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RESUMO

Ferrara JTG. Febre amarela: pesquisa de polimorfismos do INF-A e associacdo com
o desfecho da doenga [dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2022.

A Febre Amarela é uma doencga infecciosa, ndo contagiosa, transmitida por vetores
artrépodes, cujo agente etiologico € um arbovirus do género Flavivirus. Como em
outras doengas infecciosas, o virus da Febre Amarela desencadeia amplas
manifestacdes clinicas que podem variar desde uma infecgcao assintomatica até a
doenca fatal. Ja se é sabido que polimorfismos em genes da resposta imunoldgica
inata, podem estar associados ao controle da carga viral e os IFN do tipo Ill podem
regular a resposta inflamatoria de células da imunidade inata. A falta na descricéo de
variantes em humanos que possam estar envolvidas no curso da doenca € notavel.
Nosso objetivo foi identificar os polimorfismos genéticos associados a via de IFN-III
capazes de interferir na resposta efetiva contra o virus da Febre Amarela, conferindo
maior resisténcia ou susceptibilidade a doenga em humanos. Com uma coorte de
194 amostras, realizamos a genotipagem dos SNPs de IFN-A (rs11881222 e
rs4803217) por RT-PCR. Apds as analises, observamos que para ambos os SNPs
estudados ao carregar o alelo variante G as chances de infecgao para Febre
Amarela sdo estatisticamente maiores. Dentro do grupo de infectados, o sexo
masculino é estatisticamente mais atingido dentro da nossa coorte e os individuos
nao vacinados possuem maiores chances de infecgao para a cepa selvagem. Com
relagdo aos possiveis desfechos da doencga, a vacinagéo é um fator de resisténcia
para a sobrevivéncia da coorte estudada e os idosos sdo mais protegidos contra a
doenga quando comparados aos outros grupos etarios, enquanto que os pretos sdo
mais suscetiveis a infeccdo por Febre Amarela. A descricdo de SNPs suscetiveis as
complicagcbes decorrentes da infecgao viral, podem auxiliar na identificacdo de casos
leves e graves, assim, norteando as decisbes médicas e trazendo agilidade e

prioridade no tratamento ao doente.

Palavras-chave: Febre amarela, Polimorfismo genético, Fator regulador de
interferon 3, Susceptibilidade genética, Resisténcia, Polimorfismo de nucleotideo

unico.



ABSTRACT

Ferrara JTG. Yellow Fever: INF-A Polymorphisms and association with disease
[dissertation]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”;
2022.

Outcome Yellow Fever is an infectious, non-contagious disease transmitted by
arthropod vectors, whose etiological agent is an arbovirus of the Flavivirus genus. As
with other infectious diseases, the Yellow Fever virus triggers broad clinical
manifestations that can range from an asymptomatic infection to a fatal iliness. It is
already known that polymorphisms in genes of the innate immune response may be
associated with the control of viral load and type Ill IFNs can regulate the
inflammatory response of innate immune cells. The lack of variants studies in
humans that may be involved in the course of the disease is notable. Our objective
was to identify genetic polymorphisms associated with the IFN-IIl pathway capable of
interfering with the effective response against the Yellow Fever virus, conferring
greater resistance or susceptibility to the disease in humans. We evaluate a cohort of
194 samples. Genotyping of IFN-A SNPs (rs11881222 and rs4803217) was
performed by RT-PCR. For both SNPs studied the results showed when carrying the
variant G allele, the chances of infection for Yellow Fever are statistically higher.
Within the infected group, males are statistically more affected within our cohort and
unvaccinated individuals are more likely to be infected with the wild-type strain.
Regarding the possible disease outcomes, vaccination is a resistance factor for the
survival of the studied cohort and the elderly subjects are more protected against the
disease when compared to other age groups, while blacks are more susceptible to
Yellow Fever infection. The analysis on SNPs to evaluate susceptibility to
complications resulting from viral infection can help in the identification of mild and
severe cases, thus guiding medical decisions and bringing agility and priority to the

patients treatment.

Keywords: Yellow fever, Polymorphism genetic, Interferon regulatory factor 3,

Genetic susceptibility, Resistance, Polymorphism single nucleotide.



1. Introdugao

1.1. Febre Amarela

A Febre Amarela (FA) é uma doenca infecciosa febril aguda, ndo contagiosa,
endémica e transmitida por vetores artropodes, cujo agente etioldgico € um
arbovirus do género Flavivirus, familia Flaviviridae (RNA de cadeia simples) (1). A
infeccdo viral varia de quadros assintomaticos (acomete 50% dos individuos
infectados), quadros leves ou moderados (com doenga febril acompanhada ou nao
de ictericia - 30% dos casos), e quadros graves (casos de febre hemorragica com
faléncia hepatica, insuficiéncia renal e morte - 20% dos casos) (2,3). O diagnoéstico
especifico para FA, pode ser feito de forma direta (detecgdo do virus em amostras
clinicas de liquor, sangue ou tecido) ou indireta (detec¢géo de anticorpos contra o
virus no liquor) e, a unica forma preventiva para a doencga é através da vacinagao
com o virus atenuado (2,4).

Do ponto de vista epidemiologico, a FA apresenta dois ciclos de transmisséo,
o silvestre e o urbano, como observado na Figura 1. O primeiro, € mais comumente
encontrado em regides tropicais endémicas, e acontece quando o contato humano
com vetores relacionados a manutengao do ciclo enzodtico viral ocorre. A forma
urbana atualmente restrita a algumas regides africanas, se caracteriza pela
transmissao viral através de vetores adaptados ao ambiente urbano (5). Em ambos
os ciclos a doenga revela caracteristicas idénticas do ponto de vista etioldgico,
clinico, imunoldgico e fisiopatoldgico (2). Nas Américas, os vetores do ciclo silvestre
de maior importancia sdo: Haemagogus janthinomys, Haemagogus albomaculatus,
Haemagogus leucocelaenus e Sabethes chloropterus (1). O ciclo urbano da doenga
depende apenas da presenca do mosquito Aedes aegypti (5).

Entre o século XVIIl e o inicio do século XX a doenca foi responsavel por
muitas mortes que s6 foram controladas apos a identificacdo do vetor Aedes aegypfi
em 1900, resultando em um declinio expressivo de doentes fora das areas tropicais
endémicas (6). A doenca acomete predominantemente a Africa subsaariana e as
regides tropicais da América do Sul (4). Sua importancia epidemiolégica advém do
seu elevado potencial de disseminagcédo, de sua gravidade clinica e do risco de

reurbanizac¢ao da transmissao.



Silvestre
0 mais comum: ocorre em areas rurais e de mata

0 mosgquito pica um macaco
infectado e depois pica o
homem, transmitindo a doenca

Macaco (principal Mosquitos silvestres, Homem

hospedeiro COmo 0 Hoemagogus (hospedeiro

do virus) ou o Sabethes (vetor) acidental)
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Nao é registrado no Brasil desde 1942
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e depois pica outro homem; ndo ha
transmissao direta entre humanos

Mosquito Aedes Homem (dnico
aegypti (vetor) hospedeira)

Figura 1 - Ciclos epidemiolégicos da Febre Amarela: Os ciclos epidemiolégicos de transmissdo da
Febre Amarela, silvestre e urbana, sdo distintos. No ciclo silvestre, os primatas ndo humanos
(macacos) sdo os hospedeiros e amplificadores do virus, e os vetores sdo mosquitos com habitos
estritamente silvestres. Nesse ciclo, o homem participa como um hospedeiro acidental. No ciclo
urbano, o homem € o unico hospedeiro com importancia epidemiolégica e a transmissao ocorre a
partir de vetores urbanos infectados. Fonte: Ministério da Saude - Governo do Brasil (6).

O maior periodo de transmissao - periodo sazonal - da FAS (Febre Amarela
Silvestre) no Brasil, ocorre de dezembro a maio. Entretanto, surtos da doenga
podem ocorrer com periodicidade irregular podendo se dispersas além dos limites
endémicos, quando o VFA encontra condicbes favoraveis como temperaturas
elevadas, pluviosidade, alta densidade de vetores e de hospedeiros primarios, além
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de ter hospedeiros susceptiveis e uma baixa cobertura vacinal (7). No Brasil, ndo ha
ocorréncia de FAU desde 1942 (8). Entretanto, nos ultimos anos, o ciclo silvestre tem
se manifestado como uma doenga reemergente em diversos municipios brasileiros.
Desde 2016, um numero crescente de casos de FAS na regidao sudeste do pais vém

culminando em surtos de propor¢des alarmantes (Figura 2).
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Figura 2 - Distribuicdo dos casos humanos confirmados de Febre Amarela de 2014 a
2019 no Brasil: Distribuicdo dos casos humanos e/ou epizootias em PNH confirmados durante a
reemergéncia extra -Amazdnica de Febre Amarela, de acordo com o periodo de monitoramento,
julho de 2014 a julho de 2019 - Brasil. Fonte: Coordenagéo-Geral da Vigilancia das Arboviroses
(CGARB/DEIDT/SVS). Saude Brasil 2019: uma analise da situagdo de saude com enfoque nas
doencas imunopreveniveis e na imunizagao (8).

