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RESUMO

O Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a € uma citocina proinflamatéria
multifuncional, com efeitos no metabolismo de lipideos, na coagulagdo sanguinea e
na funcdo endotelial. Diferentes estudos sugerem que pacientes com o genaétipo -
308AA, do SNP -308G>A do gene TNF-a, possuiriam niveis mais elevados de TNF-
a no plasma, levando o sistema imune a uma resposta inapropriada e aberrante
frente a uma infeccéo, o que poderia aumentar o risco de sepse, choque séptico ou
disfuncdo orgénica. O objetivo deste estudo foi comparar as condi¢Bes clinicas
(disfuncdes organicas) e a frequéncia de sepse, choque séptico e mortalidade em
pacientes criticos internados em uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI), quanto a
pacientes com e sem o alelo -308A do TNF-a. Foram utilizados dados clinicos e
demogréficos (idade, género, tempo de internacdo, mortalidade durante a
permanéncia total no hospital, escores APACHE Il e SOFA), e genotipagem dos
pacientes para o0 SNP -308G>A do TNF-a por PCR-RFLP. Um total de 437 pacientes
criticos internados na UTI do Hospital Sdo Lucas da PUCRS (Porto Alegre, Brasil)
foram avaliados. As freqliéncias genotipicas -308GG= 0.71 (n=312); -308GA=0.28
(n=120); -308AA=0.01 (n=5); e alélicas -308G=0.85 e -308A=0.15 nao diferiram dos
valores esperados pelo modelo de Equilibrio de Hardy-Weinberg (P=0.211). Do total,
297 (68%) pacientes desenvolveram sepse e 212 (48%) choque séptico. Nenhuma
diferenca significativa foi encontrada entre pacientes -308GG (n=312; 71%) e -
308GA+AA (n=125; 29%) quanto a suscetibilidade a sepse, choque séptico, faléncia
organica ou mortalidade. Os resultados mostram que SNP -308G>A do TNF-a néo
tem efeito sobre as condi¢cbes clinicas e na susceptibilidade a sepse e choque

séptico ou na mortalidade dos pacientes em estado critico de saude.

Palavras Chave: TNF-a. Sepse. Disfungéo Orgéanica. UTI.



ABSTRACT

Tumor necrosis factor (TNF)-a is a multifunctional proinflammatory cytokine
secreted predominantly by monocytes/macrophages that has effects on lipid
metabolism, coagulation, insulin resistance, and endothelial function. A SNP at
position -308 (relative to the transcription start site), believed to alter TNF-a gene
transcription, has been associated with enhanced TNF-a production and negative
outcome in some severe infections. Our aim is to investigate the frequency of the -
308A allele in critical ill patients to determine whether the allele is associated with the
occurrence of sepsis, septic shock and organ dysfunction. Clinical and demographic
data (i.e. age, gender, length of ICU and hospital stay, mortality, SOFA and APACHE
Il scores) and genotyping results for the TNF-a -308G>A SNP were utilized in the
analyses. Four hundred and thirty seven critically ill patients admitted to the Intensive
Care Unit of the Sao Lucas Hospital — PUCRS (Porto Alegre, Brazil) were
investigated. The general genotypic frequencies in our sample were -308GG=0.71
(n=312); -308AG=0.28 (n=120); -308AA=0.01 (n=5) and the allelic frequencies were -
308G=0.85; -308A=0.15. The allelic and genotypic frequencies did not differ from the
values expected by the Hardy-Weinberg model (P=0.211). We analyzed the -308G>A
TNF-a SNP effect in whole patients group (n=437); in patients with sepsis (n=297;
68%); and in septic shock patients (n=212; 48%). No associations were found
between -308GG patients (n=312, 71%) and -308GA+AA patients (n=125; 29%) and
sepsis, septic shock, and mortality rates. We also investigate if -308G>A TNF-a
genotypes could be affecting organ dysfunction or failure, but no statistical
associations were found. Our results suggest that -308G>A TNF-a SNP does not
play a major role in the outcome to sepsis, septic shock, higher organ dysfunction or

mortality in critically ill patients.

Key Words: TNF-a. Sepsis. Organ Dysfunction. ICU.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUCAO

1.1.1 Infeccéo e Sepse

O termo sepse, primeiramente utilizado pelo poeta grego Homero, ha mais de
2.700 anos, significa putrefacdo, decomposi¢cdo da matéria organica por um agente
agressor (bactérias, fungos, parasitas, virus) [Geroulanos et al., 2006]. Enquanto
gue o termo infeccdo esta relacionado a presenca de agente agressor em uma
localizagédo, (tecido, cavidade ou fluido), o termo sepse esta relacionado a
consequente manifestacdo do hospedeiro, ou seja, a reacdo inflamatoéria
desencadeada frente uma infecgdo [Matos et al., 2003].

A sepse € caracterizada pela ativagdo amplificada do sistema imune apdés
uma infecgéo [Friedman et al., 1998; Cohen, 2002; Hoesel et al., 2004]. Apesar de
esforcos para o aprimoramento de ferramentas de progndstico, como 0s escores
APACHE 1l e SOFA, os médicos intensivistas continuam com dificuldades para a
previsdo da evolucdo do estado de pacientes criticos [Holmes et al., 2003]. Ainda
gue recentes avancos terapéuticos possam auxiliar intensivistas no combate a
sepse, ao choque séptico e a disfuncdo de mudltiplos 6rgéos, essas patologias
continuam sendo as maiores causas de morte nas UTIs [Dombrovskiy et al., 2007].
Com o aumento da expectativa de vida, a disseminacdo de procedimentos invasivos
(cateteres intravenosos), o uso de drogas imunossupressoras para o tratamento de
neoplasias, doencas auto-imunes, transplantes e aumento de casos de pacientes
com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) a incidéncia de sepse vem
aumentando expressivamente nas Ultimas décadas, tendendo a aumentar ainda
mais nos proximos anos [Boontham et al., 2003].

Em contraste as infec¢bes facilmente controladas pelo hospedeiro, as
infeccBes fatais sdo caracterizadas por uma inabilidade do hospedeiro na contencéo
de sua resposta inflamatoria prépria, na qual a liberacdo sistémica de citocinas na

circulacdo ativa a resposta inflamatdria, conhecida como Sindrome da Resposta
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Inflamatéria Sistémica (SIRS; Systemic Inflamatory Response Syndrome) [Matsuda
et al., 2006]. Em 1991, foi realizada a Conferéncia de Consenso de Sepse [Bone et
al., 1992], cujo objetivo foi determinar a padronizagcédo de novas definicdes e termos
sobre sepse aumentado assim a precisdo e a rapidez do diagnostico. Desta forma,
foram definidos, entre outros, conceitos como SIRS, sepse e choque séptico.

A SIRS é diagnosticada como uma combinacgédo de sinais clinicos e sintomas
disponiveis, onde o organismo responde a um insulto variado (trauma, pancreatite,
grande queimado, infeccdo sistémica), apresentando pelo menos dois dos critérios a
seqguir:

1. Febre, temperatura corporal >38°C; ou hipotermia, temperatura corporal <36°C;

2. Taquicardia, frequéncia cardiaca >90 bpm;

3. Taquipnéia, freqiéncia respiratoria >20 irpm ou PaCO, <32 mmHg;

4. Leucocitose, leucécitos >12.000 céls/mm?; ou leucopenia, leucdcitos <4.000

céls/mm?®; ou presenca de >10% de leucdcitos de formas jovens.

A sepse € definida como uma SIRS induzida por um processo infeccioso
comprovado, e se o quadro ndo for revertido pode evoluir para sepse severa,
choque séptico (hipotenséo refrataria) e 6bito por MOF (Multiple Organ Failure) e
MODS (Multiple Organ Dysfunction Syndrome) [Karima et al., 1999].

Considera-se sepse severa quando a sepse esta associada a manifestacdes
de hipoperfusédo tecidual e disfungcdo organica, caracterizada por acidose latica,
oliguria ou alteracdo do nivel de consciéncia, ou hipotensdo arterial com presséao
sistolica inferior a 90mmHg (sem a necessidade, porém, de agentes vasopressores).

