UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULDADE DE BIOMEDICINA

JESSICA SABRINA CORDEIRO PARENTE

ESTUDO DA ASSOCIACAO DE POLIMORFISMO NA REGIAO
PROMOTORA DE TNF-308 (G>A) (RS$1800629) COM MARCADORES
HEPATICOS EM PACIENTES COM INFECCAO CRONICA PELO
VIRUS DA HEPATITE B (VHB).

BELEM
2017



JESSICA SABRINA CORDEIRO PARENTE

ESTUDO DA ASSOCIACAO DE POLIMORFISMO NA REGIAO
PROMOTORA DE TNF-308 (G>A) (RS1800629) COM MARCADORES
HEPATICOS EM PACIENTES COM INFECCAO CRONICA PELO
VIRUS DA HEPATITE B (VHB).

Trabalho de Concluséo de Curso apresentado
a Faculdade de Biomedicina da Universidade
Federal do Pard, como requisito parcial para
obtencdo do grau de Bacharel em

Biomedicina.

Orientador(a): Msc. Barbara Brasil Santana

BELEM
2017



JESSICA SABRINA CORDEIRO PARENTE

ESTUDO DA ASSOCIACAO DE POLIMORFISMO NA REGIAO
PROMOTORA DE TNF-308 (G>A) (RS$1800629) COM MARCADORES
HEPATICOS EM PACIENTES COM INFECCAO CRONICA PELO
VIRUS DA HEPATITE B (VHB).

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentadoa
Faculdade de Biomedicina da
UniversidadeFederal do Para, como requisito
parcial para aobten¢do do grau de Bacharel
emBiomedicina, aprovado com o conceito
EXCELENTE.

Belém (PA), 10 de fevereiro de 2017.
Banca Examinadora:

Msc. Barbara Brasil Santana (Orientadora) - UFPA

Prof. Dr. Antonio Carlos Roséario Vallinoto (Co-orientador) - UFPA

Dra. Maria Alice Freitas Queroz (membro) - UFPA

Dra. Ednelza da Silva Gragas Amoras (membro) - UFPA

Msc. Samara Tatielle Monteiro Gomes (suplente) — UFPA



A minha familia, meu alicerce



Agradecimentos

A Deus, pela luz, forca e coragem concedidas durante a jornada.

Ao Prof. Dr. Antonio Carlos Rosario Vallinoto, por ter me aceito de bracos abertos em
seu laboratdrio, pelo apoio e inspiracdo para a pesquisa e para a virologia.

A minha orientadora Barbara Brasil Santana, pela corre¢cdo minuciosa do trabalho,
pela sua disponibilidade, orientacdo, dedicacdo, confianca e amizade. Espero um dia ser uma
profissional como voce.

Aos parceiros e amigos do Laboratério de Virologia, em especial a Angélica Menezes,
fundamental na concretizacdo deste trabalho, Lorena Lima, por ter me apresentando este
campo da pesquisa tdo incrivel, e a todos 0s outros igualmente especiais, pelo conhecimento
compartilhado, companheirismo e amizade.

Aos amigos da faculdade, pelos longos anos de convivio, por todos os momentos
partilhados, por estarem presentes e me fazer estar presente, longe ou perto. Pelos risos, pelas
lagrimas, pelo apoio, muito obrigada.

Aos meus avos, Francisco e Beatriz, por me ensinarem a ter fé, e nunca desistir. Por
estarem do meu lado em cada momento, pelo amor incondicional, pelo apoio e motivagédo
diaria.

A minha mée, Cleuma Cordeiro, e minhas irmas Raissa e Maria Luiza, por todo o
amor, compreensao e cuidado, por recarregarem minhas energias, e por acreditarem que seria
possivel.

A todos que ajudaram a tracar esta caminhada.

MUITO OBRIGADA!



