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RESUMO

A hepatite B cronica apresenta amplo espectro de manifestacdes clinicas,
resultante de diversos fatores, tais como o padrao de secre¢do e polimorfismo nos genes
de citocinas. Este trabalho objetiva correlacionar os polimorfismos TNF-a -308G/A,
INF-y +874A/T, TGF-B1 -509C/T e IL-10 -1081A/G e os niveis séricos destas citocinas
com a apresentacao clinica da hepatite B. Foram selecionados 53 casos consecutivos de
hepatite B, sendo divididos em grupo A (portador inativo= 30) e B (hepatite
cronica/cirrose= 23). Como grupo controle, selecionaram-se 100 individuos com anti-
HBc e anti-HBs positivos. Os niveis séricos das citocinas foram determinados por
ensaios imunoenzimaticos, tipo ELISA (eBiosceince, Inc. Califérnia, San Diego, USA).
A amplificagdo génica das citocinas se realizou pela PCR e a andlise histopatologica
obedeceu a classificacdo METAVIR. Identificou-se maior prevaléncia do gendtipo
TNF-a -3084G (43,3% vs. 14,4%) no grupo B do que nos controles e a presenga do
alelo A se correlacionou com risco de infec¢do cronica pelo VHB (OR= 2,6). Os niveis
séricos de INF-y e de IL-10 foram maiores (p< 0,001) nos controles do que os demais
grupos e, inversamente, as concentragdes plasmaticas de TGF-B1 foram menores no
grupo controle (p< 0,01). Observou-se, na histopatologia hepatica, que atividade
inflamatoria > 2 se correlacionou com maiores niveis de TNF-a e de INF-y (p< 0,05),
assim como a fibrose > 2 com maiores niveis de INF-y (p< 0,01). Na populagdo
pesquisada, menores niveis séricos de INF-y e de IL-10 e maiores de TGF-1 estiveram
associados com a hepatite B cronica, bem como a presenca do alelo 4 no gene TNF-a. -
308 aumentou em 2,6 o risco de cronificagao.
Palavras-chave: hepatite B cronica, polimorfismos nos genes de citocinas, nivel sérico

de citocinas.
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ABSTRACT

Chronic hepatitis B has a wide spectrum of clinical manifestations
resulting from various factors, such as the pattern of secretion and polymorphism in
cytokine genes. This work aims to correlate the TNF-o -308G/A, INF-y +874A/T,
TGF-B1 -509C/T e IL-10 -108 1 A/G polymorphisms and serum levels of these cytokines
with the clinical presentation of hepatitis B. It was selected 53 consecutive cases of
hepatitis B divided into group A (inactive carrier= 30) and B (chronic hepatitis /
cirrthosis= 23). As a control, we selected 100 individuals anti-HBc and anti-HBs
positives. Serum levels of cytokines were determined by enzyme immunoassays
(eBiosceince, Inc. California, San Diego, USA). The gene amplification of cytokines
was carried out by PCR and histopathological analysis followed by METAVIR
classification. It was identified that genotype TNF-ao -308GA was more prevalent
among B group than controls and that presence of A allele increased the risk for chronic
disease (OR= 2,6). The serum levels of INF-y and IL-10 were higher (p <0,001) in
controls than others groups A and B and the TGF-1 levels were lower (p < 0,01) in
controls. It was noted that inflammatory activity > 2 correlated with higher levels of
TNF-a and IFN-y (»p<0.01) and fibrosis > 2 with higher levels of INF-y (p <0.01). In the
studied population, lower INF-y and IL-10 levels and higher TGF-B1 level were
associated with chronic hepatitis B, and that the presence TNF-a -308 4 allele increased

in 2,6 the risk for chronic disease .

Keywords: chronic hepatitis B, polymorphisms in cytokine genes, serum levels of

cytokines.
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1 INTRODUCAO
1.1 CONSIDERACOES INICIAIS

A hepatite B continua sendo um grande problema de satde publica, visto
a existéncia de evidéncia sorologica de infeccdo passada em cerca de dois bilhdes de
individuos no mundo, sendo que destes, 350 milhdes permanecem cronicamente
infectados (WHO, 2007). A possibilidade de evolugao para insuficiéncia hepatocelular e
carcinoma hepatocelular (CHC), torna esta doenga responsavel por 500.000 a um
milhdo de mortes por ano e ¢ uma das principais causas de transplante hepatico (Lok &

McMahon, 2007).

A descoberta do Virus da hepatite B (VHB) reporta a década de 1940,
quando baseado nas diferengas epidemioldgicas observadas nos casos de hepatite
infecciosa, MacCallum (1947) introduziu os termos hepatite A, para os casos de
infeccdo com repercussao epidémica e hepatite B, para os casos de transmissao através

do soro, termos estes, adotados entdao pela Organizagao Mundial de Satude (OMS).

O passo principal para a descoberta do VHB foi dado por Blumberg et
al. (1965), ao detectar um novo antigeno presente no soro de um aborigine australiano,
entdo denominado antigeno Australia, que reagia ao entrar em contato com o soro de
hemofilicos transfundidos e de pacientes leucémicos. Coube a Prince (1968) e a Okochi
& Murakami (1968), a associagdo definitiva entre o antigeno Australia e a hepatite B.

Dane et al. (1970) e Almeida ef al. (1971) conseguiram caracterizar de
maneira mais completa a particula do VHB, sendo entdo denominada particula de Dane.
Posteriormente, foi ampliado os conhecimentos sobre novos antigenos virais e
identificado o seu material gendmico (Magnius & Espmark, 1972; Kaplan et al., 1973;

Robinson, 1975).
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Apos a introducao das técnicas de biologia molecular na década de 1980,
como a reagdo de hibridizagdo e a reagdo em cadeia mediada pela polimerase (PCR),
além de técnicas de sequenciamento gendmico, tornaram-se possiveis estudos
moleculares detalhados do genoma de DNA do VHB (Seeger & Mason, 2000).

Uma vez infectado pelo VHB, o individuo pode apresentar um quadro
agudo auto-limitado ou evoluir para cronificacdo, inclusive indo a Obito pelas
complicagdes graves da doenga hepatica cronica. As diferentes manifestagdes clinicas
resultam da interacdo de fatores inerentes ao hospedeiro, ao virus e as condigdes
ambientais concomitantes, com destaque para a idade e o padrdao imunolédgico do

individuo infectado (Pungpapong et al., 2007).

1.2 CARACTERISTICAS DO VHB

O VHB pertence a familia Hepadnaviridae, do  género
Orthohepadnavirus, no qual se encontram outros membros que compartilham
caracteristicas estruturais e funcionais. Neste género estao incluidos os virus da
marmota, Woodchuck hepatitis virus — WHYV; do esquilo, Ground Squirrel hepatitis
virus — GSHV; do esquilo do artico, Artic ground squirrel hepatitis virus — ASGHV; e
do macaco, Woolly Monkey hepatitis B virus — WMHBYV. Outros virus classificados
neste género encontrados em espécies de macacos, de orangotangos e de gorilas sdo
muito semelhantes ao virus de humanos, mas filogeneticamente distintos, levando a
hipétese de que o VHB tenha surgido apoés a infecgdo humana a partir do contato
interespécie com outros primatas nao humanos (Ganem & Schneider, 2001; Mason et

al., 2005).
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O outro género da familia Hepadnaviridae, o Avihepadnavirus, ¢
composto por virus hepatotrépicos encontrados em aves, destacando-se os descritos no
pato, Duck hepatitis B virus — DHBV; na gar¢a, Heron hepatitis B virus — HHBV; e no
ganso, Snow goose hepatitis virus — SGHV (Ganem & Schneider, 2001; Mason et al.,
2005).

As caracteristicas comuns aos hepadnavirus incluem o forte tropismo por
células hepaticas, a presenca de particulas virais envelopadas, a formacao do genoma
por DNA de fita dupla incompleta e a utilizacdo da via transcriptase reversa na
replicacdo (Ganem & Schneider, 2001).

No soro do paciente infectado, por meio da microscopia eletronica, €
possivel a visualizagao de dois tipos distintos de particulas virais (Figura 1): uma de 42
nm de tamanho, a particula viral completa, e outra composta apenas de proteinas do
envelope viral, podendo ser de formato circular ou filamentoso (Ganem & Prince,
2004).

A particula viral completa do VHB (Figura 2) apresenta 40 a 42 nm de
diametro e ¢ formada por um envelope lipoprotéico contendo em seu interior uma
estrutura icosaédrica dita core ou nucleocapsideo, a qual alberga o material gendmico
viral (Ganem & Prince, 2004). O genoma viral ¢ composto por 3.200 nucleotideos (nt),
de conformacao circular, de fita dupla, parcialmente completa e aberta (Figura 3). O
DNA do VHB possui quatro regides de transcri¢ao (open reading frame — ORF): regiao
S, regido C, regido X e regido P; responsaveis pela codificacdo das principais proteinas
virais (Ganem & Prince, 2004). Ainda compondo o genoma, na por¢ao terminal de cada
fita, ha duas curtas regides repetitivas de 11 nt, a DR1 e DR2, que servem de iniciadores

da sintese do DNA.
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Figura 1 - Visualiza¢do das particulas do VHB no soro de paciente infectado pela
microscopia eletronica. (A): particula viral completa; (B): aglomerados protéicos
esféricos; (C): aglomerados protéicos filamentares do VHB (Fonte: National Center for

Infectious Diseases, 2007, adaptado).

polimerase

DNA

Figura 2 - Representacdo esquematica da particula viral completa do VHB (Fonte:

Torontoliver.ca).
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Figura 3 - Representacdo esquematica do genoma do VHB (Fonte: Beck & Nassal,

2007).

A regido S ¢ dividida em regido pré-S1, pré-S2 e S, as quais codificam as
proteinas do envelope viral. A transcri¢do simultanea das regides pré-S1, pré-S2 e S
produz a proteina maior, composta de 389 a 400 aminodcidos (aa), conhecida como
proteina L (large). A segunda proteina do envelope, a M (middle), ¢ formada pela
transcricdo das regides pré-S2 e S, consistindo em 281 aa. Por fim, a terceira proteina, a
qual ¢ a mais abundante e a menor entre elas, ¢ a S (small), também conhecida como
HBsAg, surge pela transcrigdo da regido S, contendo 226 aa (Bruss, 2007). O envelope

viral ao envolver a regido do core forma a particula viral completa, caso contrario sao
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liberadas do hepatdcito apenas como particulas subvirais de conformagao esférica ou
filamentar.

As glicoproteinas do envelope exercem as fungdes de ligacdo do virus
aos receptores presentes nas células do hospedeiro, de cobertura da regido do
nucleocapsideo e participam da liberagao das particulas virais pela célula infectada
(Bruss & Ganem, 1991; Klingmuller & Schaeller, 1993; Bock et al., 1999; Seeger &
Mason, 2000).

A proteina HBsAg exibe grande heterogeneidade antigénica que permite
classificar o VHB em nove subtipos de acordo com a combinacdo de trés alelos
(Couroucé et al., 1978). Todos possuem em comum o determinante a ¢ cada um dos
outros determinantes mutuamente exclusivos d/y e w/r, identificando-se os sorotipos
aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq+ e adrg-.

Na atualidade, prefere-se classificar o VHB em gendtipos, os quais
diferem entre si através de mudancas, de no minimo 8 %, nas seqiiéncias nucleotidicas
da regido S e se associa com os subtipos anteriormente descritos, como se observa na
Tabela 1 (Locarnini, 2004; Schaefer, 2007). Reconhece-se hoje oito genotipos
diferentes (Figura 4), denominados de A a H, além de numerosos subgenotipos, quando

ocorrem no mesmo gendtipo diferencas no genoma acima de 4 % (Schaefer, 2007).
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Figura 4 — Arvore filogenética do genoma completo do VHB (Fonte: Norder et al.,

2004, adaptado).

O gendtipo A ¢ dividido em cinco subgendtipos, Al(Aa), A2(Ae), A3,
A4 e AS, assim como os genotipos B, C e D. Os subgenotipos do F sdo F1 a F4, e ainda
nao foram descritas subclassificagdes para os genotipos E, G e H (Schaefer, 2007).
A regido C compreende as areas pré-core e core, as quais codificam a proteina C do

VHB, conhecida como HBcAg, composta de 183 a 185 aa (21 kD), de fungao estrutural,
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essencial para replicagdo viral e principal formadora da regido do core ou
nucleocapsideo. A montagem de particulas subvirais do core requer a formacao de
dimeros, estabilizados por duas pontes de dissulfeto, que ao final conferem uma
conformagdo icosaédrica a esta estrutura. A principal funcdo do nucleocapsideo ¢ a
protecdo do material gendmico viral, além de oferecer alvos para a interacdo com
componentes do envelope (Seeger & Mason, 2000; Bruss, 2007).

Outro antigeno associado ao core viral ¢ o HBeAg, encontrado em forma
soluvel no plasma de individuos infectados. A proteina E, de 16 kD, ¢ derivada da
protedlise de um precursor com regides comuns ao HBcAg. Sua funcdo nao ¢
totalmente conhecida, admitindo-se participar da cobertura do DNA viral pelo
nucleocapsideo, contudo sabe-se que a mesma ndo ¢ essencial para a replicacao viral
(Ganem & Prince, 2004).

A regido X codifica o antigeno X, HBxAg, cuja fungdo ndo esta
totalmente conhecida. Acredita-se que ela modula o sinal de transducdo da célula
hospedeira, afetando direta ou indiretamente a expressao de genes virais € do
hospedeiro, além de estabilizar os RNA virais (Zoulim et al., 1994; Seeger & Mason,
2000).

A tradugdo da regido P, a maior do genoma viral, ocupando cerca de
80% deste, permite o aparecimento de dois dominios principais. O dominio amino-
terminal, chamado de proteina terminal, tendo papel critico no empacotamento do RNA
pré-gendmico (pgRNA) e serve como iniciador da transcricao da fita negativa do DNA
viral. O segundo dominio, o carboxi-terminal, permite a transcricdo da transcriptase
reversa, a qual funciona a semelhanca da polimerase dos retrovirus (Seeger & Mason,

2000; Ganem & Prince, 2004).
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O conhecimento da replicagdo do VHB se apoia em estudos de
transinfeccdo do DNA viral clonado em linhagens de células e a partir de modelos
animais infectados com outros hepadnavirus relacionados, sendo que ainda permanecem
varias etapas nao totalmente esclarecidas (Figura 5).

Sabe-se que ha ligacdo das particulas virais por meio das proteinas do
envelope com receptores celulares nos hepatocitos. Uma vez internalizados, hd o
transporte do nucleocapsideo em dire¢do ao nucleo celular, através dos microtubulos
presentes no citoplasma. Ao alcangar a membrana nuclear, ocorre a ligacao da regido C-
terminal da proteina do core com receptores de importagdo o presentes no complexo de
poros nucleares (CPN), ativando um sinal de localizagdo intra-nuclear. Posteriormente,
ha a interacdo com os receptores f3, facilitando a passagem pelo CPN. Neste momento
acontece a retengdo das proteinas do nucleocapsideo e a permissao da entrada do DNA
viral (Kann et al., 2007).

Neste ambiente, 0 DNA genomico viral ¢ convertido para uma forma
circular fechada, covalente, dita cccDNA, cujo processo de formagdo ndo estd
esclarecido. Além do cccDNA, o genoma viral pode se integrar aos cromossomos
hospedeiros durante o curso da infeccdo, de forma rearranjada ou ndo. Sugere-se que
nesta forma ha transcri¢ao preferencial de RNA mensageiro (mRNA) do HBsAg,
enquanto que as regides do core e da polimerase sao interrompidas (Seeger & Mason,

2000).
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Figura S - Representag@o esquematica do ciclo replicativo do VHB (Fonte: Ganem &

Prince, 2004, adaptado).

O cccDNA formado serve de molde para a transcrigdo de RNA
gendmicos ou sub-gendmicos, através da RNA polimerase II do hospedeiro. Cortes
(splices) no RNA sao regulados pelo elemento regulatorio postranscricional. Além das
varias fitas de RNA, forma-se também o pgRNA, que compreende o tamanho inteiro do
genoma mais uma regido redundante terminal de 120 nt, que contém a segunda copia da
regido DRI e o sinal € com uma cauda de poliadenilato (Beck & Nassal, 2007). Todos

os mRNA sdo transportados para o citoplasma, onde sdo traduzidos em proteinas do
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envelope, do core e a polimerase, além dos peptideos X e pré-core (Ganem & Prince,
2004; Beck & Nassal, 2007).

A seguir, o nucleocapsideo assume seu formato icosaédrico e encapsula
uma unica molécula de RNA gendmico, por acao da sinalizagdo emitida quando ocorre
a ligagdo do sinal € com a proteina P (sinal de cobertura). Uma vez dentro do
nucleocapsideo, inicia-se a transcri¢ao reversa. O primeiro nt formado ¢ covalentemente
ligado a proteina P, estendendo-se até completar a fita negativa, seguida da sintese
parcial da fita positiva do DNA viral (Beck & Nassal, 2007).

Algumas particulas do core sdo transportadas ao nucleo da célula
hospedeira, mantendo a concentragdo estavel de cccDNA, enquanto que outras seguem
em dire¢ao ao reticulo endoplasmatico, onde recebem as lipoproteinas do envelope viral
e, via complexo de Golgi, sdo levadas a membrana celular e exportada da célula
hospedeira (Ganem & Prince, 2004).

O VHB ¢ considerado um virus oncogénico, sendo realizados varios
estudos para o entendimento molecular de tal fendmeno. Até o presente, acredita-se em
um efeito multifatorial, incluindo mecanismos diretos e indiretos que agem
sinergicamente. A integracdo do DNA viral no genoma da célula hospedeira ocorre
precocemente e tem sido demonstrada uma série de efeitos em genes relacionados a
oncogénese. Nos casos de infeccdo cronica, a inflama¢do permanente resulta no
acumulo de mutagdes criticas no genoma do hospedeiro. Adicionalmente, proteinas
regulatorias dos ativadores da pré-S2 e da HBxAg poderiam funcionar como
promotores de proteinas tumorais (Lupberger & Hildt, 2007)

Durante o processo de replicagdo, poderdo ocorrer mutagdes no DNA

viral, na ordem estimada de 1,4 a 3,2 x 107 substituicdes nucleotidicas por sitio por ano,
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o que ¢ cerca de 10 vezes maior que qualquer outro virus de DNA (Locarnini, 2004).
Sabe-se, também, que a meia-vida da concentragao do VHB no soro ¢ de um a dois dias
e a carga viral aproximada ¢ de 10'' copias/mL. Portanto, a alta carga viral e a taxa de
substitui¢do de subpopulagdes do VHB, acompanhadas da baixa fidelidade durante a
replicacdo viral, influenciam na geragdo de mutantes e quase-espécies do VHB
(Locarnini, 2004).

Dentre as mutagdes estudadas, destaca-se a mutacao dos genes da regiao
basal promotora do core, da pré-core e do core. Em todas, ha redug¢ao ou bloqueio da
sintese da proteina “e”, fenotipicamente identificada em pacientes HBeAg negativos,
mas com replicagdo viral continua.

Na regido pré-core, a parada da sintese da proteina “e” ocorre por
substitui¢do de G (guanina) por A (adenina) na posi¢do 1896 nt, € mais raramente no nt
1899, modificando o cédon TGG, especifico para o aminoacido triptofano, para um
codon de parada precoce TAG (Carman et al., 1989; Brunetto et al., 1990 e Karasawa
et al.,1997).

Sabe-se, que no momento da replicagdao deste mutante, ha necessidade da
existéncia da timina (T) na posi¢ao 1858 nt, favorecendo a estabilidade do processo
(Frias et al., 1995 & Chan et al., 1999). Consequentemente, a mutagdo que previne a

sintese do HBeAg ¢ rara nos gendtipos A, que contém a citosina (C) no 1858 nt e

comum nos B, C, e D, os quais contém a T nesta posicao (Tabela 1).
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Tabela 1 — Genotipos, subgendtipos e subtipos do VHB e a frequéncia das mutagdes

pré-core e da regido basal promotora do core.

Genotipos Subtipos Sub- Mutagdo pré- Mutagdo da regido basal
gendtipos core (A1898G)  promotora  do  core
(A1765T, G1764A).
A adw2, aywl Al - AS incomum Comum
(C1858)
B adw2,aywl B1-BS comum comum
(T1858) incomum B1 e B2
C adw2, adr, C1-C5 comum Comum
ayr
D ayw2, ayw3 D1 -D5 comum Comum
E ayw4 niao nio descrita nio descrita
descrito
F adw, ayw F1-F4 incomum nao descrita
(C1858)
G adw2 nao niao descrita nio descrita
descrito
H Adw nio nio descrita nio descrita
descrito

Fonte: Locarnnini, 2004; Schaefer, 2007.

A mutagdo pré-core também acontece pela substituicao de T para C no nt
2, de G para A no nt 3, da dele¢do de G nos nt 83 e 86, da inser¢do de T entre os nt 26 ¢
27 ede TT entre os nt 12 e 13 (Okamoto et al.,1990).
Pesquisadores japoneses demonstraram o papel das mutagdes no promotor pré-
core/core do tipo T-1762, A-1764 (Takahashi et al., 1995), T-1653 e C/A/G-1753

(Takahashi ef al., 1999) na redugdo dos niveis e ndo no desaparecimento do HBeAg.
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Outra mutacao de interesse ¢ a presenca do gene pré-S/S, intimamente
relacionada com estudos de faléncia da imunoprofilaxia pds-natal contra o VHB (Hsu et
al., 1997; Ngui et al., 1998), onde as criangas com cepas dominantes HBsAg negativas
nao responderiam ao uso de vacinas e imunoglobulinas especificas contra o VHB. A
analise do sequenciamento desses casos revelou a presenga da adenosina no lugar da

guanosina no aa 145 da regido determinante a da proteina de superficie.

As mutagdes descritas no gene P relacionam-se fortemente com a
resisténcia a terapia antiviral, onde o ponto e o tipo de mutacao variam de acordo com o

analogo nucleosideo ou nucleotideo usado (Angus ef al., 2003).

Finalmente, a mutagao da regido X pode envolver elementos regulatérios
que controlam a replicacao, como a regido basal do promotor do core e a Enhance II.
Segundo Uchida et al. (1997), ha dois tipos principais de mutagdo: delecao do nt 8§,
levando a supressao da replicacao e da expressao do HBV-DNA, e substituicao de T por
C (nt 1655), de T por A (nt 1764) e de A por G (1766), relacionados aos casos de

hepatite fulminante.

Os diferentes genotipos e subgendtipos se correlacionam com os subtipos
descritos e apresentam freqiiéncias variadas dos tipos de mutagdes, como demonstrado

na Tabela 1 (Locarnnini, 2004; Schaefer, 2007).

1.3 EPIDEMIOLOGIA DO VHB
1.3.1 Vias de Transmissiao
O VHB ¢ transmitido mediante a exposicao percutanea ¢ das membranas

mucosas ao sangue e fluidos corporeos contaminados, entre eles o soro, s€émen e saliva.
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A presenca do HBeAg no soro se correlaciona com altas cargas virais, facilitando a
transmissibilidade do virus. Reconhece-se como vias de transmissdo a
percutanea/parenteral, a sexual, a vertical e a horizontal (Alter, 2003).

A via percutanea esta relacionada a transfusdo de hemoderivados
contaminados, equipamentos de saude como agulhas e outros aparelhos invasivos, uso
de drogas intravenosas (UDIV), acupuntura, piercings e tatuagens, assim como qualquer
outro instrumento perfuro-cortante. Esta exposicao ¢ facilitada pela capacidade do VHB
em se manter em natureza por cerca de sete dias em objetos inanimados, explicando
inclusive surtos da infeccao apos acupuntura e colocagao de piercing ou tatuagens (Mast
et al.,20006).

Em pessoas adultas, o maior risco da infec¢do se da através de atividade
sexual de alto risco. Entre estas atividades destacam-se o homossexualismo masculino,
o elevado ntimero de parceiros, os anos de atividade sexual e a historia prévia de outras
doencas sexualmente transmissiveis (DST). Parceiros sexuais de pacientes com infec¢ao
aguda ou cronica pelo VHB, também sao suscetiveis (Alter, 2003).

O risco da transmissdo perinatal do VHB tem sido bem estabelecido e
esta fortemente associado com a presenca do HBeAg. Maes portadoras do HBeAg
positivo tem de 40 a 70% de chance de transmitir o virus para seu concepto, enquanto
nas maes HBeAg negativas a chance de transmissao ¢ de 10 a 40% (Fattovich et al.,
2008). Mesmo as criangas que nao foram infectadas no periodo neonatal, permanecem
com o risco de adquirir o VHB na primeira infancia, podendo chegar at¢ 40% de
infectados em 5 anos (Doganci, 2005).