Os primeiros casos destes surtos foram registrados no Estado de Minas
Gerais em dezembro de 2016, com rapida expansao para os Estados de Sao Paulo,
Rio de Janeiro e Espirito Santo (8). Segundo o boletim epidemiolégico do Ministério
da Saude, entre julho de 2014 e junho de 2019 foram notificadas 19.174 epizootias
em primatas nao humanos suspeitos, das quais 1.437 foram confirmadas
laboratorialmente. No mesmo periodo, 13.949 casos humanos suspeitos foram
notificados e 2.259 foram confirmados, com 773 o6bitos e letalidade de 34,2%, sendo
a maioria destes casos na regido sudeste (9). Sdo Paulo, mesmo ndo sendo a
principio considerada uma area endémica para a FA, vém registrando a presenga do
virus desde 2016, o que impactou a saude publica regional. A partir de novembro de

2019, a frequéncia de confirmacdes aumentou, com a dispersao do virus para o Sul
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do pais (atingindo o oeste do Parana e litoral de Santa Catarina) (9). Tais dados
reforcam a necessidade de manutencdo das medidas de controle epidemioldgico
além de uma eficaz redistribuicdo da vacina - unico meio de prevengao a doencga - ja
que, com o retorno do periodo sazonal, € de se esperar que casos humanos voltem

a acontecer.

1.2. Virus da Febre Amarela

O virus da Febre Amarela (VFA) é um virus do género Flavivirus formado por
fita simples de RNA. Ele esta intimamente relacionado com outros patégenos
humanos transmitidos por mosquitos, como o virus da Dengue, Zika, Febre do Nilo
Ocidental, Rocio, Encefalite de Saint Louis e Encefalite Japonesa (10,11). Seu
genoma tem 10.233 nucleotideos que codificam trés proteinas estruturais (prM, E e
C) e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5).
Tais proteinas estdo presentes na particula viral madura, que é constituida pelo
nucleocapsideo envolvido por um envelope viral. Por outro lado, as proteinas nao
estruturais estdo associadas a replicacao viral nas células infectadas (1).

A cinética de replicagdo do VFA durante a infeccdo humana nado esta
completamente elucidada, assim, diversas lacunas no conhecimento sobre este
tema continuam abertas. Atualmente, os dados relativos a cinética viral séo
amplamente baseados na opinido de especialistas e em dados provenientes de uma
série de casos com reduzido tamanho amostral (12-15). Apds a transmissao, o VFA
ganha acesso a corrente sanguinea e atinge os linfonodos regionais, infectando
principalmente macréfagos e células dendriticas (CDs). O virus se apropria da
maquinaria celular existente de modo a proliferar-se com a multiplicagdo e
reproducgao viral (parasitas intracelulares obrigatérios) (13,14).

Viremia € a denominagédo da presenga de particulas virais no sangue. Ela
pode ser classificada como ativa ou passiva. A forma ativa é resultado da replicacéo
viral nos tecidos e 6rgaos do hospedeiro, tal forma atinge o hospedeiro com maior
magnitude e duragao. Ja a forma passiva, resulta da introdug¢ao do virus diretamente
no sangue (inoculagao direta por insetos hemato6fagos ou por transfusdo sanguinea)
(3,16). Tais formas dependem, portanto, do tipo de infec¢ao viral, do tropismo, da

patogenicidade e do fator de viruléncia (Figura 3).
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Figura 3 - Processo de viremia primaria e secundaria em diferentes 6rgaos e tecidos: Etapas da
patogenia das infecgbes virais localizadas e sistémicas: papel da viremia na disseminagédo das
infecgdes (16).

O periodo de viremia representa a fase de maior infectividade, coincidindo
com o inicio da fase prodrémica da doenga. O periodo de incubagao, caracterizado

pelo tempo entre a picada do mosquito e o inicio dos primeiros sintomas, é descrito
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como sendo de trés a seis dias, podendo chegar a 10 dias (17).

1.3. Imunopatologia da Febre Amarela

O VFA é principalmente viscerotrépico, cujo 6rgao alvo é o figado, seguido
pelos rins, bago, linfonodos e coragao (18). No figado, o virus se liga a superficie das
células hepaticas induzindo a apoptose (morte celular mediada por TGF-B) e a
necrose litica que, combinada com a esteatose (acumulo de gordura no figado),
resulta em danos hepaticos comumente observados durante as infecgbes virais
(17,19). Estudos em humanos mostraram que a ocorréncia de apoptose é mais
proeminente do que a necrose no figado de casos fatais da doenga (20). Por outro
lado, os quadros de choque circulatério, mais frequentes nas fases tardias da
doencga, sdao provavelmente mediados pela desregulacdo da produgao de citocinas
inflamatodrias (21). A resposta inflamatdria durante a infecgdo pelo VFA no tecido
hepatico é caracterizada por ser do tipo Th1 que se inicia quando as células
infectadas sao lisadas por linfécitos T CD8+ (citotdxicos) e/ou por células NK (do
inglés, Natural Killer), assim liberando seus antigenos virais além de bilirrubina no
meio extracelular e causando ictericia. Tal fato origina 0 nome da doenga “Febre
Amarela” (5).

Além da participacdo dos diferentes grupos celulares na imunopatologia da
FA, o envolvimento das citocinas modula o curso das respostas imunoldgicas que
permeiam a doenga. A subpopulacdo Th1 é a grande produtora de IFN-y, um
mediador necessario para uma resposta imunoldgica efetiva contra patdgenos
intracelulares (virus e certos parasitas unicelulares) (20). O fator de transcrigdo
desse subgrupo é o T-bet, o qual induz a transcrigao de genes que se codificam para
producdo de IFN-y (22,23). As células dendriticas (CD), também, detectam
antigenos virais (S100) através de receptores de reconhecimento padrado (PRRs) e
se ativam mesmo que em baixas concentra¢des de interferon do tipo | (IFN-I). Essa
ativacao estimula a transcricdo de genes da imunidade inata, como o NF-kB, a
produzirem mediadores soluveis aptos a modular as respostas adaptativas
subsequentes (20).

Concentragdes excessivas de TNF-a resultam no aumento da atividade
citolitica de células T CD8+ e em lesdo hepatica, assim, evidenciando o papel critico
dessas citocinas na patogénese do choque e lesdo tecidual durante FA (4,24).

Outras citocinas como a IL-6, IFN-y e o TGF- também foram detectadas no figado
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de individuos que sucumbiram a FA (17,25). Esses mediadores também podem
estar envolvidos na intensa vasculopatia observada nos casos mais graves da
doenga (26). Ao replicar-se nas células, o VFA ativa genes codificantes da via dos
IFNs (especificamente do tipo |) a produzirem IFN-a, com a finalidade de impedir a
replicagéo do virus em outras células (4). O IFN do tipo Il (y) € induzido por IL-12 e
IL-18, produzidas pelas células T auxiliares CD4+, CD8+ e por células NK apds
estimuladas por antigenos virais (27). O IFN-y esta relacionado com a regulagao das
respostas inflamatdrias, dado tal que reforga a hipétese de que um desequilibrio na
produgcao dessa citocina pode contribuir para o desenvolvimento de autoimunidade
(13).

Como vimos, a resposta imunologica ao VFA apresenta componentes tanto
da resposta imunolégica celular como humoral. Contudo, estudos mostraram uma
diferenga na resposta imune contra a cepa vacinal e a selvagem em experimentos
com células humanas in vitro, sugerindo que a imunidade celular desempenha um
papel mais relevante na depuragao viral e na limitagcdo da progressao da infecgao.
Comparada a cepa vacinal, a cepa selvagem do VFA desencadeia menor estimulo
ao sistema imunolégico inato e menor ativacéo de células TCD4 +. O escape viral a
estimulacdo da imunidade inata parece representar o motivo pelo qual o sistema
imune nao consegue conter a disseminagao do virus selvagem. Esse evento pode

ser facilitado por respostas imunoldgicas ineficientes (22,28).

1.4. A Importancia do IFN nas infec¢oes virais

Os interferons (IFN) s@o glicoproteinas naturais preferencialmente produzidas
pelas CDs, pertencentes a classe dos mediadores soluveis secretados por leucécitos
e fibroblastos (28). Produzidos na fase inicial da infecgao viral, os IFNs constituem a
primeira linha de resisténcia ao agente infeccioso (29-35) com uma agao antiviral
sobre os hepatdcitos e mondécitos, realizando assim um link entre a imunidade inata
e a imunidade adaptativa (24). Existem trés tipos de interferons: IFNs tipo | (a e B);
do tipo Il (y) e do tipo Il (A). Em foco nesse trabalho, os IFN do tipo Il (A\) também
conhecidos como IL-28A; IL-28B e IL-29, apresentam atividade anti-proliferativa na
regulagdo antiviral e interagem com um receptor heterodimérico de classe Il - que
consiste em um receptor de IL-10 (33).

