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Susana David "2, Vanessa Correia®, Liliana Antunes®, Ricardo Faria', José Ferrdo’, Paula Faustino’®, Baltazar Nunes?,

Fernando Maltez®, Jodo Lavinha'’, Helena Rebelo de Andrade®?®

suzana.david@insa.min-saude.pt
(
(
(
(

7) BiolSI. Faculdade de Ciéncias, Universidade de Lisboa, Lisboa, Portugal

(
(t
(
t

_Resumo

As epidemias de gripe representam um sério problema de saude publica
com elevados custos econoémicos. Foi sugerido que um dos alelos do
gene IFITM3 (rs12252-C) constitui um importante fator de risco de base
populacional para as formas graves da gripe por infegdo pelo virus
A(H1N1)pdmO09. Analisamos variantes do IFITM3 associadas a gravidade
da doenga em doentes portugueses (n=41). Foram identificados sete
SNPs no amplicao de 352bp do /IFITM3 em torno do rs12252. De acordo
com HapMap, o SNP rs34481144 pertence ao mesmo bloco de desequi-
librio de ligagao (LD) que rs12252, e esta em LD com rs6421983. A asso-
ciagdo negativa com formas sintoméaticas graves em relagdo a ligeiras
observada para o alelo rs34481144-A é sugestiva de um efeito protetor no
modelo de hereditariedade dominante. Para além disso, o haplétipo Hap4
com rs34481144-A, e sem o rs12252-C, mostrou estar significativamente
associado a gripe sintomaticamente ligeira. Por outro lado, apesar de a
um nivel de significancia limiar, o haplétipo Hap1 com rs34481144-G, sem
rs12252-C, mostrou-se associado a gripe com sintomatologia grave. Em
comparagdo com a populagao portuguesa em geral, foram observadas
diferencas significativas nas frequéncias do alelo possivelmente protetor
rs34481144-A no grupo com sintomatologia grave, do Hap1 deletério
no grupo com sintomatologia ligeira e do Hap4 protetor no grupo com
doenca grave. A propor¢ao de casos com sintomas graves que poderiam
ser evitados se todos os individuos da populagéo apresentassem o alelo
protetor rs34481144-A foi estimada em 56% e 64%, respetivamente na
populacdo em geral e no grupo de individuos com doenga ligeira. A impli-
cagao destas variantes nos fenotipos da doenga necessita de estudos de
validagcdo, nomeadamente de natureza funcional.

_Abstract

Influenza epidemics are a serious global public health and economic
problem. The IFITM3 allele (rs12252-C) was suggested as a strong
population-based genetic risk factor for severe influenza virus infection by
A(HTNT)pdm09. We analyzed IFITM3 variants for association to influenza
severity in Portuguese patients (n=41). Seven SNPs, within the 352bp
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IFITM3 amplicon around rs12252, were identified. According to HapMap
SNP rs34481144 belongs to the same linkage disequilibrium (LD) block
as rs12252, and is in strong LD with rs6421983. A negative association
with severe relative to mild disease was observed for allele rs34481144-A,
indicating a protective effect under the dominant model. Moreover, haplo-
type Hap4 with rs34481144-A, not including rs12252-C, was significantly
associated to mild influenza. Conversely, although with borderline signifi-
cance, haplotype Hap1 with rs34481144-G, not including rs12252-C, was
associated to severe disease. Moreover, in comparison to the general
Portuguese population, statistical significant differences in the frequen-
cies of the protective allele rs34481144-A in the severe disease group,
the deleterious Hap1 in the mild disease group and the protective Hap4
in the severe disease group, were observed. The population attributable
risk (PAR) for the targeted rs34481144 allele or genotype was of 55.91%
and 64.44% in the general population and the mildly infected individuals,
respectively. Implication of these variants in disease phenotype needs
further validation, namely through functional analysis.

_Introdugéo

As epidemias de gripe sazonal sdo responsaveis por elevada
morbilidade e mortalidade a nivel mundial (). O seu impacto
na saude global e na economia impulsionaram a pesquisa das
bases genéticas da predisposicao a gripe.

