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“All that is necessary for faith is the
belief that by doing our best we shall
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Abstract

Q fever is a zoonosis of worldwide distribution caused by the bacterium Coxiella
burnetii. The disease, resulting in high morbidity and mortality, presents itself in the self-
limiting acute form or in the chronic form, with severe implications. A defective immune
response may contribute to the development of chronic Q fever.

The present study aimed to identify, in the Portuguese population, genetic
variants in the principal genes of the immune response to infection that could be
associated with the development of chronic Q fever.

A retrospective case-control candidate gene association study (CGAS) was used
for genotype-phenotype association analysis in an exploratory study and in a replication
study. In the first, we used NGS to sequence coding and non-coding regions in the
IL12RB1, IFNGR1, IFNGR2, NRAMP1, TLR1, TLR2 and TIMP1 genes. In the second,
the genes P2X7R and IFNG were genotyped using Sanger sequencing. The study
sample included 17 chronic disease cases, 43 acute cases, and 34 convenient samples
(healthy).

SNPs with statistical significance resisting the Bonferroni correction were
identified only in the IFNGR2 gene. Linkage desiquilibrium analysis revealed other
variants in association.

In conclusion, our strategy was found to be suitable for the identification of genetic
determinants of infection in chronic Q fever. However, functional studies are necessary

in order to elucidate the role of the associated variants with chronic Q fever.

Key words: Chronic Q fever; CGAS; SNPs; NGS; Sanger sequencing



Resumo

A febre Q é uma zoonose de distribuicdo mundial causada pela bactéria Coxiella
burnetii. A doenca, que resulta numa elevada morbilidade e mortalidade, pode
manifestar-se na forma aguda autolimitada ou na forma crénica de evolugdo grave.
Considera-se que uma resposta imunitaria deficitaria podera contribuir para o
desenvolvimento da febre Q crénica.

O presente estudo procurou identificar, na populagéo portuguesa, variantes
genéticas dos principais genes envolvidos na resposta imune a infegdo que pudessem
estar associadas a um desenvolvimento de febre Q cronica.

Recorremos a analise retrospetiva caso-controlo usando métodos de associagao
gendtipo-fenétipo com base em genes candidatos (Candidate gene association studies
- CGAS) através de um estudo exploratério e de um estudo réplica. No primeiro,
utilizamos o NGS para sequenciar regides codificantes e nao codificantes nos genes
IL12RB1, IFNGR1, IFNGR2, NRAMP1, TLR1, TLR2 e TIMP1. No segundo, foram
genotipados, por sequenciagdo Sanger, variantes nos genes P2X7R e IFNG. As
amostras incluiam 17 casos com doencga cronica, 43 com doencga aguda e 34 amostras
de conveniéncia (saudaveis).

SNPs com significancia estatistica resistindo a correcdo de Bonferroni foram
identificados apenas no gene IFNGR2. A analise dos padrdes de desequilibrio de
ligagao revelou ainda outras variantes em associagao.

Concluindo, a estratégia adotada revelou-se adequada para a identificagéo de
determinantes genéticos da infegao na febre Q crénica. Contudo, sera imprescindivel
avancar com estudos funcionais de modo a esclarecer o papel das variantes associadas

com a febre Q crénica.

Palavras Chave: Febre Q cronica; CGAS; SNPs; NGS; Sequenciagcdo Sanger
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Determinantes genéticos da infe¢do na febre Q cronica Capitulo I - Introdugéo

Capitulo | - Introdugao

1.1. Febre Q
1.1.1. Definigao

A febre Q é uma zoonose de distribuicdo mundial causada pela bactéria
intracelular Coxiella burnetii. Esta € uma doenga complexa e polimodrfica que pode
manifestar-se na forma aguda autolimitada, com um curso ligeiro a moderado e
prognostico benigno, ou na forma persistente ou crénica, geralmente localizada e de
evolugdo grave ou potencialmente fatal. A febre Q tanto ocorre em casos isolados, como
em contexto de surtos, alguns com importantes implicagdes em saude publica e grande
impacto econémico (Santos, 2015). O Centre for Disease Control and Prevention (CDC)
classificou a C. burnetii como agente de bioterrorismo do Grupo B (CDC, 2011), e a

febre Q ocupa um lugar entre as 13 zoonoses de prioridade global (ILRI, 2012).
1.1.2. Contexto Histérico

As primeiras referéncias a febre Q datam de 1935, quando Edward Holbrook
Derrick, descreveu uma série de casos de doenca febril, provavelmente infeciosa, que
afetava os trabalhadores de um matadouro em Brisbane, Australia. Dada a etiologia
incerta da doenga, esta foi denominada por Query fever (Derrick, 1937). O agente
implicado na febre Q, viria, pouco depois, a ser isolado (Burnet e Freeman, 1937; Cox
e Bell, 1939) e designado de Coxiella burnetii, em homenagem a Cox e Burnet,

investigadores responsaveis pelo seu isolamento (Philip, 1948).
1.1.3. Caracterizagao do agente etiolégico

A Coxiella burnetii € um pequeno cocobacilo de aproximadamente 0,4-1 um de
tamanho que tem as caracteristicas da parede celular de uma bactéria gram-negativa.
E um organismo intracelular obrigatério in vivo e tem um tropismo por células mieloides,

preferencialmente, mondécitos e macréfagos (Maurin e Raoult, 1999).

C. burnetii € a Unica espécie que oficialmente integra o género Coxiella. Este
agente foi originalmente classificado na ordem Rickettsiales, familia Rickettsiaceae,
tribo Rickettsiae, por partilhar com as rickettsias algumas caracteristicas morfoldgicas e
ecoldgicas. Todavia, a aplicagdo de técnicas moleculares a filogenia questionou essa
taxonomia ftradicional, demonstrando que C. burnetii se distancia dos demais
microrganismos da ordem Rickettsiales, que s&o a-proteobacterias, aproximando- se de
algumas y-proteobactérias, como a Legionella spp. e Francisella tularensis, o que levou

a sua recente reclassificagdo na ordem Legionellales. O género Coxiella podera vir a
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sofrer mais uma revisao para integrar microrganismos que tém vindo a ser descritos
como semelhantes a C. burnetii, como é o caso de varios Coxiella-like organisms (CLO)
(Mori et al., 2017).

A Coxiella burnetii possui varias caracteristicas distintivas que permitem a sua
sobrevivéncia, nomeadamente uma alta transmissibilidade (Sandoz et al., 2016) e a

variagao antigénica do seu lipopolissacarideo (LPS) (Williams et al., 1981).

A alta transmissibilidade da C. Burnetii é devida, parcialmente, ao facto de poder
adotar trés formas distintas: large cell variants (LCV), small-cell variants (SCV) e small
dense cells (SDC). As trés formas sao morfolégica e metabolicamente diferentes, e
também apresentam diferengas na sua resisténcia fisica e quimica (Arricau-Bouvery e
Rodolakis, 2005).

As SDC e as SCV representam as pequenas variantes morfoldgicas das
bactérias, sdo metabolicamente inativas e muito resistentes a agentes quimicos e
fisicos, como o calor, radiacdo UV, dessecacgao e pressdo osmatica, o que favorece a
sua persisténcia e transmissdo no meio ambiente (Arricau-Bouvery e Rodolakis, 2005;
OIE, 2018). Para além disso, as SDC podem ser consideradas pseudo-esporos
(Guatteo, 2013). Pelo contrario, as LCV sdo metabolicamente ativas e correspondem a
forma intracelular do organismo (Oyston e Davies, 2011), ndo intervém na transmissao

entre individuos, mas sim na disseminagéo da bactéria no organismo (Guatteo, 2013).

A formagéao das diferentes variantes morfolégicas esta ligada ao ciclo de vida de
C. burnetii, uma estratégia desenvolvida para sobreviver dentro e fora do vacuolo
parasitoforo. A passagem das SCV para LCV na célula hospedeira esta bem
documentada, no entanto a formacao das SCV e das SDC ainda nao foi devidamente

estudada (Arricau-Bouvery e Rodolakis, 2005).

O ciclo de multiplicagdo da C. burnetii no interior de uma célula eucariética
encontra-se descrito na Figura 1.1. As SCV ou os pseudo-esporos ligam-se a membrana
celular dos mondécitos que circulam na corrente sanguinea e macrofagos localizados
nos tecidos, penetrando nas células por fagocitose. No interior da célula residem num
endossoma, onde ocorre a acidificagdo do meio (pH 5,5). O pH baixo parece
desencadear a conversao das SCV ou dos pseudo-esporos a LCV. Apds a formagao da
LCV ocorre a fusdo do endossoma com um lisossoma, formando-se um fagolisossoma.
Posteriormente, ocorre nova acidificacdo do meio (pH 4,5) e as LCV diferenciam-se
novamente em SCV ou endosporos. Por fim sucede-se a libertacdo dos esporos e das

SCV para o meio extracelular (Arricau-Bouvery e Rodolakis, 2005; Guatteo, 2013).
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Figura 1.1. Ciclo de multiplicagao da Coxiella burnetii numa célula eucariética.

Legenda: -1. Entrada do esporo ou SCV na célula eucaridtica e acidificagcdo do endossoma. 2- Multiplicagdo
da SVC por divisdo binaria e diferenciagdo em LCV. 3- Fusdo do endossoma com o lisossoma e acidificagdo
do fagolisossoma. 4- Multiplicagdo do LCV por divisdo binéria, diferenciacdo LCV em SCV e
desenvolvimento do enddsporo. 5- Libertagdo do enddsporo e SCV para o exterior da célula.

Fonte: Adaptado de Guatteo, 2013.

O lipopolissacarideo (LPS) é considerado um dos principais determinantes da
expressao de viruléncia e infegdo de C. burnetii, desempenhando um papel importante
ndo apenas no crescimento e desenvolvimento do microrganismo, mas também na
patogénese e imunidade da febre Q (Sireci et al.,2021). O LPS de C. burnetii esta
envolvido em estratégias de evasdo imune, uma vez que, a sua estrutura peculiar leva

a efeitos repressivos sobre os mecanismos de defesa das células (Abnave et al., 2017).

A bactéria pode apresentar duas variagbes antigénicas do seu LPS de
membrana: LPS da fase | virulenta (LPS |) e de fase Il avirulenta (LPS II). As estirpes
de C. burnetii de tipo selvagem podem ser encontradas em animais, artropodes ou
humanos infetados (Maurin e Raoult, 1999; OIE, 2018). Estas possuem um LPS de
comprimento total complexo com unidades sacaridicas de cadeia “O” especificas que
tornam a bactéria virulenta (Hackstadt, 1986). Apds a passagem repetida em culturas
de ovos embrionados ou em linhas celulares, ou seja, na auséncia de intervencéo do
sistema imunoldgico, as estirpes de C. burnetii do tipo selvagem, convertem-se na fase
II, produzindo um LPS de fase Il determinando a perda de viruléncia (Lukacova et al.,
2008). O LPS de fase Il é faciimente eliminado pela resposta imune em hospedeiros

imunocompetentes (Hackstadt, 1986). Esta passagem €& acompanhada por
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modificagdes tanto na composig¢do quanto na estrutura da macromolécula LPS (Toman
et al., 2009). O LPS Il apresenta uma estrutura rugosa (R), ao contrario do LPS |,
caracterizado por um aspeto liso (S). Além disso, o LPS |l possui os agucares, virenose
e di-hidroxistreptose, nao encontrados noutros LPS e que, portanto, sdo biomarcadores
unicos do LPS de C. burnetii (Narasaki e Toman, 2012). A variagédo de fase antigénica
esta relacionada com dele¢des génicas que levam a perda de agucares que compde o
LPS, reduzindo o seu tamanho. O LPS Il esta inserido no LPS | e € imunodominante,
dessa forma, os anticorpos anti-fase Il estao sempre presentes, independentemente da

fase da doenga (Rousset et al., 2012).

A variagao de fase também é usada no diagnodstico de febre Q, uma vez que os
estadios agudo e cronico correspondem a duas fases antigénicas distintas na resposta
humoral. Na infegdo aguda, a C. burnetii induz anticorpos contra a fase Il (antigenos
proteicos), enquanto que a infecdo crénica, frequentemente manifestada como
endocardite, esta associada a producgao de altos titulos de anticorpos dirigido contra a
fase | (antigeno LPS) (Peacock et al., 1983).

1.1.4. Epidemiologia
1.1.4.1. Distribuicao Mundial

Apods a sua descoberta na Australia, varios surtos epidémicos e casos isolados
de febre Q comegaram a ser progressivamente identificados, sendo esta, atualmente
uma doenga de distribuicdo mundial, com exceg¢do da Nova Zelandia (Hilbink et al.,
1993; Eldin et al., 2017).

O ultimo grande surto de febre Q ocorreu na Holanda entre 2007 e 2009 e provou
que esta zoonose pode tornar-se uma séria ameaca a saude publica com um impacto
economico elevado (Roest et al., 2011; Van der Hoek et al., 2012). Foram reportados
cerca de 4000 casos agudos e pelo menos duas centenas de casos cronicos. Este surto
determinou ainda avultados gastos em medidas profilaticas e de contengao, na ordem
dos milhdes de euros, que culminaram com o abate de mais de 50000 animais
gestantes, o que representou em muitas exploragdes cerca de 60% do efetivo pecuario
(Van der Hoek et al., 2012).

Ocorreram, ainda, outros surtos significativos, nomeadamente, em Espanha
(Errasti et al., 1984), Suica (Dupuis et al., 1987), Inglaterra (Guigno et al., 1992),
Alemanha (Schneider et al., 1993), Eslovaquia (Kovacova et al. 1998), Polonia
(Chmielewski et al., 2013), Australia (Graves e Stenos, 2009; Graves e Islam, 2016), e
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ainda em alguns paises de Africa (Angelakis et al., 2014) e do Médio Oriente (White et
al., 2013).

Segundo dados da Diregéo Geral de Saude, em Portugal, os primeiros registos
de casos de infegdo por C. burnetii surgiram em 1948, tendo a febre Q passado a
integrar a lista das Doengas de Declaragao Obrigatéria (DDO) desde 1999, ainda que
nunca se tenha verificado nenhum surto epidemiologico. A febre Q é considerada
endémica no continente, com o maior numero de casos notificados na regiao Centro e
Sul e com uma incidéncia média de 0,10 casos por 100000 habitantes ano (1999-2007)
(DGS, 2010).

Apesar da febre Q ser uma doenga humana de declaragao obrigatoria, defende-
se que em muitos casos a doenga fica por diagnosticar pela inespecificidade do quadro
clinico e fraco contexto epidemiolégico com que muitos doentes se apresentam,
considerando-se que de uma maneira geral a realidade da febre Q esta subestimada

em muitos dos paises onde ocorre (Santos, 2007; Santos, 2009; Santos, 2019).
1.1.4.2. Reservatorios e vias de transmissao

A C. burnetii encontra-se largamente disseminada na natureza, tendo como
principais reservatérios as carracas, as aves e os mamiferos. As carracas é atribuido
um papel essencial na transmissdo do agente entre os animais silvestres e na
amplificacdo dos ciclos selvagem aos animais domésticos (Mori et al., 2017).
Relativamente a transmissao de C. burnetii ao Homem, apesar de qualquer um destes
grupos de animais constituir uma fonte potencial de infegdo, € no contacto com
mamiferos domésticos, sobretudo gado bovino, ovino e caprino, que reside a base
fundamental da epidemiologia da febre Q (Maurin e Raoult, 1999; Raoult, 2000). Os
animais infetados s&do geralmente assintomaticos, salvo alguns disturbios reprodutivos,
que passam, muitas vezes, despercebidos. O agente é eliminado nas secregdes e
excregbes como leite, fezes, urina, sémen, secregbes vaginais e produtos do
parto/aborto. Neste contexto é particularmente importante a paricdo, por estimular a
proliferacdo de C. burnetii na placenta e as épocas de pari¢do, devido as quantidades
massivas de microrganismos que s&o eliminados para o ambiente durante o parto ou
aborto (Maurin e Raoult, 1999).

A infecdo humana € adquirida essencialmente pela inalagao de aerosséis ou
poeiras contendo esporos do agente resultantes do contacto direto com animais
infetados e seus produtos ou com o ambiente contaminado por estes. A alta resisténcia

do microrganismo as condigdes ambientais e a possibilidade de difusdo por correntes
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de ar, pode também originar infe¢cbes indiretas, de diagndstico dificil pela auséncia de
epidemiologia compativel (Dupuis et al., 1987; Tissot-Dupont et al., 2004). O contacto
com individuos infetados é ainda outra forma de adquirir febre Q, embora, na pratica,
esta seja uma situacgado rara. Outras vias alternativas de infecdo sdo também referidas
na literatura, mas tidas como excecionais, como a via sexual, transfusional e
transplacentaria (Santos, 2007). Na Figura 1.2. estdo representadas as potenciais vias

de transmissao da C. burnetti.
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Figura 1.2. Potenciais ciclos de transmissao de Coxiella burnetii entre diferentes hospedeiros.
Fonte: Adaptado de Sahu et al., 2021.

A doenca ocorre entre os 30 e os 60 anos, apesar de algumas referéncias a
idades mais extremas (Marrie, 1990; Maltezou e Raoult, 2002) afetando principalmente
o0 sexo masculino. No entanto, apesar da predominancia no sexo masculino, a
seroprevaléncia apresenta um racio homem: mulher de 1:1, motivo pelo qual se pensa
que apods a exposicao a C. burnetii os dois géneros sao afetados de forma igual, mas o
sexo masculino é mais sintomatico (Raoult et al., 2005).

1.1.5. Patogénese

A infecao primaria ocorre apés o contacto do individuo n&do imune com C.
burnetti (Guatteo, 2013). Dado que a via aerogénea € a principal via de infegdo, os
pulmdes séo o primeiro local onde ocorre a proliferagao do agente, que posteriormente

se dissemina a outros érgaos através da circulagéo sanguinea (Maurin e Raoult, 1999).
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Apdés o periodo de incubagdo, geralmente de duas a trés semanas, a infegcéo
desenvolve-se em cerca de 60% dos individuos de forma assintomatica e apenas os
restantes 40% apresentam sinais clinicos (Dupuis et al., 1985; Guatteo, 2013). Em
aproximadamente 2% das infe¢des, C. burnetti pode multiplicar-se mesmo apds a
resposta imune a infegdo primaria (Guatteo, 2013). Quando o sistema imunitario &
insuficiente para controlar a infe¢ao, desenvolve-se a forma cronica da doenga (Maurin
& Raoult, 1999). A patologia e caracteristicas clinicas da febre Q em humanos é

apresentada na Figura 1.3.
1.1.6. Febre Q aguda vs febre Q crénica

O sinal clinico caracteristico da febre Q aguda em humanos é a sindrome febril
que, em regra, regride espontaneamente sem tratamento (Guatteo, 2013), no entanto,
2 a 5% dos individuos desenvolvem complicagdes que requerem tratamentos médicos
(Dupuis et al., 1985; Guatteo, 2013; Sahu et al., 2021). O quadro clinico caracteriza-se
normalmente por febre, cansago, dores de cabeca e mialgias, todavia os casos mais
severos sao frequentemente acompanhados de hepatite e/ou pneumonia atipica.
(Angelakis e Raoult, 2010; Guatteo, 2013; Sahu et al., 2021). Embora a maior parte das
situacdes apresente um progndstico favoravel, as hospitalizagdes associadas a febre Q

aguda evidenciam a morbilidade que lhe esta associada (Santos, 2019).

A maior relevancia e gravidade é devida a persisténcia da infecdo e ao
desenvolvimento de situagdes crénicas o que acontece em cerca de 1% a 5% dos casos
agudos (Schoffelen et al., 2015; Sahu et al., 2021). Normalmente, a doenga cronica
instala-se no periodo de seis meses a um ano (Peackoc et al., 1983), no entanto, esta

pode, igualmente, manifestar-se anos apoés a infegao inicial (Gami et al., 2004).

A gravidez, imunodepressao (patolégica ou induzida), doenga valvular, vascular
ou osteoarticular sao tidos como fatores de risco para o desenvolvimento da febre Q
cronica (Angelakis e Raoult, 2010). Cerca de 60% a 70% dos casos cronicos,
apresentam endocardite (Maurin e Raoult, 1999), quase sempre de evolugéao lenta, mas
muito insidiosa (Santos, 2019). Pessoas com deficiéncias nas valvulas cardiacas
apresentam maior predisposicdo para o desenvolvimento de endocardites (Guatteo,
2013). A infecdo vascular é a segunda apresentacdo mais frequente neste estadio da
doencga, no entanto, podem ser observadas outras manifestagdes clinicas tais como
infecdes osteoarticulares, incluindo osteomielite, osteoartrite, hepatite crénica ou um
mal-estar geral caracterizado por uma fadiga cronica (Angelakis e Raoult, 2010). Além

disso, a infegdo em mulheres gravidas pode causar nados-mortos ou abortos
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espontaneos sem sintomas clinicos anteriores (Million e Raoult, 2015; Ghaoui et al.,
2018).

