bibliogréafica inicia-se em 1990 em funcdo do aumento
de interesse cientifico sobre a sepse nesta década. A estratégia de busca
envolveu as bases de dados SciELO e PubMed, utilizando as palavras-chave
“sepsis”, “sepsis polymorphisms™, “Natural killer cell” “KIR genes”, “human
leukocyte antigen”, “immune system” e combinagdes, conforme apresentado

abaixo na Figura 1.

Os artigos foram inicialmente selecionados a partir de informacdes
constantes no titulo. Artigos duplicados foram excluidos. Apés, realizou-se
leitura dos abstracts; finalmente, foi realizada a leitura na integra e avaliacao de

adequacdao para esta revisdo. Finalmente, foram incluidas 137 referéncias.
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[ PALAVRAS CHAVE ]

[ )

1- Sepsis

2- Sepsis polymorphisms

3- Natural killer cell

4- KIR genes

5- Human leukocyte antigen
6- Immune system

J

O ) )

|E

1- 1924 (14) 1- 4098 (30) 1- 115440 (335)
2-6(0) 2-6(6) 2- 1219 (47)

3- 68 (5) 3-193 (12) 3- 42671 (38)
4-8 (6) 4-11(9) 4-1164 (23)

5- 82 (5) 5-10 (2) 5- 89572 (33)

6- 1070 (13) 6- 1652 (24) 6- 741782 (21)
1+3=1(0) 1+43=3 (1) 1+3= 420 (13)
1+4=0 (0) 1+4=0(0) 1+4= 7 (0)

1+6= 26 (8) 1+6=37 (3) 1+6= 12577 (35)
3+5+6=0 (0) 3+45+6=1 (1) 3+5+6=4585 (11)

[ 749 artigos ]

- 115 (duplicados) =
634 artigos

- 411 apos leitura do abstract =
223 artigos

- 86 apos leitura na integra
137 artigos incluidos na revisdo

Figura 1: Estratégia de busca de referéncias bibliograficas. O nimero de

referéncias selecionadas esta entre parénteses.
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Ainda, foi incluido um artigo anterior a este periodo, 1985, que se trata
da publicacdo da Escala de Glasgow, utilizada como parametro parcial para
calculo do escore prognostico na sepse APACHE Il. Também foram
consultados os websites da Associacdo de Medicina Intensiva Brasileira e do
Instituto Latino-Americano de Sepse, em busca de dados brasileiros e latino-
americanos sobre aspectos epidemiolégicos da sepse, sendo incluidas duas

referéncias, totalizando as 140 apresentadas nesta revisao.
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2.2. SEPSE

2.2.1. BREVE HISTORICO E EPIDEMIOLOGIA DA SEPSE

Uma das mais antigas sindromes descritas na medicina, sepse deriva do
grego onyi e refere-se a decomposicéo de material organico na presenca de
bactérias. O termo sepse foi utilizado pela primeira vez em um contexto de
saude nos poemas de Homero, ha mais de 2700 anos, no uso do termo “sepo”,
que significa putrefacdo. O termo também € encontrado nos escritos de
Hipdcrates, em 400 a.C., ali entendido como a situacdo onde ha desequilibrio
dos humores, levando a um estado de decadéncia biolégica perigosa e fétida:
“quando a febre é continua, a superficie externa do corpo esta fria, e existe
internamente uma grande sensacao de calor e sede, a afeccéo € mortal”. Com
a confirmagdo da teoria dos microorganismos proposta por Semmelweis,
Pasteur e outros, sepse foi redefinida como um estado de infeccéo sistémica,
muitas vezes descrita como "envenenamento do sangue”, e resultado da
invasdo do hospedeiro por organismos patogénicos que, em seguida, espalhar-

se-iam na corrente sanguinea (15-16).

A sepse € uma condi¢do de alta prevaléncia em todo o mundo (17-33),
constituindo, portanto, um tema de interesse em saude publica. Angus e
colaboradores publicaram, em 2001, o primeiro estudo populacional sobre
sepse, e neste realizaram projecdées que estimaram um aumento de incidéncia
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entre 1,5 e 8% ao ano. Assumindo o crescimento anual de casos no limite
inferior da projecao, de 1,5%, chegariamos a 1.110.000 casos no ano de 2020,
somente nos Estados Unidos (EUA) (1). Nos EUA, a sepse apresenta uma
densidade de 436 para cada 100.000 habitantes (33), e é a causa de 2% das
internagcdes hospitalares; destes pacientes, metade necessita de internacao em
Unidades de Terapia Intensiva (UTI), e representam 10% de todas as

internagbes em UTI (1, 20, 34).

O cuidado com pacientes com sepse consome cerca de metade dos
recursos financeiros da UTI (33-36), e dois tercos dos recursos hospitalares,
em funcéo da utilizacdo de tecnologias sofisticadas de suporte a vida (37). A
diaria de UTI para pacientes com sepse, em paises desenvolvidos, é de
aproximadamente EUR$ 1200,00 (38), e o custo de internacdo atingiu seu pico
em 2011, com US$ 57.987,00. O periodo médio de internacdo é de uma

semana (33).

E a maior causa de morte em pacientes criticos (35), e uma das
principais causas de mortalidade hospitalar tardia (39). Demonstrou-se que a
mortalidade por sepse pode variar, e que esta depende de diversos fatores que
incluem a gravidade da sepse, sua idade, co-morbidades e tempo de
internacdo (1). A mortalidade por sepse no mundo é maior que a mortalidade
por acidente vascular central e infarto do miocardio. Com o aumento da
expectativa de vida das populacbes, pode-se prever que a mortalidade por
sepse aumente ainda mais (40-41). Ainda, ha a consciéncia crescente de que o
paciente sobrevivente a sepse frequentemente apresenta problemas
cognitivos, fisicos e psicoldgicos a longo prazo, que comprometem a saude do

individuo e acarretam custos pessoais e sociais ap0s a alta (42).
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A mortalidade na sepse diminui com sua identificacdo precoce,
identificacdo de fatores de risco, uso de antimicrobianos adequados e em
tempo oportuno e, no caso de choque séptico, com o0 emprego de
ressuscitacdo apropriada (43). Dados epidemiol6gicos americanos atuais
mostram que a mortalidade da sepse, estimada por Angus em 28-80% em
2001 (1), diminuiu para 22,2% em 2008 e 17,3% em 2012. Embora as taxas de
mortalidade venham diminuindo, 0 nimero de casos aumenta a cada ano,
sendo que um terco dos pacientes, aqueles com trés ou mais O6rgdos em

disfuncéo, contribuem para 2/3 dos o6bitos (33).

Sabe-se que existem diferencas importantes na epidemiologia,
morbidade e mortalidade por sepse no mundo. No Brasil, de acordo com dados
do relatério de 2015 do Instituto Latino-Americano de Sepse (ILAS), a sepse é
responsavel pela ocupacdo de pelo menos 25% dos leitos das UTI brasileiras,
e a mortalidade média geral entre os anos de 2005 e 2015 por sepse grave foi
de 29,47%, enquanto que por choque séptico foi de 64,43% (44-45). A sepse é
a principal geradora de custos nos setores publico e privado, pela necessidade
de equipe especializada para seu tratamento e de suporte a vida. Dados do
Brazilian Sepsis Epidemiological Studies (BASES) apontam que em 2003
aconteceram 398.000 casos e 227.000 mortes por choque séptico no Brasil,
com alocagdo de cerca de R$ 17,34 bilhdes ao tratamento, com diferencas
importantes em mortalidade e alocagdo de recursos entre 0s sistemas publico e
privado (3). Enquanto paises em desenvolvimento investem entre US$ 26 e 38
mil no tratamento de um paciente com sepse, no Brasil, o investimento esta

estimado em US$ 9,6 mil (45).
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2.2.2. DEFINICAO E DIAGNOSTICO DE SEPSE

Em relacdo a patofisiologia e sintomatologia, pode-se afirmar que a
sepse € uma das condicbes mais heterogéneas em terapia intensiva. Apesar
de sua alta prevaléncia, nenhum teste foi desenvolvido para diagnosticar sepse
ou detectar sua instalacdo; o diagnostico de sepse é realizado, portanto, a
partir de um conjunto de sinais e sintomas caracteristicos, porém inespecificos,

0 que pode dificultar sua realizagdo com acurécia (46).

2.2.2.1. PRIMEIRO CONSENSO DE SEPSE

Até o inicio dos anos 90, uma série de termos era utilizada para
descrever sepse, como septicemia, sindrome séptica, infecgcdo generalizada.
Uma vez que a superposicdo de termos poderia levar a erros diagnosticos,
uma definicdo de sepse foi proposta em 1991 e publicada em 1992 pelo
American College of Chest Physicians, em colaboracdo com a Society of
Critical Care Medicine (ACCP/SCCM). De acordo com este Primeiro Consenso
de Sepse, esta foi definida, de modo geral, como uma resposta inflamatéria
sistémica (SIRS, do inglés sistemic inflammatory response syndrome)

secundéria a um processo infeccioso estabelecido (47), conforme Figura 2.
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Figura 2: Relacdo entre infec¢cdo, SIRS, disfuncdo organica, sepse e
sepse grave, de acordo com o Primeiro Consenso de Sepse. Neste modelo
inicial, sepse € um estado inflamatério secundario a um processo infeccioso,
enquanto sepse grave é acompanhada por SIRS e disfungcéo orgéanica. Figura

de Drewry & Hotchkiss, 2015 (46).

Ainda, para o diagndstico de sepse, 0 paciente deveria apresentar ao
menos duas das seguintes alteragBes fisiologicas: temperatura corporal
superior a 38°C ou inferior a 36°C; frequéncia cardiaca superior a 90
batimentos por minuto; frequéncia respiratoria superior a 20 movimentos
respiratérios por minuto; leucécitos em numero superior a 12.000 células por
mm? ou inferior a 4.000 células por mm?® (47). Esta definicdo serviu de base

para os critérios de sepse elaborados posteriormente e permitiu avangcos no
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diagnéstico adequado de sepse, bem como sido utilizada na pesquisa clinica

em sepse, como critério de inclusdo para selecdo de pacientes.

2.2.2.2. SEGUNDO CONSENSO DE SEPSE

Apés a adocdo do Primeiro Consenso de Sepse, percebeu-se algumas
limitacdes na prética clinica das UTI. Muitos pacientes com sepse, embora
apresentassem foco infeccioso, ndo apresentavam manifestacdes claras de
SIRS, o0 que acreditava-se levar ao sub-diagnéstico de sepse grave (4, 48).
Esta baixa sensibilidade do critério diagndstico demonstrou a necessidade de
revisdo dos critérios diagnosticos para sepse, 0 que levou a publicacdo, em
2013, da atualizacdo do Consenso de Sepse, que define a condigdo como a
presenca, provavel ou documentada, de infeccdo, acompanhada de
manifestacbes sistémicas de SIRS (20,34). Esta modificacdo foi importante,
uma vez que os sinais de infec¢do podem ser sutis, e as manifestacdes clinicas
altamente variaveis durante a sepse, dependendo tanto do sitio inicial da
infeccdo, quanto do micro-organismo causador, do estado de saude basal do
paciente, do intervalo entre o inicio da sepse e seu diagndstico e do tratamento
selecionado. E importante destacar que, de acordo com o Segundo Consenso
de Sepse, ndo ha énfase no tradicional critério de SIRS para diagndstico de

sepse grave, conforme representado na Figura 3 (46).
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Figura 3: Relacdo entre infecgdo, SIRS, disfuncdo orgéanica sepse e
sepse grave, de acordo com o Segundo Consenso de Sepse. Neste modelo,
sepse é um estado inflamat6rio secundario a um processo infeccioso, enquanto

sepse grave €& acompanhada por disfungdo organica e pode estar

acompanhada ou n&o de SIRS. Figura de Drewry & Hotchkiss, 2015 (46).

Ainda, no Segundo Consenso, sepse grave € definida pela presenca de
sepse acompanhada de disfun¢cdo organica em ao menos um 0Orgdo e
hipoperfusdo. Choque séptico caracteriza-se pela sepse grave acompanhada
de hipoperfusdo, com demanda o uso sustentado de farmacos vasopressores
(20,34,49). Os sinais e sintomas para diagnoéstico de sepse e sepse grave

considerados no Segundo Consenso estéo descritos nas Tabelas 1 e 2:
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Infeccdo documentada ou suspeita e um ou mais dos seguintes:
Variaveis gerais:
Febre (temperatura > 38,3°C)
Hipotermia (temperatura < 36°C)

Frequéncia cardiaca elevada (> 90 bpm/min ou 2 dp acima do limite superior normal
para a idade)
Taquipnéia
Estado mental alterado

Edema substancial ou balango hidrico positivo (> 20mL/kg em 24h)

Hiperglicemia (glicose plasmatica > 140mg/dL ou 7,7 mmol/L em néo diabéticos)
Variaveis inflamatérias:

Leucococitose (leucécitos em nimero > 12.000/mL)
Leucopenia (leucécitos em numero < 4.000/mL)

Leucocitos em nimero normal, mas com contagem de formas jovens > 10%
Proteina C-reativa plasmatica aumentada (2 sd acima do limite superior)

Procalcitonina plasmatica elevada (2 sd acima do limite superior)
Variaveis hemodinamicas:

Hipotensao arterial (pressao arterial sistolica < 90 mmHg, pressdo arterial média < 70
mmHg, ou diminui¢do na pressao arterial sistélica em > 40 mmHg em adultos ou menos que 2 dp abaixo
da idade)
Variaveis de disfungdo organica:
Hipoxemia arterial (Pao2 / Fioz < 300)

Oliguria aguda (producéo de urina < 0,5 mL/kg/h por pelo menos 2h, apesar de uso de
ressuscitacdo volumétrica)

Aumento da creatinina > 0,5 mg/dL ou 44,2 pumol/L

Anormalidades na coagulagéo (INR > 1,5 ou aTTP > 60s)
lleo paralitico (auséncia de ruidos hidroaéreos)

Trombocitopenia (plaquetas < 100.000/uL)

Hipebilirrubinemia (bilirrubina total plasmética > 4 mg/dL ou 70 pmol/L)
Variaveis de perfuséo tecidual:

Hiperlactatemia ( > 1 mmol/L)
Diminuicdo do preenchimento capilar e moteamento cutdneo

Tabela 1: Critérios diagnésticos para sepse. Caracteriza-se sepse
quando ha a presenca documentada ou suspeita de infec¢do, e ao menos uma

das alteracdes fisiologicas descritas. Adaptado de Dellinger, 2013 (34).