Em resposta a uma infecdo viral aguda, o sistema imunitario do
hospedeiro induz a sintese de moléculas antivirais tais como as
proteinas transmembranares da familia IFITM que estao envol-
vidas (i) no sequestro viral, (i) no bloqueio de recetores virais,
e (iii) na restricao da endocitose/fuséo, podendo assim inibir a
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replicagao de varios tipos de virus incluindo o da gripe, um Or-
tomixovirus (2). No gene de uma dessas proteinas, a IFITM3,
0 alelo C do polimorfismo (SNP) do locus rs12252, foi associa-
do a sintomas graves da gripe causada pelo virus pandémico
A(H1IN1)pdm09 em varias populacoes. Este alelo, raro nas po-
pulagdes com ancestralidade europeia mas muito comum nas
populacdes do Extremo Oriente, podera representar um fator
de risco populacional importante (3-6).

_Objetivo

Investigar a associacdo do gendtipo IFITM3 na regiao do SNP
rs12252-C com a gravidade sintomaética da gripe, causada pelo
virus A(HIN1)pdmQ9, em doentes da populagéo portuguesa.

_Material e métodos

Sujeitos

Foram selecionados 41 doentes portugueses com infegao
confirmada pelo virus A(HIN1)pdmQ9 e classificados entre
doentes com formas ligeiras da doenca recebendo tratamento
ambulatério e doentes com formas graves da doenca recorren-
do as Unidades de Cuidados Intensivos (UCI). Os critérios de
admissdo as UCI foram pneumonia ou dispneia. Para efeitos
comparativos foram também selecionadas 200 amostras da
populacao geral portuguesa provenientes de uma amostragem
de conveniéncia, do Departamento de Genética Humana,
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (DGH/INSA).
As amostras foram anonimizadas antes da investigagao.

Genotipagem

A extragcdo do ADN gendmico dos pacientes foi efetuada
a partir de leucocitos periféricos no MagNA Pure LC
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha) e a
partir de exsudados nasais utilizando o kit QlAamp®
Viral RNA Mini (Qiagen, Hilden, Alemanha). Os primers
direto e reverso: 5'- GGAAACTGTTGAGAAACCGAA-3’ e
5'- CATACGCACCTTCACGGAGT-3(4) foram utilizados na
amplificacéo por PCR de um fragmento de 352 pb no primeiro
exao do gene IFITM3 (chr11: 320556 -320907, GRCh38/hg38).
Os produtos de PCR purificados foram sequenciados por ele-
troforese capilar ABI-3130 XL (Applied Biosystems, MA, EUA).

As sequéncias foram analisadas com o programa FinchLa™
(Geospiza). Os haplotipos foram reconstruidos a partir dos
dados gendmicos para os 7 SNPs do amplicao do gene IFITM3
pelo programa PHASE 2.1 (7.8). A anotacéo alélica atribuida ao
haplétipo (Hap) seguiu a seguinte ordem: (5'>3'): rs34481144
c.-23G>A (5" UTRY); rs1136853 ¢.9C>A (p.His3GIn); SNP codao
11 ¢.33T>C (p.Pro11Pro); rs12252 ¢.42T>C (p.Ser14Ser);
rs56323507 ¢.51C>T  (p.Pro17Pro); rs56020216 ¢.60T>C
(p.Tyr20Tyr); rs11553885 ¢.165C>T (p.Pro55Pro).

Estudos de associagao

Os estudos de associagao genoétipo-fenotipo foram efetuados
para os individuos com formas graves e ligeiras da doenca.
Apenas foram analisados 0s SNPs em equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE) e com uma frequéncia do alelo minoritario
(MAF) >5% em ambos os grupos fenotipicos.

A analise estatistica foi efetuada em R (http:/www.R-
project.org). Foram utilzados testes do qui-quadrado e exato
de Fisher (duas caudas) (no caso de amostras pequenas)
para os estudos de associacdo sob diferentes modelos de
hereditariedade. O qui-quadrado também foi utilizado para
avaliar 0s possiveis efeitos de confundimento devidos a idade,
sexo e doenga cronica.

