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Resumo

O presente estudo tem como objetivo estudar a associagdo entre o polimorfismo
I/D do gene ECA com a susceptibilidade e mortalidade relacionada a SARA, em uma
populacdo de pacientes criticos no sul do Brasil.

Todos os pacientes criticos admitidos na UTI Geral do Hospital Sdo Lucas da
PUCRS entre janeiro de 2004 e junho de 2006 foram candidatos a pesquisa, dos quais
foram arrolados 400 individuos. O paciente foi considerado como tendo sindrome da
angustia respiratoria aguda (SARA) ao preencher os critérios do Consenso Americano-
Europeu em qualquer momento da internagao na UTI.

De cada paciente foram retirados 5mL de sangue para obtencdo de DNA e
genotipagem do polimorfismo I/D do gene ECA.

A incidéncia de SARA foi de 11,8%. Os pacientes com SARA foram mais jovens do
que os sem SARA (p=0,0001). O escore APACHE II da admissdo foi semelhante nos
grupos de pacientes com (19,3+6,85) e sem SARA (19,4+8,14), e o grau de disfuncao
organica determinado pelo escore SOFA foi maior entre os pacientes sem SARA no
primeiro dia (p=0,007) e depois, durante a primeira semana, entre os pacientes com
SARA (dia 2 até dia 7, p=0,009; p=0,003; p=0,003; p=0,001; p=0,004; p=0,04,
respectivamente). Este estudo nao encontrou nenhuma associagdao entre o polimorfismo
I/D do gene ECA e a susceptibilidade a SARA ou a mortalidade. A mortalidade na UTI e

na internacdo hospitalar foi de 42,5% e de 48,9%, respectivamente.



Abstract

The aim of this study was to determine if the polymorphism I/D of the angiotensin
converting enzyme (ACE) gene is associated with susceptibility for and mortality related
to acute respiratory distress syndrome (ARDS) in a population of critically ill patients in
South Brazil.

A cross-sectional study was conducted of consecutive, critically ill patients,
admitted to the General ICU in Porto Alegre, Brazil, between January, 2004 and June,
2006.

Four hundred consecutive, critically ill patients were enrolled. A patient was
considered having ARDS if he/she had criteria according the American-European
Consensus Conference, anytime during the ICU stay.

Interventions: A blood sample (5 ml) was drawn for genotyping I/D ACE gene
polymorphism.

The incidence of ARDS was 11.8%. Patients with ARDS were younger than non-
ARDS patients (p<0.0001). The APACHE II score was similar in both groups, and the
level of organ dysfunction determined by the SOFA score was higher in non-ARDS
patients on the first day (p=0.007), and thereafter, higher in the ARDS group (day 2 to
day 7, p=0.009; p=0.003; p=0.003; p=0.001; p=0.004; p=0.04, respectively). We were
unable to find any association between the I/D polymorphism of ACE gene and
susceptibility or mortality in ARDS and non-ARDS patients. ICU and hospital mortality in

ARDS patients was 42.5% and 48.9%, respectively.



Capitulo 1

1.1 Introducao



Critérios Diagnosticos e Epidemiologia

A Sindrome da Angustia Respiratéria Aguda (SARA) caracteriza-se por edema
pulmonar devido a intensa resposta inflamatdria, o que acarreta alteracdes significativas
na oxigenagdao e mecanica respiratoria (Ashbaugh et al, 1967; Bernard et al, 1994). A
descricdo inicial de SARA foi em um grupo de 12 pacientes com insuficiéncia respiratéria
de inicio agudo, hipoxemia e redugdo da complacéncia pulmonar apés uma variedade de
estimulos como politrauma, pancreatite aguda, contusdo pulmonar, embolia gordurosa,
pneumonia e aspiracao de conteldo gastrico (Ashbaugh et al/, 1967). Durante muitos
anos varias denominagdes e inumeros critérios dificultaram a uniformidade na descricdo
desta sindrome, o que retardou uma melhor compreensao de sua epidemiologia (Krafft et
al, 1996; Garber et al, 1996). Em 1988, chegou a ser proposta uma ampliacdo dos
critérios de SARA (Murray et al, 1988), gerando um escore chamado LIS (lung injury
score), muito utilizado para estratificar a gravidade da lesao pulmonar. Este escore
considera aspectos radioldgicos, a fragdo inspirada de oxigénio (FiO,), o nivel de pressdo
positiva ao final da expiracdo (PEEP) e a complacéncia pulmonar.

Em 1994 a Conferéncia de Consenso Americana-Européia estabeleceu critérios de
SARA com base em quatro variaveis: inicio da lesdo pulmonar, oxigenacdo, achados
radioldgicos e auséncia de manifestacdes de insuficiéncia cardiaca (Bernard et al, 1994)
que permitiu a realizagdo de estudos epidemioldgicos globais e uma melhor compreensao
de sua distribuicdo em diferentes paises e grupos de pacientes (Zilberberg et al, 1996;
Luhr et al, 1999; Bersten et al, 2002; Dias et al, 2002; Fialkow et al, 2002; Goss et al,
2003; Brun-Buisson et al, 2004; Rubenfeld et al, 2005).

Em uma coorte de 107 pacientes clinicos com lesdao pulmonar aguda (LPA), a
incidéncia de SARA foi de 76%. Através de anadlise multivariada, esses autores
mostraram haver relagdo com a mortalidade as seguintes varidveis: idade acima de 65
anos, transplante de drgdos, infeccdo pelo HIV, céncer, cirrose e sepse. A mortalidade
neste grupo foi de 58% (Zilberberg et al/, 1998). Um estudo realizado na Escandinavia,
avaliou prospectivamente durante oito semanas, todos os pacientes admitidos em 132
UTIs da Suécia, Dinamarca e Islandia. De 13.346 pacientes com idade superior a 15 anos

incluidos, 1.231 apresentaram insuficiéncia respiratéria aguda (IRA), 287 apresentaram



LPA e 221 apresentaram SARA. A incidéncia de LPA e SARA foi 17,9 e 13,5 por 100.000
habitantes/ano, respectivamente (Luhr et al, 1999).

Recentemente, um estudo multicéntrico em 10 paises europeus mostrou uma
incidéncia de LPA de 7,1% (n = 463) em uma populacdo de 6.522 individuos admitidos
em UTI. Um fato interessante deste estudo é que destaca o aspecto dinamico do
continuum da LPA, com aproximadamente 2/3 dos pacientes evoluindo para SARA
durante a internagdao. A mortalidade hospitalar de 55% foi relacionada a idade, a
gravidade da doenca aguda e a disfuncdao organica (Brun-Buisson et al, 2004). Nos EUA,
um estudo aponta para incidéncia de LPA de 78,9 e de SARA de 58,7 por 100.000
pessoas/ano, com mortalidade de 38,5% e 41,1%, respectivamente. O fator de risco
mais freqliente para o desenvolvimento de LPA foi sepse, principalmente quando o foco é
pulmonar e a idade foi um importante fator relacionado ao aumento de mortalidade
(Rubenfeld et al, 2005). De acordo com informagdes do banco de dados do ARDS (Acute
Respiratory Distress Symdrome) Network, onde foram incluidos 7.455 pacientes de 20
hospitais, a incidéncia da LPA nos EUA é estimada em 64,2 por 100.000 pessoas/ano
(Goss et al, 2003).

Na Austrdlia, a incidéncia de LPA e SARA é de 34 e 28 casos por 100.000
habitantes/ano, com uma mortalidade de 32% e 34%, respectivamente (Bersten et al,
2002). Na América do Sul, a incidéncia de SARA varia entre 2,3% e 7,7% (Fialkow et al,
2002; Dias et al 2002; Estenssoro et al, 2002). Em uma populacdo de 2.182 individuos
admitidos na UTI Geral do Hospital Sao Lucas da PUCRS, entre janeiro de 1997 e
setembro de 2001 a incidéncia de SARA foi de 6.46%, com uma mortalidade de 79%.
Esta mortalidade elevada poderia ser conseqliéncia da predominancia de sepse e de
choque séptico como fatores de risco e da gravidade da lesdao pulmonar avaliada pelo

escore LIS (Dias et al, 2002).



Classificacao da Lesao Pulmonar

Duas barreiras separam a membrana alvéolo-capilar, o endotélio microvascular e
o epitélio alveolar (Ware & Matthay, 2000). De acordo com o lado da barreira alvéolo-
capilar lesado inicialmente, a SARA pode ser classificada em pulmonar ou primaria e
extrapulmonar ou secundaria. Na SARA pulmonar, a primeira estrutura a ser lesada é o
epitélio alveolar, o que leva a ativacdo dos macréfagos alveolares e da cascata
inflamatoria, produzindo um quadro de inflamagdo pulmonar. O dano epitelial provoca
alteragbes no espacgo intra-alveolar como edema, deposicdo de fibrina e colageno,
agregados de neutrofilos e/ou sangue. Na SARA extrapulmonar, a lesdo pulmonar é
provocada por mediadores inflamatorios produzidos na circulagdo sistémica, distante do
pulmdo. A primeira estrutura a ser lesada, nesse caso, é o endotélio vascular, havendo
recrutamento de mondcitos, leucdcitos, plaquetas e outras células. A alteragao patolégica
devida a SARA extrapulmonar é a congestdo microvascular e o edema intersticial (Pelosi
et al, 2001). A relevancia clinica do tipo de SARA tem sido motivo de debate em funcdo
da mortalidade (Callister et al, 2002). Quando a sepse é o fator etiolégico associado,
mostra um pior desfecho do que o trauma, inclusive com aumento na mortalidade em
uma avaliagcdo comparativa de um mesmo centro ao longo de uma década (Pola et al,
2000).