O estimulo ideal de interferon no controle da infecgdo viral, evitando

simultaneamente o desenvolvimento de imunopatologias ao hospedeiro, €
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fundamental para uma resposta imunologica efetiva contra o patégeno. Inicialmente,
foi demonstrado que os IFN-A induzem a expressdo de genes estimuladores de
interferon a exercerem propriedades antivirais de maneira semelhante a IFNs tipo |I.
O IFN-A, também, é descrito sendo o protagonista da resposta imunolégica na
infeccédo pelo virus da Hepatite C (HCV) (36,37), participando das multiplas vias de
cascatas de sinalizagao intracelular que ocorrem apos a deteccédo viral pelos PRRs
que, ao se ligarem no receptor heterodimero IFNLR, desencadeiam a sinalizagao
JAK-STAT indutora de genes, os ISGs do inglés Interferon Stimulated Genes,
conforme ilustrado na figura 4 (38-40).
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Figura 4 - Via de sinalizagao do Interferon-lll (A): RLR, receptor do tipo RIG-1; TLR, receptores do
tipo Toll; NF-kB, fator nuclear potencializador da cadeia leve kappa das células B ativadas; IL28RA,
receptor alfa da interleucina 28; IL10RB, receptor beta de interleucina 10; JAK1, Janus Kinase 1;
TYK2, tirosina quinase 2; STAT, transdutor de sinal e ativador de transcri¢cao; IRF, fator regulador do
interferon; ISRE, elemento de resposta estimulada por interferon; MX1, proteina de ligagdo ao GTP

induzida por interferon Mx1; OAS1, 2'-5'-oligoadenilato sintetase (39).

A sinalizacido da via do IFN tipo Ill, em contraste com a sinalizacido da via do
IFN-I induz, geralmente, um conjunto limitado de genes estimuladores de interferons,
promovendo uma resposta imunolégica moderada em contraste com a ampla

resposta inflamatoria do tipo |I. Ao contrario do receptor de IFN-I expresso em quase
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todas as células nucleadas, a expressdo do receptor de IFN-IIl é restrita,
principalmente, as superficies epiteliais como trato respiratério (20), trato
gastrointestinal (41), barreira hematoencefalica (42,43), e a um pequeno painel
envolvendo outros tipos celulares (43,44). A atividade antiviral promissora do IFN-A
foi visada, levando a diversos estudos de ensaios clinicos para o virus da hepatite C,
virus da hepatite B, virus influenza, rinovirus, RSV, LCMV, rotavirus, norovirus, WNV
e pacientes infectados pelo virus da hepatite D (44). Muitos desses estudos de
respostas antivirais de IFN-A tém sido focados em virus que infectam o figado, além
dos demais epitélios citados anteriormente, para causar uma infecgédo viral

neuro-invasiva.

1.5. A Importancia dos SNPs em genes de IFN-A

Estudos de polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) em genes do IFN-A
estdo fortemente associados aos desfechos das infecgdes virais. Os SNPs séao
variagdes na sequéncia de DNA que afetam somente uma base - adenina (A), timina
(T), citosina (C) ou guanina (G) - na sequéncia do genoma (45). Encontrados por
todo o DNA humano, os SNPs representam as variagdes mais comuns no genoma
humano e desempenham um importante papel em diversos estudos. Mesmo que
nao afetando diretamente a saude ou desenvolvimento de um individuo, quando ha
SNPs dentro ou préoximos a uma regido reguladora, eles sao capazes de

desempenhar um papel direto na doencga apds afetar o gene relacionado (46).

Para uma otimizagcao nas pesquisas em SNPs, uma das abordagens mais
utilizadas é a de Tag SNPs. Esse estudo de Tag é uma estratégia para identificar
genes que estdo em desequilibrio de ligagdo, onde conseguimos estudar um numero
suficiente/limitado de SNPs que reflete todo um bloco de variantes que estao sendo
herdadas em conjunto (48). Esses SNPs herdados em blocos sao variagdes alélicas
em alto DL (Desequilibrio de ligagdo) - associagdo ndo aleatoria entre alelos de
diferentes loci em uma populacéo (47,48).

A hipétese dessa pesquisa € que polimorfismos presentes no interferon do
tipo Il sejam possivelmente associados ao desfecho fatal da Febre Amarela,

caracterizando genotipos de suscetibilidade a doenga.
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2. Objetivo

2.1. Geral
Identificar polimorfismos no gene IFN-A que possam estar relacionados na
resposta imunolégica efetiva contra o virus da Febre Amarela, conferindo maior

resisténcia ou susceptibilidade a doenga em humanos.

2.2. Especificos
I. Identificar os polimorfismos envolvidos e seleciona-los de acordo com
estudos associados aos Flavivirus nos diferentes grupos amostrais;
II.  Correlacionar os achados entre as diferentes formas da doenca com os

desfechos clinicos e vacinagéo.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Desenho experimental e colaboragoes

Trata-se de um estudo observacional retrospectivo, parte integrante de um
grande estudo retrospectivo organizado em colaboragdo com outras instituicbes em
Sao Paulo (Instituto de Infectologia Emilio Ribas, Instituto Adolfo Lutz e Centro de
Vigilancia Epidemiolégica da Secretaria de Saude do Estado de Sao Paulo),
coordenada pelo Prof. Jorge Kalil, diretor do Laboratério de Imunologia do InCor —

HCFMUSP, instituicdo na qual o presente estudo foi realizado.

3.2. Aspectos Eticos

Este estudo foi aprovado na Comissdo de Etica para Andlise de Estudos de
Pesquisa do HCFMUSP (3.944.812) conforme o Anexo 1. No estudo, foi aplicado o
termo de consentimento em todos os individuos recrutados e elegiveis. Para
comprovagao da vacinagao, foi exigido o comprovante vacinal que foi fotografado e

arquivado.

3.3. Amostras

Este estudo foi realizado com um total de 194 amostras; 91 sdo os casos de
obitos decorrentes de Febre Amarela, 53 representam os casos sobreviventes da
doenga e 50 controles (individuos sem infecgdes virais ativas pré-estabelecidas). Os
principais dados, género, etnias e tecidos de extracao de DNA das amostras seguem
no Anexo 2. A variavel de desfecho estudado foi a susceptibilidade e resisténcia,
além da letalidade por Febre Amarela.

A coorte retrospectiva dos casos foi cedida pelo colaborador Dr. Esper Kallas
e pelo Dr. Paolo Zanotto. Os controles foram doados, apés a tipagem HLA feita, do
banco de sangue do setor de transplantes de medula 6ssea (HLA - Laboratério de
Investigagdo Meédica LIM-19). Todas as amostras foram armazenadas em um
biorrepositério, conforme regulamento e normas técnicas, éticas e operacionais
pré-definidas, sem fim comercial.

Os critérios clinicos consideraram a presengca de um ou mais dos seguintes
sinais e sintomas: febre, cefaléia, dor retro-ocular, mialgia, artralgia, edema ou
outros sinais inflamatérios articulares, exantema maculopapular ou petequial com, ou

sem prurido, fenbmenos hemorragicos, conjuntivite ndo purulenta ou hiperemia
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conjuntiva. Os critérios de inclusdo foram: ser residente ou ter visitado areas com
surto de Febre Amarela, ou epizootia até duas semanas antes do inicio dos

sintomas, ou que tenha vinculo epidemiolégico com caso confirmado.

3.4. Selegao de polimorfismos

Os SNPs de IFN-A escolhidos (rs11881222 e rs4803217) foram selecionados
com base nos dados do HapMap para as etnias caucasiana (CEU) e populagdes
iorubas (YRI). Ambos os SNPs estdo presentes em uma relagcdo de Tag SNPs
mapeados através do programa Ensembl genome browser
(https://www.ensembl.org/index.html) e selecionados por meio do programa de
analise em bioinformatica Haploview
(https://www.broadinstitute.org/haploview/haploview). A partir da abordagem de TAG
SNPs levantamos as variantes alélicas com uma frequéncia alélica minima (MAF) de
igual ou maior a 20% na populagao Européia (CEU) e Africana (YRI).

Para o gene de interesse, nas condigdes elucidadas acima, encontramos 4
tags SNPs de interesse para ambas as populagdes (CEU e YRI) entretanto, no inicio
do projeto, escolnemos os rs11881222 e rs4803217, presentes em ambas as
listagens de Tag SNP para realizarmos as genotipagens. Vale salientar que ambos
os SNPs n&o sao totalmente independentes (D'=0,55 R2=0,24) e, ndo existem
estudos de polimorfismos genéticos para a doenca Febre Amarela (susceptibilidade
ou resisténcia), portanto cada descricdo e dados nesse contexto se fazem

necessarias para o meio cientifico e epidemiolégico.

