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RESUMO
O virus da hepatite B (HBV) é um dos principais agentes causadores de doenca

hepética crénica no mundo. Quando um individuo € infectado por este virus e ndo possui uma
resposta imune capaz de elimina-lo, desenvolve uma infeccao persistente, tornando-se portador
crénico do virus. A Proteina C Reativa (PrtCR), que € sintetizada no figado, é produzida em
resposta a lesdes teciduais ocasionadas por processos infecciosos e também em quadros
inflamatorios cronicos. Polimorfismos genéticos no gene da CRP tem sido associados com a
expressao ou producdo da proteina C reativa e a suscetibilidade a doencas inflamatorias,
incluindo o cancer. Neste estudo, foi investigada a presenga do polimorfismo CRP —717 T>C
(rs2794521) em amostras de sangue, provenientes do Hospital Universitario Jodo Barros
Barreto (HUJBB), de 69 pacientes cronicamente infectados pelo HBV, 21 amostras de pacientes
com doencas hepaticas de causa ndo viral (DHVN) e 300 amostras controles de doadores de
sangue saudaveis provenientes do HEMOPA por meio da PCR em tempo real. As frequéncias
genotipicas e alélicas apresentaram resultados significantes quando correlacionados 0s grupos
HBV e DHNV, assim como DHNV e Controle. No grupo HBV observou-se associacao
estatisticamente significante dos genotipos CT+CC em relacdo ao TT considerando o nivel de
atividade inflamatdria, ja em relacdo ao grau de fibrose ndo houve diferenca estatistica. O
presente estudo sugere que as variantes genotipicas deste polimorfismo ndo influenciam
diretamente no quadro clinico-laboratorial da infeccdo por HBV. Sugere-se um aumento do
namero amostral, assim como uma analise de haplo6tipos para confirmacdo dos resultados

obtidos nesse trabalho.

Palavra-chave: HBV, infeccdo crbnica, CRP.
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1. INTRODUCAO
1.1 FIGADO

O figado é um o6rgdo de vital importancia por possuir diversas fungdes ligadas ao
metabolismo de carboidratos, proteinas, lipidios, além de atuar na remogé&o de toxinas e agentes
patogénicos, e atuar na regulacdo das respostas imunes, sendo o hepatécito a principal célula
funcional do figado (PROTZER; MAINI; KNOLLE, 2012; YOUNG et al, 2007).

Este 6rgdo apresenta uma grande importancia no metabolismo e homeostase do
organismo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004), apresentando uma alta taxa de exposicéo a
antigenos e toxinas, determinadas respostas imunitarias sdo reguladas no figado, visando
preservar a integridade deste 6rgdo vital, por isso diversas células componentes da resposta
imune estdo presentes no tecido hepatico (HEYMANN e TACKE, 2016; GUIDOTTI et al,
1999).

A maioria dos patdgenos que chegam ao figado através do sangue s&o eliminados
pelas respostas imune inata e adaptativa. No entanto, alguns patdégenos (como 0s virus
causadores de hepatite) apresentam afinidade por células hepaticas, podem escapar ao controle
imunoldgico, persistindo nos hepatdcitos (PROTZER; MAINI; KNOLLE, 2012). Na busca de
promover o restabelecimento da homeostase, o sistema imunoldgico sob acdo dos fagocitos,
linfocitos e proteinas do sistema complemento, atuam na tentativa de eliminar a infeccéo
ocasionando destruicdo celular (ABBAS e LICHTMAN, 2008).

Quando células parenquimatosas do tecido hepatico sdo destruidas, o 6rgdo, por
meio de divisdo celular, responde na tentativa de substituir as células hepéaticas mortas por
células estreladas (também chamada célula de Ito ou lipdcito hepético). As células estreladas
hepéticas apresentam em seu citoplasma goticulas de lipidios contendo vitamina A, e suas
principais funcdes sdo: armazenamento de vitamina A, producdo de matriz extracelular e
coladgeno. Quando ha lesdo hepética, as células estreladas produzem quantidades elevadas de
colageno, levando ao aparecimento de fibrose, ocasionando a diminuigéo do fluxo sanguineo
por este 6rgdo, dando inicio assim a um processo patoldgico chamado cirrose hepatica (Figura
1) (YOUNG et al, 2007; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2010; GUYTON e HALL, 2006).
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Figura 1 - Figado normal e com cirrose (Fonte: VALE,
2014).

1.2 VIRUS DA HEPATITE B (HBV)

No ano de 1965 foi publicado no Journal of the American Medical Association
(JAMA), com o titulo A New antigen in Leukemia sera (Um Novo antigeno em soros de
Leucemia) que se tratava do antigeno Australia (AgAu) (BLUMBERG; ALTER; VISNICH,
1965). Essa descoberta ocorreu em 1963 por Baruch Blumberg (Figura 2), geneticista
americano, ao examinar amostras de soro de diversas pessoas de diferentes areas do mundo. Ao
avaliar uma amostra de soro proveniente de um aborigene australiano, verificou a presenca de
um antigeno que reagia especificamente com anticorpos presentes no soro de um paciente
hemofilico dos EUA. Inicialmente, Blumberg associou a presenga AgAu com leucemia,
levantando a hipétese de que tal antigeno poderia predispor ou até mesmo ser 0 agente causal
desta doenca (ROMANOS; WIGG; SANTOS, 2015; ALTER, 2003; BLUMBERG, 2003).