Os resultados da associacdo genotipo-fenotipo foram apre-
sentados como a razdo das probabilidades complementares
(Odds Ratio, OR), e o intervalo de confianca (IC) representando
0 grau de precisdo no tamanho do efeito. Devido ao tamanho
reduzido da amostra populacional e o baixo nivel de penetran-
cia das variantes observadas neste primeiro estudo preliminar,
foi considerado justificavel um nivel de significancia de 10%.
Neste caso, além do seu nivel habitualmente considerado
de 95%, o0 IC de 90% para o OR foi também calculado para
efeitos limiares (borderline), sugestivos mas néo conclusivos.
O critério do False Discovery Rate (FDR) foi aplicado para
reduzir a proporgao de falsos positivos devidos a realizacdo
de testes multiplos, apesar de que, considerando a natureza
néo aleatéria na escolha dos loci genéticos, esta corre¢céo nao
seria obrigatéria.

A proporcao de risco atribuivel a populagao (Population Attri-
butable Risk, PAR), foi calculada por: PAR%=100x p (1-OR)/
[p (1-OR)+1], onde p é a prevaléncia do alelo em estudo



uto_Nac Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

ional de Satide

Ricardo Jorge

na populacdo geral (ou no grupo com doenga ligeira) e 0
OR representa uma estimativa do risco relativo de doenca
grave na populacao com o alelo (ou o gendtipo) em estudo
comparada com a populacdo que ndo apresenta o alelo (ou
0 genotipo).

_Resultados

Dos sete SNPs detetados no amplicao de 352 pb do IFITM3
(tabela 1), os estudos de associagdo genotipo-fendtipo
foram efetuados apenas para 0os SNPs com MAF >5%:
rs12252, rs1136853 e rs34481144 (tabela 2). Os resultados
evidenciaram um efeito protetor significativo contra as
formas graves da gripe para o alelo rs34481144-A no modelo
dominante (OR=0,26; 1C95% 0,07-0,97) e um efeito significa-
tivo limiar borderline no modelo sobredominante (OR=0,27;
IC90% 0,09-0,82). Estes resultados, ndo resistiram aos
critérios FDR. Comparando a distribuicdo deste SNP com
a populacao geral, foi observada uma diferenca borderline
significativa na distribui¢@o do alelo rs34481144-A, no grupo
de gripe sintomaticamente grave em relagdo a populacao
geral (p=0,071).

Tendo em conta que, a auséncia do alelo rs34481144-A se
mostrou associada a um risco acrescido de gripe com sinto-
mas graves, foi estimado o PAR, a proporcéo de graves que
poderiam ser evitados se todos os individuos da populacéo
tivessem o alelo protetor. Pelos nossos resultados, 56%
e 64% do risco de infecdo com caracteristicas graves €
atribuivel a auséncia do alelo rs34481144-A, respetivamente
na populacdo geral portuguesa e no grupo de doentes com
sintomas ligeiros.

De acordo com a nossa analise, os fatores idade e sexo ndo
mostraram associacdo com o genotipo, assim como o fator
doencga crénica ndo mostrou associacao com a gravidade
sintomatica da gripe, razéo pela qual ndo foram considerados
em ajustamentos para fatores de confundimento. Nenhuma
outra associacado significativa foi evidenciada para 0s outros
dois SNPs, apesar de uma tendéncia observada para o alelo
rs12252-C em associagdo com um risco acrescido de doenga
grave, tal como previamente descrito para outras populacoes.
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Estudos de associagao gendtipo-fendtipo foram realizados

Il

para os trés haplotipos com frequéncias >5%: Hap1
(GCTTCTC), Hap3 (GATCCTC), Hap4 (ACTTCTC). O Hapt
revelou-se como um fator genético deletério relativo a gripe
com sintomas ligeiros (OR=2,41; 1C90% 1,14-5,08) (tabela 3),
e 0 Hap4 um fator genético protetor estatisticamente signifi-
cativo contra a gripe sintomaticamente grave (OR=0,29;
IC95% 0,10-0,82) (figura 1 e tabela 3). Para o Hap4, o teste
qui-quadrado resistiu ao critério FDR. Em comparacdo com
a populagao geral portuguesa, a distribuicdo do Hap1 dele-
tério no grupo de doentes com sintomas de gripe ligeiros
foi significativamente diferente do observado na populacdo
geral (p=0,017) enquanto a distribuicdo do Hap4 protetor no
grupo de doenca grave foi significativamente diferente da
observada na populacado geral portuguesa (p=0,016).