3.5. Extracao de DNA

A extracdo do DNA foi feita utilizando o kit QlAamp (Qiagen, EUA - lot
163015090 ref 51306). Foram utilizados 200 mL de sangue total para a extragao de
DNA. Sua quantificagdo foi realizada pelo fluorémetro Qubit da Invitrogen (Qubit
Fluorometric Quantification - Invitrogen). Mais preciso do que o Nanodrop, os
corantes fluorescentes Qubit emitem sinais apenas quando ligados as
moléculas-alvo especificas (DNA ou RNA), mesmo na presenga de nucleotideos
livres, acidos nucleicos degradados ou contaminantes proteicos. O kit utilizado foi o:
Qubit 1X dsDNA HS Assay (catadlogo n° Q33230). O ensaio de quantificacédo €
projetado para ser preciso em concentragcdes de amostra iniciais de 10 pg/uL a 100
ng/uL. Algumas amostras foram diluidas e outras foram concentradas, para atingir
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aproximadamente a concentragdo de 20 ng/ul, recomendada pelo fabricante. A

integridade do DNA foi confirmada em gel de agarose.

3.6. Genotipagem de SNPs do IFN- A

Foram analisados nesse estudo os seguintes polimorfismos do tipo SNP:
rs11881222 A/G e rs4803217 C/G, ambos para o gene do interferon lambda do tipo
[ll. A tipificacdo (deteccdo de cada variante alélica) foi realizada por meio da
amplificacdo dos TagSNPs (TagMan SNP Genotyping Assay) por PCR em
Tempo-Real (RT-PCR). Um tag SNP €& um polimorfismo de nucleotideo unico
representativo em uma regido do genoma com alto desequilibrio de ligacéo e sao
uteis em estudos de associagdo de SNPs de genoma completo. O RT-PCR combina
amplificacdo e detecgdo por PCR em uma unica etapa. Com essa metodologia, o0s
corantes fluorescentes sao usados para identificar os produtos da reacédo em cadeia
da polimerase durante o ciclo térmico. Cada ensaio TagMan permite a genotipagem
de individuos para um unico SNP. Nele contém: primers especificos para amplificar a
sequéncia polimérfica de interesse; duas sondas de ligantes de ranhura menor
TagMan® (MGB) com supressores nao fluorescentes (NFQ); uma sonda com
etiqueta VIC™ para detectar a sequéncia do Alelo 1 ancestral, e uma sonda
marcada com FAM™ para detectar a sequéncia do Alelo 2 variado.

A variacdo do SNP rs11881222 ocorre através da substituicdo (transicao) de

Adenina (A) - Alelo 1, por uma Guanina (G) - Alelo 2. Sua sequéncia de contexto

[VIC/FAM] é:
GAGGGCACAGCCAGTGTGGTCAGGTIA/G]IGGAGCAGAGGGAAGGGGTAGCAGG
T - Acesso através do site:

https://www.thermofisher.com/order/genomedatabase/details/genotyping/C__ 438138
16_107CID=&ICID=&subtype=. Ja o polimorfismo de rs4803217, ocorre através da

substituicdo (transversédo) de uma Citosina (C) - Alelo 1, por uma Guanina (G) -

Alelo 2. Sua sequéncia de contexto [VIC/FAM] é
AGCGACTGGGTGACAATAAATTAAG[C/AJICAAGTGGCTAATTTATAAATAAAAT -
Acesso através do site:

https://lwww.thermofisher.com/order/genomedatabase/details/genotyping/C__ 279227
35_107?CID=&ICID=&subtype=.
Os experimentos foram realizados com amostras em duplicata dos trés

grupos de estudo (Obitos, Sobreviventes e Controles), para ambos os SNPs
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estudados. Elas foram distribuidas em placas adequadas (96 pogos - 0,1 ml), para o
equipamento Applied Biosystems StepOnePlus Real-Time PCR Systems Thermal
Cycling. A analise dos experimentos foi realizada no aplicativo de genotipagem em
nuvem da Thermo Fisher que é um programa independente (Thermo Fisher Connect
- acessado pelo site: https://apps.thermofisher.com/apps/spa/#/apps). De forma
unificada, o programa online Cloud uniu as corridas as analisando juntas, assim

permitindo a normalizagao dos resultados.

3.7. Analise Estatistica

Para a analise dos dados foi aplicado o teste exato de Fisher e calculado o
valor de p. Foram consideradas significativas diferencas com p <0,05. Para
dimensionar o tamanho do efeito foi calculado o Odds ratio (OR) e o intervalo de
confiangca de 95% (95% CI). Utilizamos o software SPSS Statistics v. 17.0 (IBM,
Armonk, EUA). Em analises multivariadas, os polimorfismos, faixas etarias, etnia,
tempo de duracdo da doenca, vacinagao e sexo foram incluidos como covariaveis.
Todas as covariaveis sdo analisadas ao mesmo tempo. Em uma abordagem passo a
passo, a pior co-variavel associada (ndo significativa) € removida e a anadlise é

executada novamente para manter apenas as covariaveis associadas significativas.
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4. Resultados

A genotipagem de ambos os SNPs do IFN-A (rs11881222 e rs4803217) foram
realizadas de forma satisfatoria, visto que a deteccédo dos alelos foram verificadas
corretamente em todas as amostras analisadas - em anexo nos graficos analiticos
de discriminagdo alélica do programa Cloud (Thermo Fisher, EUA) - (Anexo 3).
Ambos os SNPs estdo em equilibrio consistente com a lei de Hardy Weinberg no

nivel de significancia: 0,05 (Tabela 1).

Tabela 1: Teste do equilibrio de Hardy-Weinberg

GENE Tag SNP Chi? P
IFN-A rs11881222 A/G 0.61728 0.73444
rs4803217 C/G 4.06838 0.13079

Em relacdo ao rs11881222, das 194 amostras genotipadas, 92 individuos
(47,4%) sao heterozigotos (A/G); 03 (1,5%) s&o homozigotos GG (alelo variante) e
99 (51,0%) sdo homozigotos AA (alelo ancestral) e apresentaram a Frequéncia
Alélica Minima (MAF) = 0,253 (alelo GG com menor frequéncia), como observado na
Tabela 2. Quando analisamos as frequéncias alélicas dos grupos Infectados e
controles em relagdo aos gendtipos vemos que: No grupo controle, 40 (80%) séo do
genotipo AA; 10 (20%) sao AG e 0 (0%) sdo GG. No grupo dos infectados pelo VFA,
59 (40,97%) sédo AA; 82 (56,94%) sao AG e 3 (2,08%) sao GG.

Tabela 2: Frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs rs11881222 e rs4803217

GENE IFN-A Genétipo Frequéncian  Controle Infectados

(%) n (%) n (%)
rs11881222 AA 99 (51) 40 (80) 59 (40,9)
AG 92 (47,4) 10 (20) 82 (56,9)
MAF= 0,253 GG 3(1,5) 0 (0) 3(2)
rs4803217 cC 93 (47,9) 93 (100) 0 (0)
CG 87 (44,8) 0 (0) 87 (86,1)
MAF= 0,296 GG 14 (7,2) 0 (0) 14 (13,8)

Legenda: MAF — Frequéncia Alélica Minima / n — niumero absoluto
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Ao observarmos os dados do SNP rs4803217, das mesmas 194 amostras
genotipadas, 87 individuos (44,8%) sao heterozigotos; 14 individuos (7,2%) sé&o
homozigotos GG (alelo variante) e 93 individuos (47,9%) sdo homozigotos AA (alelo
ancestral) - MAF 0,296 (alelo GG com menor frequéncia - Tabela 2). Observamos
que em tal SNP, no grupo controle, 93 (100%) sao do gendtipo AA. Ja no grupo dos
individuos infectados, 87 (86,1%) s&o do gendtipo CG e 14 (13,8%) possuem o
gendtipo GG. Como havia um baixo numero de individuos com o gendétipo GG em
ambos os SNPs, para a realizagdo da analise de dados associamos em um unico
grupo os genotipos AG+GG no rs11881222 e para o rs4803217, associamos 0s

gendtipos CG+GG conforme demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3: Estudo de associagéo entre os SNPs e gendtipos

GENE Tag SNP Grupos Nivel de Odds Intervalo de
genotipicos significancia Ratio confianga 95%
IFN-A  rs11881222 p=7,9E-06 OR=2,401 95%Cl:
AIG AAVS AGHGG 1,635 - 3,5250
95%Cl:
rs4%(32}217 CC vs CG+GG p=4,3E-04 OR=1,860 1,317 - 2,6272