Choque séptico refere-se a um estado de falha do sistema circulatorio,
caracterizado por uma forte hipotensédo refrataria, associada a sinais de disfuncéo
organica. Se a hipotensao ou hipoperfusdo induzidas pela sepse séo refratarias a
ressuscitacdo volémica adequada e, se ha a necessidade subsequente da
administracdo de agentes vasopressores, as complicag6es circulatérias podem levar
a MOF e a MODS [Vincent et al., 1998; Karima et al., 1999; Gullo et al., 2005]. No
choque séptico, a coagulacao intravascular disseminada é igualmente deflagrada
pelo TNF-a, levando a formacdo de microtrombos e ao consumo de proteinas de
coagulacédo, de modo que o paciente perde a capacidade de coagular o sangue de
maneira apropriada. Tal condicdo leva com frequéncia a faléncia de érgédos vitais
como os rins, o figado, o coracdo e os pulmdes, os quais sdo rapidamente
comprometidos pela insuficiéncia da perfusdo normal [O’Shea et al., 2002; Cohen,
2002; Matsuda et al., 2006].
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Aproximadamente 40% dos pacientes sépticos progridem para o choque
séptico [Kreger et al., 1980]. A reducdo da perfusédo sistémica durante o choque,
combinada com uma cascata de eventos inflamatorios iniciados durante a sepse,
geralmente causam faléncia de multiplos érgdos, seguido de morte [Liang et al.,
2003].

Faléncia de multiplos 6rgdos € definida por uma alteracdo tdo severa na
funcdo organica que sua homeostasia ndo pode ser mantida sem intervencao
terapéutica artificial [Levy et al.,, 2003]. A faléncia € um processo continuo e
dindmico, que pode variar desde disfuncéo leve até faléncia total do 6rgdo, onde
parametros de seis sistemas-chave (pulmonar, cardiovascular, renal, hepatico,
neurolégico e hematopoiético) sdo utilizados na avaliagdo do grau de disfuncéo

apresentado [Vincent et al., 1998].

1.1.2 Imunidade Inata

A imunidade inata € a primeira linha de defesa do organismo contra
microorganismos invasores e, ao contrario da imunidade adaptativa, que é
especifica e se molda ao agente infeccioso criando uma memdria imunoldgica, o
sistema imune inato reconhece classes genéricas de moléculas produzidas por
diferentes microorganismos patogénicos [Delves et al., 2000a; Delves et al.,
2000b]. A imunidade inata tem como funcdo principal controlar as infecgbes, de
maneira inespecifica (antes que a imunidade adquirida se desenvolva)
desempenhando um papel fundamental nas doencas infecciosas e inflamatdrias,
uma vez que provoca uma resposta inflamatéria generalista, na qual macréfagos,
monacitos, granulécitos e células dendriticas detém o agente invasor, impedindo que
ele se dissemine pela circulagédo [Zweigner et al., 2001].

Uma importante fungcdo da resposta imune inata é a de recrutar um maior
numero de células fagocitarias e moléculas efetoras para o local da infec¢céo, através
da liberacdo de um conjunto de citocinas denominadas proinflamatérias [Opal et al.,
2000]. As citocinas, cujas sinteses ocorrem quando os macr6fagos reconhecem
constituintes microbianos, sdo chamadas freqientemente de monocinas, uma vez

gue sao elaboradas principalmente por células da linhagem monécito-macréfago; as
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monocinas compreendem um grupo estruturalmente diferenciado de moléculas e
incluem as interleucinas (IL - Interleukin) IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 e 0 TNF-a. Os efeitos
combinados desses mediadores contribuem para as reacdes locais contra a infeccéo
na forma de resposta inflamatéria [Bevilacqua, 1993; Springer, 1994; Downey,
1994; Dinarello, 1997; Dinarello, 2000].

As respostas inflamatérias sdo caracterizadas por induzirem dor, rubor, calor e
tumor no sitio de uma infeccdo. A primeira dessas alteracfes reside num aumento
do didmetro vascular, levando a um aumento do volume sangiiineo local. A sepse é
acompanhada pela liberacdo de TNF-a pelos macréfagos no figado, no baco e em
outros orgaos. A liberacdo sistémica de TNF-a causa vasodilatacdo e perda do
volume plasmaético, devido a um aumento da permeabilidade vascular, conduzindo
ao choque [Cohen, 2002]. Dentre as fun¢des proinflamatérias do TNF-a estdo: (i)
ativacao de células apresentadoras de antigenos; (ii) ativacdo de células endoteliais
(regulando receptores de adeséo); (iii) estimulacdo da producdo de outras citocinas
como por exemplo as interleucinas IL-1 e IL-6; (iv) ativagdo da iINOS; e (v) ativacéo
de neutréfilos, macréfagos e outras células efetoras para o local da inflamacéo.
Contudo, se encontrado em excesso, o0 TNF- a pode gerar efeitos prejudiciais a
diferentes grupos celulares; (iii) inibicdo de células dendriticas; e (iv) co-estimulacéo
da producdo de outras citocinas, como IL-10 e TGF-i (Figura 1) [O’Shea et al.,
2002].

O reconhecimento de componentes de bactérias, e a subseqiente resposta
imune de ativagcdo das citocinas, sdo caracteristicas importantes envolvidas durante
0 quadro séptico. Recentemente, varios polimorfismos de genes associados com
esta resposta tém sido demonstrados, entre eles, variantes polimdrficas no gene do
TNF-a, as quais tém sido relacionadas como fator importante no curso clinico da
sepse. O polimorfismo -308G>A do gene TNF-a foi identificado e associado a
capacidade transcricional diferenciada do mesmo na presenca do alelo A (alelo
mutante, aumento de até 7x o niveis de transcricdo do gene) [Kroeger et al., 1997;
Wu et al., 1997], podendo gerar dessa forma uma resposta imune inapropriada,
acarretando assim num aumento da probabilidade de desenvolvimento de sepse,

choque séptico e oObito.



15

Imunoestimuladora Imunnssupressc-ra
Afivagao das APCs InibigFo da Sinalizagso
MHC por Células T
Mobsculas de Adeséo

Macrdfaga

Ativagio de Células Endoteliais
T

Apoptose

Calulas Endolaliais

Choque
iNOS o
Afivacao de Meutrdfilos Linfopenia o o
AVCY Qg™ o
SIE O ."\)/'
\C,{O 2 Inibigéo de DCs
‘0 0
Leuceitier Célula Dendritica
Produgdo de Cilocinas Producao de Citocinas
Q
O IL-10 C? OLf}
olo ©lo .
L& IL-1
o
TGRE 00
Resposta Aguda  Febra 8]

Figura 1: Resumo dos efeitos estimuladores e supressores do TNF-a. As ac¢des proinflamatérias
(imunoestimuladoras) do TNF-a sdo amplamente conhecidas, como ativacdo das APCs (antigen-
presenting cells), de células endoteliais, de neutréfilos, estimulagdo da iINOS (inducible nitric oxide
synthase) e de outras citocinas proinflamatoérias. TNF-a também possui a¢des contra a resposta
imune (imunosssupressoras), inibindo a sinalizagéo por células T, promovendo apoptose de células T,

inibindo DCs (dendritic cells), e co-estimulando outras citocinas. Modificado de O’Shea et al., 2002.

Infeccdes devido a bactérias Gram-negativas sdo comumente associadas a
principal causa de sepse e choque séptico. Estudos que objetivem entender como
ocorre 0 reconhecimento de lipopolissacarideos (LPS - lipopolysaccharide)
presentes em bactérias Gram-negativas por mondcitos, assim como na regulacao de
genes envolvidos no processo inflamatoério, podem direcionar novas ferramentas
terapéuticas [Holmes et al., 2003]. O processo da imunidade inata (de resposta
rdpida para detectar e eliminar infeccbes causadas por agentes contagiosos) €
mediado pelos receptores Toll-Like (TLRs - Toll-like receptors). Os TLRs séo
sensores primarios de patdégenos invasores, através do reconhecimento de uma

variedade de moléculas derivadas de microorganismos, como o LPS presente em
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bacterias Gram-negativas por exemplo [Ebong et al., 2001; Glick et al., 2001; Xu
et al., 2005; Matsuda et al., 2006]. A endotoxina LPS é reconhecida pelos TLRs,
sinalizando o hospedeiro eucaridtico sobre a presenca de um invasor bacteriano
[Opal et al., 1998]. A presenca de concentragcfes patoldgicas de endotoxina em
pacientes com sepse que evoluem para sepse severa e choque séptico tem sido
documentada em estudos clinicos [Danner, et al., 1991; Opal et al., 1999]. Huang e
colaboradores demonstraram que a transcricdo de muitos genes esta alterada apoés
exposicdo a endotoxina bacteriana e, dos 166 genes que foram alterados na
exposicdo a Escherichia coli, cerca de 88% também foram alterados apds a
exposicdo a LPS purificado [Huang et al., 2001]. A liberagcdo concomitante de
agentes pré e antinflamatérios mantém a homeostasia do organismo [Dinarello
1997]. A reacdo antinflamatéria € geralmente maior e mais longa que a
proinflamatéria, objetivando diminuir a sintese de agentes proinflamatorios,
mantendo assim o equilibrio homeostatico [Bone et al., 1997; Haddad et al., 2002].
Porém, uma resposta inflamatéria sem controle pode ser a causa de disfuncdes
organicas importantes [Zweigner et al., 2001], pela excessiva producdo e
conseglente acumulo de citocinas proinflamatérias [Dinarello 1997; Dinarello
2000].

