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ARTIGO ORIGINAL

HLA-A*31 como marcador de suscetibilidade

genética em sepse

HLA-A*31 as a marker of genetic susceptibility to sepsis

RESUMO

Objetivo: Haplétipos do HLA
tém sido associados a muitas doencas
autoimunes, mas nio foi descrita
qualquer associa¢do na sepse. O objetivo
desse estudo ¢é investigar o sistema
HLA como um possivel marcador de
suscetibilidade genética a sepse.

Métodos: Estudo prospectivo de

O DNA foi extraido de sangue total, e a
haplotipagem de HLA foi realizada com a
tecnologia MiliPlex®.

Resultados: Foram incluidos 1.121
pacientes (1.078 doadores de rim, 20
pacientes com sepse grave ¢ 23 pacientes
admitidos por choque séptico) entre
outubro de 2010 ¢ outubro de 2012. Os
participantes positivos para HLA-A*31

tiveram risco aumentado de desenvolver
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coorte, incluindo pacientes admitidos

sepse (OR: 2,36 1C95%: 1,26-5,35). Nao

em unidade de terapia intensiva ¢ contro- foi identificada outra associagio significa-

les-sauddveis obtidos em lista de doa{do- tiva, quando considerado como nivel de
res de transplante renal. Foram excluidos significAncia o valor de p<0,01.
Conclusao: A expressio de HLA-A*31

estd associada ao risco de desenvolvimento

pacientes abaixo dos 18 anos de idade,
gestantes ou HIV positivos, pacientes
com .doenc_;a. mahgna metastdtica ou so.b de sepse.
quimioterapia, pacientes com hepatopatia

Descritores: Sepse; Antigenos HLA-A;

Inflamagio; Marcadores genéticos

avancada, com condicées de fim de vida.

INTRODUGAO

A proliferacio bacteriana na corrente sanguinea desencadeia o processo
inflamatério sistémico imuno-mediado inato que caracteriza a sepse, uma
sindrome com taxa de letalidade entre 20 e 50% em pacientes de terapia
intensiva,’ e cuja apresentagio mais grave, o choque séptico, tem desafiado
os profissionais da medicina por décadas. Ironicamente, no caso de sepse, a
medicina pode ser uma vitima de seu proprio sucesso, jd que um crescimento
significativo dos modernos procedimentos invasivos realizados para salvar vidas,
expde o corpo a micro-organismos indutores de sepse. Além disso, os novos e
poderosos antibidticos utilizados para combater a infec¢do aumentam a resis-
téncia aos fdrmacos, o que sustenta a letalidade da sepse.

Os haplétipos do HLA sdo um dos fendmenos genéticos que se associam mais
fortemente com autoimunidade.”’ Desde a primeira descricao de forte associagao
entre HLA-B*27 e espondilite anquilosante,”’ muitas outras associa¢oes a doengas
imunes foram descritas. Embora essas associacdes tenham sido amplamente
estudadas e documentadas, pouco se tem progredido na compreensio da



influéncia de um haplétipo particular de HLA em cada
doenga. Alguns exemplos cldssicos incluem a esclerose
maltipla,” a psorfase® e o diabetes tipo 1. Contudo hd
algumas excegoes, como o processo pelo qual a desaminagio
peptidica pode levar & doenga celiaca,” ou o cendrio em
que o mimetismo molecular, entre moléculas bacterianas e
enddgenas, pode produzir a doenca de Lyme.® Mais ainda,
estudos recentes sugerem que a contribuicio do HLA a
autoimunidade pode ser poligénica.””

Além do mais, arelevanciados HLAsvem crescendo em dreas
como imunizagao,'*'" antropologia®® e farmacogendmica.?
Na verdade, algumas reagbes adversas medicamentosas
demonstraram forte associacio com HILA, como as descritas
para abacavir (HLA-B*5701), alopurinol (HLA-B*58) e
carbamazepina (HLA-B*1502). Outras condicdes associadas
ao sistema HLA incluem o comportamento tabagista,
esquizofrenia, doenca de Parkinson, narcolepsia e doenca
arterial corondria."¥ O presente artigo investigou os /oci de
classes I e I de HLA como possiveis marcadores genéticos para
suscetibilidade a sepse.