SUMARIO
1 INTRODUGAD ...ttt sttt 1
1.1 CARACTERISTICAS DO VIRUS DA HEPATITE......coieveeeeeeeeeeeeeesee s sen s 1
1.1.1 GENOMA AOVHB.......o.oiiiiiic e 2
1.1.2 ReplicaClo O WVHB .....ooioiieeece et 3
1.1.3 Patologia da infecGao Pelo VHB ..o 4
1.1.4 Diagnostico laboratorial do VHB ... 5
1.1.5 Epidemiologia do VHB ........c.oooiiiiie ettt 5
1.2 RESPOSTA IMUNE AO VHB ...t 6
1.2.1 Fator De Necrose TUmMOral (TNF-0) weceeervoiioiiiieiiic e 7
2. OBIETIVOS ...ttt e e e nae e e b e e ne e e nneene e 9
2.1 OBIETIVO GERAL ...ttt 9
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt see s sen s sensss s 93.
ARTIGO ANEXADO ...ttt ettt st et ente e b e anbeennee s 10
4. REFERENCIAS ...ttt ettt sttt 19

5. NORMAS DA REVIST A e 28



RESUMO

A hepatite B cronica é caracterizada por uma intensa inflamacéo hepética, com manifestacdes
clinicas, que podem variar entre seus portadores, como resultado de diversos fatores que
influenciam o curso da infecgéo, tais como polimorfismos nos genes de citocinas. O fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a)) tem um papel fundamental no processo inflamatdrio que ocorre
em quadros infecciosos. Quando presente em altos niveis esta relacionado com a gravidade de
inflamacédo hepatica. O presente trabalho investigou a associa¢do do polimorfismo rs1800629
(G>A) no gene do TNF-a na infeccdo crbnica pelo Virus da hepatite B (VHB). Foram
selecionados 73 casos de hepatite crénica, sendo divididos em portadores ativos (41 casos) e
portadores inativos (32 casos). Como grupo controle, selecionaram-se 300 amostras de
doadores voluntarios de sangue do HEMOPA (Fundacdo Centro de Hemoterapia e
Hematologia do Para), soronegativos para o VHB. O DNA extraido a partir de células do
sangue total periférico de cada amostra, foi submetido a técnica de PCR em tempo(gPCR),
para identificacdo do perfil genético. Ndo foi observada diferenca significativa nas
frequéncias genotipicas e alélicas entre os grupos infectados e controle. A andlise de
associacao do polimorfismo com os marcadores bioquimicos apresentou significancia nos
niveis de ALT, AST em portadores ativos com o genotipo GG, quando comparado com
portadores inativos. No que diz respeito a viremia, os portadores ativos quando segmentados
emdois grupos, genodtipo GG e GG+GA, ambos os grupos apresentaram carga viral mais
elevada quando comparado com portadores inativos.Neste estudo, ndo foi possivel evidenciar
a influéncia do polimorfismo estudado, nos diferentes quadros clinicos da infeccdo cronica
pelo VHB. Estudos adicionais com enfoque na inflamacdo, podem contribuir para uma
melhor compreensdo da influéncia do polimorfismo genético de citocinas na infec¢do pelo
VHB.

Palavras-chave: VHB, TNF-a, polimorfismo, rs1800629.



1. REFERENCIAL TEORICO

As hepatites virais constituem um grave problema de salde publica da atualidade.
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude — OMS — estima-se que haja cerca de 350 milhdes
de portadores cronicos do Virus da hepatite B (Lavanchy, 2004; Alter, 2003).

A evolucgdo para a infeccdo cronica esta ligada as interagdes virus — hospedeiro,
gerando uma importante resposta imunitaria causada pelas proteinas virais expressas pelos
hepatocitos infectados e, em menor grau, pelos efeitos citopaticos do virus, sendo possivel
determinar através dessa resposta os diferentes padrdes de manifestacbes e sintomas das

infeccdes (Pungpapong et al., 2007).

1.1  CARACTERISTICAS DO VIRUS DA HEPATITE B

O VHB é um membro da familia Hepadnaviridae. A separacdo da familia ocorre
em dois géneros: Orthohepadnavirus e Avihepadnavirus, representando os virus que infectam
0s mamiferos e as aves, respectivamente (ICTV, 2014; Ganem & Schneider, 2001).