A febre Q cronica pode ser fatal se ndo tratada atempadamente, mas mesmo
com uma intervengéao antibiética adequada, o regime necessario € agressivo e exige um
tratamento prolongado com a possibilidade de efeitos secundarios, mas com o perigo

de recidivas se suspendido antecipadamente (Santos, 2007; Santos, 2019).
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Figura 1.3. Caracteristicas clinicas e estadios da febre Q.
Fonte: Adaptado de Sahu et al., 2021.

1.1.7. Diagnéstico laboratorial

O diagndstico laboratorial de febre Q apoia-se essencialmente na serologia, com
a avaliacao dos titulos de IgG e IgM anti-C. burnetii em fase | e fase Il, sendo a
imunofluorescéncia indireta (IFA) uma das técnicas de referéncia mais usadas para o
efeito. Um caso de febre Q aguda é confirmado sempre que se verifique a presenga de
titulos de IgM e IgG de fase Il numa amostra isolada, bem como, seroconversao ou
aumento de 4x no titulo de IgG em duas amostras consecutivas, colhidas com um
intervalo de duas a trés semanas. As situacdes de febre Q crénica sao sugeridas por
um alto titulo de IgG de fase |, mas este deve ser sempre interpretado no contexto clinico
do doente. Este ultimo aspeto é particularmente importante, realgando-se que a
serologia nao deve, por si sO, definir um caso cronico. Na verdade, titulos altos de

anticorpos anti-fase | podem estar presentes sem relagao direta com situagdes cronicas.
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Por exemplo podem ocorrer em doentes agudos, de forma transitéria ja numa fase de
remissdo da doencga, e em casos muito excecionais podem mesmo permanecer durante
varios anos apds a exposigao, sem que haja desenvolvimento de doenga (Santos,
2019).

Quanto ao diagndstico laboratorial direto, o isolamento do agente (por inoculagéao
em células de crescimento in-vitro) ou a detegao molecular (por PCR), sdo testes
particularmente Uteis para a confirmacado de caso, tanto numa fase inicial da infecao
aguda e ainda quando os resultados serolégicos sdo negativos, como numa situagao
cronica. No primeiro caso, a amostra mais adequada é o sangue periférico recolhido em
tubo com anticoagulante EDTA. Outras amostras que sejam consideradas pertinentes
atendendo a focalizacdo da doenca aguda podem também ser utilizadas, tais como
expetoracao, lavado broncoalveolar, bidpsias, etc. Nas situagdes cronicas, para além
de sangue em EDTA, sao particularmente Uteis bidpsias ou pegas cirurgicas recolhidas
face ao quadro da infegcdo, tais como valvulas cardiacas no caso de endocardites,
material vascular de aneurismas, fragmentos 6sseos em situagdes de osteomielites,
material placentario ou abortivo, etc. Em qualquer dos casos, € importante
complementar os testes diretos com a pesquisa de anticorpos circulantes por serologia
(Santos, 2007; Santos 2019).

1.1.8. Resposta imunolégica do hospedeiro

No hospedeiro, a C. burnetii ulirapassa as primeiras barreiras defensivas do
corpo; consegue sobreviver no muco nasal, flora do trato urogenital e as enzimas dos
fluidos corporais. Uma vez dentro do organismo, a C. burnetii é intercetada,
principalmente por mondcitos, macréfagos, células Natural Killer (NK) e células
dendriticas (Ghigo et al., 2009).

O curso da infecao por C. burnetii depende da eficacia da resposta imune. A
imunidade mediada por células desempenha um papel central e as células T sao criticas
para a eliminagao de C. burnetii (Honstettre et al., 2004; Andoh et al., 2007; Shannon e
Heinzen, 2009; Capo e Mege, 2012; Cunha et al., 2015; Eldin et al., 2017).

A ativagao das células mieloides induzida pela ligagao da C. burnetii de fase |
aos recetores celulares, nomeadamente ao TLR4, origina uma reorganizacdo do
citoesqueleto e as células infetadas respondem a infecdo com uma regulagédo geral
positiva de citocinas relacionadas a uma resposta imunitaria mediada por células T
auxiliares do tipo 1 (type 1 T helper cells -Th1) (Honstettre et al., 2004; Zamboni et al.,

2004; Shannon e Heinzen, 2009; Che et al., 2011). Essa resposta inflamatéria resulta
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no controlo precoce da infegao pela produgéo de intermediarios reativos de nitrogénio e
oxigénio que levam a morte intracelular do agente patogénico (Brennan et al., 2004;
Andoh et al., 2007). No entanto, C. burnetii desenvolveu a capacidade de limitar a
resposta pro-inflamatéria para resistir a resposta imune do hospedeiro (Capo et al.,
1999; Shannon et al., 2005; Barry et al., 2011; Capo e Mege, 2012; Graham et al., 2013;
Sobotta et al., 2016). A subversdo da resposta protetora esta relacionada com a
estrutura do LPS. Os LPS de fase | mascaram o reconhecimento bacteriano pelo recetor
TLR4 o que resulta numa resposta inflamatéria menos intensa que permite a
persisténcia de C. burnetii sem maturagao significativa de células dendriticas que
passam a produzir niveis baixos de IL-12 e TNFa (Zamboni et al., 2004; Shannon et al.
2005; Waag, 2007; van Schaik et al., 2013). Em oposi¢cao, os LPS de fase Il sao
prontamente detetados pelo TLR2, induzindo a ativagdo de células dendriticas e
secrecao de altos niveis de IL- 6, de IL-12 e TNFa. Os macréfagos séo, entao, ativados

para mediar a depuragao bacteriana (Shannon et al., 2005; van Schaik et al., 2013).

Os mondcitos e macréfagos sao os principais alvos de C. burnetii (Eldin et al.,
2017). As células pertencentes a linhagem mondcito-macréfago expressam
propriedades funcionais polarizadas (Gordon e Taylor, 2005). Essa polarizagdo parece
estar intimamente relacionada com a capacidade de controlo da infe¢ao por C. burnetii,
explicando a persisténcia bacteriana em infecées crénicas (Benoit et al.,, 2008). Os
macrofagos polarizados M1 segregam citocinas inflamatérias (IL-1b, TNF, IL-12 e IL-6),
quimiocinas (CCL2, CCL5 e CXCL8) e expressam os recetores de superficie CCR7,
CD80, TLR-2 e TLR-4. Eles também segregam altos niveis de iNOS e intermediarios
reativos de nitrogénio, como nitritos (Honstettre et al., 2004; Benoit et al., 2008). Os
macréfagos M2 segregam altos niveis de citocinas inflamatorias (IL-10, IL-1, antagonista
do recetor IL-1Ra e TGF-b1), quimiocinas (CCL16, CCL17, CCL18 e CCL24) e
expressam os recetores de superficie CXCR1, recetor de manose (MR), CD14 e
arginase-1 que induz o bloqueio da via da iNOS. Classicamente, macréfagos
polarizados em M1 sao induzidos por LPS, IFNy e TNFa, participam da resisténcia
contra patogenos intracelulares e estdao envolvidos em respostas dos linfécitos T
auxiliares (T helper 1 - Th1). Em contraste, macréfagos polarizados em M2 sao
induzidos por IL-4, IL-13 ou IL-10 e promovem respostas dos linfécitos T auxiliares 2 (T
helper 2— Th2). Considerando isso, acredita-se que o curso da infecao difere de acordo
com a polarizagdo do macréfago em resposta a infecao por C. burnetii (Benoit et al.,
2008). Se moléculas associadas a M1 forem expressas por macrofagos, a replicacao
bacteriana sera controlada (Ghigo et al., 2002; Benoit et al., 2008). Enquanto que a

estimulacao de uma resposta M2 sera responsavel pela persisténcia de C. burnetii em
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macrofagos que se tornam altamente permissivos a replicagao de C. burnetii (Ghigo et
al., 2001; Ghigo et al., 2003; Benoit et al., 2008).

Na febre Q, a resposta efetiva do sistema imunoldgico é caracterizada pela
formagado de lesbes granulomatosas protetoras, ricas em macrofagos em diferentes
fases de maturagao, incluindo células epitelidides e células gigantes multinucleadas
(Honstettre et al., 2004; Shannon e Heinzen, 2009). A formagao dos granulomas esta
sob o controlo do interferao gama IFNy e é caracteristica da febre Q aguda que se
resolve espontaneamente (Raoult et al., 2005; Boucherit et al., 2012). Apenas algumas
bactérias isoladas podem ser encontradas em granulomas durante a fase aguda
(Honstettre et al., 2004). No entanto, o controlo imunoldgico de C. burnetii pode néao
levar a sua erradicagdo do hospedeiro infetado (Honstettre et al., 2004). DNA de C.
burnetii pode ser encontrado em mondcitos circulantes ou na medula 6ssea de pessoas
infetadas meses ou anos antes (Capo et al., 2003). Além disso, C. burnetii pode persistir
no figado, osso, valvulas cardiacas e endocardio (Harris et al., 2000). Ha também a
hipétese de que o utero pode ser um local de infecédo latente, portanto, a reativacao
durante a gravidez pode ocorrer (Langley et al., 2003; Carcopino et al., 2007). Por todas
essas razdes, a persisténcia, recorréncia ou reemergéncia de C. burnetii sdo uma

preocupacao constante apds uma infecao aguda (Sabatier et al., 1997).

As infe¢des cronicas sdo devidas a uma imunidade celular defeituosa que é
inadequada para erradicar o patogeno. Pacientes com febre Q crénica apresentam
aumento da secregao de IL-1 e IL-10 (Capo et al., 1996; Ghigo et al., 2001; Honstettre
et al., 2003; Raoult et al., 2005) e supressao da resposta celular mediada por Th1
(Waag, 2007). A C. burnetii continua a multiplicar-se apesar das altas concentragdes de
todas as trés classes de anticorpos (IgG, M e A) para bactérias de fase | e Il (Sabatier
et al., 1997). Biopsias de 6rgaos nao mostram granulomas (Boucherit et al., 2012), mas
grandes vacuolos contendo C. burnetii detetados em tecidos infetados, como valvulas
cardiacas e figado, e em aneurismas (Maurin e Raoult, 1999). Os mondcitos desses
pacientes nao sao capazes de eliminar a C. burnetii (Dellacasagrande et al., 2000) e

nao migram pelo endotélio (Raoult et al., 2005).

Além da resposta mediada por células, a imunidade mediada por anticorpos
também parece ser importante na infegdo por C. burnetii (Shannon e Heinzen, 2009).
Imunoglobulinas especificas sdo segregadas apés a infecdo (Maurin e Raoult, 1999).
No entanto, uma grande heterogeneidade é descrita entre os hospedeiros em relagéo
ao tempo de inicio da resposta soroldgica, bem como a magnitude do pico do titulo de

anticorpo e do seu decaimento. Nos estagios iniciais da infecado, especialmente durante
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0 aumento da resposta de anticorpos, a concentragdo altera-se rapidamente num
periodo de tempo relativamente curto (Wielders et al., 2015). Anticorpos especificos
para C. burnetii de fase I, tanto IgM quanto IgG, podem ser detetados em duas ou trés
semanas. Os titulos de anticorpos permanecem aumentados até 13 semanas apos a
infecao (Maurin e Raoult, 1999; Roest et al., 2013a) e o seu declinio leva muito tempo
com concentragbes decrescentes lentamente (Wielders et al., 2015). O anticorpo C.
burnetii antifase | aumenta cerca de quatro semanas mais tarde quando comparado com
a fase Il (Roest et al., 2013a). Assim, dentro de trés semanas apods a infegao, apenas
niveis baixos de IgM antifase | sdo detetados (Dupuis et al., 1985). Anticorpos
especificos de fase |, nomeadamente IgG e IgA, sdo predominantes nas formas crénicas
da doencga (Fournier e Raoult, 1999). Globalmente, pode-se considerar que a fase Il de
IgG atinge o maior titulo de pico e que também é o mais persistente (Wielders et al.,
2015). A duragado da resposta do anticorpo ndo esta exatamente determinada. No
entanto, pode-se concluir a partir de estudos de campo que os anticorpos C. burnetii
sdo altamente persistentes com duracao de varios meses ou até anos (Roest et al,,
2013a; Teunis et al., 2013). Assim, tanto a imunidade humoral quanto a celular

desempenha um papel na infe¢ao por C. burnetii (Maurin e Raoult, 1999).
1.1.9. Prova de principio sobre a base genética das doencas infeciosas

A genética humana introduziu um novo paradigma na compreensao das doencas
infeciosas ao permitir o entendimento das consequéncias de erros inatos nos genes do
sistema imunitario sobre a suscetibilidade e gravidade da doenga (Alcais et al., 2009).
A prova de principio surgiu com o desvendar do papel da genética do hospedeiro na
suscetibilidade e na gravidade das doengas causadas por micobactérias, incluindo na
tuberculose e na lepra (Casanova e Abel 2002; Alter et al., 2011; Boisson-Dupuis et al.,
2011; Grant et al., 2013; Bustamante et al., 2014; Boisson-Dupuis et al., 2015).
Mutacdes em nove genes da via IL12 - IFNy, que resultam num compromisso da
imunidade mediada pelo IFNy, foram identificadas em individuos com suscetibilidade
mendeliana a infe¢des micobacterianas (Mendelian susceptibility to mycobacterial
disease, MSMD [MIM 209950]). Inclusivamente, a utilizacdo do IFNy em tratamentos
que visam o restabelecimento da deficiéncia inata desta citoquina entrou na pratica
terapéutica (Holland et al., 1994; Holland, 2001). No caso da tuberculose pulmonar em
adultos a relacdo nao parece ser tao linear (Grant et al., 2013). De entre os fatores
genéticos mais convincentes da suscetibilidade a tuberculose pulmonar esta o gene
NRAMP1 (alias SLC11A1) (Vidal et al., 1993; Bellamy et al., 1998; Greenwood et al.,
2000; Malik et al., 2005; Li et al., 2006; Abel et al., 2014).
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No entanto o papel da genética do hospedeiro continua por desvendar no caso
de outras doengas infeciosas inclusivamente nas doengas por microrganismos

intracelulares tais como na febre Q (Asner et al., 2014).

1.1.10.Implica¢oes para a escolha de genes candidatos na imunidade

mediada pelo IFNy

O sucesso do modelo genético na tuberculose levou-nos a refletir sobre algumas
semelhangas na patofisiologia da infegao por M. tuberculosis e C. burnetii, na escolha
de genes candidatos para estudos de associagdo gendtipo — fendtipo da febre Q.
Embora M. tuberculosis e C. burnetii pertengam a grupos bacterianos distantes, das
bactérias acido-alcool resistentes e gram negativas, respetivamente, a infegédo por
esses patogenos compartilha varias caracteristicas fisiopatolégicas comuns. Ambos sao
bactérias intracelulares que preferencialmente infetam macréfagos. A caracteristica
maior da infegdo € a formagao do granuloma protetor, estruturas ricas em macréfagos
que atuam no controlo da disseminacao bacteriana. O granuloma caseoso classico &
considerado a “hallmark” (marca registrada) da tuberculose (Ramakrishnan, 2012). A

formacgao de granulomas também é caracteristica da febre Q (Eldin et al., 2017).

Existe um viés quanto ao papel protetor do granuloma, que também pode
constituir um nicho para o crescimento bacteriano e a persisténcia dentro do hospedeiro
(Flynn et al., 2011; Gideon e Flynn, 2011; Silva Miranda et al., 2012). A polarizagéo do
macréfago € o mecanismo pelo qual M. tuberculosis e C. burnetii sdao capazes de
subverter a seu favor esse viés na resposta imune. Estados polarizados, como os
estados de ativagdo do macrofago classicos (M1) ou alternativos (M2), estéo
diretamente ligados a aumentos na aptidao bacteriana para a sobrevivéncia intracelular,
replicagdo bacteriana ou morte bacteriana (Marino et al, 2015). As espécies de
Mycobacterium e Coxiella regulam diferencialmente a polarizagdo do macréfago para
M1 ou M2, moldando assim um fenétipo de doenga aguda/proliferativa (M1) ou um
fenotipo de doenga crénical/persistente (M2) (Thiriot et al., 2020). A resposta inflamatoéria
por fim resulta na formagéo de um granuloma e na regulagéo positiva da apresentagao
de antigénios e subsequentes respostas das células NK e T (Doherty e Anderson, 2003).
Em ultima analise, os macréfagos do tipo M1/M2 direcionam as células T para atividades
semelhantes a Th1 ou Th2, respectivamente (Mills e Ley, 2014; Mills, 2015). O papel do
IFNy em todo este processo € determinante. Curiosamente, enquanto que na
tuberculose a associagao das formas graves a deficiéncia de IFNy parece ser um dado

adquirido, no caso da febre Q ha evidencia do contrario, ou seja, um aumento da
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producao do IFNy parece acompanhar as formas graves da febre Q crénica (Schoffelen
et al., 2017).

1.1.11.Variantes genéticas e a febre Q

As doengas causadas por bactérias intracelulares e microrganismos fastidiosos
estdo bem caracterizadas relativamente a contribuicao de fatores sociodemograficos e
dos seus vetores artropodes ou animais envolvidos no estabelecimento de infegdo. No
entanto, com excegao da tuberculose, pouco se sabe sobre o papel dos fatores ligados
ao hospedeiro, como as variantes genéticas associadas aos fendtipos clinicos da
doenca (Asner et al., 2014).

Relativamente a infegéo por C. burnetti, existem alguns relatos na literatura da
existéncia de variantes nos genes da resposta imunitaria associadas com o
desenvolvimento de febre Q. Na tabela 1.1. estdo indicadas as variantes genéticas com
associacéo significativa a febre Q ja identificadas através de estudos baseados em
genes candidatos (candidate genes association studies - CGAS). Nao obstante, a
comunidade cientifica ainda conhece muito pouco sobre a real contribuicdo das
variantes genéticas em genes chaves no estabelecimento de infecdo e na febre Q

cronica.

Helbig e colaboradores relataram a existéncia de diferencas imunogenéticas,
que suportam o conceito de diferentes estados imunes na febre Q crénica, determinadas
por variagdes genéticas na resposta imune dos hospedeiros, em vez de apenas pelas

propriedades da Coxiella burnetii (Helbig et al., 2005).

A maior contribuicdo nesta area tem sido dos grupos holandeses em resposta
aos importantes surtos sofridos no pais, concluindo que uma resposta imunitaria
deficitaria com base genética podera contribuir para o desenvolvimento da febre Q
cronica (Tabela 1.1). O desenvolvimento da febre Q crénica foi associado a
polimorfismos de nucleotideo Unico (Single Nucleotide Polymorphism - SNPs) em genes
que codificam recetores de reconhecimento de padrées (homeadamente recetores Toll-
like- TLR), componentes da via fagolisossomal e metaloproteinases de matriz (MMPs)
(Buijs et al., 2021). A via IL-12 - IFNy parece ter, igualmente, um papel fulcral na
resolucao da febre Q (Schoffelen et al., 2017).

O IFNy tem um papel importante na defesa contra C. burnetii uma vez que esta
envolvido na resposta pro-inflamatéria com formagao de granuloma e morte ou controlo

da bactéria dentro de mondcitos/macrofagos ativados (Schoffelen et al., 2017). Embora
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alguns estudos defendam que pacientes com febre Q crénica tém uma resposta
inadequada do IFNy a C. burnetii, levando a infe¢ao persistente (Dellacasagrande et al.,
1999., Andoh et al., 2007; Capo e Mege, 2012), faltam evidéncias cientificas que apoiem
essa hipotese. Pelo contrario, estudos mais recentes mostraram a elevada produgéao de
IFNy antigénio-especifico na febre Q cronica (Limonard et al., 2012; Schoffelen et al
2013; Schoffelen et al., 2017). A produgdo e resposta ao IFNy estdo intactas em
pacientes com febre Q crénica, sendo mais elevadas do que em individuos saudaveis,
0 que nao explica a falha na eliminagao da infegéo. Os polimorfismos no gene IL-12p40
estdo associados a febre Q crénica o que indica um papel da via do IFNy, embora as

suas consequéncias continuem obscuras (Schoffelen et al., 2017).

Na via IL-12 - IFNy, SNPs associados a resposta imunitaria a infecao por
microrganismos intracelulares, foram detetados, essencialmente, nos genes dos
recetores de IFNy (INFGR1 e INFGR2) (Hijikata et al., 2012; Bustamente et al., 2014;
He et al., 2017; Schoffelen et al., 2017).