Contatos nao sexuais de pacientes cronicamente infectados pelo VHB,

também podem adquirir a infecgdo, através da convivéncia prolongada, como o
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ambiente familiar. Esta via de transmissao pessoa-a-pessoa se utiliza de uso comum de
material de higiene pessoal como escovas de dentes, laminas de barbear ou contato
acidental de solucdes de continuidade cutdneas e mucosas com fluidos organicos do
individuo contaminado (Alter, 2003). Em determinados locais da Amazonia, parece ser
esta a via de maior importancia epidemiologica, resultante das condi¢des soOcio-

econOmicas e por habitos culturais peculiares da regidao (Lobato et al., 2006).

1.3.2 Soroepidemiologia

A OMS informa que existem no mundo mais de 2 bilhdes de pessoas que
entraram em contato com o VHB, permanecendo 350 a 400 milhdes cronicamente
infectados. Destes, 15 a 40% evoluirdo para a descompensacao, estimando que a cada
ano, 500 mil a um milhdo de 6bitos estejam relacionados com esta infecc¢ao, seja por
complicagdes da cirrose, seja por CHC (Alter, 2003).

De acordo com a prevaléncia do HBsAg na populacao (Figura 6), ¢
possivel identificar areas de baixa (< 2%), intermediéria (2 a 7 %) e de alta prevaléncia
(> 8%), reconhecendo as regides da Asia, do sul do Pacifico, da Africa sub-saariana, as
populagdes indigenas residentes no Artico, na Australia, na Nova Zelandia e as
populagdes da América do Sul e do Oriente Médio como as mais endémicas (Lok &
McMahon, 2007).

O padrao endémico da hepatite B ¢ diretamente relacionado com a forma
e com a idade do contdgio (Alter, 2003). Nas regides de alta endemicidade, a infec¢ao
se faz em tenra idade, através da vias verticais e perinatais; enquanto nas intermediarias,

o contato ¢ mais tardio, através da via horizontal, sexual e parenteral por UDIV,
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ocupacional e nosocomial. Em areas de baixa prevaléncia do HBsAg, a transmissao

ocorre eminentemente pela atividade sexual e UDIV.

‘ Prevaléncia do
HBsAg

B >3g8%alta o fb
2-7% intermediario
> 2% baixa

Figura 6 — Distribuicao geografica da infec¢ao cronica pelo VHB (Fonte: CDC,

2008, adaptado).

Na América Latina, areas de alta prevaléncia sdo encontradas na regido
nordeste e na Bacia Amazodnica, contrastando com areas de baixa endemicidade como a
regido sudoeste e locais de clima temperado (Parana & Almeida, 2005). Estas diferencas
podem estar correlacionadas as condigdes socio-econdmicas € culturais, as intensas
correntes migratorias, além da susceptibilidade genética (Santos et al., 1995).

Em 1990, Fay et al. publicaram uma pesquisa epidemiolodgica a partir de
triagem em bancos de sangue, confirmando que o padrao de endemicidade do VHB ¢
bastante varidvel: baixo em paises de clima temperado da América do Sul, no México e

algumas ilhas do Caribe; intermedidrio no Brasil, paises dos Andes, parte da América
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Central e do Caribe; e alta na Bacia Amazdnica, compreendendo parte do territério do
Brasil, do Peru, da Venezuela e da Colombia.

Estudo de Silveira et al. (1999), analisando a soroprevaléncia do anti-
HBc total em seis paises da América Latina, em individuos entre um a 40 anos de idade,
encontraram uma prevaléncia de 21,4% na Republica Dominicana, 7,9% no Brasil,
3,2% na Venezuela, 2,1 na Argentina, 1,4% no México e 0,6% no Chile.

No Brasil, a prevaléncia da infec¢do pelo VHB também tem distribuigao
heterogénea, aumentando no sentido sul-norte (Figura 7). A Amazodnia legal ¢
reconhecidamente uma regiao de maior endemicidade, observando-se, também, distintas
areas, com predominio da infeccao no lado ocidental. Outros bolsdes da infec¢cdo sao
encontrados nas cidades de Cascavel (PR), Chapeco (SC) e Francisco Beltrao (PR), na
regido Sul, além dos municipios de Carai (MG) e Cachoeira do Itapemirim (ES), no
Sudeste (Souto, 1999).

A Secretaria de Vigilancia em Satde (SVS), do Ministério da Satude
(MS), revela que em 2007 houve notificagao de 6,14 / 100.000 de casos novos de
hepatite B (Brasil, 2009), com maior nimero procedente da regiao Sul (12,89 / 100.000
habitantes) e menor no Nordeste (Figura 8). Mediante a avaliagdo histérica, desde 1999,
observa-se claramente um aumento na incidéncia da hepatite B até o ano 2005,
explicado pelo grande esfor¢co das autoridades de satde de todos os niveis de se
aproximar cada vez mais da verdadeira realidade, permitindo assim melhorar as
politicas de prevencao e controle. Por outro lado, desde entdo, as taxas vém decaindo,
talvez por reflexo das medidas preventivas, ndo esquecendo a possibilidade de

subnotificagoes.



Figura 7 — Distribuicdo da prevaléncia do HBsAg
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Na Amazonia, a hepatite B esta mais concentrada no lado ocidental,
sendo a transmissao intrafamiliar mais prevalente que a vertical, posto que a maioria das
criancas de maes HBsAg positivas, soroconvertem para o anti-HBs antes do primeiro
ano de idade (Lobato et al., 2005).

Trabalho de Bensabath & Soares (2004), investigando a prevaléncia da
hepatite B em varias populagdes da bacia Amazonica, reportaram prevaléncias que
variavam de 0,7 a 7,2%, sendo maior entre indigenas, agricultores e garimpeiros.
Achado semelhante foi relatado por Braga et al. (2001) ao realizarem estudos de
soroprevaléncia em populagdes indigenas amazdnicas, encontrando uma grande
variacao de resultados, 0 a 20,3%, sendo maior nas margens do rio Purus e Jurua.

Santos et al. (1995) investigaram sete comunidades urbanas e 24 grupos
indigenas, no Estado do Pard, detectando positividade do HBsAg entre 0 a 2,1% nos
nucleos urbanos, significantemente menor que entre os amerindios, onde relataram
variagdo de 0 a 14,2%. Em varias localidades do Estado do Acre, Viana ef al. (2005)
encontraram 3,3% de prevaléncia do HBsAg e 61,5% de anti-HBc, confirmando ser esta
uma area de grande importancia epidemiolédgica para o VHB.

Entre os Estados da regido norte, o nimero de notificagdes da hepatite B,
em 2005, por ordem decrescente foi de 263 casos em Rondonia, seguido de 155 no
Tocantins, 122 no Para, 81 no Amazonas, 74 no Acre, 35 no Amapa e 30 em Roraima.
No mesmo ano, em toda a regido registraram-se apenas 51 oObitos, sendo 21 no
Amazonas (Brasil, 2008).

Em associagdo com a hepatite B, outros virus também assumem grande
interesse epidemiologico, em especial o Virus da hepatite Delta (VHD) e o Virus da

Imunodeficiéncia Humana-1 (HIV-1). Na populacao mundial, estima-se 18 milhdes de
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co-infeccoes VHB/VHD, com as maiores prevaléncias em areas do Mediterraneo,
pequenas areas centrais da Africa ¢ da Amazonia ocidental brasileira, peruana e
venezuelana (Fonseca, 2002a).

Desde 1983, na bacia Amazonica, foram relatados casos de hepatite
grave, com 70% de evolugdo para fulminacao, na regido de Boca do Acre (AM), sendo
posteriormente identificados como quadros de VHD (Bensabath et al., 1987). Em
trabalhos de revisdo sobre a hepatite delta na Amazodnia (Braga et al., 2001; Fonseca,
2002b; Parand et al., 2008), indicam prevaléncia em torno de 20% em populagdo ndo
indigena e até 7,7% em grupos de amerindios, com rotas de transmissdo semelhante ao
do VHB, predominando a intrafamiliar, percutanea e sexual.

Em relagcio aos pacientes coinfectados VHB/HIV-1, dados
epidemiologicos estimam prevaléncia mundial de 4 milhdes de pacientes (McGovern,
2007). Monteiro et al. (2004) reportam 7,9% de HBsAg positivos, 45,1% de anti-HBc e
32,3% de anti-HBs em pacientes portadores de HIV/AIDS, na cidade de Belém do Para.
Em populacdo semelhante, outro estudo identificou 30,3% de coinfectados e 2% de
infecgdo tripla VHB/VHC/HIV-1 (Chaves, 2007).

Reconhecendo ser a hepatite B um problema de saude mundial, varias
medidas de prevengdo e controle foram implementadas, sendo a imunizagao de longe a
de maior impacto. Os programas de vacinagdo contra hepatite B se iniciaram na Europa
e nos Estados Unidos das Américas (EUA), em 1985, sendo mais tarde recomendado
pela OMS, em 1992, que todos os paises incluissem a vacina contra a hepatite B no
calendario de imunizacdes. Dos 190 paises existentes, 168 (78%) introduziram esta
vacina no seu calendario, 131 (68%) com cobertura acima de 80% da sua populacdo

(WHO, 2007).
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Dados do Centers for Disease Control (CDC) demonstraram claramente
a reducao da incidéncia de casos de VHB nos EUA, de 11 casos / 100.000 habitantes
para 2,5 / 100.000, a partir da imunizacao de criangas e adolescentes, além de triagem
soroldgica em banco de sangue e gravidas (CDC, 2008).

No Brasil, a vacinagdo foi implementada desde 1988 nas areas de alta
prevaléncia, em especial na Amazonia. Através de trabalhos realizados nesta regido,
observa-se uma significante reducdo da prevaléncia desta infec¢do. Fonseca et al.
(2002a) reportaram uma diminui¢do da prevaléncia de HBsAg de 20% para 3,5%, em
um periodo de 12 anos, apos o inicio da imunizacao, na regiao de Labrea, ha muito
conhecida como de alta endemicidade (Bensabath ef al., 1987).

Avaliando o impacto da vacinagdo contra o VHB apds nove anos, em
populagdes indigenas, de etnia Parakand, no municipio de Altamira, Estado do Para,
iniciado em 1995, Nunes et al. (2007), publicaram resultados que demonstraram uma
mudanca no perfil epidemioldgico nestas aldeias com redugcdo do HBsAg de 5,3 para
3,9%, aumento do anti-HBs isolado de 0 para 31,4% e nenhum caso de associagao com
hepatite delta.

Apesar da nitida reducdo da incidéncia de hepatite B em nivel mundial,
ainda ha um passivo muito grande de portadores cronicos da infec¢do, mantendo esta
doenga como um verdadeiro problema mundial de satde publica.

O CDC (2009) revela que mesmo depois da melhoria no padrao
epidemiologico, ainda em 2007 estimava-se 43.000 novas infec¢des, 1,2 milhdes de
pessoas cronicamente infectadas e entre 2.000 a 4.000 o6bitos relacionados a doenga

hepatica cronica, nos EUA.
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No mundo, a hepatite B ¢ responséavel por 30% dos casos de cirrose e
57% dos casos de CHC (Perz et al., 2006). A incidéncia do CHC ¢ maior nos paises
asiaticos e na maior parte da Africa, ultrapassando 80% de casos na China, em
Singapura, na Coréia, na ndia e no Vietnd. Nos EUA, em quinze anos, os casos de
CHC dobraram e houve aumento de 41% da mortalidade por esta doenga (Levanchy,
2005).

De acordo com o descrito no inquérito nacional sobre CHC, Gongalves
et al. (1997) reportaram 291 casos de CHC em vérios Estados do Brasil, atribuindo-se
ao VHB a responsabilidade por 39,4% do total dos casos. Estudos no Para
demonstraram ser o VHB a terceira causa da doenca hepatica cronica (Moia et al.,
2004) e a primeira nos casos de CHC, com 88,9% de positividade para algum marcador

do VHB (Miranda ef al., 2004).

1.3.3 Epidemiologia Molecular

Os gendtipos do VHB possuem uma distribuicdo geografica peculiar
(Figura 9). Na Asia, predominam o B2, 0 C1 e o C2 e em menor proporg¢do o D1, o D2
e o Al, enquanto que no continente australiano o C3, o C4 ¢ o D4 sdo os mais
prevalentes (Locarnini, 2004; Schaefer, 2007).

No norte europeu, prevaleceu o gendtipo A2 e no sul o D, o mesmo
encontrado no norte da Africa; diferentemente do Al e do E, encontrados na regio
centro-sul africana. No novo mundo, ao norte, predomina o genotipo A; na América
Central o G e o F2, assim como no sul, destaca-se também o F2, entre os nativos da

regido (Locarnini, 2004; Schaefer, 2007).
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Ao se pesquisar a epidemiologia molecular do VHB na América Latina,
outros dados sdo reportados. Campos et al. (2005) propondo a forte influéncia das
correntes migratdrias para as Américas, compilam os dados existentes, identificando os
gendtipos F1 e F2 como o mais antigo da regido, proveniente das migragdes dos
ancestrais amerindios, desde a era glacial. Posteriormente, foram introduzidos os
genotipos A e D, através dos imigrantes europeus; além do B e C oriundos do sudeste

asiatico.

Figura 9 — Distribuicdo geografica dos gen6tipos do VHB (Fonte: Campos et al., 2005;

Schaefer, 2007).

No Brasil, Sitnik et al. (1999) analisaram 84 soros de pacientes portadores de VHB
oriundos de diversos Estados do pais e encontraram 53,6% de prevaléncia do genotipo
A, 20,2% do C, 16,7% do D, 7,1% do F e 2,4% do B. Trabalhos com populagdes

amazoOnicas relataram inicialmente um predominio do gendtipo F, especialmente em
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comunidades indigenas isoladas, enquanto que nas com alto grau de aculturagdo, quase
a totalidade do VHB circulante pertencia ao genotipo A (Bertolini ef al.,2000).

Conde et al. (2004), pesquisando a prevaléncia de gendtipos entre os hepatopatas
cronicos oriundos de varias cidades do Estado do Para, encontraram que 89,1% das
amostras com VHB pertenciam ao gendtipo A, 8,7% ao F e 2,25% ao D. No Acre,
Viana et al. (2005) também descrevem a ocorréncia dos genotipos A e D, auxiliando no
conhecimento acerca da distribuicdo dos gendtipos no Brasil (Figura 10), como
demonstrado no trabalho de Mello et al. (2007).

Nos casos de hepatite delta, as pesquisas moleculares iniciais demonstram a associa¢ao
do genotipo F do VHB e III do VHD. Contudo, estudo recente revelou a circulagdo de
co-infecgdes do gendtipo A do VHB com III do VHD, em populacio da bacia

amazonica (Gomes-Gouvéa ef al., 2008).

Genoétipo A
Genoétipo D
Genétipo F

Figura 10 — Distribui¢do dos genotipos do VHB mais prevalentes no Brasil (Fonte:

Mello et al., 2007).
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1.4 MANIFESTACAO CLINICA E HISTORIA NATURAL DA INFECCAO PELO
VHB

As manifestagdes clinicas decorrentes da infeccdo pelo VHB sao
bastante variaveis, indo desde quadros agudos assintomaticos autolimitados até cronicos

terminais, com evolucdo para cirrose hepatica descompensada e carcinoma

hepatocelular (CHC).

Apos o contagio, segue-se um periodo de incubacdao que varia de seis
semanas a seis meses, seguido do periodo de estado, de convalescenca e de eliminagao
viral. No periodo de estado, o paciente poderd se apresentar com um quadro oligo ou
assintomatico em torno de 50 a 80% dos casos, sintomatico em 20 a 50%, ou,
raramente, evoluir para formas graves fulminantes em 0,5 a 1% dos quadros. O perfil
clinico dependera, principalmente, da idade e do estado imunoldgico do hospedeiro

(Pungpapong et al., 2007).

Caso nao haja eliminacao dos antigenos virais em seis meses de doenga
com normalizacdo dos testes bioquimicos hepaticos, caracterizando a resolucdo da
hepatite B aguda, o paciente passa a ser considerado portador de hepatite B cronica
(Lok & McMahon, 2007). Nesta fase, segue-se um curso insidioso, podendo
permanecer em estado de portador ou progredir para doenga hepatica agressiva, cirrose

e suas complicacdes (Lok & McMahon, 2007).

Na hepatite B cronica, reconhecem-se trés fases distintas, conhecidas
como imunotolerancia, imunoatividade e portador inativo do VHB (McMahon, 2008).
A fase de imunotolerancia ¢ vista quase que exclusivamente nas infecgdes verticais,
onde as criangas apresentam altos niveis de carga viral, geralmente acima de 20.000

Ul/mL, HBeAg positivo, transaminases normais e sem lesdo hepatica significativa. Esta
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pode se manter até a fase adulta, porém a maioria evoluira para a fase imunoativa ainda

na infancia (Lok & McMahon, 2007; McMahon, 2008).

A partir do momento que o sistema imunoldgico do hospedeiro
reconhece os antigenos virais como estranhos, inicia-se a fase imunoativa, em uma
tentativa de erradicar a infec¢do, apesar de raramente conseguir, face a deficiente
reposta empreendida. Neste periodo, hd elevacdo ou flutuacdo das enzimas
necroinflamatorias, aspartato aminotransferae (AST) e alanino aminotransferase (ALT),
carga viral acima de 2.000 Ul/ml e diversos graus de atividade inflamatéria e fibrose

hepatica (McMahon, 2008).

A 1munoatividade se inicia com os individuos sendo HBeAg positivos e
a partir de entdo poderdo se direcionar para trés cenarios diferentes. No primeiro deles,
entrardo para a fase de portador inativo, apos o soroconversdao do HBeAg para o anti-
HBe, com baixo risco de desenvolvimento de cirrose ¢ CHC. Outros se manterdo na
fase imunoativa, com persisténcia do antigeno “e”, da elevacao das transaminases e da
continuidade da injuria hepatocelular. Em um terceiro cenario, alguns pacientes que
evoluiram para a fase de portador inativo, podem apresentar exacerbacdes com retorno
do estado HBeAg positivo, usualmente acompanhado de quadros inflamatérios, ou
mesmo se manterem HBeAg negativos e anti-HBe positivos, mas com flutuagdes de
agressao hepatica e aumento dos niveis de replicagdo viral e de transaminases. Portanto,
poderdo constituir a fase imunoativa, tanto individuos HBeAg positivos quanto

negativos (Lok & McMahon, 2007; McMahon, 2008).

Para alguns autores, a fase de exacerbacao da hepatite naqueles HBeAg
negativos, apds um periodo de portador inativo, poderia definir uma quarta fase dita de

reativacdo (Lok & McMahon, 2007; Fattovich et al., 2008). Todavia, a reativacdao do
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VHB ¢ um fendmeno biologico caracteristico dos hepadnavirus, independente da
resenca ou nao do antigeno “e”; e mesmo nos casos de diagnostico prévio de hepatite
2

B resolvida, pode-se ter retorno da infec¢do quando os pacientes sdao submetidos a

terapias imunossupressoras (Villenuve, 2005; Fonseca, 2007).

Como se pode demonstrar, a historia natural da infeccdo pelo VHB ¢
variada, complexa e ainda ndo totalmente esclarecida (Figura 11), sendo dependente de

fatores relacionados ao préprio virus e, principalmente, ao hospedeiro.

Imunotolerancia

HBeAg positivo
DNA-VHB ™11
ALT normal

Hepatite Cronica Hepatite Cronica

HBeAg negativo

::> Progressao para
HBeAg negativo cirrose <::|

HBeAg positivo
DNA-VHB 1 DNA-VHB T
ALT alterada ALT alterada

Portador
Inativo
HBeAg negativo
DNA-VHB |
ALT normal

HBeAg positivo

Figura 11 — Representagdo esquematica da historia natural da infec¢do crdnica pelo

VHB (Fonte: Pungpapong et al., 2007, adaptado).
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Entre as caracteristicas virais, destacam-se a carga viral, os genotipos, as
mutacoes e as infecgdes associadas (Fattovich er al., 2008). Em relagdo a viremia,
estudos em asiaticos que adquiriram a infec¢ao em tenra idade demonstraram que altas
cargas virais se correlacionam com o risco aumentado de cirrose e de CHC (Chen et al.,
2006; Iloeje et al., 2006), apesar de nao haver consenso de qual seria este nivel, sendo
aceito por muitos acima de 2.000 UI/mL (10* copias/mL) para os HBeAg negativos e
acima de 20.000 UI/mL (10> copias/mL) para os HBeAg positivos (Lok & McMahon,

2007; Lin & Kao, 2008).

Ao se analisar a influéncia dos oito genotipos no curso da infeccao
cronica pelo VHB, os resultados apontam caracteristicas distintas nas diferentes regioes
geograficas pesquisadas. O gendtipo Al se associa ao risco aumentado de CHC em
homens jovens, muitos sem cirrose, enquanto o gendtipo A2 aumenta a prevaléncia de

cirrose ¢ CHC em individuos mais velhos (Norder et al., 2004).

Em areas onde predominam os genétipos A e D, como na Europa e na
América do Norte, este ultimo representa risco de doenga mais grave nos individuos
HBeAg negativo, em relagio ao primeiro (Fung & Lok., 2004). Na Asia, o gendtipo C ¢
mais encontrado em pacientes descompensados e com neoplasia, quando comparado ao
B. Todavia o gendtipo B parece aumentar o risco de CHC em pacientes mais jovens

(Kao, et al., 2002; Chan ef al., 2004; Chu & Liaw, 2005; Kramvis et al, 2005).

Com relagdo aos demais gendtipos, ha trabalhos mais consistentes com o
F, demonstrando sua relacao positiva com CHC em criangas e adultos jovens residentes
no Alaska (Livingstone et al., 2007). Por outro lado, estudo desenvolvido em um grupo
de pacientes do estado do Para, ndo demonstrou diferencas entre os gendtipos ¢ a

manifestagdo clinica da hepatite B cronica (Conde et al., 2004).
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Alguns trabalhos apontam o aumento do risco das mutagdes pré-core e
na regido promotora do core para o desenvolvimento da cirrose e CHC, ou exacerbagdes
graves e fulminantes (Kao et al., 2003; Yuen et al., 2005; Chen, C.J. et al., 2006; Liu,
C.J. et al., 2006). Tal fendmeno ¢ especialmente visto nas regides onde predominam o0s
genotipos B, C e D, contudo ndo se repete naquelas de alta prevaléncia dos genotipos A

e F (Conde et al., 2004; Lin & Kao, 2008).

Associagdo com outros virus, como o Virus da hepatite C (VHC), o
VHD e o HIV, também pioram o prognostico dos pacientes infectados pelo VHB, com
curso mais rapido e progressivo para as formas terminais da doenga (Takamura et al.,

1993; Liaw et al., 2004; Raimondo et al., 2006; Puoti et al., 2006).

Lin & Kao (2008) demonstraram, em seu artigo de revisao, as possiveis
interacdes entre os fatores virais conhecidos que atuam na historia natural da doenga,
sendo concluido que haveria um pior prognostico para os pacientes infectados com o
genotipo C do VHB associado a mutacgao da regido promotora do core, a delegao pré-S /

S, a alta carga viral e com elevagao persistente de transaminases.

Por outro lado, ¢ indiscutivel a participagdo das caracteristicas do
hospedeiro no curso da infec¢do pelo VHB, destacando-se a idade, o sexo, o estado de

competéncia imunologica e o perfil genético (Fattovich et al., 2008).

A idade do individuo no momento do contagio ¢, ha muito conhecida,
como um evento singular para previsdo do risco de cronificacdo (Jacyna & Thomas,
1993). Portanto, o risco de evolugdo para a cronicidade ¢ de 5 a 10% em criangas
maiores que trés anos e adultos, 20 a 30% para criangas menores de 5 anos e de 98%

nos neonatos.
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A evolugao da hepatite B na transmissao vertical cursa invariavelmente
para a cronicidade, salvo tenha-se adotado alguma medida preventiva. A cirrose ¢
incomum na infancia, sendo mais observada nos individuos que cedo soroconverteram
para o anti-HBe, inclusive com risco de CHC. Nas criangas infectadas apos o parto, a
expectativa ¢ de 15% de soroconversao do HBeAg para o anti-HBe, clareamento do
HBsAg em apenas 1%, manutencdo do estado de portador inativo em 95%, com
possibilidade de 3 a 4% ao ano de desenvolver cirrose ¢ 2% de CHC em vinte anos de

doenca (Bortolotti et al., 1998).