A particula viral completa (Figura 1) apresenta-se como uma particula esférica
com 42 nm de didmetro, possui um envelope lipoprotéico, o qual compreende o antigeno de
superficie da hepatite B (HBsAQ), formado pelas glicoproteinas denominadas Grande (L),
Média (M) e Pequena (S) e uma estrutura interna de formato icosaédrico, dita core ou
nucleocapsideo, contendo o antigeno nuclear da hepatite B (HBcAQ) e o antigeno E (HBeAQ),
além da proteina DNA polimerase, € 0 genoma viral (Seeger & Mason, 2000;Summers et al.,
1975).

Capsideo e s — i ici
Cap ea —=R¢ & N % Proteina de superficie S
icosaédrico - ____Protéina de

; superficie M

M proteina de
superficie L

DNA

Polimerase

Virus da
Hepatite B

Figura 1. Particula completa do VHB (Fonte: Perkins, 2002).



1.1.2. Patologia da infeccéo pelo VHB

A infeccdo aguda do VHB caracteriza-se pela deteccdo do DNA, e do HBSAg no
soro, esses marcadores iniciais aparecem de 4 a 6 semanas depois da infeccdo e de 1 a 6
semanas antes das manifestagdes clinicas, os anticorpos IgM contra o antigeno do core (anti-
HBc) aparecem em seguida (Ganem & Prince, 2004).

Em pacientes que conseguiram eliminar o virus, os anticorpos livres anti-HBs e
anti-HBe séo detectaveis na circulacdo, seguida do desaparecimento dos antigenos virais
HBsAg e HBeAg, caracterizando a resolucdo da infeccdo. Os componentes da resposta imune
celular e humoral s&o necessérios para que ocorra a eliminagdo(McMahon, 2009).

O paciente passa a ser considerado um portador cronico quando os antigenos
virais permanecem por mais de seis meses, sem normalizacdo dos testes bioquimicos
hepéaticos. O curso natural da hepatite B cronica € distinto em trés fases resultantes da
interacdo entre o virus e o hospedeiro. A fase de imunotolerdncia ao virus ocorre
principalmente, ap6s o periodo de transmissdo perinatal, sendo caracterizado pela deteccéo de
HbsAg e do HBeAg, além de altos niveis de carga viral, e niveis normais de transaminases
como a alanino aminotransferase (ALT) (McMahon, 2009).

A fase imunoativa é marcada pela resposta imune do hospedeiro contra os
antigenos virais em uma tentativa de eliminar a infeccdo. Com uma intensa resposta
inflamatoria e dano hepatico, os niveis de ALT e carga viral aumentam, juntamente com a
presenca de HBeAg no soro. A soroconversdo do HBeAg a anti-Hbe € o que identifica a fase
de portador inativo, onde ha supressdao da replicacdo e reducdo da carga viral com
normalizacdo das transaminases, esses portadores apresentam um baixo risco de evolugédo
para cirrose e carcinoma hepatocelular. Alguns individuos permanecem como portador ativo,
com persisténcia do HBeAg e constante dano hepatico, e outros, que evoluiram para a fase
inativa, podem apresentar retorno da positivade do HBeAg ou anti-HBe com quadros

inflamatorios, e replicacéo viral (Hsu et al., 2002).

1.1.3. Resposta imune ao VHB

A resposta imune aos antigenos do VHB, é controlada tanto pela sistema inato quanto
pelo adaptativo. A montagem das primeiras respostas € realizada pela producao de interferon
(INF) tipo 1, a / B, pelas células infectadas, ¢ a ativagdo de células natural killers (NK), e
células T natural killers (NKT) (Bertoletti & Gerhing, 2006). O reconhecimento dos virus por
receptores especificos, ativa essa primeira linha de defesa, produzindo importantes citocinas

envolvidas no estado antiviral, como o interferon do tipo 1 (IFN o/B), que possui importante



papel na apresentacdo de antigenos as células efetoras. As células NK e NKT estdo envolvidas
na inibigdo e expressdo da replicagdo viral, juntamente com INF-y ¢ TNF-a realizando um

efeito antiviral, sem destruicdo do hepatocito (Guidotti et al., 1999).

Ap0s o controle da infeccdo realizado pela resposta inata, o virus deve ser eliminado,
para evitar a propagacdo da infecgdo. A eliminacdo da infecgéo inicia-se com a ativacdo da
resposta imune adaptativa, através do recrutamento dos linfocitos T CD4+ (LTCD4+), que em
seguida irdo ativar os linfécitos T CD8+ (LTCD8+) e linfocitos B (Guidotti el al., 1999).