Partindo da analise da literatura da Tabela 1.1.e do conhecimento dos genes que
terdao um papel importante da fisiopatologia das infegdes intracelulares, decidimos
efetuar um estudo exploratério para identificar variantes associadas ao desenvolvimento
de febre Q crénica nos genes: TLR1 e TLR2 (genes dos recetores Toll-like 1 e 2)
implicados no reconhecimento de padrdes, fagocitose e resposta de sinalizagdo (Everett
et al., 2007; Ammerdorffer et al., 2016); IL12RB1 (gene do recetor 1 da interleucina-
12), INFGR1 (gene do recetor 1 do IFNy) e INFGR2 (gene do recetor 2 do IFNy),
componentes da via IL-12 — IFNy, implicados na formagéo do granuloma (Hijikata et al.,
2012; He et al., 2017; Schoffelen et al., 2017); NRAMP1 (gene da resisténcia natural
associada a proteina macrofagica), implicado na via fagolisossomal (Helbig et al., 2003;
Archer et al., 2015); e TIMP1 (gene que codifica o inibidor tecidual 1 de
metaloproteinases) implicado na remodelagéo e reparagao do tecido apds a destruigéo
por metaloproteinases de matriz (MMPs) (Chen et al., 2017). Numa segunda fase,
efetuamos, ainda, um estudo réplica para confirmar a associacdo de variantes
previamente identificadas no gene IFNG (gene que codifica o IFNy) (Jansen et al., 2019)
€ no gene da via fagolisossomal, P2RX7 (gene do recetor purigénico P2X7) (Wielders
et al., 2015).
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Tabela 1-1. SNPs identificados pelo método CGAs como estando associados a febre Q na populagao holandesa

A A o o )
R_ef(_erenc':lja Gene SNP ID Nomes HGVS Copsequenma N® de N°® de Mode’lo_ Tipo d_e . Valor OR Critérios de selegdo
bibliografica mais severa casos controlos Estatistico Hereditariedade dep
Variante de Controlos: Infegdo com febre Q no
NC_000011.10:9.102530930T>C; = Teste de fo
Jansen et al., MMP7 rs11568818 NC_000011.10'g.102530930T>A reglalod 139 220 Wilcoxon _ <0,05 1,63 passzjdo ’s_en? _progresséo  para
2017 (;eggatora o 5 |gfegao ?rct))nlce(l:,)Rlsrcc?cardlovasculzr.
. ariante este e asos: febre Q crénica comprovada
MMP9 rs17576 NC_000020.11:9.46011586A>G missence 139 220 Wilcoxon _ <0,05 1,67 ou provével.
Variante Regresséo Modelo
ATGS5 rs2245214 NC_000006.12:9.106214866C>G . . .. 173 184 logistica . 0,04 0,5
intrénica A Recessivo
univariada
. Regressao
NC_000020.11:9.34558028C>G; Variante o Modelo
MAPTLC3A — rs1040747  \c"000020.11:g.34558028C>A  intronica 73 184 logistica Recessivo 0,01 0.6
univariada
. Regressao
NC_000012.12:9.121177300G>A;  Variante o Modelo .
rs1718119 NC_000012.12:g.121177300G>T missence 173 184 Ioglstlga Recessivo 0,02 0,6 Cont.rolos com fatoresl ~de risco
univariada cardiovascular e exposicdo a C.
P2RX7 . Regressao burnetii.
Jansen et al., NC_000012.12:9.121184501A>C;  Variante R Modelo -
2019 rs3751143  \CT000012.121g.121184501A>G  missence s 184 logistica recessivo 0,03 410 Casos com febre ~Q cronica
univariada confirmada ou provavel.
Variante 3' Regressdo Modelo
RAB5A rs8682 NC_000003.12:9.19984917C>G 173 184 logistica - <0,001 0,00
UTR A recessivo
univariada
Variante Regressao Modelo
RAB7A rs13081864 NC_000003.12:9.128771430C>T P 173 184 logistica . 0,04 1,60
intrénica AN dominante
univariada
Variante Analise de
TNF rs1800610 NC_000006.12:9.31576050G>A R 173 184 qui- Sem modelo 0,03 _
intrénica
quadrado
Controlos com fatores de risco
92 220 Regrgssao Modglo 0,09 2,00 cardloyascular e exposicdo a C.
logistica Dominante burnetii.
Local de Casos com febre Q confirmada (92).
NC_000003.12:9.38137763C>A; e ;
MYD88 rs4988453 NC_000003.12:9.38137763C>T I|ga<;,aodelfi~1tor Cont.rolos com fatoresl ~de risco
de transcrigao = cardiovascular e exposicdo a C.
Schoffelen et Regressao Modelo "
al.,2015 139 220 logistica Dominante 0.04 2,15 burnetii.
” 9 Casos com febre Q confirmada (92)
ou suspeita (47)
Controlos com fatores de risco
TLR 1 rs5743611  NC_000004.12:g.38798503C>G Yarante 92 220 Regressdo  Modelo 0,03 04g  Cardiovascular e exposicio a C.
missence logistica Dominante burnetii.
Casos com febre Q confirmada (92).
Wielders et Variante Teste de
al.,2015 rs1861493 NC_000012.12:9.68157416G>A intrénica 85 1008 qui- - 0,006 3,53 Controlos: comunidade saudavel de
quadrado zona endémica.
IFNG
Variante Teste de Casos com febre Q aguda.
rs2430561 NC_000012.12:9.68158742T>A S 85 1008 qui- _ 0,027 2,13
intrénica
quadrado
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1.2. Estudos de genes candidatos (Candidate gene association studies —
CGAS)

A acessibilidade a dados de sequenciacdo do genoma humano promoveu a
epidemiologia genética para um dominio de interface chave nas ciéncias da saude.
Integrado dentro do escopo da epidemiologia genética, a associagao genotipo- fenétipo,
por meio de abordagens de genoma completo (whole genome association studies —
WGAS) ou gene candidato (candidate gene association studies — CGAS) contribui para

o amplo processo de compreensao da arquitetura genética das doengas (David, 2021).

Os estudos populacionais de associagao gendtipo-fendtipo com base em genes
candidatos (CGAS) conheceram um recente incremento resultante das abordagens
baseadas na sequenciacao de nova geracao (Next generation sequencing — NGS), que
se tém revelado eficazes na determinacdo das sequéncias de DNA dos genes nas
regides codificantes e regides nao codificantes incluindo regides flanqueadoras, locais
de splicing e locais reguladores. Este avanco tecnoldgico foi determinante para a
genética humana no cruzamento da investigagdo em genética clinica com as

abordagens baseadas em estudos populacionais (David, 2020).

Considerando que WGAS é uma estratégia de associacao livre de hipoteses a
priori € nao direcionada, que estuda a totalidade do genoma, a abordagem CGAS do
gene candidato é légica na medida em que 0s genes sao selecionados com base numa
hipotese a priori sobre a sua implicagdo causal na doenga (MacArthur, 2014). Estes
estudos envolvem a sequenciagado dos genes candidatos em grupos de individuos com
fendtipos clinicos cuidadosamente definidos, e a analise funcional subsequente de

variantes identificadas como estando em associacao.
1.2.1. Etapas de CGAS

Existem varias etapas criticas para o CGAS (Figura 1.4.), nomeadamente a
elaboragao do protocolo cientifico, o projeto de estudo, a definigdo de fendtipo, a selegéo
de genes candidatos, a selecéo de variantes candidatas, a analise de haplétipos e de
desequilibrio de ligagao, a estimativa do tamanho da amostra, a significancia estatistica
e o valor-p, o controlo de qualidade dos dados de genotipagem, a analise exploratéria
dos dados, os testes de associagao estatistica e a subsequente analise funcional (David,
2021).
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Projeto de estudo -
3 Caso-controlo /coorte EsTupoOs DE ASSOCIACAD

i ?
T — Qual é a variante causal?

- Enriquecer o alelo de risco no grupo dos cases
Selecdo dos genes e variantes candidatos
—» Revisdo da literatura

Ferramentas bioinformaticas

Andlise de haplotipos e de desequilibrio de finkage
3 Utilizacao de SNPs “marcadores” (tag SNPs)

Estimativa do tamanho de amostra e do valor-p

Controle de qualidade dos dados de genotipagem
—3 Verificacdo dos pressupostas de Hardy-Weinberg

Analise exploratdria dos dados
-3 |dentificar tendéncias e possiveis deficiéncias

Testes estatisticos
3 0 alelo de risco é mais frequente do que seria de esperar no grupo dos casos?
Resultados incluindo a medida do eleito & o intervalo de confianga

'\l/ Qual é a funcdo?

Analise funcional
> Validagao da hipolese causal

Figura 1.4. Etapas dos estudos populacionais de associagao genétipo-fenétipo com base em genes
candidatos.
Fonte: David, 2020
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Capitulo Il — Objetivos

O objetivo principal do presente estudo é a identificacdo na populacao
portuguesa de determinantes genéticos da infegdo na febre Q crénica por métodos de
associacao genotipo-fendtipo com base em genes candidatos (Candidate gene
Association Studies — CGA). A selecdo de genes candidatos para estes estudos foi
realizada com base no conhecimento da resposta imunoldgica a infecado e em estudos

anteriores acima descritos.

Com vista a alcangar o objetivo principal, foi utilizada uma abordagem
retrospetiva caso-controlo para verificar a frequéncia com que ocorrem certas variantes
genética nos diferentes grupos. Foram efetuadas duas abordagens distintas: um estudo
exploratorio para identificar novas variantes associadas a fenétipos clinicos da doenga
e um estudo réplica para confirmar a associacao de variantes previamente identificados.

Deste modo, foram postulados objetivos especificos para cada estudo.
Objetivos do estudo exploratorio:

e Genotipar os genes IL12RB1, IFNGR1, IFNGR2, NRAMP1, TLR1, TLR2
e TIMP1 por Next-Generation Sequencing- NGS.

¢ Identificar, nos genes analisados, variantes genéticas associadas ao
desenvolvimento de febre Q crénica em amostras provenientes da

populagao portuguesa infetada por Coxiella burnetii.
Objetivos do estudo réplica:

e Genotipar das variantes rs1718119 e rs3751143 do gene P2X7R e as
variantes rs2430561 e rs1861493 do gene INFG através da

sequenciagao pelo método de Sanger.

e Efetuar a analise de associacdo destas variantes com a febre Q croénica

na populagao portuguesa.
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Capitulo Ill - Materiais e Métodos

3.1. Declaragao de ética

Os procedimentos do presente estudo foram autorizados pela Comissao de Etica
para a Saude do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) e realizado
de acordo com a Declaracao de Helsinquia de 1975. Os participantes forneceram o seu
consentimento informado por escrito para que as respetivas amostras pudessem ser
utilizadas na investigagéo epidemioldgica da febre Q. Nos casos em que néo foi possivel
recolher esse documento as amostras foram utilizadas a guarda do n°6 do Artigo 19° da
Lei n® 12/2005, de 26 de janeiro referente a informagao genética pessoal e informagao
de saude: “No caso de uso retrospetivo de amostras ou em situagdes especiais em que
o consentimento das pessoas envolvidas ndo possa ser obtido devido a quantidade de
dados ou de sujeitos, a sua idade ou outra razdo comparavel, o material e os dados
podem ser processados, mas apenas para fins de investigagao cientifica ou obtengdo
de dados epidemiolégicos ou estatisticos”. A codificagao dos participantes foi respeitada

de acordo com as normas homologadas para a investigagao no INSA.
3.2. Caracterizagao da populagao estudada

Para os estudos de associagao genética com a febre Q crénica, foram analisados
60 casos de febre Q em pacientes portugueses diagnosticados, entre 2005 e 2018

(exceto um caso de 1995).

A febre Q crénica foi diagnosticada serologicamente pela presenca de anticorpos
anti-fase | com titulo de 1IgG=800 (Bossi et al., 2004) num total de 17 casos com uma
média de idades de 52,0 = 19,7 anos e um racio homem/mulher de 3:1 (13:4). A
endocardite foi a principal manifestagao clinica de febre Q crénica em 65% (11/17) dos
pacientes, a doenca febril recorrente foi também observada em 24% (4/17) e a
osteomielite apenas foi observada em duas criangas com idades inferiores a 10 anos, o
equivalente a 12% (2/17). Neste grupo, 76% (13/17) dos pacientes apresentavam
fatores de predisposicéo a febre Q cronica, enquanto que, 18% (3/17) ndo possuia
nenhuma condicdo anterior. As condi¢cdes pré-existentes incluiam lesdo valvular

(13/17), febre Q aguda prévia (1/17), doenga neoplasica (1/17) e doenga renal (2/17).

A febre Q aguda foi diagnosticada pela presenga de anticorpos anti-fase Il com
IgM=50 e 19G=200 (Bossi et al., 2004) num grupo de 43 individuos com uma média de
44,5 + 18,3 anos e com uma proporgao entre homens e mulheres de 4:1 (34:9). As

manifestagdes clinicas incluiam doenga febril em 77% (33/43), hepatite em 26% (11/43),
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doenca cardiaca em 9% (4/43) e SDRA em 5%(2/43). O conhecimento de condi¢des
pré-existentes para febre Q cronica ndo estava disponivel em 81% (35/43) dos
pacientes. Os restantes 19% (8/43) apresentavam quadros clinicos de hepatite,
imunodepressao (gravidez e Infegao por HIV) (3/43), insuficiéncia renal (2/43) e lesao
valvular (3/43).

A titulo comparativo, os estudos CGA também utilizam dados das populagdes
gerais sem critério de exposi¢cdo que geralmente se encontram na base de dados dos
1000 genomas (The 1000 Genomes Project Consortium, 2015). Como a populagéao
portuguesa nao se encontra representada (apenas estéo representados 107 individuos
ibéricos de origem espanhola) optamos, por também genotipar uma amostra de
conveniéncia da populagdo portuguesa. Para andlise da genética populacional da
populagao geral portuguesa, foram obtidas 34 amostras de conveniéncia provenientes
de uma colecado andénima do Departamento de Genética Humana do Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge. Para este grupo de individuos nao foi possivel obter
informacao sobre a sua exposicao a C. burnetii. No intuito de evitar possiveis viés na
analise da populacao geral, foi solicitado aos participantes o preenchimento de um
questionario de autoavaliagido sobre o eventual conhecimento de algum familiar préximo

que teria morrido de infecao severa.
3.3. Amostras biologicas

De cada individuo foram colhidos 3 mL de sangue periférico em tubos de EDTA.
A extracdo de DNA genodmico foi realizada pelo método automatizado do sistema
MagNA Pure LC (Roche®). As amostras de sangue anonimizadas foram armazenadas

a -20°C e o DNA extraido foi armazenado a 4°C.
3.4. Métodos

A metodologia experimental utilizada para identificar variantes genéticas
associadas a Febre Q croénica utilizando estudos populacionais de associagdo com base
em Genes Candidatos (CGAS) foi planeada para permitir dois tipos de abordagem: 1)

Estudo exploratério; 2) Estudo réplica.
3.4.1. Estudo exploratério

Um estudo exploratério foi realizado sobre genes candidatos das vias implicadas
na resposta imunoldgica a infegdo acima descritos incluindo genes para os quais nao

se encontrou na literatura estudos de associacdo com a febre Q, ou se identificou
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estudos com pouca expressdao (baixo nivel de significAncia estatistica, sem
replicabilidade, realizados com numero reduzido de amostras, etc.), que apontassem
para a existéncia de variantes associadas a febre Q croénica. Assim, este estudo
exploratério consistiu na genotipagem dos genes IL12RB1, IFNGR1, IFNGR2,
NRAMP1, TLR1, TLR2 e TIMP1. Dado o seu carater exploratério o estudo foi realizado
com base na utilizagdo de uma metodologia de Next-Generation Sequencing- NGS
(Sequenciagao de Nova Geragao) pelo facto da NGS permitir a sequenciagdo nos genes
alvo de vastas regibes gendmicas codificantes (exdes) e nao codificantes (regides
flanqueadoras, locais de splice na jungao exao-intréo e locais reguladores a montante
do codao iniciador incluindo na regido 5’'UTR podendo conter elementos regulatorios

essenciais).
3.41.1. Preparagcao das amostras

Os fragmentos a genotipar foram desenhados para incluir os exdes dos genes
candidatos, regides intronicas proximas do local de splicing e regides nao codificantes
a 2000 pb a montante e na regido 5’UTR. Foi utilizado, como referéncia genémica, o
principal transcrito da versdo GRCh38.p12 (Genome Reference Consortium Human
Build 38) disponivel no Ensemble Genome Browser 96 (Ensembl, 2019)

(https://www.ensembl.org/index.html). A Tabela 3.1. apresenta a informagao detalhada

dos fragmentos em analise.
3.41.11. Desenho de primers

Os primers foram desenhados com recurso a ferramenta informatica Primer-
BLAST, disponibilizada pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI) em

https://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/ e adquiridos através da Thermo Fisher

Scientific®. A Tabela 3.2. apresenta a informagao detalhada dos primers escolhidos

para amplificar os fragmentos em analise.
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Tabela 3. 1. Fragmentos a amplificar dos genes IL12RB1, IFNGR1, IFNGR2; NRAMPI; TLR1, TLR2 e TIMP1

Gene Fragmento
Nome Loca]u_ag.ao Orientagdo Coordenadas Nome Tamanho Coordenadas
Gendémica (pb)
38790677- 38793975-
TLR1 4p14 Reverse 38856817 T1A1 12110 38806088
153684070- 153700772-
TLR2 4931.3 Foward 153705702 T2A1 6185 153706956
18089867-
LA 10760 18100631
18075127-
IL12RB1  19p13.11 Reverse 18058995- LB 13559 18088684
18098944
Lc1 9748 18065426-
18075173
18057818-
Lc2 7576 18065393
137214674-
G1A 6069 137220742
G1B4 1415 137205750-
137197484- B o
IFNGR1 6923.3 Reverse -
137219449 G1B5 2626 137206039
137200077-
G1B7 3208 137203282
137196715-
G188 3330 137200044
33401040-
G2A3 3790 33404829
33410124-
G2B 5587 33415711
33420534-
IFNGR2 21qg22.11 Forward 33402896- G2C 1821 33422353
33479348
GoD 1793 33425848-
33427642
33431071-
G2E 8034 33439104
33478213-
G2F 1636 33479848
RA 8823 218380796-
218382029- 218389008
NRAMP1 2q35 Forward
218396894 , 218388989-
RB 4851 218393840
218393283-
RB2 5217 218398499
47582408- 47581095-
TIMP1 Xp11.3 Forward 47586789 TIMP1 6726 47587820
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Tabela 3. 2. Primers escolhidos para amplificar os fragmentos dos genes IL12RB1, IFNGR1, IFNGR2,
NRAMPI, TLR1, TLR2 e TIMP1

Genes Fragmentos Primers foward Primers reverse
TLR1  T1A1 5-ACTGGGAGTAGTGGGGATGAG-3' 5-AAGAAAAGAGACTGGGTTGTCC-3'
TLR2  T2A2 5-GTGTTGCTGGTATAGGGATAGACA3  5-TACTCTTGCCCTCAACACCCS'
L1orps A 5-AATAGCACTGACCACTCGGGS' 5-CCAGCAGGCTATGAGGTCAGS'
LB 5-TTTAGAGGCTTTGCCGACAGT3' 5'-CAAGACCGGATGCCACATTG3'
LC1 5-AGGGAGAAATGGGTGCTCAAS' 5-GGTGATCGAGACCCTCAAGT3'
LC2 5-CCAGCCAAGTGCTTATGGTG3' 5.CTCCTACTTCTCGCACCCAA3'
G1A 5. TGTCCTACTCCATAGACGCC3' 5-AGTTGGGTTTGGTCTGGCAT3'
IFNGRT  G1g4 5-GGGCAATGTGGCATCTTACAAZ' 5-GGGCTTGAAAGAAGGGGAGGAS'
G1B5 5-ACAATGCTTAAGAAACACTTGGAGG3' 5-ACTGCAAATGAGTTTGCTTTCCTS'
G1B7 5'-CCCCTTGACCCAGGAAAGAAAS' 5.CTAGCGCGTGTAAAATGGCAS'
G1B8 5-ACCAGCAGTAGCATAACGGG3' 5-TGCTTTTCCCATTCTAATGTGTGC3'
G2A3 5-TCTAACTGTATGCCCGTGTCT3' 5.GTTTGGCTCATAAGCGTGGT3'
IFNGR2 G2B 5-AGGCAAGAAGGTTCAGCAAGT3' 5'-CCCATCTCACAAGCACTGGAC3'
G2C 5 - TGGAAAGAAACTCCGCACCAS' 5.GTGTGCATAAACCAGACACGG3'
G2D 5-GAGAATCCAGCCCTGCTGTT3' 5-CCTATACTCCCCGAGGCTGA3'
G2E 5-GCAGAGGAGACACAGAACCTT3' 5-GGGAGTGGGCCTTGTTTTTC3!
G2F 5-CCCAGTACTTTCAGAGACCGAG3' 5-TGAGGAAGCTGGGTGAGTCC3'
Nrampr R 5. TCAAGCATGGTGGCATAGGTCS' 5-GACACGCTCCTTCACTCACC3'
RB1 5. TGCACACCTGTAGTCCTAGTT3' 5-TAATGAGCCTGGGCAACAAACATAA-3'
RB2 5-GCAGGAGGGTAGGAATCACCS' 5-GGGACTGTCGGGGACTGAT-3'
TIMPT  TIMP1 5-GCTGGATACGCAGTAAGCAC3! 5-CTAGTTCCCAAGGGCCTCACT-3'

3.4.1.1.2.

Amplificagao por PCR

A reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) (Saiki et

al., 1985; Mullis, 1987) é a técnica de amplificacdo melhor conhecida e a mais
largamente aplicada, quer na investigagao quer rotineiramente em laboratérios clinicos
(Wittwer e Kusukawa, 2006). A PCR permite a amplificagéo in vitro de uma sequéncia

especifica de DNA.

A estratégia de amplificacdo utilizada neste trabalho envolveu o recurso a pares
de primers desenhados para cada fragmento e a uma Taq DNA polimerase de alta
fidelidade e de longo alcance, a TaKaRa LA Taq® Hot Start (Alfagene, Carcavelos,

Portugal) conforme o descrito por Jia e colaboradores (Jia et al., 2014).