Nos individuos adultos HBeAg positivos, 65% soroconvertem para o
anti-HBe, diminuindo a progressdo da doenca. Os melhores progndsticos estdo
agrupados nos pacientes com genodtipo B do VHB e de etnia ndo asiatica (Feld &
Heathcote, 2006). Os pacientes adultos HBeAg negativos, com persisténcia da
replicacdo viral, geralmente sdo descobertos em idade mais avangada, nao raro ja com
cirrose hepatica, niveis flutuantes de ALT e carga viral entre 10* a 10® copias/mL. Nos
portadores inativos, 1 a 2% ao ano apresentardo clareamento espontaneo do HBsAg -
principalmente em caucasianos, € 15 a 24% desenvolverdo doenca com 1 a 17% de
reversao sustentada para o HBeAg (Hsu et al.; 2002; Hadziyannis & Papatheodoridis,

2006).

Na populacio de portadores inativos do VHB, o risco de
desenvolvimento de CHC ¢ 223 vezes maior do que na populagdo nao infectada, como
bem demonstra o trabalho de Beasley et al. (1981). Um outro estudo, de caso-controle,
realizado no Nordeste do Brasil concluiu que entre portadores de CHC houve uma
prevaléncia de HBsAg de 42,5% e o risco estimado de 33 (odds ratio) em relagdao ao

grupo de individuos sadios (Cotrim et al., 1992).
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Ao analisar os estudos publicados com todos estes grupos, Fattovich et
al. (2008) encontraram risco para desenvolvimento de cirrose em menos que 0,1%/ano
nos portadores inativos, 1,6 a 3,8%/ano nos HBeAg positivos e 2,8 ¢ 9,7%/ano nos
HBeAg negativos. Para o CHC, o risco para os inativos ¢ de 0,2% / ano, para os
tolerantes sem cirrose ¢ 0,6% / ano e para os com cirrose ¢ de 3,7% / ano. Os 6bitos
relacionados variam de 0,03% / ano nos portadores sem replicagdo até 3,3% / ano nos

cirroticos compensados, chegando acima de 80% em cinco anos nos descompensados.

A populagdo de maior risco para o desenvolvimento de cirrose seria de
pacientes replicantes, HBeAg negativos, portadores de VHB com genotipos C e D, com
altos niveis de viremia e de idade mais avancada. Para o grupo com CHC, os fatores
mais associados seriam a presenga da cirrose, a positividade para o DNA-VHB ¢ o
HBeAg, as transaminases elevadas, as co-infecgdes com o VHC e o VHD, histéria
familiar de neoplasia hepatica primaria e o gendtipo C com mutacdo na regido

promotora do core (Pungpapong et al., 2007).

Reconhece-se, também, que o homem tem trés a seis vezes mais
probabilidade de desenvolver cronicidade do que a mulher. Recente estudo publicado
(Shimizu et al., 2007) justifica que na fase pré-menopausa a mulher tem baixo deposito
de ferro e, por conseguinte, menor producdo de citocinas inflamatorias. Complementa-
se com o fato de que o estradiol seria um potente agente anti-oxidante, suprimindo a
fibrose hepatica, em modelos animais, por meio da atenuacdo da sensibilidade dos
fatores de transcricdo de produtos de oxidacdo e da inibicdo da geragao de espécies
reativas do oxigénio que levariam a apoptose hepatica e a ativagao das células

estreladas.
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O papel do perfil genético no curso da infecgdo pelo VHB sempre se
constituiu em assunto de interesse, possibilitado agora por novas descobertas e
aprimoramento das técnicas de estudo, de ser melhor explorado e compreendido,

podendo servir inclusive como uma ferramenta de intervengao terapéutica futura.

A distribuicdo irregular das prevaléncias desta infeccdo no globo
terrestre suscita a idéia de que entre as diferentes etnias acometidas, haveria fatores
genéticos que levariam a maior ou menor susceptibilidade da infec¢do e sua evolugao

para resolugdo ou cronicidade.

Signh et al. (2007) investigaram em diferentes populagdes a correlagdo
do HLA com a hepatite B e encontraram que o HLA DRI13 ¢, consistentemente,
associado com o clareamento da infeccdo. Demais resultados apontaram os alelos
HLADRBI1*11/%12 e DQB1*0301 fortemente associados com a persisténcia do VHB e,

por outro lado, com o clareamento do VHC.

Vérias pesquisas, oriundas especialmente do continente asiatico, t€ém
sido empreendidas na tentativa de avaliar a relagao do nivel sérico e dos polimorfismos
dos genes das citocinas com as manifestagcdes clinicas da hepatite B (Cheong et al.,

2006; Du et al., 2006; Kiki et al., 2006; Liu, M. et al., 2006).

Em uma casuistica chinesa, Du et al. (2006) estudaram a associagao do
polimorfismo do TNF-a com a clinica da hepatite B cronica, comparando com grupo
controle formado por individuos com imunidade natural ao VHB. Vérios pontos do
gene foram analisados (-238G/A, -308G/A, -857C/T, -863C/A, -103T/C), encontrando
o gendtipo -238GG como um fator de risco para a cronificagdo e o -85777 como um de

protecdo, além dos achados de que a frequéncia do haplétipo GGCCT foi
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significativamente maior no grupo controle, enquanto que os GGCAT mais frequentes

nos pacientes cronicamente infectados.

Estudando os niveis séricos do TNF-a e sua relagdo com o grau de
fibrose hepatica e a classificagdo de Child-Pugh, Kiki et al. (2006) encontraram uma
associagdo positiva desta citocina entre o indice de atividade histologica nos pacientes
com hepatite B cronica ativa sem cirrose € uma associa¢ao negativa com a classificagdo

prognostica.

Avaliando isoladamente o papel dos polimorfismos nos gene INF-y, as
pesquisas sdo controversas, ora apontando uma maior influéncia do alelo +8744 (Liu,
M. et al., 2006) na maior susceptibilidade a cronificacao pelo VHB, ora do alelo +874T
(Abbott et al., 2007), ora nao sendo encontrado diferenca entre estes alelos (Cheong et
al., 2006). Ressalta-se que todos estes estudos foram realizados em populagdes

asiaticas.

Na China, pesquisa sobre a associacao da diversidade génica de citocinas
com o grau de fibrose hepatica na hepatite B cronica identificou o genétipo - 627CC da
interleucina 10 (IL-10) foi protetor contra a fibrose mais acentuada, assim como a
elevada ou intermediaria producao desta citocina nos haplotipos (IL-10 -1117 e IL-10 -

627) AC e GC também foram igualmente protetores (Chan et al., 2007).

Migita et al. (2005) avaliaram polimorfismos nos genes de varias
citocinas (INF-y, TNF-a, TGF-B, IL-6 e IL-10) em casos de CHC no Japao,
encontrando apenas uma associagdo positiva para o TGF-B1. No Brasil, Ribeiro et al.
(2007), pesquisando as mesmas citocinas, ndo encontraram nenhuma diferenga nas

freqiiéncias dos polimorfismos no grupo de pacientes infectados pelo VHB e no grupo
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controle. Portanto, ainda nenhuma conclusao definitiva pode ser colocada acerca deste

tema.

Além dos fatores virais e do hospedeiro, outras condigdes sdo relatadas
como relacionadas a historia natural da infeccao pelo VHB. Como influéncias negativas
no curso da doenca, citam-se o alcoolismo, o tabagismo, as aflatoxinas e a presenca da

esteato-hepatite ndo alcoodlica (Fattovich et al., 2008; Wong et al., 2009).

1.5 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA INFECCAO PELO VHB
1.5.1 Hepatite B Aguda

Os exames hematologicos e bioquimicos podem auxiliar muito na
identificacdo da fase aguda das hepatites, apesar de serem inespecificos. O hemograma
normalmente apresenta poucas modificagdes na série vermelha e plaquetaria nos
quadros de hepatite agudas virais. Na série branca, podera ocorrer habitualmente
leucopenia, porém a leucocitose estara presente na necrose macica hepatica ou quando
houver associagdes de patologias (Silva, 2003).

A fase aguda se caracteriza principalmente por elevagcdo das
transaminases, normalmente acima de dez vezes o limite superior da normalidade
(LSN). As bilirrubinas se elevam apos o aumento das transaminases, tanto a fragao
direta quanto a indireta. A hiperbilirrubinuria antecede o surgimento da ictericia e a
persisténcia da hiperbilirrubinemia denota quadros colestaticos prolongados (Ferraz,
2010).

As enzimas canaliculares, fosfatase alcalina e gamaglutamiltransferase
(GGT) se alteram pouco nos quadros agudos, exceto naqueles de evolucao colestatica;

assim como as proteinas totais e fragdes normalmente ndo se modificam (Ferraz, 2010).
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O tempo e a atividade protrombinica (TAP), nos quadros benignos, nao
se alteram, contudo nas formas fulminantes e na fase terminal da doenga hepatica seus
niveis vao decrescendo progressivamente, assumindo inclusive valor progndstico (Silva,
2003).

No diagnéstico soroldgico especifico (Figura 12), o HBsAg ¢ o primeiro
antigeno a ser detectado no soro dos pacientes infectados. Ele aparece entre um a cinco
meses apOs o contato, podendo permanecer por 30 até 180 dias. Apds o seu
desaparecimento, segue-se um periodo curto que nao se detecta nem o HBsAg e nem o
anti-HBs, denominado de periodo de “janela imunologica” (Bensabath et al., 1997).
Apos algumas semanas passa-se a detectar o anti-HBs, o qual indica resolugdao da
infec¢do, na maioria absoluta dos casos.

Durante a fase aguda da hepatite B (Figura 14), poucos dias apos o
aparecimento do HBsAg, surgem anticorpos contra o HBcAg, chamados de anti-HBc
IgM que perduram de dois a trés meses apds o inicio do quadro clinico. Segue-se ao seu
desaparecimento, a deteccao do anti-HBc IgG em niveis progressivamente crescentes
até atingir a estabilizagdo e perdurar pelo resto da vida (Silva, 2003).

O HBeAg aparece nos primeiros dias da fase clinica, tem duracao
efémera e desaparece a seguir. Pode haver ou nao o periodo de “janela imunolédgica”,
sendo este extremamente varidvel, em torno de um a quatro semanas, antes de surgir o
anti-HBe. Acredita-se que se houver persisténcia do HBeAg por mais de oito a dez
semanas do inicio dos sintomas clinicos sugere-se a evolugdo para cronicidade (Silva,

2003).
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Figura 12 — Padrao soroldgico da hepatite B aguda com evolugdo para cura (Fonte:

Brasil, 2008).

1.5.2 Hepatite B Cronica

Os exames laboratoriais inespecificos estdo mais alterados nas fases mais
progressivas e finais da doenga (Ferraz, 2010).

Durante a fase cronica, o VHB podera ser responséavel por quadros de
hipoplasia medular, e na doenca hepatica terminal, em razdo da propria hipertensdo
portal com hiperesplenismo, ocorre a pancitopenia (Ferraz, 2010).

As transaminases podem estar normais ou moderadamente elevadas,
geralmente nao ultrapassando 2 a 3 vezes o LSN, podendo ser o unico exame sugestivo
de doenca hepatica nos assintomaticos ou oligossintomaticos (Silva, 2003).

Nos casos de cirrose hepatica descompensada, had elevagdo das

bilirrubinas, a custa da fracdo direta e aumento das enzimas canaliculares. O
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comprometimento da sintese hepatica se traduz por hipoalbuminemia e diminuicao da
atividade protrombinica (Silva, 2003).

A dosagem de alfafetoproteina ¢ utilizada para o acompanhamento dos
pacientes com hepatite cronica e cirrose, como valor preditivo de desenvolvimento de
hepatocarcinoma.

Além dos exames laboratoriais, pode-se langar mao dos métodos de
imagem, endoscopicos e quando indicada a bidpsia hepatica para exame histopatologico
(Silva, 2003).

Define-se como hepatite cronica B, do ponto de vista soroldgico, a
persisténcia por mais de seis meses do HBsAg (Figura 13). Nas fases iniciais do periodo
cronico, detecta-se, em niveis altos, o HBsAg, o HBeAg e o anti-HBc IgG, além da
DNA polimerase € do DNA viral (Silva, 2003).

Com o passar do tempo, havera tendéncia de reducao da expressao do
HBcAg ¢ do HBeAg. Portanto, nas fases mais tardias, normalmente, nao se detectarad
mais o HBeAg no soro e havera o aparecimento progressivo do anti-HBe (Mazo &
Pessoa, 2010).

Nesta fase, o emprego de técnicas para detecgdo e quantificagdo do DNA
viral ¢ extremamente util, principalmente nos casos de pacientes HBeAg negativos,
auxiliando na identificacdo do portador inativo e do portador de hepatite cronica “e”
negativa(Mazo & Pessoa, 2010).

A genotipagem do VHB ainda ndo faz parte dos exames de rotina,
recomendando-se a pesquisa das mutagdes da DNA polimerase para o acompanhamento
do paciente em uso de andlogos nucleos(t)ideos para identificacdo precoce da

resisténcia viral, associando-se a quantificagdo da viremia. Contudo, no Brasil, ha
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grande dificuldade no acesso destes exames e ainda nao ha padronizagdo da melhor
técnica a ser empregada, candidatando-se o PCR em tempo real PCR-RT (Mazo &

Pessoa, 2010).

AgHBs
anti-HBc
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Figura 13 - Padrao sorologico da hepatite B cronica (Fonte: Brasil, 2008).

1.6 PATOLOGIA E IMUNOPATOGENIA DA INFECCAO PELO VHB
1.6.1 Patologia da Hepatite B

Os aspectos histopatoldgicos das hepatites agudas virais sdo comuns a
todos os virus das hepatites A, B, C, D ou E, com poucas variagdes mais especificas a
cada um deles. As lesdes que compdem a fase aguda sdo as de cunho degenerativo, a
necrose e a atividade regenerativa dos hepatocitos, conferindo um desarranjo trabecular

dos mesmos (Gayotto & Alves, 2003).

Do ponto de vista laboratorial, conceitua-se a hepatite cronica quando se

consegue demonstrar a presenca do HBsAg por mais de seis meses, desde o inicio da
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infeccdo. Adicionalmente, existe também o critério anatomopatologico, o qual ¢

igualmente importante para o diagnostico das formas cronicas.

Atualmente, seguindo orientacdes de uniformizagdo da International
Association for the Study of the Liver (IASL), o estadiamento das hepatites cronicas
segue um sistema de pontuagao que inclui critérios referentes as alteracdes estruturais, a
atividade portal e peri-portal, a atividade lobular e aos marcadores etioldgicos. Entre os
varios sistemas conhecidos, estd a classificacdo francesa METAVIR, na qual pontua o
grau de fibrose (F), dito estadiamento, de 0- auséncia de septos, 1- fibrose portal sem
septos, 2- fibrose portal com raro septos, 3- numerosos septos, mas sem cirrose € 4-
cirrose. O grau de inflamacao (A), nesta classificagdo, ¢ avaliada quanto a atividade
inflamatoéria lobular e presenca de piecemal, interpretando-se o zero como a auséncia de
atividade e o 1, 2 e 3 como minima, moderada e intensa atividade, respectivamente

(Bedossa & Poynard, 1996).

O Comité da Sociedade Brasileira de Patologia e da Sociedade Brasileira
de Hepatologia apresentaram o consenso nacional sobre a classificacdo das hepatites
cronicas (Gayotto, 2000). Neste, abordam-se critérios basicos para o espectro etiologico,
relagdo graduacdo/ integragdo anatomo-clinica, de aplicabilidade de classificacao,
critérios de semiquantificacao, conceito de figado reacional e recomendagdes técnicas
adicionais. Nos critérios de semiquantificagdao, ha, também, um sistema de pontuagao
envolvendo alteragdes estruturais, presenga de infiltrado inflamatério portal/septal,

atividade periportal/peri-septal e atividade parenquimatosa.

A semelhanca da classificacdo METAVIR, a brasileira faz o

estadiamento histopatoldgico através das alteragdes estruturais, considerando zero
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quando se encontra a normalidade, o 1 na expansao fibrosa do espaco porta, o 2 na
expansao do espago porta e presenca de septos porta-porta, o 3 quando ocorrem esbogos

de nodulos e o 4 na presenca de nodulos, caracterizando a cirrose (Gayotto, 2000).

O grau de inflamag¢ao ¢ medido pela atividade peri-portal/perisseptal,
conferindo zero quando héa auséncia de lesdes de interface, 1 na presenga do
extravasamento linfocitos para a interface, 2 na ocorréncia de necrose em saca-bocados

discreta, 3 na necrose moderada e 4 na necrose me extensas areas (Gayotto, 2000).

O aspecto morfologico mais sugestivo da hepatite B ¢ o encontro, as
coloragdes habituais, do hepatdcito com citoplasma “em vidro fosco”, correspondendo a
grandes acumulos de envelope do virus na célula hepatica. A identificacdo etioldgica
pode ser feita de modo especifico pela deteccdo do HBsAg, no citoplasma ou na
membrana do hepatodcito, por meio de métodos imuno-histoquimicos com diversos
sistemas de identificagdo (peroxidase-antiperoxidase ou avidina-biotina peroxidase).
Este antigeno ndo ¢ habitualmente detectado no hepatdcito nas formas agudas, exceto
nas fases de transi¢do a cronicidade. Nas hepatites cronicas, seu achado pode chegar até

80% dos casos (Gayotto & Alves, 2003).

Outro antigeno encontrado de bastante utilidade ¢ o HBcAg. Sua
expressao ¢ primariamente nuclear, sendo, juntamente com a detec¢do do DNA viral,

um marcador fidedigno de replicacdo do VHB (Gayotto & Alves, 2003).

1.6.2 Imunopatogenia da Infeccio pelo VHB
O estado atual de conhecimento da imunopatogenia da infeccdo pelo

VHB resulta de estudos em humanos e chimpanzés, através das andlises viroldgicas e
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imunobioldgicas de infecgdes por hepadnavirus relacionados, de analises bioquimicas,
moleculares e imunologicas em linhagens de células e de estudos em modelos animais
que expressam genes ou reproduzem o ciclo de replicagao viral (Dandri et al., 2005;
Wieland & Chisari, 2005).

Apos a infeccao do hepatdcito, inicia-se um periodo relativamente longo,
entre quatro a sete semanas, em que nao ha deteccdo plasmatica de antigenos virais,
seguido da fase de expansao logaritmica e pico da carga viral do VHB no tecido e no
soro, atingindo niveis de 10° a 10" copias/mL (Figura 14). Admite-se também que,
apesar de lentamente, haverd a infec¢do de 100% das células hepaticas (Hui & Lau,

2005 ;Wieland & Chisari,2005).

expansao logaritmica
10° a 10" cépias/mL

Fase Aguda da
Hepatite B

Prejuizo da acao da imunidade inata

*Tradugao do pgRNA interior do
nucleocapsideo

4 a 6 semanas
sem detecgdo de *Néo inducéo de genes regulatoérios

antigenos virais pela célula hospedeira quando
infectada pelo VHB

Figura 14 — Representa¢do esquematica da fase aguda da hepatite B.

Nas fases iniciais da infeccdo pelo VHB, ha prejuizo da acdo da
imunidade inata do hospedeiro. Este fato pode ser explicado pela dificuldade do

reconhecimento das proteinas virais pelo sistema imunologico, pelo processo de
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tradu¢ao do pgRNA se realizar no interior do nucleocapsideo e pela ndo expressao de
genes regulatorios pela célula hospedeira quando infectada pelo VHB (Wieland et al.,
2004). Portanto, estes fatores funcionam como escapes do sistema imune que ¢
altamente sensivel a produ¢ao de mRNA virais (Hui & Lau, 2005).

Mesmo assim, reconhece-se a participacao da imunidade natural com a
producao de interferon (INF) tipo 1, a / B, pelas células infectadas e a ativagdo de
células natural killers (NK) e células T natural killers (NKT) pelo INF-y. O INF-a / 3
direciona o alvo da resposta para os produtos de replicagdo viral, enquanto que as
células NK sao ativadas pelo reconhecimento de moléculas indutoras de stress celular
ou modulacdo do MHC classe I nas células infectadas (Bertoletti & Gerhing, 2006).

Ainda na fase ndo logaritmica, reconhece-se o aumento dos niveis de
INF-y, de interleucina 2 (IL-2) e do fator de necrose tumoral-a. (TNF-a), além do
recrutamento intra-hepatico de células inflamatoérias, que se mantém apds a expansdo da
infeccdo com a liberagcdo e ativagdo mais robusta destes elementos (Guidotti et al.,

1999).

A participagdo da imunidade adaptativa ¢ fundamental para o
clareamento viral e término da infeccdo pelo VHB. Os linfocitos T CD4+ ativam os
linfécitos T CD8+ e promovem a diferenciacdo dos linfocitos B em plasmocitos para a
produgdo de anticorpos. A resposta de LT auxiliares (LTh) ¢ ativada com o
reconhecimento de epitopes, principalmente das proteinas do nucleocapsideo,

apresentadas por MHC-II (Bertoletti & Gerhing, 20006).

Uma vez ativados, os LT CD8+ participam da eliminagdo viral através

de mecanismos citoliticos e ndo-citoliticos (Figura 15), diminuindo os niveis de virus
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circulantes, enquanto os anticorpos neutralizam particulas virais livres e podem prevenir
a reinfeccdo. Na fase aguda da hepatite B, portanto, ha grande predominio da resposta
de linfocitos T citotoxicos (LTc), inicialmente pela via ndo citolitica que envolve a
producdo de citocinas inflamatérias, agindo na eliminagdo de particulas do
nucleocapsideo ¢ do genoma viral replicante em seu interior, além de retardar a

regulagao pos-transcricional do mRNA viral (Guidotti et al., 1999).
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Figura 15 — Representacdo esquematica dos mecanismos citoliticos e ndo—citoliticos

dos LT CD8+ contra o VHB (Fonte: Baumert et al., 2007, adaptado).

A ag¢do dos LTc se inicia apos o reconhecimento de epitopes especificos
do VHB, relacionados com as proteinas do core, do envelope, da polimerase e da regido

X (Webster et al., 2000). As células NK e NKT podem abolir a expressdo e a replicacao
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do VHB sem destruicdo do hepatocito, promovendo, ao invés, um efeito antiviral

mediado por INF-y e TNF-a (Guidotti et al., 1996; Thimme et al., 2003).

As células infectadas remanescentes recebem agdo dos LT CD8+ que
agora, pela via citolitica, promovem a apoptose dos hepatocitos e a eliminagdo do
restante da populagdo viral (Baumert et al., 2007). Sabe-se, também, que apesar do
papel fundamental dos LTc, deverd haver uma ativacdo coordenada entre os LT CD4+ e
LT CD8+ para o clareamento viral completo, o que esta presente apenas nos sujeitos

que controlam a infec¢do (Webster et al., 2000; Thimme et al., 2003).

A representacdo esquematica resumida de algumas fases da

imunopatogénese da infeccao pelo VHB esta descrita na Figura 16 abaixo:

~ Célula apresentadora

s T
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Figura 16 — Representagdo esquematica da resposta imunolédgico a infecgao pelo VHB

(Ganem & Prince, 2004, adaptado).
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Ao contrario da resposta eficiente e multiespecifica dos LT na hepatite
aguda autolimitada, ha nos pacientes com evolucao cronica uma reagdo imunolodgica
reduzida e fragil. Os mecanismos que contribuem para a faléncia de resposta
imunologica sao pouco conhecidos, podendo incluir a disfuncdo e delecdo de linfocitos

T, a anergia clonal e a imunotolerancia (Baumert et al., 2007).

Encontra-se bem estabelecido o conceito de imunotolerancia na
transmissdo vertical do VHB, induzida pelo HBeAg, cujo o pequeno tamanho desta
proteina permite sua passagem pela circulacdo placentaria, bloqueando seu
reconhecimento como uma particula imunogénica pelo sistema imunoldgico do feto em
formagdo. Este fato ¢ sugerido como responsavel pela cronificagdo acima de 90%
quando a infec¢ao ocorre nas fases tenras de vida (Wieland & Chisari, 2005).

A infeccdo pelo VHB, adquirida na fase adulta ¢, geralmente,
autolimitada, mas 5 a 10% dos pacientes desenvolvem infec¢do cronica. A causa ndo
esta totalmente esclarecida, mas acredita-se que o comportamento da resposta
imunologica precoce exerca influéncia profunda no padrao da doenga.