Os LTCD8+ quando ativados, atuam na eliminacéo viral, diminuindo os niveis de
virus circulantes, por vias citoliticas e ndo citoliticas, ativando a via citolitica para a apoptose
dos hepatdcitos e eliminacdo do restante da populacéo viral (Guidotti el al., 1999; Baumert et
al., 2007).

1.2. FATOR DE NECROSE TUMORAL (TNF-A)

O fator de necrose tumoral (TNF-a) é considerado uma das principais citocinas
pro-inflamatorias da imunidade inata. Executa as fungdes do recrutamento de neutrofilos e
monacitos para o local da infeccdo, além de atuar sobre as células do endotélio vascular e
leucdcitos, promovendo um processo inflamatério local para o combate a quadros infecciosos.
(Abbas et al., 2008). Durante a hepatite B, esta citocina participa no clareamento viral na fase
aguda, ja na infeccdo cronica, a deficiéncia imunolégica do hospedeiro juntamente com 0s
mecanismos de escape viral, altera a producéo e acdo do TNF-a nesta patologia. (Larrubia et
al., 2009)

O TNF é secretado por macrofagos ativados, linfécitos ou mondcitos. O gene do
TNF-a localiza-se no cromossomo 6, na regido 6p21.3, dentro da regido de classe Il do
complexo principal de histocompatiblidade (MHC). Esta é uma regido altamente polimorfica,
e 0 proprio TNF-o possui um grande numero de polimorfismos (Posch et al., 2003).

A mutacdo na posi¢do -308 G>A (rs1800629) da regido promotora, que resulta no
mutante heterozigoto GAou homozigoto AA, é uma das mais investigadas (Kroeger et al.,
1997). A cronicidade da hepatite B, assim como a severidade da doenca, ja foramassociadas
ao gendtipo GA deste polimorfismo, assim como a expressdo elevada do TNF-a, e um
consequente aumento da atividade pro-inflamatdria (Costa et al., 2015; Conde et al., 2013).
Outros autores, relataram uma alta frequéncia do genotipo GG em pacientes com infeccao

crénica, associado com a positividade do HBeAg (Kim et al., 2003).
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Resumo

A hepatite B cronica possui manifesta¢des clinicas, que variam entre seus portadores, como resultado
de diversos fatores que influenciam o curso da infeccdo, tais como polimorfismos no genes de
citocinas. O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) tem um papel fundamental no processo
inflamatorio de quadros infecciosos. O presente trabalhou investigou a associacdo do polimorfismo
rs1800629 (G>A) no gene do TNF-a na infeccdo cronica pelo virus da hepatite B (VHB). Foram
selecionados 73 casos de hepatite cronica, divididos em portadores ativos (41 casos) e inativos (32
casos). Como grupo controle, selecionaram-se 300 amostras de doadores de sangue, soronegativos
para o VHB. O DNA extraido a partir de células do sangue total periférico, foi submetido a técnica de
PCR em tempo (qPCR), para identificagdo do perfil genético. Nao foi observada diferenca significativa
nas frequéncias genotipicas e alélicas entre o grupo infectado e controle, Nos marcadores bioquimicos,
os niveis de ALT e AST apresentaram significancia em portadores ativos com o genotipo GG. No que
diz respeito a viremia, os portadores ativos com gendtipo GG e GG+GA, apresentaram carga viral
mais elevada comparado a portadores inativos. Neste estudo, nao foi possivel evidenciar a influéncia
do polimorfismo estudado, nos diferentes quadros clinicos da infec¢do cronica pelo VHB. Estudos
adicionais com enfoque na inflamagao, podem contribuir para uma melhor compreensao da influéncia
do polimorfismo genético de citocinas na infec¢do pelo VHB.

Palavras-chave: VHB; TNF-«; polimorfismo; rs1800629.