Na tentativa de estabelecer diferencas na mecanica respiratéria entre SARA
pulmonar e extrapulmonar, foram estudados 21 pacientes, 12 com lesdo primaria e 9
com lesdo secundaria. O principal achado foi que os pacientes com SARA pulmonar
apresentaram pulmdes menos complacentes, sem resposta ao uso de PEEP, enquanto
que os com SARA extra-pulmonar tinham um aumento de rigidez da caixa toéraco-
abdominal e pulm&es mais complacentes, melhorando com o emprego de PEEP. Os
autores postulam que haveria dois tipos de resposta na mecanica pulmonar de acordo
com a lesdo, primaria ou secundaria (Gattinoni et al, 1998). Outro estudo procurou
estabelecer diferencas entre SARA pulmonar e extra-pulmonar com base no diagnodstico
por imagem radioldgica. Os autores encontraram um padrao assimétrico na SARA

pulmonar, consolidacbes entremeadas com lesdes do tipo vidro moido, enquanto que a



SARA extrapulmonar apresenta predominio de lesGes do tipo vidro moido (Goodman et
al, 1999).

Entretanto, a mortalidade atribuida a SARA pulmonar e extrapulmonar varia
consideravelmente (Callister et al, 2002), com alguns estudos mostrando apenas uma

tendéncia de aumento na SARA pulmonar (Lim et al, 2001; Sunthralingam et al, 2001).

Fisiopatologia

A fase aguda da SARA caracteriza-se por edema alveolar rico em proteina em
decorréncia do aumento da permeabilidade alvéolo-capilar (Ware & Matthay, 2000; Ware
& Bernard, 2005).

Os mecanismos pelos quais o endotélio vascular e o epitélio alveolar sdo lesados
sdo multiplos, dependendo do tipo da lesdo inicial (Ware & Bernard, 2005), entre os
quais o estresse produzido pela ventilagdo mecénica, que provoca uma resposta
inflamatoria, evidenciada pelo infiltrado de neutréfilos nos pulmodes, pelo aumento nos
niveis de mediadores inflamatérios e pela propagacdo da cascata inflamatéria (Villar,
2002).

Os mediadores da LPA e SARA podem ser agrupados em humorais e celulares. Os
principais mediadores humorais sdo as citocinas, os eicosandides, o fator de agregacao
plaquetaria, os radicais livres de oxigénio (RLO;), as proteases, os produtos da
coagulagdo, os fatores de crescimento e os fatores estimuladores de col6nia. Entre os
mediadores celulares, os neutréfilos, os macréfagos, as células endoteliais, os
pneumdocitos tipo II, os fibroblastos e os linfécitos sdo os principais envolvidos no
processo de inflamagao e reparo (Gulinther et a/, 2001).

Os eventos intermedidrios que ocorrem entre a recepcdo de um sinal bioldgico na
membrana celular e a eventual conversdo deste sinal em alteragdo na expressao génica
no nivel nuclear, € um importante fator nos mecanismos de regulacdo da resposta
inflamatoria. Nesse cenario, o NF-kB desempenha um papel de extrema importancia. O
NF-xB regula a expressdo de inUmeros genes envolvidos na inflamagdo, na imunidade e
no crescimento celular, como o TNF-a, interleucinas (IL), proteina inibitéria de

macréfagos 1 o (MIP-1a), fator estimulador de colonia de granulécitos (G-CSF) e



macrofagos (M-CSF), moléculas de adesao e outros elementos como 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS), proteina C reativa e ciclo-oxigenase 2 induzivel. De modo semelhante
ao NF-xB, a familia de proteinas AP-1 (activating proteins 1) desempenha um papel
importante na inflamagdo, na proliferacao celular e na apoptose (Shanley & Wong,
2001).

O aumento da expressao de citocinas pro-inflamatérias como o TNF-a, IL-1 e a IL-
8, € um evento importante que ocorre precocemente na SARA. Esses mediadores sdo
importantes para a ativagdo e preparo dos neutréfilos para sua interagdao com o endotélio
ativado. Os niveis de TNF-a estdo elevados precocemente na SARA, podendo
desencadear a degranulacdo dos neutrdfilos e a sintese de proteases e formacdo de
RLO,. Além dessas alteracdes pro-inflamatérias, pode haver falha na expressao e sintese
de citocinas anti-inflamatérias como a IL-4, IL-10 e IL-13. A combinacdo dessa resposta
agrava a resposta inflamatdria e a gravidade da evolugao clinica (Glinther et al, 2001).

Os mediadores lipidicos como os eicosandides, os leucotrienos e o fator de
agregacao plaquetaria (FAP) desempenham um importante papel na evolugdo da LPA e
da SARA. O leucotrieno B4 (LTB4) tem uma potente quimiotaxia para os neutroéfilos
aumenta a permeabilidade vascular e promove intensa vasoconstricdo. O tromboxano A2
(TxA,) induz a vasoconstricdo, enquanto a prostaciclina (PGI,) e a prostaglandina E (PGE)
sdo potentes vasodilatadores. O FAP induz a broncoespasmo e a vasoconstricdo (Giinther
et al, 2001).

A geracdo de RLO, deriva principalmente dos neutréfilos ativados, podendo
resultar em oxidacdo do DNA, de proteinas e de lipideos, o que contribui para a
degradacdo do parénquima pulmonar (Glnther et al, 2001).

O endotélio e o epitélio sdo capazes de sintetizar quantidades significativas de
fatores pré-coagulantes e anti-fibrinoliticos em condigdes de inflamagdao ou sepse. No
lado endotelial, a expressao do fator tecidual estd aumentada e a expressao e a sintese
do inibidor 1 do ativador do plasminogénio também estd aumentada. A trombomodulina,
gue em condicGes fisioldgicas é expressa de modo intenso na circulagdo pulmonar, esta
significativamente reduzida na sepse e na SARA, prejudicando a capacidade dos pulmdes

em degradar rapidamente a trombina. A ativacao da cascata da coagulacao pode resultar



em microtrombose e microembolia, acarretando mais dano funcional ao paciente com

SARA (Glnther et al, 2001).

Impacto da Genética na LPA e SARA

Uma questdo importante na LPA e na SARA é por que alguns pacientes morrem
como resultado de uma inflamagao descontrolada ou por sepse, enquanto outros se
recuperam sem maiores problemas? Estudos epidemioldgicos indicam que a incidéncia e
o desfecho da SARA depende parcialmente da natureza da doenga precipitante e da
suscetibilidade individual (Villar, 2002), porém marcadores de suscetibilidade poderao
indicar diferencas entre individuos ou populacdes, responsaveis pela resposta ao estimulo
inflamatorio (Villar et al, 2003).

Os eventos celulares envolvidos na mediacao da inflamagdo, na lesao tecidual e
no reparo sdo controlados em nivel molecular, ndao podendo ser totalmente explicados
sem se considerar a funcdo dos genes participantes nesta resposta e seus produtos
(Villar & Siminovitch, 1999). Em estudos experimentais foi demonstrado que a VM com
volume corrente (VC) elevado causa a expressdao de genes de mediadores pro-
inflamatorios (Copland et al, 2003). Existem evidéncias de que a resposta imune humoral
e celular é objeto de controle genético polimdrfico, o que poderia explicar a diversidade
de manifestacdes, e desfechos e de risco de tornar-se crbnica entre pacientes com a
mesma doenca. Isso se deve a polimorfismos génicos, os quais sdo variantes de genes,
em pelo menos 1% da populagao (Villar, 2002).

A conclusdo da seqiéncia do genoma humano catalogou mais de 1.4 milhdes de
polimorfismos de um nucleotideo Unico (SNP - single nucleotide polymorphism), com a
maioria das variagdes ocorrendo em regides do genoma que nao codificam para produtos
protéicos (The International SNP Map Working Group, 2001). Quando estes SNPs
ocorrem em regides que codificam proteinas, podem afetar a fungdo ou a eficiéncia desta
proteina ou de um gene (Burke, 2003).

A abordagem genética do polimorfismo de genes que sdo importantes para a
fisiologia normal, levou alguns autores a propor uma avaliagdo genética em pacientes

com risco de desenvolver LPA/SARA, poderia estabelecer graus de predisposicao



genética. A associacdo entre variantes funcionais de um gene responsavel pela sintese de
um mediador pré-inflamatério e o fendtipo clinico, poderia auxiliar na identificagdo de
importantes processos fisiopatoldgicos durante o curso da doenca (Villar, 2002). Na
presente década, alguns genes candidatos foram estudados em pacientes com LPA e
SARA [Marshall et al, 2002 (ECA); Medford et al, 2005 (FCEV); Gong et al, 2005 (TNFa -
308G>A e TNFB 1/2); Frerking et al, 2005 (-26G>A CC16); Jerng et al, 2006 (ECA);
Gong et al, 2007 (MBL-2); Zhai et al, 2007 (NFBIA); Bajwa et a/, 2007 (FEPB -1001T>G
e -1543C>T); Adamzik et al, 2007 (NFKB1)], mostrando que a biologia molecular através
da determinacdo da predisposicdo genética, é uma ferramenta importante na
identificacdo da populacdo de pacientes criticos de risco para o desenvolvimento e
mortalidade na LPA e SARA.