Um dado importante é que 85 dos 95 individuos que carregam a variante G
para o SNP rs111881222 (alelo variado), foram infectados pelo VFA e tal diferencga
foi estatisticamente significativa em uma analise univariada da genotipagem com os
grupos controle e infectados (p=7,9 x 10-06; OR= 2,401; IC= 1,635 - 3,525). Tal dado
nos mostra que ao carregar o alelo G o risco de ser infectado é 2,4 vezes maior
(Demonstrado na Tabela 3 e 4). Da mesma forma, no SNP rs4803217, observamos
que a tendéncia de mais infectados pelo VFA que apresentam o alelo variado (G),
também existe (p=4,3 x 10-04; OD=1,860; IC= 1,317 - 2,627). Ap6s uma analise
variada do SNP rs11881222, observamos que o individuo que carrega a o alelo G
apresenta o risco de infeccdo aumentada de 2,5 x maior (p=6,8 x 10-06; OR= 2,537,
IC 1,691 - 3,806) que se mantém estatisticamente significante apds a inclusdo do
sexo como uma co-variavel (p=3,7 x 10-04; OD=0,222; IC= 0,097 - 0,509). Assim, o
fato de ser do sexo masculino aumenta a chance de infecgao na razao de 1/0,222,

ou seja, 4,5 vezes mais as chances de infec¢gdo conforme podemos ver na tabela 4.
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Tabela 4: Resultado da distribuicdo absoluta e porcentagem dos genaétipos dos SNPs rs11881222 e rs 4803217.

Analise univariada entre
controles e infectados

Analise multivariada

(sexo como
co-variavel)

Analise multivariada
Feminino vs infecgao

Analise multivariada

Masculino vs infecgao

Gene SNP genétipo Controles Infectados Feminino Masculino Controle Infectado Controle Infectado
IFN-A  rs11881222 AA 40 59 21 78 14 7 26 52
(80%) (40,9%) (53,8%) (50,3%) (73,7%) (35%) (83,9%) (41,9%)
AG+GG 10 85 18 77 5 13 5 72
(20%) (40,9%) (46,2%)  (49,7%) (26,3%) (65%) (16,1%) (58,1%)
rs4803217 CC 35 58 75 18 1 7 24 7
(70%) (40,3%) (48,4%) (46,2%) (57,9) (35%) (77,4%0 (22,6%)
CG+GG 15 86 80 21 8 13 51 73
(30%) (59,7%) (51,6%)  (13,5%) (42,1%) (65%) (41,1%) (58,9)

24



Outra forma importante na analise dos resultados esta na relagcdo dos
individuos vacinados e que foram infectados pelo VFA e grupo controle. Conforme
podemos observar na tabela 5, para o SNP rs11881222, 96,7% dos individuos
infectados nado foram vacinados contra Febre Amarela sendo que desses 57,4%
carregam o gendtipo AG ou GG variado. Para o SNP rs4803217, essa proporgao
permanece com 96,7% dos individuos infectados que nido foram vacinados, sendo
que 54,1% possuem o alelo variado G em homozigose ou heterozigose (CG ou GG).

As mesmas analises de infecgao/grupo controle foram feitas para o SNP
rs4803217 e a significancia estatistica se mantém tanto na analise univariada do
gendtipo (p=2,3E-04; OR=1,997; IC=1,383 - 2,883), como na analise multivariada
incluindo o sexo como uma co-variavel (p= 2,2E-04; OR=0,222; IC= 0,100 - 0,492)
também demonstrada na Tabela 4. Entretanto, apds a incluir variavel “vacinagao”
nas analises uni e multivariada para esse SNP, n&do encontramos significancia

estatistica (Tabela 5).
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Tabela 5: Frequéncias genotipicas entre vacinados e nao vacinados (estratificados por infectados e nao infectados)

Vacinagao
Polimorfismo Genétipo Nao vacinados (n / %) Vacinados (n / %)
Nao infectados Infectados Nao infectados Infectados
rs11881222 A/A 1(1,6) 24 (39,3) 9(12,8) 21 (30)
A/G ou G/G 1(1,6) 35 (57,4) 4 (5,7) 36 (51,4)
Total 2(3,3) 59 (96,7) 13 (18,6) 57 (81,4)
C/iC 1(1,6) 26 (42,6) 9(12,8) 18 (25,7)
rs4803217
C/G ou GG 1(1,6) 33 (54,1) 4 (5,7) 39 (55,7)
Total 2(3,3) 59 (96,7) 13 (18,6) 57 (81,4)

26



Independentemente do SNP tratado, realizamos uma analise dos possiveis
desfechos resultantes da doenca (6bito e sobrevida) com relagéo a vacinagdo. Dos
Obitos decorrentes de FA, 48,4% dos individuos nao foram vacinados, sendo que
72,5% dos sobreviventes foram vacinados (Tabela 6). Tal dado reforga a importancia

e eficacia da vacinagéo (p=1,0E-06).

Tabela 6: Relacdo entre a Vacinagdo contra Febre Amarela e o0s possiveis
desfechos da FA.

GENE Vacinados Nao vacinados Sem dados
IFN-A

Controles 26,0% 4,0% 70%
Obitos de FA 21,5% 48,4% 30,1%
Sobreviventes de FA 72 5% 27 5% 0%

Em paralelo, realizamos uma analise da faixa etaria com o possivel desfecho
apos infeccao por FA. Os individuos foram divididos em quatro faixas etarias: 0-19;
20-39; 40-59 e 60+. Cada grupo foi comparado separadamente com os demais
grupos e, observamos uma diferencga estatistica entre o grupo de 60+ e os demais
(p=0,0107; OR=0.2750; IC = 0.1089 - 0.7481) conforme mostrado na Tabela 7.
Observamos que os idosos (60+), sdo mais protegidos quando comparados aos
outros grupos (OR= 0,2750).

Da mesma forma, analisamos a etnia da coorte estudada - subdividida em
Brancos; Pretos; Pardos e Amarelos - com os possiveis desfechos da doenca e foi
possivel observar uma diferenga estatisticamente significativa quando comparamos
o grupo de Pretos com os demais grupos (p=0,0005; OR=18,84; IC = 2,849 - 208,7)
e de Brancos com os demais grupos (p=0,0046; OR=0,3159; IC= 0,1480 - 0,6975)
conforme mostrado na Tabela 7. Observamos que os pretos, quando comparados

aos outros grupos étnicos sdo mais susceptiveis a infeccédo (OR= 18,84).
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Tabela 7: Descrigao estatistica da faixa etaria e etnia.

Gene IFN-A o] OR IC

0-19 anos vs Outros 0,6695 1,760 0,3975-7,730

20-39 anos vs Outros 0,7145 1,195 0,6024 - 2,456

40-59 anos vs Outros 0,2199 1,614 0,8226 - 3,193

60+ anos vs Outros 0,0107 0,2750 0,1089 - 0,7481
p OR IC

Pretos vs Outros 0,0005 18,84 2,849 - 208,7

Pardos vs Outros 0,6371 1,256 0,5275 - 3,020

Brancos vs Outros 0,0046 0,3158 0,1480 - 0,6975

Amarelos vs Outros 0,2992 3,600 0,4069 - 52,65
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5. Discussao

Apo6s o ultimo surto de Febre Amarela iniciado no Brasil em 2016 e de forma
nao sazonal (regido sudeste) conforme citado por Rezende, et al (1), observamos
que além da falta de recursos vacinais e da importadncia do monitoramento
epidemiologico para a doenca, a falta de estudos relacionados ao VFA e sua
imunopatologia sdo precarios dentro da literatura cientifica. Atualmente,
encontramos dados epidemioldgicos e sobre o funcionamento do sistema imune
frente a vacinagdo conforme escrito por Monath, et al (2), mas ndo ha estudos
sobre os mecanismos e moléculas que cercam a infecgao pela cepa selvagem da
FA, enquanto existem descricdes bem elucidadas escritas para os outros
flavivirus, tal como HCV, HVB, Dengue e Zika virus ja publicadas (23,24,27).
Conjuntamente, ndo existem estudos de polimorfismos genéticos para a FA

(susceptibilidade ou resisténcia).

A falta na descricdo de variantes em humanos que possam estar envolvidas
no curso da doenga é notavel. Logo, a descricdo de SNPs suscetiveis as
complicacbes decorrentes da infeccao viral podem auxiliar na identificacdo de
casos leves e graves. Assim, norteando as decisdes meédicas e trazendo agilidade
e prioridade no tratamento ao doente, além de acrescentar ao meio cientifico e
epidemiologico constdncia nesse assunto. Enquanto baseamos nossas
informagdes apenas em um estudo publicado por Cong, et al em 2016 em um
modelo animal (22) - Unica caracterizagdo genética publicada para a Febre
Amarela percebemos uma grande lacuna no conhecimento quanto a descrigao
dessas variagdes e alteragbes imunoldgicas antivirais. Tal lacuna de certa forma
impossibilita que fagamos discussdes comparativas dos resultados obtidos nesse

trabalho com a literatura.

