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Revisao da literatura

O papel dos Receptores Toll Like e do TNF-a e seus

polimorfismos genéticos na disfuncdo miocardica da sepse



Introducao

Sepse é a décima causa de morte nos Estados Unidos. Desde 1999 até
2005 houve mais de um milhdo de mortes ou 6% de todas as causas de morte
foram atribuidas a ela (1). Sepse é uma resposta sistémica mal adaptada do
corpo a invasdao de tecidos habitualmente estéreis por microorganismos
patogénicos. E uma sindrome complexa e poligénica que é iniciada por
infeccdo e caracterizada por uma resposta inflamatoria sistémica (SIRS) que &
definida pela presenca de pelo menos dois dos seguintes critérios: 1) febre
(temperatura axilar >38°C) ou hipotermia (temperatura axilar <36°C); 2)
taquicardia (frequéncia cardiaca (FC) >90 batimentos por minuto); 3) taquipnéia
(>20 respiracbes por minuto) ou pressao arterial de CO, < 32mmHg; 4)
leucocitose (>12000 céls/mm3) ou leucopenia (<4000 céls/mm3) ou uma taxa

>10% de bastonados dos polimorfonucleares (2,3).

Sepse foi definida pela conferéncia do Consenso Internacional do
American College of Chest Phisicians (ACCP) e da Society of Critical Care
Medicine (SCCM) em 2001 como “uma sindrome da resposta inflamatoria
sistémica que ocorre durante a infeccado” (3), e € geralmente considerada como
uma doencga agravada por uma resposta imune inapropriada e ineficiente que
ocorre nos pacientes atingidos. Sepse grave é definida como sepse com
hipoperfusao tecidual e disfuncéo organica (hipotensao, hipoxemia, oliguria,
acidose metabdlica, trombocitopenia, alteracdo no nivel de consciéncia).
Choque séptico é definido como hipotensédo refrataria a ressuscitacdo

volémica.



A morte nesses pacientes se da primariamente devido a disfuncao de
multiplos 6rgdos (DMOS) com hipotenséo refratéria e colapso cardiovascular.
As taxas de mortalidade associadas a sepse grave e choque séptico sdo 25-
30% e 50-70%, respectivamente. A incidéncia de sepse levando & morte tem
aumentado devido ao envelhecimento da populacdo, as infeccbes por germes
multirresistentes, e ao aumento no numero de pacientes imunossuprimidos e

das cirurgias de alto risco (4, 5).

Todo o sistema cardiovascular esta envolvido na fisiopatologia da sepse
grave e do choque séptico. Ocorre dilatacdo arterial e venosa diminuindo a pré
e pos-carga, disfuncdo microvascular resultando em aumento da
permeabilidade capilar, edema tecidual e hipoxia e ainda a disfuncéo cardiaca
pode contribuir significativamente para esse desarranjo hemodinamico,

desempenhando um importante papel na patogénese da sepse (6).

No intuito de melhor compreender a fisiopatologia da disfuncao
miocardica na sepse, estudos tém focado o papel da resposta imune inata e
das citocinas secundarias a diferentes estimulos inflamatérios. Mais
recentemente, o foco tem envolvido a identificacdo da variagdo genética em
genes cruciais da resposta inflamatoria. Em especial a identificacdo da
variacdo genética dos receptores Toll like e de citocinas pro-inflamatorias tem
fornecido uma reflexdo sobre a influéncia da heterogeneidade genética em

resposta a infeccdes bacterianas (2).

Este artigo pretende revisar o papel dos receptores Toll like 2 e 4 e do
fator de necrose tumoral (TNF)-a e seus polimorfismos na disfun¢éo miocardica

na sepse.



Depressao miocardica na sepse

Depressdo miocardica ¢ uma manifestacdo bem reconhecida de
disfuncdo orgéanica na sepse. Devido a falta de uma definicdo universalmente
aceita e a auséncia de grandes estudos epidemioldgicos sua frequéncia é
incerta. Estudos ecocardiograficos sugerem que cerca de 50% dos pacientes
com choque séptico desenvolvem depressao miocéardica, definida por fracdo de

ejecao do ventriculo esquerdo <45% (7, 8,9).

Ainda ndo ha um claro entendimento da fisiopatologia da disfuncéo
miocardica da sepse, mas sabe-se que esta ndo € causada pela
hipotensao/hipoperfusdo do choque ja que pacientes sépticos apresentam alto
fluxo coronariano. Entretanto o desequilibrio no metabolismo miocardico e na
microcirculagcdo provavelmente ocorre via efeitos do tromboxano, leucotrienos e
do 6xido nitrico (Figura 1). Portanto a fisiopatologia multifatorial da disfungéo
miocardica ndo € completamente entendida, mas parece envolver mecanismos
da resposta imune inata, via receptores Toll like, ainda ndo bem elucidados.
Outros mecanismos conhecidos seriam sinalizacdo inflamatéria, disfuncéo
mitocondrial, morte celular, perda da regulacdo autondmica e disfuncdo da

contratilidade de cardiomidcitos (10).



Sepse

/ Inflamac&o
/ Depressdao miocdrdica intrinseca \

Faléncia circulatéria ——— . " . .
Disfun¢dao mitocondrial

“downregulation” adrenérgico
Alterado controle do Ca e Disfun¢dao miofibrilar
Disfuncéo cardiaca

Figura 1. O desempenho cardiaco na sepse esta diminuido devido a alteracdes

<«——— Desregulagéo autonémica

na macro e microcirculacdo, disfuncdo autonomica e inflamacgéo induzindo
depressdo miocardica intrinseca. Os mecanismos da depressdo miocardica
incluem “down-regulation” das vias adrenérgicas, passagem alterada de calcio
(Caz+) intracelular e prejuizo no acoplamento eletromecanico miofibrilar. A
disfungéo mitocondrial parece exercer um papel central na disfungcéo organica

induzida pela sepse. Adaptado de Rudiger (11).



Disfuncéo cardiaca sistdlica na sepse

Nos anos 80 Parker e colaboradores foram pioneiros nos estudos de
disfuncdo miocéardica usando cineangiocoronariografia e cateter de Swan Ganz
na avaliacdo de 20 pacientes com choque séptico e demonstraram que 50%
deles tinham moderada a grave reducéo na fragao de ejecao. Paradoxalmente,
0s pacientes com disfuncéo sistdlica e dilatagcdo ventricular inicial apresentaram
melhor sobrevida com recuperagdo da disfungdo miocardica em 10 dias
enquanto que 0s ndo sobreviventes apresentavam fracao de ejecdo normal e
ndo dilatacdo do ventriculo esquerdo em medidas seriadas (12). Ognibene e
colaboradores compararam 21 pacientes com choque séptico e 21 pacientes
com sepse e sem choque realizando medidas seriadas do trabalho do
ventriculo esquerdo com cateter pulmonar. Apés infusdo de volume, o aumento
do trabalho do ventriculo esquerdo foi menor em pacientes com choque
séptico, demonstrando uma performance ventricular alterada e uma né&o

responsividade a aumento de pré-carga (13).