Sendo a SARA uma condigcdao que cursa com edema pulmonar por aumento de
permeabilidade, o efeito do fator de crescimento do endotélio vascular (FCEV), um
potente vasodilatador, foi investigado. O FCEV apresenta um polimorfismo 936 C>T, o
qual foi estudado para determinar sua participacao na suscetibilidade genética da SARA.
Um total de 137 individuos normais e 220 pacientes submetidos a VM foi avaliado
prospectivamente. Os pacientes em VM foram agrupados em: com risco para SARA
(n=103) e com SARA (n=112), e 5 foram excluidos da analise. Os genétipos CT e TT
foram significativamente mais freqlentes nos pacientes com SARA do que no grupo
normal (p=0,02) e no grupo de risco para SARA (p=0,03). O alelo T ocorreu com maior
freqliéncia no grupo com SARA (p=0,04) em comparagdo com os outros grupos. Nao
houve diferenca na mortalidade entre o grupo de risco para SARA e o0 grupo com SARA,
entretanto os pacientes com SARA e gendtipo CT e TT apresentaram escore APACHE III
maior do que os com genoétipo CC (p < 0,05). Estes achados sugerem que existe
associacao do alelo T com suscetibilidade para SARA e disturbios fisioldgicos, conforme
evidenciado pelo escore APACHE III (Medford et al, 2005).

O polimorfismo do gene da proteina B do surfactante pulmonar (SB-P) em
pacientes com risco para LPA primaria e SARA também foi estudado. O surfactante
pulmonar é sintetizado principalmente pelos pneumdcitos tipo II e age reduzindo a

tensao superficial nos alvéolos, o que permite a expansao normal dos pulmdes. Além
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disso, o surfactante possui propriedades imunoldgicas, favorecendo a fagocitose e a
guimiotaxia dos macrofagos alveolares (Gong et al, 2004).

Em uma coorte de 189 pacientes com fatores de risco para SARA, 72 (38%)
desenvolveram a sindrome, sendo a incidéncia maior nos individuos admitidos na UTI
com choque séptico e aspiragdo pulmonar. Trinta e sete individuos (20%) possuiam uma
variante do gendtipo SB-P com uma freqiiéncia do alelo de 0.10. Apods estratificacdo de
acordo com o sexo, houve um aumento significativo na razao de possibilidades para a
ocorréncia de SARA em mulheres com a variante mutante do alelo SB-P de 4.5 (IC, 1.1-
18.8; p=0,03), o que nao ocorreu nos homens (Gong et al, 2004).

Um polimorfismo -26G>A na regidao que codifica para proteina 16 das células
claras (CC16) foi associado a reducdo dos niveis séricos de CC16 em pacientes com asma
(Laiang et al, 1998). A CC16 exerce inibicdo potente da quimiotaxia dos neutrdfilos e
atividade da fosfolipase A, (Nagase et al, 2000). O polimorfismo CC16 -26G>A foi
estudado em uma populagdo de 117 pacientes com SARA e 373 individuos sadios. Ndo
houve diferenca nas frequéncias dos genodtipos da proteina CC16 entre os pacientes com
SARA e os individuos sadios, levando os autores a concluir que este polimorfismo ndo
afeta a suscetibilidade e o desfecho da SARA (Frerking et a/, 2005).

Os polimorfismos -308G>A e TNFB1/2 do gene do FNT-a tém sido associados a
suscetibilidade para a ocorréncia e mortalidade na sepse (Mira et al, 1999). Em outro
estudo, a influéncia do polimorfismo -308G>A na suscetibilidade para SARA foi
heterogénea e dependente do tipo de lesdo pulmonar, primaria ou secundaria. A
mortalidade em 60 dias mostrou diferenca estatisticamente significativa dependente da
heranca genética em relacdo ao SNP -308 G>A (p=0,01), especialmente no grupo de
pacientes com idade inferior a 67 anos. O polimorfismo TNFB1/2 nao mostrou associagao
com mortalidade (Gong et al/, 2005).

A MBL (mannose binding lectin) é uma proteina de reconhecimento padrao,
importante na ativacao do sistema complemento e opsoninas indutoras de fagocitose
(Gadjeva et al, 2004). A proteina MBL é codificada pelo gene MBL-2 (mannose biding
lectin-2), situado no cromossomo 10. Os niveis de MBL circulantes sdo dependentes de

trés SNPs nos codons 52 (db SNP ID rs5030737), 54 (db SNP ID rs 1800450) e 57 (db
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SNP ID rs 1800451), no exon 1 e um SNP na posigdo -221 (MBLXY; db SNP ID
rs7096202) (Turner, 2003). As variantes alélicas do exon 1 sdo conhecidas como D, B e
C, respectivamente, enquanto o alelo selvagem é conhecido como A. As variantes alélicas
no exon 1 e o alelo X no polimorfismo MBLXY estdo associados com deficiéncia nos niveis
séricos de MBL, em particular os individuos homozigotos para as variantes alélicas raras
(Garred et al, 1999). Um estudo de casos e controles avaliou 212 pacientes caucasianos
com SARA e 442 controles, tendo como hipdtese de que o alelo X do polimorfismo MBLXY
e as variantes D, B e C dos codons 52, 54 e 57 do gene da MBL2, associam-se ao
aumento da suscetibilidade e da mortalidade na SARA (Gong et al/, 2007). Os pacientes
homozigotos para a variante alélica 54B (54BB) tinham maior gravidade na admissao,
maior probabilidade de choque séptico e SARA, em comparacdo com os heterozigotos e
homozigotos para o alelo selvagem. A associacdo com SARA foi especialmente marcada
nos pacientes com choque séptico. Nos pacientes que desenvolveram SARA, o gendétipo
54BB associou-se a maior niumero de disfuncbes organicas e mortalidade (Gong et al,
2007).

Como anteriormente citado, o NF-kB é um fator de transcricdo que quando se liga
a sitios chaves do DNA, regula a expressdo de varios genes envolvidos na inflamacdo, na
imunidade, no crescimento celular e na apoptose (Shanley & Wong, 2001). Em células
nao estimuladas o NF-kB esta presente em sua forma inativa no citoplasma ligado ao seu
inibidor I-xB (NFKBIA). Quando ocorre estimulacdo, o NFKBIA é rapidamente degradado,
liberando ou translocando o NF-xB no nucleo e ativando os genes alvo (Christman et al,
2000). Foram identificados trés SNPs nas posicoes -881, -826 e -297 no promotor do
gene do NFKBIA (Mozzato-Chamay et al/, 2001). Um estudo avaliou 1.210 pacientes
caucasianos criticos com fatores de risco para o desenvolvimento de SARA,
acompanhados prospectivamente durante 60 dias. Em 382 pacientes houve a ocorréncia
de SARA e 828 serviram como controles. Nenhum polimorfismo individualmente
associou-se ao desenvolvimento de SARA, porém os haplétipos do gene NFKBIA
associaram-se globalmente com a ocorréncia de SARA, em particular o haplétipo GTC,

em pacientes masculinos e com lesdo pulmonar direta (Zhai et a/, 2007).
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Um polimorfismo I/D no promotor do NFKB1 foi estudado visando estabelecer
associacdao com a gravidade e mortalidade na SARA. A gravidade da SARA foi avaliada
através do escore LIS, sendo um valor acima de 3 considerado grave. Em uma populagao
de 103 pacientes caucasianos adultos com SARA, os portadores do alelo D apresentaram
um risco maior de desenvolver SARA grave e o gendtipo DD foi mais freqliente nos
pacientes com LIS acima de 3 (p=0,0042) (Adamzik et al, 2007).

O fator estimulador de col6nia célula pré-B (FEPB) foi inicialmente isolado de uma
biblioteca de cDNA de linfocitos humanos (Samal et al/, 1994). Em modelos animais de
LPA e em humanos, a expressao do FEPB esta aumentada no lavado bronco-alveolar
(LBA), e ja foram descritos 11 SNPs no gene desta citocina (Ye et al, 2005).

Os polimorfismos do FEPB -1001T>G e -1543C>T foram avaliados em um estudo
de caso-controle com 375 pacientes com SARA e 787 controles com fatores de risco. A
variante alélica -1001T>G e os haplétipos relacionados mostraram associacdo com
aumento do risco de desenvolver SARA e de mortalidade na UTI. A variante alélica -
1543C>T e os haplétipos relacionados associaram-se a uma diminuigdo na ocorréncia de
SARA entre pacientes com choque séptico e um desfecho melhor nos pacientes com

SARA (Bajwa et al, 2007).

O Sistema Renina-Angiotensina

Ha aproximadamente um século, foi descoberta nos rins a existéncia de um fator
capaz de elevar a pressao arterial, o qual foi chamado de renina. A partir de entao, foi
caracterizado o sistema renina-angiotensina (SRA) como sendo o principal determinante
do volume intravascular e da regulagao da pressao arterial (Re, 2001).

Um importante componente do SRA é a enzima conversora da angiotensina (ECA;
EC 3.4.15.1), uma metalopeptidase zinco-dependente cuja principal fungdo é a conversao
da angiotensina I em angiotensina II (um peptideo vasoativo e estimulador da secrecdo
de aldosterona) e a inativagao de bradicinina (Murphey et al, 2000). A ECA é responsavel
pela remocao de dois residuos C-terminais da angiotensina I (histidina e leucina),
produzindo o octapeptideo vasoconstritor angiotensina II (Sibinga & Ware, 2000;

Bernstein, 2002). A principal atividade enzimatica da ECA estd relacionada com
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membranas celulares, estando ancorada a membrana plasmatica através de um dominio
hidrofébico préoximo a extremidade C-terminal (Hooper et al, 1987), sendo encontrada no
endotélio dos vasos sanguineos e também em outros d6rgdaos como pulmoes, rins,
intestino, cérebro, coracdo e glandulas adrenais (Niu, 2002).