Os padroes de desequilibrio de ligacao (Linkage disequili-
brium, LD), das variantes genéticas na regiao cromossomica
em volta do rs34481144, foram visualizados numa populagéo
com ancestralidade na Europa do norte e oeste do HapMap,
com o programa Haploview (9). Este SNP parece perten-
cer a0 mesmo bloco de LD do rs12252 (figura 2), estando
este Ultimo em LD perfeito com o rs1136853 (r?=1). O SNP
rs34481144 parece estar em LD com o rs6421983 (r°=0,88).
A anélise de transcricéo in vitro do IFITM3 com os hapldéti-
pos Hap1 e Hap4, ndo evidenciou diferencas significativas,
mesmo apés estimulo por interferdo, IFN-a ou IFN-y (dados
nao apresentados). A andlise in silico das variantes introni-
cas rs6421983 ¢.249+171G>A e ¢.249+171G>C, utilizando o
programa Human Splicing Finder (19), no revelou alteragdes
potenciais de splicing.
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Tabela 1: 2 Frequéncias alélicas e genotipicas das variantes do /FITM3 na populagdo geral portuguesa e em
doentes portugueses infetados pelo virus A(HIN1)pdm09

Doentes portugueses infetados pelo virus A(HIN1)pdm09 2

SNP, variante Gontiino (Eil%;) (Ic=)t4a1l> Slntomatalg%ga ligeira P Smtomat(glngQl)e grave ©
rs12252 ©6 0,00 (0/200) 0,0244 (1/41) 0,0526 (1/19) 0,00 (0/22)
¢.42T>C (p.Ser14Ser) cT 0,1200 (24/200) 0,1463 (6/41) 0,1053 (2/19) 0,1818 (4/22)
T 0,8800 (176/200) 0,8293 (34/41) 0,8421 (16/19) 0,8182 (18/22)
Alelo C 0,0600 (24/400) 0,0976 (8/82) 0,1053 (4/38) 0,0909 (4/44)
Alelo T 0,9400 (376/400) 0,9024 (74/82) 0,8947 (34/38) 0,9091 (40/44)
HWE¢ 0,815 1,170
rs34481144 AA 0,1100 (22/200) 0,0976 (4/41) 0,1053 (2/19) 0,0909 (2/22)
.-23G>A (5" UTR) AG 0,4450 (89/200) 0,4146 (17/41) 0,5789 (11/19) 0,2727 (6/22)
GG 0,4450 (89/200) 0,4878 (20/41) 0,3158 (6/19) 0,6364 (14/22)
Alelo A 0,3325 (133/400) 0,3049 (25/82) 0,3947 (15/38) 0,2273 (10/44)
Alelo G 0,6675 (267/400) 0,6951 (57/82) 0,6053 (23/38) 0,7727 (34/44)
HWE¢ 0,001 0,019
rs1136853 AA 0,00 (0/200) 0,0244 (1/41) 0,0526 (1/19) 0,00 (0/22)
¢.9C>A (p.His3GIn) AC 0,1050 (21/200) 0,1463 (6/41) 0,1053 (2/19) 0,1818 (4/22)
©C 0,8950 (179/200) 0,8293 (34/41) 0,8421 (16/19) 0,8182 (18/22)
Alelo A 0,0525 (21/400) 0,0976 (8/82) 0,1053 (4/38) 0,0909 (4/44)
Alelo C 0,9475 (379/400) 0,9024 (74/82) 0,8947 (34/38) 0,9091 (40/44)
HWE 0,614 1,170
rs11553885 T 0,00 (0/200) 0,00 (0/41) 0,00 (0/19) 0,00 (0/22)
¢.165C>T (p.Pro55Pro) TC 0,00 (0/200) 0,0488 (2/41) 0,0526 (1/19) 0,0455 (1/22)
cc 1,00 (200/200) 0,9512 (39/41) 0,9474 (18/19) 0,9545 (21/22)
Alelo T 0,00 (0/400) 0,0244 (2/82) 0,0263 (1/38) 0,0227 (1/44)
Alelo C 1,00 (400/400) 0,9756 (80/82) 0,9737 (37/38) 0,9773 (43/44)
HWE¢ NA 0,026
SNP cdi1 ©C 0,00 (0/200) 0,00 (0/41) 0,00 (0/19) 0,00 (0/22)
¢.33T>C (p.Pro11Pro) cT 0,00 (0/200) 0,0244 (1/41) 0,0526 (1/19) 0,00 (0/22)
T 1,00 (200/200) 0,9756 (40/41) 0,9474 (18/19) 1,00 (22/22)
Alelo C 0,00 (0/400) 0,0122 (1/82) 0,0263 (1/38) 0,00 (0/44)
Alelo T 1,00 (400/400) 0,9878 (81/82) 0,9737 (37/38) 1,00 (44/44)
HWE NA 0,006
rs56323507 T 0,00 (0/200) 0,00 (0/41) 0,00 (0/19) 0,00 (0/22)
¢.51C>T (p.Pro17Pro) TC 0,00 (0/200) 0,00 (0/41) 0,00 (0/19) 0,00 (0/22)
©6 1,00 (200/200) 1,00 (41/41) 1,00 (19/19) 1,00 (22/22)
Alelo T 0,00 (0/400) 0,00 (0/82) 0,00 (0/38) 0,00 (0/44)
Alelo C 1,00 (400/400) 1,00 (82/82) 1,00 (38/38) 1,00 (44/44)
HWE NA NA
r$56020216 ©C 0,00 (0/200) 0,00 (0/41) 0,00 (0/19) 0,00 (0/22)
¢.60T>C (p.Tyr20Tyr) cT 0,00 (0/200) 0,00 (0/41) 0,00 (0/19) 0,00 (0/22)
T 1,00 (200/200) 1,00 (41/41) 1,00 (19/19) 1,00 (22/22)
Alelo C 0,00 (0/400) 0,00 (0/82) 0,00 (0/38) 0,00 (0/44)
Alelo T 1,00 (400/400) 1,00 (82/82) 1,00 (38/38) 1,00 (44/44)
HWE¢ NA NA