Diagndstico de sepse e presenca de hipoperfuséo tecidual ou disfungéo organica
Hipotensado causada pela sepse

Lactato acima dos valores laboratoriais normais

Producao de urina < 0,5 mL/kg/h por mais de 2h, apesar de uso de ressuscitagcao volumétrica
Dano pulmonar agudo com Pao2/Fioz < 250 na auséncia de pneumonia ou < 200 na presenca de
pneumonia

Creatinina > 2,0 mg/dL (ou 176,8 pmol/L)
Bilirrubina superior a 2mg/dL (ou 34,2 pmol/L)
Plaquetas inferiores a 100.000 pL
Coagulopatia (INR > 1,5)

Tabela 2: Critérios diagndsticos para sepse grave. Caracteriza-se sepse

grave quando diagnéstico de sepse e presenca de hipoperfusdo tecidual ou
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disfuncdo organica, caracterizadas por ao menos um dos sintomas descritos.

Adaptado de Dellinger, 2013 (34).

O aumento no entendimento da fisiopatologia da sepse demonstra que
ndo é possivel definir a doenga apenas como um estado hiper-inflamatoério. No
estabelecimento da sepse pacientes inicialmente apresentam respostas pro e
anti-inflamatorias, e muitos demonstram sinais de imunidade inata e celular
prejudicadas, e a predominancia de uma resposta hipo ou hiper-imune pode
variar entre pacientes, dependendo de fatores relacionados ao microorganismo
infeccioso e ao hospedeiro. Com a modificacdo dos critérios de SIRS, a
incidéncia de sepse aumenta, quando comparado aos critérios adotados em
1992 (49), por incluir pacientes que nao apresentavam manifestacdes claras de

SIRS como, por exemplo, pacientes idosos.

2.2.2.3. TERCEIRO CONSENSO DE SEPSE OU SEPSIS-3

Entretanto, no inicio de 2016, foram publicadas no Journal of American
Medical Association (JAMA) as novas definicdes de sepse, iniciativa da Society
of Critical Care Medicine (SCCM) e da European Society of Intensive Care

Medicine (ESICM). Novamente, um grupo de especialistas formou uma forca
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de trabalho propondo novas definigcbes para sepse e choque séptico, desta vez
motivados pelo aumento da sofisticacdo de modalidades disponiveis em paises
desenvolvidos para o suporte as disfungcdes organicas, como ventilagdo
mecanica e métodos de substituicdo renal (dialise), terapias que poderiam ser
oferecidas em outros espacos que ndo as UTI, reduzindo custos hospitalares
(50-52). Ainda, conforme editorial publicado pelo JAMA em janeiro deste ano,
0s mecanismos patofisiolégicos da sepse hoje sdo melhor compreendidos, o
gue acelerou a necessidade por melhores critérios para o seu diagndstico,
considerando a necessidade de triagem de pacientes para que possam
ingressar em ensaios clinicos usando terapias especificas, direcionadas a
alvos moleculares. De acordo com o Terceiro Consenso de Sepse, as

modificacdes nos critérios de sepse foram (52):

a) Sepse: disfuncdo organica que ameaca a vida, causada por uma
resposta desregulada do hospedeiro a infec¢do. A infeccdo deve ser
suspeita ou documentada, e acompanhada de aumento agudo de = 2
pontos no quick SOFA (do inglés Sequential Organ Failure Assesment,

apresentado a seguir no item “SOFA e qSOFA”).

b) O conceito de “sepse grave’ € suprimido, uma vez que se aceita que

todo paciente com sepse € um paciente grave;

c) Choque séptico: sepse com anormalidades circulatérias e
celulares/metabdlicas, que sejam profundas o suficiente para produzir

aumento no risco de mortalidade. Caracterizada pela necessidade de
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uso de vasopressores para elevar a pressao arterial média em =
65mmHg, e pelo lactato superior a 2 mmol/L (ou 18mg/dL) apés

reposi¢do volumeétrica adequada.

Portanto, a partir do Terceiro Consenso de Sepse, define-se a doenca
como uma resposta multifacetada do hospedeiro a um patégeno que pode
estar significativamente ampliada por fatores enddégenos, envolvendo ativagéo
precoce de respostas pré e anti-inflamatérias, acompanhada de grandes
modificacdes nos sistemas cardiovascular, neuronal, autonémico, hormonal,

metabdlico e coagulacdo, todos estes com significancia prognostica (52).

O ILAS foi convidado, previamente a publicagdo, a ler o documento
contendo as novas definicbes de sepse e a endosséa-lo; no entanto, recusaram-
se a tal, juntamente com outras entidades médicas, como o ACCP e a
American College of Emergency Physicians (ACEP). As razdes para a recusa

sao, de forma resumida (44):

a) Catorze experts constituiram o grupo de panelistas, todos pertencentes
a paises de desenvolvidos. O ILAS considerou inadequado que paises
conhecidos como de baixos e médios recursos (LMIC, do inglés low and
middle income countries) ndo tenham tido direito a representacdo neste

grupo de trabalho.
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b) Os novos conceitos limitam os critérios para definir disfun¢éo organica (a
partir do gSOFA) e, consequentemente, diagnosticardo como sépticos
apenas 0s pacientes mais gravemente doentes. Por exemplo, um
paciente somente com hipotensédo ou Glasgow menor que 13 nao seria
classificado como séptico com 0s novos critérios. Isso pode ser
interessante para 0s paises mais privilegiados, hoje sofrendo com
excesso de sensibilidade, mas vai contra os interesses dos LMIC, onde
se tem trabalhado no sentido de aumentar percep¢ao para o problema,

onde esta é subdiagnosticada.

c) O ILAS discorda da necessidade de aguardar a ocorréncia de dois
critérios do gSOFA para determinar o inicio de conduta, 0 que poderia

aumentar a mortalidade nos LMIC por tardar o diagndéstico.

d) Niveis elevados de lactato, um importante marcador de acidose e para a
definicAo do choque séptico, ndo fazem mais parte dos critérios de
disfungéo organica que definem sepse, assumindo que pacientes sem
hipotensdo e com hiperlactatemia ndo tem maior risco de morte. A
presenca de ambas as variaveis aumenta claramente o risco de morte,

mas o ILAS considera que ambos sejam fatores de risco independentes.

Face o exposto, percebe-se que os critérios diagnosticos e de classificagdo
de sepse ainda ndo constituem uma unanimidade, e € possivel imaginar que

este tema sera assunto de debate nos préximos anos.
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2.2.3. AVALIACAO DE GRAVIDADE E PROGNOSTICO DO PACIENTE COM

SEPSE

2.2.3.1. SEPSIS-RELATED ORGAN FAILURE ASSESMENT (SOFA)

O escore Sepsis-related Organ failure Assesment, ou SOFA, descreve 0
grau de disfuncdo organica diario do paciente critico considerando seis
sistemas organicos (respiratorio, renal, hepatico, cardiovascular, hematoldgico
e neuroldgico), quantificado na escala de zero a quatro. O valor zero
representa a fungdo normal e mortalidade esperada na UTI inferior a 5%,
enquanto o valor 4 representa disfuncdo organica grave, associado a
mortalidade esperada na UTI igual ou superior a 50%. O SOFA-dia refere-se ao
somatorio dos valores inferidos para cada um dos seis sistemas avaliados no

dia indicado, de acordo com a Tabela 3. (53).

SOFA 1 2 3 4
Respiratorio: <400 <300 <200 <100
PaO,/FiO; Com suporte ventilatorio
mmHg
Coagulacgéo: <150 <100 <50 <20
Plaquetas x
10%mm®
Hepatico: Bilirrubinas, 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 >12
mg/dL (umol/L) (20-32) (33-101) (102-204) (>204)
Cardiovascular: PAM Dopamina <5 Dopamina >5 ou Dopamina >15 ou
Hipotensdo < ou dobutamina epinefrina <0,1 ou epinefrina >0,1 ou
70mmHg (qualquer dose) norepinefrina <0,1 norepinefrina >0,1
SNC: 13-14 10-12 6-9 <6
Escala de Glasgow
Renal: Creatinina, 1,2-1,9 2,0-3,4 3,5-4,9 >5
mg/dL ~ (umol/L) ou (110-170) (171-299) (300-440) ou (>440) ou
débito urinario < 500mL/dia < 200mL/dia

Tabela 3: Escore SOFA. Este escore considera alteracbes em seis
orgaos ou sistemas: respiratorio, cardiaco, renal, cardiovascular, sistema
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nervoso central e sistema de coagulagdo. Pontos de zero a quatro sédo
atribuidos conforme resultados obtidos em exames laboratoriais e apés a
aplicacdo da Escala de Glasgow, onde zero indica fungdo organica normal e
quatro o valor maximo atribuido a disfuncdo organica. Agentes adrenérgicos
administrados por ao menos uma hora, em taxas de pg/kg.min. PAM: presséo

arterial média. SNC: sistema nervoso central. Adaptado de Vincent, 1996 (53).

E importante destacar que o SOFA ndo é um escore preditivo, mas
apenas descritivo. O escore SOFA-1 é o escore da disfuncdo organica do dia
da admissdo do paciente, isto é, descreve a gravidade do individuo nas

primeiras 24 horas ap6s a admissao na UTI (53).

Ja o qSOFA é um novo escore publicado em conjunto ao Terceiro
Consenso de Sepse para pacientes adultos que se baseia em apenas em trés
parametros: frequéncia respiratéria, alteracdo do estado mental e presséo
sistdlica, conforme Tabela 4. A presenca de quaisquer dois dos trés parametros
€ capaz de predizer sepse. O qSOFA apresenta algumas vantagens sobre o
SOFA como a auséncia de necessidade de exames laboratoriais para seu

calculo, rapidez e repetibilidade, porém é menos rubusto (52).

qSOFA
Parédmetro Valor
Frequéncia respiratoria 222/min
Alteracdo do status mental presente
Pressao arterial sistélica <100mmHg

Tabela 4: Escore qSOFA. Este escore considera alteracbes em trés

orgdos ou sistemas: respiratério, cardiovascular e sistema nervoso central.
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Quando a alteragdo esta presente, independentemente de seu valor, atribui-se
um ponto. A presenca de dois dos trés pontos é sensivel para predizer sepse.

Adaptado de Singer, 2016 (53).

2.2.3.2. APACHE I

O indice APACHE Il (do inglés Acute Physiology And Chronic Health
Evaluation IlI) é escore aplicado nas primeiras 24 horas de internacdo e que
estima a probabilidade de 6bito do paciente que chega a UTI, ou seja, € um
escore preditivo. Considera valores dos parametros temperatura, pressao
arterial média, frequéncias cardiaca e respiratéria, oxigenacdo, pH arterial,
sbédio e potassio séricos, creatinina, hematdcrito e leucometria, e a escala de

Glasgow, conforme Figura 4 (54).
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PHYSIOLOGIC VARIABLE HIGH ABNORMAL RANGE LOW ABNORMAL RANGE
+4 +3 +2 +1 0 +1 +2 +3 + 4
- [o] [®] @]
TERAPERVATLIRE == il £ 0¥ 2471 39°.40.9° w5300 | B4 | 24-Ror 120 wde | <29
MEAN ARTERIAL PRESSURE — mm Hg :Qo 130-159 110929 rqu 5069 <a9
HEART RATE (0] (o] 0 O O O
(ventricular responss) 2180 140-179 110-139 70-108 55-69 4054 <39
RESPIRATORY RATE — ®) 0 (o) O 8] S 3 O
(non-ventliated or ventiiated) 250 35-49 2534 12:24 10-11 69 5
OXYGENATION: A-aDO, or Ps0, (mm Hg) O 0O (o)
LTy SR T L R . N B T S 1 g s
. FiO, < 0.5 record only PaO, _ |OP0, 5% | 5P, 6170 )P0, 5560 [ ()P0, <55
ARTERIAL pH ;9 1.&?&9 1.5959 733919 725732 7 18 24 <P|5
SERUM SODIUM (mMoliL) Egu 1 :11'9 15853 4@954 qg?w |2(Rz9 m('w)w 590
SERUM POTASSIUM (mMol/L) e¢ ] 5.._8 9 3 52, 39‘ 2 92 9 > Ps
SERUM CREATININE (mg/100 mi} [0} (o] O o
(Double po'nt score for acute renal failure) 238 234 1519 0.6-1.4 <06
HEMATOCRIT (%) z% &gg 55% 8 !9., 9 &% 9 9,“
WHITE BLOOD COUNT (totalimma) (@] o)
fin 1,0008) x40 mg.s 1519.9 3-93 199 <1
GLASGOW COMA SCORE (GCS):
Score = 15 minus actual GCS
[ Total ACUTE PHYSIOLOGY SCORE (APS)
Sum of the 12 individual variable points
Serum HCO, (venous-mMoliL) (@) [e] O o Q S
[Not preferred , use if no ABGs) =52 41519 32409 22019 18-21.9 15179 <15

[B] AGE POINTS:
Assign points 10 age
as lollows:

as follows:

€] CHRONIC HEALTH POINTS
If the patient has a history of severe organ System in- CARDIOVASCULAR: New York Heart Association
sulficiency or is immuno-compromised assign points  Class V.

AGE(yrs}  Points a tor
<44 0
4554
5564
8574

275 DEFINITIONS

CYERXEN]

Organ Insutficiency or immuno-compromised state
must have been evident prior fo this hospital admis-

of

patients — 5 points

or
b. for elective posioperative patients — 2 points

sion ana conform 1o the following criteria

LIVER: Biopsy proven cirrhosis and documented portal
hyperiension; episodes ol past upper GI bleeding at-
Inbuted 1o portal hypertension; or prior episodes of

hepatic ailurelencephalopathy/coma

Figura 4: Escore APACHE
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(K] APS points
[B Age points
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Il e os respectivos valores pontuados

conforme disfuncédo em 6rgédos e sistemas. Este escore considera valores dos

parametros temperatura, pressao arterial média, frequéncias cardiaca e

respiratéria, oxigenacdo, pH arterial, sodio e potassio séricos, creatinina,

hematdcrito e leucometria, e a escala de Glasgow (54).