A associacdo de AgAu com hepatite ocorreu em 1967, quando Blumberg e
colaboradores sugeriram que a alta frequéncia desse antigeno no soro de pacientes portadores
de hepatite aguda poderia estar relacionada com um virus introduzido entre humanos através
de transfus@es sanguineas (BLUMBERG et al., 1967).

O Virus da Hepatite B (HBV) é membro da familia Hepadnaviridae, cujos virus de
DNA sdo causadores de hepatite em varias espécies animais (KUMAR; ABBAS; FAUSTO,
2010). Este virus pertence ao género Orthohepadnavirus onde estdo incluidos virus que
infectam mamiferos (seres humanos e outros primatas, esquilos e marmotas) (ROMANOQOS;

WIGG; SANTOS, 2015). Os hepadnavirus possuem tropismo por células hepéticas, mas



particulas do DNA viral j& foram observadas nos rins, pancreas e células mononucleares
(KIDD-LJUNGGREN; MIYAKAWA,; KIDD, 2002).

Figura 2 - Baruch Blumberg, descobridor do
HBV em 1965 (Fonte: FONSECA, 2010).

1.2.1 Morfologia do HBV

Morfologicamente, 0 HBV pode ser identificado a partir de trés particulas
diferentes: particula de Dane (particula viral completa), particula filamentosa e particula
esférica (subvirais) (Figura 3). A particula de Dane é capaz de replicar-se e causar infeccdo, ja
as outras particulas ndo apresentam acidos nucleicos e ndo sdo infecciosas (TORTORA,;
FUNKE; CASE, 2012; GERLICH, 2013; LEE e AHN, 2011).

A particula infecciosa possui didmetro de aproximadamente 42nm, e 0 seu
capsideo, com simetria icosaédrica, aproximadamente 27nm. O envelope viral é originado da
ultima célula infectada pelo virus, e este contém trés proteinas que formam o antigeno de
superficie (HBsAg) (FIELDS; KNIPE; HOWLEY, 2007).

Em portadores do HBV, a maior parte do HBsAg detectado na corrente sanguinea
corresponde a particulas subvirais (LEE e AHN, 2011).
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Figura 3 - Representacdo esquematica da estrutura das
particulas virais do HBV. (Fonte: BRASIL, 2015)

1.2.2 Organizagdo genémica do HBV

O genoma do HBV é constituido por acido desoxirribonucleico (HBV-DNA)
parcialmente circular de dupla fita, possuindo 3.200 nucleotideos e peso molecular 3.2kb. Em
particulas virais completas, o genoma replica-se por meio da transcriptase reversa (Figura 4)
(HATZAKIS; MAGIORKINIS; HAIDA, 2006; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2010).

Proteina M

Proteina L e

%, Proteina S

Fita (+)

Fita ()

Gene X

Figura 4 - Estrutura genbmica do HBV (Fonte:
REHERMANN e NASCIMBENI, 2005).

O genoma contém quatro fases abertas de leitura (ORF), e estes codificam as

proteinas de superficie (proteina L, proteina M e proteina S), o gene P, 0 gene X, € 0 gene C



juntamente com o pré-core. Mais internamente estdo as fitas positiva e negativa de DNA do
virus, na sequéncia estéo as transcricdes de RNAm do virus (KUMAR; ABBAS; FAUSTO,
2010).

As proteinas do envelope viral (proteina L, proteina M e proteina S), vdo codificar
trés diferentes antigenos de superficie, 0o HBsAg grande (L-large), o HBsAg médio (M-middle)
e 0 HBsAg pequeno (S-small) (Figura 5) (BLOCK; GUO; GUO, 2007). Dentre as proteinas, a
mais abundante é a proteina S. A proteina L possui papel importante na ligacdo dos virus aos
receptores da célula hospedeira, na sua entrada, montagem e liberacdo de novas particulas
(KLINGMULLER e SCHALLER, 1993).

Os genes C e pré-C (pré-core) irdo codificar o antigeno do core (HBCAQ) e o
antigeno “e” (HBeAg), sendo o HBcAg o polipeptidio estrutural do capsideo viral (Figura 5)
(LEE, 1997). O gene P irad codificar a DNA polimerase que também exibe atividade de
transcriptase reversa. J& o gene X ira codificar a proteina HBx que atua na transmissao de sinais
na célula hospedeira, sinais esses que potencializam a replicacdo do virus (FEITELSON et al.,

Envelope
viral

‘ Proteinas de
' \ superficie
L (large) |

M\ (medium)

S (small)

Figura 5 - Representacdo dos antigenos virais (Fonte: BRASIL, 2014; RIZZETTO e
CIANCIO, 2008).

1993).

1.2.3 Replicagdo do HBV

O ciclo replicativo comeca a partir da ligacdo do virus ao hepatocito. O virus entra
na célula apo6s a ligagdo da sua glicoproteina de superficie a um receptor presente na membrana
do hepatdcito, possibilitando a fusdo das membranas. Os mecanismos pelo quais ocorrem a

adsorcdo e penetragdo do HBV nos hepatocitos ndo estdo bem elucidados. Uma vez no



citoplasma, ocorrerd a remocéo das proteinas do envelope e capsideo viral, e seu material
gendmico serd transportado para o nucleo, onde seu DNA de fita parcialmente dupla sera
convertido em DNA circular de fita dupla covalentemente fechado (cccDNA). O cccDNA
servira de molde para a transcricdo de quatro RNASs virais que serdo exportados para o
citoplasma e utilizados como RNA mensageiro (RNAm) para a traducdo das proteinas do
envelope viral, core, polimerase, polipeptideos X e pré-core (FIELDS; KNIPE; HOWLEY,
2007; GERLICH, 2013) (Figura 6).