PGP - Populagao geral portuguesa (este estudo); HWE - equilibrio de Hardy-Weinberg; NA - variante observada sem frequéncia ou populagédo (1000
Genomes Project) '"); SNP - Single Nucleotide Polymorphism; cd - codéo.

a Frequéncia alélica e genotipica documentada a partir do presente estudo; ba sintomatologia ligeira corresponde a doentes observados apenas em
ambulatério; © A sintomatologia grave corresponde a doentes hospitalizados em Unidades de Cuidados Intensivos; d valores do qui-quadrado do
HWE para os dados colhidos no presente estudo.
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Tabela 2: [} Associagdo dos polimorfismos rs12252, rs1136853 and rs34481144 ao risco acrescido de gripe com sinto-
matologia grave, sob diferente modelos de hereditariedade.

Modelo P P P OR
el SNP Tabela de contingéncia Qui-quadrado (x2)  Teste exato de Fisher @ (IC 95%)
Aditivo CC CT TT Heterozigoto
rs12252 Sintomas graves da gripe 0 4 18 NA 0,429 0,00 (0-NaN)
Sintomas ligeiros da gripe 1 2 16 Homozigoto
NA 0,486 0,00 (0-NaN)
AA AC CC Heterozigoto
rs1136853 Sintomas graves da gripe 0 4 18 NA 0,429 0,00 (0-NaN)
Sintomas ligeiros da gripe 1 2 16 Homozigoto
NA 0,486 0,00 (0-NaN)
AA AG GG Heterozigoto
rs34481144 Sintomas graves da gripe 2 6 14 NA 0 1,83 (0,20-16,51)
Sintomas ligeiros da gripe 2 1 6 Homozigoto
NA 0,578 0,43 (0,05-3,79)
Alélico T C NA 1 0,85 (0,20-3,66)
rs12252 Sintomas graves da gripe 40 4
Sintomas ligeiros da gripe 34 4
C A NA 1 0,85 (0,20-3,66)
rs1136853 Sintomas graves da gripe 40 4
Sintomas ligeiros da gripe 34 4
G A 0,100 0,149 0,45 (0,17-1,18)
rs34481144 Sintomas graves da gripe 34 10
Sintomas ligeiros da gripe 23 15
Dominante TT CC+CT NA 1 1,19 (0,23-6,12)
rs12252 Sintomas graves da gripe 18 4
Sintomas ligeiros da gripe 16 3
CC AA+AC NA 1 1,19 (0,23-6,12)
rs1136853 Sintomas graves da gripe 18 4
Sintomas ligeiros da gripe 16 3
GG AA+AG 0,041 0,062 0,26 (0,07-0,97)P
rs34481144 Sintomas graves da gripe 14 8
Sintomas ligeiros da gripe 6 13
Recessivo CT+TT CC NA 0,463 0 (0-NaN)
rs12252 Sintomas graves da gripe 22 0
Sintomas ligeiros da gripe 18 1
AC+CC AA NA 0,463 0 (0-NaN)
rs1136853 Sintomas graves da gripe 22 0
Sintomas ligeiros da gripe 18 1
AG+GG AA NA 1 0,85 (0,11-6,70)
rs34481144 Sintomas graves da gripe 20 2
Sintomas ligeiros da gripe 17 2
Sobredominante CC+TT CT NA 0,668 1,89 (0,31-11,68)
rs12252 Sintomas graves da gripe 18 4
Sintomas ligeiros da gripe 17 2
AA+CC AC NA 0,668 1,89 (0,31-11,68)
rs1136853 Sintomas graves da gripe 18 4
Sintomas ligeiros da gripe 17 2
AA+GG AG 0,047 0,062 0,27 (0,07-1,01)¢