O manejo de condicbes clinicas como a hipertensdo arterial sistémica (HAS), a
insuficiéncia cardiaca e o pods-infarto agudo do miocardio, melhorou significativamente
com o conhecimento dos mecanismos do SRA (Sowers et al, 2001). Estudos fisioldgicos,
farmacologicos e genéticos, demonstram a importancia da ECA quanto ao seu efeito nas

doencgas cardiovasculares (Keavney et al, 1998) e na LPA (Marshall et al, 2004).

O Gene ECA

O gene ECA encontra-se localizado no locus 1723 e contém 26 exons (Niu,
2002). A estrutura do gene humano da ECA sugere ter havido uma duplicacdo a partir de
um gene da ECA ancestral. Os exons codificam dois dominios homoélogos da molécula da
ECA, altamente similares em tamanho e seqiiéncia (Niu, 2002) que indicariam um evento
evolutivo de duplicacdo que poderia ter ocorrido muito cedo na evolugdo, entre 118 e
194 milhGes de anos (Hubert et al, 1991). A expressdao do gene da ECA é tecido-
dependente, sendo identificadas duas isoformas principais, uma somatica (seCA) e outra
testicular (tECA). Tais isoformas sao devidas ao emprego de promotores alternativos ou
processamento diferencial (Niu, 2002; Kumar et al, 1991). A isoforma somatica é
codificada pelo gene completo, compreendendo 1306 aminoacidos, transcrita a partir dos
exons 1 a 26 com excecao do exon 13, removido por processamento. Compreende duas
regides homodlogas (exons 1-12, 14-26), contendo dois dominios cataliticos, nas porcées
amino- e carboxi-terminal, cada qual com o mesmo motivo ligado ao zinco (Valee & Auld,
1990), altamente conservado entre diferentes espécies (Niu, 2002). A isoforma testicular
da ECA é controlada por um promotor de 91 pares de bases presente no intron 12,
coordenando a expressdo do exon 13 (especifico da isoforma tECA) e da segunda metade
do gene (exons 14-26) (Bernstein et al, 1989; Niu, 2002). A proteina da tECA tem um

Unico dominio catalitico N-terminal (Niu, 2002), determinado pelo exon testiculo-
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especifico, enquanto que a seqliéncia remanescente é idéntica ao dominio C-terminal da

SECA (Kumar et al, 1991).

Em 1990 foi descrito o polimorfismo mais conhecido deste gene, que consiste na
presenca (alelo I) ou auséncia (alelo D) de um fragmento Alu de 287 pares de bases
proximo a extremidade 3’ do intron 16. Essa variacdo polimorfica produz trés possiveis
gendtipos: II, ID e DD. O polimorfismo I/D da ECA esta associado a 47% da variabilidade
fenotipica das concentracées da ECA sérica, sendo as concentracbes mais elevadas
associadas a presenca do alelo D (Rigat et al/, 1990).

As seqléncias Alu sdo os mais abundantes elementos méveis do genoma humano,
compreendendo mais de 10% deste (International Human Genome Sequencing
Consortium, 2001), usualmente contendo entre 100 e 300 pares de bases (Roy et al,
2000). Nao estdo uniformemente distribuidas no genoma humano, acumulando-se
preferencialmente em regides ricas em genes, podendo influenciar a regulacao da
expressdo génica (Chen et al, 2002).

A origem e amplificagdo destes elementos sao eventos evolutivamente recentes,
coincidentes com a divisdo dos primatas hd mais de 65 milhGes de anos. Assim, dado
gue ndo ha evidéncia de que exista qualquer tipo de processo especifico que remova
elementos Alu do genoma, o estado ancestral do polimorfismo de insercdo Alu é aquele
em que o elemento estd ausente em determinado local gendémico. As seqliéncias Alu
replicam-se e a cépia resultante insere-se aleatoriamente em uma nova posicdo no
genoma (Batzer & Deininger, 2002). Cada nova insercdo € um evento unico. Individuos
que compartilham estes elementos herdaram-nos de um ancestral comum. Alguns
elementos Alu produzem mutacdes com efeitos deletérios, ndo sendo transmitidos a sua
descendéncia. Em sua maioria, porém, os elementos mdveis foram inseridos no ancestral
em regides génicas, mantendo-se preservados, as vezes modificados por selegdo e agora
afetando o controle da transcricdo de um gene adjacente (Britten 1996; Batzer &

Deininger 2002).
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O Efeito da Insercao Alu no Intron 16: O Polimorfismo I/D

Dado que a insercdo Alu (alelo I) tenha ocorrido dentro de um segmento intronico
do gene da ECA, para que o polimorfismo I/D tenha repercussao na expressao do
produto final (enzima), ao menos algumas situagdes teriam plausibilidade bioldgica:

(I) Considerando que a insergdo seja uma mutacdo silenciosa (por ser intronica),
sua repercussdao fenotipica ocorreria por supostamente estar ligada a uma outra
mutacao, esta sim afetando a expressao final do gene. Em praticamente todas as
populacdes humanas estudadas, o alelo I estd presente numa freqléncia elevada,
superior a 0,3 (Samani et al, 1996) o que permite inferir que a presenca deste alelo foi
compativel com a adaptacgao dos individuos portadores nos ultimos milhares de anos.

Da mesma forma como as insercdes da familia Alu se propagaram ao longo da
evolucdo dentro do genoma humano, outras centenas de milhares de mutagdes também
alteraram o genoma nos mais variados locais e com as mais diversas repercussdes
fenotipicas. As associacles relatadas entre a heranca do alelo D e os processos
vasopressorios patoldgicos poderia ser entendida, portanto, se assumir-se que a insergao
Alu estd em desequilibrio de ligagdo com uma outra mutacdo que seria a verdadeira
responsavel pela alteracdo da atividade da ECA. Dessa forma, o polimorfismo I/D passa a
ser apenas marcador da caracteristica genética realmente determinante e as variagbes
encontradas entre as diferentes populagdes humanas dependeria da extensdao do
desequilibrio de ligacdo entre as duas mutacgdes polimdrficas (Batzer & Deininger 2002;
Dewannieux et al, 2003).

(II) A insercao Alu pode ter alterado o mecanismo de splicing, afetando pelo
menos em parte, a maquinaria de transcricdo da ECA ou ainda apresentar um papel
regulador da expressao do gene ECA ou algum outro a ele relacionado. A manutengao
dos segmentos intronicos é um forte indicativo de sua importancia evolutiva. Assim,
regides nao codificadoras do genoma tém se mantido quase que intactas durante milhGes
de anos devido a relevancia do papel por elas desempenhado, por ora desconhecidos.
Essas extensas regides ndo codificadoras contém uma colecdo de outras unidades de
transcricdo, cujos RNAs podem estar interferindo na quimica celular (Mattick, 2003a;

Mattick, 2003b).
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(III) No que se refere ao controle pés-transcricional, foram descritos segmentos
intronicos que sao transcritos para microRNAs, os quais sdo segmentos que formam
estruturas RNA fita-dupla (em grampos) apds transcritos, que interferem silenciando
genes ou reduzindo a taxa de tradugao de alguns mRNAs, mecanismo conhecido como
de RNA de interferéncia (Hannon, 2002). Experimentalmente, a construcdo de
transgenes com inserces intronicas direta ou reversa parece aumentar o efeito de
silenciamento pds transcricional, uma vez que o processo de excisdao intronica por
spliceossomas poderia ajudar no alinhamento dos bragos complementares do grampo de
iRNA, favorecendo sua hibridizagao (Smith, 2000).

As porgcbes genOmicas nao codificadoras (até entdo pouco exploradas) podem,
portanto, interferir na transmissdao da informacdo e, conseqlientemente, no fendtipo
final. No entanto, estudos realizados até o momento ndo demonstraram associagao entre
expressao de mRNA da ECA e o polimorfismo I/D (Tamaki et al, 1997; Spruth et al,

1999).

Polimorfismo I/D do Gene ECA e SARA

O polimorfismo I/D do gene ECA estd associado a uma série crescente de
doencgas. O alelo D foi identificado como fator de risco para doenga vascular renal
(Missouris et al, 1996), hipertrofia ventricular esquerda em pacientes com hipertensao
arterial sistémica (Celentano et al, 1999), pneumonia em idosos (Morimoto et al, 2002),
morbimortalidade apds cirurgia de RM (Volzke et al, 2002), tempo de ventilagao
mecanica apos cirurgia de revascularizacdo miocardica (RM) (Yende et al, 2004) e
complicagGes pulmonares apos cirurgia de esofago (Lee et al, 2005).