Figura 6 - Ciclo replicativo do HBV (Fonte: REHERMANN e
NASCIMBENI, 2005).

O capsideo é formado no citoplasma e neste processo uma unica molécula de RNA
pré-gendmico é incorporado ao interior do capsideo (POLLACK e GANEM, 1994), onde este
pode retornar novamente ao nucleo da célula para replicar-se e liberar novos genomas virais,
ou continuar a sintese dos dois filamentos de DNA. Esse capsideo ird migrar para o complexo
de Golgi, onde ird adquirir o envelope viral, transformando-se em virus completo, podendo
entdo ser exportado para o exterior da célula (WANG e SEEGER, 1993; GERLICH, 2013;
REHERMANN e NASCIMBENI, 2005).

1.2.4 Epidemiologia do HBV

A infeccédo causada pelo HBV é um dos mais sérios problemas de saude publica no
mundo (FONSECA, 2007). Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), estima-se que

240 milhdes de pessoas estejam cronicamente infectados por este virus, e que mais de 686 mil



pessoas morrem todos os anos por complicagdes causadas pela hepatite B (cirrose e cancer de
figado). Um individuo é considerado portador crénico do HBV quando possui 0 HBsAg
positivo por mais de seis meses (WHO, 2015). Asia, Pacifico Sul e Africa apresentam a maior
incidéncia e prevaléncia de casos no mundo (LAVANCHY, 2004; LOK e MCMAHON, 2007).

No Brasil, segundo o Ministério da Salde, no periodo de 1999 a 2015, foram
notificados cerca de 196.701 casos de hepatite B confirmados. O nimero de casos se distribuiu
dessa forma nas regides brasileiras: 35,5% no Sudeste, 31,4% no Sul, 14,3% no Norte, 9,4% no
Nordeste e 9,3% no Centro-Oeste. Entretanto, nos ultimos anos observou-se um aumento na
proporc¢do de casos na regido Norte (Figura 7). A principal forma clinica apresentada entre os
casos notificados foi forma cronica de infecgdo, sendo este em média 81,1% dos casos
(BRASIL, 2016).
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Figura 7 - Taxa de deteccdo de hepatite B segundo regido de residéncia e
ano de notificagéo. Brasil, 2002 a 2015 (BRASIL, 2016).

Em éreas endémicas de infeccdo pelo HBV, como a Asia, prevalece a transmissio
vertical (mée para filho), em outras areas a transmissdo é geralmente horizontal (percutanea,
sexual) (LAVANCHY, 2004; LEE, 1997). No Brasil, em média, 51,5% dos casos a transmissao
se da por via sexual, seguido pela transmissdo vertical, por transfusdo sanguinea e por uso de
drogas injetaveis (6,2%, 5,4% e 4,3% respectivamente) (BRASIL, 2016).

1.2.5 Resposta Imunoldgica

A resposta imune do portador do virus € o fator determinante para a progresséo da
infeccdo (BERTOLETTI e GEHRING, 2006). Acredita-se que o virus ndo cause leséo direta



ao hepatacito, e que o dano produzido na estrutura do 6rgéo resulte da resposta imune adaptativa
mediante células T CD8" citotdxicas (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2010).

A resposta imune inata a primeira a se desenvolver nos processos infecciosos,
mediada pelas proprias células infectadas, que secretam citocinas que atuam ativando o0s
fagdcitos estimulando assim a inflamagdo (ABBAS e LICHTMAN, 2008; GUIDOTTI et al,
1999).

O figado é um o6rgdo que possui muitas células que participam da resposta imune
inata, como as células natural killer (NK), células natural killer T (NKT) e as células de
Kupffer. As proprias células infectadas atuam produzindo interferon tipo 1 o/f (INF-a/B) que
atuam sobre produtos da replicag&o viral. Havera a produgdo interferon y (INF-y), pelas células
infectadas, que atuara ativando células NK e células NKT (BERTOLETTI e GEHRING, 2006).
Além disso, percebe-se aumento nos niveis de interleucina 2 (IL-2) e do fator de necrose
tumoral-o. (TNF-a), havendo também o recrutamento intra-hepatico de células inflamatorias
(GUIDOTTI et al, 1999).

Para que a eliminacdo da infeccdo ocorra, € necessario que a resposta imune
adaptativa se desenvolva. O recrutamento de linfocitos T CD4" (LTCD4") ativam os linfécitos
T CD8" (LTCDS8") e linfécitos B. Os linfdcitos B irdo se diferenciar em plasmdcitos para a
producéo de anticorpos, e estes agirdo neutralizando particulas virais livres, podendo também
prevenir a reinfeccdo (BERTOLETTI e GEHRING, 2006; GUIDOTTI et al, 1999). Na figura

8 ha a representacdo de células da resposta imunolégica.
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Figura 8 - Células da imunidade inata e adaptativa (Fonte: ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2012).

A acgdo dos LTCD8" é crucial para a recuperacdo da infeccdo (THIMME et al.,

2003), pois estes atuam na eliminacgéo do virus por vias citoliticas (promovendo apoptose dos



hepatdcitos infectados) e ndo-citoliticas, ocasionando assim diminui¢do de virus na circulacdo
(GUIDOTTI et al, 1999; BAUMERT et al., 2007).

Individuos que ndo possuem uma resposta imune eficiente poderdo desenvolver
uma infeccdo persistente, tornando-se portadores cronicos do HBsAg (RAIMONDO et al.
2005), o que ocorre em 90% dos individuos que foram infectados quando crianca, devido
principalmente & imaturidade do sistema imune (ROMANOS; WIGG; SANTOS, 2015).