Normalmente, na pratica clinica diaria, utiliza-se software ou sites da

web que calculam este indice automaticamente. A partir do somatoério obtido

classifica-se a gravidade do paciente, e 0 consequente risco de morte em 28

dias na UTI, conforme Figura 5. Pode ser utilizado para estratificar pacientes de

acordo com a gravidade da doenca e o progndstico; acompanhar a evolucao e

41



resposta a terapéutica; avaliar o desempenho da UTI e compara-lo com o de
outras unidades; comparar a mortalidade hospitalar observada com a
esperada; avaliar indiretamente o0 custo/beneficio de determinados

procedimentos.

Mortalidade
aproximada

APACHE Il Score

0-4

Figura 5: Risco de morte em 28 dias na UTI a partir do Escore APACHE

Il (54).

2.2.4. FISIOPATOLOGIA DA SEPSE

A teoria que propde que a disfuncéo organica e mortalidade na sepse é
causada por um estimulo excessivo do sistema imune advém de estudos em
modelos animais, onde a infusdo de bactérias ou produtos de bactérias, em
especial lipopolissacarideos, em animais de experimentagdo, resulta em uma

forte ativacdo de diferentes cascatas de proteinas proé-inflamatérias que,
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embora ocorra para proteger o hospedeiro da infecgdo por agentes invasores,

pode causar dano tecidual quando em propor¢ées maiores (55).

A inflamacdo é, portanto, uma resposta fisiologica adequada a um
processo infeccioso. O sistema imune inato € capaz de detectar patdgenos
através de um numero limitado de receptores reconhecedores de padrdo (PRR,
do inglés pattern-recognition receptors). PRR reconhecem motivos expressos
pelos patdégenos, conhecidos como padrbes moleculares associados a
patogenos (PAMP, do inglés pathogen-associated molecular patterns).
Exemplos de PAMP em bactérias sado lipopolissacarideos (LPS), expressos em
bactérias Gram-negativas, peptidoglicano, lipopeptideos, &acido lipotecdico,
flagelina e DNA bacteriano. PRR também reconhecem mediadores enddgenos

que sao liberados apds dano, chamados de alarminas (56-57).

Ao considerarmos uma infeccdo por Gram-negativos, por exemplo, a
resposta inflamatoria se inicia apos a interacdo do LPS com o PPR tipo Toll, e
ativa uma série de eventos intracelulares que culmina com a ativagdo do
(NFkB, do inglés factor nuclear kappa B) e, por consequéncia, ativacdo de
genes relacionados a producdo de mediadores pro-inflamatorios como o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a, do inglés tumor necrosis fator alpha), as
interleucinas 1 e 6 (IL-1, IL-6) e o fator ativador plaquetario (PAF, do inglés
platelet activator factor). Esses mediadores apresentam multiplos efeitos a fim
de reparar danos ja existentes e prevenir novas lesdes teciduais, atraves da
ativacdo de outras células, como células Natural Killer (NK), levando a
amplificacdo da resposta inflamatoria. Para assegurar que os efeitos dos

mediadores pro-inflamatorios ndo se tornem destrutivos, também séo liberados
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mediadores anti-inflamatérios, como as interleucinas 4 e 10 (IL-4, IL-10), que
normalmente promovem um processo de downregulation sobre a resposta pro-
inflamatoria inicial. Na sepse, esse controle da resposta inicial a infeccao é
superado, ocorrendo uma reacdo sistémica exacerbada e extremamente
danosa. O excesso dos mediadores inflamatorios, TNF-a e IL-1, provoca uma
resposta fisioldgica inadequada e interfere na funcdo normal tecidual, levando
ao dano celular e a disfuncdo de multiplos 6érgdos e sistemas (DMOS),

conforme Figura 6 (50, 55, 58-60).

ApoOs dano causado pelo processo infeccioso, ocorre dano tecidual,
associado a liberacdo de alarminas, ou padrées moleculares associados ao
perigo (DAMP, do inglés danger-associated molecular patters), que séo fatores
que amplificam a resposta inflamatoéria, além da cascata de coagulacdo e da
agregacdo plaquetéaria, ocasionando coagulopatia e trombocitopenia. Esse
processo pode progredir, levando a coagulacdo intravascular disseminada
(CIVD). A cascata de coagulacdo amplifica o processo inflamatorio através da
geracao de trombina, e esse processo leva a CIVD. A trombose microvascular

esta fortemente ligada ao desenvolvimento da DMOS (50, 55, 58-60).
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Figura 6: Modelo de disfuncdo organica provocada pelo estimulo do
sistema imune. Sinais de perigo, como PAMPs e DAMPs, sao reconhecidos por
receptores celulares que amplificam a resposta inflamatoria. Se a resposta €
efetiva, ha a resolucéo do processo infeccioso; se ndo, ha aumento do impacto
sobre 6rgdos e tecidos, produzindo anormalidades celulares e teciduais que
levam ao Obito. PAMPs: do inglés pathogen-associated molecular patterns.
DAMPs: do inglés danger-associated molecular patters. Fonte: Shankar, 2015

(50).

Portanto, a sepse € um potente ativador do sistema imune, inflamatario,
e da cascata de coagulacdo do hospedeiro, que ocorre através de mecanismos
complexos e a ativacdo de uma série de intermediarios bioquimicos. Estes trés
sistemas estao intimamente relacionados; por exemplo, quando ha producéo

de citocinas, ha ativacao de trombina, que estimula o sistema de coagulacao; a
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ativacdo da cascata de coagulacdo leva a geracdo de trombina, que a tua
como um potente proé-inflamatério, funcionando como um feedback positivo (61-

66).

Fatores de risco para sepse estédo relacionados com a predisposi¢cao do
paciente para infeccbes e, se a infeccdo se desenvolve, a intensidade da
resposta a infec¢cdo e a probabilidade de disfuncdo organica. Existem muitos
fatores de risco conhecidos para infeccdo que podem precipitar a sepse e 0
choque séptico. Doencas cronicas, como sindrome de imunodeficiéncia
adquirida, doenca pulmonar obstrutiva cronica, insuficiéncia cardiaca, doengas
Isquémicas e canceres, e 0 uso de medicamentos imunossupressores sao
alguns dos fatores clinicos (1). Género, idade e etnia também sé&o
determinantes: pessoas do género masculino, em extremos de idade e afro
descendentes estdo em maior risco (1, 67). O micro-organismo causador,
condicdo de saude basal, disfuncdo organica pré-existente, além das
intervencdes terapéuticas recebidas durante a internagcdo também sé&o

determinantes (68).

Fatores genéticos que predisponham o paciente a infec¢cdo e o curso
desta tem sido considerados como determinantes de gravidade e mortalidade
(69). Embora o sentido geral da ativacao do sistema imune, da inflamacéo e da
cascata de coagulacdo sejam comuns a todos os individuos, existem
diferencas interindividuais importantes na resposta a infeccdo, que podem
representar implicagbes clinicas importantes (70, 71). Isto parece ser

verdadeiro também para a sepse, visto que um grande numero de estudos

buscou associar a presenca de polimorfismos genéticos com a suscetibilidade
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a sepse e ao choque séptico, a severidade e mortalidade na doenca. Neste

tépico, serdo apresentados alguns destes estudos.

Mira e colaboradores identificaram, em 1999, que polimorfismos no TNF-
a estavam associados com susceptibilidade ao choque séptico e mortalidade
na sepse (72), resultado corroborado por estudo que posteriormente associou a
prevaléncia do gendtipo TNF-a-308 G/A com sepse em pacientes pos-
operatorios (73). Pacientes com o alelo rs1800629 A para TNF-a

apresentariam, ainda, maior risco para sepse induzida por pneumonia (74).

Acredita-se que variabilidade genética em outras citocinas inflamatorias,
como interleucinas, contribuam para fendtipos clinicos diferentes, onde
pacientes criticos com maior prevaléncia de determinadas variacdes em
interleucinas anti-inflamatérias como IL-4, IL-10 e IL-13, teriam protec&o contra
sepse e mortalidade (75). Foi demonstrado que pacientes que carregam o alelo
rs1800795 C para IL-6, uma interleucina anti-inflamatoria (74), apresentam
maior risco para sepse causada por pneumonia. Polimorfismos em outras
interleucinas, como IL-1 (76) IL-21 (77) também estdo associadas com maior
risco de sepse; polimorfismos em IL-18 estdo associados a maior mortalidade

na sepse (78).

Receptores do tipo Toll (TLR, do inglés Toll like receptors) também
apresentam polimorfismos associados a risco de sepse, especialmente para
pacientes de ancestralidade europeia (79), além de menor tempo para o
estabelecimento da sepse grave ou choque séptico em pacientes internados
em ITU (80), faléncia renal, hepética e do sistema de coagulacdo (81). O

imunorreceptor FcyRIIA (CD32A), que se liga a proteina C reativa, uma

47



importante opsonina em processos inflamatérios, também pode apresentar
polimorfismos que parecem estar associados a susceptibilidade a sepse (82).
Receptores para produtos de glicacdo avancada (RAGE, do inglés receptor for
advanced glycation end products) sdo um dos principais tipos de receptores
reconhecedores de padrdo, que desempenham um papel importante na sepse,
também podem apresentar polimorfismos que estdo associados com a

incidéncia de sepse e sepse grave (83).

Variagbes polimérficas em intermediarios da cascata de coagulacéo e
seus ativadores também parecem estar envolvidos na sepse. Observou-se que
polimorfismo no gene para o inibidor-1 da ativagdo do plasminogénio, (PAI-1,
do inglés plasminogen activator inhibitor-1) parece determinar niveis séricos de
PAI-1 e ser um fator determinante de sepse em pacientes queimados (84).
Variacdes genéticas para o gene do fator tecidual estdo associados com maior
prevaléncia de sepse grave (85). Ainda, variagbes em enzimas antioxidantes
como glutationa peroxidase (GPx, do inglés glutathione peroxidase), que atua
de forma cooperativa com a superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)

estdo associados a mortalidade na sepse (86).

Estes sdo apenas alguns dos diversos polimorfismos genéticos ja
estudados na sepse, que sugerem que variacdes genéticas no hospedeiro
influenciem na incidéncia e desfechos na doenca. Nosso conhecimento de
determinantes-chave da complexa resposta inflamatéria do hospedeiro ainda é
limitado. Reconhecer os mecanismos pelos quais respostas adaptativas se
tornam deletérias e identificar fatores genéticos que possam estar implicados é
imperativo para o desenvolvimento de intervencdes terapéuticas pertinentes,

para identificar e triar pacientes em maior risco e estimar prognostico, bem
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como utilizar terapias profilaticas em pacientes de alto risco para sepse e evitar
terapias de com alta incidéncia de efeitos adversos em pacientes de baixo risco

(71).
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2.3. CELULAS NATURAL KILLER

2.3.1. O SISTEMA IMUNOLOGICO E O PAPEL DAS CELULAS NATURAL

KILLER

O sistema imunolégico é formado por uma rede complexa de
componentes humorais e celulares que distinguem o que € proprio (self) do
nao-proprio (non-self). Quando este sistema funciona de modo adequado, pode

eliminar patdégenos e células tumorais, além de células transplantadas (87).

As células Natural Killer (NK) foram primeiramente identificadas como
uma subpopulacao de células imunes capazes de lisar células tumorais in vitro,
sem imunizacdo prévia do hospedeiro. Fazem parte da imunidade inata e
compreendem cerca de 10-20% dos linfécitos circulantes. Primordialmente
presentes no sangue, baco, figado pulmfes, medula O6ssea e no utero
gravidico, com numero limitado nos linfonodos. Tém grande importancia na
vigilancia imunolégica, pois disparam, as vezes em poucas horas, uma
resposta efetora contra agentes invasores, como virus e bactérias, ao contrario
de células do sistema imunoldgico adaptativo, que tendem a gerar respostas

mais lentas (88-92).

Morfologicamente, sdo maiores que linfocitos T e B, exibindo citoplasma

granular e marcadores de superficie CD16 e CD56 (87, 90, 91). Em seres
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humanos, a maioria das células NK sdo células CD56+CD3-, porém, nem todas
sdo exterminadoras efetivas; 90% das células NK sanguineas s&o CD56™", ou
seja, possuem baixa expressao de CD56, contém granulos citotdéxicos e séo
exterminadoras eficazes. Dez por cento das células NK sdo CD56", nao
possuem granulos citotéxicos mas podem responder as células alvo, como
bactérias, por producdo de INF-y, limitando a infecgdo. As células presentes
em linfonodos, figado e pulmdes sdo menos citotéxicas que as NK CD16"%

sanguineas (88, 92).

Sao células timo-independentes, que exercem fungdo citotoxica através
da secrec¢do de fatores soliveis como TNF-q, interferon y (INF-y, do qual é a
maior fonte), e outras citocinas e quimiocinas. Linfocinas como interferon a
(INF-a), interferon B (INF-B), e interleucinas 2, 12 e 18 (IL-2, IL-12, IL-18)
produzidas por fagdcitos, como macrofagos e células dendriticas (DC, do inglés
dendritic cells), também sdo capazes de ativar células NK; enquanto INF-a e
INF-B promovem os efeitos citotoxicos, IL-12 estimula a producédo de citocinas,
como INF-y, criando um feedback positivo e amplificando a resposta
imunoldgica através da ativagcdo de macrofagos e maturacdo de DC, que
passam a secretar linfocinas. Estas, ativam por sua vez linfécitos T, conforme
Figura 7 (88-91). Estas interacdes reciprocas entre NK e DC ocorrem in vitro e
in vivo, porém o local onde ocorre esta interacdo in vivo permanece
indeterminada. Uma das possibilidades € que ocorra nos sitios de inflamacéo,
onde DC residentes imaturas sdo encontradas e NK migram em resposta a
inflamacéo. Outra possibilidade é a de que NK entrem em contato com DC

maduras nos linfonodos, oriundas dos sitios de infec¢éo e/ou inflamagéao (90).
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Figura 7: Relacédo entre NK e DC. NK e DC possuem a capacidade de
ativar uma a outra de forma reciproca, tanto in vitro quanto in vivo. Esta
interacdo envolve mediadores quimicos produzidos por ambas as células,
resultando na ativacdo de NK, com proliferacdo e producéo de citocinas, que
levam a maturacéo de DC e produzem citocinas capazes de ativar linfécitos T.
Acredita-se que a interacdo entre NK e DC ocorra nos sitios de inflamacéao.