Vieillard Baron e colaboradores realizaram ecocardiografia
transesofagica em 40 pacientes com choque séptico e confirmaram uma
diminuida funcéo sistdlica sendo que 30% dos pacientes apresentaram uma
moderada dilatacdo do ventriculo direito (14). Estudos ecocardiograficos mais
recentes realizados em 67 pacientes com choque séptico e sem doenca
cardiaca prévia confirmaram a presenca de uma fracao de ejecao do ventriculo
esquerdo menor do que 45% em 60% dos pacientes com choque séptico,

sendo que essa disfuncédo ventricular esquerda ndo foi associada com pior
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prognostico. A disfuncéo sistélica em alguns pacientes pode ser mascarada

pelo uso de vasopressores com efeito inotropico positivo (8).

Rouby e colaboradores estudaram 45 pacientes com choque séptico,
realizando ecocardiografia seriada nos dias 1, 2, 3, 4,7 e 10 e demonstraram
uma dilatacdo aguda e reversivel do ventriculo esquerdo induzindo disfungéo

sistélica em 30% dos pacientes (15).

Cavazzoni e colaboradores realizaram um estudo bem controlado em
um modelo experimental comparando 24 ratos sépticos e seis controles
utilizando ecocardiografia. Estes autores demonstraram que 37% dos animais
exibiam dilatacdo do ventriculo esquerdo, que respondeu de forma favoravel
apos ressuscitacdo volémica com melhora do débito cardiaco e do indice

sistélico em associacdo com uma melhor sobrevida nesse grupo (16).

Portanto um decréscimo na fracdo de ejecdo com uma dilatacdo
ventricular no choque séptico poderia ser uma resposta adaptativa apropriada

da disfuncdo miocardica.

Disfuncéo cardiaca diastdlica na sepse

Disfuncéo diastdlica € atualmente reconhecida como um importante
causa de insuficiéncia cardiaca apesar de uma fracdo de ejecdo normal e é
também um grave preditor de morbimortalidade, particularmente em idosos
com doenca cardiovascular (17,18). Mais recentemente tem havido um
interesse incipiente na disfuncao diastdlica na sepse explorando sua potencial

importancia.
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Técnicas mais recentes com ecocardiografia com uso de Doppler
tecidual, particularmente estudando a relacdo E/e’ para avaliar a funcao
diastélica, estdo sendo mais comumente usadas, mas seu valor no choque
séptico ainda nao esta bem definido. Sturgess e colaboradores avaliaram 21
pacientes com choque séptico, demonstrando uma relacdo E/e’ maior em néo
sobreviventes com uma melhor discriminacdo comparativamente a

biomarcadores cardiacos para mortalidade (19).

Noés recentemente estudamos 45 pacientes com choque séptico e sem
doenca cardiaca previa, realizando ecocardiografia com Doppler tecidual nas
24h, 72h e sete dias apos inicio do choque séptico e demonstramos que a
disfuncdo sistdlica do ventriculo esquerdo e direito sdo prevalentes nesse
grupo e que a nédo dilatagdo do ventriculo esquerdo assim como disfungéo

diastolica parecem estar relacionadas com um pior prognastico (20).

Num outro estudo, em que 262 pacientes com sepse grave e choque
séptico foram avaliados com ecocardiografia com Doppler, a disfuncao
diastélica (onda e’ menor 8cm/s) foi vista em 50% dos casos e se constituiu em

um importante preditor de mortalidade nesse grupo de pacientes (21).

Brown e colaboradores recentemente avaliaram 78 pacientes com sepse
grave ou choque séptico por ecocardiografias transesofédgicas seriadas e
encontraram uma incidéncia de 36% de disfuncéo diastélica na ecocardiografia
inicial (nas primeiras 6 horas) enquanto que 62% tinham disfuncao diastélica na
dltima ecocardiografia. Os autores concluiram que disfuncdo diastolica é
extremamente comum em pacientes sépticos e se associa a uma maior

mortalidade (9).
12



Desta forma, ao contrario da disfuncdo sistélica, que parece ser
adaptativa e reversivel, a presenca de disfuncédo diastolica parece se constituir
em um marcador de pior prognéstico. Entretanto, 0s mecanismos responsaveis
por seu desenvolvimento, bem como seu papel na sepse ainda precisam ser

melhor elucidados.

Mecanismos moleculares da disfuncédo miocardica na sepse

A infeccéo sistémica e/ou inflamacéo resultam em um prejuizo da funcéo
contratil cardiaca através de uma resposta imune inata das células cardiacas.
Os cardiomidcitos sao células cardiacas especializadas cuja fungédo primaria é
a contracdo para fornecer forca motora e gerar o débito cardiaco e presséo
arterial. H4 evidéncias de que os cardiomiocitos também respondem a sinais
de perigo com uma complexa resposta inflamatdria e funcional. Por exemplo,
em resposta a um estimulo inflamatério, os cardiomidcitos: 1) expressam
citocinas pro e anti-inflamatdrias (Interleucina [IL]-6 e 10) que iniciam e regulam
uma resposta inflamatéria local, 2) expressam quimioquinas, (MIP-2, MCP1,
KC) as quais recrutam celulas necessarias para o processo de cicatrizacdo, e
3) aumentam a expressao de moléculas de adesado da superficie das células
(ICAM-1), permitindo a interacdo da sinalizacdo desde células inflamatoérias e
da matriz extracelular, e 4) finalmente produzem duas pequenas moléculas
reguladoras do calcio (S100A8 e S100A9) que suprimem o fluxo de célcio via
receptor RAGE (22,23). Esta resposta dos cardiomiécitos envolvendo citocinas,
quimioquinas e posteriormente recrutando leucocitos e moléculas de adeséo da
superficie da célula, leva ao decréscimo de contratilidade dos mesmos. Ha

dados sugerindo que alguns membros da familia dos receptores Toll Like, da
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resposta imune inata, mediam o reconhecimento desses sinais de perigo local
e iniciam uma resposta inflamatéria (24). Boyd e colaboradores, em um estudo
experimental com sepse em ratos, demonstraram que houve estimulagédo dos
TLRs 2,4 e 5 ativando o Fator Nuclear Kappa B (NF-kB) e sinalizando a via
inflamatoria de cardiomidcitos que resultou em um decréscimo da contratilidade

(23).

Receptores Toll Like

A resposta imune do hospedeiro é de dois tipos a inata e a adaptativa. A
resposta imediata, a qual inclui inflamacdo, fagocitose de patdgenos e
recrutamento de uma variedade de células imunes, ocorre independente da
exposicdo prévia e € chamada resposta imune inata. A familia dos receptores
chamados de Toll Like (TLRs) constitui a primeira estratégia para discriminar o
proprio do ndo proprio. Os TLRs tém sido descritos como “necessarios” ou

“requeridos” para resposta imune adaptativa (Figura 2). (25, 26)

Atualmente um total de 10 TLRs € conhecido em humanos. Mais
especificamente, o TLR2 e o TLR4 tém papeis centrais no reconhecimento de
componentes de bactérias gram positivas e gram negativas, respectivamente.
Todos os TRLs tém uma regido citoplasmatica (~200 aminoacidos), conhecida
como os dominios Toll-IL-1R (TIR), que estao envolvidos no gatilho dos sinais
intracelulares, culminando na translocacao regulatoria transcripcional do NF-kB
dentro do nucleo, onde participam do aumento de citocinas pré-inflamatérias e
de outros mediadores imunorreguladores. A habilidade de uma proeminente
resposta inflamatoria em resposta ao estimulo bacteriano é dependente dos