1.2.6 Diagnostico Laboratorial

O diagnostico da infeccdo pelo HBV deve ser realizado mediante analise de exames
clinicos e laboratoriais para melhor esclarecimento da doenca. Por meio de exames bioguimicos
pode-se avaliar as taxas de transaminases do individuo. As enzimas, alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST), sdo utilizadas na avaliagdo do figado. De modo
geral, essas enzimas ndo sdo utilizadas somente para avaliacdo do tecido hepatico, no entanto,
0 aumento de atividade das transaminases reflete dano celular, sendo a ALT mais especifica
para o figado do que a AST (ROMANOS; WIGG; SANTOS, 2015; MARSHALL; BANGERT;
LAPSLEY, 2013).

Na hepatite aguda observa-se 0 aumento das transaminases no soro, sendo que 0s
niveis séricos de ALT sdo maiores do que AST. Nas primeiras semanas 0s niveis de ALT
permanecem normais, ou minimamente elevado. Cerca de 10-15 semanas ap6s a infeccao, os
niveis de ALT no soro comegam a subir (Figura 9), o que indica lesdo hepéatica mediada por
células T (ROMANOS; WIGG; SANTOS, 2015; FONSECA, 2007; REHERMANN e
NASCIMBENI, 2005).

A pesquisa do acido nucleico viral (DNA do HBV) pode ser realizada por meio de
técnicas de biologia molecular quantitativa e qualitativa (ROMANOS; WIGG; SANTOS,
2015), sendo a carga viral o marcador mais informativo quando se analisa a evolucdo da doenca
hepatica (GONCALVES JUNIOR, 2013).
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Figura 9 - Niveis de HBV-DNA e ALT na hepatite B aguda e cronica (Fonte:
REHERMANN e NASCIMBENI, 2005).

Na infeccdo aguda pelo HBV, o DNA do HBV é detectavel logo no primeiro més
de infeccdo (REHERMANN e NASCIMBENI, 2005). O primeiro marcador sorolégico a ser
detectado é o HBsAg (periodo de incubagdo: 4-12 semanas), seguido pelo antigeno “¢” do HBV
(HBeAQ) e pelos anticorpos contra o antigeno central do HBV (anti-HBc) (LEE, 1997). A
deteccdo do HBsAg, do HBeAg e do DNA do HBV no soro ira indicar replicacdo viral ativa
(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2010). Ja as transaminases sO apresentardo niveis elevados no
soro apos a infeccdo pelo HBV estar devidamente estabelecida, indicando acdo da resposta
imune mediada por linfocitos T citotoxicos (LEE, 1997).

Havendo resolucdo da infeccdo, os antigenos HBsAg e HBeAg desaparecem da
circulacéo, e entdo o anti-HBsAg comeca a ser detectado no soro (CHU e LOK, 2002).

A infecc¢do crbnica pelo HBV é caracterizada pela persisténcia do HBsAg no soro
por mais de seis meses. Esse tipo de infeccdo € mais comum em casos de transmissdo vertical.
O curso da doenca apresenta vérias fases, onde os niveis de DNA do HBV e ALT na circulagéo
sofrem aumentos e diminuicdes (REHERMANN e NASCIMBENI, 2005; LEE, 1997).

Os testes imunoenzimaticos sdo as principais ferramentas para o diagndstico
soroldgico das hepatites virais, pois a partir destes é possivel detectar antigenos e anticorpos no
soro do portador da infeccdo, podendo assim indicar a fase de infeccdo (Quadro 1)
(ROMANOS; WIGG; SANTOS, 2015).



Quadro 1 - Marcadores soroldgicos para o diagnéstico laboratorial da hepatite B.

Marcador Significado

HBsAg Primeiro marcador que aparece no curso da
infeccdo pelo HBV, e declina a niveis

Hepatite B indetectaveis em 24 semanas
aguda IgM anti-HBc | E o marcador de infeccéo recente, encontrado

no soro até 32 semanas apos a infeccdo

IgG anti-HBc | E marcador de longa duragdo, presente nas
infeccbes agudas e cronicas. Representa
contato prévio com o virus

HBeAg E marcador de replicagdo viral. Sua
positividade indica alta infecciosidade

Anti-HBe Surge apds o desaparecimento do HBeAg,
indicando o fim da fase replicativa

Anti-HBs E o anticorpo que confere imunidade ao HBV.
Esta presente no soro apds o desaparecimento
do HBsAg, sendo indicador de cura e
imunidade. [Estd presente em pessoas
vacinadas

HBsAg Sua presenca por mais de 24 semanas €

Hepatite B indicativa de hepatite cronica
cronica HBeAg Esta presente enquanto ocorrer replicacao
Anti-HBe Sua presenca sugere redugdo ou auséncia de

replicacdo viral, exceto em cepas com mutacao

pré-core (ndo produtoras de antigeno “e”)

HBsAg = antigeno de superficie do HBV; HBeAg = antigeno “e” do HBV; anti-
HBc = anticorpo contra o antigeno de core do HBV; anti-HBs = anticorpo contra
0 antigeno de superficie do HBV; IgG = imunoglobulina classe G; IgM =
imunoglobulina classe M (Adaptado de MS/SVS/DVE. Fonte: ROMANOS;
WIGG; SANTOS, 2015).
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1.3 PROTEINA C REATIVA