O termociclador T Gradient Biometra® foi usado para executar as amplificagdes
por PCR. Efetuaram-se ensaios sucessivos de otimizacdo de PCR tendo em vista a
obtengao dos melhores resultados. Foi utilizado um aditivo de PCR, a betaina, por este

composto aumentar a amplificagdo de sequéncias ricas em GC devido a sua capacidade
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de dissolver a estrutura secundaria que bloqueia a agao da polimerase. Foram testadas
diferentes concentragdes de magnésio, betaina, temperaturas de hibridagdo e numero
de ciclos. Deste modo, foram escolhidas misturas de reagao (Tabela 3.3.) e condigdes

de PCR especificas para a amplificagdo de cada fragmento (Tabela 3.4.).

O programa PCR iniciou-se com um passo de desnaturagao durante 1 minuto a
94°C, seguido do passo de desnaturagdo a 98°C durante 10 segundos. A etapa de
hibridacédo decorreu durante 20 minutos com a temperatura de hibridagao étima utilizada
a variar segundo o fragmento a amplificar (65°C, 66°C, 67°C, 67,6°C, 68°C ou 69°C). O
numero de ciclos do PCR variou entre 30, 35 ou 40 ciclos, segundo o fragmento. A

extensao decorreu a 72°C durante 10 minutos.

Tabela 3. 3. Misturas de reacdo para os fragmentos a amplificar dos genes IL12RB1, IFNGR1,
IFNGR2; NRAMPI; TLR1, TLR2 e TIMP1.

Mistura reacional comum a todos os fragmentos'

Concentragao
. Volume por reagao o
Reagente da solugdo de Concentragéo final
(uL)
trabalho
TaKaRa LA Buffer Il qox 25 1x
(com MgCl, 2
dNTPs 2,5 mM cada 4 0,4mM cada
Betaina 5M 5 1™
Primer foward 25 uM 2,5 2,5 uM
Primer reverse 25 yM 2,5 2,5uM
DNA 30 -100 ng/uL 1 1,2- 4 ng/uL
Mistura reacional fragmentos LA, LB e T1A1
Concentragao
Volume por reagéo )
Reagente da solugdo de Concentragéo final
(ML)
trabalho
TaKaRa LA Taq HS 5 UL 0,25 1,25 U/ reaggo
H20 - 7,25 -
Mistura reacional fragmentos G2C, G1B4, LC1 e G2A3, T2A1 e TIMP1
Concentragao
- Volume por reagao o
Reagente da solugéo (L) Concentragéo final
detrabalho H
TaKaRa LA Taq HS 5 U/l 0,125 0,625 U/ reagéo
H.O - 7,375 -
Mistura reacional fragmentos G1B8, G1B7, G2E, G1B5, G2B, G2D, G1A, LC2 G2F, RA, RB1 e RB2
Concentragao
Volume por reagéo )
Reagente da solugdo de Concentragéo final
(ML)
trabalho
TaKaRa LA Tag HS 5 UL 0,125 0,625 U/ reagéo
H.O - 6,375 -
MgCl® 25 mM 1 1mM

" Quanto maior o fragmento a amplificar maior a quantidade de Tag DNA polimerase necessaria por reagéo
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20 TaKaRa LA Buffer Il contem MgClz2 numa concentragéo perfazendo na reagio final 2mM de Mg**.
3 Com a adig&o de mais 1 uL de uma solugéo de MgCl2 25 mM obtemos uma concentragéo final de 3 mM

Tabela 3. 4. Condig6es de PCR adequadas para amplificagdo dos fragmentos pela TaKaRa LA Taq
Hot Start.

Fragmentos Etapas do PCR Temperatura Tempo ::clos de
Desnaturagéo Inicial 94°C 1 min.
Desnaturagéao 98°C 10 seg.
G1B8, G1B7, G2E 65°C 30
G1B5 66°C 30
G2B, G2D, G2C, G1B4, T2A1 e TIMP1 67°C 30
LC1, LA, LB e T1A1 67°C 40
Hibridagéo 20 min
G2A3 67,6°C 35
RB2 68°C 30
G1A, LC2, RA e RB1 68°C 35
G2F 69,7°C 30
Extenséo 72°C 10 min
3.41.1.3. Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese em gel de agarose € um método simples e altamente eficaz para
a separagao, identificagéo e purificagdo de fragmentos de DNA entre os 0,5 e os 25 kb
(Voytas, 2001).

A verificagdo da amplificagdo dos fragmentos foi efetuada através da realizagéo
de eletroforese em gel de agarose (Seakem® LE Agarose) a 1% em TBE (tris-borato
EDTA) 1x suplementado com brometo de etidio (10 mg/mL, Sigma®). Os produtos de
PCR foram carregados juntamente com um tampao de deposigéo. Utilizou-se como
marcador de peso molecular padrdo o 7kb DNA Ladder da New England BioLabs®
(Werfen Portugal, Carnaxide, Portugal) (Anexo 2). A corrida de eletroforese decorreu a
uma voltagem constante de 80 V durante 90 minutos gerada pela fonte de tensao
BIORAD® PowerPac300. A visualizagao do resultado foi feita através de um dispositivo
de emissao de raios-ultravioleta acoplado a um sistema de captacdo de imagem. O
tamanho esperado das bandas foi verificado por comparagcdo com as bandas do

marcador de peso molecular padrao.
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3.41.1.4. Quantificagao visual dos produtos de PCR

Apo6s o PCR dos diferentes fragmentos, foram obtidas diferentes concentragées
de amplicdes, o que se verificou pela intensidade das bandas no gel de agarose. O
protocolo Nextera XT requer uma padronizagao através da quantificagao objetiva das
concentragdes dos produtos PCR, porém esta estratégia iria esgotar o produto PCR

para as préoximas fases.

Uma vez que o método de amplificagdo foi constante (incluindo volume e
concentracdo de reagentes da mistura de reacdo e volume de amostra depositada no
gel de agarose), considera-se que as intensidades das bandas no gel de agarose
refletem as concentragbes dos amplicées. Deste modo, foi desenvolvida uma estratégia
de quantificagéo visual. A intensidade das bandas no gel foi classificada e anotada entre
1x, 3x, 5x e 10x concentrado (sendo 1 a classificacdo mais baixa, e 10 a classificagéo
mais elevada, logo a mais concentrada). Através desta classificagcao, foi adicionado
produto de PCR de modo a padronizar as concentragdes para a etapa Pooling em que

os amplicdes referentes a uma mesma amostra sdo agrupados num mesmo tubo.
3.41.1.5. Pooling das amostras

Perante uma grande quantidade de fragmentos (20 fragmentos amplificados por
amostra) de tamanhos distintos, decidiu-se, para poupanga de material e de tempo,
realizar para cada amostra a verificagdo da padronizagao das concentragdes por grupos
de 4 fragmentos de tamanhos distintos. Assim, para cada amostra, foram constituidos
5 grupos de 4 fragmentos e verificada visualmente a padronizagéo das concentragdes
dos 20 fragmentos amplificados em apenas 5 corridas de eletroforese (em vez de 20).
A eletroforese em gel de agarose decorreu sob as mesmas condi¢gdes apresentadas
anteriormente. Apos a verificagdo visual da homogeneidade das concentragbes dos
amplicdes, foi entdo efetuada um pooling final dos produtos de PCR de cada amostra,
isto é, todos os 20 fragmentos pertencentes a uma mesma amostra foram agrupados

para que pudessem ser sujeitos as préoximas fases do procedimento.
3.41.1.6. Purificagdo dos produtos de PCR

Das amplificacbes por PCR resultam excedentes como restos de primers e
reagentes (dADNTPs, sais e enzimas) que podem afetar o base calling. Para evitar erros
de leitura na NGS, os produtos de PCR foram purificados com recurso as esferas
magnéticas AMPure XP da Beckman Coulter® (Thermo Fisher Scientific, Porto Salvo,

Portugal) (Anexo 2).
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A cada produto de PCR foi adicionado 1,8 uL da solugao com esferas magnéticas
por cada 1 yL de amostra de DNA, com incubacéo de 5 minutos a temperatura ambiente
(para que as esferas se ligassem ao DNA). A placa com os produtos PCR foi colocada
num suporte magnético para permitir a separagao magnética das esferas ligadas ao
DNA. O sobrenadante foi removido e descartado com o cuidado de n&o perturbar as
esferas. As esferas foram, ainda, lavadas duas vezes com etanol a 70%. No passo final,
o DNA purificado foi eluido em 40 uL de tampao de eluigéo para desagregar o DNA das

esferas magnéticas (Beckman Coulter, 2002)
3.41.2. Sequenciagdo NGS

A metodologia de sequenciagao de nova geragao (Next Generation Sequencing
- NGS) é tripartida e em cada uma das fases existem etapas especificas de controlo de
qualidade. Uma vez que o NGS trabalha com milhares de milhdes de dados em
simultdneo, existe uma elevada probabilidade que uma base seja lida de forma
incorreta. Para ultrapassar esta limitagdo e garantir resultados fidedignos, existem
parametros e medidas de qualidade que permitem validar as fases | (base call) e Il
(variant call) (Gargis et al., 2016). Para além destas sao ainda aplicadas outras medidas
de qualidade especificas para CGAS (fase Ill) que tém por objetivo diminuir a obtengéo
de erros por falsos positivos na analise de associagdo (Anderson et al., 2010; David,
2021).

A sequenciagdo das amostras deste estudo, recorrendo a tecnologia NGS,
incluindo a preparagao de bibliotecas, base call e variant call, foi efetuada pela Unidade
de Tecnologia e Inovagao (UTI) do INSA. Para a sequenciacao foi usado o equipamento
MiSeq™ da /llumina® (Instrumentos de Laboratério e Cientificos — |.L.C., Lisboa

Portugal).
3.41.21. Preparacgao das bibliotecas NGS

A preparacao das bibliotecas foi realizada com o kit Nextera XT combinado com
o kit indexacao Nextera XT Index v2 da Illlumina® (Instrumentos de Laboratério e
Cientificos — I.L.C., Lisboa Portugal), seguindo as instrucbes do fabricante. Todo o
processo foi realizado numa placa de 96 pogos com disposi¢do conforme a Figura 3. 1..
Este procedimento inclui as fases: tagmentacao, amplificacdo, limpeza, normalizagao,

diluicdo e desnaturacdo de bibliotecas.
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3.41.211. Tagmentacgao

O produto de PCR foi aleatoriamente fragmentado pela enzima Nextera
Transposon e foram adicionados adaptadores nas extremidades dos fragmentos
originados. Os adaptadores servem de ligagao entre as bibliotecas geradas e a flow cell
(superficie de ancoragem onde ocorre a sequenciagdo). As amostras foram
quantificadas e purificadas pela plataforma Qubit® da Thermo Fisher Scientific Inc

(Thermo Fisher Scientific, Porto Salvo, Portugal), e diluidas para 0,2 ng/pl.
3.41.21.2. Amplificagao de bibliotecas

Para a formacdo de Clusters, sequenciacéo e identificagcdo da amostra, foram
adicionados aos adaptadores, 2 adaptadores index, um para distinguir as diferentes
bibliotecas (i5) e outro para diferenciar todas as amostras (i7) (Figura 3.1). A
organizacao dos indices foi efetuada com o software lllumina Experiment Manager e
segundo configuragao da Figura 3.1. Foi executado o programa de PCR Nextera para
amplificacdo, conforme o protocolo Nextera XT DNA Library Prep (Instrumentos de

Laboratério e Cientificos — I.L.C., Lisboa Portugal) (lllumina, 2016).
3.41.21.3. Limpeza de bibliotecas

Para purificar as bibliotecas amplificadas, foram utilizadas, novamente, as
esferas magnéticas AMPure XP, utilizando a metodologia de separacdo magnética. As
esferas purificaram a biblioteca de DNA, além de removerem fragmentos muito
pequenos. Foi repetido o procedimento de purificagao segundo o protocolo Instructions
For Use AMPure XP (Beckman Coulter, 2002).

3.41.21.4. Normalizagao das bibliotecas

Os volumes de cada biblioteca foram normalizados, garantindo uma

representacao equitativa das bibliotecas quando agrupadas.
3.41.2.1.5. Diluicdo e desnaturagao de bibliotecas

Apods o processo de normalizagao, foi feito um pool das bibliotecas, com 10 pL
cada. A execugdo seguiu o protocolo MiSeq System - Denature and Dilute Libraries
Guide (Kahl, 2015). Foi utilizado o genoma do fago Phix a 12,5 pM como controlo interno
de sequenciagao. A biblioteca PhiX fornece um controlo de qualidade para geragao de

clusters, sequenciagao, alinhamento e calibracéo de leituras.
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Figura 3. 1. Organizagao dos index, visualizagao superior da placa de 96 pocos.
Legenda: S corresponde ao index i7; N corresponde ao i5; C — amostra de paciente com febre Q crénica;
A — amostra de paciente com febre Q aguda e T — populagéo geral portuguesa

Fonte: Imagem do sistema informatico /llumina experiment manager™
3.4.1.2.2. Fase |

A fase |, ou base call, iniciou-se com a transferéncia do produto de desnaturacao
das bibliotecas para o cartucho do MiSeq seguida do carregamento dos reagentes
necessarios para o aparelho, de acordo com as instrugdes do fabricante (/llumina®,
2019) (Figura 3.2-Fase |: MiSeq). A flow cell foi limpa para retirar o excesso de tampéao
de armazenamento e colocada no compartimento respetivo. Todos os passos seguiram
as instrugbes conforme o guia do sistema (/llumina®, 2019). Este passo permitiu a
sequenciacdo massiva por sintese para identificacdo das sequéncias de DNA. A
sequéncia dos index foi reconhecida pelo software do equipamento MiSeq, apenas
foram consideradas, como leituras, as a sequéncia entre os index i5 e i7. Foram
indicados pelo MiSeq os parametros de controlo de qualidade: dispersao de leituras,
Cluster e Q30. A dispersdo da percentagem de leitura avalia a homogeneidade da
sequenciacao. Cluster € um conjunto de fragmentos clonados na célula de fluxo (flow
cell) que resultam da amplificacido em ponte dos fragmentos de DNA. Quando existe
demasiada sobreposicao de luminescéncia dos fragmentos pode gerar erros de leitura.
O clustering é a unidade que representa o total numero de clusters. Uma pontuagao de
qualidade de 30 (Q30) representa uma taxa de erro de 1 em 1000 bases identificadas,
ou seja, com uma precisao de base call correspondente de 99,9%. Quando a qualidade
da sequenciagao atingir Q30, praticamente todas as leituras serao perfeitas, sem erros
ou ambiguidades. E por isso que o Q30 é considerado uma referéncia de qualidade nno
NGS.
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3.4.1.2.3. Fase Il

Durante a fase Il do NGS, ou variant call ocorreu o reconhecimento do DNA e
identificacdo das variantes genéticas com recursos a metodologias de bioinformaticas.
O processo de variant call comporta as seguintes etapas de mapeamento, variant call,

anotacéo e filtragem (Figura 3.2-Fase II).
3.41.2.31. Mapeamento

As sequéncias desmultiplexadas (sequéncias separadas por amostra), sem
adaptadores ou index, foram mapeadas no genoma de referéncia através do Bowtie 2
v2.3.4 (Langmead et al., 2019) (Figura 3.2. - Fase II: Bowtie). Foi considerado, como
referéncia, o genoma de humano versdo GRCh38.p12, disponivel em Ensembl.com
(Ensembl, 2019). As leituras mapeadas foram agrupadas por coordenadas genémicas
pelo software SAMtools v1.9 (Figura 3.2— Fase Il: SAM) (Li et al., 2009). As leituras
duplicadas foram identificadas e marcadas pela ferramenta GATK v4.1.5.0 com o
modulo MarkDuplicates (Figura 3.2 — Fase II: GATK) (Van der Auwera et al., 2013; Broad
Institute, 2020).

3.4.1.2.3.2. Variant call

Os valores de qualidade do base call foram corrigidos com o software GATK
(ferramentas BaseRecalibrator e ApplyRecalibration) removendo “0”, entradas sem
alelos alternativos e alelos alternativos ambiguos ou repetidos (erros sistematicos)
usando a base de dados Germline variations (transferida do Ensembl Release 96)
(Figura 3.2. - Fase Il: GATK). O arquivo de alinhamento resultante foi usado para
determinagao de variantes. Posicoes variaveis em comparagao com a sequéncia de
referéncia foram inicialmente chamadas para cada amostra usando a ferramenta GATK
HaplotypeCaller no formato Genomic Variant Call Format (GVCF) (Figura 3.2. - Fase I
GATK).

3.41.2.3.3. Anotacao

Usando a base de dados Ensembl Release 96 germline variants, as variantes
conhecidas foram anotadas. Para as variantes com minimum call confidence de 20 pelo
HaplotypeCaller, a genotipagem conjunta foi feita com a ferramenta GATK Genotype
GVCFs (Figura 3.2 - Fase II: GATK).
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3.4.1.2.3.4. Filtragem

Os gendtipos das amostras e posi¢des variaveis foram anotados e filtrados
usando GATK (mdédulos SelectVariants e VariantFiltration), software BCFtools v1.9 e
software PLINK v1.9 (Li, 2011; Chang et al., 2015). Em primeiro lugar, os genotipos das
amostras foram filtrados (Figura 3.2. - Fase Il: BCF Tools) para valores de cobertura de
profundidade inferiores a 10x e quando foi observada uma elevada perda de
heterozigozidade alélica. Em seguida, varias posi¢oes foram filtradas sequencialmente
quando: a variante se encontrava numa regido com mais de 8 unidades repetitivas; a
variante SNP estava a 2 bp de um indel, e/ou quando nao foi possivel genotipar com
seguranga pelo menos 50% das amostras. Finalmente, apenas SNPs bialélicos foram

considerados.

Fase | Fase Il Fase Il
Base call Variant call Base de dados
(CGAS)
Miseq Bowtle SAM GATK BCFtools PLINK
Corrida NGS !
{ficheiros FastQ) Mapeamento®
ca Alinhamento Agrupamento
o P ikiie o A
Cluster U {ficheiros BAM) {ficheiros BAM) A
Phred Score (Q30) [ MarkDuplicates . Conversao de VICF
b Base/Aplpy Anotagao v Andlise CGAS
N i E Recalibrator Filtragem m (ficheiros MAF; PED)
Desmultiplexagio CI HapiotypeCaller (ficheiros VICF) F
(ficheiros FastQy) & {ficheiros GVCF) Zz |ca
E ca < Threshalds
EQ ) L Phred score (VCF B2 | de inclusBo
Disperso = quality) = | (DNASNY)
Figura 3. 2. Fluxo da metodologia NGS em fases (I, Il lll), indicagado das ferramentas bioinformaticas

usada em cada passo com os respetivos parametros de qualidade.
Legenda: FASTQ- formato baseado em caracteres ASCII; BAM- ficheiro binario de armazenamento de
dados; GVCF- Genomic Variant Call Format, VCF- Variant Call Format; MAP- mapa dos SNPs; PED-

Pedigree Data; CQ-Controlo de Qualidade. *no genoma de referéncia

3.4.1.2.4. Fase lll

A Fase lll do NGS consistiu na analise exploratéria dos dados, aplicando os
critérios e ajustes especificos do controlo de qualidade para estudos de associagao
gendtipo-fenétipo de uma abordagem por CGAS. Nesta fase foi utilizada a ferramenta

PLINK versao 1.07 disponivel em https://zzz.bwh.harvard.edu/plink/. O PLINK permite

realizar uma analise exploratéria (summary statistics) sobre os dados da genotipagem
através da aplicacao de niveis de aceitacao (thresholds) sobre parametros de qualidade

especificos que incidem, tanto nas amostras como nos SNPs. Os valores thresholds
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aplicados foram os recomendados para os CGAS (Anderson et al., 2010). Para efetuar
o controlo de qualidade e a associagédo dos dados exploratérios foi seguido uma
adaptacéao do tutorial de McDonald et al., 2018
(https://statgen.us/Tutorials#GWAS: Data Quality Control).