TRLs. Desta forma, tem havido um grande interesse em estudar se as
14



variacbes genéticas desses receptores podem ser responsaveis pela
disparidade vista na susceptibilidade, gravidade e na mortalidade relacionada

as infeccdes bacterianas (2,27).
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Figura 2. Sinalizacdo dos TLRs: Patdgenos, tais como bactérias podem entrar
no hospedeiro levando a ativacdo de macrofagos via TLRs por moléculas
derivadas de patégenos, incluindo LPS, levando a produgdo de citocinas
inflamatérias. Essa sinalizacdo depende de quatro proteinas adaptadoras-
MyD88, TIRAP (também chamado MAL), TICAM1 (também chamado TRIF) e
TICAM2 (também chamado TRAM) que diretamente ligam-se a TLRs ativados
e promovem a sinalizagdo. Ligandos ligados aos TLRs alteram a conformacao
dos ectodominios dos TLRs, essas altera¢c6es sdo propagadas para o dominio
intracelular TIR dos TLR. Todos os TLRs utilizam a via MyD88-dependente
resultando na producao de TNF-q, IL-1, IL-6 e outras citocinas dependentes do
NF-kB. Adaptado de Beutler. (25).
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Receptor Toll Like 4 e seu polimorfismo

Apés a descoberta em voluntarios humanos e em ratos de que a
variacdo genética no TRL4 poderia alterar a resposta a bactérias gram
negativas ou a endotoxina, alguns estudos foram realizados para avaliar o
polimorfismo 299 Asp—Gly e 399 Thr—lle em pacientes com sepse por gram
negativos (28). Arbour e colaboradores demonstraram a importancia destes
dois polimorfismos no TRL4 em relacdo a sua funcédo (29). Neste estudo, a
func@o pulmonar apés inalacdo de endotoxina foi avaliada em um total de 83
pessoas. Individuos com polimorfismo Asp299Gly e Thr399lle apresentaram
piora da funcdo pulmonar apdés endotoxina inalada. Consistentes com estes
achados, Lorenz e colaboradores, demonstraram que o alelo 299/399 foi mais
prevalente em pacientes com sepse por gram negativo (30). Van den Berghe e
colaboradores, em um estudo multicéntrico, avaliaram o sangue de 774
pacientes criticamente enfermos internados em unidades de terapia intensiva.
Foram selecionados 31 polimorfismos de um simples nucleotideo de 14 genes
envolvidos na resposta imune inata. Foi encontrado que a presenca do alelo G
para polimorfismo TLR4 299 predispde a infec¢des graves e maior mortalidade.
Esse estudo sugere que polimorfismos funcionais em genes envolvidos na
resposta imune podem tornar-se parte de um modelo de risco, permitindo a
identificacdo de pacientes de pior prognéstico, que poderiam beneficiar-se
desde a introducdo precoce de medidas preventivas ou de intervencdes

terapéuticas customizadas (31).

Com relacdo a associacdo com a disfuncdo miocardica ndo existem
estudos em humanos, mas diversos estudos experimentais avaliaram o papel
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dos TLRs (Tabela 1). Um estudo experimental in vivo e ex vivo em
camundongos C57B1 e em animais deficientes em TLR4 avaliou a importancia
dos TRL4 dos cardiomidcitos comparados com o TLR4 dos leucécitos na
disfuncdo cardiaca induzida por lipopolissacarideos (LPS) de gram negativo.
Este estudo demonstrou que os TRL4 presentes nos leucdcitos e ndo nos
cardiomiécitos exercem um papel importante na disfuncdo de midcitos
cardiacos durante a endotoxemia (32). Nemoto e colaboradores avaliaram o
efeito dos LPS na disfungédo ventricular de camundongos com deficiéncia de
TLR4 e camundongos selvagens, este estudo sugere que o TRL4 media a
disfungéo ventricular esquerda que ocorre no choque induzido por LPS (33).
Outro estudo recente também em modelo experimental em camundongos
demonstrou que deficiéncia de TLR4 no coragdo esti associada com melhora

na sobrevida e funcao de ventriculo esquerdo apods sepse por LPS (34).

Em conjunto estes estudos sugerem que os polimorfismos no TRL4
Asp299Gly e Thr399lle podem causar certas respostas aberrantes as infec¢des

por bactérias gram negativas, com aumento da gravidade da doenca.

Receptor Toll Like 2 e seus polimorfismos

Os TLR2 desempenham um papel essencial no reconhecimento de
componentes de bactérias gram positivas (35,36). Knuefermann e
colaboradores em um estudo experimental em camundongos com deficiéncia
de TLR2 e camundongos selvagens apods sepse por estafilococos aureus,
demonstraram que a sinalizagdo via TLR2 contribui para a piora da
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contratilidade miocardica e aumento de citocinas no coragdo pos sepse (37).
Zou e colaboradores examinaram o efeito dos LPS em camundongos
deficientes em TLR2 e encontraram que estes tinham melhor fungcéo cardiaca
durante a sepse induzida quando comparados a camundongos selvagens,
estes também apresentavam uma menor concentracdo de citocinas (38).
Contudo ainda ndo estd claro se a infec¢cdo polimicrobiana exerce uma
disfuncdo cardiaca diretamente ou via TLR2 (39). Zou e colaboradores em
outro estudo experimental em camundongos demonstraram que TLR2 de
células ndo hematopoiéticas desempenham um papel essencial mediando

disfuncéo cardiaca durante a sepse (40).

Dois polimorfismos no gene do TRL2 foram identificados consistindo na
substituicdo da arginina pelo triptofano no aminoacido 677 (677Arg—Trp) e na
substituicdo da arginina pela glutamina no amino4cido 753 (753 Arg—Gin).
Alguns estudos mostram que estes polimorfismos podem predispor individuos
a certas infeccdes por gram positivos (41). Sutherland e colaboradores
demonstraram, em um estudo em 252 pacientes com SIRS, associacdo do
polimorfismo do TLR2 -16933AA com aumento da prevaléncia de infeccéo por

gram positivo (47).

Estes estudos sugerem que a sinalizacdo via TLR 2 pode exercer um
papel critico mediando a cardiomiopatia, com efeitos deletérios no miocardio e
maior mortalidade durante a sepse polimicrobiana. Entretanto, ndo ha estudos
em humanos avaliando especificamente o papel dos polimorfismos do TLR2

com disfuncdo miocéardica na sepse.
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Tabela 1. O papel dos receptores Toll like na disfungdo miocardica da sepse

TLR2

TLR2 e 4

Camundongos
TLR-/-e WT
EX vivo

Camundongos TLR-/-MyD88-
e WT
In vivo e ex vivo

Camundongos
TLR-/-e WT
In vivo e ex vivo

Camundongos TLR-/-(MO) e WT
Camundongos TLR2-/- e WT
Ex vivo

Camundongos TLR2 -/- e +/+
Camundongos TLR4-/- e +/+
Ex vivo

Cardiomiocitos

Cardiomiocitos

Cardiomidcitos e
células da medula

Célula hematopoiética
(MO) Célula ndo
hematopoiética

Cardiomiocitos

1TNF e IL1(WT)

TTNF etmortalidade
(WT)

1TNF e IL6(WT)

1TNF e ROS e IL1(WT)

T ET-1(+/4)

LWT)

LWT)

LWT)