Enquanto que a elevacao exponencial do DNA do VHB ¢ seguida
rapidamente por vigorosa resposta dos LT CD4+ e LT CD8+ nas infecgdes
autolimitadas, na persisténcia viral haveria defeito qualitativo e quantitativo da resposta

de c¢lulas T-VHB especificas na fase aguda.

Em adultos, o mecanismo de tolerancia pode ser originario de mutagdes
virais, principalmente as mutacdes do HBcAg, do HBeAg e do HBsAg, as quais
servem de escape viral do sistema imunoldgicos, pois epitopes mutantes dificultam o

reconhecimento por linfocitos T e B (Bertoletti & Gehring, 2006; Kondo ef al., 2006).
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A hiporresponsividade de LT CD4+ e LT CD8+ em pacientes com
hepatite cronica também surge na elevagcdo dos niveis do HBeAg ¢ do HBsAg, na
supressao pelos LT regulatérios (LTreg), nas altas cargas virais e nos defeitos
funcionais das células dendriticas (Seeger & Mason, 2000; Milich & Liang, 2003; Chen

et al., 2005; Franzese et al.,2005).

O nivel de viremia se correlaciona positivamente com o nivel de inibi¢ao
de LT (Kao & Chen, 2002). Recentemente, You ef al., (2008) conseguiram demonstrar
um efeito forte e independente do nivel de VHB-DNA sobre a acdo das sub-populagdes
dos LT. Neste estudo, quanto maior a carga viral, menor concentragao periférica de LT
CD4+, maior de LT CD8+ e maior desequilibrio no balango entre LT CD4+ /LT CD8+,

com grande impacto na persisténcia da infecgao viral.

As CD sao necessarias para a inducao da resposta adaptativa, portanto,
variacdes funcionais poderiam explicar o estado de hiporresponsividade de LT em
pacientes cronicamente infectados (Shi ez al., 2008), apesar da existéncia de estudos que

demonstram resultados controversos em modelos animais (Shimizu ef al., 1998).

Os LTreg regulam a resposta imune, onde os LT CD4+ CD25+
suprimem a resposta contra antigenos proprios € estranhos, através da inibicdo da
sintese de citocinas ou pelo contato direto celular, em que pese esta agdo nao ser muito

bem estudada na infec¢do pelo VHB (Franzese et. al.,2005).

Kondo et al. (2006) conseguiram demonstrar que em pacientes
cronicamente infectados pelo VHB ha supressdao da resposta Thl pelo aumento da
producao de IL-10 pelos LTreg, em resposta ao estimulo do HBcAg. Contudo, também

neste estudo, a acdo do HBcAg contribuiu igualmente para a produgao de IL-18 e INF-y
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tanto em pacientes quanto em controles saudaveis, deixando lacunas no entendimento
de como se processa a agdo inibitéria da resposta imune em pacientes portadores

cronicos do VHB.

Uma outra explicagdo para a cronicidade das infec¢des pelo VHB ¢ o
conhecimento de que os hepatocitos expressam baixos niveis de moléculas de MHC-I,
requerendo uma grande concentragao de peptideos, quando comparados a outras células,
para estimular um numero equivalente de LT CD8+. As células hepaticas sdo mais
sensiveis ao controle de infeccdo mediado por citocinas, sendo mais resistentes a agao
das perfurinas/granzimas que levam a apoptose, responsabilizando este ambiente celular

pela persisténcia viral (Betoletti & Gehring, 2006).

Destaca-se, também, que no curso cronico da infec¢do pelo VHB, sao
observados periodos de exacerbagdo, caracterizados por elevagdo da carga viral, por
injuria hepatocelular ¢ aumento sérico das enzimas inflamatorias hepaticas, as
transaminases. Esta situagdo surge por quebra do equilibrio do sistema imunolédgico e da
persisténcia viral, induzindo ao fendmeno de tolerancia, podendo ocorrer de forma

espontanea ou induzida por terapia antiviral especifica (Hui & Lau, 2005).

Nos quadros de exacerbagdes, hd aumento de resposta de LT especificos
contra os antigenos do VHB, particularmente LT-HBcAg, LT-HBeAg ¢ LT-HBsAg
especificos, em resposta ao desenvolvimento de mutacdes da regido do core, promotora
do core ou dos genes da polimerase. A cada exacerbagdo pode ocorrer aceleragao da

doenca hepatica ou desencadear quadros necroinflamatorios graves (Hui & Lau, 2005).

Yuen et al. (2007), pesquisando as diferentes respostas de LTh durantes

os flares na hepatite cronica HBeAg positiva em individuos asidticos, observaram que
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os infectados com o gendtipo B possuiam maior secrecao de INF-y e maior chance de
soroconversao enquanto que os infectados pelo gendtipo C se associaram com elevados
niveis de IL-10 em resposta ao HBcAg e ao HBeAg e menor percentual de
soroconversdo. Estes achados confirmam as teorias que a resposta eficiente Thl se
correlaciona com a eliminagdo viral ou de parte de seus antigenos e, no sentido inverso,
a resposta Th2 com a persisténcia, assim como aponta a interag¢do de fatores virais e do

hospedeiro para o tipo de manifestagdo clinica da infec¢ao pelo VHB.

Na fase cronica, demonstra-se o importante papel do fator de
transformagdo do crescimento celular beta 1 (transforming growth factor betha 1 -
TGF-B1) na indugdo da fibrogénese hepatica. Esta citocina estd envolvida na sintese e
deposicao dos componentes da matrix extracelular, como a fibronectina, o colageno tipo
I, III e IV, a elastina, a osteonectina, os bioglicanos, por meio das células estreladas
ativadas. Tem sido demonstrado que os niveis de RNAm para TGF-B1 e procolageno |
estdo altamente relacionados com o grau de fibrose encontrada nas bidpsias hepaticas de

modelos animais portadores de hepatite cronica (Kanzler et al., 1999).

Dificilmente, nas fases de exacerbacdo, o VHB podera ser eliminado
espontaneamente. Segue-se a este periodo, uma fase de pouca ou nenhuma replicagdo
viral, normalidade das transaminases e auséncia de lesdo tecidual hepatica significativa,
conhecido como estado de portador inativo. Os individuos nesta fase possuem células T
mais eficientes, resultando no controle da replicacdo viral, porém nao o suficiente para o

clareamento total da infecg¢do (Kao & Chen, 2002).

Em todas as fases da resposta imune, seja inata ou adaptativa, o papel das

citocinas ¢ fundamental. Sua secrecdo surge em resposta a antigenos variados,



66

estimulando o desenvolvimento da imunidade e da inflamacdo. Entre as suas fungdes,
destaca-se o estimulo para a diferenciagdo e crescimento de linfécitos, ativagdo de
diferentes células efetoras para eliminacao de antigenos e estimulagdo do crescimento
das células hematopoiéticas (Abbas & Lichtmann, 2007). No contexto da infec¢ao pelo

VHB, o TNF-a , o INF-y, a TGF-B1 e a IL-10 exercem papel de destaque.

1.6.2.1 Caracteristicas e fungdes do TNF-a

O TNF-o se constitui em uma citocina da imunidade inata,
proinflamatoria, cujas células que a excretam sdo as NK, os mastdcitos, os macrofagos e
os LTh. Os receptores celulares para o TNF-a sdo o TNF-RI, TNF-RII e TNF-p55 que
estdo presentes em quase todos os tipos celulares examinados (Abbas et al., 2007). O
gene do TNF-a se localiza no cromossomo 6, dentro da regido de classe Il do MHC, na

regido 6p21.3, com comprimento total de 702 nt, composto por 4 éxons e 3 introns

(Posch et al., 2003).

O TNF-a executa as func¢des de recrutar neutrofilos e mastdcitos para o
ambiente infectado e exerce acoes sobre as células do endotélio vascular e leucdcitos,
promovendo a inflamagdo e apoptose. Sua constante estimulacdo leva a processos de

caquexia, choque por diminuic¢ao dos tonus vascular e trombose (Abbas et al., 2007).

Inumeras sdo as referéncias sobre os possiveis polimorfismos no gene do
TNF-a, com mais de dez na regido promotora, interferindo na sua produgdo. A posi¢ao
— 308 da regido promotora (figura 17) apresenta como alelo normal a guanina (G), que

quando substituida pela adenina (A) resulta no mutante heterozigoto AG ou homozigoto
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AA. A mutacdo na posigdo —308 aumenta os niveis plasmadticos desta citocina,
especulando-se ser responsavel pelo desenvolvimento de doengas mais agressivas

(Wilson et. al., 1997; Migita et. al., 2005).

- 308G/A

Figura 17 — Representagao esquematica do gene do TNF-a..

1.6.2.2 Caracteristicas e fungdes do INF-y

O INF-y, unico representante da classe de citocinas do INF tipo II, ¢
considerado uma citocina efetora da resposta imune inata ¢ adaptativa. E produzido e
secretado por células NK, LTh1 CD4+ e LT CD8+ e possui receptores celulares do tipo
IT (Abbas et al., 2007). O gene humano do INF-y estd localizado no cromossomo 12
(12g24.1), consistindo em quatro éxons e trés introns, que codificam um polipeptidio de

166 aa e outro que serve como sinal de 20 aa (Baron et. al., 2002).

Esta citocina exerce papel critico na imunidade inata e adaptativa contra
infecgdes intracelulares virais e bacterianas ¢ no controle da transformagdo tumoral.
Entre as acdes bioldgicas estd a ativacdo de macrofagos, facilitando a acdo dos LTc e
NK na eliminag¢ao dos microorganismos fagocitados. Também, reconhece-se sua fungao
de estimular: (i) a sintese de espécies reativas de O2 e 6xido nitrico; (ii) a expressao de
moléculas MHC-I e II e co-estimuladores nas células apresentadoras de antigenos
(APC); (ii1) a diferenciacdo de LT CD4+ para Thl e inibicdo do Th2; (iv) os linfocitos

B para mudanga de classe, especialmente para IgG 2a e inibe a IgE sob a acao da IL-4;
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(v) a ativagdo do complemento permitindo a fagocitose de microorganismos
opsonizados; (vi) a ativagao de neutrofilos e; (vii) a atividade citolitica das células NK

(Schoenborn & Wilson, 2007).

Entre os varios polimorfismos descritos no gene do INF-y, destaca-se o
da regido +874 do intron 1 (Figura 18), coincidindo com a 4rea de ligagdo do fator
nuclear — kB (NF- «B). O alelo selvagem desta regido ¢ a timina (T), que poderé sofrer
mutagdo para A, resultando em menores niveis séricos do INF-y, o que segundo alguns

estudos tornariam alguns hospedeiros mais suscetiveis a determinadas infecgdes, como

a tuberculose (Pravica et al., 2000; Natividad et al., 2005; Liu, M. et al., 2006).

+ 874TIA
5'_5 : 2 3] m_ 3

Figura 18- Representacao esquematica do gene do INF-y.

1.6.2.3 Caracteristicas e fungdes do TGF-f1.

O TGF-p pertence a uma familia de moléculas intimamente relacionadas
codificadas por genes distintos, ditas TGF-B1, TGF-B2 e TGF-f3, sendo a primeira a
principal delas. O gene responsavel pela codificacdo do TGF-1 esta no cromossomo
19 (19q13.1), constituido de sete éxons e seis introns (Tzakas ez. al., 2005). E dita uma
citocina predominantemente anti-inflamatoéria da imunidade adaptativa, sendo produzida

principalmente por LT e por fagdcitos ativados (Abbas et al., 2007).

Possuem agdes de inibi¢do da proliferacdo e da diferenciacdo de LT e da

ativacdo de macrofagos, além de estimular a producdo de IgA e a sintese da matriz
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extracelular, como o colageno, as metaloproteinases, os receptores celulares para a
matriz e as integrinas. Com isto executa sua principal fun¢cdo que ¢ de promover o
reparo tecidual depois que as reagdes imunes ou inflamatorias tenham sido controladas

(Wells, 2000; Abbas et al., 2007).

O polimorfismo na posi¢ao —509 com a substituicdo de C por T (Figura
19) se relaciona com aumento de producao desta citocina e se associa com elevacao do
risco e da gravidade de determinadas doengas (Sugiura et al., 2002; Vidigal et al., 2002;

Hsieh et al., 2005).

- 509C/T

Figura 19- Representacdo esquematica do gene do TGF-1.
1.6.2.3 Caracteristicas e funcoes da IL-10.

A IL-10 pertence ao grupo de citocinas da imunidade inata, sendo
secretada por macrofagos ativados, por LTc e por outros tipos celulares nao-linfoides
(Abbas et al., 2007). O gene responsavel pela sintese se encontra no brago longo do
cromossomo 1 na posi¢ao 1q31-q32, composto por cinco €xons e quatro introns (Figura

20).

Possui agdo inibitoria da resposta imune Thl vista na supressao dos
macroéfagos, retornando-os ao estado de repouso a medida que a infec¢ao € controlada,
através da supressao da produgdo da IL-12 por macrofagos e células dendriticas ativadas

e da inibi¢do da expressao de co-estimuladores e de moléculas MHC II nestas células
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(Abbas et al., 2007). A IL-10 também aumenta a sobrevida de linfocitos B e a produgao
de anticorpos. Esta citocina pode bloquear a atividade NF-«kB e esta envolvida na
regulagdao padrao de sinalizacdo do JAK-STAT. A regido promotora da IL-10 contém
varios polimorfismos (Rees et al., 2002), algumas conferindo diminui¢do da producao
da IL-10, como observado na substituigdo da C pela A na posi¢cdo 627 pb ou na
presenca do haplétipo ATA (-1082, -819 e -592) e outras associadas com aumento dos
niveis séricos desta citocina, como no haplotipo GCC (-1082, -819 e -592) ou nos casos

de monozigose -1082GG (Zhang & Wang, 2006).

A correlagao dos niveis da IL-10 com as manifestagdes clinicas das

-1082A/G dticas ¢ alvo de varias pesquisas. Em artigo de revisao, Zhang & Wang

5(2006) relatam que pacientes com polimorfismos que aumentam a producao da I%;IO
tendem a ter uma evolucdo mais progressiva, enquanto que pacientes com baixa

producdao desta citocina cursam de forma mais benigna e assintomatica. Este fato
poderia ser explicado pelo equilibrio ou elo desequilibrio entre as respostas Thl e Th2,

uma vez que a menor producdo de citocinas do tipo Th2, como a IL-10, permite

resposta Th1 pré-inflamatéria mais vigorosa (Chan et al., 2008). Neste sentido, Tang et

al. (2006) observaram que as concentracdes séricas da IL-10 estavam significativamente

mais elevadas nos pacientes com cirrose hepatica inativa pelo VHB do que no grupo

controle e no grupo de cirrose em atividade.

—— [ S —

Figura 20 - Representacdo esquematica do gene da IL-10.
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1.7 OBJETIVOS
1.7.1 Objetivo Geral

Descrever os niveis séricos € os polimorfismos nos genes do TNF-a,
INF-y, TGF-B1 e IL-10 em pacientes portadores de hepatite B cronica, buscando
identificar possiveis marcadores imunogenéticos associados a infec¢do cronica pelo

VHB.

1.7.2 Especificos

1) Comparar os niveis séricos do TNF-a, do INF-y, do TGF-B1 e da IL-
10 em portadores da hepatite B cronica e em individuos com imunidade adquirida ao
VHB;

i1) Correlacionar os niveis séricos do TNF-a, do INF-y, do TGF-B1 e da
IL-10 em portadores do VHB com:

- a apresentacao clinica da infec¢@o cronica pelo VHB;

- os niveis de ALT, AST e GGT;

- a positividade do HBeAg;

- as alteragdes de atividade necroinflamatorias;

- as alteracdes de fibrose;

- os niveis de VHB-DNA quantitativo.

ii1) Comparar a frequéncia dos polimorfismos nos genes do TNF-a, do
INF-y, do TGF-B1 e da IL-10 em portadores de hepatite B cronica e em individuos com
imunidade adquirida ao VHB;

iv) Correlacionar a frequéncia dos polimorfismos nos genes do TNF-a,

do INF-y, do TGF-B1 e da IL-10 entre portadores do VHB com:
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- a apresentac¢ao clinica da infecg¢ao cronica pelo VHB;

- os niveis de ALT, AST e GGT;

- a positividade do HBeAg;

- as alteracoes de atividade necroinflamatorias;

- as alteracoes de fibrose;

- os niveis de VHB-DNA quantitativo.

v) Descrever a correlagdo entre os polimorfismos dos genes do TNF-a,
do INF-y, do TGF-B1 e da IL-10 com o nivel sérico destas citocinas;

vi) Correlacionar os gendtipos do VHB-DNA com a apresentacgdo clinica

da hepatite B cronica.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 POPULACAO DE ESTUDO

O presente estudo ¢ do tipo transversal e analitico, realizado em um
ambulatdrio de doencgas hepaticas do hospital da Fundagao Santa Casa de Misericordia
do Para (FSCMPA), selecionando-se casos consecutivos de pacientes portadores
cronicos do VHB atendidos no periodo de abril de 2006 a junho de 2008.

Como critérios de inclusdo, foram utilizados pacientes portadores do
HBsAg por mais de seis meses, de ambos os sexos ¢ com idade superior a 12 anos.
Forma excluidos,os pacientes com co-infecgao pelo VHD, VHC e/ou HIV e pacientes
que utilizaram ou que estivessem em uso de terapia antiviral especifica contra o VHB.

Todos os pacientes selecionados foram avaliados clinicamente, por meio
da anamnese e exame fisico, ¢ submetidos a investigagdo complementar constando de
exames hematoldgicos, bioquimicos, soroldgicos, viroldgicos, ultrassonograficos e
endoscopicos, além da bidpsia hepatica, quando possivel, sendo os dados transcritos
para o protocolo de pesquisa especifico (Anexo A). Apds esta investigacdo, os pacientes
foram divididos em dois grupos:

1) Grupo A (N= 30) — composto por portadores inativos do VHB,
caracterizados por transaminases (ALT e AST) persistentemente normais em um
periodo mimino de um ano, HBeAg negativo, anti-HBe positivo, VHB-DNA menor que
2.000 UI/mL e/ou histopatologico com auséncia de lesao significativa (A <1 eF <1,
classificagdo de METAVIR);

1) Grupo B (N= 23) — composto por pacientes portadores de hepatite
cronica com ou sem cirrose, caracterizados por alteragdes clinicas, dos testes hepaticos,

HBeAg positivo ou negativo, VHB-DNA acima de 2.000 UI/mL e histopatolégico com
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fibrose > 2 e < 4, pela METAVIR. O diagnoéstico de cirrose hepatica compreendeu a
presenca de sinais de insuficiéncia hepatocelular e hipertensao portal e/ou histopatologia
hepatica com fibrose igual a 4, pelo METAVIR.

Os casos de CHC foram diagnosticados pela presenca de imagem nodular
em dois exames de imagem e dosagem de alfafetoproteina (AFP) maior de 200 ng/mL.

O grupo controle consistiu em 100 individuos oriundos do ambulatorio
de doencas hepaticas, de militares das forcas armadas e de profissionais do sexo
portadores de imunidade natural ao VHB, ou seja, anti-HBc IgG e anti-HBs positivos,
além de negatividade para o anti-HCV e anti-HIV.

O grupo controle procedente do ambulatorio de doengas hepaticas foi
selecionado no periodo de estudo, enquanto que o grupo de militares e de profissionais
do sexo procedeu do banco de amostras existente no Laboratério de Virologia do

Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal do Para (UFPA).

2.2 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS
2.2.1 Exames hematologicos e bioquimicos

Os exames hematologicos e bioquimicos foram realizados no laboratorio
de andlises clinicas da FSCMPA, utilizando metodologia padrido de rotina do
laboratorio. Tais exames eram constituidos de hemograma, testes hepaticos (ALT, AST,
bilirrubinas totais e fragdes, proteinas totais e fragdes; tempo e atividade protrombinica -
TAP, fosfatase alcalina, GGT e AFP), uréia, creatinina, glicemia, colesterol e fragdes,

triglicerideos, TSH e T4 livre.

2.2.2 Sorologia e Dosagem Quantitativa do DNA do VHB
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Os exames sorologicos e quantificagdo da carga viral do VHB-DNA
foram realizados no Laboratorio da Secdo de Hepatologia do Instituto Evandro
Chagas/Servigo de Vigilancia em Saude/Ministério da Saude (IEC/SVS/MS).

O sangue venoso de cada paciente foi coletado em tubos a vacuo sem
anticoagulante. Apo6s a retragdo do coagulo em temperatura ambiente, o tubo foi
centrifugado a 1500g por 20 minutos, para separacao do soro, o qual foi dividido em
duas aliquotas, sendo uma destinada para as dosagens soroldgicas e a outra mantida
congelada a -70° C para a pesquisa do acido nucléico viral.

Os testes diagnosticos das infecgdes pelo VHB, VHC e VHD foram
realizados por meio de ensaios imunoenziaticos (EIE), tipo ELISA, com kits comerciais.
Todos os soros foram examinados para a presenca de HBsAg (Organon Teknika®,
Holanda), anti-HBc (Organon Teknika®, Holanda), anti-HBs (Abbott®, EUA) e anti-
VHC (Ortho Clinical Diagnostics®, Alemanha). Nas amostras positivas para o0 HBsAg
efetuou-se a pesquisa do HBeAg, anti-HBe, anti-HBc IgM a anti-HD (Organon
Teknika®, Holanda).

O DNA-VHB foi pesquisado do modo qualitativo e quantitativo
utilizando-se kits comerciais do laboratorio Roche® (Cobas Amplicor HBV Monitor

Test™, Suiga) que se baseia na amplificag@o e hibridizacdo do DNA viral.

2.2.3 Genotipagem do DNA do VHB

Os dados de genotipagem foram obtidos mediante resultados de outra
pesquisa paralela, igualmente aprovada por Comité de Etica em Pesquisa, realizada para
fins de doutoramento a qual incluia em sua casuistica amostras dos pacientes

cronicamente infectados pelo VHB, também selecionados no presente estudo.
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A genotipagem do DNA do VHB foi realizada no Laboratério de
Biologia Molecular Fundagio HEMOPA e no Laboratoério de Virologia do ICB/UFPA,

através do sequenciamento dos genes S, pré-core e core do VHB (Pinheiro, 2010).

2.2.4 Dosagem dos niveis séricos do TNF-a, do INF-y, do TGF-B1 e da IL-10.

A determinacdo quantitativa das concentra¢des plasmaticasde TNF-a, do
INF- v, do TGF-B1 e da IL-10 foi realizada no Laboratério de Virologia do ICB/UPFA,
utilizando-se EIE (Human ELISA Ready-SET-Go, EBioscience, Inc. California, San
Diego, USA). Este teste se baseia na utilizagdo de um anticorpo monoclonal especifico
para cada um dos marcadores acima, obedecendo aos protocolos dos mesmos.

Foram utilizados anticorpos monoclonais de captura (250x), fornecidos
pelo fabricante, diluidos em uma solugdo tamponada (tampao de cobertura), para a
sensibilizacdo prévia dos micropogos durante um periodo de 12h (over-night), a 4°C.
Apbs esse periodo, as placas foram lavadas com aproximadamente 300 pl de PBS 1x +
0.05% Tween-20, sendo adicionado posteriormente 200uL de solugdo diluente de teste,
com a finalidade de preencher espagos nao ocupados com o anticorpo de captura.

Ap6s 1 hora, as placas foram novamente lavadas e entdo foram aplicadas
as amostras de plasma (100 pL). Nesta etapa também foram utilizadas dilui¢des seriadas
a partir de uma solucdo padrdo (standard) para a formacdo de uma curva padrdo. As
amostras incubaram por um periodo de 2 horas a temperatura ambiente. Na deteccdo e
quantifica¢do da citocina TGF-B1, as amostras de plasma foram previamente diluidas
em PBS 1x (1:10) e foi adicionado 20 pL de HCI [1N] para que as formas latentes desta
citocina fossem ativadas em formas imunorreativas. Apds a incubacdo, uma nova etapa

de lavagem foi realizada para que fosse adicionado aos pogos um segundo anticorpo
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(anticorpo de detecgdo). Apos 1 hora e novas lavagens, foi adicionada uma solucao de
avidina-HRP, incubando-se durante 30 minutos. A pentltima etapa do teste consistiu na
aplicacdo de 100 puL de uma solucdo substrato 1x (Tetrametilbenzidina). Apos
aproximadamente 15 minutos foi adicionado aos pogos 50 puL do reagente de parada da
reacdo (H,SO4 [2N]) realizando-se, entdo, a leitura em filtro de 450nm.