3.4.1.2.41. Controlo de Qualidade dos dados

3.4.1.2.41.1. Remogao de amostras e SNPs com o Missing

Genotypes

Inicialmente foram aplicados os comandos necessarios para excluir as amostras
com mais de 10% de falha de genotype call, ou seja, amostras que foram geradas
usando DNA de baixa qualidade e/ou que tém uma taxa de erro de genotipagem
superior a média. Segue a visualizagao do script (onde BIALLELIC ¢ o ficheiro de dados

bialélicos):
plink -file BIALLELIC --mind 0.10 --recode --out BIALLELIC clean_mind

Em segundo lugar, foram removidos os SNPs com um valor de MAF (frequéncia
do alelo minoritario) superior a 5% e gendtipos ausentes (missing genotypes) superior
a 5%, devido a falha na genotipagem e os SNPs com MAF inferior a 5% e com falha de
genotipagem superior a 1%. Os SNPs com falhas de genotipagem podem ter taxas de

erro mais altas do que marcadores SNP sem dados ausentes.
plink -file BIALLELIC clean_mind --maf 0.05 --recode --out MAF_greater_5

plink --file BIALLELIC clean_mind --exclude MAF_greater_5.map --recode --out
MAF less 5

plink --file MAF_greater_5 --geno 0.05 --recode --out MAF_greater_5 clean
plink --file MAF _less_5 --geno 0.01 --recode --out MAF _less_5 clean

plink --file MAF _greater_5 clean --merge MAF _less_5 clean.ped
MAF _less_5 clean.map --recode --out BIALLELIC_MAF_clean

Seguidamente, foi usado um critério mais rigoroso para os dados ausentes,

removendo amostras com falha de genotipagem superiores a 3%:

plink --file BIALLELIC_MAF _clean --mind 0.03 --recode --out BIALLELIC_clean2
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3.41.2.41.2. Teste para o equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE)

Cada SNP foi testado para o desvio em relagéo ao equilibrio Hardy-Weinberg (HWE).
Quando, verificado apenas na populagao controlo, o desvio dos pressupostos do HWE
é frequentemente utilizado para detetar erros de genotipagem (Anderson et al., 2010).
Nesse caso foi utilizado um critério extremo de p <1072 para rejeitar a hipdtese nula de
HWE:

plink --file BIALLELIC_clean2 -—hardy

plink --file BIALLELIC_clean2 --exclude hardy.txt --recode --out BIALLELIC_clean3

3.41.24.2. Associacao Genétipo-Fenétipo

Finalmente, foram executados os comandos para associar os dados que

passaram o controlo de qualidade com a febre Q crénica.
plink -file BIALLELIC clean3 —assoc

Com este comando é realizado o teste alélico basico de associagao que consiste
na comparagao das frequéncias alélicas entre os grupos dos casos e dos controlos. O
comando ainda fornece a frequéncia do alelo minoritario nos casos e nos controlos, o
qui-quadrado do teste alélico basico com um grau de liberdade (CHISQ 1df), o valor p
assintético para este teste, a razao de chances estimada (odds ratio — OR) (para o alelo

minoritario, ou seja, o alelo maioritario é a referéncia).

As associagdes genotipo - fenodtipo foram consideradas estatisticamente
significativas quando o valor p < 0,05 (a = 0,05). No entanto, para minimizar erros do
tipo | (falsos positivos), cujo risco aumenta com a realizagédo de comparagdes multiplas,
foi utilizado o valor p ajustado calculado segundo o critério de Bonferroni ou seja,
dividindo o valor de a original pelo numero de comparagdes realizadas (Bland e Altman,
1995).

3.41.243. Analise dos SNPs em associacao

Para os tagSNPs, SNPs em associacao estatisticamente significativa com a
febre Q cronica, foram analizados na mesma regido gendémica os padrbes de

desequilibrio de ligacéo (LD) na populagao com ascendéncia do norte e oeste da Europa
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(CEU) usando o Haploview (Barret et al., 2005). Tanto os tagSNPs como os SNPs em
LD com estes foram investigados na literatura cientifica para identificar publicagdes
onde tenham sido referenciados em associagcdo com doencgas infecciosas ou outras

patologias.

Variants amontante do inicio do inicio da transcrip¢cdo foram também analizados
utilizando a base de dados de gendmica functional Genotype-Tissue Expression
(GTEX), que agrupa dados de genotipagem aos padrdes de expressado génica sobre
todo o genoma (genome-wide gene expression patterns) numa ampla amostragem de

tecidos (https://www.gtexportal.org) (Lonsdale et al., 2013).

3.4.2. Estudo Réplica

Numa fase posterior ao estudo exploratério foi efetuado um estudo réplica no
qual se pretendeu analisar variantes que foram referenciadas na literatura como estando
associadas a febre Q cronica. Este novo estudo foi efetuado utilizando as amostras
biolégicas remanescentes do estudo inicial e recorrendo a sequenciagao pelo método

Sanger.
3.4.21. Preparagao das amostras de DNA
3.4.21.1. Selegdo de variantes

Inicialmente, através da analise da literatura disponivel, foram escolhidas 4
variantes que tinham sido associadas a febre Q crénica na populagédo holandesa para
efetuar um estudo réplica para a populagao portuguesa. A informagao sobre as variantes

escolhidas esta resumida na Tabela 3.5.

Tabela 3. 5. Variantes escolhidas para o estudo réplica.

Localizagao Coordenada HGVS' Referéncia
Gene SNP
Gendmica do SNP bibliografica
NC_000012.12:9.121177300G>A
rs1718119 121177300 NC_000012.12:9.121177300G>T

Jansen et al.,
NC_000012.12:9.121184501A>C 2019
rs3751143 121184501 NC_000012.12:9.121184501A>G

P2RX7  12q24.31

NC_000012.12:9.68158742T>A

rs1861493 68157416 NC_000012.12:9.68158742T>G
Wielders et
IFNG 12915 NC_000012.12:9.68157416G>A a1, 2015
rs2430561 68158742 NC_000012.12:9.68157416G>C

NC_000012.12:9.68157416G>T

"Nomenclatura das variantes genéticas de acordo com a Human Genome Variation Society (https://www.hgvs.org/ )
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Desenho de primers

Seguidamente, foram desenhados primers especificos para os fragmentos a

amplificar através da ferramenta Primer-BLAST disponibilizada pelo NCBI em

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/. A Tabela 3.7 apresenta os primers

utilizados para amplificar os fragmentos que contém as variantes em analise.

Tabela 3. 6. Sequéncia dos primers e tamanho dos fragmentos amplificados dos genes P2RX7 e

IFNG
Tamanho do

2 SNP Primer forward Primer reverse
@ Ampligao (pb)
o

rs1718119 5-TCCGCTCCCTGATAGAACCA-3’ 5-CCCAGCGACGTATCCACTAC-3’ 511
N
é rs3751143 5-GAACCTAGAACCTGAGGGCTT-3" 5-GTGCCTGGCTTCAGTAAGGA-3’ 565
&

rs1861493 5-TCCATTCGTGTTTGGGTGAC-3’ 5"-GGAGTCTAAGGAGTTCTCCAGC-3’ 646

5-GGAACTTCGTTGCTCACTGG-3’ 5-GCTGATACTCCAAAGGTCCCA-3"

(ZD rs2430561 468
iy

3.4.21.3. Amplificagao de DNA por PCR

A amplificagdo por PCR realizou-se num termociclador T Gradient Biometra®.

Inicialmente foi efetuado um PCR com um gradiente de temperaturas (65°C a 70°C),

com diferentes concentragbes de magnésio e betaina, a fim de se obter um protocolo

otimizado.

A amplificagao foi efetuada com recurso aos primers forward e reverse descritos

na Tabela 3.6. numa mistura de reagdo com um volume total de 12,5 yL utilizando a Taq

DNA polimerase da Fermentas® (Tabela 3.7.)
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Tabela 3. 7. Mistura reacional para amplificagdo dos fragmentos dos genes P2RX7 e IFNG

Concentragao
Volume por reagao
Reagente da solugao de Concentragao final
(ML)
trabalho

Taq buffer (com
(NH4)2S04) 10x 1,25 1x
dNTPs 2,5 mM cada 2 0,4mM cada
primer foward 25 uM 1,25 2,5 uM
primer reverse 25 yM 1,25 2,5uM
Taq DNA polimerase 5 U/uL 0,125 0,625 U por reagdo
(fermentas®)
MgCl, 25mM 1,5 3mM
Betaina 5M 2,5 ™
H,O - 2,125 -
DNA 30 -100 ng/uL 0,5 1,2- 4 ng/uL

O programa de PCR (Tabela 3.8) iniciou-se com um passo de desnaturacgéo inicial
a 95°C durante 5 min, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C durante 30
segundos, hibridacdo a 65°C durante 40 segundos e extensdo a 72°C durante 40

segundos; A extensao final ocorreu a 72°C durante 7 minutos.

Tabela 3. 8. Condigoes da amplificacdo por PCR dos fragmentos dos genes P2RX7 e IFNG

Etapas do PCR Temperatura Tempo N° de Ciclos
Desnaturagéo Inicial 95°C 5 min. -
Desnaturagéo 95°C 30 seg.
Hibridagédo 65°C 40 seg 35
Extenséo 72°C 40 seg
Extensé&o Final 72°C 7 min -
3.421.4. Eletroforese em gel de agarose

A verificacdo da amplificacdo dos fragmentos foi efetuada, tal como
anteriormente, por eletroforese seguida de visualizagdo do resultado através de um
dispositivo de emissdo de raios-ultravioleta acoplado a um sistema de captagdo de
imagem. A corrida de eletroforese decorreu a uma voltagem constante de 90 V durante
30 minutos gerada pela fonte de tensdo BIORAD® PowerPac300.

37



Determinantes genéticos da infe¢do na febre Q cronica Capitulo Ill- Materiais e Métodos

3.4.3. Sequenciagdo automatica pelo método de Sanger

O fluxo de trabalho da sequenciagao Sanger por eletroforese capilar envolveu
as etapas descritas na Figura 3.3., ou seja: amplificagdo por PCR; purificagdo dos

produtos de PCR; reagao de sequenciacao; eletroforese capilar; e analise de dados.

ifi " s = .-
Reagdc de PCR p?g;:-::;g:g?ﬂ S'aqs:::;’:; fio; p_:zg:;: gl;;:x?aﬁﬁo Elstroforese Capilar Andlise de Dados
D i P 1ErgE
T .m Uil o q%f | N I'.I | |JI I'II
o TOL YD, o 3 iy wug i = |/ {/{/1/}
% . meg T “’\}P “'&ut '||Ii-rllj:l
) B %‘% é LA )
[ 1
Tabelas 37 e 38 Reacdocom Exo Tabeiss 3,94 310 5 Finek TV o
ProStar Efatiade pela UT| do INSA

Andlise Estalisbes

Figura 3. 3. Fluxo de trabalho da sequenciacado Sanger por eletroforese capilar.

Fonte: Adaptado de https://www.thermofisher.com/pt/en/home/life-science/sequencing/sanger-

seqguencing/sanger-sequencing-workflow.html

3.4.31. Reacao de Purificagédo

Apods a amplificagcao por PCR foi necessario purificar os produtos de PCR, isto é
remover os restos de primers e dNTPs, para que o proximo passo, a sequenciacao
ciclica, ocorra sem interferentes. Deste modo, a 2,5 uL de cada produto de PCR foi
adicionado 1 pL da solugdo enzimatica ExoProStar (Alfagene, Carcavelos, Portugal).
Esta solugdo contém Exonuclease | e fosfatase alcalina. Apdés a homogeneizagao,
procedeu-se a colocagao no termociclador T Gradient Biometra® com o seguinte perfil
térmico: 37°C durante 15 minutos seguida de 80°C durante 15 minutos.

3.4.3.2. Reagao de Sequenciag¢ao Sanger

A sequenciagao pelo método de Sanger foi efetuada no termociclador T Gradient
Biometra® com o recurso ao kit comercial BigDye® Terminator V 1.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems®). A mistura de reacgao foi efetuada para um volume total de
10uL (Tabela 3.9).

Tabela 3. 9. Mistura da reacédo de sequenciacdao Sanger

Concentragao da

Mistura de reagao solugdo stock

Volume p/ 1xreagao Concentragao final

Tampéo Big Dye 5x 3.5uL 1,75 X
Big Dye - 0.5 L na
Primer 2 uM 1.0 yL 0,2 yM
H20 - 3.5l -
Produto de reagao purificado - 1.5 uL -
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As condig¢des da sequenciagao ciclica encontram-se descritas na Tabela 3.10. O
programa sequenciagado iniciou-se com um passo de desnaturagao inicial a 96°C
durante 1 min, seguida de 25 ciclos de desnaturagéo a 96°C durante 10 segundos,

hibridagao a 50°C durante 7 segundos e extensao a 60°C durante 4 minutos.

Tabela 3. 10, Condigdes da sequenciagao ciclica pelo método de Sanger

Etapas da Sequenciagao Temperatura Tempo N° de Ciclos
Desnaturagéo Inicial 96°C 1 minuto

Desnaturagéo 96°C 10 segundos

Hibridagéo 50°C 7 segundos 25
Extenséao 60°C 4 minutos

ApOs a realizagao deste procedimento, enviaram-se os produtos para a Unidade
de Tecnologia e Inovagao (UTI) do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INA) para que fossem executadas as etapas seguintes de purificagdo dos produtos de
sequenciagao e de eletroforese capilar através do equipamento 3730 Genetic Analyser,

Abi Prism (Applied Biosystems).
3.4.4. Analise de dados

A visualizagédo das sequéncias de DNA obtidas e a analise das variantes foram
efetuadas com recurso ao programa Finch TV versao 1.4.0 disponivel para download

em https://finchtv.software.informer.com/1.4/.

A analise estatistica da distribuicao alélica e genotipica foi efetuada segundo as
recomendacgobes (David, 2021). A analise estatistica foi realizada utilizando o teste de
independéncia do qui-quadrado com 1 grau de liberdade no caso de uma analise da
distribuicdo das frequéncias alélicas de um marcador bialélico. Para este teste
utilizamos o calculador disponivel na website da VassarStats: (Web Site for Statistical

Computation http://vassarstats.net/index.html ). Dado que para as variantes P2RX7 foi

sugerido um modo de hereditariedade recessivo (Tabela 1.1.) (Jansen et al., 2019),
considerou-se ainda relevante verificar os modelos de hereditariedade. Para a analise
dos modelos de hereditariedade (dominante, recessivo e sobredominante) foi utilizado
o teste de independéncia do qui-quadrado. O Cochran - Armitage trend test foi utilizado
para analise da distribuigao das frequéncias genotipicas sem pressuposto sobre o0 modo
de hereditariedade. Este teste foi efetuado utilizando o calculador em

https://anikhachatryan.qgithub.io/CA-trend-test-calculator/.
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O equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizado na populagao controlo para todas
as variantes utilizando o teste de independéncia do qui-quadrado com 1 grau de
liberdade.

Os resultados obtidos no estudo exploratério e no estudo réplica encontram-se

descritos no Capitulo IV — Resultados.
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Capitulo IV — Resultados

4.1. Resultados do Estudo Exploratério

No estudo exploratdrio, os fragmentos dos genes IL12RB1, IFNGR1 e IFNGR?2,
NRAMPI, TLR1, TLR2 e TIMP1 de cada uma das 94 amostras foram amplificados com
sucesso. A Figura 4.1. representa as bandas caracteristicas de cada um dos fragmentos

amplificados.
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Figura 4. 1. Resultado eletroforese de cada fragmento dos genes IL12RB1, IFNGR1 e IFNGR2,
NRAMP1, TLR1, TLR2 e TIMP1.

Legenda: MPM - Marcador de peso molecular, Quick-Load® 1 Kb DNA Ladder da New England BiolLabs
®Inc (Anexo 3).

A intensidade das bandas no gel foi classificada e anotada entre 1x, 3x, 5x e 10x
concentrado (sendo 1 a classificagao mais baixa, e 10 a classificagao mais elevada, logo
a mais concentrada) para cada um dos produtos amplificados. A seguir, a visualizagao
da padronizacao das concentracoes, foi realizada na etapa do pooling das amostras,

efetuada através do agrupamento de 4 fragmentos de tamanhos distintos em 5 grupos.
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Nesta etapa, a verificagdo da padronizacdo das concentragdes foi visualizada para
todas as amostras através dos 5 géis de agarose (com os 20 fragmentos amplificados

por cada amostra), tais como representados na figura 4.2.

(1Kb} |

o |
e b e e

|
GZE 1

Figura 4. 2. Resultado eletroforese dos 5 agrupamentos de 4 fragmentos cada.

Legenda: | — Gel relativo a amplificagdo dos fragmentos LB (13559 pb), LC2 (7576 pb), RB1( 4851 pb) e
G1B7(3206pb); Il — Gel relativo a amplificagdo dos fragmentos RA (8823 pb), T2A1 (6185 pb), G2A3 (3790
pb) e G2F(1636 pb); Ill — Gel relativo a amplificagdo dos fragmentos T1A1 (12110 pb), G2E (8034 pb), RB2
(5217 pb) e G2D (1793pb); IV— Gel relativo a amplificagdo dos fragmentos LA (10760 pb), G2B (5587pb),
G1B5 (2626 pb) e G1B4 (1415 pb); V - Gel relativo a amplificagdo dos fragmentos LC1 (9748 pb), G1A
(6069 pb) e G1B8 (3330 pb) e G2C (1821pb); MPM - Marcador de peso molecular, Quick-Load® 1 Kb DNA
Ladder da New England BioLabs ®Inc ( Anexo 3).

A analise exploratéria dos dados efetuada na Fase Il de NGS, aplicando os
critérios e ajustes especificos do controlo de qualidade para estudos de associagao
genotipo-fendtipo de uma abordagem por CGAS, encontra-se esquematizada na Figura
4.3. Sao indicados os thesholds utilizados e as amostras de DNA e SNPs excluidos em

cada uma das etapas.
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Dados NGS no Final da Fase Il de CQ

N = 94 DNAs
N =607 SNPs
l N excluidos =9 DNAs com >10%
missing genotypes (MIND 0,1)
N = 85 DNAs
N = 607 SNPs

Subconjunto de SNPs com MAFs >5%
N excluidos =24 SNPs com >5%

missing genotypes (GENO 0,05) N excluidos = 3 DNAs com >3%
missing genotypes (MIND 0,03)

Subconjunto de SNPs com MAFs <5%
N excluidos =170 SNPs com >1%
missing genotypes (GENO 0,01)

N = 82 DNAs
N =413 SNPs
N excluidos = 8 SNPs que falharam o
teste HWE exclusivamente no grupo
controlo (HWE 0,001)
Dados NGS no Final da Fase Ill de QC
N = 82 DNAs
N = 405 SNPs

}

Estudo de Associagao

Figura 4. 3. Fase lll do Controlo de Qualidade (CQ) dos dados de genotipagem

Fonte: Adaptado do curso de comunicagdo de McDonald e colaboradores (McDonald et al., 2018).

No final da Fase Il de NGS, apds a anotacao e filtragdo, contabilizaram-se 607
SNPs provenientes de 94 amostras de DNAs. Na primeira etapa de controlo de
qualidade dos dados genotipados, efetuado com auxilio da ferramenta PLINK,
excluiram-se 9 amostras de DNA que continham uma percentagem de gendétipos
ausentes (missing genotypes) superior a 10%. Deste modo, passaram a fase posterior
85 amostras de DNA e 607 SNPS.

Seguidamente, foram excluidos 24 SNPs que possuiam cumulativamente uma
MAF (frequéncia de alelo minoritario) superior a 5% (variantes comuns) e uma

percentagem de gendtipos ausentes de 5%. Foram também excluidos 170 SNPs que
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possuiam cumulativamente uma MAF inferior a 5 % (variantes raras) e uma
percentagem de gendtipos ausentes de 1%. Ao aplicar um critério mais rigoroso para
os dados ausentes, foram, ainda, removidas 3 amostras com falha de genotipagem
superior a 3%. Desta forma, foram submetidos ao critério seguinte, 82 amostras de DNA
e 413 SNPs.

De seguida, foram excluidos 8 SNPs que possuiam um desvio em relagdao ao

equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) com um valor de p <107

Globalmente, passaram o controlo de qualidade 405 SNPs e 82 amostras de
DNA que foram utilizados para efetuar estudos de associagado gendtipo-fenétipo de uma

abordagem por CGAS a febre Q cronica.