Figura de Hamerman, 2005 (90).

Ainda, NK fazem parte do sistema imune adaptativo; além de estimular a
maturacdo de DC, eliminam DC imaturas, ativam mondcitos e células T
citotoxicas, e regulam a ativacdo e proliferacdo de células T através de

interacdo celular direta (contato). Estimulam linfécitos B a secretar
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imunoglobulinas e influenciam a polarizacdo de T helper, conforme Figura 8

(93).
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Figura 8: Fungbes de células NK. As células NK desempenham um
papel importante na imunidade inata e adaptativa. Elas estimulam a maturacéo
de células dendriticas (DC) e eliminam as imaturas. Estdo envolvidas na
ativacdo de mondcitos (representadas em M) e células T citotoxicas
(representadas em CTL), além de regular a ativacao e proliferacdo de células T
(representadas em T cell) através de contato celular direto. Ainda, produzem
citocinas que influenciam na polarizagdo de células T helper (representadas em
Th). Células NK ativadas sdo capazes de estimular linfécitos B (representadas

em B cells) a produzir imunoglobulinas. Figura de Deniz, 2013 (93).
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Deste modo, células NK podem rapidamente ser ativadas e atacar
células anormais; portanto, individuos com deficiéncia de NK, uma condi¢do
rara, sofrem com infec¢Oes virais persistentes, particularmente causadas por

herpes virus, e possuem incidéncia aumentada de tumores (88, 91, 94, 95).

2.3.2. RECEPTORES DE NK

Para ter tolerancia ao tecido sadio e, ainda, atacar células anormais, a
atividade de NK deve ser estreitamente regulada. Pesquisas durante as duas
décadas passadas focaram na identificacdo de um grande numero de
receptores e efetores de superficie em células NK, que sdo as estruturas
celulares utilizadas para reconhecimento e destruicdo de células-alvo, com
tolerancia ao self (90). Atualmente, a atencdo volta-se a determinar qual o
papel de células NK in vivo na imunidade inata e sua contribuicdo para o

sistema imune adaptativo.

Moléculas de Classe | do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC-I, do inglés major histocompatibility molecules class I), em especial
moléculas do antigeno leucocitario humano (HLA, do inglés human leukocyte
antigen) participam deste reconhecimento. Células NK reconhecem células
infecciosas, anormais ou transplantadas através da interacdo de seus
receptores especificos, que identificam a auséncia de moléculas HLA nas
superficies celulares. A vigilancia imunolégica de NK depende da concentracao
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apropriada e especifica de HLA nas células-alvo; resumidamente, a melhor
caracterizacdo para o mecanismo de ativacdo de NK é a identificacdo da
auséncia de self. Células normais do organismo apresentam niveis abundantes
de moléculas MHC-I em toda sua superficie, que sdo reconhecidas pelos
receptores inibitérios de NK e geram um sinal suprimindo a ativacgéo,
prevenindo a lise celular. No entanto, quando sdo encontradas células que néo
expressam MHC-I (como bactérias e células transplantadas), ou que tenham
perdido a sua expressao (no caso de tumores e infecc¢des virais), 0s receptores
inibitérios ndo séo recrutados, e sinais de ativagdo ndo suprimidos disparam

um ataque ao alvo 96-105), conforme Figura 9.

a Inhibition of lysis e Activation of lysis

Inhibitory

ctivating
Receptor

Activating Activating
Receptors Ligands

b Activation of lysis d Inhibition of lysis

Inhibitory
Recepto

Inhibitory

ctivating
Receptor Activating
Ligand

Figura 9: Relacéo entre NK e célula-alvo, de acordo com a auséncia ou
presenca de ligantes HLA. A resposta de NK é regulada por um balanco de
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sinais de receptores ativadores e inibidores. (a) Na auséncia de uma interagéo
receptor ativador/ligante, a lise celular é inibida quando receptores inibidores
(KIR) se ligam a HLA-I conhecidos na membrana da célula-alvo. (b) A lise
ocorre quando receptores ativadores se ligam a alvos celulares na auséncia de
interacdo de receptores inibitérios com HLA-I. (c) A interacdo entre o receptor
ativador e seu ligante predomina sobre a ligacdo do receptor inibidor e HLA-I,
promovendo a lise da célula-alvo; (d) Predominancia de interagdo do receptor
inibidor e HLA-I sobre a interagdo entre receptor ativador e ligante, resultando
em um sinal negativo, prevenindo a lise da célula-alvo. Fonte Fehniger, 2003

(89).

Aceita-se hoje que células NK também possam ser ativadas e tornar-se
citotdxicas pela expressdo exagerada de ligantes para receptores de ativagdo
na superficie da célula-alvo. Nesta perspectiva, a vigilancia epidemioldgica
pode se dar tanto pela diminuicdo da expressdo de HLA das células alvo
quanto por um desequilibrio entre os sinais ativadores e inibitérios mediados

pelos receptores de NK (87).

2.3.2.1. RECEPTORES KIR
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As funcgbes efetoras de células NK séo reguladas por pelo menos dois
receptores estruturalmente diferentes que interagem com moléculas HLA de
classe I. receptores inibitorios tipo lectina C (CLIR, do inglés C-type lectin
inhibitory receptors) e uma superfamilia de receptores tipo imunoglobulina
(107). A esta ultima incluem-se os receptores conhecidos como KIR, do inglés
killer cell immunoglobulin-like receptors, que séo estruturas proteicas expressas

por um grupo de genes identificados como genes KIR (91, 106).

Receptores KIR tem sido estudados na ultima década a partir da
descoberta da sua aplicacdo na imunoterapia do céancer. Eles existem como
receptores inibitorios e excitatérios que primordialmente reconhecem moléculas
de HLA-A, -B e —C (107). Estdo presentes na maioria das células NK CD56"",

sendo que cada célula exibe uma selecao aleatoria de KIR (88).

A nomenclatura de KIR é baseada na sua estrutura basica proteica intra
e extracelular, conforme Figura 10. Possuem dois ou trés dominios
extracelulares de imunoglobulinas-like extracelulares (2D ou 3D) responsaveis
pelo reconhecimento de HLA-A, B ou C. Ainda, possuem cauda
intracitoplasmatica (CIT), que pode ser curta (S, do inglés short) ou longa (L, do

inglés long), e uma porgéo transmembrana (TM) (89).
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Figura 10: Receptores KIR na membrana celular. KIR possui dois ou
trés dominios extracelulares, representados por DO, D1 e D2 (110), e possuem
cauda citoplasmatica curta (S) ou longa (L), o que define se a molécula é

ativadora (S) ou inibidora (L). Fonte: Wilson, 1997 (109).

As porgbes CIT e TM predizem atividade funcional; as com caudas
curtas sao ativadoras, e as longas sao inibidoras, com excegao de KIR2DLA4.
Os receptores das células NK que possuem cadeias citoplasmaticas curtas
medeiam sinais ativadores através da sua interacdo com o DAP-12 (adaptador
da molécula), que contém motivos moleculares ativadores do imunorreceptor
baseados em tirosina (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs —
ITAMs). A cadeia citoplasmatica longa (caracterizado pela letra “L”) tem 2

motivos moleculares inibitérios do imunorreceptor baseados em tirosina
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(Immunoreceptor Tyrosine-based Inibition Motifs — ITIMS) que iniciam a inibicao

das células NK pelo recrutamento de fosfatases da tirosina (89).

Os receptores KIR sao resultado da expressdo de um sistema genético
polimérfico. Ao contrério de linfécitos B e T, células NK ndo se submetem a
rearranjo genético para gerar o repertério de receptores celulares, mas utilizam
receptores inibidores e ativadores codificados de modo germinativo (104). Até o
momento foram descobertos 15 genes (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3,
KIR2DL4, KIR2DL5A, KIR2DL5B, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4,
KIR2DS5, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR3DS1l) e 2 pseudogenes
(KIR2DP1 e KIR3DP1) (108-110), localizados em uma regiao de cerca de 150
Kb do complexo de receptores leucocitarios (LCR, do inglés leukocyte complex
receptors) no cromossomo 19q13.4 (111). Os genes KIR apresentam grande
similaridade molecular entre si e sdo derivados de um gene ancestral por uma
série de duplica¢cbes, recombinacdes e mutagdes. A estrutura basica dos genes

KIR é de uma unidade de nove éxons que representa o gene ancestral (103)

Cook e colaboradores caracterizaram, em 2003, 100 gendétipos
diferentes na populacdo mundial (112). Trinta e dois gendtipos foram
encontrados em uma populacdo de caucasoides brasileiros; os dois genoétipos
mais comuns apresentam frequéncia de 24 e 13,8% (87), que também foram

0s mais prevalentes no estudo internacional.

As populacbes caucasoides brasileira, inglesa e argentina apresentam
frequéncias bastante semelhantes dos genes KIR; porém, outras populagdes,
como chineses, japoneses e indigenas do México e Argentina, apresentam em

baixa frequéncia o alelo KIR2DS3, ou mesmo ndo o apresentam. Ja em
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aborigenes australianos, sua frequéncia é superior a 80%. Em populagfes
caucasoides, sua frequéncia é intermediaria. Existem diferengas em outras
populacbes, demonstrando que o polimorfismo genético existe para esses
marcadores e permitindo antecipar diferencas de resposta imune inata entre

populacdes (113-120).

2.3.3. DIVERSIDADE HAPLOTIPICA DE KIR

Genes KIR sao herdados em bloco ou haplétipos. Da mesma forma que
genes KIR, os haplétipos estdo distribuidos em diferentes frequéncias nas
populacbes. Os mais prevalentes sdo haplotipo A e haplétipo B. Os haplotipos
A e B estdo distribuidos de modo semelhante nas populagbes caucasoides,
sem prevaléncia de A ou B; ja em populagbes orientais, como chineses,
japonese e coreanos, a prevaléncia de haplotipos A é de 75%, enguanto
apenas 13% em aborigenes australianos (118-121). A manutencdo do
haploétipos ocorre através de selecdo por balanceamento, indicando seu papel

essencial para sobrevivéncia a longo prazo (122).

O haplétipo A é definido pela presenca dos genes inibitorios KIR2DL1,
KIR2DL3, KIR2DL4, KIR3DL1, KIR3DL2 KIR3DL3, e apenas um gene ativador,
KIR2DS4. Ja o haplétipo B € mais variavel e caracterizado pela presenca de
mais de um gene ativador. Os genes KIR2DL4, KIR3DL2 e KIR3DL3 séo
chamados genes de “moldura” (ou framework genes) e presentes em ambos
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haplotipos, conforme Figura 11 (110, 123). Embora se saiba que existe uma
série de outros haplotipos, a literatura fala basicamente dos mais prevalentes, o
“A” e 0 “B” (16). Nao ha reatividade de NK contra células autdlogas em
condi¢cdes normais, portanto, nesta situacdo, mesmo células NK que ndo
expressam receptores inibitérios sdo pouco responsivas e relativamente

tolerantes (124).

0Ll 2013 2052 fm 2002 [ui2DL5B ) 2053 pmf 2DP1 [ 2DL1 pf 3DP1 2004 2DL5A 2054 = 2055 [ 2051 oLz
-|FEHHHHHHH9-¢)—@HHH9—(I—
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Figura 11: Hapldtipos A e B. Haplotipo A é definido pela presenca de
apenas um gene ativador, KIR2DS4. Haplétipo B ¢é mais variavel e
caracterizado pela presenca de mais de um gene ativador. Os genes KIR2DL4,
KIR3DL2 e KIR3DL3 estdo presentes em ambos haplotipos. Fonte: Jobim &

Jobim, 2008 (87).

2.3.4. LIGANTES DOS RECEPTORES KIR
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Os ligantes para receptores KIR sdo as moléculas HLA de classe | (HLA-
A, B e C), e as ligagbes ocorrem conforme a Tabela 5 Nao existe um tipo de
KIR especifico para cada molécula MHC-I; cada conjunto de KIR reconhece
porcBes determinantes compartilhadas por um grupo de moléculas MHC-I.
Além disso, a correspondéncia entre KIR e muitos alelos HLA-A e HLA-B nao
existe. Enquanto KIR sdo especificos para um nimero de moléculas MHC-I,
HLA-C é o isotipo predominantemente envolvido na regulacao inibitéria de NK

em humanos, oferecendo protecdo contra lise e producgéo de citocinas (89).

Receptor KIR Ligante especifico
KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DS2 Grupo 1 (HLA Cwl, 3,7, 8)
KIR2DL1, KIR2DS1 Grupo 2 (HLA Cw2, 4, 5, 6)
KIR3DL2 HLA-AO03, A 11

KIR3DL1 Bw4

Tabela 5: Receptores KIR e seus ligantes especificos. Os receptores
KIR2DL2, KIR2DL3 e KIR2DS2 reconhecem algumas moléculas HLA-C,
identificadas como Grupo 1 (HLA-C1). J& receptores KIR2DL1 e KIR2DS1
reconhecem o Grupo 2 (HLA-C2). KIR3DL1 interage com moléculas HLA-B
guando sorologicamente forem Bw4. O bloco HLA-A divide-se em A3 e All, e

interage com KIR3DL2. Adaptado de Jobim & Jobim, 2008 (87).

Os receptores KIR2DL2, KIR2DL3 e KIR2DS3 reconhecem algumas

moléculas HLA-C, identificadas como Grupo 1 (HLA-C1). Ja receptores
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KIR2DL1 e KIR2DS1 reconhecem o Grupo 2 (HLA-C2). Os grupos 1 e 2 séao
distintos por um dimorfismo na posicao 80 na hélice a-1 da molécula HLA-C
(125). As duas formas séo caracterizadas pela presenca de Ser77/Asn80 e
Ans77/Lys80 para HLA-C1 e HLA-C2 respectivamente, sendo a ligacao

KIR2DL1-C2 mais forte que a ligacado KIR2DL3-C1 (87).