A atividade antiviral promissora do IFN-A foi visada nesse trabalho levando em
conta sua importancia descrita em diversos estudos de ensaios clinicos para o
virus da hepatite C, virus da hepatite B, virus influenza, rinovirus, RSV, LCMV,
rotavirus, norovirus e WNV (11,23,24,27,44,49). Tal como em trabalhos com
Coronavirus que, mesmo nao sendo um flavivirus, ja se € sabido da participagao

do IFN-A no curso e evolugéo da doencga (50,51).
Polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) em genes do IFN-A, tém sido

amplamente investigados no contexto das infecgdes virais. Os SNPs escolhidos
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(rs11881222 e rs4803217) foram aqueles com maior associagdo antiviral
associados as doencas decorrentes dos flavivirus e no tratamento de doencas
como; HCV, HBV, Dengue e Zika virus (11,23,24,27,52).

O SNP rs4803217 é uma variante funcional do IFN-A é, que se encontra na
regidao reguladora 3' ndo traduzida. Yi-Fan Lu, et al, demonstrou em 2015 que a
presenca do alelo G se correlaciona com a eliminagao do HCV enquanto, o alelo C
desfavoravel, se correlaciona com a persisténcia do da doenca (53). J& o SNP
rs11881222 é uma variante intrébnica com significancia clinica a drogas responsivas
no tratamento de doencas decorrentes de flavivirus e na susceptibilidade e

clearance viral no HCV (54).

Ao discutir os resultados iniciais de ambos os SNPs estudados, observamos
que o alelo de menor frequéncia que, por consequéncia, € o alelo variado “G” esta
relacionado ao risco de infecgao pelo VFA, ou seja, o individuo que carrega o alelo
G variado é mais suscetivel a essa infecgdo viral. A discussao anteriormente
levantada se mantém mesmo apds a inclusdo do sexo nas analises, como uma
covariante para o SNP rs11881222, revelando que o fato de ser do sexo masculino
aumenta a chance de infec¢cao na razédo de 1/0,222, ou seja, 4,5 vezes maior as
chances de ser infectado pelo VFA ao ser homem. Tal fato corrobora com os
diversos achados sobre a susceptibilidade masculina frente as infecgdes virais,
sejam estes fatores genéticos, hormonais ou até mesmo culturais que, como no
caso da FA, os homens possuem uma maior exposi¢cao aos vetores ao adentrar e

desbravar as matas por questdes de trabalho (55-58).

Quando analisamos os resultados dos individuos vacinados em paralelo com
a infecgdo ou n&o pelo VFA (coorte de interesse vs grupo controle) observamos
que para o rs11881222, 96,7% dos individuos infectados n&do foram vacinados
contra a cepa vacinal sendo que desses 57,4% possuem o gendtipo AG ou GG -
alelo G variante. Para o rs4803217, essa propor¢cao permanece com 96,7% dos
individuos infectados ndo vacinados, sendo que destes 54,1% possuem o alelo
mutado G (CG ou GG). Um importante dado que podemos observar com esses
dados € que mesmo apos a vacinagao a protecao integral para o virus nao ocorre
ja que pode ser infectado mesmo apods vacinado (dados opostos ao informado pelo
ministério da saude em relagdo a cobertura vacinal) (4,6,8,59). Verificamos que

para o rs11881222 - dos individuos vacinados - 81,4% foram infectados (51,4%
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possuiam a variante alélica G) e para o rs4803217 - dos individuos vacinados - 0s
mesmos 81,4% foram infectados (55,7% possuiam a variante alélica G). Tal dado
reforca a importancia da vacinagao contra a Febre Amarela em toda populagao e
ndo sO as moradoras e/ou viajantes das areas endémicas ja que ela traz
resisténcia / protegcdo ao VFA mesmo que ao carregar o alelo variado G dos ambos
SNPs estudados.

Em uma busca na literatura, encontramos estudos que avaliaram os mesmos
SNPs em outras infec¢des virais decorrentes dos flavivirus - principalmente HCV e
HVB. Eles observaram que a depuracdo viral estava associada com o alelo
ancestral - A para o SNP rs11881222 e C para o SNP rs4803217. Também, uma
certa resisténcia imunolégica quanto ao gendtipo GG (alelo variante G)
corroborando  com nossos achados (59-62). Entretanto, segundo Maria
Guzman-Fulgencio (2013) e Louise Nygaard Clausen (2010), diferente do que
discutimos para o SNP rs11881222, o alelo A (ancestral) estaria envolvido na
gravidade da doenga hepatica em paciente com HCV-GT3 do que em individuos

que carregavam o alelo variado G favoravel a depuracgao viral (63,64).

Desde 1985, Beeson citava a questdo da idade avangada como um fator
suscetivel as infec¢gdes no geral (65). Atualmente, os dados levantados durante
anos nesse meio descrevem que os idosos sdo os maiores alvos de infecgdes e
doencgas virais (66). Diferentemente da massa encontrada na literatura, nossos
dados revelaram que os idosos (60+) quando comparados com as outras faixas
etarias estudadas sdo mais resistentes a infeccdo por FA. Acreditamos que esse
resultado reflete a ndo exposicdo desse grupo as matas ou aos locais de maior
transmissdo, além de, muitos idosos ja estarem vacinados contra a doenga.
Paralelamente, quando analisamos os grupos étnicos, observamos que os pretos
sao mais suscetiveis a FA quando comparados aos outros grupos - dado que
corrobora com os achados em HCV descritos por Rana Asali Hogarth em 2019 (67)

e por Jaspreet Banga, et al em 2020 (68).

Vérias limitagdes foram observadas em nosso estudo e precisam ser
reconhecidas. Primeiro, sabemos que a casuistica deste estudo foi e € um fator
limitante ja que em estudos de frequéncia de polimorfismos costumam apresentar
um N amostral maior do que temos neste trabalho. Algumas estratégias de contato

com outros grupos de pesquisa foram realizadas com o intuito de aumentar o N
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amostral, porém né&o foi obtido sucesso visto que ndo estamos em surto para Febre
Amarela nos ultimos meses € o numero de casos de Febre Amarela notificados
nao aumentou desde o ultimo boletim epidemiolégico (ou por diminuigdo de casos

reais da doenca, ou por falta de notificagado compulsoria).

Mesmo assim, percebemos que tais achados acrescentam dados com
grande valia para um meio cientifico que € desfavorecido - se tratando de
polimorfismos de nucleotideo unico em genes responsivos frente a infecgdo por
Febre Amarela. Segundo a quantidade de DNA extraidos foi um impeditivo para
que nao prosseguissemos com as analises dos 4 SNPs encontrados no TAG. A
quantificacdo de DNA daria para a realizagdo de apenas 2 dos SNPs que, nada
obstante, geraram dados relevantes e que nunca foram descritos em Febre
Amarela. Por ultimo, a falta de dados clinicos mais robustos e a falta de
informacdes de uma parte do nosso n amostral sobre a vacinagao ou nao contra
FA dificultou que aprofundassemos mais nossas analises partindo de pressupostos
clinicos fundamentais para a evolucido e possiveis desfechos da doenca mas que,
ainda sim fizeram desse trabalho um pioneiro inédito nesse ambito de estudo. A
descricdo de SNPs suscetiveis as complicagdes decorrentes da infecgao viral irdo
auxiliar na identificagdo dos casos leves e graves da doenga, norteando assim as

decisdes meédicas e trazendo prioridade e agilidade ao tratamento do doente.
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6. Conclusao

33

Em ambos os SNPs estudados, ao carregar o alelo variante G
(homozigose ou heterozigose contendo o alelo G) as chances de
infeccdo para Febre Amarela s&do estatisticamente maiores;

Dentro do grupo de infectados, o sexo masculino é estatisticamente
mais aingido dentro da nossa coorte;

Individuos ndo vacinados possuem maiores chances de infec¢ao para
a Febre Amarela;

Com relacéo aos possiveis desfechos da doenga (ébito e sobrevida), a
vacinagao continua como fator de resisténcia para a sobrevivéncia da
coorte estudada;

Os idosos (60+) sdo mais protegidos contra a Febre Amarela
comparado com os outros grupos etarios;

Os etnicamente pretos sdao mais suscetiveis a infeccao por Febre

Amarela.
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Titulo da Pesquisa: Febre Amarela: avaliagdo de polimorfismos em genes envolvidos na resposta
imunoldgica antiviral &€ associagdo com suscetibilidade ou resisténcia a doenga

Pesquisador: Jorge Kalil

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 29261620.9.0000.0068

Instituigdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mamero do Parecer: 3.944 812

Apresantacio do Projoto:

Projeto Movo: Febre Amarela: avaliagio de polimorfismos em genes envolvidos na resposta imunoldgica
antiviral e associagio com suscetibilidade ou resisténcia 4 doenca