METODOS

O presente estudo teve as caracteristicas de um estudo
prospectivo de coorte, realizado em uma unidade de
terapia intensiva (UTI) do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(USP) e concebido como parte do projeto BRISK (sigla do
inglés Brazilian Initiative for Sepsis Knowledge, Iniciativa
Brasileira para Conhecimento da sepse), que foi langado
em 2009 para investigar diferentes aspectos moleculares
da sepse. Foram incluidos, consecutivamente, todos os
pacientes admitidos na unidade de estudo, uma UTI de
14 leitos, apds assinatura de termo de consentimento
informado. Os pacientes de trauma cirtrgico e sindrome
corondria sido habitualmente admitidos em UTIs
especificas do hospital, nao tendo sido triados para este
estudo, tornando as populagdes dessas unidades muito
homogéneas. Foram critérios de exclusao deste estudo
pacientes abaixo dos 18 anos de idade, gestantes ou HIV
positivos, pacientes com doenga maligna metastdtica ou
sob quimioterapia, pacientes com hepatopatia avangada,
com condigées de fim de vida. O grupo controle foi
composto por amostras obtidas dos doadores de rim do
servico de HLA do Instituto do Coracgio da Universidade
de Sao Paulo. As definicoes utilizadas para sepse grave e
choque séptico estiveram de acordo com o Consenso do
American College of Chest Physicians/Society of Critical Care
Medicine (ACCP/SCCM) proposto em 1992.%5 O grupo
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controle foi constituido por doadores de transplante renal
avaliados pelo Laboratério de Histocompatibilidade do
Departamento de Imunologia do Instituto do Coragio da
USP em exames rotineiros de triagem antes da doagao. O
protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital
das Clinicas. Além disso, os pacientes (ou seus parentes
préximos) receberam explicacoes detalhadas sobre o
estudo e assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido por escrito para inclusio no protocolo do
estudo (protocolo niimero 1.207/09).

O DNA foi extraido de sangue total, e a halotipagem
de HLA foi realizada com a tecnologia MiliPlex®.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando
os programas estatisticos Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) versio 19.0 e R statistical software. Valor
de p<0,01 foi considerado estatisticamente significante. A
escolha desse nivel de significAncia visou reduzir o risco
de erro do tipo I, dado o pequeno niimero de pacientes
incluidos no grupo de estudo.

RESULTADOS

Este estudo incluiu 1.121 pacientes (1.078 doadores
de rim, 20 pacientes com sepse grave e 23 pacientes
admitidos por choque séptico) que foram incluidos entre
outubro de 2010 e outubro de 2012. Em nosso caso, sepse,
acidente vascular cerebral (AVC), alteracao dos niveis de
consciéncia, edema pulmonar e asma/doenca pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC) foram responsdveis por mais
de 90% das condigoes envolvidas nos pacientes incluidos
neste estudo.

Foi identificada uma associa¢io significante entre
HLA-A*31 e risco de sepse; os participantes positivos
para HLA-A*31 tiveram um risco 2,36 vezes maior de
desenvolver sepse do que os negativos para HLA-A*31.
Nio foi identificada em nossa andlise qualquer outra
associagdo significante, quando utilizado o nivel de
significAncia de 0,01, embora a comparagao da prevaléncia
do HLA-A*30 entre o grupo séptico e os controles tenha
tido valor de p limitrofe (Tabelas 1 a 5).

DISCUSSAO

Polimorfismos genéticos classes I e II do HLA sao os
alelos mais fortes e consistentes para doengas autoimunes.
A regido do HLA fica localizada no 6p21.3 e envolve mais
de 400 genes. Tecnologias de genotipagem de SNP iden-
tificaram diversos polimorfismos de nucleotideo dnico
(SNPs) que conferem um risco muito alto de autoimuni-
dade; entretanto, um forte desequilibrio da conexao por
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Tabela 1 - Prevaléncia de HLA*A em pacientes sépticos e controles