A Proteina C Reativa (PrtCR) é uma das proteinas plasmaticas que sdo produzidas
na fase aguda da inflamacdo, sendo esta muito utilizada para avaliacdo de pacientes que
apresentam desordens inflamatorias. Por ser um indicador sensivel de processos inflamatorios,
essa proteina é utilizada para auxiliar no diagndstico, controle terapéutico e para 0
acompanhamento de varias patologias (SOARES e DAVID, 2002). Os niveis normais da PrtCR
para a populacdo apresentam uma variacdo média entre 0,25 e 0,5mg/dL. Em casos de processos
inflamatorios esse valor pode aumentar de 100 a 1.000 vezes (CORREA e BURINI, 2000;
ABBAS e LICHTMAN, 2008) e em estados inflamatdrios cronicos a PrtCR pode permanecer
elevada por um periodo indefinido (VIGUSHIN; PEPYS; HAWKINS, 1993).

A PrtCR é sintetizada no figado pelos hepatdcitos, produzida em resposta a uma
lesdo tecidual, em processos infeciosos (PANNACCIULLI et al, 2001; SNODGRASS et al.,
2007; VIGUSHIN; PEPYS; HAWKINS, 1993). Sua sintese ocorre em resposta ao estimulo
produzido pela interleucina-6 (IL-6) em quadros de inflamacéo e infeccdo (Figura 10) (PEPYS
e BALTZ, 1983) e também pelo estimulo da interleucina-1 (IL-1) e do fator de necrose tumoral
(TNF) (CLYNE e OLSHAKER, 1999). A elevacdo da PrtCR tem sido considerada como marca
registrada de inflamacdo aguda e crénica, sendo que sua concentracdo pode aumentar em até
10 mil vezes durante respostas agudas a infeccdo ou a dano tecidual (GABAY e KUSHNER,
1999).

Lesao Hepatica
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Figura 10 - Local de sintese de PrtCR
(Fonte: BOTTAZZI et al, 2016).
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1.3.1 Estrutura e fungdo da PrtCR

A PrtCR é membro da familia das pentraxinas, sua forma pentamérica possui
subunidades de 23KDa composta por 224 aminoacidos, sendo estas 5 subunidades iguais
resistentes a protedlise (Figura 11) (WOO; KORENBERG; WHITEHEADS, 1985; GABAY e
KUSHNER, 1999). A PrtCR ¢ dependente de ions célcio (Ca*™), na presenca destes ions possuli
a capacidade de ligar-se a varios polissacarideos e peptideo polissacarides presentes em varios
microrganismos. Quando ligados, este complexo é capaz de ativar a via classica do
complemento, e através de sua funcdo como opsonina, promover a fagocitose (MOLD;
GEWURZ; DU CLOS, 1999).

Figura 11 - Representacdo da estrutura da Proteina C reativa.
(Fonte:  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/pdb/3PVO.
Acesso em: 23/12/2016).

1.3.2 Polimorfismos no gene da Proteina C Reativa (CRP)

O gene que codifica a PrtCR encontra-se localizado no cromossomo 1 (humano) na
posicdo 1g23.2 (Figura 12) (WOO; KORENBERG; WHITEHEADS, 1985).
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Figura 12 - Localizacdo do gene da Proteina C reativa no cromossomo 1 (19.23.2).
(Fonte: Weizman Institute of Science. Disponivel em: http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=CRP&keywords=CRP. Acesso em: 23/12/2016.



http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CRP&keywords=CRP
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CRP&keywords=CRP
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/pdb/3PVO
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Polimorfismos no gene da CRP foram descritos e associados a mudanga sérica
dessa proteina. O polimorfismo —717 CRP T>C (rs2794521) (Figura 13) esta localizado na
regido promotora do gene (ZEE e RIDKER, 2002; BRULL et al., 2003; HAGE e SZALAI,
2007).

152794521
(-717T=C)
ﬂ Exonl Exon2
—_—————— = [ —_—

Figura 13 - Representacdo esquematica da localizacdo do polimorfismo CRP
—717 T>C (rs2794521). (Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene).

Os polimorfismos no gene da CRP tém sido associados a alteracGes nas
concentracdes desta proteina no soro e no plasma (SZALAI, A. J. et al, 2002; SUK, H. J. et al,
2005), com isso, polimorfismos podem estar relacionados no desenvolvimento de doenca
inflamatoria (PENG, Q. et al, 2014).

Um estudo realizado numa populacdo masculina chinesa (Guangxi) por Lao et al.
(2015), investigou a associacdo de polimorfismos T>C no gene da CRP e o risco de
hepatocarcinoma celular (HCC) relacionado a infec¢éo pelo HBV. Os polimorfismos estudados
foram o rs2794521 e o rs3093059. Neste estudo, o haplétipo TC foi significativamente
correlacionado com o aumento do risco HCC induzido por HBV na populacdo avaliada. Ainda
foi sugerido, que o polimorfismo rs3093059 pode desempenhar um papel significativo no
desenvolvimento de HCC relacionado a infecgdo; o mesmo néo foi evidenciado para o0 SNP
rs2794521.

Devido ao fato da PrtCR ser de grande importancia para a resposta imune inata, por
sua acdo como biomarcador do processo inflamatorio, do seu papel na eliminacéo de patdgenos,
0 estudo dessa proteina é relevante para que se possa compreender cada vez mais a sua agéo,

assim como o papel dos seus polimorfismos nas infecces.