1.1.3 Pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva

Pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) apresentam
guadro patolégico critico e complexo decorrente de fragilidades fisiol6gicas graves,
gue sdo responsaveis pela elevada taxa de mortalidade que varia de 20% a 50%
[Padkin et al., 2003; Dombrovskiy et al., 2005; Vincent et al., 2006; Esper et al.,
2007].

Nos ultimos 20 anos, instrumentos de medida de predi¢cdo de risco tém sido
aplicados aos pacientes criticos internados em UTIs na tentativa de adocdo das
melhores estratégias terapéuticas possiveis. A avaliacdo do quadro clinico de
pacientes internados em UTIs é realizada principalmente através de instrumentos
gue analisam a disfuncéo de 6rgéos e sistemas por meio do monitoramento diario de

seus estados fisioldgicos, porém, nenhum destes instrumentos avalia as
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predisposicdes genéticas de pacientes. O escore APACHE Il (Acute Physiology and
Chronic Health Evaluation II) considera, no dia da internacdo, 12 variaveis
fisiolégicas (levando em conta os piores valores das primeiras 24 horas da
admissao), a presenca de doenca cronica e a idade, gerando um escore que avalia
a severidade do estado patolégico do paciente [Knaus et al., 1985]. Ao contrario do
escore APACHE Il — que é gerado apenas no dia da internacdo — o0 escore SOFA
(Sequential Organ Failure Assessment) avalia diariamente a condicdo de seis
sistemas orgéanicos (respiratorio, renal, hepatico, hematopoiético, cardiovascular e
neuroldgico), independentemente de qualquer terapia a qual o paciente esteja sendo
submetido [Vincent et al., 1998].

Os pacientes internados em UTIs séo individuos afetados por mdltiplas
disfuncdes organicas e que, além disto, estdo expostos ao ambiente hospitalar, rico
em diversidade de microorganismos infecciosos. Estudos epidemioldgicos
demonstram que aproximadamente 2% de todos os pacientes hospitalizados e 75%
dos pacientes internados em UTIs acabam desenvolvendo sepse ou sepse severa,
com taxa de mortalidade entre 20-50%. Esses estudos demonstram que anualmente
ocorrem aproximadamente 750.000 casos de sepse severa nos EUA, com aumento
estimado em 1,5% por ano. [Padkin et al., 2003; Dombrovskiy et al., 2005;
Vincent et al., 2006; Esper et al., 2007]. No Brasil existe, até o0 momento, apenas
um estudo relacionado a epidemiologia de sepse. Nesse estudo, foram analisados
dados de trés Hospitais do estado de S&o Paulo (Hospital Israelita Albert Einstein,
Hospital dos Servidores do Estado de Sédo Paulo e Hospital Geral do Grajad) e de
dois Hospitais do estado de Santa Catarina (Hospital Governador Celso Ramos e
Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina). Analisando 884
pacientes que permaneceram pelo menos um dia internados na UTI, a incidéncia e a
mortalidade por sepse foram respectivamente 47% e 35%, enquanto que a
incidéncia e a mortalidade por choque séptico foram respectivamente de 23% e 52%
[Silva et al., 2004].

Considerando a importancia social da doenca, principalmente no que
concerne a taxa de morbi-mortalidade, fazem-se necessarias intervencdes de
natureza preventiva e curativa. Varias iniciativas tém sido propostas no sentido de
prevenir infec¢cdes hospitalares, diminuindo esta parcela significativa de pacientes
sépticos. Do ponto de vista terapéutico, o insucesso tem sido a rotina em dezenas

de estudos clinicos que almejaram controlar a resposta inflamatéria sistémica
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[Rigato et al., 2001], tanto que a taxa de mortalidade ndo tem se alterado nos
tltimos anos [Friedman et al.,1998].

O estudo da sepse deve contribuir para levantamentos epidemioldgicos,
direcionados para o conhecimento dos mecanismos moleculares e celulares que
desencadeiam as variagfes fisiopatoldgicas. Esse conhecimento basico podera
contribuir para a modulacdo da sequéncia de eventos que culminam nos desfechos
desfavoraveis da sepse como choque, Faléncia de Mltiplos Orgdos (MOF - Multiple
Organ Failure) e Sindrome da Disfuncgdo Muiltipla de Orgdos (MODS - Multiple Organ
Dysfunction Syndrome) [Arcaroli et al., 2005].

1.1.4 Variantes Polimoérficas e a Sepse

A pesquisa em sepse tem sido focada na funcionabilidade das células
imunes, na regulac@o do sistema imune inato e nas citocinas pro e antinflamatorias
produzidas em respostas a agentes infecciosos [Arcaroli et al., 2005].

Atualmente, estudos tém sido dirigidos na identificagdo de variacbes em
genes que controlam vias cruciais da resposta inflamatoria. A identificacdo de
variacbes genéticas em genes que codificam proteinas com funcdes nas vias de
transducdo de sinais que ativam a resposta inata, como por exemplo os TLRs
[Feterowsky et al., 2003] e o CD14 (Cluster of Differentiation 14) [D’'Avila et al.,
2006], tem demonstrado influéncia na heterogeneidade da resposta imune frente a
uma infeccdo bacteriana. O delineamento das variagbes em genes e suas
associacbes com diferentes respostas imunes podem contribuir para o
aprimoramento de diagnosticos e no desenvolvimento de farmacos que irdo
promover a sobrevivéncia de pacientes criticos [Arcaroli et al., 2005].

O polimorfismo de um Unico nucleotideo (SNP - Single Nucleotide
Polymorphism) é o tipo mais comum de variacdo genética estavel na populacdo
[Brooks, 1999]. Os SNPs sdo formas abundantes de variacdo no genoma, e
diferem-se de mutacdes consideradas raras por apresentarem uma freqtiéncia de
pelo menos 1% do alelo menos abundante na populacdo. Um SNP ocorre

aproximadamente em um de cada mil pares de base, sendo que a substituicdo mais
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comum (2/3 do total) € a de uma citosina para uma timina (C>T) [Brooks, 1999;
Arcaroli et al., 2005].

Um SNP pode influenciar o produto génico de diferentes maneiras: (i)
variagbes na regido ndo traduzida 5 (5’'UTR — 5 Untranslated Region) podem
modificar a tradu¢do do mRNA; (ii) variacdes na regido nao traduzida 3’ (3’'UTR — 3’
Untranslated Region) podem afetar a clivagem, estabilidade e transporte do mRNA
[Wijst, 2004]; (iii) SNPs na regido promotora de um gene podem alterar a ligacao
entre fatores de transcricdo ao DNA, alterando assim, o potencial de expresséo
génica; (iv) mutacbes que modificam a fase de leitura (frameshift mutations) que, em
geral, sédo insercdes ou delecdes e ndo SNPs, ou variacbes que resultem em um
codon de terminacdo que durante o processo de transcricdo podem levar a geracéao
de uma proteina modificada ou néo funcional; (v) mutacdes em sitios de clivagem,
geralmente proximas a regido intron/exon, podem alterar o processamento de mRNA
ou a funcionabilidade da proteina; (vi) mutacdes sem sentido (missense or
nonsynonymous mutations) em éxons que podem alterar a funcéo e a atividade de
uma proteina através da alteracdo de um aminoacido; e (vii) mutagdes sindnimas
gue gerem aminodacidos iguais, porém possuidores de tRNA diferentes, podendo
influenciar a velocidade de incorporacéo dos aminoacidos [Wjst, 2004].

Estima-se que 10% de todos os SNPs do genoma humano sejam funcionais,
apresentando potencial para alteracdo de processos metabolicos. Desta forma, nos
Ultimos anos, a pesquisa em sepse tem se baseado em estudos de associacao
gene-enfermidade, buscando determinar o papel da variacdo genética na resposta
inflamatéria e no desenvolvimento da infeccdo. A maioria dos estudos é do tipo
caso-controle, onde um SNP em um gene candidato é escolhido e a diferenca que
ocorre entre a freqiiéncia alélica dos individuos afetados em relacdo aos individuos
controles (ndo relacionados aos individuos incluidos no estudo como casos) é
estabelecida. Porém, existem limitagbes quanto a veracidade dos resultados
estabelecidos por esta técnica quando o grupo controle ndo se assemelha ao grupo
caso, ocorrendo estratificacdo da populagdo estudada [Lin, 2004]. Além disso,
associacfes positivas entre patologias e alelos polimérficos ndo demonstram,
necessariamente, ser a causa da mesma, pois os alelos podem estar em
desequilibrio de ligacdo com algum locus funcional. Desequilibrio de ligacédo
caracteriza-se quando dois alelos, em diferentes locus, ocorrem em um individuo em

uma frequiéncia maior do que a esperada ao acaso [Cardon, 2001].
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Apesar destas caracteristicas de avaliacao, estudos que associam SNPs a
sindromes complexas, como a sepse, sdo de grande importancia para o
descobrimento de determinantes genéticas que possam influenciar essas patologias
[Risch, 2000]. Estudos epidemiolégicos demonstram que a heranca genética possui
papel relevante no desenvolvimento e no progndéstico de sepse, porém, alguns
resultados ainda s&o contraditorios [Clark et al., 2006]. Portanto, aliados ao fato de
gue o genoma humano apresenta até o momento mais de 12 milhdes de SNPs

conhecidos e anotados [http://www.nchi.nim.nih.gov/SNP/}, estudos de
associacdo entre SNPs e sepse possuem alta relevancia se conduzidos de forma
correta, levando em consideracdo, entre outros fatores, o tamanho amostral, a
metodologia aplicada, as analises estatisticas utilizadas, e a correta interpretacéo
dos resultados [Clark et al., 2006].