rs34481144 Sintomas graves da gripe 16 6
Sintomas ligeiros da gripe 8 "

SNP - Single Nucleotide Polymorphism; IC - Intervalo de confianca; OR - Odds Ratio; NA - Nao aplicavel.

a0 teste exato de Fisher refere-se ao teste com duas caudas; b 0intervalo de confianga a 90% para um nivel de significancia de 10% (borderline): OR=0,26; 1C90% 0,09-0,79;
€ O intervalo de confianga a 90% para um nivel de significancia de 10% (borderline): OR=0,27; 1C90% 0,09-0,82.
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Figura 1: Histograma das frequéncias dos alelos e haplétipos nos doentes portugueses infetados pelo
virus A(HIN1)pdmO09.
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As barras de erro correspondem aos erros padrdo. Os graficos circulares & direita representam a distribuicdo dos gendtipos para o
SNP (Single Nucleotide Polymorphism) rs34481144 nos dois grupos sintomaticos da gripe.

Tabela 3: [} Associagdo dos haplétipos maioritarios® ao risco acrescido de gripe com sintomatologia grave.

Tabela de contingénci P P OR
abela oe contingencia Qui-quadrado (x2)  Teste exato de FisherP (IC 95%)

Ausente Presente 0,051 0,075 2,41 (0,99-5,86)¢
Haplétipo-1 Sintomas graves da gripe 16 28
Sintomas ligeiros da gripe 22 16

Ausente Presente NA 0,463 0,00 (0,00-NaN)
Haplotipo-3 Sintomas graves da gripe 44 0
Sintomas ligeiros da gripe 37 1

Ausente Presente 0,016 0,024 0,29 (0,10-0,82)
Haploétipo-4 Sintomas graves da gripe 37 7
Sintomas ligeiros da gripe 23 15

IC - Intervalo de confianca; OR - Odds Ratio; NA — Nao aplicavel.

a Os haplétipos maioritarios s@o os que apresentam uma frequéncia > 5% nos grupos populacionais em estudo: populagao geral portuguesa e doentes infetados pelo
virus A(H1N1) da gripe. Para a definigdo dos haplétipos ver o corpo do texto; b 0 teste exato de Fisher refere-se ao teste duas caudas; © O intervalo de confianca a
90% para um nivel de significancia de 10% (borderline): OR=2,41; 1C90% 1,14-5,08.
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Figura 2:

Os padrdes de desequilibrio de ligagdo (LD) na regido genémica em torno do rs34481144

segundo o HapMap, visualizados pelo programa Haploview () numa populagdo com
ancestralidade oriunda da Europa do norte e oeste.
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0 segundo bloco de LD contém o SNP rs34481144 correlacionado com rs6421983 (r=0,88) e dois SNPs
correlacionados com os SNPs rs12252 e rs1136853 (r=1,00). As frequéncias dos alelos minoritarios destes SNPs
sao 0,495 para 0 rs34481144, 0,485 para 0 rs6421983, e 0,045 para ambos 0s rs12252 e rs1136853.