1.4 DOENCAS HEPATICAS NAO VIRAIS

A inflamac&o no figado pode ocorrer em decorréncia de outros fatores ndo estando

relacionado a virus hepatotropicos. E o que acontece em casos de hepatite autoimune, em
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doencas hepéticas induzidas por drogas e toxinas, e em doencas hepéticas alcodlica e
metabdlica (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2010). Estas patologias sdo caracterizadas por leséo
dos hepatdcitos em decorréncia do aumento da liberacdo de citocinas inflamatorias
(FERREIRA, 2000).

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Investigar a presenca do polimorfismo CRP =717 T>C (rs2794521) em pacientes
cronicamente infectados pelo Virus da hepatite B, buscando identificar possiveis marcadores

imunogenéticos associados a infeccao por este agente.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(i) Avaliar a frequéncia do polimorfismo do gene da CRP -717 T>C entre 0s
portadores de hepatite B, pacientes com outras doengas hepaticas crénicas
de causas ndo virais e o grupo Controle;

(i)  Buscar associagdo entre as frequéncias genotipicas e alélicas do
polimorfismo CRP -717 T>C e a apresentacdo clinica da infec¢do crénica
pelo HBV;

(ili)  Comparar o polimorfismo CRP -717 T>C, com os niveis de marcadores de
injuria  hepética  (alanina  aminotransferase, ALT, e aspartato
aminotransferase, AST).

3. MATERIAL E METODOS

3.1- AREA DE ESTUDO: ciéncias bioldgicas.

3.2- TIPO DE ESTUDO E CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Trata-se de um estudo do tipo analitico transversal, cuja coleta de sangue foi
realizada no Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital Universitario Jodo Barros Barreto.

Foram selecionados casos consecutivos de pacientes portadores crénicos do HBV e com outras
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doencas hepaticas cronicas, incluindo a doencga hepética ndo-alcodlica (DHGNA), hepatite

autoimune, cirrose biliar primaria, entre outras.

As amostras de sangue foram transportadas ao Laboratorio de Virologia da UFPA,
onde foi realizado a separacdo (massa celular e plasma) e o armazenamento (somente do
plasma) em freezer -70°C.

Todos os pacientes selecionados foram avaliados clinicamente e submetidos a
investigacdo complementar que constam de exames hematologicos, bioquimicos, soroldgicos e
virologicos, sendo estes dados transcritos dos prontuarios para o protocolo de pesquisa
especifico. O estudo incluiu 2 grupos de pacientes (HBV e DHNV) e um grupo controle, que
apresentaram as seguintes caracteristicas:

a) Grupo 1 (HBV) - formado por 69 amostras de portadores de hepatite B cronica,
caracterizados por alteracGes clinicas e dos testes hepaticos, HBsAg positivo, HBeAg positivo
ou negativo.

b) Grupo 2 (DHNV) — formado por 21 amostras de portadores de hepatite cronica, incluindo a
doenca hepética gordurosa ndo alcoodlica (DHGNA), a hepatite autoimune, a cirrose biliar
primaria, entre outras, caracterizados por alteragdes clinicas e dos testes hepaticos.

Foram incluidos no estudo individuos com idade igual ou superior a 18 anos, de
ambos 0s géneros, portadores de HBsAg por mais de 6 meses, persisténcia de alanina
aminotransferases elevadas ou ndo e que nao fizeram uso de terapia antiviral. Foram excluidos
da pesquisa individuos que ndo preenchiam os requisitos estipulados acima e aqueles pacientes
co-infectados pelo HDV e/ou HIV e pacientes que estavam ou fizeram uso de terapia antiviral
especifica contra o HBV.
¢) Grupo 3 (CONTROLE) — formado por 300 amostras de doadores sangue do HEMOPA, os
quais apresentarem negatividade para marcadores soroldgicos dos Virus da Hepatite B (HBV),
Virus da Hepatite C (HCV), Virus da Hepatite D (HDV) e para o Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV), sendo que esse grupo so foi utilizado para comparacdo das frequéncias
genotipicas e alélicas para o polimorfismo CRP =717 T>C (rs2794521).

3.3- TESTES LABORATORIAIS

3.3.1 Extracdo do DNA
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Todas as amostras foram submetidas a extracdo de DNA total a partir de leucécitos
do sangue total periférico das amostras, de acordo com o protocolo do kit de isolamento de
acido nucléico da Puregene, Gentra Systems, Inc., USA. O procedimento ocorreu seguindo-se
as etapas de lise celular, de precipitacdo de proteinas, de precipitacdo do DNA e de hidratacdo
do DNA.

3.3.2 Identificacdo do polimorfismo CRP -717 T>C (rs2794521)

A identificacdo foi realizada atraves da amplificacdo génica por meio da PCR em
tempo real no equipamento Step One Plus, Applied Biosystem (Applied Biosystems, Foster
City, CA, E.U.A)), sendo utilizado o Assay C_318207_10, que continha um par de iniciadores
e uma sonda utilizando a marcacdo VIC e FAM para cada um dos alelos do respectivo

polimorfismo, pré-desenhados pela empresa Applied Biosystem.

3.4- ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica utilizou-se o programa Biostat 5.0v (Ayres et al., 2007).
As frequéncias alélicas e genotipicas foram estimadas por contagem direta. As analises
comparativas das frequéncias alélicas e genotipicas entre 0s grupos investigados foram
realizadas por meio dos testes, Teste-G e Exato de Fisher. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi
realizado. Para as analises de comparacdo entre os niveis dos marcadores de injdria hepéatica
(AST e ALT) o Teste de Mann-Whitney. A construcdo do gréfico foi feito por meio do
programa Graphpad versdo 5 (Inc. Prism, 2007).