Tabela 3 - Prevaléncia de HLA*C em pacientes sépticos e controles

HLA-A Sepse (%)  Controle (%) Odds ratio Valor de p HLA-C Sepse (%) Controle (%) Odds ratio  Valor de p
1 5(0,058) 185 (0,078) 0,653 0,627 1 0(0) 16 (0,025) 0 0,270
2 16 (0,186) 497 (0,211) 0,778 0,676 2 6 (0,070) 34 (0,054) 4,264 0,722
3 7(0,081) 216 (0,092) 0,783 0,895 3 8(0,093) 7510,119) 2,577 0,604
" 3(0.034) 114 (0,048) 0,636 0,751 4 13 (0,151) 106 (0,168) 2,963 0816
23 3(0,035) 123 (0,052) 0,589 0,643 5 3(0,035) 33(0,052) 2,196 0,669
24 3(0,035) 201 (0,085) 0,361 0,144 6 9(0,105) 62 (0,098) 3,507 ~1
26 5(0,058) 76 (0,032) 1,590 0312 7 16 (0,186) 115(0,182) 3,361 ~1
29 6 (0,070) 99 (0,042) 1,464 0,328 8 9(0,105) 49 (0,078) 4,438 0513
30 9 (0,105) 168 (0,071) 1,294 0,034 12 3(0,035) 39(0,062) 1,858 0,454
31 9 (0,105) 92 (0,039) 2,364% 0,006 14 4(0,047) 22 (0,035) 4,393 0812
32 3(0,035) 57 (0,024) 1,272 0,783 15 4(0,047) 28 (0,044) 3,451 ~1
33 3(0,035) 94 (0,040) 0,77 ~1 16 6 (0,070) 3110,049) 4,676 0,579
34 2(0,023) 22 (0,009) 2,196 0,466 17 3(0,035) 13(0,021) 5,575 0,650
66 2(0,023) 25(0,011) 1,933 0,564 18 2(0,023) 9(0,014) 5,369 0,864
68 8 (0,093) 128 (0,054) 1,510 0,194 Total 86 632
74 2(0,093) 45(0,019) 1,074 ~1

Total 86 2.142

Resultados expressos em nimero (%). O percentual se refere ao nimero total de alelos na
populacao analisada. * IC95% - (1,26-5,35).

Tabela 2 - Prevaléncia de HLA*B em pacientes sépticos e controles

HLA-B Sepse (%) Controle (%) Odds ratio  Valor de p
7 4.(0,047) 163 (0,069) 0,578 0,549
8 2(0,023) 99 (0,042) 0,476 0,561
13 2(0,023) 42(0,018) 1,123 ~1
14 6 (0,070) 120 (0,051) 1179 0,597
15 8(0,093) 242 (0,103) 0,779 0,914
18 4.(0,047) 117 (0,050) 0,806 ~1
27 2(0,023) 51(0,022) 0,924 ~1
35 9(0,105) 239 (0,101) 0,888 ~1
37 1(0,012) 24.(0,010) 0,982 ~1
38 2(0,023) 40(0,017) 1,179 0,985
39 4.(0,047) 73(0,031) 1,292 0,619
40 3(0,035) 97 (0,041) 0,729 0,992
4 3(0,035) 29(0,012) 2,439 0,185
44 8(0,093) 216 (0,092) 0,873 ~1
45 1(0,012) 46 (0,020) 0,512 0,902
48 1(0,012) 13 (0,006) 1,813 0,991
50 3(0,035) 55(0,023) 1,286 0,740
51 9(0,105) 183 (0,078) 1,159 0,477
53 1(0,012) 79 (0,034) 0,298 0,417
55 1(0,012) 23(0,010) 1,025 ~1
57 5(0,058) 65 (0,028) 1,813 0,180
58 6 (0,070) 79 (0,034) 1,790 0,133
82 1(0,012) 1(0,000) 25,573 0,099

Total 86 2.096
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Tabela 4 - Prevaléncia de HLA*DQ em pacientes sépticos e controles

HLA-DQA Sepse (%) Controle (%) Odds ratio Valor de p

1 28 (0,333) 265(0,430) 2,491 0,116
2 11(0,131) 76 (0,123) 3,412 0,983
3 14.(0,167) 84 (0,136) 3,929 0,560
4 5(0,060) 42 (0,068) 2,806 0,948
5 26 (0,310) 146(0,237) 4,198 0,189
6 0(0,000) 3(0,005) 0 ~1

Total 84 616

HLA-DQB Sepse (%) Controle (%) Odds ratio  Valor de p

2 17 (0,202) 135 (0,211) 3,113 0,969
3 32 (0,381) 180 (0,281) 4,395 0,078
4 7(0,083) 50 (0,078) 3,461 ~1
5 12 (0,143) 134 (0,209) 2,214 0,199
6 16 (0,190) 141 (0,220) 2,805 0,629

Total 84 640

meio da regiio HLA"® complica essa interpretagio. Na
verdade, os loci de classes DR e DQ demonstraram uma
forte associagio com uma pletora de doencgas autoimu-
nes”” e também comumente se encontra que HLA-A e
HLA-b contribuem para risco de doenga.