As sensibilidades dos testes foram de 4 a 500 pg/mL para o TNF-a, 4 a
500 pg/mL para o INF-y, 60 a 8.000 pg/mL para o TGF-B1 e de 2 a 300 pg/mL para a

IL-10, de acordo com os padrdes pré-estabelecidos dos kits da ebioscience®.

2.2.5 Avaliacio dos polimorfismos nos genes do TNF-a, INF-y, TGF-1 e IL-10.

A avaliagdo dos polimorfismos foi realizada no Laboratdrio de Virologia
do ICB/UPFA, por meio da amplificagdo génica, utilizando-se PCR seguida da analise
de polimorfismos de comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP) ou por meio de
amplificacdo usando iniciadores alelo especificos (Tabela 3), cuja metodologia sera

descrita a seguir.

2.2.5.1 Extracao do DNA

Utilizou-se método de extragdo de DNA total a partir de células do
sangue total periférico das amostras, de acordo com o protocolo do kit de isolamento de
acido nucléico da Puregene (Gentra Systems, Inc., USA), seguindo as etapas de lise

celular, de precipitacdo de proteinas, de precipitacdo do DNA e de hidratagdo do DNA.
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2.2.5.2 Polimorfismo do TNF-a

O polimorfismo -308G/A na regido promotora do gene do TNF-a foi
investigado utilizando-se um volume final de 25ul, contendo 50 ng de DNA total
extraido, 0,2 uM de cada ANTP, 5 pmol/puL de cada iniciador, MgCl, 1,5 uM, KCI1 50
mM, Tris-HCI pH 8,3 10 mM e 1,25 U de Tag DNA polimerase. Os iniciadores
empregados nesta reacao foram: TNF-FW 5’-AGG CAA TAG GTT TTG AGG GCC
AT-3" ¢ TNF-R 5°-TCC TCC CTG CTC CGA TTC ATT CG-3’, os quais amplificam
um segmento de 107 pb (Allen et al., 2000).

A reagdo de amplificagdao obedeceu as seguintes condi¢des: desnaturacao
inicial a 94°C por 2 minutos, 35 ciclos de 1 minuto a 94°C (desnaturacao), 1 minuto a
58°C (hibridizagao), 1 minuto a 72°C (extensdo) e uma extensdo final de 5 minutos a
72°C.

O produto da amplificagcdo foi digerido pela enzima de restricio Ncol
(Invitrogen, USA) a 37°C por 5 horas, em uma reagdao contendo 7ul do produto
amplificado, 5 U da enzima, 2,5uL de tampao 10X e 8 pL de agua estéril.

Durante a PCR ¢ amplificado um fragmento de 107pb que pode ou nao
conter um sitio de restricao para a enzima Ncol. Em portadores do alelo G, esse sitio de
restricdo ¢ mantido, o que resulta apos digestdo na formacdo de dois fragmentos
menores, um de 87bp e outro de 20bp. Nos portadores do alelo A4, o sitio de restricao ¢
perdido, mantendo-se assim o fragmento integro com 107bp.

Os produtos das amplifica¢des e digestao enzimatica foram visualizados
apos eletroforese (100 V/45 minutos) em gel de agarose a 3%, em tampao TAE 1x

(TAE 40x estoque — TrisBase 1,6 M, acetato de Na 0,8 M e EDTA-Na, 40 mM/1000
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mL &gua deionizada), contendo 5 puL de brometo de etidio (10mg/mL), por meio de

transiluminador com fonte de luz ultra-violeta.

2.2.5.3 Polimorfismo do INF-y

O polimorfismo do INF-y na posicao +874T/A, no primeiro intron, foi
investigado através da técnica da PCR (Pravica et al., 2000).

A reagdo utilizou um volume final de 30 pL, contendo 50 ng de DNA
total extraido, 0,2 uM de cada ANTP, 5 pmol/uL de cada iniciador, MgCl, 2,0 mM, KClI
50 mM, Tris-HCI pH 8,3 10 mM e 1,0 U de Tag DNA polimerase. Os iniciadores desta
reacdo foram o INF-y (+874) PC 5°-TCA ACA AAG CTG ATA CTC CA-3’; INF-y
(+874) T 5’-TTC TTA CAA CAC AAA ATC AAA TCT-3’ou INF-y (+874) A 5’-TTC
TTA CAA CAC AAA ATC AAA TCA-3’, os quais amplificam um segmento de 262
pb (Pravica et al., 2000).

A reacdo de amplifica¢do consistiu em: desnaturacdo inicial a 94°C por 5
minutos, 30 ciclos de 40 segundos a 94°C (desnaturacdo), 40 segundos a 56°C
(hibridizagdo), 50 segundos a 72°C (extensdo) e uma extensdo final de 5 minutos a
72°C.

A interpretacdo do resultado foi determinada pela presenca ou auséncia
do produto amplificado conforme o iniciador alelo-especifico utilizado.

Os produtos das amplificagdes foram visualizados apos eletroforese (100
V/45 minutos) em gel de agarose a 2,5%, em tampao TAE Ix (TAE 40x estoque —
TrisBase 1,6 M, Acetato de Na 0,8 M e EDTA-Na, 40 mM/1000 mL agua deionizada),
contendo 5 pL. de brometo de etidio (10mg/mL) com uso do transiluminador com fonte

de luz ultra-violeta.



80

2.2.5.4 Polimorfismo do TGF-B1

A identificagdo do polimorfismo da regidao —509C/T do TGF-B1 obedeceu a
técnica proposta por Hsieh et al (2005), utilizando a PCR para amplificacdo da regido
citada seguida da analise de RFLP.

A PCR conteve um volume final de 25uL. com 50 ng de DNA total extraido, 10
pmol de cada iniciador, 10 nM de Tris-HCI pH 8,3, KCl, 2,0 nM de MgCl,, 0,2 uM de
cada ANTP e 1 U de Tag DNA polimerase, além dos seguintes iniciadores: TGF-B1-
FW 5-GGA GAG CAA TTC TTA TAG GTG -3’ e TGF-B1- R 5-TAG GAG AAG
GAG GGT CTG TC-3’, os quais amplificaram um fragmento de 120 pb.

A reacao de amplificacdo foi realizada nas seguintes condigdes:
desnaturagdo inicial a 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de 30 segundos a 95°C
(desnaturacao), 30 segundos a 60°C (hibridizagao), 30 segundos a 72°C (extensao) e
uma extensdo final de 5 minutos a 72°C.

O produto da amplificacdo foi digerido pela enzima de restricdo Ddel
(Invitrogen, USA) a 37°C por 3 horas, em uma reagao contendo 15ul. do produto
amplificado, 0,5 U da enzima, 2 pL de tampao 10X e 3 pL de 4dgua estéril. A presenca
de um fragmento ndo digerido de 120 pb identifica o alelo 7 e a presenga de dois
fragmentos digeridos de 74 e 46 pb, o alelo C.

Os produtos das amplifica¢des e da analise de RFLP foram visualizados
apos eletroforese (100 V/45 minutos) em gel de agarose a 4% revelados pelo brometo
de etidio (10mg/mL), mediante a utilizagdo de transiluminador com fonte de luz

ultravioleta.
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2.2.5.5 Polimorfismo da IL-10

A identificagdo dos polimorfismos da IL-10 -1082A/G obedeceu a
metodologia proposta por Lee et al. (2005), a qual se utilizou a analise da RFLP para a
identificacao dos alelos C e G.

A reagao de PCR conteve um volume final de S0uL. com 50 ng de DNA
total extraido, 10 pmol de cada iniciador, 10 nM de Tris-HCI pH 8,3, KCI, 1,5 nM de
MgCl,, 0,2 uM de cada ANTP e 0,5 U de Tag DNA polimerase, além dos seguintes
iniciadores: IL-10 FW 5’- TCT GAA GAA GTC CTG ATG TC-3’ e IL-10 R 5’- CTC
TTA CCT ATC CCT ACT TCC-3’, os quais amplificaram um fragmento de 190 pb.

As condi¢des da PCR foram: desnaturagdo inicial a 94°C por 2 minutos,
40 ciclos de 1 min segundos a 94°C, 1 min a 58°C, 1 min a 72°C e uma extensao final de
10 minutos a 72°C.

O produto da amplificacdo foi digerido pela enzima de restricio Mnll
(Invitrogen, USA) a 37°C por 4 horas, em uma reacdo contendo 15 pL do produto
amplificado, 0,5 U da enzima, 3 pL de tampao 10X e 11 pL de agua estéril.

Identifica-se o alelo 4 ap6s a digestao, quando se obtem duas bandas na
eletroforese, uma de 125 e outra de 65 pb. O alelo G ¢ identificado na presenca de trés
bandas de 93, 65 e 32 pb.

Os produtos das amplifica¢des e da analise de RFLP foram visualizados
apos eletroforese (100 V/45 minutos) em gel de agarose a 4% revelados pelo brometo
de etidio (10mg/mL), mediante a utilizagdo de transiluminador com fonte de luz

ultravioleta.
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Polimorfismo Técnica Iniciadores Alelos
TNF-o -308G/A RFLP TNF-o FW 5°-AGG CAA TAG GTT TTG G: 87 pb
(Ncol)  AGG GCC AT-3’ 20 pb
TNF-a. R 5°-TCC TCC CTG CTC CGA TTC A: 107 pb
ATT CG-3’
INF-y +874T/A SSP-PCR  INF-y PC 5°-TCA ACA AAG CTG ATACTC T:262pb
CA-3’ A: 262 pb
INF-y T 5-TTC TTA CAA CAC AAA ATC
AAA TCT-3’
INF-y A 5>-TTC TTA CAA CAC AAA ATC
AAA TCA-3
TGF-B1 -509C/T RFLP TGF-B1FW 5°-GGA GAG CAATTC TTA C: 74 pb
TAG GTG -3’ 46 pb
(Ddel)  TGF-p1 R 5°-TAG GAG AAG GAG GGT T: 120 pb
CTG TC-3’
IL-10 -1082A/G RFLP IL-10 FW 5’- TCT GAA GAA GTC CTG A: 125 pb
(Mnll)  ATGTC-3’ 65 pb
IL-10 R 5°-CTC TTA CCT ATC CCT ACT G: 93 pb
TCC-3’ 65 pb
32 pb

2.3 PROCEDIMENTOS HISTOPATOLOGICOS

Os pacientes submetidos a biodpsia hepatica encontravam-se de acordo com a mesma

(incluindo-se a assinatura do termo de consentimento) e possuiam TAP igual ou

superior a 65 % e plaquetas acima de 100.000 / mm”.

As biopsias foram realizadas com agulha de Trucut e marcadas pela

ultrassonografia. Cada espécime foi examinado no Laboratorio da Anatomia Patologica

da Faculdade de Medicina/UFPA, obedecendo as rotinas do servigo, submetida as

coloragdes de hematoxilina-eosina (HE), cromotrope azul de anilina (CAB), reticulina

de Gomori e orceina de Shikata.
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O diagnostico histopatologico obedeceu a classificacdo francesa de
METAVIR (Bedossa & Poynard, 1996), pontuando o grau de atividade inflamatoria de

0 a 3 e o estadiamento da fibrose de 0 a 4.

2.4 PROCEDIMENTOS ESTATISTICOS

Para a analise estatistica foram utilizados os programas EPIINFO 6.04 b
e BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2008). Para a analise de dados paramétricos utilizaram-se
os testes estatisticos ANOVA de um e de dois critérios e o teste T de Student. Os dados
ndo paramétricos foram analisados pelos testes de y°, de Kruskal-Wallis H e correlacio
de Spearman. Nos casos de andlise de varidncia, utilizou analise multivariada de
Hotelling. Estabeleceu-se em 0,05 (5 %) o nivel de rejei¢do da hipotese de nulidade

(valor de p <0,05).

2.5 PROCEDIMENTOS ETICOS

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da FSCMPA, conforme prevé a resolugao no. 196/96 do CNS/MS, que trata de pesquisa
em seres humanos (Anexo B).

Os pacientes selecionados foram informados sobre os objetivos da
pesquisa e deram seu consentimento, apos todos os esclarecimentos, mediante a
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo C). A
permissao para a utilizacdo das amostras oriundas do banco de amostras do Laboratorio
de Virologia do ICB/UFPA foi dada pela chefia do laboratorio com a anuéncia do
CEP/FSCMPA (Anexo D), reconhecendo que nao se poderia entrar em contato direto

com estes individuos, assim como respeitando os TCLE assinados por estes, no
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momento de sua pesquisa original, autorizando a utilizagdo do material biologico em

outros projetos desde que devidamente aprovados por 6rgao competentes.
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3 RESULTADOS

Foram selecionados 53 casos consecutivos de pacientes portadores de
hepatite B cronica, obedecendo aos critérios de inclusdo. Destes, 30 foram
diagnosticados como portadores inativos (grupo A) e 23 como portadores de hepatite
cronica com ou sem cirrose (grupo B).

Os dados demograficos dos grupos de pacientes e do grupo controle
estdo demonstrados nas Tabelas 3 e 4. Observa-se que houve diferenga estatisticamente
significante nas variaveis sexo e idade entre o grupo de pacientes e controle. O sexo
masculino se apresentou como fator de risco para a cronificagdo do VHB, em torno de
3.3 vezes (p=0,001; IC 95% 1,639-6,689).

Dividindo-se o grupo B, em portadores de hepatite cronica com e sem
cirrose hepatica, identificou-se maior prevaléncia de homens em ambos os grupos (80%
vs. 69,3%), contudo os cirroticos possuiam maior média de idade, 54,12 + 13,2 vs. 33 +

13,7 anos, respectivamente (p= 0,03).

Tabela 3 — Distribui¢ao por sexo e média de idade dos pacientes portadores de hepatite

B cronica e do grupo controle.

Variaveis Portadores de Grupo Controle
hepatite B cronica P
N=53 N=100

Sexo

Masculino 36 (67,9 %) 39 (39,0 %) 0,0006*

Feminino 17 (30,1 %)) 61 (61,0 %)

Média de Idade
(anos + DP) 42,05 + 15,51 36,83 + 14,13 0,015**

*y%: #* Teste T de Student; N= ntiimero de individuos.
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Tabela 4 — Caracteristicas demograficas dos grupos A e B dos pacientes portadores de

hepatite B cronica.

Variaveis Grupo A Grupo B P
N: 30 N: 23
Sexo
Masculino 19 (63,3 %) 17 (73,9 %) 0,6024*
Feminino 11 (36,7 %) 6 (26,1 %)
Média de Idade
(anos + DP) 44,27 + 15,17 41,48 + 16,16 0,4037**
ProcedénciaT
RMB 25 10 0,7898***
Nordeste 1 2
Sudeste 1 5
Tocantins/Marajo 2 3
Sudoeste 1 3
Cor da Pele
Pardo 28 16 0,0556*
Negro 2 7
Estado Civil
Solteiro 3 10 0,8019***
Casado/Unido 26 11
Consensual
Separado/Divorciado 1 2

¥ Macroregides do Estado do Para; RMB- regiio metropolitana de Belém; * y°; ** Teste
Kruskal-Wallis H; *** Analise multivariada — Hotteling; N= nimero de individuos.

Os resultados das possiveis vias de aquisicdo da infecgdo e da

prevaléncia do etilismo estao destacados na Tabela 5. Nota-se que nao houve relatos de

tatuagem, piercing ou acupuntura.
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Tabela 5 — Ocorréncia de etilismo e possiveis rotas de aquisicdo do VHB nos grupos A

e B.
Grupo A Grupo B
Variaveis N:30 N:23 P
Etilismo * 12 (40%) 7 (30,4%) 0,294
Cirurgia Prévia ** 12 (40%) 6 (26,1%) >0.05
Comportamento Sexual de Risco **
Heterossexual promiscuo 4 (13,3%) 5(21,7%) >0.05
Homossexual 0 1 (2,3%)
Hemotransfusao ** 2 (6,7%) 2 (4,6%) >0.05
Portadores de VHB na familia ** 3 (10%) 5(21,7%) >0.05
Uso de drogas ilicitas ** 2 (6,7%) 2 (4,6%) >0.05

* Teste T de Student ; ** Analise Mutivariada - Hotteling ; N= niimero de individuos.

3.1 AVALIACAO CLINICA, HEMATOLOGICA, BIOQUIMICA E SOROLOGICA

Entre os 23 pacientes do grupo B, treze foram classificados como
portadores de hepatite cronica sem cirrose ¢ dez como portadores de cirrose hepatica.
Os sinais e sintomas mais prevalentes (Figura 21) foram dor abdominal (26%);
esplenomegalia (26%), astenia (17,3%), edema de membros inferiores (17,3%) e
telangiectasias (17,3%).

Diagnosticou-se CHC em trés pacientes, sendo dois homens e uma
mulher. Dois casos foram detectados desde as primeiras avaliagdes e o terceiro durante
o seguimento com triagem para o CHC em pacientes cirrdticos. Nos trés casos, o
HBeAg era negativo, carga viral abaixo de 10* copias/mL e o tumor diagnosticado por
exames de imagem (ultrassonografia e ressondncia nuclear magnética) e elevagdo da

AFP acima de 200 ng/dL, tendo todos evoluidos ao 6bito.
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Ginecomastia ] 43 %
Emagrecimento 43 %
[ctericialcollria 43 %

Sinais de encefalopatia ] 86%
Astenia ] | 17.4%
Edema de membros inferiores ] | 17,4%
Eritema palmar ] | 174%
Telangiectasia | 1749%
Hepatomegalia g2 Ld %
Esplenomegalia ] 26%
Dor abdominl | ] 26 %
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4 5 6 7

Figura 21 - Sinais e sintomas prevalentes entre os pacientes portadores de hepatite B

cronica, grupo B.

A comparagdo dos resultados dos testes hematoldgicos e bioquimicos
entre os grupos A e B encontra-se na Tabela 6. Os valores médios de AST, ALT, GGT e
fosfatase alcalina mostraram diferencas significativas entre os dois grupos.

A positividade do HBeAg ocorreu em 43,5% (10/23) no grupo B,
significativamente maior do que no grupo A (Tabela 6). Analisando o grupo B em
separado, encontrou-se este antigeno em 53,8% (7/13) entre os ndo cirrdticos e em 30%
(3/10) dos cirréticos, diferenca percentual estatisticamente néo significante (y° = 2,6; p=

0,226).
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Tabela 6 — Resultados de testes hematoldgicos, bioquimicos e soroldgicos dos pacientes

portadores de hepatite B cronica dos grupos A e B.

Variaveis Grupo A Grupo B p*
N=30 N=123

Hematocrito 41,90 + 2,81 39,47 +5,0 0,0694
(13— 16 g%)
Leucécitos 6.215+1.706 7.953 + 11.566 0,6413
(6.000 — 8.000 / mm3)
Plaquetas 163.739 +79.130  128.583 + 89.359 0,1232
(200.000-400.000 / mm3)
AST 29,53 + 15,5 90,33 + 80,97 0,001
(16 — 40 TU/L)
ALT 31,76 + 17,54 100,19+ 1184 0,001
(08 — 54 TU/L)
Albumina 4,52 +0,79 4,19 + 0,69 0,042
(3,5-5,5 g/dl)
Atividade Protrombinica 94,76 + 19,68 87,38 +27,01 0,247
> 70%)
Bilirrubinas totais 0,71 + 0,25 1,10 + 0,66 0,075
(0,4 — 1,4 mg/dl)
GGT 35,16 + 21,99 113,40 + 159,42 0,001
(08 — 63 TU/L)
Fosfatase alcalina 90,64 + 28,66 153,20 + 77,85 0,002
(36 -96 TU/L)
HBeAg

Positivo 0 10 0,003 **

Negativo 30 13

* Teste Kruskal-Wallis H; ** x2 =16,077; N = nimero de individuos.

Entre os 53 pacientes, 32 se submeteram a bidpsia hepatica. Para a

analise da atividade necroinflamatoria, os resultados foram agrupados nos escores 0/1 e

2/3. Da mesma forma, os escores de fibrose foram agrupados em 0/1 e 2/3/4 (Tabela 7).
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Tabela 7 — Distribuicao de resultados histopatolégicos, de acordo com a atividade e com

o estadiamento de fibrose, segundo a classificagdo METAVIR.

Atividade Fibrose
Metavir Metavir
0/1 2/3 0/1 2/3/4
N (%) N (%) N (%) N (%)
26 (81,25) 6 (8,75) 22 (68,75) 10 (31,25)

N= ntimero de individuos.

3.2 ANALISES MOLECULARES

A andlise dos resultados moleculares obtidos nos grupos A e B,
demonstrou diferenga estatisticamente significante entre as médias das cargas virais
(Figura 22), encontrando-se valores de 1.194,40 + 2.044,72 Ul/mL para o grupo A e
25.321,63 + 16.340,05 UI/mL para o B.

A associacdo entre a carga viral e a presenga do HBeAg identificou
maiores niveis de DNA-VHB nos positivos do que nos negativos para este antigeno
(32.286 + 12.830,45 Ul/mL vs. 7.340,29 + 12.971, 27 Ul/mL), com p < 0,001 (Figura

22).
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Grupo A 1.194,40 + 2.044,72 Ul/mL

Grupo B 25.321,63 + 16.340,05 UI/mL
HBeAg positivo 32.286 + 12.830,45 Ul/mL
HBeAg negativo 7.340,29 + 12.971, 27 Ul/mL

DNA-VHB

Ul/mL *p < 0,01 *p < 0,01

]

0000

40000

30000

20000

10000

0 =5 .

Grupo Grupo HBeAg HBeAg
A B positivo negativo

* Teste Anova

Figura 22 — Associagao da carga viral do VHB entre os grupos A e B e entre os HBeAg

positivos e negativos.

Em 40 amostras, foi possivel identificar o gendtipo do DNA-VHB
(Tabela 8), sendo 95% (38/40) pertencente ao gendtipo A e 5% (2/40) ao D. Entre os
pacientes com genoétipos A, encontrou-se 92,1 % (35/38) de subgenétipo Al e 7,9%
(3/38) de A2.

Os subtipos relacionados ao subgendtipo Al foram o aywl (18/35) e o
adw2 (17/35), enquanto os relacionados ao A2 e D foram o adw2 e o ayw3,

respectivamente (Tabela 8).
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Tabela 8 — Gendtipos, subgenotipos e subtipos do DNA-VHB de 40 amostras de

pacientes portadores de hepatite B cronica, distribuidos nos grupos A e B.

Caracteristicas Grupo A Grupo B Total
virolégicas N (%) N(%) N(%)
Genotipos *
A 19 (90,5) 19 (100) 38 (95)
D 2 (09,5) 0 2 (05)
Total 21 (100) 19 (100) 40 (100)
Subgenotipos **
Al 17 (89,5) 18 (94,7) 35(92,1)
A2 2 (10,5) 1 (05,3) 3(07,9)
Total 19 (100) 19 (100) 38 (100)
Subtipos ***
ayw1/genotipo Al 8 (38,1) 10 (52,6) 18 (45,0)
adw?2/genotipo Al 9 (42,9) 8 (42,1) 17 (42,5)
adw2/genotipo A2 2 (09,5) 1 (05,3) 3 (07,5)
ayw3/ gendtipo D 2 (09,5) 0 2 (05,0)
Total 21 (100) 19 (100) 40 (100)

* 4% corregdio Yates p= 0,5133; ** x> correcdo Yates p= 0,5475; *** Analise multivariada de

Hotteling p= 0,3797; N= numero de individuos.

A analise da associagdo entre os subgenoOtipos Al e A2 com a
apresentacao clinica, portador inativo, hepatite cronica sem cirrose € com cirrose
hepatica, ndo demonstrou diferengas significativas (Tabela 9).

Nao foram observadas associagdes entre os genotipos e a carga viral,

assim como ndo se encontrou associacdo dos genotipos coma a presenga ou nao do

HBeAg (Tabela 10).
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Tabela 9 — Associagdo dos geno6tipos e subgendtipos do DNA-VHB com a apresentagao

clinica da hepatite B cronica.

Gendtipos e Portador Inativo  Hepatite cronica  Cirrose Hepatica
Subgenétipos N=21 N=12 N=7
Al (N=3)5) 17 12 6
A2 (N=3) 2 0 1
D (N=2) 2 0 0

Teste Anova p= 0,074; N=ntimero de individuos.

Tabela 10 — Associacdo dos genotipos do DNA-VHB com a positividade do HBeAg e

nivel sérico do DNA-VHB.

Variaveis Genotipo Al Genotipo A2 Genotipo D
N=35 N=3 N=2
HBeAg*
Positivo 7 1 0
Negativo 28 2 2
Carga Viral** 17.616,24 19.438,50 103,0
Ul/mL +17.691,41 +26.249,92 + 60,81

* x2 =0,296, p= 0,846, ** Teste Anova Al e A2 p= 0,4076; N=numero de individuos.