Devido ao fato de a sepse ser uma sindrome complexa é pouco provavel que
um uUnico SNP resulte em um fenétipo especifico. Porém quando uma série de
polimorfismos atuarem juntos na presenca de uma infecgéo, talvez seja possivel
definir a evolucdo de um paciente baseando-se no conjunto de informacdes
genéticas especificas do mesmo. Além disso, a genotipagem de SNPs promete
categorizar pacientes mais precisamente, permitindo que o tratamento seja cada vez
mais especifico e direcionado para cada via metabdlica alterada em cada paciente

[Arcaroli et al., 2005].

1.1.5 O gene do Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) € uma citocina proinflamatéria
multifuncional, secretada predominantemente por mondécitos e macréfagos, que
possui efeitos no metabolismo de lipideos, na coagulagdo sanguinea, na resisténcia
a insulina e na funcdo endotelial [O’Shea et al., 2002]. TNF-a foi primeiramente
identificado em soro de camundongos apés administracdo de endotoxina bacteriana,
tornando-o citotdxico ou citostatico para células humanas levando-as a necrose
hemorragica, e realizando, em modelos com camundongos, regressao de células

cancerigenas [Pennica et al., 1984; Shirai et al., 1985].
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O gene que codifica o TNF-a esta localizado no brago curto do cromossomo
6, na regido 6p21.3. Usualmente chamado de fator de necrose tumoral, o TNF pode
também ser encontrado na literatura como TNFA, TNF-a, TNF derivado de
monocitos e TNF derivado de macréfagos. TNF-a é sintetizado como uma proteina
de membrana de 26kDa, que ao ser clivado por uma metaloproteinase [Black et al.,
1997], torna-se soluvel em sua forma ativa com 17kDa. As moléculas de TNF-a com
17kDa formam trimeros que se ligam aos dois receptores de membrana de TNF-a: o
receptor do fator de necrose tumoral 1 (TNFR1 — tumor necrosis factor receptor 1) e
o receptor do fator de necrose tumoral 2 (TNFR2 — tumor necrosis factor receptor 2)
[Vandelabeele et al., 1995], sendo que a maioria dos efeitos bioldgicos do TNF-a
esta relacionada ao TNFR1. A expressdo de TNF-a é regulada de diferentes formas,
tanto durante a transcricdo como na traducédo, e através da analise da sequéncia
promotora do gene foi encontrada uma série de sitios de ligacdo de fatores de
transcricdo que apresentam papel importante na transcricdo do gene [Xu et al.,
2001], como por exemplo NF-kB, AP-1, AP-2, CREB, Egr-1, e Spl [Kuprash et al.,
1999]. A regulacdo do processo de transcricdo do gene TNF-a é essencial para
evitar os efeitos deletérios de sintese inapropriada ou excessiva de TNF-a
[Abraham et al., 1999]. Desta forma, variagbes genéticas localizadas na regido
promotora do gene podem afetar a transcricdo e expressdo do mesmo,
apresentando assim, papéis importantes em doencas associadas com niveis
elevados de TNF-a [Grohe et al., 2006].

O gene do TNF-a é altamente polimorfico e € comumente relacionado a
doencas infecciosas [Wunderink et al., 2003]. Uma série de polimorfismos ja foi
identificada na regido promotora do gene, incluindo um SNP na posi¢do -308 em
relacéo sitio do inicio da transcricdo, onde a presenca de uma guanina (G) define o
alelo comum, chamado de TNF1, e a presenca de uma adenina (A) define o alelo
mutante, chamado de TNF2 [Lin et al., 2004; Appoloni et al., 2004]. Wilson e
colaboradores demonstraram que o alelo mutante é um potente ativador
transcricional em relacdo ao alelo selvagem, pois a presenca do alelo “A” aumentou
de seis a sete vezes o poder de transcricdo de TNF-a [Wilson et al., 1997]. Kroeger
e colaboradores também demonstraram que o SNP na posicdo -308 afeta o
processo de transcricdo [Kroeger et al.,, 1997]. A regido localizada entre os
nucleotideos -323 e -285 (incluindo o SNP -308G>A) na presenca do alelo “G” liga-
se a quatro complexos protéicos promotores da transcri¢cdo (B, C, D, e DI). Ja na

presenca do alelo “A”, ocorre a ligagdo de um quinto complexo proteico, denominado
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complexo E, que possui efeito na capacidade de ligacdo dos complexos proteicos
comuns (B, C, D, e DI), aumentando a atividade transcricional do gene [Kroeger et
al., 1996]. Wu e colaboradores também demonstraram que o SNP -308G>A afeta a
ligacdo de fatores de transcricdo na regido -347 a -269 do gene do TNF-a,
aumentando de trés a sete vezes a producdo de TNF-a [Wu et al., 1997].

A producdo excessiva de citocinas proinflamatérias ndo apenas aumenta o
poder da resposta imune frente a um organismo invasor, como também pode
apresentar efeitos deletérios que modificam a regulacdo hemodinamica e o controle
metabolico [Lin et al., 2005]. Embora um processo infeccioso seja complexo, a
influéncia da heranca genética do TNF-a (citocina proinflamatoéria produzida em altos
niveis durante esse processo) tem sido examinada em relacdo a sepse, ao choque
séptico e a mortalidade [Panacek, 1999; Abraham et al., 1999; Mira et al., 1999;
Appoloni et al., 2001; Monick et al., 2003; Majetschak et al., 2002; Gordon et al.,
2004; Nakada et al., 2005; Sipahi et al., 2006]. Mira e colaboradores observaram
que ser portador do alelo “A” pode estar associado a um risco maior de
desenvolvimento de choque e mortalidade (n=89), a qual foi de 52% em comparacao
a 24% no grupo controle formado por individuos saudaveis (P=0,008) [Mira et al.,
1999]. Na sepse severa, 0S nhao sobreviventes apresentam uma prevaléncia
significativa do alelo “A”. Os homozigotos para o alelo “A” apresentam uma taxa de
mortalidade elevada em relacdo aos heterozigotos (P=0,0022), além de
concentragdes mais elevadas de TNF-a e de um grau maior de disfungdes organicas
[Stuber et al., 1996]. Estes achados foram corroborados em pacientes com trauma
e submetidos a cirurgia [Wunderink et al., 2003], mas ndo em pacientes com
pneumonia (n=280) [Waterer et al., 2001].

Um estudo realizado em Taiwan, ndo mostrou diferenca na frequéncia alélica
entre sobreviventes e nado sobreviventes em relagdo a heranca da variacdo
polimorfica -308G>A em pacientes com choque séptico [Tang et al., 2000]. No
subgrupo de pacientes com choque séptico (n=42), os autores encontraram que uma
proporcao significativamente maior de ndo sobreviventes possuia pelo menos uma
copia da variante alélica “A” em comparacdo com 0s sobreviventes. A mortalidade
nos pacientes com pelo menos uma variante alélica “A” foi de 92% em comparagao
com 62% (p<0,05) nos pacientes homozigotos GG. Os autores também relataram
niveis de TNF-a mais elevados nos pacientes com choque séptico que nao
sobreviveram, em comparagdo com os sobreviventes (p<0,05) [Tang et al., 2000].

O desfecho no choque séptico associou-se com o SNP -308G>A em pelo
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menos dois estudos [Stiber et al., 1996; Tang et al., 2000]. Em relacdo a estes
resultados, Stiber ndo considera que a genotipagem deste SNP em pacientes com
sepse severa contribua para a determinacdo do risco. Em pacientes com sepse
abdominal, os niveis de TNF-a ndo foram influenciados por este SNP [Stiber,
2002].