3.5 - ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa via
Plataforma Brasil e pelo Hospital Universitario Jodo Barros Barreto (Protocolo de n°
962.537/2015), conforme prevé a resolucdo n°® 196/96 versdo 2012 do CNS/MS, que trata de
pesquisa em seres humanos (Apéndice 1). Os pacientes selecionados para a pesquisa foram
informados sobre o0s objetivos da pesquisa e deram seu consentimento através da assinatura do

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 2).
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4. RESULTADOS

Pacientes dos trés grupos investigados apresentaram maior frequéncia do gendtipo
selvagem (TT), sendo observada diferenca significativa apenas quando os grupos HBV e
controle foram comparados com o grupo DHNV, o qual apresentou maior frequéncia do
genotipo CC (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas do gene Proteina c reativa
(CRP) do polimorfismo rs2794521(T>C) nas amostras de pacientes infectados
com HBV, DHNV e grupo Controle.

HBV DHNV CONTROLE
Perfil genético  n=69 n=21 n= 300 pl p2 p3
n (%) n (%) n (%)
Genotipos
TT 44 (63,8) 10 (47,6) 189 (63,0) 0,0064 0,9838 0,0007
CT 23(33,3) 05(23,8) 103 (34,3)
CcC 02 (02,9) 06 (28,6) 08 (02,7)
Alelos
*T 0,804 0,595 0,802 0,0083 0,9431 0,0007
*C 0,196 0,405 0,198

HBV: Virus da hepatite B; DHNV: Doenca Hepatica ndo-viral. p1= HBV x DHNV;
p2=HBV x CONTROLE; p3= DHNV x CONTROLE. Teste G (com correcdo de
Williams).

O genotipo CT apresentou frequéncia de 100% nos portadores do HBV com
atividade inflamatoria hepética elevada, porém sem significancia estatistica (p=0,0581). Ja na
analise de dominancia os genotipos CT+CC estiveram presentes em 100% dos pacientes com
niveis (2 a 3) de atividade inflamatéria, com diferenca estatistica significativa quando
comparado com os demais gendtipos (p=0,0161) (Tabela 2).

Em relacdo aos escores de fibrose nos portadores do HBV, o genétipo TT foi 0 mais
frequente tanto nos pacientes com fibrose leve e moderada quanto naqueles com fibrose
acentuada e cirrose hepatica (60%) seguido pelo genotipo CT (40%), ndo sendo observada
diferenga estatisticamente significante (Tabela 2).
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Tabela 2- Correlacgdo entre o polimorfismo rs2794521 (T>C) Proteina c reativa (CRP) e a
atividade inflamatoria e escore de fibrose nas amostras de pacientes infectados
com HBV. (METAVIR).

Perfil genético Atividade inflamatoria Escore de fibrose
Infeccéo 0al 2a3 P 0a?2 3a4 p
n (%) n (%) n (%) n (%)
HBV
TT 17 (70,8) 00(00,0) 10,0581 15(60,0) 09 (60,0) 70,6127
CT 06 (25,0) 04 (100,0) 09 (36,0) 06 (40,0)
CC 01 (04,2) 00 (00,0) 01 (04,0) 00 (00,0)
*T 0,833 0,500 *0,0553 0,780 0,800  *0,5335
*C 0,167 0,500 0,220 0,200
TT 17 (70,8) 00(00,0) *0,0161 15(60,0) 09 (60,0) *0,6321
CT+CC 07 (29,2) 04 (100,0) 10 (40,0) 06 (40,0)

Atividade inflamatoria: 0 a 1, sem inflamac&o e niveis leves; 2 a 3, muita inflamacao.
Escore de fibrose: 0 a 2, leve e moderada; 3 a 4: acentuada e cirrose. T Teste G com
correcdo de Williams *Teste Exato de Fisher.

As andlises em relacdo aos marcadores bioquimicos foram realizadas nos grupos de
pacientes com HBV e nos pacientes com DHNV. Contudo, ndo foram observados niveis

estatisticamente significantes entre os grupos estudados (Figura 14 A e C).
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Figura 14 - Niveis plasméticos das enzimas hepaticas AST, ALT nos pacientes com
hepatite B (HBV) e doenca hepética de causa ndo viral (DHNV) de acordo com o
polimorfismo CRP -717 T>C (rs2794521). Valores de referéncia: AST (16-40 1U/L),
ALT (08-54 IU/L). PTeste de Mann-Whitney (p<0,05).

Nas analises entre 0s genétipos e as enzimas hepaticas em cada grupo de pacientes
estudados, foi possivel observar que os niveis plasmaticos das enzimas hepaticas AST e ALT
foram maiores nos individuos com os genoétipos CT+CC quando comparados com o gendtipo
TT, em todos os grupos de pacientes estudados (Figura 14 B e D), porém, essa diferenca so teve
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significancia estatistica na analise de ALT no grupo HBV, onde 0s pacientes com os gendtipos
CT+CC apresentaram niveis mais elevados dessa enzima (Figura 14 D).

5. DISCUSSAO

A frequéncia do polimorfismo investigado foi avaliada em todos os grupos, sendo
0 gendtipo TT o que apresentou as maiores frequéncias em todos o0s grupos. Estudos indicam
que a presenca desse alelo garante uma maior atividade transcricional do gene da CRP,
conferindo assim, um aumento no nivel dessa proteina (WANG Q. et al., 2009).