1. Introdugao

A infecgdo pelo Virus da hepatite B (VHB) constitui um problema de satde publica, com
aproximadamente 350 milhdes de pessoas infectadas em todo o mundo. As diversas formas em que
esta infecgao apresenta-se variam desde uma doenga aguda autolimitada até uma forma grave, com
um quadro de hepatite cronica, cirrose e hepatocarcinoma celular. Diferencas genéticas e
imunoldgicas nos individuos portadores contribuem para a diversidade nas respostas e eliminacao
dos virus [1,2]

Fatores do hospedeiro como a idade, sexo e coinfeccao com HIV, influenciam na progressao
para hepatite cronica na infeccdo pelo VHB, juntamente com fatores ambientais e relacionados ao
virus. Uma resposta imune adequada é um dos principais fatores envolvidos no controle e resolucao
da infecgao [3]

A resposta imune é acompanhada de elevados niveis de ALT e carga viral, além da presenga
de HBeAg, caracterizando um estado de portador ativo da infecgao cronica por VHB. Outros pacientes
apresentam a diminui¢do da carga viral, com niveis normais de ALT e presenca do anti-HBe,
categorizados como portadores inativos. A resposta que o paciente apresenta, pode levar a resolugao
ou persisténcia viral [4]

Células da imunidade inata sao responsaveis pela producédo de citocinas antivirais, no inicio
da resposta imunolégica. O aumento dos niveis do fator de necrose tumoral-a (TNF-a), uma das
principais citocinas pro-inflamtdrias, é reconhecido como componente da primeira linha de defesa
mediada pelas proprias células infectadas. Quando o controle da infecgdo é realizado com sucesso,
linfocitos T sao recrutados para eliminagao do virus e resolucao da doenga [6,7]

Altos niveis circulantes de citocinas pré-inflamatérias como o TNF-a, esta correlacionado com
a gravidade da inflamagao hepatica, fibrose, lesao tecidual, indicando um estado de portador cronico
[8]. Ja foi demonstrado que fatores genéticos influenciam a producdo de citocinas por células do
sistema imune [9]. A variabilidade genética na regido promotora de genes das citocinas, com enfoque
na identificacdo de polimorfismos de nucleotideo tnico (SNP’s), vem sendo extensamente estudado
[10]. Estes polimorfismos vém sendo associados a gravidade da doenga hepatica em pacientes com
hepatite viral. Estudos sugerem uma ligagdo entre o clareamento ou suscetibilidade da infeccdo
cronica por VHB e a mutagao na posigao -308 G>A (rs1800629) da regido promotora de TNF-a [11,12].
Para avaliar a associagao entre o polimorfismo rs1800629 (G>A) e a infeccdo por VHB, este estudo
objetivou investigar a prevaléncia desse polimorfismo em portadores cronicos e em controles
sorologicamente negativos para esta infeccdao residentes na cidade de Belém, capital do estado do
Pard, no norte do Brasil.



2. Material e Métodos
2.1. Caracterizagio das amostras

Amostras de sangue foram coletadas de 73 portadores cronicos de VHB no ambulatério de
doengas hepaticas do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJJB), de junho de 2012 a
outubro de 2012. Individuos de ambos os géneros, com idade igual ou superior a 18 anos, portadores
de HBsAg por mais de 6 meses e VHB-RNA positivo, persisténcia de alaminotransferases elevadas ou
nao, participaram do estudo.

Foram excluidos do estudo os individuos que nao satisfaziam esses critérios e / ou estavam
coinfectados com o Virus da hepatite D (VHD) e / ou o Virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e os
pacientes que utilizaram ou estavam usando terapia antiviral especifica contra o VHB. Os pacientes
também foram submetidos a investigacdo complementar com exames clinicos e laboratoriais,
incluindo bioquimicos, sorologicos, virologicos, ultrassonograficos e endoscépicos, de bidpsia
hepatica. Todos os participantes foram orientados dos objetivos do estudo, e aqueles que concordaram
em participar voluntariamente assinaram um Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). O
estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Universidade Federal do Para e da Santa
Casa de Misericordia do Para (FSCMPA), sob o numero 902. 537.

Para a genotipagem, um grupo de 300 individuos composto por amostras de sangue de
doadores voluntarios da Fundacdo Centro de Hemoterapia e Hematologia do Para (HEMOPA) que
foram soronegativos para VHB, foram utilizados como controle.