_Conclusdes

A pandemia de gripe de 2009 pelo virus A(HIN1)pdmO9 sus-
citou a estudos de associacao da variante do SNP rs12252 do
gene IFITM3 com a gripe sintomaticamente grave. No nosso es-
tudo de associacao genética na populacéo portuguesa o alelo
rs12252-C nao se revelou significativamente associado a do-
enca grave como previamente descrito (3-6). Porém, o alvo do
nosso estudo, o SNP rs34481144, localizado no mesmo bloco
LD que 0 rs12252 e em LD com 0 rs6421983, no seu alelo A pa-
rece conferir protegao contra as formas graves de doenca.

A analise de associagao genotipo-fendtipo, dos haplétipos mais
frequentes na populacdo geral portuguesa, revelou uma asso-
ciacdo estatisticamente significativa com a doenca grave (Hap1)
ou ligeira (Hap4), sendo que neste Ultimo caso a associagao re-
sistiu ao critério FDR (OR=0,29; 95% IC 0,10-0,82). E notavel

neste caso, que o Hap inclui o alelo protetor rs34481144-A mas
nao o alelo de suscetibilidade rs12252-C. Além do mais, 0s re-
sultados séo sugestivos de uma associagao do Hap1, que inclui
0 alelo rs34481144-G mas nado o alelo rs12252-C, com a gripe
de sintomatologia grave a um nivel de significancia borderline
(OR=2,41; 90% IC 1,14-5,08). A associacdo com a gravidade
da doenca também foi observada para o SNP rs34481144 onde
0 alelo minoritario A foi indicativo de um efeito protetor num
modelo de hereditariedade dominante (OR=0,26; 95% IC 0,07-
0,97). Em conformidade com estes resultados, quando compa-
radas as frequéncias dos SNPs e Hap entre os dois grupos de
pacientes e a populacdo geral portuguesa, foram observadas
diferengas estatisticamente significativas, nomeadamente a
frequéncia do alelo protetor rs34481144-A no grupo com doen-
ca grave foi mais baixa que o previsto pela andlise da popula-
cdo geral, a frequéncia do Hap1 deletério no grupo de doenca
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ligeira mais baixo que o expetavel, e a frequéncia do Hap4 pro-
tetor no grupo de doenca grave mais baixo que o observado na
populacao geral portuguesa. A proporcéo de casos com sinto-
mas graves que poderiam ser evitados se todos os individuos
da populacédo apresentassem o alelo protetor rs34481144-A foi
estimada, respetivamente, em 56% e 64% na populacéo geral
e no grupo de individuos com doenca ligeira.

Os mecanismos genéticos e moleculares das proteinas IFITM
que interferem com os ciclos de infegdo viral e bacteriana
ainda ndo estéo inteiramente elucidados (12:13). No nosso es-
tudo, o SNP rs34481144 no seu alelo G foi associado com for-
mas graves da infegao pelo virus da gripe. A analise in vitro
da transcricdo dos haplétipos Hap1 e Hap4 mais frequentes
do gene IFITM3 n&o evidenciou nenhuma diferenca significa-
tiva, com ou sem estimulagao pelo IFN-ct ou [FN-y.

_Conclusdes

Estes resultados apontam para diferencas importantes no
risco de desenvolver doenga grave por infegao pelo virus da
gripe A(HIN1)pdmQ9 em populacdes de fundo genético dife-
rente. A confirmacao dos nossos resultados em grupos popu-
lacionais maiores e em estudos funcionais dos SNPs em LD
com 0 rs34481144 (rs6421983) seria necessaria para identifi-
car novos alvos de intervencéo no controlo da gripe.
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