Em pacientes com SARA, o primeiro estudo a demonstrar uma associacao positiva
entre uma variacdo polimoérfica de um gene candidato e o risco de desenvolver a
sindrome foi publicado recentemente. Noventa e seis pacientes com diagndstico de SARA
de acordo com os critérios diagndsticos do AECC (Bernard et al, 1994) maiores de 18
anos, tiveram seu genoétipo para o gene ECA determinado. Concomitantemente, 88
pacientes criticos com insuficiéncia respiratéria e necessidade de ventilacgdo mecénica

invasiva sem diagndstico de SARA e 174 pacientes submetidos a cirurgia de
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revascularizacdo miocardica, admitidos na UTI e sem insuficiéncia respiratéria aguda,
foram avaliados como controles. Os genoétipos e a freqiéncia dos alelos em todos os
grupos de pacientes foram comparados com 1.906 individuos do sexo masculino
saudaveis. Como ha uma influéncia étnica para a freqiiéncia do gene ECA, apenas
pessoas caucasianas foram incluidas em todos os grupos do estudo. Os diagndsticos mais
comuns nos pacientes com SARA foram pneumonia (27%), sepse (26%) e trauma (11%)
(Marshall et al, 2002).

Em todos os grupos a distribuicdo genotipica esteve em equilibrio de Hardy-
Weinberg. Quando comparados quanto a gravidade ou tempo de internacdo na UTI, de
acordo com o gendtipo da ECA, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre
os pacientes com SARA. Porém, a frequéncia do gendtipo DD e do alelo D foi
marcadamente aumentada nos pacientes com SARA em comparagdo com os individuos
submetidos a revascularizacdo miocardica e com insuficiéncia respiratéria e sem SARA,
além da populacdo saudavel. A mortalidade no grupo com SARA de acordo com a
presenca dos alelos foi: II 11,1%, ID 27,9% e DD 54,5% (p<0,02). Este estudo foi o
primeiro a demonstrar uma associacdo especifica entre um alelo e a mortalidade em
decorréncia de SARA, conferindo um papel importante ao eixo renina-angiotensina no
desenvolvimento e progressdo da sindrome (Marshall et a/, 2002).

O polimorfismo I/D do gene ECA também foi estudado em uma populagdo de
pacientes de etnia mongoldide. Estudo realizado em Taiwan (Jerng et al, 2006) avaliou
prospectivamente pacientes admitidos em uma UTI universitaria com diagnostico de
SARA de acordo com os critérios do AECC (Bernard et al, 1994), tratados entre julho de
2000 e junho de 2003. Foram incluidos 101 pacientes com diagndstico de SARA (idade
média 60 £ 21 anos), 138 pacientes com risco de SARA considerados controles enfermos
(idade média 71 + 16 anos) e 210 individuos (idade média 57 + 13 anos) sem doenga,
considerados controles higidos. A freqliiéncia dos genotipos e alelos ndo mostrou desvio
do equilibrio de Hardy-Weinberg, sendo que o alelo D esteve com freqliéncia inferior a
0.3 em todos os grupos. A mortalidade em 28 dias nos pacientes com SARA foi de 42%,

de 65% e de 75% para os gendtipos II, ID e DD, respectivamente (p=0,036). Este
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estudo confirma que também em individuos de raga mongoldide o gendtipo DD esta

associado com aumento de mortalidade na SARA.
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Objetivos:
Estudar uma populagdo de pacientes criticos do sul do Brasil, buscando investigar alguma
associacao entre o polimorfismo I/D do gene ECA com:

1. Suscetibilidade a SARA.

2. Mortalidade relacionada a SARA.

Hipotese:

A variante polimdrfica I/D do gene que codifica para a ECA, é um alvo genetic

com potencial para avaliar a ocorréncia e o prognostico de SARA.
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Abstract

Objective: The aim of this study was to determine if the polymorphism I/D of the
angiotensin converting enzyme (ACE) gene is associated with susceptibility for and
mortality related to acute respiratory distress syndrome (ARDS) in a population of
critically ill patients in South Brazil.

Design: A cross-sectional study was conducted of consecutive, critically ill patients,
admitted to the General ICU in Porto Alegre, Brazil, between January, 2004 and June,
2006.

Patients: Four hundred consecutive patients were enrolled. A patient was considered
having ARDS if he/she fulfilled due criteria according the American-European Consensus
Conference, anytime during the ICU stay.

Interventions: A blood sample (5 ml) was drawn for genotyping I/D ACE gene
polymorphism.

Measurements and results: The incidence of ARDS was 11.8%. Patients with ARDS
were younger than non-ARDS patients (p<0.0001). The APACHE II score was similar in
both groups, and the level of organ dysfunction determined by the SOFA score was
higher in non-ARDS patients on the first day (p=0.007), and thereafter, higher in the
ARDS group (day 2 to day 7, p=0.009; p=0.003; p=0.003; p=0.001; p=0.004; p=0.04,
respectively). We were unable to find any association between the I/D polymorphism of
ACE gene and susceptibility or mortality in ARDS and non-ARDS patients. ICU and
hospital mortality in ARDS patients was 42.5% and 48.9%, respectively.

Conclusions: In this single center association study, we were unable to identify any
relationship between the I/D polymorphism in ACE gene and susceptibility to ARDS and

mortality.

32



Introduction

Acute respiratory distress syndrome (ARDS), the most severe form of acute lung
injury (ALI), is characterized by acute onset of hypoxemia, bilateral infiltrates on chest
radiograph, and pulmonary artery occlusion pressure (PAOP) < 18 mmHg or no clinical
evidence of left atrial hypertension [1]. Since its initial description, ARDS has been
characterized as a syndrome that develops after different insults [2], which were
classified later as direct or primary and indirect or secondary, by an American-European
Consensus Conference (AECC) [1]. The strongest clinical evidence supporting a cause-
effect relationship between ARDS and a risk factor was identified for sepsis, aspiration of
gastric contents, trauma, multiple transfusions [3,4], pulmonary contusion, pneumonia
and smoke inhalation [4]. The weakest clinical evidence was identified for disseminated
intravascular coagulation [3,4], fat embolism, and cardiopulmonary bypass [4]. Other
risk factors for ARDS are near drowning and pancreatitis [1].

In large cohort studies, the incidence of ALI has been estimated to be between
17.9 and 78.9 [5,6,7], and the ARDS incidence between 13.5 and 28 cases per 100,000
person-years [5,6], respectively. Despite all the progress in the care of the critically ill in
the last decades, hospital mortality remains around 58% [8,9], mainly due to sepsis and
organ failure [10].

The acute phase hallmark of ARDS is a protein-rich edema fluid leaking into the
interstitium and alveoli, as a consequence of disruption of the alveolar-capillary barrier
[11,12]. The underlying reasons for the impairment of the microvascular endothelium
and alveolar epithelium are diverse, such as bacterial products and the release of
inflammatory mediators. The elements involved in the injury of the alveolar-capillary
barrier encompass cytokines (TNFa, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10), activated neutrophils [11],
lipid mediators (thromboxane A,, prostaglandins) and nitric oxide [12]. The
consequences of this disarrangement during edema are loss of epithelial fluid transport,
reduction in surfactant production, pulmonary bacterial infection, and in severe forms,
fibrosis [11]. Also, the activation of the renin-angiotensin system could affect the lungs
during ARDS via alterations in vascular permeability, vascular tone and fibroblast activity

[13].
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Facing this picture, the search for predictors of survival is an important task.
Several prognostic factors have been identified as the triggering risk factor, including the
severity of respiratory illness, right ventricular dysfunction [14], and the use of
vasopressor [15], but the low incidence of ARDS in relatively large groups of patients at
risk for developing the syndrome, leads some authors to suggest the involvement of
genetic factors [13] as a determinant of susceptibility and mortality. In recent years,
some polymorphisms have been implicated with susceptibility and outcome in ALI and
ARDS, including those localized in the genes that code for angiotensin converting enzyme
(ACE) [13,16], clara cell protein [17, 18], pre-B-cell colony-enhancing factor [19],
vascular endothelial growth factor (VEGF) [20], mannose binding lectin-2 [21], TNFB 1/2
[22], inhibitor ¥B-a [23] and NFKB1 [24].

The role of ACE in ARDS was identified 20 years ago. Fourrier et al. [25] studied
the development of ACE levels during ARDS secondary to sepsis. Serum ACE levels were
decreased in patients with ALI and correlated with the severity of lung injury in a time-
dependent fashion. Patients with decreased ACE levels after one week have persistent
injury and lack of repair. There are differences in ACE plasma levels among individuals,
but the concentration in members of the same family is quite similar, suggesting a
genetic influence [13]. The human ACE gene is located on chromosome 1723 [13], and
shows a polymorphism consisting of the presence (insertion, I) or absence (deletion, D)
of a 287-bp Alu repeat sequence in intron 16 [13,16]. In 80 healthy white individuals,
I/D polymorphism accounted for 47% of the total phenotypic variance of serum ACE, the
highest levels being in those with the DD genotype [26]. The D allele has been identified
as a risk factor for pneumonia [27], prolonged mechanical ventilation in surgical patients
[28], and morbidity and mortality after cardiac surgery [29], and has a significant effect
on the degradation of bradikinin, a potent vasodilator that exerts antiproliferative effects
and inhibits platelet activation [30]. These features suggest that ACE I/D polymorphism
plays an important role in pathophysiology in the critically ill and could possibly be a

marker of outcome in these patients.
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Therefore, the aim of our study was to examine the possible association between
the I/D polymorphism of the ACE gene and (1) susceptibility to ARDS and (2) mortality

related to ARDS in a population of critically ill patients in South Brazil.