O TNF-a possui grande influéncia no processo infeccioso, coordenando a
resposta inflamatéria e ativando cascatas de producao de citocinas. Desta forma,
acreditamos que o estudo do SNP -308G>A do gene TNF-a possa ser de interesse

clinico para o diagndstico e predicdo do estado de pacientes internados em UTISs.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Justificativa e Hipotese

A condicgéo critica de um paciente, a gravidade de suas disfun¢des organicas,
a evolucdo para sepse, choque séptico ou para 0 Obito sdo caracteristicas
complexas determinadas pela interferéncia simultdnea de inimeros fatores externos
e de fatores herdados. O estudo do SNP -308G>A do gene que codifica para o TNF-
a pode ser til no processo de identificacdo dos efeitos que as variantes genéticas
podem ter no momento de uma doenca critica. Os resultados de diferentes estudos
sugerem gue pacientes com o genoétipo AA, do SNP -308G>A do gene do TNF-a
possuam niveis mais elevados de TNF-a no plasma, levando o sistema imune a uma
resposta inapropriada e aberrante frente a uma infec¢cdo, aumentando assim o risco
de desenvolvimento de sepse, choque, MOF, MODS e 6bito. Nossa hip6tese é que
pacientes criticos portadores do alelo A apresentariam maiores frequéncias de
sepse, choque, MOF, MODS e 6bito.

1.2.2 Objetivos

Nosso objetivo no presente estudo foi avaliar uma possivel relacdo entre a
transmissao do SNP -308G>A do gene do TNF-a e a ocorréncia de sepse, choque,

MOF, MODS e 6bito em pacientes com estado critico de saude.
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SUMMARY

We assessed the relationship of the genotype distribution of -308G>A TNF-a
polymorphism with regard to the development of sepsis, septic shock, higher organ
dysfunction or mortality in critically ill patients. Observational, hospital-based cohort
study of 437 critically ill Caucasian patients from southern Brazil admitted to the
general ICU of the Sdo Lucas Hospital, Porto Alegre, Brazil. We monitored the
patients daily from the ICU admission day to the discharge of the hospital, or death,
measuring SOFA score, sepsis and septic shock occurrences. We analyzed the -
308G>A TNF-a SNP effect in the entire patient group (n=437); in patients with sepsis
(n=297); and in septic shock patients (n=212). The genotypic frequencies were -
308GG=0.71 (n=312); -308GA=0.28 (n=120); - 308AA=0.01 (n=5) and the allelic
frequencies were -308G=0.85; -308A=0.15. No associations were found in sepsis,
septic shock, organ dysfunction, and/or mortality rates among the -308G>A TNF-a
genotypes. Our results suggest that the -308G>A TNF-a SNP alone does not play a
major role in the outcome from the critical illness. The presence of the -308A TNF-a
allele was not sufficiently strong to lead critically ill patients to sepsis, septic shock,

higher organ dysfunction or mortality in a population from southern Brazil.
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INTRODUCTION

The susceptibility to adverse outcome from critical illness (occurrence of
sepsis, septic shock, failure and organ dysfunction, and mortality) varies dramatically
due to different degrees of inflammatory response to infections. TNF-a is a pleiotropic
cytokine mainly produced by activated monocytes and macrophages, which plays a
key role in the inflammatory response (O’Shea et al., 2002). Inappropriate expression
or overexpression of TNF-a can lead to the progression of inflammatory and
autoimmune diseases (Lockley et al., 2001; Schottelius et al., 2004; Wood et al.,
2006). The TNF-a gene is located in the major histocompatibility complex (MHC)
region, and a large number of polymorphisms of its promoter have been described
(Wilson et al., 2002; Wunderink et al., 2003; Grohe et al., 2006). A single nucleotide
polymorphism (SNP) in the promoter region of the TNF-a gene at nucleotide 308 (-
308G>A, relative to the transcription start site) may be important in determining the
host's TNF-a response. The SNP -308G>A has been associated with inducible levels
of TNF-a in vitro, where the change of a guanidine (common -308G allele) to an
adenosine (uncommon -308A allele) results in differential binding of nuclear factors,
leading to six to sevenfold increase in the inducible level of TNF-a gene transcription
(Kroeger et al., 1997; Wilson et al., 1997). Systemic administration of TNF-a
produces most of the symptoms and signs of sepsis (Beutler, 1986), and although a
number of studies have found associations of the -308A allele with a predisposition to
septic shock and/or outcome from sepsis, findings have been inconsistent (Stuber et
al., 1996; Mira et al., 1999; Tang et al., 2000; Appoloni et al., 2001; Waterer et al.,
2001; O’Keefe et al., 2002; Reid et al., 2002; Gordon et al., 2004; Jessen et al.,
2007).

In order to resolve the potential role of the —308A allele we tested in 437
patients whether the presence of this allele influences the outcome from critical

illness leading patients to sepsis, septic shock, higher organ dysfunction, or mortality.

MATERIALS AND METHODS

Study design and approval
This study was an observational, hospital-based cohort study of patients

admitted to the medical and surgical Intensive Care Unit (ICU) of the Hospital S&o
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Lucas (HSL), of the Pontificia Universidade Catdélica do Rio Grande do Sul (PUCRS),
Brazil, between January 1%, 2004, and December 31%, 2006. Patients were not
eligible if they were diagnosed with HIV-infection, taking immunosuppressive drugs,
pregnant or lactating, or of non-Caucasian ancestry. The Research Ethics Committee
of the institution (protocols #03-01732, and #05-02357; REC Tel.: 55 51 3320 3345)
approved this study.

Study Subjects
A total of 437 critically ill adult patients from southern Brazil (236 males and
201 females) admitted to the ICU at HSL-PUCRS were included in this study.

Clinical Data

The organ dysfunction and failure were evaluated using the Sequential Organ
Failure Assessment (SOFA) (Vincent et al., 1996) score obtained during the first
seven days from the ICU admission and from days 15 and 29. The patients follow-up
was extended up to the total time they stayed in the hospital from the ICU admission
to a maximum of 242 days. We monitored the patients daily during their entire ICU
and post-ICU (hospital) stay, measuring sepsis and septic shock occurrences until
the discharge of the hospital or death. For diagnosis of sepsis and septic shock we
used the American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine
Consensus Conference Criteria (ACCP/SCCM et al., 1992). For illness severity
evaluation we used the Acute Physiology and Chronic Health Evaluation I
(APACHE-II) score obtained on the ICU admission day (Knaus et al., 1985). Clinical
endpoints of the study were discharge from the hospital (survivors) or death (non-
survivors). Mortality was measured in days until death. For those patients with
multiple ICU admission during the study period, only data from the first entrance was

considered.

Genotyping

5ml blood sample was collected in a sterile system with EDTA and maintained
refrigerated at 4°C or frozen at -20°C until DNA extraction. Genomic DNA were
isolated from leucocytes by standard procedures and maintained at -20°C (Lahiri &
Nurnberger, 1991). To genotype TNF-a -308G>A SNP (rs1800629), DNA samples
were amplified by polymerase chain reaction (PCR) with forward primer TNF-a-F 5'-
AGG CAATAG GTT TTG AGG GCC AT-3' and reverse primer TNF-a-R 5-ACA CTC



30
CCC ATC CTC CCT GCT-3' (Invitrogen-Life Technologies, S&o Paulo, SP, Brazil) in
which the underlined nucleotide represents the deliberated primer mismatch
designed to introduce an artificial Ncol restriction site when the G allele is present at
position -308A 116 bp PCR product was obtained from a 25ul reaction mix containing
10-50 ng DNA, 1 pM each primer, 0.4 mM dNTP, 1.5 mM MgCl, and 1 U Taq
polymerase in Tag 1x Buffer (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brazil). The reaction was
carried in a PTC-100 thermocycler (MJ Research, Watertown, MA, USA) as follows:
95°C for 2 minutes; 35 cycles of 95°C for 30 s, 60°C for 15 s and 74°C for 15 s; and
74°C for 10 minutes for final extension. The PCR amplified product (12ul) was
cleaved in an appropriate buffer with 10U of the Ncol (5 -C/CATGG-3"; GibcoBRL®-
Life Technologies™, Rockville, MD, USA) in a total volume of 15ul at 37°C for 16
hours and digested and undigested samples were visualized by electrophoresis in
3% agarose gel with Gel Red staining against a 100-bp ladder. A single band at 116
bp identified -308AA homozygotes, two bands at 96 and 20 bp identified -308GG
homozygotes, and three bands at 116, 96 and 20 bp indicated heterozygotes at the
TNF-a -308 locus. Each patient found to have -308AA or -308GA genotypes were
subjected to a second, independent PCR restriction fragment length-polymorphism
analysis in order to confirm their genotypes.