E mais dificil encontrar associagoes importantes de HLA
com doengas infecciosas, pois a maioria dos agentes infeccio-
sos pode dar lugar a multiplos epitopos, alguns dos quais com
maior chance de ativar células T com avidez suficiente. No
entanto, algumas associagoes sdo bem estabelecidas, como as
para HIV, HTLV-1, maldria, virus da hepatite C, tuberculose
e lepra. Como ele muito provavelmente direciona a selegao de



Tabela 5 - Prevaléncia de HLA*DR em pacientes sépticos e controles

HLA-DR Sepse (%)  Controle (%) Odds ratio Valor de p
1 4(0,047) 198 (0,084) 0,499 0,298
3 8 (0,093) 241 (0,102) 0,820 0,924
4 12 (0,140) 274 (0,116) 1,082 0,624
7 12 (0,140) 273 (0,116) 1,086 0,615
8 6 (0,070) 144 (0,061) 1,030 0919
10 110,012) 41(0,017) 0,603 ~1
" 12 (0,140) 258 (0,109) 1,150 0,484
12 3(0,035) 50 (0,021) 1,483 0,632
13 12 (0,140) 277 (0,117) 1,071 0,651
14 5(0,058) 94 (0,040) 1,315 0,571
15 8 (0,093) 231(0,098) 0,856 ~1
16 110,012) 95 (0,040) 0,260 0,289

Total 84 2176

haplétipo, a infecgao pode, em tltima andlise, ser relacionada
com a maioria das doencas associadas a HLA.

Neste estudo, encontramos uma associagio signiﬁcan—
te entre HLA-A*31 e sepse. Nao ¢ simples identificar as
razdes pelas quais esse haplétipo especifico dita a susceti-
bilidade genética. Sao frequentemente identificados novos
alelos de A*31,%29 evidenciando que esse haplétipo se
encontra sob forte pressao seletiva. Entretanto, a literatura
que investiga o sistema HLA na sepse explora quase que
exclusivamente a expressio de HLA-DR na membrana.
Efetivamente, numerosas publicacoes implicam baixa
expressio de HLA-DR na membrana como um preditor
de desenvolvimento de sepse® e desfecho sombrio da
sepse, %%
dor de imunossupressao adquirida na UTL!
estudo, contudo, a varredura genética completa do lécus
HLA-DR nio foi capaz de encontrar qualquer alelo mais
prevalente na populacio séptica. Assim, em nossa opiniao,
a baixa expressaio de HLA-DR na membrana é um mar-
cador de exaustao celular e ndo um l6cus relacionado com
suscetibilidade genética.

HLA-A*31 se expressa em 5 a 10% da populagio
mundial, sendo a expressio mais elevada observada em
amerindios brasileiros (65%) e a mais baixa na popula-
¢do esquimé (0%). O HLA-A*31 tem sido fortemente
associado com reagoes adversas farmacolégicas induzidas
pela carbamazepina na populacio japonesa e reconhece
um antigeno codificado por carcinoma gastrico (signet
ring cell carcinoma).***” Na verdade, HLA-A*31 ¢ um
alvo para o desenvolvimento de vacina contra cancer.?®
E interessante que, quando realizamos uma pesquisa

) tendo este se tornado o mais confidvel marca-

2425 Em nosso
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BLAST para investigar esse peptideo, encontramos
uma forte similaridade com uma proteina hipotética da
Pseudomonas aeruginosa.

Mais de mil alelos de HLA-A ¢ HLA-B foram
caracterizados. Tanto a regido para encaixe para peptideo
quanto os flancos sdo altamente varidveis.*” Seria interes-
sante decifrar os peptideos que se ligam ao HLA-A*31 e,
dessa forma, desencadeariam sepse grave e choque séptico.
Esses peptideos podem ser proteinas autégenas ou nio. A
importincia do cross priming na infec¢do bacteriana foi
estudada em micro-organismos como Listeria monocytoge-
nes e Shigella, que podem levar a um escape de fagossomo.
Em contraste, Mycobacterium tuberculosis e Salmonella
typhimurium puderam sobreviver com fagossomos e tive-
ram de sofrer processamento cruzado para iniciar respos-
tas de CD8 dependentes de MHC-1. Células dendriticas
adquirem o antigeno ap6s pinocitose de restos de células
infectadas.®” Os pacientes do presente estudo, contudo,
nao tinham infec¢io por esses patégenos. Notavelmente,
micro-organismos como Staphylococcus aureus, Acineto-
bacter baumanni e beta-lactamases de espectro ampliado
(ESBL) responderam por mais de 90% das infecgoes hos-
pitalares no presente estudo.