Material and Methods

Study design and approval

This was an observational, prospective study of consecutive, critically ill patients,
admitted to the General ICU of Sao Lucas Hospital (HSL), Pontificia Universidade Catodlica
do Rio Grande do Sul (PUCRS), Porto Alegre, Brazil, between January, 2004 and June,
2006. After ICU admission, each patient or his/her next of kin gave informed consent.
The PUCRS Research Ethics Committee approved the study beforehand.

Subjects

All patients admitted to the General ICU during the study period were invited to
participate in the study. During the study period, there were 947 admissions in the ICU,
of which 87 were readmissions, thereby comprising 860 patients.

Definitions

ARDS was defined according to the AECC [1], and sepsis was defined according to
the ACCP/SCCM consensus conference [31].

Blood collection and DNA analysis

A 5 mL blood sample from each patient was collected by an ICU nurse in a sterile
tube containing EDTA, during the ICU stay. The blood was refrigerated at 4°C or frozen at
- 20°C until DNA extraction.

Genomic DNA was extracted from leukocytes by a standard method [32].
Genotyping protocols for the determination of intron 16 I/D ACE polymorphism gene was
previously described by Rigat et al. [26]. The biallelic I/D ACE polymorphism was
determined according to the PCR-AFLP method. PCR was carried out with a total volume
of 25 pL with about 10-100 ng of genomic DNA, 2.5 U Taq DNA polymerase in Taq buffer
(Invitrogen-Life Technologies, Sdo Paulo, SP, Brazil), 0.2 mmol/L of each dNTP, and 2
mmol/L MgCl,. The I/D ACE polymorphism was amplified using 0.4 pmol of each sense

primer, 5'-CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT-3’, and antisense primer, 5'-GAT GTG
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GCC ATC ACA TTC GTC AGA T-3’ (synthesized by Invitrogen-Life Technologies, Sao
Paulo, SP, Brazil) in a PTC- 100 thermocycler (MJ Research, Watertown, MA, USA) as
follows: an initial denaturation at 94°C for 10 min, followed by 35 cycles at 94°C for 1
min, 60°C for 1 min and 72°C for 1 min, and final extension step for 5 min. The
genotype was determined by electrophoretic analysis of the amplified DNA segments on a
1.5% agarose gel, on the assumption that the I allele amplified one segment of 480 bp,
and the D allele one of 190 bp. The ACE intron 16 gene sequence and both I/D alleles are
registered in the EMBL database as GI 28921 (GenBank accession number X62855).

Data collection

After ICU admission, patients had prospectively collected demographics (age,
gender, and race). An admission diagnosis according to APACHE II diagnostic code and
the APACHE II score with data from the first 24 h after ICU admission [33] and, risk
factor for ARDS according the AECC [1] were also determined. Patients who met criteria
for both sepsis and diffuse pulmonary infection were considered having primary ARDS,
assuming that sepsis was the consequence of pulmonary infection [24]. Patients with
trauma were considered having secondary ARDS. Organ dysfunction was assessed
utilizing the SOFA (Sequential Organ Failure Assessment) score [34] on a daily basis
during the first week and on days 14 and 28 for patients who remained longer in the ICU.
The time variable was the length of stay (LOS) in the ICU.

Clinical endpoints of the study were discharge from the ICU or death. Mortality
was measured in days until death. Mortality rates of patients were monitored daily during
their entire ICU stay. For those patients with multiple ICU admissions during the study
period, only data from the first entrance was considered.

Statistical analysis

Statistical calculations were carried out using the SPSS 11.5 statistical package
(SPSS, Chicago, USA). Continuous variable results are expressed as means £ standard
deviation (SD) and the categorical variables as frequencies and percentages. Non-
normally distributed scalar variables were analyzed as non-parametric data using the

Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests. For categorical data, we used the Pearson chi-
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squared test. To test Hardy-Weinberg equilibrium, the chi-squared test was used. All

reported p values are two-tailed, with 0.05 or less taken as significant.

Results

Demographics

After exclusion of 445 patients without informed consent, 415 patients gave blood
for the analysis. In fifteen then genotyping process was not completed the due to
technical problems, resulting in 400 patients for the final analysis of whom 221 (55.2%)
were male (Figure 1). The total mean age of the patient population was 54.08 + 20.3
years. Demographic and clinical characteristics of ARDS and non-ARDS patients are
shown in Table 1. The significant differences between the two groups are presented in
this table: even though the ARDS patients were younger, the daily SOFA data during the
first ICU week was higher, as well as their LOS in the ICU. The SOFA-7 and SOFA-14
scores and the mortality rates did not show significant differences between the two
groups (Table 1). The incidence of ARDS in our patients was 11.8%. ICU and hospital
mortality rate were 31.2% and 38.5% in non-ARDS and 42.5% and 48.9% in ARDS
patients (p=NS), respectively.

The APACHE II score was determined with the worst clinical variables in the first
24 h in the ICU, and according to the diagnostic code, there were 348 non surgical and
52 surgical patients (data not shown). Two hundred and eighty-seven patients showed
an ARDS risk factor (primary and/or secondary) as previously defined [1,3] at ICU
admission and/or during stay. Risk factors for secondary ARDS were more frequent than
risk factors for primary ARDS at a proportion of 3,5:1 (Table 2).

Genotype distribution

We found that total genotype and allele frequencies (n=400) for I/D ACE
polymorphism was at Hardy-Weinberg equilibrium (DD=0.41, ID=0.44, 1I=0.15, and
D=0.63, I=0.37; Pearson chi-squared test, p=0.833). Also, the isolated frequencies from
samples obtained from ARDS or non-ARDS patients did not differ from the values

expected by the Hardy-Weinberg model (ARDS patients: DD=0.45, ID=0.36, 1I=0,19
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and D=0.63, 1=0.37; Pearson chi-squared test, p=0.6801; non-ARDS patients:
DD=0.34, ID=0.46, 1I=0.20 and D=0.57, I=0.43; Pearson chi-squared test, p=0.639).
We evaluated the influence of the I/D ACE polymorphism among the different
patient groups. Genetic susceptibility to ARDS and mortality rates according I/D ACE
polymorphism were analyzed in the whole group of patients (n=400) (Table 3-A), in
patients with risk factor (n=280) (Table 3-B), and in Caucasian patients (n=325) (Table
3-C). We also investigated the genetic effect of I/D ACE polymorphism on the mortality
rates in ARDS patients (n=47) (Table 3-D). The results in Table 3 indicate that there
were no significant differences among rates of I/D ACE genotypes when we compared the

subjects groups.

Discussion

The draft of the human genome allowed a better understanding of the genetic role
in diseases. In less than a decade, many genes were found associated with molecular
pathophysiology, leading researchers to find out answers for many diseases in genetic
polymorphisms, including those affecting critically ill patients.

Our study investigated in a prospective fashion for the first time, the influence of
the ACE gene I/D polymorphism in a Brazilian population at risk for ARDS development.
The south of Brazil is a region with a predominant European ethnicity, but our study
population included patients of non-Caucasian origin as well. Despite this fact, there was
no significant difference between Caucasians and non-Caucasians with regard to the
distribution of genotypes II, ID and DD (data not shown). The reported allele frequency
for the DD genotype varies in ARDS patients between 46% in a European population [13]
and 7.9 % in Chinese [16]. In our population, this allele frequency was 45 %, confirming
the trend documented by Marshall et al. [13], even with almost 20% of our patients of
non-Caucasian ethnicity.

The occurrence of genotype DD has been associated with risk of pneumonia in the
elderly [27], prolonged mechanical ventilation [28] or mortality [29] after coronary
artery bypass graft surgery, and with a risk factor for intracerebral hemorrhage [35]. In

previous ARDS studies, also the genotype DD was associated with higher mortality, more
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than the ID or II genotypes [13,16]. In our study, we were unable to demonstrate any
association between DD genotype and mortality, in all the ICU population enrolled, in
patients with ARDS risk factors only, in Caucasian patients only or in patients with
established ARDS. This discrepancy with previous reports has been observed in other
SNP studies, such as the CD14 gene, with some authors showing a worse outcome with
the TT genotype [36] and others demonstrating that TT genotype is associated with
better outcomes [37, 38].

Some authors argue that failure to replicate the same results among association
studies, could be a combination of methodological and analytical problems [39] or
different effect of risk variants in different genetic backgrounds which if true, severely
limits their application in the clinical arena [40]. Others have demonstrated that studies
with a small humber of individuals show a more pronounced effect on disease risk than
do studies with large populations [41].

In our patients, the occurrence of the D allele was associated only with ICU
mortality (p=0.045). As pointed out before, we are aware of the small-sized sample of
our population.

The association between the D allele and the development of ARDS implies a role
for the renin-angiotensin system activation in the earlier stages of this syndrome [13].
The activation of the pulmonary renin-angiotensin system could alter vascular
permeability, vascular tone, fibroblast activation, and endothelial and epithelial cell
survival [42]. In an experimental model, the ACE inhibitor captopril prevented ALI
induced by oleic acid in rats, by blocking the activation of nuclear factor kB (NFxB) [43].
Since captopril is not a specific inhibitor for NFkB, some questions are still waiting to be
answered: (1) if the genotype DD or the presence of D allele is linked to NFkB production
in ALI; (2) if the inhibition of ACE is more effective in a particular genotype or allele
group.

In our study, despite that patients with ARDS were younger than patients without
ARDS, they had the same level of APACHE II score. The occurrence of organ dysfunction

determined by the SOFA score was higher in patients without ARDS on the first day
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(p=0.007) and thereafter in the group with ARDS on days 2, 3, 5, 6 and, 14. This feature
shows that in the critically ill, ARDS is a factor that contributes to organ dysfunction.