O bloco HLA-B pode ser dividido em Bw4 e Bw6. KIR3DL1 interage com
moléculas HLA-B quando sorologicamente forem Bw4; se estas apresentarem
[le80, ocorre a maior inibigéo. Interagdes de alta afinidade com Bw6 n&o séo
conhecidas. O bloco HLA-A divide-se em A3 e All, e interage com KIR3DL2

(87).

2.3.5. INFLUENCIA DE KIR NO CURSO DE DOENCAS

Diversos estudos em humanos tem demonstrado o papel de KIR na
aquisicao e curso de doencgas, principalmente no controle de infec¢des virais.
Associacdo entre alelos particulares e desfechos foram encontrados em

diferentes condicdes clinicas.

Durante a infeccao por HIV-1, por exemplo, hd uma expansao de células
NK 3DS1+ e, em menor grau de células 3DL1+, dependente do epitope Bw4-
801 (126, 127). A expansado de subconjuntos de células NK selecionadas pode

ser benéfica ao hospedeiro; a ativagdo do alelo 3DS1 na presenca de alelos
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HLA-B estd associada a uma progressdo mais lenta de sindrome da
imunodeficiéncia humana adquirida (SIDA) e menor nimero de copias virais no
sangue (127, 128), embora nao exista evidéncia direta de ligacdo entre
KIR3DS1 e moléculas HLA-Bw4 (129-133). Pacientes 3DL1+ mas HLA-BW4-,
bem como pacientes 2DL1+ e HLA-C2- foram maiores em pacientes criticos
quando comparados a controles sadios ou pacientes com reagées menores a

HIN1 (134)

Células NK positivas para os genes inibitérios 2DL2 e 2DL3 aumentam a
degranulacdo quando respondem a células infectadas por virus da hepatite C,
ao ligarem-se em epitopes HLA-C1 (135), sendo que a ligacdo entre HLA-C1 e
2DL2 é mais forte que com 2DL3 (136). Individuos homozigotos para 2DL3-C1
controlam melhor a infecgdo e podem, inclusive, eliminar o virus de forma
espontanea (13). A homozigoze para 2DL3-C1 resulta em maior ativagdo de

NK na influenza (137).

O papel de genes KIR também foi estudado em doencas auto-imunes. A
baixa expressdo de 3DL1 na superficie de NK, na presenca do epitope HLA-
Bw4 estd associada com um aumento de risco para o desenvolvimento de
psoriase (138). Este resultado é consistente com o modelo que propde que a
reducéo do sinal inibidor resulta em uma resposta auto-imune aumentada

(139).

Ainda, ha evidéncias de associacdo entre a co-expressao de KIR2DS1 e
HLA-C2 em mulheres com abortamento recorrente (140) e diversas
publicacdes que focam na relagcdo entre polimorfismos de KIR e transplante de

células hematopoiéticas, outras doencgas como diabetes, esclerodermia (13-17)
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mas até entdo ndo sdo conhecidas publicacbes que focam na expressdo de

KIR e suscetibilidade a sepse.
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2.4. MARCO TEORICO

As células NK possuem habilidade de reconhecer a células normais pela expressao
do HLA de classe |, que interage com receptores KIR, gerando sinais inibitorios.

TR Te

—

Quando a expressao do HLA de cIasJ\/Lesta’ diminuida ou ausente, como no caso
de células bacterianas, sinais excitatdrios sao produzidos, estimulando a cascata
inflamatdria e levando a célula invasora a morte.

a Inhibition of lysis ﬁ
Inhibitory

ctivating
Receptor

b Activation of lysis

Inhibitory

Ligand

Activation of lysis

Inhibitory

Activating Activating
Receptors Ligands

Inhibition of lysis
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Considerando que a sepse é uma doenga infecciosa caracterizada pela por uma
resposta desregulada do hospedeiro a esta infeccdo, a auséncia e a presenca dos
receptores KIR podem estar relacionadas na patogénese da sepse, por diminuir ou
aumentar atividade da célula NK.
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3. JUSTIFICATIVA PARA REALIZACAO DESTE TRABALHO

Pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) séo
apresentam quadro clinico critico e complexo decorrente de fragilidades
fisiol6gicas graves. A sepse esta relacionada com a permanéncia prolongada
destes pacientes na unidade e com a evolugédo da severidade da disfuncao de
orgéos, resultando no aumento da morbimortalidade. Desde a década de 80
tem se demonstrado que a suscetibilidade a infeccdo tem bases herdadas.
Este estudo tem por objetivo avaliar a prevaléncia de genes KIR e seus ligantes
HLA em uma populacdo de pacientes criticos de uma UTI do sul do Brasil e
verificar se ha associacdo destes genes com a sepse, de acordo com critérios

estabelecidos no Segundo Consenso de Sepse, e seus desfechos.
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4. OBJETIVOS

4.1.

OBJETIVO GERAL

Caracterizar a prevaléncia de receptores KIR e seus respectivos ligantes

HLA de classe | em pacientes com sepse, comparando-a com pacientes

criticos oriundos da mesma UT]I, buscando associa¢g6es com desfechos.

4.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a prevaléncia e descrever os receptores KIR na sepse,;

Determinar se a expressdo de receptores KIR influencia na

susceptibilidade a sepse;

Determinar a prevaléncia e descrever os ligantes HLA de classe | na

sepse;

Determinar se a expressado de receptores KIR e seus ligantes HLA de
classe | determina desfechos na sepse, como disfuncdo e faléncia

organica, gravidade, mortalidade na UTI e mortalidade hospitalar;
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e. Determinar se a variabilidade haplotipica determina desfechos na sepse,
como disfuncdo e faléncia orgéanica, gravidade, mortalidade na UTI e

mortalidade hospitalar.
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ABSTRACT

In sepsis, early activation of immune cells occur, and the imbalance between
pro-inflammatory and anti-inflammatory pathways leads to organ dysfunction.
Sepsis development and severity may be influenced by genetic factors affecting
immune response. Natural killer (NK) cells are components of the innate
immune system and have their activity regulated through the balance between
activating and inhibitory signals transduced by different Kkiller cell
immunoglobulin-like receptors (KIR). Diversity in KIR gene repertoire among
individuals might affect disease outcome. We examined sixteen KIR genes and
their human leucocyte antigen (HLA) class | ligands in a group of 271 critical
patients aiming at the identification of patterns in KIR genotypes and HLA
ligands that could be associated with sepsis. Patients from both genders were
included, with ages ranging from 14 to 94 years old. DNA samples from 211
patients with sepsis and 60 controls (critical care patients with no sepsis) were
analyzed. DNA samples were genotyped for KIR genes using the polymerase
chain reaction method with sequence-specific oligonucleotide (PCR-SSO) and
for HLA genes using the polymerase chain reaction method with sequence-
specific primers (PCR-SSP). There was a lower frequency of activating
KIR2DS1 and KIR3DS1 in sepsis group when compared to control group
(41.23% versus 55.00%, and 36.49% versus 51.67%; p values of 0.041 and
0.025, respectively). When analyzing these genes for homozygosis and
heterozygosis, no difference was found between septic patients and controls;
also, no significant results were found for C1, C2, Bw4, A3 and All and

comparing the inhibitory and activating KIR genes frequencies in the presence
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of their ligands. Our study shows, for the first time, that activating KIR genes
2DS1 and 3DS1 are more prevalent in critical patients without sepsis than in
patients with sepsis, suggesting a potential prognostic marker and that the

presence of activating genes may play a role as a protective factor for sepsis.

Key Words: killer cell immunoglobulin-like receptor; human leukocyte antigen;

Natural Killer cell; sepsis
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1. Introduction

Sepsis is a common condition in intensive care units (ICUs) worldwide and a
major cause of death in critical care patients. The incidence of sepsis increases
each year, and its treatment spends about half of the hospitals financial
resources [1-5].

Sepsis can be defined as a life-threatening organ dysfunction caused by a
dysregulated host response to infection [6]. During sepsis, early activation of
immune cells occurs, and the imbalance between pro-inflammatory and anti-
inflammatory pathways culminate in organ dysfunction. The number of organs
in dysfunction characterize the severity of the disease, and is a risk factor for
death [7]. Precise mechanisms by which sepsis produces an uncontrolled
inflammatory response and multiple organ dysfunction remain unknown, but
several studies have suggested the involvement of genetic factors in
development and progression of sepsis [8-11].

Natural Killer (NK) cells are key lymphocytes, involved in early immune
response against infected or transformed cells in clinical conditions such as
infections, tumors, and allogeneic hematopoietic cell transplantation, while
remaining tolerant to self. NK cells are important in sepsis, as they are capable
of activating phagocytic cells at the site of infection and produce and release
INF-y, which activates macrophages, so they can eliminate the invader
microorganism. NK cells can also be activated by antigen-presentation cells,
such as dendritic cells, thus amplifying the inflammatory response [12]. The
activity of NK cells is regulated through the balance between signals transduced

from activating and inhibitory cell surface receptors that recognize HLA class |
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molecules expressed in target cells surface, called killer cell immunoglobulin-
like receptors (KIR). Genes encoding KIR are located on human chromosome
19913.4 [13-15]. Inhibitory KIR molecules bind to target HLA class | molecules
and prevent the attack of NK cells on normal cells. When an activating KIR
binds to its ligand, activating signals are generated, leading to the destruction of
target cell [14, 16]. To date, seventeen KIR receptors have been characterized
in humans: eight inhibitory types (2DL1-3; 2DL5A and B; 3DL1-3), seven
activating types (2DS1-5, 3DS1, 2DL4), and two pseudogenes that do not
encode a functional KIR receptor (2DP1 and 3DP1). Of these, four are always
present and are considered framework genes (2DL4, 3DL2, 3DL3, 3DP1) [17-
19]. The ligands for KIR are the classical HLA class | molecules HLA-A, -B and -
C. Based on the dimorphism in the epitope at position 80, all HLA-C alleles can
be divided into two groups: the C1 group carrying asparagine, and the C2 group
carrying lysine at this position. The receptors KIR2DL2, KIR2DL3 and KIR2DS2
bind HLA-C1 ligands, whereas KIR2DL1 and KIR2DS1 bind HLA-C2 ligands.
The inhibitory KIR3DL1 recognizes HLA-B Bw4 allotypes and KIR3DL2 binds
HLA-A3 and HLA-A11 [20].

Due to KIR specificity for HLA class | allotypes, and their extensive
polymorphism, it is pertinent to imply that KIR gene variation affects resistance
and susceptibility to a great number of diseases in which the involvement of the
immune system is determinant. Genetic susceptibility or resistance to infectious
and inflammatory disorders, together with environmental and host risk factors, is
thought to determine disease progression [21-22]. There is a diversity of studies
describing the relationship between KIR genes and several diseases but, to the

best of our knowledge, there is no study examining the role of KIR in sepsis. In
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this study, we examined sixteen KIR genes and their HLA class | ligands in a
group of 271 critical patients aiming at the identification of patterns in KIR

genotypes and HLA ligands that could be associated with sepsis.

2. Methods

2.1. Patient and Control Samples

DNA samples of six hundred and thirty eight critical care patients of both
genders, with ages ranging from 14 to 94 years old, admitted to the Intensive
Care Unit, S&o Lucas Hospital, Pontifical Catholic University of Rio Grande do
Sul, in Porto Alegre, Brazil, in the period between 2004 and 2010 were
included. Their blood was collected into tubes containing EDTA
(ethylenediamine tetraacetic acid) and DNA extracted using a salting-out
procedure accordingly to Lahiri and Nurnberger [23]. Samples were properly
kept labelled and stored at -80°C until analysis. Only samples with a DNA
concentration superior of 20 ng/uL were analyzed.

Subjects were southern Brazil residents, with a majority of subjects with
European ethnicity, and a minor number of individuals with African genetic traits
[24], and divided into two groups: sepsis - patients who met sepsis criteria - and
controls - critical care patients with no sepsis. Social and demographic data,
including age, sex, mortality at the ICU and hospital, SOFA e APACHE Il scores
were obtained from all patients, in addition to the occurrence septic shock and

death. Confidentiality was observed for all samples.
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Sepsis was defined as a “clinical syndrome defined by the presence of both
documented or suspected infection and a systemic inflammatory response
(SIRS)”. Signals and symptoms for sepsis were considered as described by
Levy and colleagues, 2003 [25]. Severe sepsis was defined as sepsis
accompanied by hypoperfusion or organ dysfunction, while septic shock is
defined as severe sepsis that demands sustained use of vasopressive drugs.

Exclusion criteria included human immunodeficiency virus infection; patients in
Immunosuppressive therapy; non-Caucasian ancestry; pregnant or lactating

women. Patients readmitted to the ICU were excluded.

2.2.  KIR Genotyping

KIR was genotyped using the polymerase chain reaction method with
seqguence-specific oligonucleotide (PCR-SSO, One Lambda® Inc, California.
USA) for 16 KIR genes (2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL4, 2DL5, 3DL1, 3DL2, 3DL3,
2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5, 2DP1, 3DP1 and 3DS1). The KIR-SSO
Genotyping Test applies Luminex technology (One-Lambda® Inc, Canoga Park,
CA, USA) and was performed according to the manufacturer’s instructions.
Briefly, genomic DNA, specific primers and manufacturer's solutions were
mixed and the DNA amplified by the GeneAmp PCR system 9600 (Perkin-
Elmer, Norwalk, CT,USA). Resulting products were visualized under UV light
after electrophoresis in 1% agarose gel containing ethidium bromide. Internal

control was included in each PCR reaction.
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2.3. HLA Genotyping

HLA genotyping was performed using the polymerase chain reaction method
with sequence-specific primers (PCR-SSP). HLA typing Cw epitope C1 (Cw 01,
03, 07 {01- 06}, 08, 12 {02, 03, 06}, 14, 16 {01, 03, 04}), and C2 (Cw 02, 04, 05,
06, 0707, 12 {04, 05}, 15, 1602, 17, 18) were performed using PCR-SSP, as
described by Jones et al.,, 2006 [19]. HLA-Bw4, A3 and All were also

performed using PCR-SSP, accordingly to Bunce et al., 1995 [26].