O sequenciamento de ligantes a HLA a partir de uma
variedade de célula apresentadora de antigeno (APCs)
revelou predominantemente autoantigenos encontrados
na superficie dessas células ou em seus endossomos.®"3?
Além disso, antigenos citoplasmdticos ou nucleares
responderam por 10 a 30% desses peptideos.®**

E interessante que uma grande por¢io de proteinas ¢
imediatamente degradada apés a sintese, em fungio de
fatores como transcri¢io ou translagio defeituosa, uso
alternativo do padriao de leitura, falha na montagem em
complexos maiores ou modificagdes de ubiquitina.®”)

Muitas células sao ligadas por jungées que permitem
a transferéncia de pequenas moléculas ou fons citosélicos
para o citosol de células vizinhas. Essas moléculas e fons
podem entrar na via de apresenta¢io de antigenos das
células vizinhas.®® A maioria dos alelos HLA-B sempre
carregada de peptideos; entretanto, apenas uma parte dos
alelos HLA-A e HLA-C ¢ carregada. Foi sugerido que as
moléculas de HLA que deixam de apresentar peptideos
autdgenos estao mais disponiveis a chegada de peptideos
que surgem durante a infecgio ou situagoes de estresse.”
Observou-se que diversas proteinas do mecanismo de
HLA-I se associam a fagossomos. Sugeriu-se que isso seja
resultado de uma fusio de membranas do reticulo endo-

plasmdtico com o fagossomo durante a fagocitose.®**
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E interessante que achados recentes demonstram que
além da apresentacio cruzada, células T CD8+ podem
ser ativadas por meio da transferéncia de complexos de
peptideo classe I de HLA a partir da superficie de células
infectadas para APCs nio infectados, em um processo que
foi denominado "cross-dressing”.“?
mo envolvido nesse processo ¢ a trogocitose. Seja qual for
a origem, o HLA-A*31 é um marcador interessante para
suscetibilidade a sepse e pode ajudar os médicos a se orien-
tarem no cuidado de pacientes gravemente enfermos.

Esse estudo tem como ponto forte o fato de ser o
primeiro a a demonstrar uma associagao entre HLA-A*31
e risco de sepse. Além disso, ele incluiu como controles
uma populagio homogénea de pacientes sadios, doadores
de rim. Ele tem, entretanto, importantes limitagoes. O
tamanho da amostra de pacientes sépticos foi pequeno;
sim, ¢ necessdrio um estudo maior para confirmar nossos
dados. Além disso, nio colhemos os dados demogréficos
dos pacientes.

E necessdrio que se conduzam mais investigagdes
para investigar os mecanismos que levam a expressio de
HLA-A*31 a aumentar a suscetibilidade dos pacientes a
sepse. Em um futuro préximo, essa molécula pode ser um
marcador util para ajudar os médicos na identificagio de
pacientes com maior propensio ao desenvolvimento de
infecgoes graves.

Parece que o mecanis-

CONCLUSAO

A expressio de HLA-A*31 estd associada ao risco de
desenvolvimento de sepse.
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ABSTRACT

Objective: The HLA haplotype has been associated with many
autoimmune diseases, but no associations have been described in
sepsis. This study aims to investigate the HLA system as a possible
marker of genetic sepsis susceptibility.

Methods: This is a prospective cohort study including
patients admitted to an intensive care unit and healthy controls
from a list of renal transplant donors. Patients with less 18 years
of age; pregnant or HIV positive patients; those with metastatic
malignancies or receiving chemotherapy; or with advanced
liver disease; or with end-of-life conditions were excluded. The

DNA was extracted from the whole blood and HLA haplotypes
determined using MiliPlex"” technology.

Results: From October 2010 to October 2012, 1,121 patients
were included (1,078 kidney donors, 20 patients admitted with
severe sepsis and 23 with septic shock). HLA-A*31 positive
subjects had increased risk of developing sepsis (OR 2.36, 95%ClI
1.26-5.35). Considering a p value <0.01, no other significant
association was identified.

Conclusion: HLA-A*31 expression is associated to risk of
developing sepsis.

Keywords: Sepsis; HLA-A antigens; Inflammation; Genetic

markers
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