An interesting finding in our patients is the high incidence of risk factors for ARDS in
the group without this syndrome, particularly sepsis. Sepsis has been associated with
ARDS for a long time [2], and in our patients it was the main risk factor for ARDS. This
finding is similar to that found by others, where sepsis was responsible for 79% of ALI
cases in a large population [7]. The incidence of ARDS in our entire study population was
11.7%, a value higher than the 7.7% found by Estenssoro et al. [8]. This could be
explained by the high proportion of patients (72%) with risk factors for ARDS in our
study population.

Mortality in the ICU and hospital was higher in ARDS than non ARDS patients but
without statistical significance and at rates accepted as usual nowadays [6,7].

Our study had some limitations. First, we had included patients from a single center
during a long enrollment period. Second, despite having enrolled 400 critically ill
patients, the ARDS population was small, which could explain the lack of association
between the ID ACE polymorphism and outcome. Finally, since ARDS is a multifactorial
risk factor syndrome, we were unable to identify bias inherent to the risk factors per se
and other possible concomitant gene polymorphisms.

In conclusion, we found no association between the ID ACE polymorphism and

mortality in critically ill patients with and without ARDS.
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Figure 1 - Patient allocation

Period January 2004 to June 2006

ICU admissions
N = 947

T

ICU Patients
N =860 (100%)

T

Ready for analysis
N =415 (48.3%)

T

Readmissions
N =87

Excluded because

With HIV-infection

Pregnant or lactating

Taking immunosuppressive drugs
No Consent (refusal or not asked)
N =445 (51.7%)

Excluded because
No genotype
N=15(1.7%)

Included in the study
N =400 (46.5%)
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Table 1 - Demographic and clinical profile

No ARDS ARDS P

Number of Patients (%) 353 (88.2) 47 (11.8) -

Female [N (%)] 153 (43.3) 26 (55.3) 0.121%2
Age [median (SD)] 58 (19.7) 34 (19.4) 0.000""
APACHE II Score [mean (SD)] 19.4 (8.14) 19.3 (6.85) 0.902 "N
SOFA-1 [mean (SD)] 7.5 (2.7) 7.0 (1.9) 0.007 W
SOFA-2 [mean (SD)] 6.5 (3.3) 7.0 (2.7) 0.009 ¥
SOFA-3 [mean (SD)] 6.0 (3.1) 7.0 (3.6) 0.003 %W
SOFA-4 [mean (SD)] 6.0 (3.4) 6.0 (4.1) 0.003 ¥
SOFA-5 [mean (SD)] 6.0 (3.3) 7.5 (3.7) 0.001 KW
SOFA-6 [mean (SD)] 6.0 (2.9) 6.5 (4.3) 0.004 W
SOFA-7 [mean (SD)] 6.0 (2.9) 6.0 (4.3) 0.040 W
SOFA-14 [mean (SD)] 5.0 (3.2) 7.5 (3.9) 0.078 W
SOFA-28 [mean (SD)] 4.5 (3.6) 4.5 (3.9) 0.896 W
Caucasians [N (%)] 288 (81.6) 37 (78.7) 0.637%
ICU LOS [median (min/max)] 13 (1/ 166) 19 (5/ 118) 0.008 ¥
ICU Mortality [N (%)] 110 (31.2) 20 (42.5) 0.117%2
Hospital mortality [N (%)] 136 (38.5) 23 (48.9) 0.171%2

ARDS: Acute respiratory distress syndrome; SOFA: Sequential Organ Failure Assessment
score obtained daily during the first week from the ICU admission (day 1 to day 7), and
in the days 7, 14, and 28; APACHE II: Acute Physiology And Chronic Health Evaluation II
score obtained on ICU admission day; ICU-LOS: Length of stay at intensive care unit,
measured by number of days; N: number of patients; SD: standard deviation; X2:

Pearson Chi-square test; AN: ANOVA test; KW: Kruskal-Wallis test.
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Table 2: Patients with ARDS risk factors

Risk Factor Total (%)
Number of patients with ARDS risk factor 289 (100)

Direct injury 65 (22.5)
Aspiration 18 (6.2)
Diffuse pulmonary infection 45 (15.6)
Near-drowning 02 (0.7)

Indirect injury 224 (77.5)
Sepsis 194 (67.1)
Severe nonthoracic trauma 12 (4.2)
Hypertransfusion for emergency resuscitation 09 (3.1)
Pancreatitis 09 (3.1)
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Table 3: ICU Patients characterization according I/D ACE genotypes

Total DD DI+II With D Without D
n (f) n (f) p* n (f) n (f) p*

A - Total of ICU patients 400 163 (0.41) 237 (0.59) 341 (0.85) 59 (0.15)
e  With ARDS 47 21 (0.45) 26 (0.55) 0.559 38 (0.81) 9 (0.19) 0.365
e With Risk Factor 289 122 (0.42) 167 (0.58) 0.336 248 (0.86) 41 (0.14) 0.608
e  Caucasians 325 137 (0.42) 188 (0.58) 0.234 279 (0.86) 46 (0.14) 0.484
. ICU Mortality 130 52 (0.40) 78 (0.60) 0.832 109 (0.84) 21 (0.16) 0.583
e Hospital Mortality 159 61 (0.38) 98 (0.62) 0.430 132 (0.83) 27 (0.17) 0.307
B - Patients with risk 289 122 (0.42) 167 (0.58) 248 (0.86) 41 (0.14)
factors only
e  With ARDS 46 21 (0.46) 25 (0.54) 0.607 37 (0.80) 9 (0.20) 0.254
e Caucasians 233 98 (0.42) 135 (0.58) 0.846 200 (0.86) 33 (0.14) 0.978
e ICU Mortality 111 46 (0.41) 65 (0.59) 0.834 93 (0.84) 18 (0.16) 0.435
e Hospital Mortality 132 51 (0.39) 81 (0.61) 0.259 110 (0.83) 22 (0.17) 0.268
C - Caucasians patients 325 137 (0.42) 188 (0.58) 279 (0.86) 46 (0.14)
only
e  With ARDS 37 18 (0.49) 19 (0.51) 0.395 31 (0.84) 6  (0.16) 0.702
e ICU Mortality 110 41 (0.37) 69 (0.63) 0.202 92 (0.84) 18 (0.16) 0.414
e Hospital Mortality 134 48 (0.36) 86 (0.64) 0.052 111 (0.83) 23 (0.17) 0.192
D - ARDS patients only 47 21 (0.45) 26 (0.55) 38 (0.81) 9 (0.19)
e ICU Mortality 20 8 (0.40) 12 (0.60) 0.578 13 (0.65) 7 (0.35) 0.045
e Hospital Mortality 23 9 (0.39) 14 (0.61) 0.454 16 (0.70 7 (0.30) 0.120

*Chi-square test; f = frequency
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Capitulo 3

Consideracoes Finais
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A SARA é uma sindrome complexa que sofre a interferéncia de multiplos fatores.
Centenas ou milhares de fatores externos e de fatores intrinsecos podem determinar
simultaneamente a susceptibilidade e o desfecho de uma condigdo critica como a SARA.
Cada efeito externo e cada um dos genes herdados exercera isoladamente um pequeno
efeito, mas que cumulativamente, no somatério com os demais, definird o desfecho. O
estado de saulde, o prognédstico e o desfecho de pacientes com SARA estdo, portanto,
também relacionados a heranga genética que o individuo recebeu.

Ainda que centenas de genes possam estar envolvidos na modulagdo fisioldgica de
um paciente critico, aqueles genes que interferem sistemicamente sdo sempre muito
decisivos. Trabalhar com as variantes polimérficas do gene que codifica para a Enzima
Conversora da Angiotensina (ECA) foi um esforco na busca de desvendar parte do
pequeno efeito que a heranga genética poderia ter no momento da SARA.

Como apresentado ao longo deste trabalho, nosso objetivo foi responder a
pergunta se uma variante polimérfica do gene que codifica para a ECA poderia influenciar
a susceptibilidade a SARA e ao seu desfecho em uma amostra de pacientes criticos
residentes no Sul do Brasil. Verificou-se que o efeito da variante polimérfica estudada
ndao foi suficientemente visivel para interferir nas condicdes clinicas dos pacientes
estudados.

Pode-se considerar, com base em registros prévios, que a variante polimoéfica I/D
pode estar, de alguma forma, ligada a funcao diferencial da ECA. Sendo assim, os
resultados mostram que a heranca diferencial de alelos deste polimorfismo génico ndo é
suficiente para passar a ser um fator de risco independente e significante de
susceptibilidade para a gravidade e para a evolugao da SARA.

Estudos similares a este, realizados em outras populagdes, encontraram
resultados conflitantes. Isso leva a pensar que, pelo menos, dois importantes fatores
estejam ainda interferindo nos resultados: (I) a variacdo do back-ground genético de
cada populacao humana; (II) a variacdo das rotinas de cada hospital. Tais interferéncias

sao definitivas e inevitaveis. Para que se chegue a uma conclusdo abrangente acerca do
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efeito da heranga genética sobre cada fenétipo, sdo necessarios estudos em larga escala
e metaanalises.