In order to confirm that the 116bp PCR amplified product really represented
the targeted product, we performed a sequence analysis in MegaBase 1000 capillary
DNA sequencer (Amersham Biosciences UK Ltd, Chalfont St Giles, Bucks, UK), also
using the designed primers (forward and reverse). The sequence obtained was

submitted to a nucleotide-nucleotide BLAST online alignment (blast, at

..............................

with the Homo sapiens tumor necrosis factor-a gene, promoter region (GenBank
accession X02910) and the sequence exported from chromatogram file. The
alignment view was performed in ClustalX program (version 1.8, as described in
Thompson et al., 2002) in multiple alignment mode, with sequences loaded in FASTA
format. All the personnel involved in patient care were blind to the selection process
and genotyping results. Based on the information that -308A allele leads to six to
sevenfold increase in the TNF-a transcription level (Kroeger et al., 1997; Wilson et
al., 1997), we use dominant model to -308A allele to perform our analysis. We
believe that the co-dominant or recessive models are not applicable in this case since

there is a quantitative transcriptional effect of one allele.
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Statistical analysis
Statistical calculations were performed using the statistical package SPSS 13
(SPSS 13.0 for Windows, Chicago, lllinois, USA). Unless otherwise stated,
continuous variable results are expressed as a mean * standard deviation (SD), and
the categorical variables as frequencies and percents. Means were compared using
one-way analysis of variance, and non-normally distributed scalar variables were
analyzed as non-parametric using Mann-Whitney test. For the categorical data we
used Pearson chi-square test, also used to test for Hardy-Weinberg equilibrium. To
evaluate the influence of individual genotype on the patient outcome, excluding other
risk factors that could influence the outcome, we used binary logistic regression
analysis, incorporating patients with and without -308A allele and two main clinical
predictors, age and SOFA-1 score. All reported P values are two-tailed and

considered statistically significant when 0.05 or less.

RESULTS

Clinical Data

Table 1 shows critically ill patients’ clinical and demographic data. Four
hundred and thirty seven patients were investigated; data about age, gender,
APACHE-II and SOFA scores, length of stay in ICU and ICU plus hospital, sepsis
and septic shock occurrences, and mortality rates are shown. Patient mortality was
positively associated with older age, higher APACHE-II and SOFA-1 scores, longer
ICU stay, sepsis and septic shock (all P<0.01; data not shown).

The main causes of admission to ICU were Medical Sepsis (34.8%), followed
by Medical Respiratory (23.8%) and Surgical Abdominal (11.2%). In ICU, 297 (68%)
patients had severe sepsis, and 212 (71%) of them evolved to shock. Blood samples
of patients with severe sepsis (n=297) were as follows: 47.8% (140/297) no focus
identified, 26% (77/297) with only Gram-negative bacteria; 5.3% (7/297) with only
Gram-positive bacteria; 14% (42/297) with both Gram-negative and positive bacteria;
2% (6/297) with fungal; and 4.7% (14/297) with fungal and bacterial infection. The
anatomical distribution of the primary site of infection in septic patients was as
follows: 196 (66%) pulmonary; 71 (23.9%) abdominal; 10 (3.4) urinary; 4 (1.3) central

nervous system; 3 (1.0) skin; and 13 (4.4) another site.
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Genotypic and Allelic Data
The general genotypic frequencies in our sample were -308GG=0.71 (n=312);
-308GA=0.28 (n=120); -308AA=0.01 (n=5) and the allelic frequencies were -
308G=0.85; -308A=0.15. The allelic and genotypic frequencies did not differ from the
values expected by the Hardy-Weinberg model (P=0.211; Pearson Chi-square test).

Relations between clinical findings and genotypic data

With dominant model to -308A allele (pooling -308GA and -308AA genotypes
for statistical testing) we performed our analysis of susceptibility to sepsis, septic
shock and mortality in critically ill patients. In order to confirm that other important
variables, such as age, gender and diagnosis, were otherwise equal between the two
groups, a comparison between patients with and without -308A allele is shown in
table 1. A statistical association between -308A allele and longer ICU and hospital
stay was found in our cohort, but as the presence of the allele was not statistically
associated with adverse outcome, this finding was not found to be relevant, and was
discharged from our analysis.

The patients’ clinical data into with -308A (n=125; 28.6%) or without -308A
(n=312; 71.4%) groups are in Table 2. We analyzed the -308G>A TNF-a SNP effect
in whole patients group (n=437); in patients with sepsis (n=297); and in septic shock
patients (n=212). No associations were found in sepsis, septic shock, and mortality
rates between the -308G>A TNF-a genotype groups. Nevertheless, interestingly, all -
308AA patients (n=5) presented sepsis and septic shock.

We also investigated if -308G>A TNF-a genotype groups could be affecting
organ dysfunction or failure, measured by SOFA scores (days 1 to 7, 15, and 29), in
critically ill patients, septic or septic shock patients. Our results show that there were
no statistical associations among -308G>A TNF-a genotype groups and SOFA
scores in any patient sets (critically ill patients, septic or septic shock patients), as
SOFA score medians obtained during ICU stay (measured in days 1 to 7, 15, and 29;
with a total of 2889 data) were similar among -308G>A TNF-a genotypes (Table 3).
Finally, to control for confounding variables, we analyzed the impact of the possible
covariates age and SOFA-1 scores on the outcome of critical illness in binary logistic

regression model, but none of them were found to be relevant.
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DISCUSSION

Our study of 437 ICU patients revealed no association between TNF-a -
308G>A genotypes and adverse outcome (sepsis, septic shock, higher organ
dysfunction or mortality) from critical illness. Our results demonstrated that the -308A
allele frequency was 15%, confirming the trend documented in Danish (22%) (Jessen
et al., 2007), English (20%) (Gordon et al., 2004), French (18%) (Mira et al., 1999)
and Spanish subjects (9%) by Garnacho-Montero et al. 2006). The -308A allele has
higher level of inducible and constitutional TNF-a (Kroeger et al., 1997; Wilson et al.,
1997), but its phenotypical effects in sepsis, septic shock, organ dysfunction, and
mortality have been contradictory (Clark et al., 2006); while it was perceived in some
genetic association studies (Stuber et al., 1996; Mira et al., 1999; Tang et al., 1997);
in other it does not exist (Reid et al., 2002; Gordon et al., 2004; Jessen et al., 2007).

Specifically, in contrast with our study (n=437, southern Brazilian population),
positive associations between -308A allele and sepsis, septic shock, higher organ
dysfunction, and/or mortality were found when Mira et al. (n=89, France), Tang et al.
(n=112, China), O’keefe et al. (n=152, USA), and Watanabe et al. (n=113, Japan)
studied the -308G>A SNP in their populations. How can these differences among
studies be explained? Some factors may contribute to these findings: First, the TNF-
a gene is in the highly polymorphic 6p21 locus, within the class Il region for major
histocompatibility complex (MHC), between lymphotxin a (TNF-B) and lymphotxin 8
genes (Hajeer et al., 2001). Strong linkage disequilibrium among the alleles creates
established haplotypes that affect differently TNF-a expression and activity, and that
can have diverse effects within each studied population. So, the independent -
308G>A SNP analysis can cause conflicting results. Second, the immune response
involves several molecules (CD14, TLR4, TLR2, MyD88, IRAK, NF-kB, and others)
codified by other genes that can interfere in the inflammatory arena causing
misleading conclusions. Third, the TNF-a gene product can be changed at different
stages (gene transcription, post-transcription, mRNA stability, cleavage to soluble
form, and/or receptor structure or levels), and it can modify circulating TNF-a activity
during critical illness affecting patient's outcome. Finally, our larger sample size
(n=437) comparing with previous studies may have produced the contrasting result,
although we recognize that Gordon et al. suggested that at least 2000 patients would
be necessary to achieve 90% power to obtain a P-value of 0.01 in studies involving
the -308A allele and septic shock (Gordon et al., 2004).
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For negative results, assessment of power to detect modest effects is crucial,
and along with that, careful assessment of the likelihood of a false-positive finding in
an apparent significant genetic association should also be made. So when can we
declare success in a genetic association study (Newton-Cheh et al., 2005)? A meta-
analysis suggested that most reported findings of association are not correct, and
that these false-positives studies are probably responsible for the vastness of failures
to replication associations between common variants and complex outcomes
(Lohmueller et al., 2003). The reasons for this lack of reproducibility have been well
discussed (Cardon et al., 2001; loannidis, 2003; Todd, 2006), especially between
large versus small studies (loannidis et al., 2003).

Our study was designed to achieve the set of guidelines proposed by
Bogardus et al. (Bogardus et al., 1999) recently reviewed by Clark and Baudouin
(Clark et al., 2006) to examine associations among genetic variants and risk for and
outcome from complex diseases. In addition to that, we considered the guidelines put
forth for replication of genotype studies by the NCI-NHGRI Working Group on
Replication in Association Studies (NCI-NHGRI, 2007).