Entre os grupos analisados, o grupo com HBV foi 0 que apresentou a maior
frequéncia do gendtipo TT, e da mesma forma se comportou o grupo controle. Esses resultados
corroboram com os resultados apresentados por Peng et al. (2014), onde a frequéncia do
gendtipo TT foi maior nos pacientes com HBV.

No grupo de pacientes com DHNV, o gen6tipo CC e o alelo *C foram os que
apresentaram maiores frequéncias. A presenca desse alelo ocasiona uma producdo menor de
proteina C reativa, sendo possivel supor que uma baixa producdo de PrtCR confere um quadro
de inflamacdo mais brando em pacientes portadores do alelo *C, quando comparados ao
gendtipo TT (WANG et al., 2009).

Pacientes com HBV, portadores do genétipo CT, apresentaram atividade
inflamat6ria com niveis moderados e elevados. Um estudo que avaliou os niveis séricos desta
PrtCR, verificou que a presenca do alelo *T pode influenciar no aumento dos niveis séricos
desta proteina, ocasionando aumento de inflamacéao nesses pacientes (ABRAHAM et al., 2009).
O mesmo foi observado por Ma et al. (2015), onde niveis séricos de PrtCR em pacientes com
HBYV foram correlacionados com maior grau de fibrose.

A andlise dos escores de fibrose nos pacientes, ndo apresentou resultados
significantes. No entanto, 60 % dos pacientes, que possuiam o genétipo TT, apresentaram
maiores escores de fibrose hepatica. No estudo feito por Ma et al. (2015), onde a sensibilidade
e a especificidade da PrtCR no diagnostico de fibrose F3 e F4 foi de 81,8% e 80,0%,
respectivamente, sugeriu-se o0 uso da PrtCR no diagnostico de fibrose em pacientes com HBV.
Contudo, o mesmo néo foi evidenciado por Yilmaz et al. (2015), o qual ndo encontrou
associacdo dos niveis de PrtCR com o grau de fibrose em pacientes crénicos com HBV.

Com relacdo aos marcadores bioquimicos, foi possivel observar que muitos

pacientes apresentaram essas enzimas acima do nivel normal. As enzimas AST e ALT séo
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consideradas marcadores sensiveis para deteccdo de lesdo no parénquima hepético, sem
apresentar especificidade para nenhum tipo de hepatite, mas as mesmas apresentam-se elevadas
em pacientes com doenga hepatica (BRASIL, 2015; Pratt et al., 1999). Apesar de apresentarem-
se em niveis elevados, ndo foi observada correlagdo entre os niveis das enzimas com 0s
genotipos de CRP -717 T>C nos grupos estudados, sugerindo assim que o polimorfismo
possivelmente ndo atue influenciando nos niveis destas enzimas.

O papel da proteina C reativa nas hepatites ainda nao foi bem elucidado, havendo
poucos trabalhos na literatura que tenham investigado a presenca de polimorfismo nas infecgdes
por HBV e em doencas hepaticas de causa ndo-viral.

6. CONCLUSOES

Em nosso estudo, o polimorfismo -717 T>C da proteina C reativa, ndo apresentou
associacao com a infeccdo pelo HBV, assim como com a atividade inflamatéria e com o0s
escores de fibrose. Com relacéo as transaminases, apesar de muitos pacientes terem apresentado
as transaminases acima da normalidade, essa associacdo nao apresentou significancia, mas foi
possivel observar que gendtipos polimdrficos apresentaram niveis mais elevados das enzimas.

Sugere-se um aumento do numero amostral do grupo com DHNV para confirmacao dos

resultados obtidos nesse trabalho.
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possiveis serd realizada uma bidpsia do figado.

5- Os possiveis riscos incluem dor local e sangramentos. Todos 0s pacientes permanecerao em
observacdo por quatro horas apds a realizacdo da bidpsia, sendo utilizados todos os meios para
evitar estes riscos. Serdo utilizados materiais descartaveis, como agulhas e seringas.

6- Além da coleta de sangue e bidpsia hepética, os dados referentes a todo seu acompanhamento
e historia clinica serdo transportados para uma ficha de protocolo, permitindo comparar 0s
resultados do questionario com os achados nos testes de sangue.

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

8- N&@o haverd nenhum tipo de despesa para participacdo, assim como ndo havera nenhuma
forma de pagamento para participagéo.

9- O grande beneficio desta pesquisa par todos que participam é possibilitar um melhor
entendimento sobre a influéncia da resposta imunologica do hospedeiro (pessoa infectada)
através de suas citocinas e genes apoptoticos no tipo de evolugdo da doenca crénica do figado
pelo virus da hepatite B. Alguns que se infectam podem eliminar espontaneamente o virus,
enguanto outros se tornam crénicos, podendo evoluir para cirrose ou tumor de figado.

10- A participacdo é sigilosa, isto significa que, somente os pesquisadores ficardo sabendo de
sua participacdo. Os dados utilizados na pesquisa terdo uso exclusivo neste trabalho, sem a
identificacdo individual do participante.

11- Ao final da pesquisa, os resultados serdo fornecidos a todos os participantes atraves do
contato direto com seu médico assistente.
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12- Qualquer davida sobre a pesquisa, 0 paciente podera em contato com a Dra. Simone Conde,
no ambulatério de doencas hepéticas 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 informacBes acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente
esclarecido (a) acerca do contelldo 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 ldentidade

Prontuério: Protocolo:

Fone de contato: (91) 4009-2273
Ambulatério de Doenca Hepatica da Fundacdo Santa Casa de Misericordia do Para
Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto/UFPA.