2.2 Coleta de Amostra e Andlise Genética

As amostras de sangue foram coletadas em tubos a vacuo com 4cido anticoagulante
etilenodiaminotetracético (EDTA), o plasma foi separado da massa celular por centrifugagao e foram
realizados exames bioquimicos e sorolégicos no Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Joao de
Barros Barreto (HUJBB).

O DNA foi extraido a partir de células da massa celular das amostras, de acordo com o
protocolo de Cigliero, et al. (2011). O procedimento incluiu a lise celular, precipitagao de proteinas,
precipitacdo do DNA e hidratagdo do DNA. O DNA extraido foi submetido a ensaios quantitativos de
reacao em cadeia mediada pela polimerase em tempo real (qQPCR), utilizando o equipamento StepOne
PLUS Sequence Detector (Thermofisher, Foster City, CA, E.U.A)). O ensaio utilizado para o
polimorfismo rs1800629 (G>A) do gene TNF-a incluiu um par de iniciadores e um de sondas, o
mesmo foi pré-desenhado pela empresa Thermofisher, com a identificagado C_7514879_10. O alelo A
foi marcado com VIC e o alelo G com FAM. Cada reagao incluiu 7,0 pL de H20, 10 uL de TagMan®
Universal PCR Master Mix [2X], 1,0 pL de de TagMan® Assay [20X], e 2 uL de DNA em um volume
final de 20 uL. As seguintes ciclagens de temperatura foram utilizadas: 60 °C por 30 segundos,
seguido de 95 °C por 10 minutos, e 50 ciclos das de 92 °C por 30 segundos e 60 °C por 1 minuto e 30
segundos.

2.3. Andlise Estatistica

As andlises comparativas das frequéncias genotipicas e alélicas entre as amostras foram
realizadas através do teste G.O equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizado. Na analise comparativa
dos marcadores bioquimicos e viroldégicos com os grupos utilizados, utilizamos o Teste-T de Student.
As analises estatisticas foram realizadas no programa Graphpad Prism v7.0, adotando como nivel
significante p<0,05.



3. Resultados

O grupo de estudo com 73 portadores cronicos de VHB, foi composto de 45 homens e 28
mulheres com idade média de 48 anos. Outro grupo com 300 individuos doadores voluntarios de
sangue, utilizados como controles, foi composto de 150 homens e 150 mulheres, com idade média de
40 anos.

A partir do grupo de portadores cronicos, 32 foram diagnosticados como portadores inativos e
41 como portadores ativos. Exames de transaminases, carga viral e deteccdo de HBeAg, e AntiHBe
foram utilizados para realizar a distingdo entre os dois grupos.

Nao houve diferenga entre o grupo de portadores créonicos do VHB e o grupo controle no que
diz respeito a distribuicdo do polimorfismo rs1800629 (G>A) (Tabela 1), assim como entre os
portadores ativos e inativos (Tabela 2)

Tabela 1 - Distribui¢do das frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo -308 (G>A)
rs1800629 do gene TNF-a, nas amostras de pacientes infectados com Hepatite B cronica e Grupo
Controle.

VHB GC
Perfil Genético (n=73) (n=300) p

n (%) n (%)
Genotipos
GG 57 (78,1) 222 (74,0)
GA 15 (20,5) 69 (23,0) 0,6155*
AA 1(1,4) 9(3,0)
Alelos
*G 0,8836 0,8550

0,3716*

*A 0,1164 0,1450

VHB: Portadores de Hepatite B cronica; GC: Grupo Controle; * alelos analisados. *Teste de Qui-

quadrado.



Tabela 2 — Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo -308 (G>A)
rs1800629 do gene TNF-a, nas amostras de pacientes infectados com Hepatite B cronica divididos em
portadores ativos e inativos.

VHB
Perfil Alélico e Genotipico P.A. P.IL p
n (%) n (%)
TNF-a 151800629 (G>A)
GG 20 (73,2) 27 (84,4)
GA 11 (26,8) 4 (12,5) 0,0546%
AA 0 (00,0) 1(3,1)
*G 0,8659 0,9063
*A 0,1341 0,0938 0,6046%

VHB: Portadores de Hepatite B cronica; P.A.: Portadores ativos; P.1.: Portadores inativos; p: P.A. vs P.L; *:
alelos analisados; *:Teste de Qui-Quadrado.