3.3 — RESULTADOS DOS NIVEIS SERICOS E DOS POLIMORFISMOS NOS
GENES DE CITOCINAS
3.3.1 - TNF-a

A distribuicdo dos polimorfismos do TNF-o -308G/A no grupo de
pacientes portadores de hepatite B cronica e no grupo controle foi semelhante (Tabela

11). Por outro lado, a comparacdo entre o grupo B e controle demonstrou maior
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prevaléncia do genotipo GA no grupo B, com diferenca estatisticamente significante (p=
0,019). Também foi observada diferenga estatistica na propor¢ao do alelo 4 entre o
grupo B e controle (p= 0,001). Observou-se ainda um risco 2,6 vezes maior de infec¢ao

cronica pelo VHB em portadores do alelo 4 (Tabela 11).

Tabela 11 - Distribuicao do polimorfismo TNF-a -308G/A nos grupos de portadores de

hepatite B e grupo controle.

TNF-a -308 Grupo Hepatite B Grupo A Grupo B Odds p
Controle Cronica Ratio
N (%) N (%) N (%) N (%)
Genotipos 0,019°

GG 82(84,5) 41(77,3) 23(76,6) 12(512)
GA 14(144) 10(18,9)  6(20,0) 10 (43,3)
A4 1( LD 2(38)  1(34) 1(45)

Total 97 (100) 53 (100) 30 (100) 23 (100)
Alelos
G 178 (91,7) 92 (86,8) 52(86,7) 34(73,9) 2,587" 0,001Cl
A 16(08,3) 14 (13,2) 8(13,3) 12(26,1) 2,294b

Total 194 (100) 106 (100) 60 (100) 46 (100)

* Grupo controle e Hepatite B cronica (p= 0,011, IC 95% 1,277-5,241); ° Grupo A e Grupo B
(p= 0,157, IC 95% 0,849-6,196); x> = 11,703 grupo B vs. grupo controle; %> = 11,332 grupo

B vs. grupo controle; N=numero de cromossomos.

A andlise da associagdo dos resultados de testes bioquimicos, da viremia
e da presenca do HBeAg com os gen6tipos do TNF-a -308G/A ndo mostrou diferencas
estatisticas entre si (Tabela 12).

O nivel sérico médio de TNF-a nos portadores de hepatite B cronica e no
grupo controle foi de 20,04 + 9,44 pg/mL e 21,44 + 15,79 pg/mL, respectivamente (p=

0,574). Quando se avaliou estes niveis nos grupos A (20,55 + 9,99 pg/mL), B (19,34 +
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8,81 pg/mL) e controle (21,44 + 15,78 pg/mL), as médias também se apresentaram

semelhantes, com p > 0, 05 (Figura 23).

Tabela 12 — Associagdo dos niveis séricos da ALT, AST, GGT, da carga viral do VHB e

da presenca do HBeAg com os polimorfismos do TNF-a -308G/A.

Variaveis TNF-a -308GG TNF-a -3084G TNF-a -30844
N=41 N=10 N=2
Média de AST (UI/L)* 72,42 + 97,85 32,5+ 14,89 35,0+ 31,11
Média de ALT (UI/L)* 60,28 + 63,25 48,6 + 14.89 34,5+9,19
Média de GGT (UI/L)* 59,41 + 68,90 55,12 + 33,59 32,50 + 13,43
DNA-VHB (UI/mL)* 17.692 +47.718 9.042 + 16.423 19.035 +26.819
HBeAg positivo** 9 2 0

*Teste Kruskal-Wallis H (p > 0,05); ** i = 0,563, p= 0,754; N= ntimero de individuos.

Nao houve diferenga entre os niveis séricos do TNF-o com os
polimorfismos do TNF-a -308G/A (Tabela 13), assim como também nao entre as
concentragdes séricas e a positividade ou ndo do HBeAg (p= 0,643), onde os niveis

foram de 22,21 + 11,96 e 19,55 + 8,94 pg/mL, respectivamente.
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Hepatite B=20,04 + 9,44 pg/mL
Grupo A= 20,55 + 9,99 pg/mL
TNF-a Grupo B=19,34 + 8,81 pg/mL

Grupo controle= 21,44 + 15,79 pg/mL

pg/mL
*p =0,420
250 |
*p=10,783
200 |
150 *»=0,561 *p=0,453
- : |
100
[u}
(=]
[u} [u] o
ED o =]
| L | [ il | | L |
—/ —
1

Hepatte B Grupo A Grupo B Grupo controle

*Teste T de Student

Figura 23 — Nivel sérico médio do TNF-a nos portadores de hepatite B, grupo A, grupo

B e grupo controle.

Tabela 13 — Associagdo do nivel sérico do TNF-a com os polimorfismos do TNF-a -

308G/A.
Variavel TNF-a -308GG TNF-0 -3084G TNF-o -3084A4
N=123 N=24 N=3
Nivel sérico TNF-a
(pg/mL) 24,24 + 22,93 20,74 + 14,42 18.30 + 3,31

Teste Kruskal-Wallis H p= 0,833; N= ntimero de individuos.
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A avaliagdo do nivel sérico do TNF-a com os niveis de ALT, AST, GGT

e carga viral ndo mostraram ocorréncia de correlagdes entre estas variaveis (Figura 24).
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Figura 24 — Correlagdo dos niveis séricos do TNF-a. com ALT (a), AST (b), GGT (c) e

da carga viral do VHB (d).

A avaliacdo da histopatologia hepatica revelou que nao houve diferenca

estatisticamente significante na correlacdo do polimorfismo do TNF-a -308A/G com a
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atividade inflamatdria ou com a fibrose (Figura 25), porém os niveis séricos do TNF-a
foram significativamente maiores na atividade moderada e intensa (2/3), como

demonstrado na Figura 26.

18-
*p=0.265 *p=0.457

Atividade 0/1 Atividade 2/3 Fibrose 0/1 Fibrose 2/3/4

0308 GG m 308 AG O 308 AA

* Analise Multivariada - Hotteling

Figura 25 — Associagdo da atividade e da fibrose com o polimorfismo do TNF-a -

308G/A, segundo a classificacao histopatologica METAVIR.
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Atividade 2/3= 24,33 + 12,27 pg/mL
Fibrose 0/1= 16,68 + 6,16 pg/mL
Fibrose 2/3/4= 20,48 + 11,11 pg/mL

*p=0,031 *p=0,363

D
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Atividade 041 Atividade 243 Fibroze 07 Fibroze 2344

* Teste T de Student

Figura 26 — Associagdo dos niveis séricos do TNF-a com a atividade e com a fibrose,

segundo a classificagdo histopatolégica METAVIR.

3.3.2 Interferon-y

A distribuicdo genotipica para o polimorfismo INF-y +874T/A no grupo

controle e nos pacientes com hepatite B cronica foi similar, com maior prevaléncia do

genotipo 44 em ambos os grupos (Tabela 14). A analise desta distribui¢ao entre o grupo

controle e os grupos A e B identificou maior frequéncia do genotipo 74 no grupo A do

que nos demais, sem que as diferencas fossem significantes (Tabela 14).

Em todos os grupos estudados, o alelo mutante 4 foi o mais prevalente e

sua ocorréncia parece nao influenciar o risco de desenvolvimento da doenca cronica

(Tabela 14).
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Tabela 14 - Distribuicdo do polimorfismo INF-y +874T/A no grupo de portadores de

hepatite B cronica, grupo A, grupo B e grupo controle.

INF-y +874 Grupo Hepatite B Grupo A Grupo B Odds p
Controle  Cronica Ratio
N (%) N (%) N (%) N (%)
Genotipos 0,364°
T 9(9,4) 7 (13,2) 4 (13,3) 3(13,0)
T4  37(28,1) 19(35,8) 14 (46,7) 521L198)
A4 51(52,5) 27(50,9) 12(40,0) 15(65,2)
Total 97 (100) 53 (100) 30 (100) 23 (100)
Alelos 0,372¢
T 55(284) 33(@31,1) 22(36,7 11(23,9 0,.875°
A 139(71,6) 73(68,9) 38(63,3) 35(76,1) 0,533°
Total 194 (100) 106 (100) 60 (100) 46 (100)

* Grupo controle e Hepatite B cronica (p= 0,709, IC 95% 0,522-1,466); ° Grupo A e Grupo B

(»=0,109, IC 95% 0,265-1,071); ¢ x2 =4322; dx2 =1,975; N= nimero de cromossomos.

Nos 53 pacientes portadores de hepatite B cronica, a associacdo dos

testes bioquimicos, da carga viral e da presenga do HBeAg com o polimorfismo do INF-

y +874T/A revelou que a presenca do genotipo AA estava significativamente

relacionado com maiores niveis de GGT, conforme se demonstra na Tabela 15.
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Tabela 15 — Associagdo dos niveis séricos da ALT, AST, GGT, da carga viral do VHB e

da presenca do HBeAg com os polimorfismos do INF-y +874T/A.

Variaveis INF-y +874TT INF-y +874TA INF-y +874A4A4
N=7 N=19 N=27
Média de AST (UVL)* 35,67 +17,99 46.58 +48.61 71,18 £ 77,68
Média de ALT (U/L)* 34,17 +£ 19,98 53,84 + 68,37 77,36 + 108,06
Média de GGT (UI/L)** 30,83 + 13,88 57.78 £ 90.48 93,43 + 143,41
DNA-VHB (U/mL)* 13.060 +21.603 13.178 +17.442 16.029 +17.302
HBeAg positivo™** 0 3 7

* Teste de Kruskal-Wallis H p > 0,05; ** Teste de Kruskal-Wallis H p= 0,008; *** y* = 2,624,

p=0,269; N= niimero de individuos.

O nivel sérico médio do INF-y nos portadores de hepatite B cronica foi
significativamente menor do que no grupo controle (Figura 27), com valores médios de
94,69 + 33,14 pg/mL e 136,78 + 84,37 pg/mL, respectivamente (p < 0,0001). Quando se
avaliou estes niveis nos grupos A (87,44 + 25,11 pg/mL), B (104,57 + 40,22 pg/mL) e
controle (136,79 + 84,38 pg/mL), observou-se diferenga estatistica significante (Figura

27) com maiores médias no grupo controle em relacao aos grupos A ¢ B (p <0,01).
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Hepatite B= 94,69 + 33,14 pg/mL
Grupo A= 87,44 + 25,11 pg/mL

Grupo B= 104,57 + 40,22 pg/mL
Grupo controle= 136,78 + 84,37 pg/mL

INF-y *p < 0,0001
pg/mL

*p=0,001
500

*p=0,081 *p= 0,009
400 | |

200

200

100

1

Hepatite B Grupo A Grupo B Grupo controle

*Teste T de Student

Figura 27 — Nivel sérico médio do INF-y nos portadores de hepatite B cronica, grupo

A, grupo B e grupo controle.

Nao se observou diferenca estatistica significante nos niveis séricos de
INF-y de acordo com o polimorfismo estudado (Tabela 16) e nem com a presenca do
HBeAg, encontrando-se niveis médios de 115,94 + 2,49 pg/mL nos HBeAg positivos e
de 90,31 + 24,91 pg/mL nos negativos (p= 0,1838).

A andlise da correlagdo dos niveis séricos do INF-y com as dosagens
bioquimicas e de carga viral (figura 28), ndo demonstrou associa¢des com significancia

estatistica.
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Tabela 16 - Associacao do nivel sérico do INF-y com os polimorfismos do INF-y +874

T/A.
Variavel INF-y +874TT INF-y +874TA INF-y +87444
N=55 N=76
Nivel sérico INF-y
(pg/mL) 104.58 + 64.74 127.21 + 74.64 122,94 + 74,84

Teste Kruskal-Wallis H p= 0,488; N= nimero de individuos.
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¢ ‘ ’ 0 \ : : |
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GGT UlimL DNA-VHB Ul/mL
* Correlag@o Linear de Spearman
Figura 28 - Correlagdo dos niveis séricos do INF-y com ALT (a), AST

(b), GGT (c) e carga viral do VHB (d).
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Nao houve diferenca na atividade inflamatoria e no grau de fibrose em
relacdo aos gendtipos do INF-y +874T/A (Figura 29). Por outro lado, os niveis séricos
de INF-y foram significativamente maiores (Figura 30) na presenca da inflamacgdo
moderada e intensa (2/3) do que na ausente e leve (136,03 + 57,29 vs. 84,80 + 25,15
pg/mL) e, também, no estadiamento da fibrose maior ou igual a 2 (124,36 + 54,58 vs.

81,99 + 21,46 pg/mL).

Atividade 0/1 Atividade 3/4 Fibrose 0/1 Fibrose 2/3/4

m874TT m874 TA 874 AA

* * Andlise Multivariada - Hotteling

Figura 29 — Associacdo da atividade e da fibrose com o polimorfismo do INF-y

+874T/A, segundo a classificagdo histopatologica METAVIR.
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Figura 30 — Associagdo dos niveis séricos do INF-y com a atividade e com a fibrose,

segundo a classificagdo histopatolégica METAVIR.

3.3.3 TGF-1

A distribuicdo genotipica TGF-B1 -509C/T foi semelhante entre os

controles e os pacientes, com predominio do gendtipo C7 em ambos os grupos (Tabela

17). Ao se analisar esta distribuicdo entre os grupos A, B e controle (Tabela 17),

observou-se maior propor¢ao do genotipo 77 no grupo A (40%) do que nos grupos B

(21,9%) e controle (35,1%), sem alcangar significancia estatistica (p > 0,05).

Nao foi encontrada diferenga com significancia estatistica na distribui¢ao

alélica entre os grupos e, por conseguinte, ndo se observou risco de evolugdo para

cronicidade de acordo com a presenga dos alelos C ou 7 (Tabela 17).
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Tabela 17 - Distribuicado do polimorfismo do gene TGF-B1 -509C/T no grupo de

portadores de hepatite B, grupo A, grupo B e grupo controle.

TGF-B1 -309 Grupo Hepatite B Grupo A Grupo B Odds P
Controle  Cronica Ratio
N (%) N (%) N (%) N (%)
Genotipos 0,569°

CC 244,77 17(32,0) 9(30,0) 8(34,7)
CT 39(40,2) 19(36,0) 9(30,0) 10 (43,4)
TT  34(351) 17(32,0) 12(40,0) 5(21,9)

Total  97(100)  53(100)  30(100) 23 (100)

Alelos 0,346
C 87(44,8) 53(50,0) 27(450) 26(56,2) 0,813°
T 107(552) 53(50,0) 33(55,0) 20(43,8) 0,629°

Total 194 (100) 106 (100) 60 (100) 46 (100)

* Grupo controle vs. Hepatite B cronica (p= 0,462, IC 95% 0,506-1,306); ° Grupo A vs. Grupo B

(p=10,327, IC 95% 0,290-1,364); ¢ y’=2,929; ¢ ¥’=2,121; N= numero de cromossomos.

Nao foram observadas diferencas significantes entre os niveis séricos da
AST, ALT, GGT, da viremia e da presenga do HBeAg com o polimorfismo TGF-f1 -
509C/T (Tabela 18).

A anélise da associacao dos niveis séricos do TGF-1 revelou maiores
valores no grupo de pacientes, 1.163 + 1.084,11 pg/mL, do que nos controles, 422,39 +
210,54 pg/mL (p < 0,0001); assim como houve diferenca significante entre os valores
dos controles e os dos grupos A (1.201.77 + 1.207,58 pg/mL) e B (1.108,09 + 777,44

pg/mL), como demonstrados na Figuras 31.
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Tabela 18 - Associacao dos niveis séricos da ALT, AST, GGT, carga viral do VHB e da

presenca do HBeAg com os polimorfismos do TGF-B1 -509C/T.

Variaveis TGF-B1-509CC  TGF-B1-509CT TGF-B1 -5097TT
N=17 N=19 N=17
Média de AST (UI/L)* 41,66 + 52,28 57,68 + 52,35 72,61 + 84,54
Média de ALT (UI/L)* 49,26 + 52,28 57,68 + 62,85 83,53 £ 125,62
Média de GGT (UI/L)* 59,43 +£ 92,94 52,52 + 38,88 61,61 +£42,05

DNA-VHB (UUmL)*

HBeAg positivo**

20.201 £ 18.304 17.222 +17.915 5.292+11.743

4

4

2

* Teste Kruskal-Wallis H p > 0,05; ** 5= 0,861, p=0,650; N= numero de individuos.
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Hepatite B=1.163 + 1.084,11pg/mL
Grupo A= 1.201.77 + 1.207,58 pg/mL
Grupo B=1.108,09 + 777,44pg/mL
Grupo controle= 422,39 + 210,54 pg/mL

%p: 0,0001
L o *p:0,002
o p: 0,763 *p: 0,001

T

L

Hepatite B Grupo A Grupo B
*Teste T de Student

Grupo controle

Figura 31 - Nivel sérico médio do TGF-B1 nos portadores de hepatite B cronica, grupo

A, grupo B e grupo controle.
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A média dos niveis séricos de TGF-B1 ndo se alterou em relacdo ao
polimorfismo estudado (Tabela 19). Do mesmo modo, os niveis se assemelharam nos

pacientes HBeAg positivo (1.879,25 pg/mL) e negativos (1.611,99 pg/mL).

Tabela 19 — Associacdo do nivel sérico do TGF-1 com os polimorfismos do TGF-p1 -

509A/G.
Variavel TGF-B1-509CC  TGF-1-509CT  TGF-B1-5097T
N=41 N=58 N=51
Nivel sérico TGF-B1 1.094,27 674,69 1.013,18 +
(pg/mL) +1.834,47 +759,80 1.599,17

Teste Kruskal-Wallis H p= 0,834; N= niimero de individuos.

A anélise da correlacao dos niveis séricos dos marcadores bioquimicos e
de carga viral com os niveis de TGF-B1 (figura 32), identificou associagdo positiva com
significancia estatistica com os niveis de GGT.

A distribui¢do dos polimorfismos do TGF-1 revelou uma tendéncia de
associacao do gendtipo 77 com menor grau de atividade inflamatoria e fibrose, apesar
de nao ter alcancado significancia estatistica (Figura 33). Os niveis séricos desta
citocina (Figuras 34) nao se modificaram com o grau de atividade inflamatoria 0/1
(1.273,57 pg/mL) ou 2/3 (1.351,18 pg/mL) e com o estadiamento da fibrose 0/1

(1.364,65 pg/mL) ou 2/3/4 (1.182,44 pg/mL).
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Figura 32 - Correlagdo dos niveis séricos do TGF-B1 com ALT (a), AST (b), GGT (c) e

DNA-VHB (d).
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Atividade 0/1 Atividade 3/4 Fibrose 0/1 Fibrose 2/3/4

* Anélise Multivariada - Hotteling |E 509 CC m 509 CT 0509 TT

Figura 33 - Associacdo da atividade e da fibrose com o polimorfismo do TGF-B1 -

509C/T, segundo a classificagao histopatologica METAVIR.

Atividade 0/1=1.310,65 + 1.383,51 pg/mL
Atividade 2/3=1.351,18 + 688,94 pg/mL
Fibrose 0/1= 1.364,65 + 1.405,04 pg/mL
Fibrose 2/3/4=1.182,44 + 727,91 pg/mL

TGF-B1 * p= 0,903 * p=10,136
pg/mL
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* Teste T de Student

Figura 34 — Associagdo dos niveis séricos do TGF-f1 com a atividade e com a fibrose,

segundo a classificagdo histopatolégica METAVIR.
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3.341L-10

A andlise do polimorfismo IL-10 -1082A/G revelou distribuicao
semelhante no grupo controle € nos pacientes com hepatite B cronica (Tabela 20). A
analise da distribui¢do entre os controles, o grupo A e o grupo B também se observou
predominio do gen6tipo A4 em todos os grupos (Tabela 20).

A distribuicao dos alelos nos grupos analisados foi estatisticamente

semelhante, predominando o alelo selvagem 4 (Tabela 20).

Tabela 20 - Distribuicdo do polimorfismo do gene IL-10 -1082A/G nos portadores de

hepatite B cronica, grupo A, grupo B e grupo controle.

IL-10 -1082 Grupo  Hepatite B GrupoA GrupoB Odds p
Controle Cronica Ratio
N (%) N (%) N (%) N (%)
Genotipos 0,866°

A4 47(48,4) 27(50,9) 17(56,7) 10 (43,5)
AG  41(42,3) 20(37,7) 10(333) 10(43,5)
GG 9(93) 6(114)  3(10,0) 3(13,0)

Total 97 (100) 53 (100) 30 (100) 23 (100)

Alelos 0,665¢
A 135(69,6) 74(69.8) 44(73,3) 30(652) 0,982°
G 59(14) 32(30,2) 16(26,7) 16(34,8) 1,466

Total 194 (100) 106 (100) 60 (100) 46 (100)

* Grupo controle vs. Hepatite B cronica (p= 0,982, IC 95% 0,586-1,644); ° Grupo A vs. Grupo B

(p= 0,491, IC 95% 0,637-3,377); ¢ x*=1,268; ¢ ¥*= 0,813; N= nlimero de cromossomos.

As variagdes dos niveis séricos de AST, de ALT, de GGT e de carga

viral do VHB nao obtiveram significancia estatistica quando relacionadas aos
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polimorfismos -1082A/G (Tabela 21). A positividade do HBeAg foi semelhante nos trés

genotipos encontrados (Tabela 21).

Tabela 21 - Associagao dos niveis séricos da ALT, AST, GGT , da carga viral do VHB

e da presenca do HBeAg com os polimorfismos IL-10 -1082A/G.

Variaveis 11-10 -108244 IL-10 -10824G IL-10 -1082GG
N= 27 N= 20 N=6
Média de AST (UI/L)* 50,17 £+ 53,5 70,47 + 77,86 34,4 + 14,15
Meédia de ALT (UI/L)* 53,77 + 64,32 80,42 + 115,81 30,0 + 17,98
Média de GGT (UI/L)* 48,21 +32,76 74,88 + 90,26 37,6 + 32,22
DNA-VHB (U/mL)* 9.244 + 15.036 17.581 + 18.009 24.510 + 18.674
HBeAg positivo** 4 3 3

* Teste Kruskal-Wallis H p > 0,05; ** y*= 4,284, p= 0,126; N= numero de individuos.

Por outro lado, os niveis séricos da IL-10 (Figura 35) foram
significativamente maiores no grupo controle (39,83 + 15,82 pg/mL) quando
comparado com o grupo de pacientes (32,97 + 10,77 pg/mL), com o grupo A (30,35 +
8,21 pg/mL) e com o grupo B (34,49 + 11,07 pg/mL).

Os niveis médios de IL-10 nao diferiram de acordo com os gendtipos
A/G -1082 (Tabela 22) e, também, nao foi observado associacdo das concentragdes
desta citocina com a positividade ou ndo do HBeAg, as quais foram 32,36 pg/mL e

38,14 pg/mL, respectivamente (p > 0,05).
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Hepatite B= 32,97 + 10,77 pg/mL
Grupo A= 30,35 + 8,21 pg/mL
Grupo B=34,49 + 11,07 pg/mL
Grupo controle= 39,83 + 15,82pg/mL

IL-10 "p=0.003
pg/mL |
*p= 10,029
—
100 .
‘p=0,415 *p: 0,007
) g

. i

Hepatite B Grupo A Grupo B Grupo controle

* Teste T de Student

Figura 35 - Nivel sérico médio da IL-10 nos portadores de hepatite B cronica, grupo A,

grupo B e controle.

Tabela 22 - Associagdo do nivel sérico da IL-10 com os polimorfismos do IL-10 -1082

A/G.
Variaveis I1L-10 -108244 1L-10 -10824G 1L-10 -1082GG
N=71 N=58 N=14
Nivel sérico IL-10
(pg/mL) 1.094,27 +1.834,47 674,69 + 759,80 1.013,18 +1.599,17

Teste Kruskal-Wallis H p= 0,142; N= ntimero de individuos.
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A correlagdo dos niveis de IL-10 com as transaminases, GGT e viremia

identificou associagdo inversa com os niveis de ALT, alcang¢ando significancia

estatistica (Figura 36).
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Figura 36 - Correlagdao dos niveis séricos da IL-10 com ALT (a), AST (b), GGT (c) e

carga viral do VHB (d).
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Nao foram observados resultados estatisticamente significantes de acordo com o
polimorfismo da IL-10 -1082A/G em relacdo ao grau de atividade inflamatoria e
estadiamento de fibrose (Figura 37). As concentracdes séricas da IL-10 nao diferiram
em seus valores médios quanto ao grau da atividade inflamatoéria 0/1 ou 2/3 (32,76 vs.
31,56 pg/mL) e a fibrose 0/1 ou 2/3/4 (34,26 vs. 29,7 pg/mL), segundo a classificagao

de METAVIR (Figura 38).