L(WT/ WT-MO)
L(WT/KO-MO)

L(+1+)

Knuefermann 2004(37)
Zhu 2007(42)
Zou 2010 (38)
Zou 2011(40)
Patel 2007 (43)
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TLR4

Camundongos

C3H/HeJ (TLR4 né&o funcional)
C3H/HeN (controle)

Ex vivo

Camundongos C57B1/6
Camundongos deficientes TLR4
C57B1/6e Def TLR4(quimeras)
EXx vivo

Camundongos C3HHeJ e
C3HeBFeJ
In vivo

Camundongos TLR-/-e WT e
quimeras C57BL10/ (TLR4 /)
Ex vivo

Camundongos C3HHeJ e
C3HeBFeJ
Ex vivo

Camundongos TLR-/-e WT e
guimeras-
In vivo e ex vivo

Cardiomiécitos

Cardiomiécitos e
células da medula

Cardiomié6citos

Células da medula

Cardiomiécitos

Cardiomiécitos

1INOSm RNA (controles)

Leucdcitos sé@o
importantes para
depressao miocardica

Producéo cardiaca de
1TNF-a e IL1B8 em
controles

E5564 preveniu a
disfuncéo contratil

|Mortalidade em TLR-/-
tTNFa e IL1B em WT
TLR de miécitos sdo
importantes para
depressao miocardica

l(controles)

lcontroles

lcontroles

IWT e quimeras

lcontroles

IWT e quimeras

Nemoto 2002(33)

Tavener 2004(32)

Baumgarten 2001(44)

Bink 2004 (45)

Baumgarten 2006 (46)

Fallach 2010(34)

WT= selvagens; camundongos WT= TLR +/+; C3HHeJ (deficientes em TLR4), C3HeBFeJ (controles), WT-MO: transplante de medula 6ssea; KO-MO: sem céls de medula

Ossea; E5564: inibidor competitivo dos LPS e inibidor oxido nitrico sintase induzivel.

21




Fator de necrose tumoral-a e seu polimorfismo

O fator de necrose tumoral (TNF)-a € uma citocina pro-inflamatoria que é
encontrada em altos niveis em pacientes com choque séptico e causa
disfuncéo cardiaca durante a sepse (6, 48). O papel depressor miocardico do
TNF-a ocorre através de diversos mecanismos, sendo ainda incerto aquele que
seria o primordial, mas é consensual que esta citocina aumenta a producao de
oxido nitrico e modula a entrada e saida de calcio da célula. Tavener e
colaboradores em um estudo experimental em ratos deficientes em receptores
1 e 2 do TNF-a, demonstraram que estesiondesenvolviam disfuncéo
miocardica apos o estimulo com LPS, evidenciando assim a importancia dos

receptores do TNF-a na depressao miocardica da sepse (49).

VariacOes inter individuais na producao desta citocina tém sido descritas,
variacbes essas que parecem ter origem genética (50,51). Stuber e
colaboradores em um estudo em 40 pacientes sépticos encontraram um
polimorfismo bi alélico Ncol dentro do l6cus do TNF-a como sendo um
marcador gendmico de pior prognostico, além de apresentarem niveis
aumentados de TNF-qa, e concluiram que niveis de TNF-a durante as infeccbes
parecem ser modulados geneticamente (52). Um estudo multicéntrico
conduzido por Mira e colaboradores avaliou uma coorte de 89 pacientes com
choque séptico e relatou um aumento significativo na freqiiéncia do alelo -308
em pacientes que morreram e concluiu que pacientes com o alelo -308 no gene
do TNF-a tinham 3,7 vezes maior chance de morrer. Apesar disso, 0s niveis
circulantes de TNF-a ndo foram diferentes no grupo controle e no grupo com o

alelo -308 (53). Tomasdottir e colaboradores avaliaram o polimorfismo bi alélico
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no gene do TNF-a para determinar sua associagdo com aumentada resposta a
SIRS com aumento da morbidade cardiopulmonar apds cirurgia cardiaca.
Neste estudo foram avaliados 95 pacientes, e aqueles homozigotos para o
alelo TNFB2 desenvolveram SIRS exacerbada apds cirurgia cardiaca com um

aumento da morbidade cardiopulmonar (54).

Assim, polimorfismos no gene do TNF-a parecem estar relacionados a
pior prognéstico na sepse. Entretanto, o papel destes polimorfismos ainda nédo
estd bem definido, pois estudos sdo escassos neste tema, e seu papel na

disfuncéo miocardica associada a sepse em humanos ainda néo foi estudado.

Conclusoes

A disfuncdo miocardica € comum no contexto da sepse e parece estar
relacionada a um pior prognéstico; recentemente tem sido explorado o papel da
disfuncéo diastdlica nesse cenario. Seus mecanismos moleculares ainda néo
estdo claramente elucidados em estudos em humanos, porém varios estudos
experimentais sugerem um papel dos polimorfismos dos TLRs e do TNF-a na

disfuncéo miocardica da sepse.

Considerando que a sepse é uma sindrome poligénica, € improvavel que
um unico polimorfismo ird determinar um fenétipo particular, mas quando
multiplos fenotipos agem juntos e ha presenca de infeccdo a manifestacdo da

disfuncéo miocardica pode ser mais grave e até fatal.

O progresso nesse entendimento tem sido rapido, porém varias lacunas

no conhecimento persistem. Uma vez entendendo o papel dos receptores Toll
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like neste contexto, o maior desafio para o futuro talvez seja alterar a
sinalizacdo destes receptores no processo imune, e talvez buscar novas
estratégias de modulagdo do TNF-a, para prevenir infegdes, tratar a sepse e

modular a inflamacao.
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RACIONAL DO ESTUDO

A sepse grave e 0 choque séptico tém uma prevaléncia muito alta,
sendo a décima causa de mortalidade globalmente. Apesar dos avancos no
seu tratamento nos ultimos anos sua mortalidade permanece em torno de 30-
60%. A morte nesse grupo de pacientes se da principalmente por disfuncao de
multiplos 6rgdos e choque refratario. Nesse cenario, a depressao miocardica €
responsavel pela alta mortalidade porém sua fisiopatologia permanece ainda

nao bem esclarecida.

Estudos ecocardiograficos sugerem que cerca de 50% dos pacientes
com choque séptico desenvolvem depressdo miocardica, definida por uma
fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo <45%. A fisiopatologia da depressao
miocardica é complexa e envolve multiplos fatores. Atualmente se sabe que a
resposta imune inata tem um papel importante nesse contexto. Os receptores
Toll like (TLRs) sédo os principais efetores da resposta imune inata, da
inflamacédo e da defesa do hospedeiro contra patdégenos bacterianos. Mais
recentemente, o foco tem envolvido a identificacdo da variacdo genética em
genes cruciais da resposta inflamatoria fornecendo uma reflexdo sobre a
influéncia da heterogeneidade genética em resposta a infec¢des bacterianas.
Entretanto ndo existem estudos em humanos explorando uma potencial
associacdo da disfuncdo cardiaca na sepse com o0s polimorfismos genéticos
dos TLRs 2 e 4 e do TNF-a e seu progbstico. Assim, 0 presente estudo
podera contribuir para um melhor entendimento do papel da heterogeneidade
genética dos receptores Toll-like 2 e 4 e do TNF-a em resposta as infec¢oes e

do seu papel na fisiopatologia da disfuncdo miocardica da sepse.
33



HIPOTESE

A disfuncdo miocardica na sepse pode estar associada a um perfil
diferenciado de expressao dos polimorfismos receptores toll like 2 e 4 e do fator

de necrose tumoral-a .
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar o comportamento do polimorfismo genético dos TLRs 2 e 4, do TNF-a
e o0 nivel sérico do TNF-a em pacientes com sepse grave e choque £ptico em

relacdo a funcado ventricular.