2.4. Ethics

This study was approved by the Research Ethics Board of the Porto Alegre
Clinical Hospital (CAEE 10555212.6.0000.5327, protocol number 13-0038) and
was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki. All subjects or
their surrogates received detailed explanations and provided written consent

prior to inclusion in this investigation.

2.5. Statistical Analysis

Comparison of the KIR gene frequency with the control group was executed by
Pearson chi-square with continuity correction, and in a few, where the expected

difference between the two groups was small, Fisher's exact test was
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employed. Significance value was calculated using SPSS for Windows version
21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). The number of genes used was adjusted
for with the Bonferroni correction. A p value < 0.05 after correction was

considered statistically significant.

3. Results and Discussion

Two hundred and seventy one patients met inclusion criteria and were divided
into sepsis (211 patients diagnosed with sepsis) and control (60 critical care
patients with no sepsis) groups. Statistical analysis indicated no differences
between groups regarded age and gender. Clinical data is shown in Table 1.
KIR gene frequency distribution results among patients with sepsis and controls
are shown in Table 2. The frequencies of KIR genes in control group were
similar to those found in previous studies of Brazilian populations conducted by
our research group [27-31]. As expected, framework genes KIR 2DL4, 3DL2,
3DL3 and 3DP1 were present in all individuals. There was a significantly lower
frequency of two activating KIR genes, KIR2DS1 and KIR3DS1 in septic
patients in comparison to controls (41.23% versus 55.00%, and 36.49% versus
51.67%; p values = 0.041 and 0.025, respectively).

HLA gene frequencies for sepsis and controls are shown in Table 3. There were
no statistically significant differences in HLA-A, HLA-B or HLA-C between
groups, or when analyzing these genes for homozygosis and heterozygosis. In
addition, no significant differences were found for C1, C2, Bw4, A3 and All,

although the p value for the association between KIR2DS1 + C2+ fell short of
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significance (73.3% for controls versus 64,45% for sepsis, p= 0.057). Moreover,
no differences between groups were found when comparing the inhibitory and
activating KIR genes frequencies in the presence of their ligands (Tables 4 and
5). Statistical analysis found no association between the prevalence of KIR
genes and clinical outcomes, such as organ dysfunction, hospital and ICU stay
and/or mortality, or even patient gravity, measured through SOFA-1 and
APACHE II.

Genetic variations in patients with sepsis have been reported over the past few
years [8, 9, 11, 32-38], with major focus on the clotting and innate immune
systems, aiming a better understanding of possible genetic predispositions for
sepsis, sepsis-related organ dysfunction and death. NK cells are a very
important part of the innate immune system, playing a key role during early
infection events due to its ability to deliver responses that ultimately aim to
effectively clear pathogens. They can be rapidly recruited into infected organs
and tissues by chemoattractant factors produced by activated resident
macrophages and dendritic cells, which are also a major source of interferon
INFa/pB that induces NK cell proliferation and activation. Once activated, NK
cells help to limit the dissemination of pathogen infection before the adaptive
iImmune system is initiated, through recognition and elimination of non-self after
interaction with their receptors and posterior cytokines release, such as tumor
necrosis factor, that will amplify the inflammatory response [15, 39-41].

It has been proposed that alterations in the expression of KIR repertoire on NK
cells and their corresponding ligands are associated with some infectious
disorders [42], such as dengue [43-44], human immunodeficiency virus [45-48],

hepatitis C virus [49-50], and tuberculosis [51-53]. Braun et al described a lower
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prevalence of the activating gene KIR2DS3 in patients with tuberculosis when
compared to controls, which can be due to the large diversity of their study
population, but also can be related to a protective role of the presence of
KIR2DS3. Further research is needed [54].

The number and type of KIR genes arranged on the haplotypes vary greatly; a
database and online repository for immune gene frequencies in worldwide
populations reports 573 different KIR genotypes [55]. This wide variation
produce substantial differences between individuals in their KIR gene content.
Genetic susceptibility or resistance to infectious diseases, in conjunction with
environmental and host risk factors, is thought to determine disease
progression.

A number of diseases with autoimmune basis, such as lupus, psoriasis vulgaris,
psoriatic arthritis, rheumatoid arthritis, diabetes, among others, have been
associated with KIR genes, especially with the presence of activating genes,
lack of their inhibitors and interaction of KIR/HLA [39, 56-58]. Although we did
not observe an association of any genes with its respective ligand, association
between KIR2DS1 + C2+ was more prevalent in controls and fell short of
significance (p= 0.057).

The lower prevalence of activating genes KIR2DS1 and KIR3DS1 in sepsis than
in critical patients with no sepsis, suggests that the presence of these activating
genes may act as a protective factor against sepsis in critical care patients. This
seem to be true for other infectious diseases. A previous study published by
Bonagura and colleagues suggested that the presence of activating receptors

KIR2DS1 and KIR3DS1 may protect from developing a rare disease of the
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larynx and upper airway caused by an HPV strain, HPV-6/11, recurrent
respiratory papillomatosis (RRP) [59].

There is no previous report of association between KIR3DS1 and susceptibility
to infectious diseases. However, patients with KIR3DS1 infected with HIV show
a delay in AIDS progression, suggesting a more effective performance of
immune system in those patients [47]. On the other hand, Zhuang and
colleagues [49] have shown that activating genes KIR2DS3 and KIR3DS1 were
more prevalent in patients with syphilis than in controls without infectious
diseases. Other activating KIR genes, such as KIR2DS3, are significantly higher
in hepatitis C, chronic hepatitis B and leprosy [60]. Furthermore, Niepieklo-
Miniewska et al reported, in 2013, that frequencies of the great majority of KIR
genes did not differ between patients and controls, except for KIR2DS1, where
frequency was significantly lower in patients than in controls, suggesting a
protective effect of KIR2DS3 [61].

The innate immune system is the first line of defense against pathogens,
working to recognize common components of pathogens, so that further
immune responses can be signaled in the presence of foreign pathogens.
Multiple cell types, including macrophages, dendritic cells, neutrophils and
epithelial cells, in addition to NK cells, are involved in the development of an
immune response, with each cell type having specific functions. NK cells,
although primarily involved with lysis of target cells, can as well act by
interacting with antigen presenting cells and T-cells. The differences in KIR
frequencies may result in differential cytokine expression, contributing to
different outcomes, thus there might be a genetic susceptibility to diseases such

as sepsis. Perhaps an earlier and more effective identification of the pathogen
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can lead to a more effective immune response, protecting the individual against
an uncontrolled inflammatory response. Some KIR genes such as KIR3DS1 can
bind to HLA-B27 and recruit positive signals, resulting in NK cell activation [60],
and this recognition can regulate the immunomodulatory functions of NK cells.
Also, it has been reported that the presence of activating gene KIR3DS1, in
combination with HLA-B alleles is associated with a delayed progression to
acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) in individuals infected with human
immunodeficiency virus type-1. (HIV-1), suggesting a model involving an
epistatic interaction between the two loci [49].

Activating and inhibitory KIR display different ligand affinities, and a model of
NK cell response has been considered in which KIR variation and the presence
of ligands influence the response level in individual patients, within a range that
includes excess of activation, balance, excess of inhibition, or undetermined
behavior [62]. This concept is applied to the investigation of susceptibility or
protection in a wide spectrum of diseases. The differences in KIR gene
frequencies and haplotypes may result in differential cytokine expression,
contributing to different host responses to infection and disease outcomes, and
suggest a genetic influence on susceptibility and pathogenesis.

It is important to keep in mind that sepsis is a heterogeneous disease and its
outcome depends on the causative pathogen, microbial load and virulence, and
host characteristics, including the genetic composition for other factors involved
in the inflammatory process, age, comorbidities, choice of sepsis treatment, and
time until diagnostic [63]. The results provide early information about the role of
polymorphisms in KIR during sepsis, suggesting potential prognostic markers

that could help predicting sepsis development.
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4. Conclusions

In summary, we verified that activating KIR genes 2DS1 and 3DS1 are more
prevalent in critical patients without sepsis than in patients with sepsis,
suggesting that the presence of activating genes modulate NK-cell response
and may play a role as a protective factor for sepsis in critical care patients.

Further research focusing on functional studies is warranted.
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TABLE 1. Demographic and Clinical Data in Sepsis and Control Groups.

Descriptives Sepsis Controls Total
(n =211) (n = 60) (n =271)
Age, in years (+ SD) 55.33 (+ 20.26)? 46.37 (+ 53.34 (+20.4)
19.43)
Gender (%) F, 49.30% F, 53.33% F, 50.20%
M, 50.70% M, 46.67% M, 49.80%

APACHE Il mean (+ sd)

SOFA-1, mean (x sd)

No. of organs in dysfunction, mean (x sd)

No. of organs in failure, mean (+ sd)

Cause of ICU Respiratory

admission

Cardiovascular
Neurologic

Renal
Gastrointestinal
Sepsis

Abdominal Surgery
Trauma surgery

Unknown

Death during hospital stay

Death during ICU hospitalization

20.64 (+ 7.45)
7.56 (+ 3.40)
4.07 (+ 1.36)
0.83 (+ 1.35)
80 (38.10%)
12 (5.70%)

7 (3.30%)

2 (1.00%)

6 (2.90%)

84 (39.81%)
20 (9.50%)
Zero

Zero

117 (56.00%)

95 (45.00%)

14.82 (+ 7.02)
5.18 (+ 3.11)
3.17 (+ 1.40)
zero

13 (21.67%)
12 (20.00%)
14 (23.33%)
3 (3.33%)

6 (10.00%)
zero

6 (10.00%)
4 (6.67%)

2 (3.33%)

9 (15.25%)

4 (6.67%)

19.35 (+ 7.74)
6.17 (+ 3.53)
3.87 (+ 1.46)
0.65 (+ 1.21)
93 (34.32%)
24 (8.86%)
21 (7.75%)

5 (1.84%)

12 (4.43%)
84 (30.99%)
26 (9.59%)

4 (1.85%)

2 (0.74%)
126 (46.49%)

99 (36.53%)

APACHE II, SOFA-1, number of organs in dysfunction and number of organs in
failure during ICU hospitalization are shown as mean (z) standard deviation SD.

Causes of ICU hospitalization, deaths during ICU hospitalization and hospital
stay are shown as total number (%).
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TABLE 2. Killer Cell Immunoglobulin-Like Receptor (KIR) Gene
Frequencies in Control (n = 60) and Sepsis Groups (n = 211).

Control Sepsis

KIR gene N (%) N (%) p value 2
KIR2DL1 57 (95.00) 199 (94.31) NS
KIR2DL2 33(55.00) 119 (56.40) NS
KIR2DL3 52 (86.67) 187 (88.63) NS
KIR2DL4 60 (100.00) 211 (100.00) NS
KIR2DL5 41 (68.33) 118 (55.92) NS
KIR2DP1 57 (95.00) 199 (94.31) NS
KIR2DS1 33 (55.00) 87 (41.23)  0.041
KIR2DS?2 32 (53.33) 115(54.50) NS
KIR2DS3 22 (36.67) 64(30.33) NS
KIR2DS4 56 (93.33)  195(92.42) NS
KIR2DS5 24 (40.00) 75(35.55) NS
KIR3DL1 57 (95.00) 196 (92.89) NS
KIR3DL2 60 (100.00) 211 (100.00) NS
KIR3DL3 60 (100.00) 211 (100.00) NS
KIR3DP1 60 (100.00) 211 (100.00) NS
KIR3DS1 31 (51.67) 77(36.49)  0.025

Activating genes KIR2DS1 and KIR3DS1 are less frequent in patients with

sepsis. 2 Chi-Square test or Fisher’s exact test with Bonferroni correction.
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TABLE 3. Frequencies of KIR Ligands in Controls and Septic Patients

Control Sepsis
Gene N (%) N (%) p value?
A3 9(15.00) 40 (18.95) NS
All 4 (6.67) 5 (2.37) NS
Bw4 40 (66.67) 131(62.08) NS
c1 49 (81.67) 175(82.94) NS
C2 47 (78.33) 149 (70.66) NS
c1/C1 13 (21.67) 62 (29.38) NS
C2/C2 11 (18.33) 36 (17.06) NS
c1/Cc2 36 (60.00) 113 (53.55) NS

# Chi-Square test or Fisher’s exact test with Bonferroni correction.

C1 group: HLA-Cw 01, 03, 07 (01-06), 08, 12 (02, 03, 06), 14, 16 (01, 03, 04)

C2 group: HLA-Cw 02, 04, 05, 06, 07, 12 (04, 05), 15, 16, 17, 18.

Bw4: HLA-B 08, 13, 27, 44, 51, 52, 53, 57, 58.
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TABLE 4. Inhibitory KIR Gene Frequencies in the Presence or Absence of

their Ligands in Controls and Septic Patients

Controls Sepsis
Genes N (%) N (%) p value?
KIR2DL1+ C2+ 44 (73.33) 136 (64.45) NS
KIR2DL1+ C2/C2 10 (16.67) 36 (17.06) NS
KIR2DL2+ C1+ 25 (41.67) 102 (48.34) NS
KIR2DL2+ C1/C1 8 (13.33) 33 (16.64) NS
KIR2DL3+ C1+ 43 (71.67) 159 (75.36) NS
KIR2DL3+ C1/C1 13 (21.67) 58 (24.49) NS
KIR3DL1+ Bw4+ 37 (61.67) 120 (56.87) NS
KIR3DL2+ A3+ 9 (15.00) 40 (18.96) NS
KIR3DL2+ Al1l+ 4 (6.67) 5 (2.37) NS

 Chi-Square test or Fisher’s exact test with Bonferroni correction.

C1 group: HLA-Cw 01, 03, 07 (01-06), 08, 12 (02, 03, 06), 14, 16 (01, 03, 04)

C2 group: HLA-Cw 02, 04, 05, 06, 07, 12 (04, 05), 15, 16, 17, 18.

Bw4: HLA-B 08, 13, 27, 44, 51, 52, 53, 57, 58.
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TABLE 5. Activating KIR Gene Frequencies in the Presence or Absence of

their Ligands in Controls and Septic Patients

Controls Sepsis
Genes N (%) N (%) p value?
KIR2DS2+ C1+ 24 (40.00) 98 (46.45) NS
KIR2DS2+ C1/C1 8 (13.33) 33 (15.64) NS
KIR2DS1+ C2+ 24 (40.00) 57 (27.01) NS
KIR2DS1+ C2/C2 6 (10.00) 14 (6.63) NS
KIR3DS1+ Bw4+  21(35.00) 51 (24.17) NS

& Chi-Square test or Fisher’s exact test with Bonferroni correction.