Atividade 0/1 Atividade 3/4 Fibrose 0/1 Fibrose 2/3/4

O 1082 AA m 1082 AG O 1082 GG

* Analise Multivariada de Hotteling

Figura 37 - Associacdo da atividade e da fibrose com o polimorfismo da IL-10 -

1082A/G, segundo a classificag@o histopatologica METAVIR.
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Atividade 0/1= 32,76 + 11,29 pg/mL
Atividade 2/3= 31,56 + 5,78 pg/mL
Fibrose 0/1= 34,26 + 11,56 pg/mL
Fibrose 2/3/4=29,7 + 4,36 pg/mL

IL-10
pg/mL * p=10,748 *p=10,122
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* Teste T de Student

Figura 38 - Associagdo dos niveis séricos da IL-10 com a atividade e com a fibrose,

segundo a classifica¢do histopatolégica METAVIR.

Analisando os genétipos combinados das citocinas proinflamatorias
(TNF-a e INF-y) e anti-inflamatdrias (TGF-B1 e IL-10), ndo se observou associagdo
destes com o tipo de apresentagdo clinica da hepatite B cronica (tabela 23).

A combinagao dos quatro loci (TNF -308G/A, INF-y +874T/A, TGF-B1 -
509C/T, IL-10 -1082A/G) demonstra um percentual maior da combinagdo GGAATCAA,
associada a menores niveis séricos destas citocinas, no grupo controle do que nos
portadores cronicos do VHB, 15,6% (15/97) vs. 5,6% (3/53), respectivamente; porém

ndo alcangando significancia estatistica (}2= 2,520, p= 0,1859).
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Tabela 23 — Associacdo dos gendtipos combinados de citocinas com a apresentagao

clinica da hepatite B cronica.

Genotipos combinados Grupo Hepatite B Grupo A  Grupo )
Controle cronica B

TNF-a. -308 / INF-y +874

GGTT 6 7 4 3 0,390%*
GGTA 31 15 11 4

GGAA 45 19 8 11

GATT 3 0 0 0

GATA 6 3 3 0

GAAA 5 7 3 4

AAAA 0 1 1 0

AATA 1 1 0 1

TGF-B1-309 /IL-10 -1082

CCAA4 9 8 5 3 0,859**
CCAG 14 5 2 3
CCGG 1 4 2 2

CTAA 22 8 4 4

CTAG 13 10 5 5

CTGG 4 1 0 1

TTAA 16 11 8 3

TTAG 14 5 3 2

ITGG 4 1 1 0

*o’=122.162; ** y'= 16,737
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4 DISCUSSAO

A hepatite B cronica possui amplo espectro de manifestagdes, indo desde
quadros agudos autolimitados com resolugdo para cura até formas evolutivas para
cronicidade com varios estagios e, progressivamente, podendo culminar com cirrose
hepatica e CHC (Pungpapong et al., 2007; McMahon, 2008).

Alguns fatores inerentes ao hospedeiro contribuem para direcionar o
curso natural da infec¢ao, sendo detectado neste estudo maior prevaléncia do sexo
masculino e maior média de idade entre aqueles que cronificaram do que os de
resolucao espontanea. Dados da literatura confirmam aumento de trés a seis vezes da
propensdo dos homens para cronicidade, hipoteticamente explicado pelo efeito protetor
do estradiol, o qual induz a produgao do INF-y, auxiliando na soroconversao para o anti-
HBs e anti-HBe nos casos agudos, além do seu efeito antioxidante, na fase cronica,
promovendo um curso mais benigno nas mulheres premenopausadas. Nesta fase
também, ha diminuicdo dos depodsitos de ferro no tecido hepatico, diminuindo a
liberagdo de citocinas inflamatdrias (Shimizu et al., 2007). Contudo, outras explicacdes
sd0 necessarias para o esclarecimento deste fendmeno.

Vale ressaltar que, nesta pesquisa, utilizou-se como grupo controle
pessoas oriundas de bancos de sangue, militares e profissionais do sexo, populagdes
normalmente formada por adultos jovens, fato que podera ter contribuido para a
diferenga de médias de idade encontrada.

Sabe-se que a transmissdo vertical do VHB resulta em mais de 90% de
cronicidade, com risco de 4% ao ano de desenvolvimento de cirrose e aparecimento de
CHC em idades precoces (Feld & Heathcote, 2006). Por outro lado, nas transmissoes

horizontais, comum da faixa etaria adulta caracteristica deste estudo, o risco de
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cronificagdao ¢ menor (5 a 20%) e 60 % sdo diagnosticados como portadores inativos
(Hadziyannis & Papatheodoridis, 2006), o que no atual estudo ficou em 56,6% (30/53).

Hadziyannis & Papatheodoridis (2006) relatam que na populagdo adulta
cronicamente infectada pelo VHB, ha soroconversdo do HBeAg em cerca de 70% em
dez anos de doenca. Nos HBeAg negativos, um terco dos casos persistem com
replicacdo, caracterizados por carga viral entre 10* a 10° copias/mL, elevacio das
transaminases, histopatologia hepatica com diversos graus de inflamagdo e fibrose e,
geralmente, possuem idade mais avancada e, ndo raro, ja& sdo descobertos como
portadores de cirrose hepatica (Pungpapong et al., 2008). Nao houve diferenca em
relacdo a faixa etaria entre os portadores inativos (grupo A) e os replicantes, porém os
cirréticos eram mais idosos que os portadores de hepatite cronica (54,1 + 13,2 vs. 33,0 +
13,7 anos) e com maior prevaléncia de HBeAg negativo (70% vs. 47,2%), a semelhanca
dos dados da literatura.

A presenga do etilismo nao se correlacionou com evolucdo mais
desfavoravel da hepatite B cronica, contrariando resultados de Donato et al. (2006) que
associam fatores metabolicos, como o consumo de etanol acima de 60 g/dia estaria
associado com curso mais grave, inclusive com o CHC, assim como com a presenca de
esteatose, de obesidade e de diabetes mellitus. Contudo, em uma casuistica chinesa, o
antecedente de etilismo nao foi maior nos hepatopatas mais graves (Du et al., 2006).

As vias de aquisicio do VHB foram semelhantes nos dois grupos,
destacando-se a historia de cirurgia prévia, comportamento sexual de risco e familiares
portadores cronicos do virus. Apds a implementacdo da vacinacdo, as vias de
transmissao do VHB mais prevalentes sdo a sexual e uso de drogas ilicitas, na idade

adulta (McMahon, 2008). Porém, em regidoes endémicas como a AmazoOnia, as outras
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vias permanecem igualmente importantes, destacando-se a transmissao intrafamiliar por
caracteristicas sociais e habitos culturais (Lobato et al., 2005).

No grupo de pacientes com doenca ativa, proximo da metade, 43,5%, ja
possuiam cirrose, demonstrando muitas vezes o curso insidioso da doenca e a
necessidade de se pesquisar todos os pacientes HBsAg positivos, com idade acima de
40 anos e carga viral detectavel, independente dos status do HBeAg para a possibilidade
de formas mais graves (Fattovich et al., 2008).

Nos portadores inativos, os exames hematologicos e bioquimicos se
encontravam dentro da normalidade. Por outro lado, alteragcdes como plaquetopenia,
elevacdes de ALT, AST, GGT, FA e hipoalbuminemia foram comuns no grupo B, o que
ja era esperado.

Os resultados de bidpsia hepatica refletem uma parcela da populagao de
estudo, posto que nove dos dez pacientes cirroticos ndo o fizeram por contraindicagdes.
Nos 32 resultados analisados, 81,25% apresentavam atividade inflamatéria minima ou
ausente ¢ 68,7% estadio 0 ou 1, correlacionando-se muito mais com os casos de
portadores inativos, ao quais corresponderam a 62,5% (20/32) do total.

Este estudo encontrou viremia mais elevada nos portadores do grupo B e
naqueles HBeAg positivos, ratificando os achados de literatura. O reconhecimento das
caracteristicas que compde cada fase da hepatite B cronica ¢ de suma importancia para a
defini¢ao das intervengdes. Os pacientes pertencentes a fase de hepatite B cronica
HBeAg positiva possuem carga viral média de acima de 20.000 UI/mL enquanto que os
casos de hepatite B cronica HBeAg negativa, a carga viral varia de 2.000 a 20.000

UI/mL. Os portadores inativos do VHB essencialmente sio HBeAg negativos e sua
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carga viral indetectavel ou abaixo de 2.000 UI/L, apesar de ainda haver controvérsia
sobre este ponto de corte (Lok & McMahon, 2007; Lin & Kao, 2008; Shi & Shi, 2009).

Na hepatite B cronica, a dosagem da carga viral vem ocupando lugar de
destaque na conduta frente a estes casos, principalmente quando se demonstrou que este
¢ um fator de risco independente para o desenvolvimento da cirrose ¢ CHC (Chen et al.,
2006; Iloeje et al., 2006).

Os estudos acerca da distribuicdo genotipica do VHB reforcam a
existéncia de diferencas regionais relacionadas, entre outros fatores, aos padrdes
culturais e étnicos de cada populagdo. Sabe-se que o gendtipo F ¢ caracteristico da
América Latina (Schaefer, 2007), sendo o subgenotipo F1 mais prevalente na costa
oeste € o F2 na leste (Campos et al., 2005; Devesa & Pujol, 2007), este incluindo boa
parte do territorio brasileiro.

Estudos nacionais apontam a maior ocorréncia dos genotipos A e D na
maioria das casuisticas, sendo o A prevalente nas regides norte, nordeste, centro-oeste e
sudeste € o D na regido sul (Mello ef al., 2007; Tonetto et al., 2009). A importancia do
genotipo F aparece na casuistica de pesquisas na Amazonia ocidental (Viana et al.,
2005) ou em comunidades isoladas (Bertolini ef al., 2000).

O atual estudo encontrou 95% de prevaléncia do genotipo A em uma
populagdo da Amazodnia oriental, predominantemente oriunda de area urbana do estado
do Para, a semelhanca de resultados anteriores (Conde ef al., 2004), onde se encontrou
89,1% de gendtipo A, seguido de F (8,7%) e D (2,2%). Por outro lado, resultados
vindos do lado ocidental da regido amazonica relatam grande aumento da participacao
do gendtipo F, em torno de 26,5%, ainda sendo gendtipo A o mais prevalente com 73,

5% dos casos (Viana et al., 2005).
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Possivelmente, diferencas entre as correntes migratorias contribuiram
para estes fatos. Os achados da maior prevaléncia do genotipo Al (92,1%) em relacdo
ao A2 (7,9%), neste estudo, reforcam a forte influéncia da entrada deste virus na época
da escravatura, mediante a chegada de negros provenientes da Africa.

Os genotipos A2 e D foram encontrados em 12,5% (5/40) da casuistica
pesquisada, os quais sdo os prevalentes no continente europeu e norte da Africa (Norder
et al, 2004), locais de origem de grupos populacionais que também participaram da
construgdo étnica do estado Para. Nao foi encontrado nenhum paciente infectado pelo
genotipo F, fato esperado por ser este o gendtipo nativo das Américas. Contudo, todos
0os pacientes eram miscigenados e possivelmente ndo houve representantes de
comunidades mais isoladas da regido.

Em 80% da casuistica, o0 HBeAg esteve ausente, ndo se encontrando
nenhuma associagdo estatisticamente significante com os genotipos encontrados. A
carga viral foi semelhante entre os casos infectados pelo gendtipoAl e A2, sendo a
viremia menor nos dois portadores inativos infectados pelo gendtipo D. Contudo, a
pequena casuistica ndo permite tecer maiores comentarios.

Nao houve associacao com o genotipo do VHB a apresentacao clinica da
hepatite B cronica, pois a imensa maioria era infectada pelo genodtipo A. Em regides
onde predominam os genédtipos B e C, como na Asia, os estudos demonstram maior
progressao para cirrose ¢ desenvolvimento de CHC em pacientes acima de 50 anos entre
os infectados pelo gendtipo C, em especial o C1 (You et al., 2008; Wang et al., 2007,
Chu & Liaw, 2005), enquanto os casos de portadores de gendtipo B se correlacionaram
com maior taxa de soroconversao do HBeAg e CHC em jovens (Chu & Liaw, 2005; Ni

et al., 2004; Kao et al., 2000). Chan, H.L. et al. (2008) concluiram, em uma coorte de
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1.006 pacientes, que a carga viral acima de 6,5 log e o gendtipo CI estiveram
fortemente associados com os casos de CHC e menor sobrevida.

Na Europa, o genotipo D esteve associado a altas cargas virais, aos casos
HBeAg negativos € maior progressao para cirrose (Sanchez-Tapias et al., 2002;
Oommen et al, 2006; Deterding et al., 2008;) quando comparado ao genotipo A.
Investigagdo prévia, em uma populagdo do estado do Para, também nao encontrou
relagcdo dos gendtipos do VHB com as manifestacdes clinicas (Conde et al., 2004).

O entendimento da complexa interacao virus-hospedeiro, resultando em
variados tipos de manifestacdes clinicas, necessariamente passa pela compreensdo da
imunopatogénese da doenga e da importancia do perfil imunolégico do hospedeiro,
como o seu padrao de secregdo de citocinas (Bertoletti & Gerhing, 2006; Baumert et al.,
2007).

As citocinas proinflamatoria estudadas, o TNF-a ¢ o INF-y, sao
fundamentais no clareamento viral na fase aguda e na hepatite cronica se apresentam
com sua producdo e agdo alteradas pela deficiéncia imunologica do hospedeiro e pelos
mecanismos de escape viral (Larrubia et al., 2009).

A distribuicdo genotipica do TNF-a no grupo controle (84,5% GG,
14,4% AG e 1,1% AA) e de pacientes (77,3%, 18,9% e 3,8%) foi semelhante da
encontrada em outros estudos. Migita et al. (2005), em asiaticos, encontraram propor¢ao
genotipica entre hepatopatas com CHC 97,5% de GG, 2,5% de AG e 0% de AA. Estudo
realizado na regido Sul do Brasil (Ribeiro et al., 2007), identificou percentuais de
80,5%, 17,1% e 2,4% nos controles ¢ 70%, 30% e 0% nos portadores cronicos do VHB,

para os genotipos GG, AG e AA, respectivamente.
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A presente pesquisa identificou um risco de 2,6 vezes maior de
desenvolvimento de doenca cronica em portadores do alelo 4. Este fato foi também
demonstrado por Jeng et al. (2007), que avaliando este polimorfismo nos portadores
cronicos do VHB com CHC, identificaram que a presenga do alelo 4 aumentou em
quatro vezes o risco de cronicidade da hepatite B.

A avaliacdo intergrupo da distribuicao genotipica do polimorfismo TNF-
a -308G/A demonstrou significativo aumento da propor¢ao do genotipo G4 e do alelo 4
no grupo de pacientes com doenga ativa (grupo B) do que nos controles. Sabe-se que a
mutacdo de G por A na posi¢do promotora -308 do gene TNF-a aumenta o nivel de
secrecdo desta citocina e segundo alguns estaria relacionada a quadros mais agressivos
(Wilson et al., 1997).

Contudo, outros estudos nao confirmaram estes achados (Du et al., 2006;
Ribeiro et al., 2007). Du et al. (2006) relataram que outro polimorfismo genético, o
TNF-a -238GG, ¢ que estaria associado com a persisténcia viral, com risco estimado
em quatro vezes, além de observar que o polimorfismo TNF-a -308G/A ndo se
correlacionou com pior progndstico da doenga.

Fenotipicamente, a presenca do alelo 4, em condi¢do de homozigose ou
heterozigose, nao resultou em maiores niveis do TNF-a, como seria esperado. Contudo,
deve-se levar em conta que a lesdo ¢ no ambiente hepatico e, talvez, andlises teciduais e
ndo séricas poderiam refletir melhor a dindmica do processo.

Apesar de se encontrar associagdo do alelo mutante 4 em pacientes com
doencga mais agressiva, ndo se observou correlagdes com os niveis séricos bioquimicos,
de carga viral, com a presenca do HBeAg, com os niveis séricos do TNF-a, com o grau

de atividade inflamatéria ou com a fibrose hepatica. Dados escassos na literatura,
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apontam associacao positiva de maior fibrose hepatica, plaquetopenia e menor atividade
protrombinica com a presenca do alelo 4, mas ndo com o nivel de transaminases (Jeng
etal.,2007).

Chan et al. (2008) avaliaram a relagdo dos polimorfismos genéticos
TNF-a -308G/A e -238G/A com o grau de fibrose hepatico na hepatite B cronica, nao
encontrando associacdo dos genotipos com grau minimo, moderado ou avangado de
fibrose.

Na hepatite B cronica, mesmo com a falha do sistema imune em
controlar a replicagdo viral, ha recrutamento persistente de infiltrado inflamatério
mononuclear, levando a inflamacdo crénica com dano hepdatico sustentado. Vérios
fatores modulam este processo, incluindo citocinas, como a IL-6, TNF-a e TGF-f1
(Vierling, 2007; Larrubia et al., 2009). Portanto, quanto mais ativa replica¢ao viral,
maior inflamagao e maiores niveis de TNF-a, o que explica valores elevados quanto
maior atividade inflamatdria parenquimatosa.

Na presente pesquisa, o nivel sérico do TNF-a se correlacionou de modo
significativo com o grau de atividade inflamatoria. Kiki et al. (2006) estudaram a
correlagdo dos niveis séricos em portadores cronicos do VHB (com e sem cirrose), com
os escores histologicos e clinicos de Child-Pugh. Entre os seus resultados, os niveis de
TNF-o. foram maiores nos casos de hepatite sem cirrose e se correlacionaram
positivamente com os escores de atividade inflamatoria, segundo o escore de Knodell e
negativamente com a classificacdo prognoéstica de Child-Pugh.

A distribui¢do dos polimorfismos INF-y +874T/A, na casuistica
pesquisada, mostrou maior prevaléncia do alelo mutante 4 em todos os grupos. Este

alelo esteve presente em 71,6% no grupo controle, 68.8% no de pacientes, 63,3% no
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grupo A e 76,1% no grupo B. Nao foi encontrado, portanto, relacdo da distribuigdo
genotipica e alélica com o risco de infecgdo cronica pelo VHB.

Gao et al. (2009) identificaram, também , maior prevaléncia do alelo A
entre os controles (54,7%) e os doentes cronicos pelo VHB (61,6%). Observou-se,
ainda, menor frequéncia do gendtipo selvagem +87677 em ambos os grupos (9,5% e
13%), a semelhanca do encontrado na atual pesquisa, 9,4% no grupo controle e 13,2%
nos cronicamente infectados. Contudo, no estudo chinés, o genotipo +8744A4 esteve
associado com maior risco de cronicidade.

Este achado se assemelha com o reportado por Liu, M. et al. (2006) que
observaram o alelo 4 com frequéncia significativamente maior no grupo de pacientes
(72,1%) do que nos controles (53,49%), com risco estimado de 2,25 vezes. Igualmente,
Yu et al. (2006) identificaram o alelo A como responsavel por maior susceptibilidade
individual para infec¢ao pelo VHB.

De maneira contraria, Migita et al. (2006) nao observaram diferenca
entre a populagdo de infectados com e sem CHC em relacao a distribui¢cdo genotipica do
polimorfismo INF-y +874T/A, predominando o genotipo A4, em 83,5% e 85,4%,
respectivamente. No mesmo sentido, Ribeiro et al. (2007) revelaram que em pacientes
da regido sul do Brasil houve maior prevaléncia do alelo 4, tanto no grupo de pacientes
com hepatite B cronica (62,2%) quanto nos individuos que tiveram doenga aguda
autolimitada (60%), em concordancia com os resultados da atual pesquisa.

As associagdes do polimorfismo no gene INF-y +874T/A com
parametros bioquimicos e virologicos demonstraram, somente, associacdo de niveis
séricos mais elevados de GGT na presenca do genotipo 44. Suspeita-se que a menor

producao tecidual de INF-y imposta pela presenca do alelo mutante 4, suscitaria a piora
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da lesdo e progressao da fibrose, refletida, talvez, pelo aumento da enzima de colestase,
a GGT. Contudo, este dado demonstra a necessidade de novos estudos que possam
explicar a razdo pela qual a hipotética atividade inflamatoria aumentada ndo se
correlacionou, igualmente, com elevagdo das enzimas necroinflamatorias, AST e ALT.

A mutacao +874 T>A induz a menor secrecao de INF-y (Pravica et al.,
2000), fundamental na resposta imunologica inata e adaptativa contra o VHB. Niveis
diminuidos de INF-y sd3o encontrados em portadores cronicos do VHB em relag¢do aos
casos agudos autolimitados (Baumert et al., 2007; Vierling et al., 2007; Larrubia et al.,
2009). No presente estudo, este fendmeno foi comprovado, ao se encontrar niveis
séricos de INF-y significativamente menores nos infectados (94,69 + 33,14 pg/mL),
independente se portadores inativos (87,44 + 25,11 pg/mL) ou se replicantes (104,57 +
40,22 pg/mL), do que nos controles (136,78 + 84,37 pg/mL). Sabe-se que a insuficiente
produgdo de INF-y colabora para evolucdo cronica, com incapacidade de clareamento
do VHB (Vierling et al., 2007).

No atual estudo, ndo se encontrou associacao dos niveis séricos do INF-y
com o polimorfismo pesquisado e nem com os marcadores bioquimicos, sorologicos e
virologicos. Cabe ressaltar que os niveis foram pesquisados no compartimento
sanguineo, o que pode ndo refleti o que ocorre no parénquima hepatico. Analises
adicionais, como a imunohistoquimica, poderiam determinar se a mutagdo altera ou ndo
a producdo da citocina no figado.

A correlacdo positiva entre niveis séricos de INF-y com atividade
inflamatéria e com fibrose encontrada nesta pesquisa sugere que esta citocina se
mantém tanto mais ativada por células Thl antigeno-especificas quanto maior o dano

hepatico. Em modelo animal, demonstrou-se que o INF-y e o TNF-a assumem
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importante papel na patogénese da infeccdo pelo VHB, ao serem induzidos por
estimulagdao de LThl HBsAg-especificas, que, por sua vez, ativam células citotoxicas
efetoras (Ohta et al., 2000).

Neste sentido, Tang et al. (2006) estudaram 43 pacientes portadores
cronicos de VHB e 19 controles, encontrando concentragdes maiores de INF-y no grupo
com cirrose hepatica ativa e houve correlacdo positiva com os niveis de transaminases e
de IL-12.

A injuria tecidual estimularia as células estrelas na producao de citocinas
com fung¢do reparadora do dano, como a TGF-1, que a0 mesmo tempo que antagoniza
os efeitos inflamatodrios tenta reparar a lesdao tecidual por meio da sintese de colageno.
Até certo ponto, este efeito € benéfico, porém a estimulacdo crdonica levaria a
substituicdo de grande parte do tecido hepatico normal por tecido fibrético,
desarranjando a arquitetura hepatica com impacto na circulacdo portal e na funcao do
orgdo. Admite-se também, que em pacientes portadores cronicos do VHB, ha
predominio da resposta do Th2 em relagdao a Thl, resultando no aumento da producao
de citocinas antiinflamatorias, como a IL-10 (Vierling, 2007).

A atual pesquisa avaliou a distribui¢do genotipica do polimorfismo TGF-
B1 -509C/T, onde a mutagao de C pela T levaria ao fenotipo de maior sintese desta
citocina. A andlise dos resultados demonstrou predominio do genétipo CT (40,2%) no
grupo controle e no de pacientes (36%). Também, ndo houve diferenca estatistica da
distribuicdo nos grupos A e B, apesar de percentualmente o grupo A ter apresentado
maior ocorréncia do gendtipo 77 (40% vs. 21,9%).

Migita et al. (2006), estudando o perfil genético dos portadores de CHC

com hepatite B cronica, encontraram 52,1% do genotipo CT no grupo de infectados, a
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semelhang¢a do presente estudo; porém houve o achado de risco aumentado para o
desenvolvimento de CHC naqueles pacientes com o alelo mutante 7, encontrado em
85,4% dos casos com tumor ¢ em 68,1% sem CHC.

Pesquisa de polimorfismo em outros locus no gene do TGF-B1, como o
+869T/C e o +915G/C ndo se associaram com risco e gravidade de evolugdo para
hepatite B cronica (Ribeiro et al., 2007).