Even that -308G>A SNP seems to have a central role in the TNF-a
expression, the overall relevance of association studies can be widely questioned
(Colhoun et al., 2003). Considering the main points expressed by critical analysis of
association studies (Peters et al., 2003; Vitali et al., 2005; Trikalinos et al., 2006), our
study possesses some strengths; 1- the SNP has biological reasonability, i.e., there
is a plausible effect of the gene product in infection and sepsis; 2- we used a quality
control system to ensure genotyping accuracy (sequencing verification of the DNA
amplified fragment, black controls, and repetitions) in our lab routine; 3- the lab
technicians were blinded to phenotype and clinical investigators blinded to genotype;
4- genotype distributions were in Hardy-Weinberg equilibrium (Trikalinos et al., 2006);
5- the patients were recruited from an unique Caucasian population with similar
genetic background, mainly of Portuguese ancestry, but descendants from lItalians,
Spanish and Germans have also contributed to this gene pool (Salzano et al., 1970;
Parra et al., 2003); 6- we use precise and universal definitions to sepsis and septic
shock, worldwide scores to organ dysfunction, and days instead categories to
mortality determinations.

We acknowledged some limitations of our study. First, patients from a single
center were included in a long enrollment period (two years). Second, the lack of

association of a single SNP does not rule out the relationship of genetic variation in
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the TNF gene with sepsis outcome, to be exact, only one SNP of one anti-
inflammatory mediator was evaluated, i.e., no haplotyped-based approaches were
performed. Third, despite we had enrolled 437 critically ill patients, we could not
reach the 80% power necessary to run out of the type Il error. Finally, we did not
evaluate serum TNF levels, although several studies have shown correlation of TNF-
a -308A genotype with serum TNF levels (Gordon et al. 2004; Louis et al., 1998). Any
meaningful interpretation of serum TNF levels taken at varying time points after the
onset of illness and beginning of antibiotics is difficult (Waterer et al., 2001). Even in
the setting of acute septic shock, an increased serum TNF is not detectable in all
patients (Cohen et al., 1996; Abraham et al., 1998), because TNF has a short half-
life, and is known to be released in pulses (Gordon et al. 2004), so genotype
associations that correlate with an overall phenotypic response may be more useful
than correlation with single point cytokine measurements.

There have been several other -308G>A studies published in the critically ill
with contradictory results. Studies involving genetic polymorphisms and clinical
conditions in ICU should be explicitly encouraged, but only well-powered, and large
studies will provide definitive answers to this situation. It is important to emphasize
that because sepsis is a dynamic and complex process, it is likely that varying and
distinct combination of SNPs, as opposed to any SNP alone, interface to impact the
outcome of critically ill patients, and we are currently working with this approach.

In conclusion, our work was performed in a single ICU with 437 critically ill
patients and we suggest that -308G>A TNF-a SNP alone does not play a major role
in the outcome from the critical illness. The presence of the -308A TNF-a allele was
not sufficiently strong to lead critically ill patients to sepsis, septic shock, higher organ

dysfunction or mortality in a population from southern Brazil.
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TABLES

Table 1: Clinical and demographic data of critically ill patients
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Variables All Patients With -308A Without -308A p*
Frequency' 437 (100) 125 (28.6) 321 (71.4) 0.211"W
Age (years)* 57 (38-71) 55 (39-71) 57 (38-71) 0.608MW
Male" 236 (54) 65 (27.6) 171 (72.4) 0.597*?
Medical Admission 366 (83.2) 102 (27.9) 264 (72.1) 0.440%
Surgical Admission 71 (16.2) 23 (32.4) 48 (67.4) '
APACHE Il Score® 19.1 (7.7) 19.3 (8.2) 19.0 (7.4) 0.629°7
SOFA-1 Score* 6 (4-9) 6 (4-9) 6 (4-9) 0.709MW
SOFA-7 Score* 5 (3-8) 5 (3-8) 5 (3-8) 0.610M%
SOFA-15 Score* 5 (3-8) 5 (3-8) 5 (3-8) 0.789MW
SOFA-29 Score* 4 (3-7) 5 (3-9) 3 (3-7) 0.115M%
Sepsis’ 297 (68) 89 (71.2) 208 (66.7) 0.359%2
Septic Shock' 212 (48.5) 58 (46.4) 154 (49.3) 0.576%2
ICU mortality" 138 (31.6) 40 (32.0) 98 (31.4) 0.905%2
ICU+H mortality" 190 (43.5) 56 (44.8) 134 (42.9) 0.724%2
ICU LOS (days)* 13 (8-23) 15 (9-27) 13 (7-21) 0.024MW
ICU+H LOS (days)* 37 (22-59) 42 (28-65) 34 (20-56) 0.029M"

Without -308A: -308GG homozygotes to -308G>A TNF-a SNP; With -308A: -
308GA heterozygotes and -308AA homozygotes to -308G>A TNF-a SNP;
APACHE-II: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation Il; SOFA: Sequential
Organ Failure Assessment; ICU: Intensive Care Unit; ICU+H: ICU plus hospital;
LOS: Length of stay; n: number; SD: Standard Deviation of the mean; IQR:
Interquartile Range; ST: Student’s t-test; MW: Mann-Whitney U-test; X2: Pearson
Chi-Square test; *: P value describes a comparison between With -308A allele and
Without -308A allele groups; t: n (%); ¥: median (IQR); 8 mean (SD); HW:

Pearson Chi-Square test for Hardy-Weinberg equilibrium.
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Table 2: Patients’ clinical data according to -308G>A Tumor Necrosis Factor-a single
nucleotide polymorphism groups

Total With -308A  Without -308A p*2)
Total of ICU patients 437 (100) 125 (28.6) 312 (71.4) 0.211"W
With sepsis 297 (68.0) 89 (71.2) 208 (66.7) 0.359
With septic shock 212 (48.5) 58 (46.4) 154 (49.3) 0.576
ICU+H mortality 190 (43.5) 56 (44.8) 134 (42.9) 0.724
ICU mortality 138 (31.5) 40 (32.0) 98 (31.4) 0.905
Septic patients 297 (68.0) 89 (71.2) 208 (66.7) 0.295"W
With septic shock 212 (71.4) 58 (65.2) 154 (74.0) 0.121
ICU+H mortality 159 (53.5) 47 (52.8) 112 (53.8) 0.870
ICU mortality 125 (42.1) 36 (40.4) 89 (42.8) 0.083
Septic Shock patients 212 (48.5) 58 (46.4) 154 (49.3) 0.319"W
ICU+H mortality 130 (61.3) 34 (58.6) 96 (62.3) 0.620
ICU mortality 107 (50.5) 30 (51.7) 77 (50.0) 0.783

Variables are expressed as number (%). Without -308A: -308GG homozygotes to -
308G>A TNF-a SNP; With -308A: -308GA heterozygotes and -308AA
homozygotes to -308G>A TNF-a SNP; ICU: Intensive Care Unit; ICU+H: Intensive
Care Unit and Hospital; Mortality: mortality at ICU and ICU plus post-ICU (hospital),
measured by number of days; n: number of patients; ": Pearson Chi-square test
for Hardy-Weinberg equilibrium; X2: Pearson Chi-square test. P value describes a
comparison between patients with and without the data specified at each line and
the presence of the -308A allele.
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Table 3: Sequential Organ Failure Assessment scores by -308G>A TNF-a groups

in critically ill patients.

-308G>A TNF-a n With -308A  Without -308A  P"W
Critically ill Patients 437 125 312

SOFA 1-7,15,29 6 (3-8) 6 (3-8) 6 (3-8) 0.932
SOFA 1-7 6 (3-8) 6 (3-8) 6 (3-8) 0.988
Septic Patients 297 91 265

SOFA 1-7,15,29 6 (4-9) 7 (4-9) 6 (4-9) 0.924
SOFA 1-7 7 (4-9) 7 (4-9) 7 (4-9) 0.839
Septic Shock Patients 212 56 197

SOFA 1-7,15,29 7 (5-10) 8 (5-10) 7 (5-10) 0.520
SOFA 1-7 7 (5-10) 8 (5-10) 7 (5-10) 0.385

Without -308A: -308GG homozygotes to -308G>A TNF-a SNP; With -308A: -
308GA heterozygotes and -308AA homozygotes to -308G>A TNF-a SNP; n:
number of patients; IQR: Interquartiie Range; SOFA: Sequential Organ Failure
Assessment score obtained daily during the first week from the ICU admission
(days 1 to 7), and in the days 15 and 29 described as median (IQR); "W: Mann-
Whitney U-test. P value describes a comparison between SOFA scores and the

presence of the -308A allele.