Objetivos especificos
1. Determinar a frequéncia de polimorfismos dos TLR 2 e 4, do TNF-a em

pacientes com sepse grave e choque séptico.

2. Determinar a frequéncia de disfungdo miocardica sistdlica e diastélica em
pacientes com sepse grave e choque séptico.
3. Determinar os niveis séricos do TNF-a.

4. Analisar a associagdo dos niveis séricos dos marcadores biolégicos, e dos
seus polimorfismos isolados e seu sinergismo com relagdo a disfuncao

miocardica e mortalidade na sepse.
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Patterns of cardiac dysfunction in patients with sepsis relative

to Toll Like receptors 2 and 4 and TNF-a polymorphisms
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Abstract

Purpose: The aim of study was to evaluate echocardiography-based indices of
myocardial function in sepsis and septic shock, comparing toll like receptors 2
and 4 and TNF-a polymorphisms with the presence of systolic and diastolic
dysfunction.

Material and Methods: Fifty-four adults patients (60% women; mean age
51+18 years; Acute Physiology and Chronic Health Disease Classification
System Il score 27+7) admitted to intensive care unit up to 24 hours after
fulfilling criteria for severe sepsis or septic shock were studied. Clinical and
laboratory data, and blood samples were collected within the first 24 hours.
Tumor necrosis factor [TNF]-a levels, and genotyping for toll like receptors 2
and 4 (TLR2 and TLR4) and TNF-a were performed. Echocardiography was
performed within the first 24 hours and again72 hours and 7 days after
admission.

Results: Mortality of patients with sepsis was 39%. Systolic dysfunctions of the
left and right ventricle were present in 37% and 33% of patients, respectively.
Diastolic dysfunction was evident in 74% of the patients and was associated
with higher mortality (P=0.017). The prevalence of polymorphisms for TLR2
(Arg677Trp, TLR2 Arg753GIn, TLR4 Asp299Gly) and TLR4 (Trh 399Ile) was
low, and was moderate for TNF-a (-308G>A) polymorphism, showing no
association with clinical or echocardiographic findings.

Conclusions: Myocardial dysfunctions, both systolic and diastolic, were highly

prevalent in severe sepsis. Diastolic dysfunction was associated with higher
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mortality. However, we could not demonstrate any association of TLR and TNF-

a polymorphisms with either systolic or diastolic dysfunction.
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Introduction

Sepsis and septic shock remain important causes of morbidity and
mortality worldwide (1, 2). Cardiac dysfunction contributes importantly to this
scenario (3). Classically, it is considered that early dilatation of the left ventricle
and depressed ejection fraction is associated with better chances of reversibility
and consequent survival (4). Subsequently, similar findings were observed
relative to the right ventricle in patients with septic shock, in whom improvement
in right ventricle function was also associated with better survival (5). Our group
has recently showed that left ventricular dysfunction in patients with sepsis or
septic shock was associated with endothelial dysfunction as assessed by
endothelin-1 levels and that diastolic function is also impaired, the latter being
associated with poorer survival rates (6). However, the complex nature of
sepsis-related cardiac dysfunction is incompletely understood.

There is growing evidence that the innate immune response plays
important roles in the pathogenesis of sepsis and its consequences, including
the sepsis- related cardiac injury (7, 8). Toll like receptors (TLRS) are important
effectors of the innate immune response, involved in the release of
inflammatory mediators and host defense mechanisms against bacterial
pathogens. Circulating TLRs membrane-bound to leucocytes are triggers of the
inflammatory cascade once activated by bacterial pathogens. Ten TLRs have
been described, while TLR2 and 4 are central to the recognition of gram
positive and gram negative bacterial components, respectively (9, 10). More
recently, genetic variations of these receptors have emerged as an important

focus of research related to genes involved in the inflammatory response. The
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identification of TLR polymorphisms and that of inflammatory cytokines has
shed light into the genetic heterogeneity response to different bacterial
infections (11). Interestingly, experimental studies suggest that both TLRs 2 and
4 are involved in the development of sepsis-related myocardial dysfunction (12,
13, 14).

Among cytokines, tumor necrosis factor (TNF)-a is a well known cytokine
that can cause negative inotropic effects related to sepsis (3). The -308
polymorphism on the TNF-a gene enhances TNF-mediated responses in sepsis
and is associated with worse clinical outcomes (15). However, the association
between distinct cardiac dysfunction parameters in sepsis with genetic
polymorphisms of TLR 2 and 4 and of TNF- o and prognosis is poorly explored.

In the present prospective study we sought to investigate the association
of cardiac dysfunction, focusing on the presence of diastolic dysfunction, as
assessed by echocardiography, and the presence of TLR2 Arg677Trp, TLR2
Arg753GIn, TLR4 Asp299Gly, TLR4 Trh 399lle and TNF-a -308G>A as well as

levels of TNF-a in patients with sepsis or septic shock.
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Methods

Patients and study design

The study included 54 consecutive adult patients admitted to the
intensive care unit at Hospital de Clinicas de Porto Alegre within 24 hours of
diagnosis of severe sepsis or septic shock according to internationally accepted
consensus definitions (16). Briefly, sepsis was defined based on clinical
evidence of infection and at least 2 of the following: 1) fever (core temperature
>38°C) or hypothermia (core temperature <36°C), 2) tachycardia (heart rate
>90 beats per minute), 3) tachypnea (>20 breaths per minute) or PaCO, less
than 32 mmHg, 4) leucocytosis (>12000 cells/mm3), or a ratio of greater than
10% band cells to polymorphonuclear cells. Severe sepsis was defined as
sepsis with hypotension even after volume expansion. Exclusion criteria were
as follows: 1) age greater than 80 years, 2) heart failure, 3) liver failure (Child-
Pugh class C), 4) bone marrow failure (leukocytes <500/uL), or 5)
immunosuppression  (acquired  human  immunodeficiency, use of
immunosuppressants, including corticosteroids [prednisone >1mg/Kg per day].

or cancer), 5) pancreatitis, and 7) infective endocarditis.

Study protocol

Clinical features and laboratory data of patients were collected at
admission, including Acute Physiology and Chronic Health Disease
Classification  System Il score (APACHEII). Serial transthoracic
echocardiography were performed within the first 24 hours from admission

(H24) and repeated after 72 hours (H72) and 7 days (D7). Informed consent
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was signed by all patients or guardians before inclusion in the study. The study

was approved by the institution’s research ethics committee.