Em conclusdo, com base em observagdes prévias e no presente estudo propomos
que a variante polimérfica I/D do gene que codifica para a ECA, ainda ndo tem efeito
suficientemente forte para ser considerado um alvo genético com potencial diagnostico e
progndstico para a SARA e seu desfecho. Por outro lado, este estudo coletou dados e
DNA de 400 pacientes criticamente enfermos, os quais poderdao ser futuramente
examinados com o propédsito de buscar outras variantes génicas com potencial para

identificar populagdes de risco.
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53



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pagina 1 de 3.

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

Justificativa e objetivos da pesquisa:

Esta pesquisa tem por objetivo estudar as caracteristicas genéticas de pessoas internadas em
unidades de terapia intensiva (UTIs) para identificar quais sdo as suas predisposicdes a
desenvolver complicagdes durante a internagdo. Algumas pessoas internadas em UTIs podem
apresentar uma complicagdo respiratdria grave chamada Sindrome da Angustia Respiratéria Aguda
(abreviada por SARA) que pode causar alteragdes importantes no funcionamento dos outros érgaos
do corpo humano.

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

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

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

Serdo estudados seis segmentos do DNA de cada paciente, isto €, serdo estudados seis genes,
através dos quais sera 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; 5
- gene TNFB e gene: IL-1Ra.

ApOs a anadlise genética, serao comparados os resultados provenientes do estudo do DNA com os
dados que refletem o estado geral de salide do paciente.

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

Quando isto for desvendado, a medicina podera contar com mais um indicador biolégico que
auxiliard no diagndstico, na prevencdo e no tratamento de diferentes doengas complexas.

Os procedimentos a serem utilizados:

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

Os desconfortos ou riscos esperados:

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

Garantia de resposta a qualquer pergunta;
O paciente (ou responsavel) deve sentir-se a vontade para fazer qualquer pergunta a fim de
esclarecer suas duvidas. 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.

Os beneficios que se pode obter:

Neste momento, o paciente ndo receberd nenhum beneficio direto em decorréncia deste estudo.
Ainda ndo sdo bem conhecidos os efeitos que a heranca 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 diagnéstico, a prevengdo e o
tratamento das doengas 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 informacgao.

Liberdade de abandonar a pesquisa sem prejuizo para si:

Caso o paciente (ou o responsavel) 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 responsavel) deverd comunicar aos
pesquisadores sua decisdao de abandonar a pesquisa, retirando-se o consentimento dado.

Compromisso com informacgao atualizada do estudo;

Toda e qualquer informacdo 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 salde que atende no UTIG / HSL / PUCRS tem uma rotina estabelecida
no acompanhamento dos pacientes da UTI. Esta rotina de atendimento ao paciente ndo sera
alterada em nada por ocasido deste estudo. Assim, garantimos que a concordancia ou ndo na
participacdo deste estudo ndo implicara em qualquer modificagdo na rotina do tratamento ja
estabelecido para os pacientes. Os resultados destes exames nao terdo efeito algum sobre o
paciente.

Garantia de Privacidade:

A dignidade e a privacidade do paciente, em relagdao a qualquer dado utilizado nesta pesquisa,
serdao mantidas. Os dados dos pacientes estardao protegidos pelos pesquisadores responsaveis
contra qualquer tipo de uso que ndo os previstos na investigagao. Além disto, os dados receberdo
um numero pelo qual serdo identificados, garantindo assim, também, o anonimato dos pacientes. A
identidade do paciente sera, 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 DNA. Para isso, o paciente (ou responsavel) poderad permitir que sua amostra de
DNA seja usada em novos estudos. Mesmo que esta permissdo seja dada, estudos futuros )
poderdo ser realizados desde que sejam aprovados antes por um Comité de Etica em Pesquisa.

Rubrica do Paciente (ou responsavel) Rubrica do Pesquisador
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Pagina 3 de 3.

Eu, (preencher com nome do responsavel) fui
informado dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada. Recebi informagao a
respeito dos procedimentos do estudo e esclareci minhas duvidas. 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 confidenciais, bem como o seu tratamento ndo sera 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 informado que, também nesta situagao, caso alguma informacdo considerada importante seja
identificada no material genético analisado em decorréncia da pesquisa, os pesquisadores poderdo
buscar ao paciente (ou ao responsavel) para oferecer-lhe acesso a tal informacao.

( ) 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 fui prejudicado pela minha participagao,
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 ligagOes para os celulares poderao ser realizadas a cobrar.

Declaro que recebi cépia do presente Termo de Consentimento.

/ / 20
Assinatura do Paciente Nome 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.

/ / 20

Assinatura da Testemunha Nome da Testemunha
Data
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Lo PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL N
b PRO-RCITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAQ b
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP - PUCRS (=

Oficio n® 838/03-CEP - Porto Alegre, 11 de dezembro de 2003.

Senhor(a) Pesquisador(a):

_ O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou
e aprovou seu protocalo de pesquisa intitulado: “Efeitos da heranga de variantes
génicas polimoriicas em pacientes com sindrome da angustia respiratéria aguda
(SARA)".

Sua investigacdo estda autorizada a partir da
presente data.

~ Atenciosaments,

limo(a) Sr(a)
Dr(a) Femando Suparregui Dias
N/Universidade
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Ficha de coleta de dados

EFEITOS DA HERANCA DE VARIANTES GENICAS
POLIMORFICAS EM PACIENTES COM
SINDROME DA ANGUSTIA RESPIRATORIA AGUDA (SARA)

Unidade de Terapia Intensiva Geral

Hospital Sao Lucas da PUCRS

Laboratério de Genética e Biologia Molecular
FaBio - PUCRS

ne LI
RG-HOSPITALAR DDDDDD Iniciais DDDD
Dados Demograficos
Data Internacgdao no hospital / /
Data Internacao na UTI / /

Idade DD Sexo F DM D Peso DDD Altura DDD

Etnia:Branco |:| Negro |:| Amarelo D Pardo D Outra D

Dados Clinicos

Comorbidades
Cancer D Diabete D DPOC D SIDA D IRC |:| Transplante |:|

Imunossupressao D Cirrose |:| Outra D

Fatores de Risco para LPA/SARA Sim [ Nao [

Primarios
Infeccao Pulmonar Difusa D Aspiracao Pulmonar D

Inalacdo de téxico D Contusao pulmonar DAfogamento D

Secundarios
Sepse D Trauma nao toracico grave |:|

Politransfusdao de emergéncia D Pancreatite |:|
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ne 00
RG-HOSPITALAR DDDDDD Iniciais DDDD

Escores Admissao
APACHE 11 DD SOFA DD

Desfechos Hospitalares - DMOS

DATA

SOFA 1 2 3 4 5 6 7 14

SNC

SCV

Respiratorio

Renal

Hematolégico

Hepatico

Total

Genotipagem

ECA: IID IDI:I DDD
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ne 00
RG-HOSPITALAR DDDDDD Iniciais DDDD

Desfechos Hospitalares

Assinale apenas uma alternativa Inicio Fim

Tempo internagdo na UTI !/ / !/ /

Periodo sob ventilagao mecanica

/7 /7

Periodo de uso drogas vasoativas

/7 !/ /

Assinale apenas uma alternativa Sim Nao

Alta da UTI
Alta do hospital

Obito na UTI

Obito por hipoxemia refrataria

Obito por choque refratario
Obito por DMOS

Obito por outra causa

Em algum momento da internacgdo na UTI fez uso de: Sim Nao

Infusdo continua de Insulina

Corticéoide em baixas doses

Terapia de substituicao renal (dialise)

Transfusao de CH

Proteina C ativada
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ne (00

RG-HOSPITALAR DDDDDD Iniciais DDDD
Desfechos Hospitalares na LPA/SARA
LPAD SARA D
DATA
DIA 3 4 14 28
Regime

ventilatorio

FiO2

PaO2/Fio2

F. resp.

VAC (ml/Kg)

Vol. min.

Ppl

PIP

Paw

PEEP

CEst

LIS

FC

PAM

PVC

PAPmM

PCP

IRVP

IRVS

ITSVD

ITSVE

IC

DO2

vVO2

ExtO02

PIA
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Lista de Abreviaturas
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APACHE II - Acute Physiological Age Chronic Health Evaluation II

ECA - enzima de conversdo da angiotensina
EUA - Estados Unidos da América

FCEV - fator de crescimento do endotélio vascular
FiO, - fracdo inspirada de oxigénio

FNT o - fator de necrose tumoral alfa

I/D - insercdo/delecao

IL - interleucinas

HAS - hipertensdo arterial sistémica

LBA - lavado bronco-alveolar

LPA - lesdo pulmonar aguda

LIS - lung injury score

MBL - mannose binding lectin

NF-xB - fator nuclear kappa beta

PEEP - positive end-expiratory pressure

RLO, - radicais livres de oxigénio

SARA - sindrome da angustia respiratéria aguda
SNP - single nucleotide polymorphism

SRA - sistema renina-angiotensina

UTI - unidade de tratamento intensivo

VM - ventilagdo mecanica
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30-Oct-2007

ICM Reference ICM-2007-00972

Dear Dr.Dias,

We hereby confirm receipt of your manuscript entitled "Angiotensin
converting enzyme (ACE) insertion/deletion polymorphism and ARDS in a
south Brazilian ICU". Like all work submitted for publication in our journal,
it will be examined at our next editorial meeting and, if appropriate, then
enter the process of review by out-of-house consultants.

Any questions regarding your manuscript should refer to the above
number.

Thank you for considering Intensive Care Medicine for the publication of
your work.

Yours sincerely,

Emiliano S. Tizi
ICM Editorial Assistant
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