CAPITULO 3 - CONSIDERACOES FINAIS

A condicéo critica de um paciente, a gravidade de suas disfun¢des organicas,
a evolucao para sepse, para o choque séptico ou para o 6bito sdo caracteristicas
complexas determinadas pela interferéncia de multiplos fatores. Centenas ou
milhares de fatores externos e de fatores intrinsecos determinarao simultaneamente
a susceptibilidade para e o desfecho de uma condi¢do clinica patolégica critica.
Cada fator externo e cada gene herdado, exercem isoladamente um pequeno efeito,
mas que cumulativamente, definem a evolucdo do quadro clinico. O estado de
saude, o prognostico e o desfecho de pacientes em condi¢des criticas de saude
estdo, portanto, também relacionados ao legado genético que o individuo herdou.

Ainda que centenas de genes estejam envolvidos na modulacdo fisiologica
final de um individuo com um quadro patolégico complexo, aqueles genes que
interferem em mudltiplos sistemas e 6rgaos sdo sempre muito decisivos. Trabalhar
com um SNP na regido promotora do gene que codifica o Fator de Necrose Tumoral
-a foi um esforco na busca de desvendar parte do pequeno efeito que a heranca
genética pode ter no momento da doenca critica.

Embora alguns trabalhos de associacao gene-patologia e de estudos de caso-
controle envolvendo polimorfismos genéticos identifiquem associacdes e eventuais
predisposi¢cdes a determinados quadros patoldgicos, muitos vieses de publicacéo
sdo encontrados quando se associa polimorfismos a doengas complexas como a
sepse: estudos com reduzido tamanho amostral séo aceitos para publicacdo apenas
guando um resultado significativo é encontrado; estudos com elevado tamanho
amostral sdo muito raros. Nosso objetivo foi responder a pergunta que questiona se
um SNP no gene que codifica para o TNF-a poderia influenciar a susceptibilidade a
sepse, ao choque séptico, as disfuncdes organicas e a mortalidade em pacientes
criticos. Ao contrario de estudos envolvendo o SNP -308G>A e sepse, nosso estudo
possui como ponto forte 0 tamanho amostral (n=437). ApOs a analise dos resultados,
verificamos que a presenca do alelo -308A a upstream do gene TNF-a néo foi forte o
suficiente para interferir nas condicdes clinicas e na susceptibilidade a sepse e
choque séptico ou na mortalidade dos pacientes em estado critico de saude.

Finalizamos concordando que trabalhos envolvendo associacdo entre

polimorfismos genéticos e desfechos de pacientes criticos devam ser conduzidos
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com um grande tamanho amostral (com cerca de 2000, como ja foi mencionado),
com uma variante polimorfica com plausibilidade biolégica, com homogeneidade da
populacdo de estudo (etnia, idade, sexo, tipo de infeccdo, sitio de infeccdo) e
utilizando-se de fendtipos bem definidos. E, tdo definitivo como os itens acima
referidos, com analises estatisticas que alcancem um forte poder de predigdo. Nosso

grupo esta na busca para alcancar tais tépicos.
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ANEXOS

ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Titulo da pesquisa:
Efeitos da Herangca 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 internadas em
unidades de terapia intensiva (UTIs) para identificar quais sdo as suas predisposicdes a desenvolver
complicagBes durante a internac@o. Algumas pessoas internadas em UTIs podem apresentar uma
complicagdo respiratéria grave chamada Sindrome da Angustia Respiratéria Aguda (abreviada por
SARA) que pode causar alteragBes 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. O objetivo principal desta pesquisa € 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 associacdo com as outras complicagbes
decorrentes da SARA. Para isso, nos analisaremos o material genético (DNA) dos pacientes que
estiverem internados na Unidade de Tratamento Intensivo Geral do Hospital S&o 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. Seréo estudados
seis segmentos do DNA de cada paciente, isto é, serdo estudados seis genes, através dos quais sera
possivel se ter um perfil genético de cada pessoa. Os nomes dos genes que serdo estudados séo os
seguintes: 1- gene CD14; 2 - gene eNOS; 3 - gene ECA; 4 - gene SOD2; 5 - gene TNF-a e gene: IL-
1Ra. Apls a analise genética, serdo comparados os resultados provenientes do estudo do DNA com
os dados que refletem o estado geral de salude do paciente. Com este estudo esperamos
compreender melhor: (I) o quanto as caracteristicas genéticas influenciam no sucesso da
recuperacgdo de um paciente de UTI; (Il) o quanto as caracteristicas genéticas influenciam no sucesso
da recuperacao de um paciente com SARA; e (lll) o quanto as caracteristicas genéticas influenciam
na suscetibilidade das pessoas as diferentes fragilidades biolodgicas. Quando isto for desvendado, a
medicina podera contar com mais um indicador biolégico que auxiliara no diagnéstico, na prevencéo e
no tratamento de diferentes doencas 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, fisiologicos e clinicos presentes no prontuario de cada paciente.

Os desconfortos ou riscos esperados:

O paciente ndo estard exposto a nenhum desconforto em decorréncia da participagdo neste estudo,
pois serdo utilizados amostras de material bioldgico 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 responderao.

Rubrica do Paciente (ou responsavel) Rubrica do Pesquisador
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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 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 diagnostico, a prevencdo e o tratamento das
doencgas complexas.

No futuro, caso alguma informagdo considerada importante seja identificada no material genético
analisado em decorréncia desta pesquisa, 0s pesquisadores buscardo o paciente (ou familiares) para
oferecer-lhe acesso a tal informacéo.

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
gualguer momento, sem necessidade de que se apresentem justificativas e sem que se ele sofra
qgualquer tipo de prejuizo. Unicamente o paciente (ou o responsavel) devera comunicar aos
pesquisadores sua decisdo de abandonar a pesquisa, retirando-se o consentimento dado.

Compromisso com informagéo atualizada do estudo;

Toda e qualquer informagdo atualizada sobre este estudo estara a disposicao 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 salude 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 ndao na participagdo
deste estudo ndo implicara em qualquer modificagédo na rotina do tratamento ja estabelecido para os
pacientes. Os resultados destes exames néo teréo efeito algum sobre o paciente.

Garantia de Privacidade:

A dignidade e a privacidade do paciente, em relacdo a qualquer dado utilizado nesta pesquisa, seréo
mantidas. Os dados dos pacientes estardo protegidos pelos pesquisadores responsaveis contra
qualquer tipo de uso que ndo os previstos na investigacdo. Além disto, os dados receberdo um
numero pelo qual serdo identificados, garantindo 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.

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

A partir da mesma amostra do material genético, poderao ser futuramente estudados outros
segmentos de DNA. Para isso, 0 paciente (ou responséavel) podera permitir que sua amostra de DNA
seja usada em novos estudos. Mesmo que esta permissdo seja dada, estudos futuros sé 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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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
confidenciais, 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 informado que, também nesta situagdo, caso alguma informacdo considerada importante seja
identificada no material genético analisado em decorréncia da pesquisa, 0os pesquisadores poderéo
buscar ao paciente (ou ao responsavel) para oferecer-lhe acesso a tal informacéo.

() né&o 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 participacéo,
posso chamar também a Dra. Clarice S. Alho nos telefones (51) 9113 6334 ou (51) 3320 3568 e o0s
responsaveis pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP-PUCRS no telefone (51) 3320 3000 ramal
3345. As ligacdes para os celulares poderéo ser realizadas a cobrar.

Declaro que recebi copia 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.

/120

Assinatura da Testemunha Nome da Testemunha Data



ANEXO B - Cartas de Aceite pelo CEP-PUCRS

& PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL -
b PRO-RCITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

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 apravou seu protocalo de pesguisa intitulado: “Efeitas da heranga de variantes
génicas polimarficas em pacientes com sindrome da angustia respiratoria aguda
(SARAY

Sua investigagdo estd autorizada a parir da
presente data

Atenciosamentea,

limo(a) Sr(a)
Dr(a) Femando Suparragui Dias
N/Univaersidade
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Oficio 357/08-CEP
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PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Porio Alegre, 10 de abril de 2008,

Senhor(a) Pesguisadoria):

de Etica em Pesquisa da PUCRS

apreciou e aprovou seu protocolo de pesquisa registro CEP 08/04145, intitulado:
“Associagio entre o SNP - 308G> A do gene do fator de necrose tumeoral {TNF)-
a e o desfecho clinico em pacientes criticos”,

presente data.

iimo{a) Sr(a)
Profa Clarice Sampaio Alhc
N/Universidade

PUCRS

Sua investigacio estd autorizada a partir da

Relatérios parciais e final da pesquisa gevem ser
entregues encaminhados a este CEP.

Prof Dr Jdogé Ro o@;

COORDENADO DD/CEPPPUCRS
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Av. Ipiranga, 6650 — 3%andar — CEF: 30610-000
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www. pucrs.brfprppgfcen

58



59

ANEXO C - Carta de Recebimento do Periédico
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You can also view the status of your manuscript at any time by checking your Author
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