As quantificagdes dos marcadores bioquimicos ALT, AST e GGT e carga viral presentes nos
portadores ativos e inativos de VHB, estdao resumidas nas figuras 1A-D, respectivamente. Estes
marcadores foram, do ponto de vista estatistico, significativamente maiores no grupo de portadores
ativos, do que em portadores inativos.
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Figura 1. A. Niveis de ALT; B. AST; C.GG, D. Carga Viral (C.V) em portadores ativos e inativos de VHB.
VHB: Portadores de Hepatite B cronica; P.A.: Portadores ativos; P.I.: Portadores inativos; p: P.A. vs P.I; ALT:
alanina aminotransferase. AST: aspartato aminotransferase. GGT: gama glutamil. Teste T de Student.

A analise da associagdo dos resultados de testes bioquimicos, da viremia com os gendtipos do
TNEF-a -308G>A, estao representados na Figura 2.A-D. Os niveis de AST e ALT nos portadores ativos
com gendtipo GG, foram significativamente maiores que nos portadores inativos com gendtipo GG. A
carga viral apresentou niveis significativamente maiores em portadores ativos com genotipo GG do
que portadores inativos com o mesmo genoétipo e o mesmo foi observado no que diz respeito aos
alelos GA+AA. O resultado de GGT, nao apresentou significancia
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Teste T de Student.
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4. Discussao

A progressao da infec¢ao por VHB para um estado cronico depende de fatores relacionados ao
hospedeiro e ao virus. As transaminases sao indicadores de dano hepatico no paciente, e auxiliam no
monitoramento da hepatite B, e sua evolugao para a forma cronica da doenga [12, 13]. No que diz
respeito ao virus, determinantes como, o nivel de DNA viral circulante, seu genétipo, e possiveis
mutacdes, estdo relacionados ndao s6 a cronicidade, mas também ao desenvolvimento de
hepatocarcinoma celular e cirrose [14, 15].

Os critérios para o reconhecimento de um estado ativo ou inativo da infeccdo, ja sdao bem
estabelecidos pela literatura, e possuem extrema importancia para a definicdo de intervengdes e
tratamentos. A fase imunoldgica ativa inicia-se a partir do reconhecimento do virus como um corpo
estranho, sendo caracterizada por altos niveis de transaminases e carga viral [16]. A dosagem da carga
viral é um exame essencial para esta distingao, além de ser utilizando na avaliacdo de eficacia do
tratamento, utilizado nos pacientes infectados por VHB [17]. Nossos dados iniciais corroboram com
dados ja apresentados na literatura, com portadores ativos apresentando elevagdes nos exames
bioquimicos e viremia [16, 18]. Pesquisas relatam, a elevagdao de niveis de ALT e DNA do VHB em
concomitancia com achados de doenga hepatica ativa em bidpsia. Daina C., ao analisar os valores
séricos de AST e ALT em pacientes com hepatite B e C cronicas, encontrou niveis significativamente
mais elevados em relagao ao grau de fibrose, sugerindo um papel para os marcadores bioquimicos, no
monitoramento do tratamento da infeccao pelo VHB [19].

Citocinas participam ativamente na infec¢do cronica pelo VHB, inibindo a replicagao viral [20].
O TNF-a é uma das principais citocinas pro-inflamatorias envolvidas neste processo. Sua produgao na
hepatite B, esta relacionada com o clareamento viral [21]. Estudos in vivo demonstram que o TNF-q,
pode limitar a infecgao cronica através da desestabilizagdo dos nucleocapsideos de VHB [22].

Polimorfismos na regiao promotora do gene de TNF-a estdo relacionados a alteracao dos
niveis de producao desta citocina. O polimorfismo do gene do TNF na posigao -308 G>A é um dos
mais estudados [23]. Na hepatite B, este polimorfismo ja foi descrito como um possivel fator de risco
para a persisténcia da infeccdo e o desenvolvimento de um estado crénico. Autores relatam que este
polimorfismo é um fator de risco para o hepatocarcinoma celular, associado com fibrose e dano
hepatico severo [24].