Apos a aplicagao de comandos especificos do software PLINK para associar os
SNPs encontrados a febre Q cronica, detetou-se que 324 SNPs apresentavam
variagoes entre os doentes crénicos (casos) e os doentes agudos (controlos). Destes
apenas 29 SNPs demonstraram associagao estatisticamente significativa com a febre
Q conica (p< 0,05) e apenas quatro resistiram a correcao de Bonferroni para testes
multiplos (a ajustado= 0,000154321) (Tabela 4.1.).
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Tabela 4. 1. Resultados estatisticamente significativos para o teste alélico de associagao com a febre

Q crénica

Alelo MAF MAF Alelo X2 P OR
SNP Localizagao
minoritario Crénicos Agudos maioritario

rs78407108 21:33426675 A 0,20 0,00 G 16,11 0,0000597***  NA
rs17879956 21:33438631 T 0,20 0,00 C 16,11 0,0000597***  NA
rs7277167 21:33401471 T 0,20 0,00 C 15,71 0,0000740***  NA
rs9974603 21:33403994 A 0,23 0,01 Cc 14,53 0,0001382*** 22,22
rs9808753 21:33415005 G 0,20 0,01 A 12,17 0,0004844*** 18,75
rs412133  19:18094574 T 0,43 0,18 C 7,032 0,0080070** 3,39
rs374326  19:18090456 C 0,43 0,20 T 6,161 0,0130600* 3,11
rs418892  19:18094975 T 0,43 0,20 C 6,161 0,0130600* 3,11
rs419540  19:18095263 T 0,43 0,20 C 6,161 0,0130600* 3,11
rs845380  19:18070759 A 0,43 0,20 G 5,771 0,0162900* 3,01
rs117612494 19:18059422 T 0,07 0,00 C 5,164 0,0230600* NA
rs184963792 21:33412855 G 0,07 0,00 A 5,164 0,0230600* NA
rs121913199 21:33421400 A 0,07 0,00 G 5,164 0,0230600* NA
rs185459305 21:33427424 T 0,07 0,00 C 5,164 0,0230600* NA
rs2045386 19:18071456 A 0,18 0,39 G 4,282 0,0385100* 0,33
rs17879591 19:18060585 T 0,30 0,13 C 4,147 0,0417000* 2,83
rs17878594 19:18062703 T 0,30 0,13 C 4,147 0,0417000* 2,83
rs17879124 19:18062748 A 0,30 0,13 G 4,147 0,0417000* 2,83
rs17878265 19:18066763 A 0,30 0,13 G 4,147 0,0417000* 2,83
rs12150884 19:18069163 A 0,07 0,24 G 4,069 0,0436700* 0,23
rs2305739 19:18069384 A 0,07 0,24 G 4,069 0,0436700* 0,23
rs2305740 19:18069426 G 0,07 0,24 A 4,069 0,0436700* 0,23
rs2305741 19:18069455 A 0,07 0,24 G 4,069 0,0436700* 0,23
rs453427  19:18072680 T 0,07 0,24 G 4,069 0,0436700* 0,23
rs447009  19:18074382 A 0,07 0,24 C 4,069 0,0436700* 0,23
rs404068  19:18092159 G 0,07 0,24 A 4,069 0,0436700* 0,23
rs433821  19:18093031 G 0,07 0,24 A 4,069 0,0436700* 0,23
rs845332  19:18093283 G 0,07 0,24 C 4,069 0,0436700* 0,23
rs438421  19:18065276 A 0,37 0,18 G 3,973 0,0462300. 2,56

Legenda: MAF crénicos — frequéncia do alelo minoritario nos doentes crénicos; MAF agudos — frequéncia

do alelo minoritario nos doentes agudos; x2 — Teste alélico basico qui-quadrado; P — valor p assintético

para o teste do qui-quadrado; OR — Odds ratio estimado (para o alelo minoritario, ou seja, o alelo maioritario
¢é a referéncia); Cddigos de significancia: 0 "***' 0,001 **' 0,01 ™' 0,05'.'0,1"".

Em relagédo a variante rs78407108, verificou-se, pelo teste alélico do PLINK a

indicagdo de um efeito deletério do alelo minoritario A (MAF cronicos=20%; MAF
agudos=0%; x2 =16,11; p= 0,0000597).
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Quanto a variante rs17879956, verificou-se, pelo teste alélico do PLINK, a
indicacdo de um efeito deletério do alelo minoritario T (MAF cronicos = 20%; MAF
agudos =0%;x2 =16,11; p= 0,0000597).

A variante rs7277167, apresentou, pelo teste alélico do PLINK, a indicacao de
um efeito deletério do alelo minoritario T (MAF crénicos = 20%; MAF agudos = 0%; x2
=15,71; p= 0,0000740).

Para as trés variantes descritas acima nao foi possivel calcular o valor de odds
ratio, uma vez que os doentes agudos ndo apresentavam qualquer frequéncia para os

respetivos alelos minoritarios.

Em relagao a variante rs9974603, através do teste alélico do PLINK, verificou-se
a indicagdo de um efeito deletério do alelo minoritario A (MAF crénicos=23%; MAF
agudos= 1%; x2=14,53; p=0,0001382; OR=22,22). O resultado resiste a corregcédo de
Bonferroni para comparagbes multiplas (a = 0,05 e a ajustado = 0,000154321). A
associacao foi igualmente significativa aplicando o teste exato de Fisher (Fisher exact
test), visto existirem valores esperados das frequéncias das categorias na tabela de
contingéncia inferiores a 5, 0 que ndo é preconizado na utilizagdo do teste de qui-
quadrado. Com este teste 0 OR=22,22 e o intervalo de confianga ndo contem o valor 1
(95 % IC 2,60 — 190, 18; p=0,0006).

Na Tabela 4.2 estéo indicadas as frequéncias alélicas e genotipicas das quatro
variantes do gene IFNGR2, com associagao significativa a febre Q cronica que
resistiram a correcdo de Bonferroni, em diferentes populagbes do Projeto 1000
Genomas (The 1000 Genomes Project Consortium, 2015), CEU (Habitantes do Estado
do Utah com ascendéncia do norte e oeste da Europa) e IBS (lbérica) e na populagéo

portuguesa alvo do presente estudo.

Das populagdes representadas no Projeto 1000 Genomas, a subpopulagédo CEU
(Habitantes do Estado do Utah com ascendéncia do norte e oeste da Europa) era a
geralmente usada para a comparagdo com a populagdo portuguesa, uma vez que a
populagao ibérica se encontrava sub-representada (David et al., 2018 a e b). Atualmente
essa situacdo ja se encontra corrigida, pelo que a populagao ibérica de Espanha

também foi alvo da nossa analise.

Para uma melhor visualizacdo das frequéncias alélicas e genotipicas das
subpopulagbées CEU e IBS e dos grupos alvo do presente estudo optou-se por

representar esses dados com recurso a graficos pie charts (Figuras 4.4 a Figura 4.11)
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Tabela 4. 2. Frequéncias alélicas e genotipicas das variantes do gene IFNGR2 com associagao significativa que resistiram ao critério de Bonferroni

(0,00016339869) em diferentes populagées do Projeto 1000 Genomas e na populacio portuguesa estudada.

Populagées do Projeto 1000 Genomas (2015)

Populagao Estudada

Variant Tipo de Genoti
ariante variante >€notipo Mundial Europeia CEU IBS Total Crénicos Agudos PGP
(n=2504) (n= 503) (n=99) (n=107) (n=82) (n=15) (n= 38) (n=29)

GG 0,6890 (1725/2504)  0,8052 (405/503) 0,8283 (82/99) 0,8785 (94/107) 0,8415 (69/82) 0,6000 (9/15)  1,0000 (38/38) 0,7586 (22/29)
GA 0,2396 (600/2504)  0,1769(89/503) 0,1718 (17/99) 0,1028 (11/107) 0,1585 (13/82) 0,4000 (6/15)  0,0000 (0/38)  0,2414 (7/29)

rs78407108 L
NC_000021.9:g 33426675G>A ntronica AA 0,0715 (179/2504) 0,0179 (9/503) 0,0000 (0/99) 0,0187 (2/107) 0,0000 (0/82) 0,0000 (0/15)  0,0000 (0/38)  0,0000 (0/29)
Alelo A 0,1913 (958/5008) 0,106 (107/1008) 0,0859 (17/198)  0,0700 (15/214) 0,07927 (13/164)  0,2000 (6/30)  0,0000 (0/76)  0,1207 (7/58)
Alelo G 0,8087 (4050/5008)  0,8936 (899/1006)  0,9141 (181/198)  0,9299 (199/214) 0,92073 (151/164)  0,8000 (24/30) 1,0000 (76/76) 0,8793 (51/58)
cc 0,5735 (1436/2504)  0,7972 (401/503) 0,8081 (80/99) 0,8785 (94/107) 0,8171 (67/82) 0,6000 (9/15)  1,0000 (38/38) 0,6897 (20/29)
CT 0,3415 (855/2504)  0,1809 (91/503) 0,1919 (19/99) 0,1028 (11/107) 0,1829 (15/82) 0,4000 (6/15)  0,0000 (0/38)  0,3103 (9/29)

rs17879956 -
NC_000021.9:.33438631C>T ntronica TT 0,0851 (213/2504)  0,0219 (11/503) 0,0000 (0/99) 0,0187 (2/107) 0,0000 (0/82) 0,0000 (0/15)  0,0000 (0/38)  0,0000 (0/29)
Alelo T 0,256 (1281/5008)  0,1123 (113/1006)  0,0960 (19/198)  0,0701 (15/214) 0,0915 (15/164)  0,2000 (6/30)  0,0000 (0/76)  0,1552 (9/58)
Alelo C 0,7442 (3727/5008)  0,8877 (893/1006)  0,9040 (179/198)  0,9299 (199/214) 0,9085 (149/164)  0,8000 (24/30)  1,0000 (76/76) 0,8448 (49/58)
cc 0,6270 (1570/2504)  0,8032 (404/503) 0,8283 (82/99) 0,8785 (94/107) 0,8272 (67/81)  0,6000 (9/15)  1,0000 (37/37) 0,7241 (21/29)
Variante CT 0,2955 (740/2504)  0,1809 (91/503) 0,1717 (17/99) 0,1028 (11/107) 0,1728 (14/81)  0,4000 (6/15)  0,0000 (0/37)  0,2759 (8/29)

rs7277167 a

NC_000021.9:9.33401471C>T montante TT 0,0775 (194/2504) 0,0159 (8/503) 0,0000 (0/99) 0,0187 (2/107) 0,0000 (0/81) 0,0000 (0/15)  0,0000 (0/37)  0,0000 (0/29)
dogene  Alglo T 0,2252 (1128/5008)  0,1064 (107/1006)  0,0859 (17/198)  0,0701 (15/214) 0,0864 (14/162)  0,2000 (6/30)  0,0000 (0/74)  0,1379 (8/58)
Alelo C 0,7748 (3880/5008) 0,8936 (899/1006)  0,9141 (181/198)  0,9299 (199/214) 0,9136 (148/162)  0,8000 (24/30) 1,0000 (74/74) 0,8621 (50/58)
cc 0,4884 (1223/2504)  0,7455 (375/503) 0,7374 (73/99) 0,8318 (89/107) 0,8148 (66/81) 0,6000 (9/15)  0,9730 (36/37) 0,7241 (21/29)
CA 0,3750 (939/2504)  0,2247 (113/503) 0,2424 (24/99) 0,1495 (16/107) 0,1728 (14/81) 0,3333(5/15)  0,0270 (1/37)  0,2759 (8/29)

rs9974603 .
NC_000021.9:g 33403994C>A Intrénica AA 0,1366 (342/2504)  0,0298 (15/503) 0,0202 (2/99) 0,0187 (2/107) 0,0123 (1/81) 0,0667 (1/15)  0,0000 (0/37)  0,0000 (0/29)
Alelo A 0,3241 (1623/5008)  0,1421 (143/1006)  0,1414 (28/198)  0,0935 (20/214) 0,0988(16/162)  0,2333 (7/30)  0,0135 (1/74)  0,1379 (8/58)
Alelo C 0,6759 (3385/5008)  0,8579 (863/1006)  0,8586 (170/198)  0,9065 (194/214) 0,9012 (146/162)  0,7667 (23/30) 0,9865 (73/74) 0,8621 (50/58)

Legenda: Mundial - Populagdo mundial estudada no Projeto 1000 Genomas (versao de 2015); Europeia- Populagdo europeia estudada no Projeto 1000 Genomas (versao 2015)

que inclui as subpopulagdes CEU, GBR, FIN, IBS e TSI; CEU- Habitantes do Estado do Utah com ascendéncia do norte e oeste da Europa; GBR- Britanicos da Inglaterra e

Escécia; FIN- Finlandeses na Finlandia; IBS- Populagao Ibérica em Espanha; TSI - Toscanos em Italia; PGP- Populagdo Geral Portuguesa analisada neste estudo.
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Figura 4. 5. Graficos pie chart relativos as frequéncias genotipicas da variante rs78407108 nas subpopulagées CEU e IBS e na populagao portuguesa analisada no

presente estudo.
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Figura 4. 4. Graficos pie chart relativos as frequéncias alélicas da variante rs78407108 nas subpopulagoes CEU e IBS e na populagdo portuguesa analisada no

presente estudo.
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O SNP rs78407108 é uma variante intronica cuja distribuicdo genotipica na
subpopulagédo CEU do Projeto 1000 genomas €& de, aproximadamente, 83% de
homozigoticos GG, 17% de heterozigéticos GA e de 0% de homozigéticos AA (Figura
4.4.1). A frequéncia alélica do alelo A (minoritario) € de 9% e a frequéncia alélica do

alelo G (maioritario) € de 91% (Figura 4.5. 1).

Na subpopulagéo IBS do Projeto 1000 Genomas, o SNP rs78407108 apresenta
uma distribuigdo genotipica um pouco diferente, sendo de, aproximadamente, 88% de
homozigoticos GG, 10% de heterozigdticos GA e de 2% de homozigéticos AA (Figura
4.4.11). Afrequéncias do alelo A é de 7% e a frequéncia alélica do alelo G (maioritario)
€ de 93% (Figura 4.5. 11).

No grupo de 29 individuos analisados como amostra da populagdo geral
portuguesa (PGP) verifica-se uma percentagem de heterozigéticos (24%) mais elevada
do que as percentagens das subpopulagdes CEU e IBS e, consequentemente, uma
percentagem de homozigoticos GG mais baixa de 76% (Figura 4.4. Ill). Neste grupo, tal
como na subpopulagao CEU, ndo verificamos a existéncia de individuos com o genétipo
homozigético AA. A frequéncia alélica do alelo A foi de 12% e a frequéncia alélica do
alelo G de 88% (Figura 4.5. lll), observando-se um valor de MAF ligeiramente superior

ao apresentado pelas subpopulagdes CEU (9%) e IBS (7%).

No grupo de doentes agudos verificou-se que todos os individuos possuiam um
gendtipo GG (Figura 4.4. IV) e, consequentemente, a frequéncia alélica do alelo G é de
100% (Figura 4.5. 1V).

Nos doentes cronicos a distribuigdo genotipica apresentada foi de,
aproximadamente, 60% de homozigoticos GG, 40% de heterozigoticos GA e de 0% de
homozigéticos AA (Figura 4.4. V), ou seja, a percentagem de heterozigoticos é bastante
superior a apresentada nos restantes grupos (CEU, IBS, PGP e agudos). A frequéncia
alélica do alelo A é de 20% e a frequéncia alélica do alelo G é de 80% (Figura 4.5. V),

observando-se um valor de MAF superior em relagdo aos outros grupos analisados.
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Figura 4. 6. Graficos pie chart relativos as frequéncias genotipicas da variante rs17879956 nas subpopulagées CEU e IBS e na populagao portuguesa analisada no

presente estudo.
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Figura 4. 7. Graficos pie chart relativos as frequéncias genotipicas da variante rs17879956 nas subpopulagées CEU e IBS e na populagado portuguesa analisada no

presente estudo.
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O SNP rs17879956 é uma variante intrénica cuja distribuicdo genotipica na
subpopulagdo CEU do Projeto 1000 genomas €& de, aproximadamente, 81% de
homozigoticos CC, 19% de heterozigéticos CT e de 0% de homozigdticos TT (Figura
4.6 1). A frequéncia alélica do alelo T (minoritario) € de 10% e a frequéncia alélica do
alelo C (maioritario) é de 90% (Figura 4.7. 1).

Na subpopulagéo IBS do Projeto 1000 Genomas, esta variante apresenta uma
distribuicdo genotipica distinta, sendo de, aproximadamente, 88% de homozigéticos CC,
10% de heterozigoticos CT e de 2% de homozigéticos TT (Figura 4.6.11). A frequéncias
do alelo T (minoritario) € de 7% e a frequéncia alélica do alelo C (maioritario) € de 93%
(Figura 4.7. 11).

Na nossa amostra da populagdo geral portuguesa (PGP) verificou-se uma
percentagem superior de heterozigéticos (31%) quando comparada com as
subpopulagcées CEU e IBS, e uma percentagem de homozigéticos de 69% (Figura
4.6.111). Neste grupo, tal como na subpopulagdo CEU, nao verificamos a existéncia de
individuos com o gendtipo homozigético TT. A frequéncia alélicado alelo T é de 16 % e
a frequéncia alélica do alelo C é de 84 % (Figura 4.7. lll), observando-se um valor de
MAF superior ao apresentado quer pela subpopulagdo CEU quer pela subpopulagéo
IBS.

Nos doentes agudos, verificou-se que todos os individuos possuiam um genétipo
CC (Figura 4.6. IV). e, consequentemente, a frequéncia alélica do alelo C foi de 100%
(Figura 4.7. 1V).

Nos doentes cronicos a distribuicdo genotipica apresentada é de,
aproximadamente, 60% de homozigoéticos CC, 40% de heterozigoticos CT e de 0% de
homozigdticos TT, ou seja, a percentagem de heterozigoticos € superior a apresentada
pelos restantes grupos (Figura 4.6.V). A frequéncia alélica do alelo T é de 20% e a
frequéncia alélica do alelo C é de 80% (Figura 4.7. V), observando-se um valor de MAF

superior em relac&o aos outros grupos analisados.
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Figura 4. 8. Graficos pie chart relativos as frequéncias genotipicas da variante rs7277167 nas subpopulagées CEU e IBS e na populagédo portuguesa analisada no
presente estudo.
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Figura 4. 9. Graficos pie chartrelativos as frequéncias alélicas da variante rs7277167 nas subpopula¢gées CEU e IBS e na populacdo portuguesa analisada no presente
estudo.
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O SNP rs7277167 € uma variante naregidao 5’ UTR, ou seja, a montante do gene,
cuja distribuicdo genotipica na subpopulagdo CEU do Projeto 1000 genomas € de,
aproximadamente, 83% de homozigoéticos CC, 17% de heterozigoticos CT e de 0% de
homozigéticos TT (Figura 4.8. 1). A frequéncia alélica do alelo T (minoritario) € de 9% e

a frequéncia alélica do alelo C (maioritario) é de 91% (Figura 4.9. 1).

Na subpopulagéo IBS do Projeto 1000 Genomas, esta variante apresenta uma
distribuicdo genotipica distinta, sendo de, aproximadamente, 88% de homozigéticos CC,
10% de heterozigoticos CT e de 2% de homozigéticos TT (Figura 4.8.11). A frequéncias
do alelo T (minoritario) € de 7% e a frequéncia alélica do alelo C (maioritario) € de 93%
(Figura 4.9.11).

Na nossa amostra da populacdo geral portuguesa (PGP), verificou-se uma
percentagem superior de heterozigbticos (28%) quando comparada com as
subpopulagées CEU e IBS, e uma percentagem de homozigoéticos de 72% (Figura 4.8.
[ll). Também neste grupo nao se verifica a existéncia de individuos com o gendtipo
homozigético TT. A frequéncia alélica do alelo T é de 14% e a frequéncia alélica do alelo
C é de 86% (Figura 4.9 Ill), observando-se um valor de MAF superior ao apresentado

pela subpopulagdo CEU.

No grupo controlo do nosso estudo, ou seja, nos doentes agudos, verificou-se
que todos os individuos possuiam um gendétipo CC (Figura 4.8. V) e,

consequentemente, a frequéncia alélica do alelo C é de 100% (Figura 4.9. IV).

Nos doentes cronicos a distribuicdo genotipica apresentada é de,
aproximadamente, 60% de homozigoéticos CC, 40% de heterozigoticos CT e de 0% de
homozigdticos TT, ou seja, a percentagem de heterozigoticos € superior a apresentada
nos restantes grupos (Figura 4.8. V). A frequéncia alélica do alelo T é de 20% e a
frequéncia alélica do alelo C é de 80% (Figura 4.9. V), observando-se um valor de MAF

superior em relac&o aos outros grupos analisados.
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Figura 4. 10. Graficos pie chart relativos as frequéncias genotipicas da variante rs9974603 nas subpopulagées CEU e IBS e na populagdo portuguesa analisada no

presente estudo.
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O SNP rs9974603 é uma variante intrénica cuja distribuicdo genotipica na
populagcao CEU é de 74% de homozigoticos CC, 24% de heterozigéticos CA e 2% de
homozigéticos AA (Figura 4.10 I). A frequéncia alélica do alelo A (minoritario) é de 14%

e a frequéncia alélica do alelo C (maioritario) € de 86% (Figura 4.11 1).

Na subpopulacao IBS do Projeto 1000 Genomas, esta variante apresenta uma
distribuicdo genotipica distinta, sendo de, aproximadamente, 83% de homozigéticos CC,
15% de heterozigoticos CA e de 2% de homozigoticos AA (Figura 4.10.11). A frequéncias
do alelo A (minoritario) é de 9% e a frequéncia alélica do alelo C (maioritario) € de 91%
(Figura 4.11.11).

Na amostra da populacao geral portuguesa (PGP) verificou-se uma distribuicao
genotipica diferente da apresentada pelas duas subpopulagdes do projeto 1000
genomas em analise (CEU e IBS), uma vez que, nao foi encontrado nenhum individuo
com o gendtipo homozigético AA. Desta forma, a distribuicdo dos gendtipos foi de 72%
de homozigéticos CC e 28% de heterozigoticos CA (Figura 4.10 Ill). Quanto as
frequéncias alélicas dos alelos minoritario e maioritario verificou-se que estas sao iguais
as registadas na subpopulagédo CEU, ou seja, 14% para o alelo A e 86% do alelo C
(Figura 4.11.1lI).

Nos doentes agudos, a variante em analise, exibiu uma distribuicdo genotipica
de 97% de homozigéticos CC% e de 3% de heterozigéticos CA (Figura 4.10. IV). Neste
grupo, tal como na PGP, ndo verificamos a existéncia de individuos com o gendtipo
homozigético AA (Figura 4.10. IV). A frequéncias do alelo A (minoritario) é de 1% e a

frequéncia alélica do alelo C (maioritario) € de 99% (Figura 4.11.1V).