Echocardiography

Transthoracic two-dimensional echocardiography was performed in the
intensive care unit, using an adult transducer (2.0-5.0 MHz), with harmonic
imaging capability, and a commercially available ultrasound system (Philips
EnVisor, Andover, MA). Analysis was focused on parameters of systolic and
diastolic function of both right and left ventricles, including left ventricle (LV)
diameters and left ventricle ejection fraction (LVEF), pulse wave Doppler of
inflow mitral (E wave and A wave), tissue Doppler analysis of lateral corner of
the mitral ring movement (early diastolic velocity [Em]), as well peak systolic
velocities (Sm of the right and left ventricles). Left ventricular dysfunction
systolic was defined as LVEF less than 55% or tissue Doppler peak systolic
velocity (LV-Sm) less than 12cm/s, and right ventricle (RV) dysfunction was
defined as RV tissue Doppler peak systolic velocity (RV-Sm) 12cm/s or less.
Diastolic dysfunction was defined as tissue Doppler analysis of lateral corner of
the mitral ring movement (early diastolic velocity) Em less thanl2 cm/s.
Measurements were performed in triplicates, according to accepted guidelines

and protocols (17, 18), and the mean value was used for statistical analysis.

Blood sampling

Immediately after inclusion of the study, 10 ml blood samples were
collected from patients in EDTA-containing tubes. The material was immediately

centrifuged at 3000 rpm during 20 minutes. The plasma obtained was stored at
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-70°C for posterior analyses. Immunoreactive TNF-a levels were measured by
ELISA assay, using duplicate samples and run simultaneously to minimize
assay variability (R&D Systems, MN). Inferior detection limits for the TNF-q,
according to the manufacturer was 1.6pg/ml. This assay does not measure
biological activity, rather a quantitative assessment of immunoreactivity is

provided.

Genotyping TLR2 and 4 and TNFa

Genomic DNA was extracted from peripheral blood samples using a
salting out method as previously described (19). Genotypes were identified by
polymerase chain reaction and restriction fragment length polymorphism
methods, using primers and conditions as described elsewhere for the TLR2
Arg677Trp (20), TLR2 Arg753GIn (21), TTL4 Asp299Gly, TLR4 Trh 399lle (22)
and TNF-a -308G>A (23) polymorphisms. The digest fragments were separated
by electrophoresis on 8% polyacrylamide (TLR2 Arg677Trp, TLR4 Asp299Gly
and TNFa-308G>A polymorphisms) or 2% agarose gels (TLR2 Arg753GIn and
TLR4 Thr399lle polymorphisms) and visualized with ethidium bromide under
ultraviolet light. Samples with known genotypes were used in each run and
genotyping was performed by laboratory personnel blinded to clinical and

echocardiographic variables.

Statistical analysis

Quantitative variables are presented as mean + SD or median and
interquartile range; categoric variables are expressed as absolute numbers and
percentages. Variables without normal distribution underwent logarithmic
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transformation. Student t test, x?, or Fisher exact test was used for comparisons
between the groups, as appropriate. Correlation between echocardiographic
parameters and TNF-a were assessed by Pearson. To study the association
between polymorphisms and echocardiographic parameters we used Mann-
Whitney or Student test t. Two tailed P<0.05 was considered as statistically
significant. All statistical analysis was performed using SPSS version 17.0 for

Windows.
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Results

Patient’s clinical characteristics

We enrolled 54 septic patients (60% women; mean age 51+18 years;
64% of abdominal and respiratory sepsis etiology). Mean length of stay in
intensive care unit was 9 days (median, 6 days; 1-36 days). In 83% of patients,
vasoactive therapy was required, and 87% of them were on mechanical
ventilation (29 patients with PaO,/FiO,<300mmHg). During hospitalization, 21

(39%) patients died because of sepsis.

Left and right ventricular echocardiography parameters

Left ventricular systolic dysfunction was detected in nearly a third of the
enrolled patients by using LVEF (37%) and in about half of patients by using
LV-Sm. Right ventricular dysfunction detected by RV-Sm occurred in 33% of
patients. On the other hand, diastolic dysfunction was detected in 74% of
patients.

Figure 1 depicts main echocardiographic parameters for survivors and
nonsurvivors for days 1, 3 and 7. Systolic dysfunction, either evaluated by LVEF
or LV-Sm, as well as right ventricular dysfunction, was not associated to
prognosis. On the other hand, diastolic dysfunction was associated to prognosis
in this group of patients. Nonsurvivors had lower Em values in all three
evaluations. Finally, follow-up echocardiographies showed no significant

changes in either systolic or diastolic dysfunction during the period of follow-up.

46



LVEF LV Sm

701 14.5-
—=— Death 140 —=— Death
=== Survivors ' === SUrvivors
D 13.54
g E 13.04
é 607 c 12.57
| N 12.04
— 11.54
11.04
S0 T r 1054 . .
H24 H72 D7 H24 H72 D7
p=0.07 (time)
RV Sm Em
177 15.01
—a— Death —— Death
164 === SUrVivors . - = SUIVivors
o 125 F=====mmmaa. I ______________ I
g 154
c 14+ £ 10.01
%)
> 134
& 7.5+
124
11—y T T 5.0=—r T T
H24 H72 D7 H24 H72 D7
p=0.09 (group) p=0.01 (group)

Figurel. Echocardiographic parameters for survivors and nonsurvivors for days 1, 3 and 7. LVEF: left ventricular ejection fraction;

LV-Sm: left ventricle Sm; RV-Sm: right ventricle Sm; Em:early diastolic velocity



Diastolic dysfunction

Given the association of diastolic dysfunction to mortality, we evaluated
cutoff values for this parameter, based on quartiles of distribution, to
discriminate survivors from nonsurvivors in our sample. Patients with Em <
15cm/s were compared with the others and those with <€t cm/s had
significant higher mortality (P=0.017); that was maintained after controlling for
age (P=0.038). Characteristics of patients with and without diastolic dysfunction

are presented on Table 1.
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Tablel. Clinical characteristics of studied patients

Diastolic No diastolic P
dysfunction dysfunction
(n=40) (n=13)

Age —years 55+15 40122 0.03
Female-n(%) 22(69) 9(55) 0.56
Caucasian (%) 35(87) 12(97) >0.99
APACHE I 25(8) 20(5) 0.018
Mechanical ventilation (%) 37(92) 9(69) 0.09
Infection site-n°(%)

abdominal 13(50) 8(31) 0.39

respiratory 7(27) 6(23)

urinary 3(11) 6(23)

others 3(11) 6(23)

0.91

LogTNFa (ng/ml) 1.12(0.43-1.62) 1.0(0.73-1.29)
Echocardiography

LVDD(mm) 4.5+0.5 4.8+0.7 0.10

LVSD(mm) 3.1+0.7 3.3+0.9 0.40

Left Atrium 3.6+0.5 3.7x0.5 0.25

Right ventricle (cm) 2.3x04 2.410.5 0.51

E/A ratio 1.3£1.2 1.5+£0.8 0.56

LVEF (%) 56+13 60+13 0.46

RV-Sm (cm/s) 12+£2.7 14+2 0.008

LV-Sm (cm/s) 12.7+£2.8 12.5+3 0.83

Em (cm/s) 9.2+0.3 17.6£2.3 <0.001
Nonsurvivors-n (%) 20(50) 1(8) 0.017

APACHE II: Acute Physiology and Chronic Health Disease, LVDD: left ventricle diastolic
diameter, LVSD: left ventricle systolic diameter, E/A ratio: wave E/wave A, LVEF: left ventricle
ejection fraction: RV-Sm and LV-Sm peak systolic velocities right and left ventricle, Em: early

diastolic velocity
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Toll like receptors genotyping and myocardial dysfunction