C1 group: HLA-Cw 01, 03, 07 (01-06), 08, 12 (02, 03, 06), 14, 16 (01, 03, 04)

C2 group: HLA-Cw 02, 04, 05, 06, 07, 12 (04, 05), 15, 16, 17, 18.

Bw4: HLA-B 08, 13, 27, 44, 51, 52, 53, 57, 58.
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6. DADOS NAO PUBLICADOS

Foram encontradas 43 combinacbes possiveis de genes KIR neste
grupo de 271 pacientes. Ao classificarmos os pacientes de acordo com 0S

haplotipos, encontramos a distribuicdo apresentada na Figura 12.

E possivel perceber que o haplotipo B foi mais prevalente nesta
populacdo, embora a literatura descreva que haplotipos A e B estejam
distribuidos de modo semelhante nas populagdes caucasoides, sem
prevaléncia de A ou B (118-121). Também é possivel verificar que o haplétipo
A foi mais prevalente entre os controles que pacientes sépticos. Poderiamos
considerar a hipotese de que a resposta inflamatdria sistémica e exacerbada
na sepse estaria influenciada pela prevaléncia de haplétipos B, que se

caracteriza por mais genes ativadores.

Entretanto, possuir o haplétipo A esta associado com risco de
mortalidade hospitalar de 52,5%, conforme Figura 13. Considerando que o
haplotipo A é caracterizado pela presenca de somente um gene ativador,
KIR2DS4, e que o haplétipo B € caracterizado pela presenca de maior niumero,
variedade e combinagfes de genes ativadores, este resultado poderia sugerir
possivel resposta imune mais eficaz e maior protecdo contra sepse em
pacientes criticos com haplétipo B. Estudos futuros testando estas hip6teses

Sa0 necessarios.
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Ndo foram encontradas associacbes entre haplétipos e disfungéo

organica, SOFA-1, SOFA médio ou APACHE II.
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ID Hap KIR Genes

Inhibitory KIR Activating KIR [

Pseudogenes

No. de genes Pacientes Controles Total
N =211 N =60 N =271
T [ E P

n % n % n %

9 6 1 2 62 | 29,38 15 | 25,00 77 | 28,41
10 6 2 2 1 0,47 0 0 1 0,37
10 7 1 2 1 0,47 0 0 1 0,37
10 6 2 2 1 0,47 0 0 1 0,37
8 5 2 1 4 1,89 2 3,33 6 2,21
9 6 2 1 3 1,42 0 0 3 1,11
9 6 2 1 1 0,47 0 0 1 0,37
10 6 2 2 1 0,47 0 0 1 0,37
11 7 2 2 19 | 9,00 2 3,33 21 | 7,77
11 8 1 2 1 0,47 0 0 1 0,37
11 7 2 2 1 0,47 0 0 1 0,37
11 7 2 2 6 2,84 1 1,67 7 2,58
12 8 2 2 0 0 3 5,00 3 1,11
13 8 3 2 21 | 9,96 2 3,33 23 | 848
10 6 2 2 1 0,47 0 0 2 0,74
12 8 2 2 1 0,47 1 1,67 2 0,74
12 7 3 2 1 0,47 0 0 1 0,37
11 6 4 1 1 0,47 0 0 1 0,37
13 8 3 2 0 0 1 1,67 1 0,37
14 8 4 2 6 2,84 0 0 6 2,21
13 8 3 2 2 0,95 1 1,67 3 111
11 6 3 2 1 0,47 0 0 1 0,37
11 6 3 2 2 0,95 0 0 2 0,74
13 7 4 2 4 1,89 1 1,67 5 1,84
12 6 4 2 1 0,47 0 0 1 0,36
13 6 5 2 2 0,95 0 0 2 0,74
14 7 5 2 4 1,89 2 3,33 6 2,21
13 7 4 2 1 0,47 3 5,00 4 1,47
13 7 4 2 0 0 1 1,67 1 0,37
14 8 4 2 1 0,47 0 0 1 0,37
14 7 5 2 3 1,42 0 0 3 1,11
15 8 5 2 9 4,27 6 10,00 15 | 5,53
11 6 3 2 1 0,47 1 1,67 1 0,37

13 7 4 2 20 | 9,48 8 13,32 28 | 10,33
12 6 5 1 3 1,42 1 1,67 4 1,47
14 7 5 2 1 0,47 0 0 1 0,37
15 8 5 2 13 | 6,16 5 8,33 18 | 6,64
14 7 5 2 2 0,95 1 1,67 3 1,11
15 8 5 2 2 0,95 0 0 2 0,74
15 7 6 2 1 0,47 1 1,67 2 0,74
16 8 6 2 6 2,84 2 3,33 8 2,95

Figura 12: Genes KIR e sua frequéncia em pacientes sépticos (n = 211) e controles (n = 60) em uma populacdo de pacientes criticos do

Sul do Brasil. Retangulos em cinza representam a presenc¢a do gene. Hap = haplotipo. N = nimero total de pacientes; n = numero de individuos

com o genatipo. | = gene KIR inibitério; E = gene KIR excitatorio; P = pseudogene.
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Haplogrupo Pacientes Controles Total
N =211 N =60 N =271
n (%) n (%) n (%)
AA 62 (29,38) 15 (25,00) 77 (28,41)
Bx 149 (70,62) 45 (75,00) 194 (71,59)
Total 211 (100,00) 60 (100,00) 271 (100,00)

Tabela 6: Comparacdo da frequéncia de gendtipos KIR entre pacientes

sépticos e controles em uma populacdo de pacientes criticos do Sul do Brasil.

Survival Functions

1 Caracterizagdo
10 = HapA
—Thapldtipo B

I Hapldtipo A
: —+— haplétipo B-censored
I Haplétipo A-censored
0.8
i
t‘

06

Cum Survival
.

0.4

0.2+

0.0

o a0 1DID 15ID 260 2%0
Tempo de hospital
Figura 13: Comparacdo da sobrevivéncia hospitalar (em dias) entre
pacientes sépticos (n = 211) e controles (n = 60) em uma populacdo de pacientes
criticos do Sul do Brasil. O haplotipo A estad associado a risco de mortalidade de

52,5% (P = 0,034, apos ajuste para idade).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo foi o primeiro a demonstrar a prevaléncia de genes KIR na
sepse, onde 0s genes ativadores KIR2DS1 e KIR3DS1 foram mais frequentes nos
controles que em pacientes com sepse (41,23% versus 55,00%, e 36,49% versus

51,67%; p = 0,041 e 0,025, respectivamente).

LimitagcOes incluem o nao-pareamento de casos e controles e a perda de
grande parte das amostras. Uma vez que as amostras de DNA e dados dos
pacientes fazem parte de um projeto “guarda-chuva”, parte das amostras ja foi
extinta, e parte ndo apresentava a concentracdo necessaria de DNA para a analise.
Isto fez com que houvesse uma diferenca muito grande entre casos e controles, o
gue pode ter tido influéncia sobre a estatistica, embora ndo houvesse diferenca
entre 0s grupos quando comparado por género e idade. Considerando que o
diagnostico de sepse é tema de debate e bastante subjetivo, ndo se pode excluir a

possibilidade de existirem falso-positivos e falso-negativos.

A avaliacdo de pacientes com infeccdo documentada e microorganismo
causador identificado, verificando se existem diferencas nos desfechos em
pacientes com sepse de acordo com o0 agente infeccioso e/ou sitio de infeccao,
poderia trazer resultados mais objetivos do ponto de vista progndstico.
Considerando a importancia da comunicacdo entre NK e DC na sepse, seria

interessante verificar se a auséncia de genes ativadores pode determinar a ativacao
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subsequente de DC em estudos in vivo. Avaliar o papel de haplétipos na sepse e

seus desfechos também deve ser considerado.

Estes resultados fornecem informacao inicial sobre o papel de polimorfismos
de KIR na sepse, sugerindo que este possa ser um potencial marcador diagnostico
ou prognéstico da doenca, ou mesmo um fator de protecdo. Novas pesquisas sao
necessarias para confirmar esta hipdtese. Frente ao escasso conhecimento
disponivel sobre a fisiopatologia da sepse, esse estudo fornece novos insights para

pesquisas futuras.
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8. ANEXOS

8.1. STROBE CHECKLIST

Item
No

Recommendation

Title and abstract

“ANALISE DE KIR EM PACIENTES COM SEPSE”

A sepse é uma sindrome heterogénea, definida como
disfuncéo organica que ameaca a vida, causada por
uma resposta desregulada do hospedeiro a infeccao.
A sepse é um problema de saude mundial, gracas a
sua alta prevaléncia, morbimortalidade associada e
custos para seu tratamento. As células Natural Killer
(NK) fazem parte do sistema imune inato
reconhecendo moléculas de HLA de classe | em
células alvo, através de seus receptores de membrana
killer cell immunoglobulin-like receptors (KIR). A
intensidade da resposta a infecgdo pode variar entre
individuos, logo € possivel considerar e que esta seja
determinada por bases genéticas, e estas determinem
a ocorréncia de sepse e variabilidade nos desfechos.

Introduction

Background/rationale

Fatores genéticos que predisponham o paciente a
infecg@o e o curso desta tem sido considerados como
determinantes de gravidade e mortalidade. Embora o
sentido geral da ativacdo do sistema imune, da
inflamacé&o e da cascata de coagulacdo sejam comuns
a todos os individuos, existem diferencas
interindividuais importantes na resposta a infeccéao,
que podem representar implicagbes clinicas
importantes. Isto parece ser verdadeiro também para
a sepse, visto que um grande numero de estudos
buscou associar a presenca de polimorfismos
genéticos com a suscetibilidade a sepse e ao choque
séptico, a severidade e mortalidade na doenca.

Objectives

Avaliar a associacéo entre os genes KIR e os ligantes
HLA em pacientes criticos, comparando pacientes
com sepse e controles nao sépticos internados na
mesma UTI.

Methods

Study design

Trata-se de um estudo de casos e controles.

Setting

Pacientes criticos oriundos da Unidade de Terapia
Intensiva do Hospital S&o Lucas da Pontificia
Universidade Catélica do Rio Grande do Sul, no
periodo de 2004 a 2010. O sangue foi coletado apos
assinatura do Termo de Compromisso Livre e
Esclarecido, o DNA extraido através da técnica de
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salting-out e mantido a -80°C até o momento das
analises.

Participants

Foram incluidos como casos 0s pacientes admitidos
na Unidade de Terapia Intensiva do Hospital S&o
Lucas da Pontificia Universidade Catélica do Rio
Grande do Sul, no periodo de 2004 a 2010 e que
apresentaram critérios para diagndstico de sepse de
acordo com Levy, 2003; foram incluidos controles
oriundos da mesma unidade, no mesmo periodo, que
nao apresentaram sepse durante a internag¢éo. Tanto
casos quanto controles autodenominaram-se
caucasoides.

Variables

Foi realizada genotipagem dos genes KIR PCR-SSO e
os ligantes HLA por PCR-SSP. Procura-se avaliar
associagcdes que possam sugerir
suscetibilidade/protecao para sepse, sepse grave
choque séptico, disfun¢des organicas, gravidade e
mortalidade na UTI e no hospital..

Data sources/
measurement

8*

O DNA foi obtido de amostras de sangue periférico de
pacientes e controles e extraido pelo método de
salting-out (Miller, 1988). Os genes KIR foram tipados
pelo método de PCR-SSO (RSSOKIR-One Lambda)
que identifica a presenca ou auséncia de 16 genes. A
tipagem HLA classe | foi realizada pelo método de
PCR-SSP baseado em primers (sequéncia
especifica), como foi descrito em estudos anteriores
(Bunce, 1995 e Jones, 2006).

Bias

A definicdo de Caucasoéide foi autodenominada, o que
pode ser uma causa de viés.

Study size

10

Foram incluidos consecutivamente todos os pacientes
gue atenderam aos critérios de incluséo, aceitaram
participar da pesquisa e cuja concentracao da amostra
de DNA fosse superior a 20ng/mL.

Quantitative
variables

11

A frequéncia dos genes foi ajustada usando a
correcdo de Bonferroni, para multiplos testes.

Statistical methods

12

Dados foram analisados usando o programa SPSS
11.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). A idade dos
grupos foi calculada pelo teste t, enquanto o género
pelo teste do qui-quadrado. As associacdes entre KIR
e seus ligantes foram avaliadas utilizando odds ratio
(OR) estimada por regressao logistica. Os valores de
p foram considerados estatisticamente significativas
quando <0,05. O namero de genes foi ajustado por
correcdo de Bonferroni.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do HCPA sob nimero 130038

Results

Participants

13*

Foram incluidos 271 pacientes, sendo 211 casos e 60
controles.

Descriptive data

14~

Distribuig&o por género e idade
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Outcome data

15

Estudo caso-controle: foi observada diferenga na
frequéncia dos genes KIR e ativadores entre
pacientes sépticos e controles. Nao houve diferenca
entre os ligantes HLA entre os pacientes sépticos e
controles.

Main results

16

Os genes ativadores KIR2DS1 e KIR3DS1 foram mais
frequentes nos controles que nos pacientes com
sepse (41.23% versus 55.00%, e 36.49% versus
51.67%; p = 0.041 e 0.025, respectivamente).

Other analyses

17

Realizamos analises comparando a frequéncia dos
genes KIR com complica¢des relacionadas a sepse,
tempo de internacdo e mortalidade, porém néao
obtivemos resultados significativos.

Discussion

Key results

18

Estes resultados fornecem informacéo inicial sobre o
papel de polimorfismos de KIR na sepse, sugerindo
gue a auséncia de genes ativadores na sepse possa
constituir um potencial marcador diagnostico ou
prognéstico da doenca.

Limitations

19

Teria sido de interesse analisarmos as células NK no
sitio da infec¢ao, tanto do ponto de vista da
genotipagem como da atividade “in vitro”, e avaliar sua
interacdo com células dendriticas.