Nos doentes cronicos a distribuicdo genotipica apresentada é de,
aproximadamente, 60% de homozigéticos CC, 33% de heterozigdticos CA e de 7% de
homozigoticos AA, ou seja, a percentagem de heterozigéticos e a percentagem de
homozigoticos AA sao superiores as apresentadas nos restantes grupos (Figura 4.10.
V). A frequéncia alélica do alelo A é de 23% e a frequéncia alélica do alelo C é de 77%
(Figura 4.11. V), observando-se um valor de MAF superior em relagdo aos outros grupos

analisados.

As variantes rs78407108, rs17879956, rs7277167 e rs9974603 nao mostraram
ter nenhum significado clinico na pesquisa na base de dados ClinVar

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) ( base de dados sobre a relagao entre variantes

genéticas e a saude humana) nem estao referidas em literatura relevante para o nosso
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estudo. Contudo, cada uma dessas variantes pode estar em desequilibrio de ligagao
com outras variantes que tenham significado clinico. Recorrendo ao Ensemble Genome

Browser 96 (Ensembl, 2019) (https://www.ensembl.org/index.html) e, através do

software Haploview, pesquisamos, na populacdo CEU do Projeto 1000 genomas, a
existéncia de variantes que pudessem estar em desequilibrio de ligacdo com cada uma
das quatro variantes com associagao significativa a febre Q cronica. A sequéncia alvo
compreendeu a regido 21:33391000 a 21:33450000 onde se encontra o gene IFNGR2,
de modo a englobar toda a zona sequenciada por NGS. Devido as limitagdes de alcance
do software nao foi possivel gerar figuras de correlagdo entre as nossas quatro variantes
e todas as variantes com as quais estdo em desequilibrio de ligacdo. Para gerar
imagens que pudessem exemplificar essa correlagao restringiu-se a sequéncia alvo da
analise apenas a regido que se encontra entre 1000pb a montante e 1000pb a jusante
de cada SNP. Nesta regido, ndo foram encontradas variantes em correlacdo com as
variantes rs78407108, rs17879956, rs7277167. As variantes identificadas como estando
em desequilibrio de ligagdo com a variante rs9974603 na regido 1000pb a montante e

1000pb a jusante do SNP, encontram-se identificadas na Figura 4.12.

rsB134145
rsB126756
rs17882748 -
rs9975155
rs9974603

Block 1 (0 ki

Figura 4. 12. Padroes de desequilibrio de ligacdo na regido entre 1000pb a montante e 1000pb a
jusante da variante rs9974603 de acordo com o HapMap, visualizado usando o software Haploview
(Barret et al., 2005) na subpopulagiao CEU.

O coeficiente de corelagéo (r?) entre a variante rs9974603 e a variante rs9975155 ¢ de 0,83, o valor de r?
entre a variante rs9974603 e a variante rs8126756 e entre a variante rs9974603 e a variante rs8134145 é
de 0,99.

As variantes com que mostraram estar em desequilibrio de ligacdo com os SNPs
rs78407108, rs17879956, rs7277167 e rs9974603 na regido 21:33391000 a
21:33450000 encontram-se descritas na tabela 4.3.
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Tabela 4. 3. Variantes em desequilibrio de ligagdo (R220,8) com os SNPs que mostraram uma relacado estatisticamente significativa, resistindo ao critério de

Bonferroni, em associagdo com a febre Q croénica.

Variante Tipo Alelos Gene: Consequéncia ' HGVS ?

rs72771673  SNP C>A/C>T IFNGR2: variante 2kb a montante NC_000021.9:9.33401471C>A / NC_000021.9:9.33401471C>T

rs17880053 Indel dupG IFNGR2: variante 2kb a montante NC_000021.9:9.33401192dup

rs8126756 SNP T>C/T>G IFNGR2: variante na regido 5' UTR ~ NC_000021.9:9.33403138T>C / NC_000021.9:9.33403138T>G

rs8134145 SNP A>C/A>G IFNGR2: variante naregido 5' UTR ~ NC_000021.9:9.33403128A>C / NC_000021.9:9.33403128A>G

rs9974603°  SNP C>A/C>G IFNGR2: variante intrénica NC_000021.9:9.33403994C>A / NC_000021.9:9.33403994C>G

rs78407108 % SNP G>A/G>T IFNGR2: variante intrénica NC_000021.9:9.33426675G>A / NC_000021.9:9.33426675G>T

rs2268241 SNP G>A IFNGR2: variante intrénica NC_000021.9:9.33408744G>A

rs2268242 SNP C>T IFNGR2: | variante intronica NC_000021.9:9.33408798C>T

rs2300373 SNP A>C/A>G /A>T IFNGR2: variante intronica NC_000021.9:9.33416432A>C / NC_000021.9:9.33416432A>G / NC_000021.9:9.33416432A>T
rs28653198  SNP A>C IFNGR2: variante intrénica NC_000021.9:9.33410089A>C

rs7281873 SNP A>C/A>G /A>T IFNGR2: variante intronica NC_000021.9:9.33408283A>C / NC_000021.9:9.33408283A>G / NC_000021.9:9.33408283A>G
rs8126735 SNP G>A/G>C/G>T IFNGR2: variante intrénica NC_000021.9:9.33427752G>A / NC_000021.9:9.33427752G>C / NC_000021.9:9.33427752G>T
rs8133431 SNP C>T IFNGR2: variante intrénica NC_000021.9:9.33424249C>T

rs9975155 SNP T>C/T>G IFNGR2: variante intronica NC_000021.9:9.33403846T>C / NC_000021.9:9.33403846T>G

rs9975473 SNP T>A/T>G IFNGR2: variante intrénica NC_000021.9:9.33404135T>A / NC_000021.9:9.33404135T>G

rs9808753 SNP A>G IFNGR2: variante missense NC_000021.9:9.33415005A>G

rs11088251 SNP A>C Nenhuma NC_000021.9:9.33398504A>C

rs4571135 SNP A>G Nenhuma NC_000021.9:9.33395308A>G

rs7283827 SNP A>C/A>G /A>T Nenhuma NC_000021.9:9.33397598A>C / NC_000021.9:9.33397598A>G / NC_000021.9:9.33397598A>T
rs76661693 Insergdao  insA Nenhuma NC_000021.9:9.33399283 _33399284insA

rs9978166 SNP A>G /A>T Nenhuma NC_000021.9:9.33398210A>G / NC_000021.9:9.33398210A>T

rs9978223 SNP G>A/G>C Nenhuma NC_000021.9:9.33398052G>A / NC_000021.9:9.33398052G>C

rs17879956° SNP C>T TMEMS50B: variante intrénica NC_000021.9:9.33438631C>T

rs73195835  SNP C>G/C>T TMEMA50B: variante intrénica NC_000021.9:9.33447050C>G / NC_000021.9:9.33447050C>T

rs8129962 SNP G>A/G>C TMEMA50B: variante intrénica NC_000021.9:9.33440864G>A / NC_000021.9:9.33440864G>C

rs9974551 SNP C>G/C>T TMEMA50B: variante intrénica NC_000021.9:9.33442409C>G / NC_000021.9:9.33442409C>T

Legenda: ' De acordo com dbSNP (https://www.ncbi.nim.nih.gov/snp/ ); ?Nomenclatura das variantes genéticas de acordo com a Human Genome Variation Society (https://www.hgvs.org/ );

% Variantes identificadas através de analise de associag&o como associadas a febre Q cronica e apresentando uma relagdo estatisticamente significativa resistindo ao critério de Bonferroni.
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4.2. Resultados do Estudo Réplica

Como foi referido anteriormente, para o estudo réplica foram escolhidas 4 variantes
referidas na literatura como estando associadas a febre Q na populagdo holandesa. As
variantes rs1718119 e rs3751143 do gene P2X7R e as variantes rs2430561 e rs1861493 do
gene INFG foram sujeitas a amplificacao por PCR, eletroforese em gel de agarose para
confirmar essa amplificagdo e posteriormente sequenciadas através de sequenciagao Sanger.

O DNA pertencente aos doentes com febre Q crénica (casos) e febre Q aguda
(controlos), objeto do estudo exploratério, foi igualmente utilizado no estudo réplica. No
entanto, algum DNA encontrava-se degradado/fragmentado e/ou sem a quantidade e
qualidade necessarias para uma sequenciagao Sanger eficiente. O numero de amostras

sequenciadas através de sequenciagao Sanger € mostrado na tabela 4.4.

Tabela 4. 4. Namero de amostras sequenciadas pela Sequenciagao de Sanger

Gene SNP N° de cronicos N°de agudos N° total
POX7R rs1718119 14 36 50
rs3751143 13 29 42
rs2430561 8 8 16
INFG
rs1861493 7 12 19

As reagdes de amplificagao dos fragmentos em analise, executadas com recurso aos pares
de primers indicados na tabela 3.6., foram verificadas através de eletroforese em gel de
agarose. A figura 4.13. mostra o resultado dos géis de eletroforese dos fragmentos
amplificados para cada uma das amostras do grupo de doentes com febre Q crénica (casos).
Ao efetuar-se a amplificagdo das variantes do gene P2X7R rs1718119 e rs3751143,
obtiveram-se, fragmentos de 511pb (Figura 4.13.1) e 565 pb (Figura 4.13. Il), respetivamente.
Ao efetuar-se a amplificagao das variantes do gene INFG rs2430561 e rs1861493, obtiveram-

se, fragmentos de 468pb (Figura 4.13. 1ll) e 646pb ((Figura 4.13. 1V), respetivamente.

Nos géis apresentados na Figura 4.13. observou-se que para a amostra C11 nao se
verificou a amplificagdo de nenhum dos fragmentos em anadlise. Esta amostra foi, portanto,

descartada, assim como todas as amostras (casos e controlos) em que tal se verificou.
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C12 Ci3 Ci4

Figura 4. 13. Resultado eletroforese dos fragmentos que contém as variantes do gene P2X7R (rs1718119 e
rs3751143) e do gene INFG (rs2430561 e rs1861493) para as amostras de doentes com febre Q crénica.

Legenda: | — Gel relativo & amplificagéo do fragmento de 511pb que contém a variante rs1718119 ; Il — Gel relativo
a amplificagdo dos fragmento de 565 pb que contém a varainte rs3751143; Il — Gel relativo a amplificagdo dos
fragmento de 468 pb que contém a variante rs2430561 ; IV — Gel relativo a amplificagdo dos fragmento de 646pb
que contém a varainte rs1861493; MWM - Marcador de peso molecular, Quick-Load® 1 Kb DNA Ladder da New
England BioLabs ®Inc (Anexo 3); C1 — amostra doente crénico n°1; C3 — amostra doente cronico n°3; C4 —amostra
doente crénico n°4; C5 — amostra doente cronico n°5; C6 — amostra doente cronico n°6; C7 — amostra doente
cronico n°7; C9 — amostra doente crénico n°9; C10 — amostra doente cronico n°10; C11 — amostra doente crénico
n°11; C12 — amostra doente cronico n°12; C13 — amostra doente crénico n°13; C14 — amostra doente cronico
n°14; C15 — amostra doente crénico n°15; C17 — amostra doente crénico n°17; C18 — amostra doente crénico

n°18; C.P — controlo positivo; C.N.—controlo negativo.

A sequenciagao Sanger por eletroforese capilar de cada um dos fragmentos de DNA
amplificados originou eletroferogramas caracteristicos dos diferentes genétipos apresentados

pelas amostras (casos e cotrolos).
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O ampligéo de 511 pb pode apresentar no local da variante rs1718119, o alelo G (alelo
ancestral / maioritario) ou o alelo A (alelo minoritario). Desta forma, para esta variante os
genotipos séo caracterizados como GG, GA e AA conforme os alelos herdados da linha

materna e paterna (Figura 4.14.).

Variante rs1718119

1. o i I i | \
| v L. Y \ LI \ \
PV N, 0 _5@'{__3" ) A, Ry |

Figura 4. 14. Eletroferograma paracial do gene P2X7R mostrando a variante rs1718119 assinalada a azul
para os genétipos GG (1), GA (ll) e AA (lll). N=alelos G e A

O amplicao de 565 pb, pode apresentar no local da variante rs3751143, o alelo A (alelo
ancestral / maioritario) ou o alelo C (alelo minoritario). Desta forma, para esta variante os
gendtipos sdo caracterizados como AA, AC e CC conforme os alelos herdados da linha

materna e paterna (Figura 4.15.).

Variante rs3751143
[} 1]

AG G ARG Cc T AG GRGcCc T||lAcec B cc T

."ﬂ"l = f ,u'ﬂ". ."H'n A

Figura 4. 15. Eletroferograma paracial do gene P2X7R mostrando a variante rs3751143 assinalada a azul

para os genotipos AA (1), AC (ll) e CC (lll). N=alelos Ae C

O amplicao de 468 pb, pode apresentar no local da variante rs2430561, o alelo T (alelo
ancestral / maioritario) ou o alelo A (alelo minoritario). Desta forma, para esta variante os
gendtipos sao caracterizados como TT, TA e AA conforme os alelos herdados da linha
materna e paterna. Todavia, no presente estudo, todas as amostras (casos e controlos) cuja
sequenciagao foi bem-sucedida, possuiam o gendtipo AA, conforme o apresentado na Figura
4.16.).
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Variante rs2430561
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Figura 4. 16. Eletroferograma paracial do gene P2X7R mostrando a variante rs2430561 assinalada a azul

para o genétipo homozigético AA (I).

O amplicao de 646 pb, pode apresentar no local da variante rs1861493, o alelo A (alelo
ancestral / maioritario) ou o alelo G (alelo minoritario). Desta forma, para esta variante os
genotipos séo caracterizados como AA, AG e GG conforme os alelos herdados da linha

materna e paterna (Figura 4.17.).

Variante rs1861493
I [} 1]
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TG A B CC T T G A MC &
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Figura 4. 17. Eletroferograma paracial do gene P2X7R mostrando a variante rs1861493 assinalada a azul
para os genétipos AA (I), AG (ll) e GG (lll). N= alelos A e G.

A analise dos dados provenientes da sequenciagao Sanger das variantes rs1718119
e rs3751143 do gene P2X7R e das variantes rs2430561 e rs1861493 do gene INFG nos
doentes cronicos (casos) e nos doentes agudos (controlos) encontra-se sistematizada nas
Tabela 4.5 a 4.8. Como é possivel visualizar nas tabelas, em nenhum dos modelos de
hereditariedade analisados, foram obtidos valores de p estatisticamente significativos , pelo
qgue nao foi possivel encontrar nenhuma associagao entre as variantes analisadas e a febre

Q cronica.

61



Determinantes genéticos da infe¢do na febre Q cronica Capitulo IV- Resultados

Tabela 4. 5. Associagao da variante rs1718119 com o aumento do risco de febre Q crénica sob

diferentes modelos de hereditariedade

Variante rs1718119
P (x2 de P (teste de

Modelo de Tabela de

Hereditariedade Contingéncia Genotipos Pearson) Fisher)' OR!'
GG GA AA _
NA Croénicos 10 3 1 0,622612
Agudos 21 14 1
Contagem 0,7609
Alélica G A 0,6315" 0,7868 (10,2494 - 2,3212)
Crénicos 23 5
Agudos 56 16
0,5600
Modelo GG GA+AA 0,39291 0,5218 (0,1473-2,1291)
Dominante Croénicos 10 4
Agudos 21 15
2,6923
Modelo GA+GG AA _ 0,0000 (0,1567-46,2667)
Recessivo Crénicos 13 1
Agudos 35 1
0,4286
Modelo AA+GG AG _ 0,3274 (0,1014-1,8121)
Sobredominante Cronicos 1 3
Agudos 22 14

" Calculado através do VassarStats: (Web Site for Statistical Computation http://vassarstats.net/index.html)
2Calculado através do "Cochran - Armitage trend test calculator" https://anikhachatryan.github.io/CA-trend-

test-calculator/

Tabela 4. 6. Associagao da variante rs3751143 com o aumento do risco de febre Q crénica sob

diferentes modelos de hereditariedade

Variante rs3751143

Modelo de Tabela de Genétipos P (x2de P (teste de
Hereditariedade Contingéncia Pearson Fisher)' OR!
AA AC CC 0,5077? _ _
_ Crénicos 7 5 1
Agudos 13 12
1 0,7000
Contagem A C 0,4930) 06160 (10,2520 - 1,9448)
Alélica Cronicos 19 7
Agudos 38 20
1 0,6964
Modelo AA - ACHCC 0,5902 0,7410 (0,1873-2,5895)
Dominante Croénicos 7 6
Agudos 13 16
0,5208
" . AC+AA CC _ 1,0000 ( 0,5208- 5,1789)
odelo Recessivo -
Cronicos 12 1
Agudos 25 4
1 0,8854
Modelo AA+CC  AC 0.8625 1,0000 2319 -3,3802)
Sobredominante Cronicos 8 5
Agudos 17 12

" Calculado através do VassarStats: (Web Site for Statistical Computation http://vassarstats.net/index.html)
2Calculado através do "Cochran - Armitage trend test calculator" https://anikhachatryan.github.io/CA-trend-
test-calculator/
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TABELA 4. 7. Associagao da variante rs2430561 com o aumento do risco de febre Q crénica sob

diferentes modelos de hereditariedade

Variante rs2430561

Modelo de Tabela de P (x2de P (teste de

o ]
Hereditariedade Contingéncia Gendtipos Pearson) Fisher) ' OR
Modelo TT TA AA NaN?2 _ _
Aditivo Crénicos 0 0 8
Agudos 0 0 8
Contagem T A _ 1,0000 NaN
Aléliga Cronicos 0 16
Agudos 0 16
TT TA+AA 1,0000 NaN (NaN-NaN)
Modelo -
Dominante Crénicos 0 8
Agudos 0 8
TA+TT  AA 1,0000 NaN (NaN-NaN)
Modelo -
Recessivo Cronicos 0 8
Agudos 0 8
AA+TT  TA 1,0000 NaN (NaN-NaN)
Modelo .
Sobredominante Cronicos 8 0
Agudos 8 0

" Calculado através do VassarStats: (Web Site for Statistical Computation http://vassarstats.net/index.html)
2Calculado através do "Cochran - Armitage trend test calculator" https://anikhachatryan.github.io/CA-trend-
test-calculator/

Tabela 4. 8. Associagao das variantes rs1861493 com o aumento do risco de febre Q crénica sob
diferentes modelos de hereditariedade

Variante rs1861493
Modelo de Tabela de o P (x2 de P (teste de 1
Hereditariedade Contingéncia Gendtipos Pearson) Fisher)' OR
AA AG GG 0,31002 _ _
Modelo .
Aditivo Cronicos 5 0 2
Agudos 9 3 0
1,4000
Contagem A G - L (10,2009 -9,7544 )
alélica Cronicos 10 2
Agudos 21 3
1,2000
Modelo AA - AGHGG - 1 (0,1474 - 9,7679)
Dominante Cronicos 5 2
Agudos 9 3
AG+GG GG NaN NaN
Modelo - -
Recessivo Cronicos 2 2
Agudos 3 0
AA+GG AG 0,2632 0 (0- NaN)
Modelo .
Sobredominante Crénicos 7 0
Agudos 9 3

T Calculado através do VassarStats: (Web Site for Statistical Computation http://vassarstats.net/index.html)
2Calculado através do "Cochran - Armitage trend test calculator" https://anikhachatryan.github.io/CA-trend-
test-calculator/
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Capitulo V — Discussao

No presente estudo, procurou-se identificar, na populacdo portuguesa, os
determinantes genéticos da infegdo na febre Q crénica, ou seja, as variantes genéticas
dos principais genes envolvidos na resposta imune que pudessem estar associadas a
um desenvolvimento de febre Q crénica no caso de infecéo pelo agente patogénico C.
burnetii. Com o intuito de verificar a frequéncia com que ocorrem certas variantes
genética nos diferentes grupos, recorremos a analise retrospetiva caso-controlo usando
meétodos de associagao gendtipo-fendtipo com base em genes candidatos (Candidate
gene Association Studies — CGA) através de duas abordagens distintas: um estudo
exploratorio, no qual se procurou identificar novas variantes associadas a fenoétipos
clinicos da doenga, e um estudo réplica com vista a confirmar a associagao de variantes

previamente identificadas.

Uma resposta imunitaria deficitaria podera contribuir para o desenvolvimento da
febre Q croénica (Jansen et al., 2019). Desta forma, as variagées genéticas em genes
das vias de resposta imunitaria poderdo ser determinantes na progressdo para o

fendtipo clinico cronico desta doenga.