As correlacdes entre o polimorfismo genético estudado do TGF-B1 com
a bioquimica, a viremia, os niveis séricos desta citocina € com os estadiamentos da
histopatologia hepatica ndo demonstraram associagdes na casuistica pesquisada.
Contudo, niveis séricos do TGF-B1 foram maiores nos grupos de pacientes, tanto os
replicantes com ndo. Encontrou-se, também, correlagdo positiva dos niveis plasmaticos
de TGF-B1 com as concentragdes de GGT.

A citocina TGF-1 tem um efeito imunossupressivo, resultando em um
aumento da replicacdo do VHB, acarretando maior grau de fibrose hepatica. Ela ativa as
células estreladas com posterior estimulagdo de proteinas da matrix extracelular, como o
colageno e a fibronectina, induzindo a fibrose (Visvanathan & Lewin, 2006; Malhi &
Gores, 2008). Portanto, os pacientes cronicamente infectados pelo VHB possuem
estimulacdo continua de fatores que levam a sintese de TGF-f1, com consequente
progressao da fibrose e evolugdo para cirrose. Estes dados explicam os achados de
maiores niveis séricos de TGF-B1 nos infectados, assim como sua correlacio com a
GGT, a qual ¢ considerada uma enzima de colestase, reveladora da fibrose hepatica.

Esperava-se que niveis de TGF-B1 fossem diretamente proporcionais aos

de viremia e estadiamento da fibrose, o que nao ocorreu. Talvez, o tamanho da amostra
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assim como a dosagem da citocina ter sido sérica e ndo tecidual possam ter contribuido
por estes achados.

Avaliando outra citocina anti-inflamatoria, a IL-10, o atual estudo
demonstra que a distribuicdo do polimorfismo IL-10 -1082A/G foi semelhante nos
grupos de pacientes e controle, predominando o gendtipo A4, com freqiiéncias de
50,9% e 48,4%, respectivamente. Resultados de outro estudo de origem oriental relatam
maior frequéncia do gendtipo -10824G nos controles e nos doentes cronicos (77% e
60,9%) e houve maior risco de cronificacdo e de evolugdo para cirrose hepatica entre os
portadores do gendtipo -108244 (Gao et al., 2009).

Pesquisas cientificas encontraram associagdo entre  genodtipos
combinados da IL-10 e os seus niveis séricos, promovendo impacto na evolucao das
patologias hepaticas. A mutacao de A por G na regidao -1082 aumenta as concentragdes
da IL-10, assim como a combinacdo ATA (-1082, -819 e -592) se relaciona com
diminui¢do dos niveis séricos € um curso mais benigno da doenca, enquanto GCC (-
1082, -819 e -592) se associa com aumento dos niveis séricos € doenga mais progressiva
(Zhang & Wang, 2006).

Neste sentido, em artigo de revisao, Zhang & Wang (2006) se referem a
indicios de outros estudos de que o haplotipo ATCT (-1082, -819, -592 e +117)
favoreceria a susceptibilidade ao VHB e a progressdao para cirrose e CHC, além de
elevar os niveis séricos desta citocina. Contudo, ha diferencas populacionais na
distribuicao destes polimorfismos, sendo encontrado, inclusive, populagdes sem
mudancgas de genétipos na regido -1082 da IL-10, como foi o caso de 138 amostras

chinesas de pacientes portadores de CHC infectados pelo VHB (Wang et al., 2006).
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Na atual pesquisa, o polimorfismo da regido -1082A/G nao se associou
com as concentragdes séricas bioquimicas, de viremia, com a presenca do HBeAg e
com os proprios niveis de IL-10. Muitas vezes, os achados genotipicos podem ou nao se
correlacionar com os fendtipos encontrados, a depender das interacdes com outros
fatores genéticos, infecciosos e ambientais.

De maneira contraria ao esperado, os niveis séricos da IL-10 foram
significativamente maiores no grupo controle do que de pacientes, em particular com os
portadores de doenca mais ativa. Sabe-se que a IL-10 ¢ produzida por LTh2, inibe a
acdo do INF-y e TNF-a controla a fibrogénese por supressdao das células estreladas
mediada pela agdo do TGF-B1 (Zhang & Wang, 2006). Em portadores cronicos do
VHB, ha predominio da resposta tipo Th2, dificultando o clareamento viral dependente
da Thl. Acredita-se que haja aumento concomitante da acdo de células Treg (CD25+),
as quais aumentariam a producao de IL-10, suprimindo a resposta Thl estimulada pelo
HBcAg (Kondo et al., 2006).

O achado de niveis séricos menores entre os infectados pelo VHB se
assemelha com resultados de pesquisas em infectados cronicos pelo VHC, onde as
concentragdes plasmaticas de IL-10 foram significativamente menores neste grupos do
que em individuos ndo infectados (Zhang et al., 2004; Gramenzi et al., 2005).

Estudos apontam que as caracteristicas virais também influenciariam no
padrao de secrecdo de citocinas. Comparando o perfil de concentracdo sérica de
citocinas nos infectados pelos gendtipos B e C do VHB, observou-se maior producao de
IL-10 no gendtipo C, ampliando a resposta Th2 e favorecendo a um curso mais

agressivo nestes casos (Yuen et al., 2007).
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Entre outras explicagdes para o achado de niveis elevados de IL-10 no
grupo controle, estaria o fato de se ter dosado somente a concentracdo sérica € nao a
tecidual, ndo haver avaliagdes de outros loci do gene desta citocina, ndo possuir
informacgdes sobre a influéncia do genotipo 4 sobre o padrdo de secre¢ao de citocinas
em relacdo aos outros e o proprio tamanho amostral.

Houve correlagdo inversa entre os niveis séricos de ALT com as
concentracdes plasmaticas de IL-10, no presente estudo, confirmando a acdo anti-
inflamatoéria desta citocina, posto que niveis mais baixos de IL-10 se correlacionam com
maior apoptose e necrose por predominio de resposta Th1l (Zhang & Wang, 2006).

Nao houve correlacdo entre o polimorfismo estudado da IL-10 e seu
nivel sérico, com a atividade inflamatoria lobular e com o estadio da fibrose. Pesquisas
com outros polimorfismos, como o -1117A/G, o -854C/T e o -627C/A, identificaram o
genotipo -627CC como protetor de fibrose (Chan et al., 2008). Neste estudo, além do
polimorfismo, outros fatores influenciaram no maior grau de fibrose, como o elevado
indice de massa corpdrea, a plaquetopenia e os niveis elevados de FA.

A combinacao dos gendtipos pesquisados identificou a maior ocorréncia
de GGAACTAA (TNF-a -308, INF-y +874, TGF-B1 -509, IL-10 -1082), hipoteticamente
responsavel por menores concentragdes destas citocinas, no grupo controle (15,6%) do
que nos pacientes (5,6%), apesar de ndo ser estatisticamente significante. Talvez,
amplia¢des de pesquisas em mais /oci do mesmo gene e de outros com concomitante
formacao de haplotipos, poderiam oferecer dados mais consistentes do comportamento
da resposta imune em portadores cronicos do VHB, em casuisticas amazonicas.

Sabe-se que deverd haver equilibrio das respostas do tipo Thl e Th2 para

o perfeito funcionamento do sistema e eliminacdo viral, o que ndo ocorre nos que
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evoluem para cronicidade (Baumert et al., 2007; Vierling, 2007). As respostas para este
fendmeno com os dados até entdo conhecidos sugerem a importancia da interacao dos
trés fatores ligados a epidemiologia da hepatite B: o virus, o hospedeiro ¢ o meio
ambiente. Logo, a compreensdo dos mesmos nao devera se fazer de maneira isolada,
sob pena de se ter uma visao compartimentalizada, ndo conseguindo formar nexos entre
os achados.

Quanto mais proximo se chegar da realidade, melhores serdo as agdes de
prevengdo, monitoramento e intervengdo terapéutica nos portadores de hepatite B,
declinando cada vez mais as taxas de morbi-mortalidade, que ainda permanecem
alarmantes.

Nao restam duvidas que o advento da vacinagdo contribuiu de forma
dramaética para a diminuigdo da incidéncia dos casos. Porém, nem todos t€ém acesso aos
servicos basicos de saude, principalmente em regides menos favorecidas e que
coincidem com as de maior endemicidade; além do mais, ha um contingente grande de
portadores cronicos, responsavel pelo reservatorio da doenca e pelos quadros de cirrose
e CHC que leva ao o6bito cerca de 500.000 pacientes ao ano.

Avancos, em todas as areas do conhecimento, inclusive o da imunologia
e da genética humana, com certeza contribuirdo para minimizacao do problema se nao
distanciados do pensamento holistico do ser humano e de suas relagdes entre si € com o
meio ambiente. Sem duvida que estudos futuros com aumento de casuistica e outras
correlagdes serdo necessarios para ratificagdo dos resultados e contribuir para
esclarecimentos de questdes ainda ndo respondidas da imunopatogenia na infecgdo

cronica do VHB.
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5 CONCLUSOES

Em resposta aos objetivos tragados, os resultados deste estudo permitem
concluir que:

1) O sexo masculino se constituiu em um fator predisponente para a
cronificagdo da hepatite B, com risco estimado de 3,3 vezes;

1) Os pacientes cirroticos possuiam média de idade mais avancada do
que os portadores cronicos do VHB nao cirrdticos;

1i1) O genotipo A do VHB foi o mais prevalente na populacdo estudada
(95%), sendo a maioria do subgendtipo Al (92,1%) e relacionado com os subtipos ayw1
e adw2;

iv) Nao foi encontrada associacdo dos genotipos do VHB com a
apresentacao clinica da hepatite B crdnica;

v) Os pacientes cronicamente infectados pelo VHB apresentaram
menores niveis séricos de INF-y e de IL-10 e maiores concentragdes plasmaticas de
TGF-B1 do que os ndo infectados;

vi) Houve associagdo positiva entre os niveis séricos da TGF-B1 com os
de GGT e associacdo inversa entre os de IL-10 com as concentracdes séricas da ALT;

vii) O comportamento da secre¢do de citocinas ndo se associou com a
presenga ou ndo do HBeAg, com viremia do VHB e nem com os polimorfismos
estudados;

viii) O grau de atividade inflamatoria esteve diretamente associado com

os niveis séricos de TNF-a e de INF-y e o estadio de fibrose hepatica recebeu influéncia

das concentracdes sanguineas do INF-y;
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ix) A presenga do alelo 4 no polimorfismo TNF-a -308G/A se associou
com risco de 2,6 vezes maior de cronificagio do VHB; assim como a quadros mais
avancados da infecgao;

x) A distribuicao dos polimorfismos INF-y +874T/A, TGF-B1 -509C/T e
IL-10 -1082A/G nao se correlacionaram com risco aumentado de cronificacdo do VHB,
com fator de prote¢do e nem com a piora da progressao da doenga;

x1) O gendtipo INF-y +8747TT se associou com menores niveis séricos de
GGT;

xii) Os polimorfismos estudados ndo influenciaram no grau de atividade

inflamatoria e no estadio de fibrose, nas bidpsias hepaticas analisadas.
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ANEXOS
ANEXO A

FUNDACAO SANTA CASA DE MISERICORDIA DO PARA
LABORATORIO DE VIROLOGIA - ICB
INSTITUTO EVANDRO CHAGAS/SVS/MS

ANATOMIA PATOLOGICA - FACULDADE DE MEDICINA/UFPA

Projeto de Pesquisa - Correlagdo do nivel sérico ¢ do polimorfismo do gene de citocinas com a
apresentagdo clinica da infecg@o cronica pelo Virus da hepatite B, em pacientes da Amazonia oriental.

DATA DA INVESTIGACAO.:...... /...../......

NUMERO DO PRONTUARIO:.......cooveeoeieeeeeeeeeeeeeeeae

NOME.......ooioieieieeeeeeee e SEXOF/M  DNAS.../.../...
IDADE...........

LOCAL NASC....ooovimimeeeeeeeeereeeeeeeenees ESTADO................. ETNIA....coooiieirernnnn
PROFISSAO.......c.ooooioeeieeeeeeeeeeeeeeseeseerennes E. CIVIL..oooioooiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e
PROCEDENCIA........ooomiieieeeeeeeeeeeee e ESTADO........cccooo.....

ENDEREGCO. .......coomiiieieeeeeeeeeee oo nes s FONE...............
RESIDENCIAS ANTERIORES (CIDADE, ESTADO) PERIODO

ANTECEDENTES PESSOAIS

ETILISMO () cceveennnee ml / etanol puro/ dia TEMPO........... anos TIPO DE
BEBIDA.......coooooiiirorrrrrrrec.

HEPATITE ( ) (MES/ANO) ......... VA

TRANSFUSAO SANGUINEA ( ) DATA.... ...

CIRURGIA () DATA...../ecccccof ...

HEMODIALISE ( ) INICIO......./........

HETEROSSEXUAL PROMISCUO ( ) HOMOSSEXUAL ( )
TOXICOMANO ( ) INJETAVEL( ) ASPIRATIVA ( )
TATUAGEM ( ) ACUNPUNTURA ( )

MEDICACAO HEPATOTOXICA ( )

0167\ 5 2SN
MEDICINA NATURAL ( )

[0 167N 5 2O OSSO
ANTICONCEPCIONAIS () TEMPO............ (ANOS) TIPO......vecereerrrere.

ANTECEDENTES FAMILIARES )
DOENCA HEPATICA CRONICA NA FAMILIA ( )

CAUSA (HBV — HCV — ALCOOL — AUTOIMUNE — IGNORA )
RELACAOQO DE PARENTESCO ....c.cccooiiiiiiiiiiiiiiiciicicccec

QUELXA PRINCIPAL. ...t eeeeeeeeeee e e e eee et e s eseee e s e eseeseeseesesaeeeeseeseeesseseseesseseeseeees
INICIO DOS SINAIS/SINTOMAS......../..........

OUTRAS DOENCAS: DIABETES ( ) HANSEN( ) LES( ) IRC( ) CARDIACO ( )
HAS ()

SEQUELAS () OUTRAS. ..o
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SINAIS/SINTOMAS
FEBRE ( ) ASTENIA ( ) ANOREXIA ( ) EMAGRECIMENTO ( ) DOR ABDOMINAL ( )
PLENITUDE GASTRICA( ) SONOLENCIA( ) INV. SONO( ) DESORIENTACAO( )

FLAPPING( ) EDEMA PERIFERICO( ) TELANGIECTASIA( ) ERITEMA PALMAR( )
ERITEMA PALMAR( ) GINECOMASTIA( ) HIPOGONADISMO( )

CIRCULACAO COLATERAL( ) HEMORRAGIA CUTANEO/MUCOSA( ) MELENA( )
HEMATEMESE( ) ICTERICIA( ) PALIDEZ( ) BAQUETEAMENTO( ) XANTOMAS( )
XANTELASMAS( ) PRURIDO( ) COLURIA( ) INSUF. RENAL( ) OUTROS( )

MANIFESTACOES EXTRA-HEPATICAS( )

VASCULITE( ) ARTRITE( ) MONONEURITE( ) POLINEURITE( ) MIELITE( ) ACNE( )
ANEMIA HEMOLITICA( ) CRIOGLOBULINEMIA( ) TIREOIDITE( ) MIOCARDITE( )
MANIFESTACAO DERMATOLOGICA ( ) GLOMERULONEFRITE ( ) OUTRAS ( )eovvererreeeene.

HEPATOMEGALIA( ) RCD c¢m AX cm
ESPLENOMEGALIA( ) GRAU1-2-3 -4
ASCITE ()

ENDOSCOPIA( ) - NORMAL( )

GASTROPATIA HIPERTENSIVA( ) VARIZES DE ESOFAGO( ) - FINO / MEDIO / GROSSO
CALIBRE - VARIZES GASTRICAS( )
(0101 1: 30 1 0 Y

ULTRA-SONOGRAFIA ABDOMINAL( ) - NORMAL( )
HEPATOMEGALIA( ) REDUZIDO( ) HETEROGENEO( ) HOMOGENEO( ) DILATACAO VEIA
PORTA( ) ESPLENOMEGALIA( ) ASCITE( ) NODULOS( )

OUTROS( Yereeeveeeoeeeeeeeeeoeeeeeeseeeeeeeseeeseeeeeseeeeeeeeeseeeees e e s ees e e e e ses e eeeesseeeeeesseseseeseeeeeesseesesssseee
TOMOGRAFIA( ) - NORMAL( )

HEPATOMEGALIA( ) REDUZIDO( ) HETEROGENEO( ) HOMOGENEO( ) DILATACAO VEIA
PORTA( ) ESPLENOMEGALIA( ) ASCITE( ) NODULOS( )

OUTROS( ) ee e e s aenens
BIOPSIA HEPATICA( )

SBP: Atividade peri-portal peri-septal: 0 —1-2-3 -4
Atividade Estrutural 0 -1 -2 -3 -4

METAVIR: Atividade peri-portal peri-septal: 0 — 1 —2 —3
Atividade Estrutural 0 -1 -2 -3 -4

BT......... BD......... ALBUMINA......... GLOBULINA......... AST.......ALT....... oGT.........
FOSFATASE ALCALINA......... TAP......... ALFA-FETOPROTEINA.........
FERRO SERICO......... FERRITINA......... CERULOPLASMINA.........

HEMACIAS......... HB........ HT......... LEUCOCITOS...ovr. .. PLAQUETAS. ..cooovs vooonnn..
N T DB TN )Xo YO
AML....coo-(oorerrrrrrrre N DS § DO ) AMT ( )
SOROLOGIA
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DNA-HBV......... Carga viral......... ......... copias / mL
Anti-HCV......... PCR-RNA......... anti-HDV......... anti-HIV ...........

BIOLOGIA MOLECULAR

GENOTIPOA-B-C-D-E-F-G-H
MUTACAO A-1896( ) MUTACAO A-1899( ) OUTRAS MUTACOES( )....oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseenene

NIiVEL SERICO DE CITOCINAS

TNF @ oo pg/mL INFy ... pg/mL
TGF B .o, pg/mL IL-10 ................... pg/mL
POLIMORFISMO DO GENE

TNF a: ( )—308GG ( )—308GA ( )—308AA
INFy: ( )+874TT () +874TA ( )+874AA
TGF B: ( )= 509TT ( )—509TC ( )—509CC
IL-10: ( )— 1082AA ( )—1082AG ( )-1082GG
DIAGNOSTICO: PORTADOR INATIVO ( )
HEPATITE CRONICA ( )
CIRROSE ()
HEPATOCARCINOMA ()
GRUPO CONTROLE ( )
OBITO( ) c.o/ecii . CAUSA e

RESPONSAVEL PELO PREENCHIMENTO...........c..cooouivurrierieeriereereeeeienenn. DATA.... ...
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ANEXO B

_ GOVERNO DO ESTADO DO PARA :
FUNDACAO SANTA CAS'A DE MISERICORDIA DO PARA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE APROVAGAO

A Comissdo de Etica em Pesquisa analisou no dia 13 de margo de 2006 o
projeto de pesquisa intitulado “CORRELAGAO DO NIiVEL SERICO E DO
POLIMORFISMO NOS GENES DE CITOCINAS COM APRESENTAGAO
CLINICA DA HEPATITE B CRONICA” de autoria da pesquisadora Prof. Ms.
Simone Regina Souza da Silva Conde, obtendo APROVAGAO com
autorizagéo para desenvolvé-lo, nesta Instituicio.

Belém, 25 de margo de 2006.
Informo ainda, que V. As. Devera apresentar relatorio semestral (previsto para
30/05/06), anual e/ ou relatério final para este Comité acompanhar o

desenvolvimento do projeto ( item VII.13.d. da Resolugéo n° 196/96 — CNS /
MS).

Atenciosamente,

ma arla&olRoséno arne|ro

Vice-Coordenadora do CEP
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ANEXO C

FUNDACAO SANTA CASA DE MISERICORDIA DO PARA
LABORATORIO DE VIROLOGIA - CCB
INSTITUTO EVANDRO CHAGAS

DEPARTAMENTO DE ANATOMIA PATOLOGICA - UFPA

1-

[\
1
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1

(9]
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~
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11-

12-

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Estou sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa sobre correlagdo dos niveis
sérico e polimorfismo do gene das citocinas (TNFa, INFy e TGF-f1) com
apresentacdo clinica e histopatologia da infec¢do cronica pelo virus da hepatite B,
em pacientes da Amazonia oriental, que esta sendo desenvolvida na Fundagao Santa
Casa, no laboratdrio do Instituto Evandro Chagas e no de Virologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Para (UFPA).

Para que eu decida em participar ou ndo da pesquisa me foram prestadas as
seguintes informagdes:

A pesquisadora responsavel ¢ a Dra. Simone Regina Souza da Silva, médica e
professora de Clinica Médica da UFPA .

O objetivo da pesquisa ¢ avaliar a associag@o entre as citocinas € o polimorfismo de
seus genes com o padrao de infecgdo cronica pelo virus da hepatite B.

Para esta pesquisa, sera coletada uma pequena quantidade de sangue (10 mL) e nos
casos possiveis sera realizada uma bidpsia do figado.

Os possiveis riscos incluem dor local e sangramentos. Todos os pacientes
permanecerao em observacao por quatro horas apds a realizacao da bidpsia, sendo
utilizados todos os meios para evitar estes riscos. Serdo utilizados materiais
descartaveis, como agulhas e seringas.

Além da coleta de sangue e bidpsia hepatica, os dados referentes a todo seu
acompanhamento e histdria clinica serdo transportados para uma ficha de protocolo,
permitindo comparar os resultados do questionario com os achados nos testes de
sangue.

Ninguém ¢ obrigado a participar da pesquisa, assim como qualquer pessoa podera
deixar o estudo no momento que quiser, pois nao havera prejuizo pessoal por esta
causa, garantindo o atendimento médico participando ou ndo da pesquisa.

Nao havera nenhum tipo de despesa para participacdo, assim como ndo havera
nenhuma forma de pagamento para participacao.

O grande beneficio desta pesquisa par todos que participam ¢ possibilitar um melhor
entendimento sobre a influéncia da resposta imunoldgica do hospedeiro (pessoa
infectada) através de suas citocinas no tipo de evolucao da doenga cronica do figado
pelo virus da hepatite B. Alguns que se infectam podem eliminar espontaneamente o
virus, enquanto outros se tornam crénicos, podendo evoluir para cirrose ou tumor fé
figado.

A participagdo ¢ sigilosa, isto significa que, somente os pesquisadores ficarao
sabendo de sua participagdo. Os dados utilizados na pesquisa terdo uso exclusivo
neste trabalho, sem a identificacao individual do participante.

Ao final da pesquisa, os resultados serdo fornecidas a todos os participantes através
do contato direto com seu médico assistente.
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13- Qualquer duvida sobre a pesquisa, o paciente podera em contato com a Dra. Simone
Conde, no ambulatorio de doengas hepaticas da Fundacdo Santa Casa, de 7:00 as
11:00h, nas segundas, quartas e quintas-feiras, ou pelo telefone 4009-2273.

Assinatura do Pesquisador Responsavel

No. da Carteira de Identidade

Consentimento Livre e Esclarecido

Declaro que li as informacdes acima sobre a pesquisa, que me sinto
perfeitamente esclarecido (a) acerca do conteido da mesma, assim como seus riscos e
beneficios. Declaro ainda que por minha livre vontade, aceito participar, cooperando
com a coleta de material para exame.
Belém, / /

Assinatura do Participante ou Responsavel Legal

No. da Carteira de Identidade

Prontuario: Protocolo:
Fone de contato: (91) 4009-2273
Ambulatorio de Doenga Hepatica da Fundagdo Santa Casa de Misericordia do Para
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ANEXO D

GOVERNO DO ESTADO

_ GOVERNO DO ESTADO DO PARA §
FUNDACAO SANTA CASA DE MISERICORDIA DO PARA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que o Comité de Etica em Pesquisa da
Fundagao Santa Casa de Misericordia do Para esta de acordo com a solicitagdo
da pesquisadora Simone Regina Souza de Silva Conde, responsavel pelo
projeto “Correlagido do Nivel Sérico do Polimorfismo de Genes de Citocinas
com a Apresentagdo Clinica da Hepatite B Cronica™ em utilizar amostras de
banco de dados do Laboratorio de Virologia do ICB / UFPA, respeitando as
normas vigentes de pesquisa em seres humanos.

Atenciosamente

ta. Ima Carla Cameir;} o

Carla Carneiro
s !ru; - GCIH/FSCMP*
CRM 4099