To investigate possible mechanisms involved in ventricular dysfunction of
severe sepsis and septic shock, we evaluated the -correlation between
polymorphisms of TLR2 (677 and 753), TLR4 (299 and 399) and TNF-a (-308)
and systolic and diastolic cardiac dysfunction in sepsis. The frequencies of risk
allele was extremely low for TLR2 (alleles T and A) 0.01 and 0.02%
respectively, TLR4 (allele G and T) was 0.05% for both of them and TNF-a (-
308) was 0.15% (Table 2). There was no difference between genotypes and
diastolic dysfunction even when we included all genotypes of risk (Table 3).
Similar results were found regarding left and right systolic dysfunction (data not

shown).
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Table 2. Frequencies of polymorphisms

Frequencies

Percentage (%)

TNF-a (-308) n=54

GG 38 70
GA 16 30
Frequency allele A 0.15

TLR4 (299) n=53

AA 47 87
AG 6 11
Frequency alelle G 0.05

TLR4 (399) n=53

CC 47 87
CT 6 11
Frequency alelle T 0.05

TLR2 (677) n=53

CC 52 98
CT 1 2
Frequency alelle T 0.01

TLR2 (753) n=53

GG 51 96
GA 2 4
Frequency alelle A 0.02
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Table 3. Diastolic function and genotypes

Diastolic dysfunction No diastolic P
dysfunction
n=40
n=13

TLR4 (299)

AA (%) 36 (92) 11(85)

AG (%) 3(7) 2(15) 0.41
TLR4 (399)

CC (%) 34 (87) 12(92)

CT (%) 5 (13) 1 (8) 0.99
TLR2 (677)

CC (%) 38 (97) 13(100)

CT (%) 1(2) 0 0.99
TLR2 (753)

GG (%) 38 (97) 12(92)

GA (%) 1(2) 1 (8) 0.99
TNF-a (308)

GG (%) 30 (75) 7 (54)

GA (%) 10(25) 6 (46) 0.14
Excluding TNF*
Without risk allele 34 (85) 11(84) 0.99
With at least one risk 6 (15) 2(15)
allele
Including TNF*
Without risk allele 27 (67) 7(54) 0.37
With at least one risk 13 (32) 6(46)

allele

*Analysis using combination of TLR receptor polymorphisms, excluding or

including the TNF polymorphism, respectively.
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Tumor necrosis factor-a and myocardial dysfunction

To investigate possible mechanisms associated to diastolic dysfunction
in severe sepsis we further evaluated the correlation between levels of TNF-a
and diastolic dysfunction (Em). Patients with diastolic dysfunction had no

significant differences observed for TNF-a values (Figure 2).

TNF
200-

100=
A A

- AA
A AA
AH

0= ﬁ' = mi .A“A“A. *‘ 3?“‘

No DD DD

p=0.92

Figure 2. Tumor necrosis factor-a levels from patients with and without diastolic

dysfunction. DD: diastolic dysfunction.
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Discussion

In the present prospective study, we showed that in 54 patients with
sepsis or septic shock, 1) left ventricular dysfunction was present in 50% and
right ventricular dysfunction in 33%, 2) diastolic dysfunction was evident in 74%
of the patients and was associated with higher mortality, and 3) the prevalence
of polymorphisms for TLR2 Arg677Trp, TLR2 Arg753GIn, TLR4 Asp299Gly,
TLR4 Trh 399lle was low and was moderate for TNF-a -308G>A, showing no
association with clinical or echocardiographic findings.

Left ventricular dysfunction pattern associated with sepsis has long being
described by Parker and colleagues in a classical study (4). Others have
confirmed that according to the cardiac response to septic injury, different
outcomes may develop (6, 24, 25). Descriptive studies have shown that
dilatation of the left ventricle early in sepsis indicates a better chance to
recuperate ventricular function and is associated with better prognosis (6, 26)

The importance of diastolic dysfunction in cardiovascular disease is well
known, and thought to precede systolic dysfunction in most conditions. In
sepsis, however this particular phenomenon is less well studied. Bouhemad and
colleagues described isolated and transient impairment in left ventricular
relaxation together with rise in troponin | levels and cytokines but without
association with outcome in 20% of 54 patients with sepsis that were studied
(27). More recently, our group and others have shown that altered diastolic
echocardiographic parameters correlated with poorer outcome in sepsis (6, 24,

28).
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Our present data reinforce this concept, with emphasis on the diastolic
pattern observed by Doppler echocardiography. We showed that nonsurvivors
had low Em values compared to survivors, indicating that early, diastolic-related
injury can accurately predict outcome in these patients. Also, our consecutive
data demonstrated that echocardiography can easily be performed at the
bedside, avoiding invasive hemodynamic assessments, and yet provide useful
clinical information. However, the complex nature of cardiac dysfunction in
sepsis could not be further explained by means of echocardiographic imaging
only.

We then investigated underlying pathogenic mechanisms of cardiac
dysfunction in sepsis, especially those related to Toll-like receptors and TNF-a-
related effects. Toll-like receptors 2 and 4 are involved in responses to
lipopolissaccharides (LPS) in different bacterial-mediated sepsis. In fact, TLR 2
and 4 are necessary for LPS-induced cytokine (TNF-a), interleukins and nitric
oxide (NO) signaling to occur leading to cardiac dysfunction (7, 8, 29). Different
knockout models have shown that animals that do not express TLR 2 or 4
respond less markedly to LPS-induced deleterious effects (7, 12, 14, 30). In
other words, the absence of or potential polymorphisms of TLR’s may indeed
protect the heart from sepsis-induced cardiac injury. However, it remains
unclear whether these effects are purely dependent of myocyte-expressed TLR
or leucocyte-expressed TLR or both (12, 13, 31).

Considering the heterogeneous cardiac response to sepsis, we analyzed
the presence of specific polymorphisms TLR2 Arg677Trp, TLR2 Arg753GlIn,
TLR4 Asp299Gly, TLR4 Trh 399lle and TNF-a -308G>A expressed in

circulating leucocytes and studied their association with cardiac function in
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septic patients. Our main findings were twofold: 1) the prevalence of TLRs
polymorphisms was rare and was moderate for TNF- a polymorphism, and 2)
no association of any polymorphism was observed with either systolic or
diastolic dysfunction.

Previous reports have shown that the prevalence of the TLR
polymorphisms studied may vary widely. We found a very low prevalence for all
TLR studied polymorphisms which may be relevant to the Brazilian population;
indeed, previous studies involving these markers were generated in other
countries, possibly reflecting different genetic backgrounds (21,32).
Nonetheless, the importance of TLR4 Asp299Gly and Trh 399lle to mediate
different response to inhaled LPS was described (33). Others have shown that
TLR4 Asp299Gly and TLR4 Trh 399Ile are associated with poor outcome in
sepsis (34,35). Similarly, investigators assessed whether TNF-a polymorphisms
were associated with different outcomes in sepsis — Mira and colleagues
observed higher mortality rate in septic patients carrying the TNF2 allele (36).
Higher susceptibility for increased inflammatory response, left ventricular
dysfunction, sepsis and mortality was observed in patients submitted to cardiac
surgery when carrying TNFB1 and/or TNFB2 alleles (37). We found a slightly
higher prevalence of TNF-a -308 compared to the TLRs polymorphisms, and

yet no correlation was found with cardiac dysfunction parameters.