Interpretation

20

Os resultados do nosso estudo indicam que os
genes ativadores KIR2DS1 e KIR3DS1 foram mais
frequentes nos controles que nos pacientes com
sepse (41.23% versus 55.00%, e 36.49% versus
51.67%; p = 0.041 e 0.025, respectivamente). Nao
existem dados na literatura sobre polimorfismos de
KIR na sepse que possam servir como comparagao
para estes resultados. Pode-se considerar a
hipotese que a presenca de genes ativadores
tenham potencial para proteger o individuo de
sepse.

Generalisability

21

Estes dados iniciais sugerem que a existéncia de
associacao na protecdo pelas células NK na sepse
parece provavel. Mais pesquisas sdo necessarias
para confirmar esta hipétese.

Other information

Funding

22

Este trabalho teve apoio financeiro do Fundo de
Incentivo a Pesquisa e Eventos do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (FIPE-HCPA), do Instituto
Nacional de Ciéncia e Tecnologia Translacional em
Medicina (ICT-TM) e do Conselho Nacional de
Pesquisa e Desenvolvimento Tecnoldgico (CNPQ).
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8.2. PROTOCOLO DE PESQUISA

Projeto: ANALISE DE KIR EM PACIENTES COM SEPSE

Cddigo do

paciente:

( ) CONTROLES ( ) CASOS

Tipagem HLA

HLA-C1: ( ) Positivo ( ) Negativo

HLA-C2: ( ) Positivo ( ) Negativo

HLA-Bw4: () Positivo ( ) Negativo

HLA-A3: ( ) Positivo ( ) Negativo

HLA-A11: ( ) Positivo ( ) Negativo

Tipagem KIR:
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8.3. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pagina 1 de 3.

Titulo da pesquisa:
Efeitos da Heranga de Variantes Génicas Polimérficas em Pacientes com Sindrome da Angustia
Respiratoria Aguda (SARA)

Justificativa e objetivos da pesquisa:

Esta pesquisa tem por objetivo estudar as caracteristicas genéticas de pessoas intemadas em
unidades de terapia intensiva (UTIs) para identificar quais 530 as suas predisposicdes a
desenvolver complicacdes durante a internacdo. Algumas pessoas internadas em UTIs podem
apresentar uma complicacdo respiratdria grave chamada Sindrome da Anglstia Respiratéria Aguda
(abreviada por SARA) que pode causar alteragGes importantes no funcionamento dos outros érgdos
do corpo humano.

Cada pessoa tem particularidades proprias em relagdo as suas caracteristicas genéticas. Assim,
algumas pessoas internadas em uma UTI podem ter maior ou menor predisposicdo a desenvolver
uma complicagdo como a SARA.

0O objetivo principal desta pesquisa é estudar pessoas internadas em UTIs que desenvolveram
SARA para entender se ha alguma associagdo entre suas caracteristicas genéticas e a ocorréncia da
SARA, e se ha associagdo com as outras complicagdes decorrentes da SARA.

Para isso, nos analisaremos o material genético (DNA) dos pacientes que estiverem internados na
Unidade de Tratamento Intensivo Geral do Hospital S3o Lucas - UTIG / HSL / PUCRS. O material
genético (DNA) sera obtido através de uma amostra do sangue que & coletado durante os
procedimentos de rotina do paciente internado na UTIG / HSL / PUCRS.

Serdo estudados seis segmentos do DNA de cada paciente, isto €, ser§o estudados seis genes,
através dos quais serd possivel se ter um perfil genético de cada pessoa. Os nomes dos genes que
serdo estudados sdo os seguintes: 1- gene CD14; 2 - gene eNOS; 3 - gene ECA; 4 - gene SOD2; S
- gene TNFB e gene: IL-1Ra.

Apds a andlise genética, serdo comparados os resultados provenientes do estudo do DNA com os
dados que refletem o estado geral de saide do paciente.

Com este estudo esperamos compreender melhor: (I) o quanto as caracteristicas genéticas
influenciam no sucesso da recuperagdo de um paciente de UTI; (II) o quanto as caracteristicas
genéticas influenciam no sucesso da recuperagdo de um paciente com SARA; & (III) o quanto as
caracteristicas genéticas influenciam na suscetibilidade das pessoas as diferentes fragilidades
biologicas.

Quando isto for desvendado, a medicina podera contar com mais um indicador biclégico que
auxiliara no diagnostico, na prevencdo e no tratamento de diferentes doencas complexas.

0Os procedimentos a serem utilizados:

Para realizar este trabalho, vamos usar parte de uma amostra do sangue que € coletado durante
os procedimentos de rotina do paciente internado na UTIG / HSL / PUCRS. Também serdo
consultades os dados bioquimicos, fisiclogicos e clinicos presentes no prontuario de cada paciente.

05 desconfortos ou riscos esperados:

0O paciente ndo estard exposto a nenhum desconforto em decorréncia da participacdo neste estudo,
pois serdo utilizades amostras de material biolégico e dados coletados na rotina da UTIG / HSL /
PUCRS.

Garantia de resposta a qualquer pergunta;
0O paciente (ou responsavel) deve sentir-se & vontade para fazer qualquer pergunta a fim de
esclarecer suas dividas. Os responsaveis pela pesquisa garantidamente responderdo.

Rubrica do Paciente {ou responsavel) Rubrica do Pesquisador
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pagina 2 de 3.

0Os beneficios que se pode obter:

Neste momento, o paciente ndo receberd nenhum beneficio direto em decorréncia deste estudo.
Ainda n3o s3o bem conhecidos os efeitos que a heranga genética tem sobre as pessoas. No
entanto, havera beneficios para a ciéncia, pois os dados do paciente estardo contribuindo na
descoberta de indicadores genéticos que auxiliardo futuramente o diagndstico, a prevencido e o
tratamento das doencas complexas.

No futuro, caso alguma informacdo considerada importante seja identificada no material genético
analisado em decorréncia desta pesquisa, os pesquisadores buscardo o paciente (ou familiares)
para oferecer-lhe acesso a tal infoermac3o.

Liberdade de abandonar a pesquisa sem prejuizo para si:

Caso o paciente (ou o responsdvel) tenha vontade de ser retirado da pesquisa, isso podera ser feito
a qualquer momento, sem necessidade de que se apresentem justificativas e sem que se ele sofra
qualquer tipo de prejuizo. Unicamente o paciente (ou o responsadvel) devera comunicar aos
pesquisadores sua decisdo de abandonar a pesquisa, retirando-se o consentimento dado.

Compromisso com informacéao atualizada do estudo;

Toda e qualquer informacio atualizada sobre este estudo estara a disposicdo de todos os que
participam do mesmo. Os resultados deste estudo poderdo ser comunicados aos pacientes (ou
responsaveis), sempre que solicitados.

Garantia de acompanhamento adequado;

A equipe de profissionais de salide que atende no UTIG / HSL / PUCRS tem uma rotina estabelecida
no acompanhamento dos pacientes da UTL. Esta rotina de atendimento ao paciente ndo sera
alterada em nada por ocasido deste estudo. Assim, garantimeos gue a concordancia ou ndo na
participacdo deste estudo ndo implicard em qualquer modificacdo na rotina do tratamento ja
estabelecido para os pacientes. Os resultados destes exames ndo terdo efeito algum sobre o
paciente.

Garantia de Privacidade:

A dignidade e a privacidade do paciente, em relag3o a qualguer dade utilizado nesta pesquisa,
serdo mantidas. Os dados dos pacientes estardo protegidos pelos pesquisadores responsaveis
contra gqualguer tipo de uso gue ndo os previstos na investigacdo. Além disto, os dados receberdo
um numere pelo qual serdo identificades, garantinde assim, também, o anonimato dos pacientes. A
identidade do paciente serd, portanto, totalmente desconhecida pela equipe do trabalho de
pesquisa ou por qualquer outra pessoa.

Permissdo para uso da amostra de DNA e outros dados em estudos futuros:

A partir da mesma amostra do material genético, poderdo ser futuramente estudados outros
segmentos de DMA. Para isso, o paciente (ou responsavel) podera permitir que sua amostra de
DMA seja usada em novos estudos. Mesmo que esta permissdo seja dada, estudos futuros so
poderdo ser realizades desde que sejam aprovados antes por um Comité de Etica em Pesquisa.

Rubrica do Paciente (ou responsavel) Rubrica do Pesquisador
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pagina 3 de 3.

Eu, (preencher com nome do responsavel) fui
informado dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada. Recebi informacdo a
respeito dos procedimentos do estudo e esclareci minhas dividas. Sei que em qualquer momento
poderei solicitar novas informagdes e modificar minha decisdo se assim eu o desejar. A equipe do
Dr. Fernando S. Dias certificou-me de que todos os dados referentes ao paciente desta pesquisa
serdo confidencizais, bem como o seu tratamento ndo serd modificado em razdo desta pesquisa e
que, ainda, terei a liberdade de retirar meu consentimento de participagdo na pesquisa se assim o
desejar. Assim, como responsavel pelo paciente

(preencher com nome do paciente), dou

consentimento para que ele participe da pesquisa.

Paralelamente,

( ) permito que a amostra de material genético seja usada em pesquisas futuras, sem a
necessidade de nova consulta, desde que os novos estudos sejam devidamente aprovados por um
Comité de Etica em Pesquisa e estejam sob responsabilidade do mesmo Pesquisador Coordenador.
Fui informadoe que, também nesta situacdo, caso alguma informagdo considerada importante seja
identificada no material genetico anzalisado em decorréncia da pesquisa, os pesquisadores poderdo
buscar ao paciente {ou 3o responsavel) para oferecer-lhe acesso a tal informacg3o.

( ) ndo permito que o material genético seja usado em novos estudos.

Caso tenha novas perguntas sobre este estudo, posso telefonar ao Dr. Fernando S. Dias nos
telefones (51) 99743803 ou (51) 3320 3000 ramal 3037. Para qualquer pergunta sobre os meus
direitos como participante deste estudo, ou se penso que ful prejudicado pela minha participacdo,
posso chamar também a Dra. Clarice S. Alho nos telefones (51) 9113 6334 ou (51) 3320 3568 e os
responsaveis pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP-PUCRS no telefone (51) 3320 3000 ramal
3345. As ligagdes para os celulares poderdo ser realizadas a cobrar.

Declaro que recebi copia do presente Termo de Consentimento.

— /[ 20____
Assinatura do Paciente NMome do Paciente Data
(ou responsavel) (ou responsavel)
— /[ 20____
Assinatura do Pesquisador Nome do Paciente Data

Na impossibilidade de autonomia para a leitura deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
o mesmo foi lido para (preencher com
nome do paciente ou do responsavel) pelo pesquisador

(preencher com nome do pesquisador)

enquanto eu estava presente como testemunha.

S/ 20____
Assinatura da Testemunha Nome da Testemunha

Data
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8.4. CARTA DE APROVACAO DO PROJETO

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

COMISSAD CIENTIFICA

A Comissdo Cientifica do Hospital de Clinicas de Forto Alegre analisou o projeto:

Projeto: 130038
Data da Vers#o do Projeto:

Pesquisadores:
GILBERTD SCHWARTSMANN

LUIZ FERMANDO JOB JOBIM
GLARIGE SBAMPAID ALHD
LUCIANA MELLO DE OLIVEIRA
RAFAEL ROESLER

PIETRA GRAEBIM

PAMELA POATELA

FEAMANDO SUPARREGUI DIAS

Titulo:  Andlise de receptores KiR em pacientes com sapse.

Este projete foi APROVADO em seus aspecios éticos, metodoldgicos, logisticos e financeiros para
sar realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
Esta aprovagéio estd haseada nos pareceres dos rospectivos Comités de Etica @ do Servigo de Gestio

am

- Os pesquisadores vinculados ao projeto ndo participaram de qualguer stapa do processo de avaligho
de seus projetos,

- O pesquisador devers aprasentar relatérios semestrals de acompanhamento e relatério final ao Grupo
de Pesquisa e Pés-Graduagéo (GPPG)

Porto Alegre, 22 de maio da 2013

CEPHCPA,
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8.5. TERMO DE CONHECIMENTO DE PESQUISA

HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

LABORATORIO DE PATOLOGIA CLINICA

Venho por esta declarar que conheco e autorizo a investigagcdo no
Laboratério de Patologia Clinica do projeto intitulado “Andlise de receptores KIR em
pacientes com sepse” de autoria de Gilberto Schwartsmann, Rafael Roesler,
Mariana Jobim, Luciana Mello de Oliveira, Pamela Portela, Pietra Graebin, Clarice

Sampaio Alho, Fernando Suparregui Dias, além de mim, Luiz Fernando Jobim.
Coloco-me a disposigéo para quaisquer esclarecimentos.

Atenciosamente,

[ s e
O\() N
Luiz Fernando Jobim

Chefe do Servico de Patologia Clinica

Porto Alegre, 22 de janeiro de 2013.
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8.6. TERMO DE CONFIDENCIALIDADE DOS DADOS

JC
D

c Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Grupo de Pesquisa e Pés-Graduagao
Termo de Compromisso para Utilizacdo de
Material Bioldgico e Informagoes Associadas

Titulo do Projeto

Ardlise de receptores KIR em pacientes com sepse.

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar a
privacidade dos pacientes cujos materizis bibldgicos estio mantidos em
biorepositdrios, bem como de suas respectivas informacdes associadas, contidas
em prontuarios 2 bases de dados do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.,
Concordam, igualmente, que estas informagdzs serdo ulilizadas Onica e
exclusivamente para exscugdo do presente proeto. As informactes soments
poderdo ser divuigadas de forma andnima.

Porto Alegre, 26 de novembro de 2012

Mome dos Pesquisadores

Gilbarto Schwartsmann

Rafael Roasler

Mariana Jobim

Luiz Fermando Jobim

Luciana Mello de Oliveira

YLuoug l@ﬂlﬂtﬁ

Pamela Portela

Yopde !«)of*cﬂ@

\
1

Pietra Graebin ‘/f" /,4%% /g‘ﬂm i hﬂ ﬂ

Clarice Sarnpaio Alho ' C A G,lh}L.k W )

Fernando Suparragui Dias M“’L’ c_f\} ,ij
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8.7. COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO ARTIGO ORIGINAL
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