Objetivo da Pesquisa:

A hipotese deste estudo € que polimorfismos em genes da via de sinalizacio do interferon do tipo 1Il @ HLAS
possam afetar o funcionamento & a instalacdo da resposta imunoldgica antiviral nos casos de Febre
Amarela fatal. Portanto, o objetivo é identificar polimorfismos genéticos que possam afetar a resposta
imunoldgica contra o virus da Febre Amarela, conferindo maior susceptibilidade ou resisténcia & doenga
fatal em humanos

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Este estudo sera realizado com 76 amostras de DNA de uma coorte refrospectiva de individuos sintomaticos
para Febre Amarela, cedidas pelo colaborador Dr. Esper Kallas. Dentre as 76 amostras, 27 s8o de
individuos gue vieram a Gbito por febre amarela e 49 de sobreviventes. Desta forma o Estudo utilizara Banco
de DMA e ndo havera risco ao sujeito da Pesquisa. Os autores relatam sigilo dos individuos.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Objetivo Primario:
Identificar se ha polimorfismos genéticos que possam afetar a resposta imunoldgica contra o vinus

Endere¢o: Rua Ovidio Pires de Campos, 235 5% andar
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da Febre Amarela, conferindo maior

susceptibilidade ou resisténcia 4 doenca fatal em humanos.

Consideragbes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:

Adeguados. As amostras de DNA serfo utilizadas do Estude do Prof. George Kallas, Projeto aprovado em
2017 com o Titulo: Arboviroses no contexto da imunoativagdo crénica pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV).

Recomendagdes:

Aprovacao

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

M&o ha pendencias, risco aos sujeitos da Pesquisa ou Inadequacies

Consideractes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugio CNS n® 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final, c)apresentar dados solicitados pelo
CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicaggo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico paricipante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrupgio do projeto ou a ndo publicacdo dos resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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10:47:08 | Santana Martinho

Projeto Detalhado [ |PROJETO.pdf 19/02/2020 |Elaine Lagonegro Aceito

Brochura 10:46:32 |Santana Martinho

igador

Qutros parecer_dados_digitais.pdf 19/02/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
10:46:20 | Santana Martinho

Ourtros CRONOGRAMA_docx 19/02/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
10:45:50 | Santana Martinho

Outros carta_pos.doc 19/02/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
10:45:36 | Santana Martinho

Outros CARTA_JUSTIFICATIVA_AMOSTRAS. | 19/02/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
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signed 1pdf 10:44:52 | Santana Martinho
Outros ANUENCIA_ASSINADA, pdf 19/02/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
10:44:34 | Santana Martinho
Qutros FR_SGP_assinada_pdf 19/02/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
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10:43:54 | Santana Martinho
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8.2. Dados brutos amostrais
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N&o vacinado
Vacinados
Vacinados
N&o informado

N&o informado

PBMC
PBMC
PBMC
PBMC
PBMC

PBMC
PBMC
PBMC
PBMC
PBMC
PBMC
PBMC
PBMC
PBMC
PBMC
PBMC
PBMC
PBMC
PBMC
PBMC
PBMC
PBMC
PBMC
PBMC
PBMC
Baco
Baco



YFV03

YFVO5
YFVO7
YFV08

YFV10
YFV11
YFV12
YFV14
YFV15
YFV16
YFV17
YFV18
YFV19
YFV20
YFV21
YFV22
YFV23
YFV24
YFV25
YFV27
YFV29
YFV30
YFV31
YFV32
YFV33
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YFV04

YFV09

Luiz Carlos de Campos
Jose Belarmino Benedito
Tiago del Ciampo
Mariana Nascimento Basaglia

Jo#&o Pinto Barbosa Filho

Davi Evangelista cavenaghi
Monika Oelkers
Guilhermina Maria Cerpa
Manoel Petronilio Paiva
Jose de Lima Amaral
Fabio Oliveira Sena
Amancio Alves Pinto
Laura Gomes da Silva
Wellington Gongalves Dias
Antonio Aparecido de Freitas
Salomé&o henrique de Souza
Romeiro de Azevedo
Marcelo Cordeiro de Silva Paiva
Valentin Delponte junior
Rodolfo Gouveia lima
Arlindo margues Vicente da Costa
José Augusto Alves de Santana
Aurea da Silva Rodrigues
Sidney Donizeti Pereira
Everton Gomes marques
Jose Ferreira da Silva

Antonio Aparecido leandro

Masculino
Masculino
Masculino
Feminino

Masculino

Masculino
Feminino
Feminino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Feminino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Feminino
Masculino
Masculino
Masculino

Masculino

55
63
27
31
64

37
76
74
49
73
39
76
72
22
57
51
47
36
56
34
54
63
48
55
25
43
60

Branco
Branco
Branco
Branco

Branco

Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Pardo
Branco
Pardo
Branco
Amarolo
Branco
Pardo

Sem descricao
Sem descricao
Sem descricao
Sem descricao

Sem descricao

Sem descricéo
Sem descricéo
Sem descricéo
Sem descricéo
Sem descricio
Sem descricéo
Sem descricéo
Sem descricéo
Sem descricio
Sem descricéo
Sem descricéo
Sem descricéo
Sem descricéo
Sem descricéo
Sem descricéo
Sem descricéo
Sem descricéo
Sem descricéo
Sem descricéo
Sem descricido
Sem descricéo

Sem descricéo

Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo

Sem Descricéo

Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descric&o
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descric&o
Sem Descricéo

Sem Descricéo

Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito

Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo

Sem Descricéo

Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descrigéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descrigéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descrigéo
Sem Descricéo

Sem Descricéo

N&o informado
N&o vacinado
N&o vacinado
N&o informado

N&o vacinado

N&o informado
Vacinados
N&o informado
Vacinados
N&o informado
N&o vacinado
N&o informado
N&o informado
N&o vacinado
N&o informado
Vacinados
Vacinados
Vacinados
N&o vacinado
N&o vacinado
N&o informado
N&o informado
N&o vacinado
N&o informado
N&o vacinado
N&o vacinado

Vacinados

Figado
Figado
Figado
Figado
Figado

Figado
Figado
Figado
Baco
Figado
Figado
Figado
Figado
Figado
Figado
Baco
Figado
Figado
Figado
Figado
Figado
Figado
Figado
Baco
Figado
Baco
Figado



YFV36

YFV38
YFV39

YFV40

YFv42
YFV43

YFV45
YFV46
YFv47
YFv48

YFV50
YFV51
YFV52
YFV53
YFV54
YFV55
YFV56

YFV58

YFV61
YFV63
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YFV34

YFV37

YFV41

YFV44

YFV49

YFV57

YFV60

Saulo Alberto de oliveira
Franciane Alves Rodrigues
Denis Hiroshi Matsumura
Lauro Silva Vogel

Henrique ferreira de Santana

Sandra Regina Martos
Waldimir Pereira dos Santos Jn.
Isidoro Ramos
Ademir francisco de oliveira
Bruno Camargo da Silva
Irineo de Oliveira
Ana Barbosa de Oliveira
Ulisses Aparecido de Almeida
Marcio Rosa de Almeida
Ruy Caetano dos Santos
Angelo Barreto Mendes
Fabiano Candido da Silva
Donizeti Rodrigues de Paula
Jose Carlos Nascimento da Silva
Antonio Carlos da Silva
Maria Noveas da Crus
Josue Pereira Santos
Lindinalva da Silva Delfino
Renata Aparecida de Jesus
Adriano Rocha de Farias
Anderson Antonio Nobrega

Juliana Chaves Correa

Masculino
Feminino
Masculino
Masculino

Masculino

Feminino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Feminino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Feminino
Masculino
Feminino
Feminino
Masculino
Masculino

Feminino

50
27
19
65
25

55
41
86
41
16
47
74
85
44
34
37
32
42
31
51
87
63
66
24
31
33
33

Branco
Branco
Branco
Branco

Branco

Branco
Branco
Branco
Branco
Pardo
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Pardo
Pardo
Pardo
Preto
Branco
Pardo
Branco

Branco

Sem descricao
Sem descricao
Sem descricéo
Sem descricao

Sem descricao

Sem descricao
Sem descricéo
Sem descricao
Sem descricao
Sem descricao
Sem descricao
Sem descricao
Sem descricao
Sem descricao
Sem descricao
Sem descricao
Sem descricao
Sem descricao
Sem descricao
Sem descricao
Sem descricao
Sem descricdo
Sem descricao
Sem descricao
Sem descricao
Sem descricao

Sem descricao

Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo

Sem Descricéo

Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricio
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo

Sem Descricéo

Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito

Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descri¢éo
Sem Descricéo

Sem Descricéo

Sem Descrigéo
Sem Descrigio
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descricgo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo

Sem Descrigéo

N&o vacinado
N&o informado
N&o informado
N&o vacinado

N&o vacinado

N&o vacinado
N&o vacinado
N&o vacinado
N&o vacinado
N&o informado
N&o vacinado
Vacinados
N&o vacinado
N&o vacinado
N&o vacinado
Vacinados
Vacinados
N&o vacinado
N&o informado
N&o vacinado
N&o informado
N&o vacinado
Vacinados
N&o vacinado
N&o vacinado
N&o informado

N&o informado

Figado
Figado
Baco
Baco
Figado
Figado
Figado
Figado
Baco
Figado
Figado
Figado
Figado
Figado
Figado
Baco
Baco
Figado
Baco
Figado
Figado
Figado
Baco
Figado
Figado
Figado
Figado



YFV65
YFV66
YFV68
YFV69

YFV72
YFV73
YFV74
YFV75
YFV76
YFV77
YFV78
YFV79

YFV81
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YFVe4

YFV70

YFV80

Ccs1
cs2
cs3
Ccs4
CsS5
Cs6
Cs7
Ccs8
Cs9
Cs10
Cs11

Willian da Silva Oliveira
Milton Gomes da Silva
Maria Jose de Oliveira
Jo&o de Oliveira Silva
Ad&o Baptista

Francisco Dejaiedson Tavares
Marino Dias
Amilton Wagner Rufino de Souza
Moacir Cardoso de Oliveira
Paulo Tavares da Silva
Jo&o Galdencio da Silva
Antdénio das Gracas Silva
Derisvaldo Rosa Marques
Antdnio de Oliveira
Santino Bueno
Michel de Andrade Silva
Adriana Campos C. Rodrigues
Valdenice G. Matos
Eduardo Gomes Moreira
Jonathan Lacerda Garcia
Hedmo Brandé&o da Silva
Adelia Maria Duarte
Aparecida Holanda Gama
Ana Clebia Reboucas Costa
Ana Maria Pereira Jesus
José Raimundo dos Santos

Quitéria Maria da Silva

Masculino
Masculino
Feminino
Masculino

Masculino

Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Feminino
Feminino
Masculino
Masculino
Masculino
Feminino
Feminino
Feminino
Feminino
Masculino

Feminino

28
47
38
66
73

54
41
41
53
63
54
50
36
40
56
19
52
45
37
24
43
77
52
31
36
40
43

Branco
Branco
Branco
Branco

Branco

Branco
Branco
Branco
Pardo
Pardo
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Pardo
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Pardo
Pardo

Sem descricao
Sem descricao
Sem descricao
Sem descricao

Sem descricao

Sem descricéo
Sem descricao
Sem descricéo
Sem descricéo
Sem descricéo
Sem descricéo
Sem descricéo
Sem descricéo
Sem descricéo
Sem descricéo
Sem descricéo
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico

Assintomatico

Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo

Sem Descricéo

Sem Descricéo
Sem Descricao
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
Sem Descricéo
N&o aplicavel
Néo aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
Néo aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel

N&o aplicavel

Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Obito
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle

Controle

Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo

Sem Descrigéo

Sem Descrigéo
Sem Descrigao
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
Sem Descrigéo
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
Nao aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel

N&o aplicavel

N&o informado
N&o informado
Vacinados
N&o informado

N&o vacinado

N&o vacinado
N&o vacinado
N&o informado
N&o vacinado
N&o informado
N&o vacinado
Vacinados
N&o vacinado
N&o informado
N&o vacinado
N&o vacinado
Vacinados
Vacinados
N&o vacinado
Vacinados
Vacinados
Vacinados
Vacinados
Vacinados
N&o vacinado
Vacinados

Vacinados

Figado
Figado
Figado
Figado
Baco

Baco
Figado
Figado
Figado
Figado

Baco
Figado
Figado
Figado
Figado
Figado

Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea

Medula Ossea



Cs16
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CS12
Cs13
Cs14
Cs15

Cs17
Cs18
Cs19
Cs520
Cs21
Cs22
Cs23
Cs24
CS25
CS526
Cs27
Cs28
Cs29
CS30
Cs31
Cs32
Cs33
Cs34
CS35
CS36
Cs37
Cs38

Maria Helena Babe Melo
Josefa Rodrigues de Araujo
Regiane Santos dos Reis
Eduardo Augusto Mioto

lllario Ferro Godoi

Bartolomeu Lacerda Chamusca
Brianca Tavora Faustino
Fatima Tavares Tabosa
Wesley Jord&o Gouveia
no data
Valdemar Rebimbas Domingues
Carmo Gravato Feitosa
Jose Paz Franca
Tierri Granjeiro Veiga
Amadeu Nogueira
Rodolfo Chousa Castanheira
Nelson Carmo Rebocho
Helio Severiano Matias
Kauan Horta Quintal
Patricio Vilela Pereira
no data
no data
Dylan Cruz
Valentina Peixoto
Dylan Souza Muniz
Josefina Simées de Oliveira

Armando Guedes Modesto

Feminino
Feminino
Feminino
Masculino

Masculino

Masculino
Feminino
Feminino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Feminino
Masculino
Feminino

Masculino

35
55
47
50
19

22
27
34
21
no data
35
23
45
27
3
40
37
28
20
21
no data
no data
19
23
34
33
41

Branco
Preto
Branco
Branco

Branco

Pardo
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco

Preto
Branco

Preto

Preto
Branco
Branco
Branco

Preto
Branco

Preto

Preto

Pardo
Branco
Branco

Preto

Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico

Assintomatico

Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico

Assintomatico

Nzo aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel

N&o aplicavel

N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel

N&o aplicavel

Controle
Controle
Controle
Controle

Controle

Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle

Controle

Nao aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel

N&o aplicavel

N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel

N&o aplicavel

Vacinados
Vacinados
Vacinados
Vacinados

N&o informado

N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado

N&o informado

Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea

Medula Ossea

Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea

Medula Ossea
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CS39
Cs40
Cs41
Cs42
Cs43
Cs44
Cs45
Cs46
Ccs47
Cs48
Cs49
CS50

Rafael Santos Silva
Rayan Casqueira Valgueiro
Tobias Barreto Clementino

Vinicius Oliveira Lucas
José dos Santos Camargo
Alana Narvais Leite
Daniel Mena
no data
Alcina Guerra Moura
Lena Colaco
Vinicius de Souza Bartolomeu

Samanta Vidigal

Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Feminino
Masculino
Feminino
Feminino
Feminino
Masculino

Feminino

38
29
20
30
3
25
24
no data
33
42
37
29

Branco
Branco
Branco
Preto
Preto
Branco
Preto
Branco
Branco
Branco
Branco

Branco

Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico
Assintomatico

Assintomatico

N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel

N&o aplicavel

Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle

Controle

N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel
N&o aplicavel

N&o aplicavel

N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado
N&o informado

N&o informado

Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea
Medula Ossea

Medula Ossea



Allele 2 (Allele 2)
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8.3. Genotipagem dos SNPs rs11881222 e rs4803217

SNP Assay 1_rs118 (Call Rate = 85.326%)

?/

2.5 3.0

20 £
Allele 1 (Allele 1)

4.0

Figura 05 - Grafico de discriminagao alélica da genotipagem do SNP rs11881222. Legenda: 194 amostras
analisadas; Azul: Individuos homozigotos para o alelo variado (G - marcados com o fluoréforo FAM); Verde:
Individuos heterozigotos marcados com os fluoréforos VIC e FAM); Vermelho: Individuos homozigotos para o
alelo ancestral (T - marcados com o fluoréforo VIC). Os trés grupos alélicos esperados eram: individuos
homozigotos para o alelo A (herdado); individuos heterozigotos (um alelo herdado e um alelo variado); e
individuos homozigotos para o alelo G (ambos alelos com a variagao).

Allele 2 (Allele 2)

30

25

S

NP Assay 2_rs480 (Call Rate = 83.425%)

25

1.00 i
Aliele 1 (Allele 1)

Figura 06 - Grafico de discriminagao alélica da genotipagem do SNP rs4803217. Legenda: 194 amostras
analisadas; Azul: Individuos homozigotos para o alelo variado (G - marcados com o fluoréforo FAM); Verde:
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Individuos heterozigotos marcados com os fluoréforos VIC e FAM); Vermelho: Individuos homozigotos para o
alelo ancestral (C - marcados com o fluoréforo VIC). Os trés grupos alélicos esperados eram: individuos
homozigotos para o alelo C (herdado); individuos heterozigotos (um alelo herdado e um alelo variado); e
individuos homozigotos para o alelo G (ambos alelos com a variagao).

8.4. Frequéncias alélicas minimas (MAFs) completos

Gene SNP Gendétipo Frequéncia | Porcentagem Total
AA 99 51,03%
rs11881222 AG 92 47,42%
GG 3 1,55%
IFN-A 194 100%
CC 93 47,94%
rs4803217 CG 87 44,85%
GG 14 7,22%
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