Ours was the first study to seek for associations involving the presence
of TLR4 Asp299Gly and Trh 399lle, TLR2 Arg677Trp and Arg753GIn and TNFa
-308 with cardiac dysfunction in patients with sepsis. In spite of moderate

prevalence of systolic and diastolic dysfunction detected in the studied patients
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- the latter being associated with higher mortality - we found no association of
any type of cardiac dysfunction and the presence of any of studied
polymorphisms. We speculate that these negative findings may be related to
the low prevalence of the searched alleles (previously unstudied in similar
Brazilian cohort), to the polygenic characteristic of sepsis and/or to the potential
involvement of other non-studied TLR signaling pathways such as MyD88 and
others. Finally, it might be considered that cardiac expressed TLR may be more
functionally relevant to the myocardium during sepsis, compared to leucocyte-
circulating TLR (38, 39); however, in vivo assessment of myocyte-based TLR
requires endomyocardial biopsy which imposes substantial risks which may not

be acceptable for research only purposes.

Study limitations

Our data should be viewed considering some limitations. Firstly, we
detected a very low prevalence of the studied polymorphisms in our patient
sample which naturally limits the ability to draw consistent associations;
secondly, we measured circulating-leucocyte binded TLRs which may no
necessarily reflect myocardium specific effects and finally it is possible that
among several signaling pathways involved in the pathogenesis of myocardial
dysfunction related to sepsis in humans, both TLRs and TNF-a effects play

minor roles.

Conclusions
In this prospective study we showed that almost half of patients with

sepsis or septic shock develop left ventricular dysfunction and that two thirds of
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them present diastolic dysfunction which was associated with higher mortality.
However, we could not demonstrate any association of four different circulating
TLR and TNF-a polymorphisms with the development of either systolic or
diastolic dysfunction. It is unclear whether these data can be generalized to

populations with different genetic backgrounds.
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Apéndice 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto: Associacdo de Polimorfismos genéticos com depressdo miocardica na sepse

Prezado Sr/a:
Estamos conduzindo um estudo para identificar caracteristicas genéticas
(polimorfismos) que podem se associar a um risco aumentado de desenvolver
um problema no coracdo chamado depressdo miocardica durante a infeccgéo.
Os polimorfismos sao alteracdo que acontecem em um gene e modificam
alguma caracteristica da pessoa. Como o Sr/a tem infec¢do, gostariamos de
convida-lo para participar do estudo. Caso aceite, realizaremos o registro de
suas informac¢des médicas, e uma coleta de sangue venoso — 10 ml de sangue
— na ocasido de sua entrada no estudo. Apds, estaremos registrando
informagdes durante a internagéo na CTl. Com a amostra de sangue, faremos
a identificacdo de 4 polimorfismos em genes responsaveis pela regulacdo da
funcdo cardiaca durante a infeccdo, que podem estar associadas ao
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca durante a infecgdo e a forma com
que ela se apresenta. Se o Sr/a concordar, armazenaremos as amostras para
gue outras caracteristicas possam ser analisadas no futuro, em outros
trabalhos de nosso grupo (nesse caso, estes trabalhos serdo também
apresentados ao Comité de Etica em Pesquisa e, se possivel, sera solicitado
novo Termo de Consentimento como este). No futuro, essas caracteristicas

poderdo auxiliar na escolha mais individualizada dos medicamentos, com mais
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beneficios para os pacientes sépticos. No entanto, os resultados deste estudo
nao trardo beneficios diretos para o Sr/a.

O Sr/a é livre para decidir por participar ou ndo do estudo, e sua recusa nao
implicard em nenhum prejuizo em seu atendimento neste Hospital. Todas as
informacdes obtidas estardo a sua disposicdo se assim desejar. Todos o0s
resultados referentes a pesquisa serdo utilizados para fins exclusivos de

pesquisa, sendo resguardada sua total confidencialidade.

Eu (ou responsavel), fui informado (a)

dos objetivos e da justificativa da pesquisa de forma clara e detalhada, bem
como do procedimento de coleta de sangue a que serei submetido e das
determinacdes de caracteristicas genéticas que serdo feitas. Recebi também a
garantia de resposta a davidas ou esclarecimentos relacionados a pesquisa e
da seguranca da confidencialidade dos dados obtidos.

Os pesquisadores responsaveis por este Projeto sdo a Dra. Nadine Clausell, a
Dra. Cyntia Aguiar Ribeiro e o Dr. Tiago Furian (fone para contato com os
pesquisadores 98061556), tendo este projeto sido revisado e aprovado pelo

Comité de Etica em Pesquisa desta Instituigo.

Local e data

Paciente ou responsavel:

Nome

Assinatura
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Apéndice 2
Ficha de coleta de dados

Protocolo de avaliacdo do uso de estatinas no choque séptico
(GPPG: 05589) e da associacdo de polimorfismos genéticos

com depressdo miocéardica na sepse (GPPG: 05617)

NUmero pac

Nome:

Prontuario: Idade: Sexo: Raca:

Internacédo no HCPA:

Internacéo na UTI: Data da alta ou obito:

Escore APACHE:

Motivo da internacdo no HCPA:

Comorbidades

Inicio do choque séptico:

Origem da sepse:

Etiologia:

Antibidticos:

Tipo: inicio: término
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Tipo: inicio: término
Tipo: inicio: término
Tipo: inicio: término
Vasopressor:

Tipo: inicio: término
Tipo: inicio: término
Corticoide:

Tipo: inicio: término
Ventilagéo:

Tipo: inicio: término
Tipo: inicio: término

Data e hora da avaliacédo basal:

Data e hora da randomizacao:

Data e hora do inicio da histatina/placebo:

Data e hora da primeira ecocardio:

CULTURAIS:

Hemoculturas:

Uroculturas:

Aspirado Traqueal:
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Exames laboratoriais

Dia

hora

TGO

TGP

Cr

Ur

CPK

PCR

VCAM

TNF

IL-6

Colest

triglicer

LDL
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Apéndice 3

Ficha de Ecocardiografia

ECO1

ECO 2

ECO3

Data

Hora

TA (mmHg)

FC (bpm)

PVC

Medidas

Atrio esquerdo (cm)

Atrio esquerdo (cm?)

DDVE (cm)

DSVE (cm)

Distancia E-septo (mm)

FE (Teicholz) %

Espessura septo (cm)

Espessura PP (cm)

VD (cm)

Veia cava inf (cm)

VE — funcdo sistdlica

FE (Simpson)

dP/dT (mmHg/s)

Volume sistdlico (cm?)

Tempo aceleragdo de eje¢do (ms)

Sa (cm/s)
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Sa’ (cm/s)

VE — fungdo diastdlica

Ea (cm/s)

Aa (cm/s)

Ea/Aa

Tempo desaleceracdo onda E (ms)

Ea’ (cm/s)

Aa’ (cm/s)

VD

Mudanga na area fracional

Excursdo do anel tricuspide (cm)

Encurtamento anular do VD (cm)

Volume sistélico (cm?)

Sa (cm/s)

Sa’ (cm/s)

IVA (m/s?)

Ea (cm/s)

Aa (cm/s)

Pressdao pulmonar

VD/AD (mmHg)

PSAP (mmHg)
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