De entre os genes candidatos analisados no estudo exploratério por NGS
(IL12RB1, IFNGR1, IFNGR2, NRAMP1, TLR1, TLR2 TIMP1), SNPs com significancia
estatistica resistindo aos critérios de Bonferroni para testes multiplos foram identificados
apenas na sequéncia do gene IFNGR2. Dos quatro SNPs identificados, trés eram
variantes intronicas, rs78407108, rs17879956, rs9974603, e a quarta uma variante 2kb

a montante do gene, rs7277167 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/ ). Na variante

intrénica IFNGR2 rs78407108, o alelo A, associado a casos de febre Q crénica, € um
alelo raro (frequéncia < 0,05). O alelo T da variante IFNGR2 rs17879956 foi associado
a febre Q cronica. Esta é uma variante intrénica do gene TMEM50B (gene da proteina
transmembranar 50B) comum na populagdo global. O gene TMEM50B é um gene
reverso que esta parcialmente sobreposto com o gene IFNGR2 que se encontra na
cadeia forward, ou seja, estes dois genes sao transcritos em diregdes opostas no
mesmo locus genomico. O alelo A do SNP rs9974603, associado a febre Q croénica, é
uma variante intrénica do gene IFNGR2 comum na populagao global. O alelo T do SNP
rs7277167, associado a febre Q crénica € uma variante 2kb a montante de IFNGR2
comum na populagao global. A variante € um eQTL (expression quantitative trait loci)
onde o alelo T foi associado a maior expressao do gene IFNGR2 e menor expressao do
TMEM50B, no sistema circulatério (artéria  coronaria, sangue total)
(https://gtexportal.org/home/) . O alelo A do SNP rs9974603, associado a febre Q
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crénica, € uma variante intrénica do gene IFNGR2 comum na populacao global. Para
esta variante foi calculado um valor de odds ratio (OR) de 22,22 (95 % IC 2,60 — 190,
18; p=0,0006). Para um valor de OR> 1, o alelo minoritario (o alelo A, neste caso) estara
associado a uma maior probabilidade de desenvolvimento de febre Q crénica. Individuos
que possuam no seu gendtipo o alelo A terdo uma maior probabilidade de
desenvolvimento de febre Q crénica no caso de exposicao a C. burnetii. O OR sendo de
22,22 significa que o risco de ocorréncia de febre Q crénica nos individuos que possuem
o alelo A é 22,22 vezes superior em relacéo aos individuos que nao possuem este alelo.

O risco de desenvolver febre Q cronica é 22,22 vezes superior na presenga do alelo A.

Para as variantes associadas, observamos, na populagdo portuguesa, uma
frequéncia do alelo minoritario mais elevada do que a relatada para as subpopulagdes
CEU e IBS do Projeto 1000 genomas para o conjunto das variantes rs78407108,
rs17879956, rs7277167 e rs9974603. Este resultado vai ao encontro das nossas
observagdes em estudos anteriores onde se verificou que a heterogeneidade genética
na populacao portuguesa € superior a da populagao europeia quando representada pela
subpopulagdo CEU (David et al.,, 2018 a e b). No presente estudo confirmamos esta
tendéncia também relativamente a populagdo de Espanha aqui representada pela
subpopulagao IBS. Salienta-se uma frequéncia do alelo minoritario no grupo controlo
(doentes com febre Q aguda) inferior a observada na populagao geral portuguesa, em
oposigao a uma frequéncia deste alelo superior a da populagédo geral portuguesa no
grupo dos casos (doentes com febre Q cronica). O enriquecimento do alelo minoritario
na populagéo com febre Q crénica em relagdo a populagéo geral € um resultado que vai
ao encontro da associagcdo do alelo minoritario nestas variantes com o fendtipo

clinicamente grave da febre Q.

No nosso conhecimento, os SNPs rs78407108, rs17879956, rs7277167 e
rs9974603 nao foram citados anteriormente na literatura internacional, nem relatados

no ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/ ). Portanto, para explorar esses tagSNPs

investigamos toda a regido da sequéncia IFNGR2, entre as posi¢des 33390000-
33450000, para padroes de desequilibrio de ligacdo (LD) na subpopulagdo com
ascendéncia do norte e oeste da Europa (CEU) usando o Haploview (Barret et al. 2005).
As variantes em LD com as tagSNPs foram identificadas como variantes dos genes
IFNGR2 e/lou TMEM50B. Nenhuma foi referida na base de dados ClinVar, no entanto,
cinco dessas variantes foram citadas na literatura cientifica: rs9808753 uma variante
missense do gene IFNGR2 (também referida como Q64R), o indel rs17880053, uma
variante 2kb a montante do gene IFNGR2, os SNPs rs8126756 e rs8134145, duas
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variantes 5°'UTR do gene IFNGR2 e rs9978223, uma variante nao classificada.
Pesquisamos as variantes rs17880053, rs8126756, rs8134145 no portal Genotype-
Tissue Expression (GTEx) (https://gtexportal.org/home/). Nem a rs8126756 nem a

rs8134145 foram referenciadas no portal GTEx. No entanto, o alelo alterado de
rs17880053 parece estar associado a maior expressao do IFNGR2 e menor expressao
dos genes TMEMS50B.

De acordo com a informacdo do dbSNP ( https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/), a

variante rs9808753 é uma variante benigna, que apresenta os alelos A>G na posigao
21:33415005. Para a substituicdo de aminoacidos Q64R da variante rs9808753, o efeito
previsto da alteragdo na funcéo da proteina foi classificado como “tolerado” por SIFT e
“benigno” por PolyPhen-2, duas ferramentas do Ensembl Genome Browser que
preveem o efeito de uma substituicao de aminoacidos na estrutura e fungao da proteina

(https://www.ensembl.org/info/genome/variation/prediction/protein function.html). Esta

variante é referida em 31 publicacbes na base de dados LitVar (

https://www.ncbi.nim.nih.gov/CBBresearch/Lu/Demo/LitVar/#!?query=). Embora o SNP

rs9808753 leve a uma substituicdo de aminoacidos da glutamina por arginina (Q64R ou
GIn64Arg) no recetor IFNGR2, atualmente nao esta claro se essa alteragao interfere na
capacidade de ligacado com IFNy ou alterara outras fungbes biolégicas (Chen et al.,
2011a). De Paus e colaboradores consideraram esta variante um polimorfismo funcional
(De Paus et al. 2011). Outros estudos demostraram a associagéo desta variante a
doengas relacionadas com o sistema imunitario (Xiang, et al., 2014). Por exemplo, o
aminoacido R64 foi referido como estando correlacionado com um inicio progressivo de
esclerose multipla (Schrijver et al., 2004), enquanto que o aminoacido Q64 foi descrito
como um fator de risco para lupus eritematoso sistémico (Nakashima et al., 1999),
ambas as condi¢des associadas a alteragdes no equilibrio imunolégico (Xiang, et al.,
2014). Este SNP foi, ainda, associado com a virémia da Hepatite B apds corregao para
testes multiplos (p <0,02) (Huang et al., 2010). Chen e colaboradores relataram que a
variante IFNGR2 rs9808753 alterou a relagéo do indice de massa corporal (IMC) e o
risco de linfoma non-Hodgkin (LNH) para linfoma de células B e linfoma de células T,
sugerindo que a via de transdugéo de IFNy pode desempenhar um papel na relacéo
entre IMC e risco de LNH (Chen et al., 2011b).

De acordo com a informagao do dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/), a

variante rs17880053 é um indel 2Kb a montante do gene IFNGR2, localizada na posigao
21: 33401192 onde ocorre uma duplicagcédo do alelo G (dupG). Esta variante é referida

em 3 citagdes no LitVar, contudo, até agora, nao foi associada a nenhuma doenca. Na
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nossa consulta da base de dados GTEX, o alelo G duplicado da variante rs17880053,
associado a febre Q crénica no nosso estudo, parece induzir uma expressdo maior do
gene IFNGR2. Este resultado, ao ser confirmado, podera ir ao encontro as observagdes
de Schoffelen e colaboradores que mostraram que a produgdo e a resposta mediada
por IFNy estio intactas na febre Q crénica e, desta forma, uma deficiéncia nas respostas
de IFNy nao explica a falha na eliminagéo da infegdo e o desenvolvimento de febre Q
cronica, mas, ao contrario ao que acontece com a tuberculose, observa-se na febre Q
cronica, uma sobre-expessdo do IFNy associada a doenca grave (Schoffelen et al.
2017). Os individuos com endocardite e doenga vascular devida a febre Q exibem uma
elevada produgéo de IFNy no sangue total especifica para C. burnetii, enquanto
anteriormente era assumido que a cronicidade da febre Q era devida a falta de resposta
dos linfécitos T e producgao prejudicada de IFNy (Ferwerda et al., 2008; Q-VAX 2008;
Schoffelen et al., 2017).

De acordo com a informacao do dbSNP (https://www.ncbi.nim.nih.gov/snp/) , a

variante rs9978223 é uma variante, até a data, sem classificacao, que apresenta os
alelos G>A/G>C na posicao 21:33398052. Esta variante foi citada apenas uma vez na
base de dados LitVar. A variante rs9978223 mostrou uma associacao significativa (p=
0,00021) com o enfarte agudo do miocardio, na populacao indiana, abaixo do valor p
corrigido de Bonferroni (p = 0,00061) (Shalia et al, 2017). Apesar de pouco
documentado na literatura existem referéncias que correlacionaram o enfarte do
miocardio a endocardite infeciosa (Hunter et al., 2001; Overend e Rose, 2012; Calero-
Nufez et al., 2018). Como a endocardite € a principal consequéncia da febre Q crénica,
a hipotese levantada da implicagao indireta da variante rs9978223 com este fendétipo

merece ser aprofundada.

Segundo a informacdo do dbSNP ( https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/), a

variante rs8126756, uma variante 5’'UTR do gene IFNGR?2, esta localizada na posigao
21:33403138, apresentando os alelos T>C,G. Esta variante aparece citada em 4
publicagbes no LitVar. Em haplétipo, a variante rs8126756 foi responsavel por uma
elevada expressdo do gene IFNGR?2 in vitro associada a resistencia a tuberculose na
populacdo Vietnamita (Hijikata et al., 2012) . A variante genotipica homozigética
IFNGR2 T>C (rs8126756) foi associada com a nao resposta entre os pacientes com
doenca de Cohr a terapia anti-TNF (OR: 0.09, 95% CI: 0.01-0.65, P = 0.02) (Bank et al.,
2018).

Segundo a informagao do dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/), a variante

rs8134145, uma variante 5’UTR do gene IFNGR2, esta localizada na posigéao
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21:33403128, apresentando os alelos A>C,G. E citada na plataforma LitVar em 3
artigos, contudo nao foi encontrada referenciada como estando associada a qualquer

doenca.

Em relagdo aos estudos de replica para as variantes rs1861493 e rs2430561 do
gene IFNG e rs1718119 e rs3751143 do gene P2RX7 néo foi identificada uma relacao
de associagdo gendtipo — fendtipo com a febre Q estaticamente significativa,
contrariamente aos resultados de Wielders e colaboradores, (Wielders et al.,2015) e
Jansen e colaboradores (Jansen et al., 2019), respetivamente. Este resultado podera
ser devido a uma reducao do numero de amostras analisadas pela baixa qualidade do
DNA por degradacdo do mesmo visto este estudo ter sido realizado meses depois do

estudo exploratdrio inicial.

Uma das criticas do nosso trabalho é o facto da nossa amostragem ter sido
bastante reduzida, resultando num poder estatistico menor e elevado risco de falsos
positivos. Devido a este constrangimento, foi selecionada uma estratégia no controlo de
qualidade dos dados NGS para estudos de associagcao gendtipo - fendtipo que nos
pareceu ser a mais adequada ao nosso trabalho por separar as variantes com uma
frequéncia do alelo minoritario menor (MAF) < 5% dos > 5%. Isto permitiu aplicar um
critério de missing genotypes mais restringente para as variantes raras (remogao de
amostras com mais de 1% de gendtipos ausentes) do que para as variantes mais
comuns (remogao de amostras com mais de 5% de gendtipos ausentes) (McDonald et
al., 2018 (https://statgen.us/Tutorials#GWAS: Data Quality Control). De facto, as

variantes raras ndo poderiam estar bem representadas na nossa base de dados devido

ao numero reduzido de amostras, podendo enviesar os resultados de associagao.

Outro aspeto que podera melhorar com o aumento do nimero de amostras sera
a obtencdo de um valor do OR referente as variantes rs78407108, rs17879956 e
rs7277167, para as quais nao existiram na nossa amostra controlo (individuos com febre
Q aguda), individuos heterozigéticos. Dado que, na analise da populacado geral
portuguesa, o alelo minoritario estava representado em heterozigotia, seria de esperar
que um aumento do niumero de amostras contribuisse para a obtengao de um valor do

OR a representar o tamanho do efeito da associagao.

Finalmente, contrariamente aos estudos ja efetuados nesta area, cujos grupos
experimentais possuiam fatores de predisposi¢cao para o desenvolvimento de febre Q
crénica (Schoffelen et al., 2015; Jansen et al., 2017; Jansen et al., 2019;) independente

do seu fenétipo clinico, no nosso estudo, apenas os casos, ou seja, o grupo de doentes
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com febre Q crénica, possuiam fatores de predisposicao. Esta falha podera introduzir
viés nos resultados dados ao facto dos grupos de casos e controlo ndo serem o mais
idénticos possivel exceto em relacdo ao fendtipo da doenca tal com preconizdo para

estes estudos caso controlo (David, 2021).
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Capitulo VI — Conclusao

Varios estudos sugerem que a via IL12-IFNy é crucial para a defesa imunitaria
contra a C. burnetii (Andoh et al., 2007; Capo e Mege, 2012; Wielders et al.,2015
Schoffelen et al., 2017) bem como contra outras bactérias intracelulares como
Mycobacterium spp (Rossuw et al., 2003; Tso et al., 2005, Bulat-Kardum et al., 2006;
Pacheco et al., 2008; Vallinoto et al., 2010; Ghanavi et al., 2021) e virus, como 0s virus
da hepatite C (Huang et al., 2007) e B (HBV) (Huang et al., 2014; Heidari et al.,2020).
Variantes em genes importantes desta via, nomeadamente, no gene do interferdao gama
(IFNG) e no seu recetor (IFNGR1) modulam o progresso de IFNy na interacao patogeno-
hospedeiro (Wielders et al.,2015; Schoffelen et al., 2017; Heidari et al.,2020; Ghanavi et
al., 2021). Variantes nos genes dos recetores do interferdo foram associadas a doencas

cronicas (Juliger et al., 2002; Kerner et al., 2020).

O recetor IFNy (IFNGR) é um recetor heterodimérico composto pelas cadeias
IFNGR-1 (cadeia a) e IFNGR-2 (cadeia B). A subunidade IFNGR-1 liga-se ao IFNy com
a maior afinidade. A subunidade IFNGR-2 nao se liga ativamente ao IFN -y; no entanto,
€ necessario para a ativacdo especifica de IFNy da via de transducdo de sinal
intracelular. O gene IFNGR2 codifica a cadeia B nao ligante do IFNy localizada no
cromossoma 21. A iniciagdo da cascata de transducado de sinal IFNy serve para inibir
diretamente a replicagdo do microrganismo infetante e tanto estimula quanto modula o
sistema imunoldgico. Bem como o IFNGR2 parece estar associado a resposta celular
ao IFNy (Kerner et al., 2020), estudos recentes levantam a hipétese de que possam

existir outros agonistas do recetor do IFNy (Kerner et al., 2020).

Desta forma e de acordo com os nossos resultados, é possivel concluir que, de
uma forma geral, os objetivos aos quais nos propusemos com a realizagao da presente
dissertacdo de mestrado foram atingidos. A estratégia adotada, usando métodos de
associagao genotipo-fenstipo com base em CGAS, bem como a utilizagdo dos métodos
de sequenciagdo NGS e Sanger revelaram-se adequados para a identificacdo de
determinantes genéticos da infecdo na febre Q cronica. Conclui-se, ainda, que as
variantes genéticas da via IL12-IFNy, nomeadamente, as variantes do gene IFNGR?2,
podem estar associadas a progressao da febre Q para uma fase crénica em pacientes

com fatores de predisposi¢cao para o desenvolvimento de febre Q crénica.
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Capitulo VIl — Perspetivas futuras

Os nossos resultados nao apontam para nenhuma explicagao clara do papel do
gene IFNGR2 e suas variantes na febre Q crénica. Por esta razdo, sera imprescindivel
avancar com estudos funcionais de modo a esclarecer o papel das variantes associadas
com a febre Q cronica, seja através de estudos de expressao génica ex-vivo, verificando
0 aumento da expressdo dos recetores no caso de variantes associadas nas regides
reguladoras, ou de estudos de sobrevivéncia e multiplicagdo bacteriana em modelos de

infecdo ex-vivo previligiando as variantes associadas.

Raramente as variantes sdo herdadas isoladamente, existindo combinacgdes
alélicas que ocorrem com mais frequéncia do que seria esperado pela viabilidade
aleatdria (Regateiro, 2007; David, 2021). A associagéo de haplétipos podera ser mais
marcante do que a associagdo individual das variantes (David et al., 2018a). Os
haplotipos associados poderdo também ser objeto de estudos funcionais. Uma
abordagem de grande interesse seria a realizagdo de estudos longitudinais com vista
ao seguimento de doentes agudos ao longo do tempo para avaliar a propensédo ao

desenvolvimento da febre Q crénica segundo o gendtipo.
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Anexos

Anexo 1 — Poster

Genetic determinants of infection - teonise
in chronic Q fever ’

S David", L Castro M Machado', U Gaspar, JC Robles-Fuentes, J Mendonga', J Ferrao', L Vieira', AS Santos’,
T INSA- Instituto Nacional de Saide Doutor Ricardo Jorge

Q fever, caused by Coxiella bumeti, s a zoonotic disease with NGS has provided 607 SNPs from 94 DNA samples. In quality
woridwide distribution. The most of affected patients develop acute Q control of the genotyped data, 9 DNA samples with more than 10%
fever, usually presenting as a seif-kmited febrile liness with varying of missing genotypes were excluded. Then, 24 SNPs that
degrees of hepatitis and/or pneumonia. However, 1-5% of C. bumeti- cumulatively had a MAF (minority allele frequency) greater than 5%
infected Individuals develop chronic Q fever, a persistent infection and 5% of absent genctypes were excluded. We also excluded 170
mainly manifested as endocarditis. Genes involved in human immune SNPs that cumutatively had a MAF of less than 5% and 1% of absent
response are well recognized to influence the clinical course of genotypes. Three samples with more than 3% genotyping fallure
infection. Despite the above mentioned, the association between were also removed. Next, 8 SNPs that had a deviation from the
genetic variants In immune response genes and chronic Q fever Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) with a pvalue <10 were
remains practically unexplored. Therefore, we sought to Identfy excluded. Overall, 405 SNPs and 82 DNA samples passed quallty
variants in immune response genes associated with chronic Q fever control. These were used 1o perform genotype-phenotype
resorting to a Candidate Gene Association Studies (CGAS) approach. assoclation studies in a CGAS approach to chwonic Q fever. 324

SNPs showed variations between chronic patients and acute patients

Of these, 29 SNPs proved to be significant (p<0.05) and 4 passed
the Bonferroni correction criteria (p<0.000154321).

The workflow performed Is outlined in Figure 1. """:::"‘“'“‘
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Candisate QENEs were selected and a Next Generation Sequencing

(NGS) strategy was chosen for the genotyping of the SUTR reglon
and exons of IL12RB1, IFNGR1 IFNGR2, NRAMP1, TLR1, TLR2 ::.ﬂ-.:lhh-:

and TIMP1. After informed consent, 34 healthy individuals and 60 Q ncmeipuy pumesn | ¥

fever patients (43 acute and 17 chronic forms) were recruited. The Final Phase 8 QC
genes were amplified, In 2kb to 14kb fragments, with Takara LA Taq® N= 82 DNASNGS data at
DNA polymerase for Nextera library construction and lllumina® N = 413 SNPs
sequencing. Since NGS works simultanecusly with bilions of data

points, & requires the application of several quality control metrics in Association Testing
order 1o guarantee relable results (Figure 2). The data exploratory
A (quatit trol) and the gen: ' Mxmntumdmnxmnmmd

were performed using the PLINK tociset. Specific metrics for CGAS
were implemented.

E

Several SNPs were identified passing Bonferroni criteria for statistical
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Figure 2. Flow of the NGS methodology in phases (1. 11, IF), indication of the bicinformatics
tocls used N aach S1ep Wih the respective qualty paramaters.

Defntions: AS - Assccltion stuSies; NGS - Next generaion sequencing. OC - quality
congrol
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Anexo 2 — Protocolo AMPure XP

{ Ampure XP {, Binding Separation Ethanol Wash Elution Buffer ~ Transfer
£.§F ,\(_??&".ﬁ; S § 9
pr =4 Wrom s 7 3
v A, | A gt SO0,
> e _ e N < 5
> * 5 : 5 X
Magnet Magnet Magnet
- - - - - -
| 2 3 4 5 6

Protocolo AMPure XP. Em cada pogo da placa, com produtos PCR (1), adicionam-se as esferas magnéticas
(2), os ADNs ligam as esferas magnéticas sendo estas ancoradas no pogo através por magnetismo (3), sdo
feitas lavagens (4) e separadas as esferas dos ADNs (4 e 5) (imagem retirada do protocolo Instructions For
Use AMPure XP).

Anexo 3 — Marcador de Peso Molecular

Kilobases Mass (ng)

=100 42
-80 42
-6.0 50
-50 42
-40 33
-30 125
-20 48
-15 36
;- 10 42
-05 42

Marcador de peso molecular padrdo “1kb DNA Ladder” da New England BioLabs® (Werfen Portugal,
Carnaxide, Portugal).
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