O presente estudo nao encontrou aumento significativo na avaliacdo da distribuicao
genotipica e alélica do polimorfismo TNF-a -308 G>A entre pacientes cronicos pelo VHB e controles, e
entre portadores ativos e inativos. Conde et. al observou uma distribuicdo semelhante do
polimorfismo entre pacientes portadores de hepatite B cronica e controles [25]. Na populagao iraniana,
o polimorfismo foi comumente encontrado, mas nao associado com a infecgao cronica por VHB [26].
Saxena et. al, a0 comparar os genotipos de diferentes grupos nao encontrou diferenga significativa
entre portadores ativos e inativos, em concordancia com nossos resultados [27].

Na correlagdo dos marcadores bioquimicos com os genotipos, nossos resultados indicaram
que o TNF-a 308 G>G pode estar associado a niveis elevados de ALT e AST em portadores ativos. A
viremia apresentou niveis elevados nos portadores ativos, independente do gendtipo, quando
comparado com portadores inativos.

A elevacgdo da viremia e transaminases sdo marcadores de dano hepatico, e caracteristico do
estdgio imunoativo na infec¢ao por VHB, elucidando desta forma, o resultado significativo apenas em
portadores ativos [28]. A associagcdo entre os genotipos e niveis de transaminases em portadores
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cronicos de VHB, apresenta resultados escassos na literatura. Jeng observou niveis significativos de
ALT, em uma populacdo do Taiwan, apenas na presenga do alelo A [24]. Por outro lado, pesquisas em
diferentes regides geograficas do mundo, associaram a frequéncia do genotipo GG com infeccao
cronica persistente e desenvolvimento de doenca hepatica terminal [29, 30, 31].

Neste estudo, nao foi possivel evidenciar a influéncia do polimorfismo estudado, nos
diferentes quadros clinicos da infecc¢ao cronica pelo VHB. Uma avaliagdo do quadro inflamatdrio, com
possiveis alteragdes histoldgicas em um nimero satisfatorio de pacientes cronicos, pode permitir uma
defini¢do mais precisa da influéncia do polimorfismo genético na evolugédo da infecgao.

Agradecimentos: A todos os individuos envolvidos no estudo. Este trabalho foi apoiado por doagdes do
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq).
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and all email addresses. At least one author should be designated as corresponding author, and
his or her email address and other details should be included at the end of the affiliation
section. Please read the criteria to qualify for authorship.

Abstract: The abstract should be a total of about 200 words maximum. The abstract should
be a single paragraph and should follow the style of structured abstracts, but without
headings: 1) Background: Place the question addressed in a broad context and highlight the
purpose of the study; 2) Methods: Describe briefly the main methods or treatments applied.
Include any relevant preregistration numbers, and species and strains of any animals used. 3)
Results: Summarize the article’s main findings; and 4) Conclusion: Indicate the main
conclusions or interpretations. The abstract should be an objective representation of the
article: it must not contain results which are not presented and substantiated in the main text
and should not exaggerate the main conclusions.

Keywords: Three to ten pertinent keywords need to be added after the abstract. We
recommend that the keywords are specific to the article, yet reasonably common within the
subject discipline.

Research Manuscript Sections

Introduction: The introduction should briefly place the study in a broad context and highlight
why it is important. It should define the purpose of the work and its significance, including
specific hypotheses being tested. The current state of the research field should be reviewed
carefully and key publications cited. Please highlight controversial and diverging hypotheses
when necessary. Finally, briefly mention the main aim of the work and highlight the main
conclusions. As far as possible, please keep the introduction comprehensible to scientists
working outside the topic of the paper.

Results: Provide a concise and precise description of the experimental results, their
interpretation as well as the experimental conclusions that can be drawn.

Discussion: Authors should discuss the results and how they can be interpreted in perspective
of previous studies and of the working hypotheses. The findings and their implications should
be discussed in the broadest context possible and limitations of the work highlighted. Future
research directions may also be mentioned. This section may be combined with Results.

Materials and Methods: They should be described with sufficient detail to allow others to
replicate and build on published results. New methods and protocols should be described in
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detail while well-established methods can be briefly described and appropriately cited. Give
the name and version of any software used and make clear whether computer code used is
available. Include any pre-registration codes.

Conclusions: This section is not mandatory, but can be added to the manuscript if the
discussion is unusually long or complex.

Back Matter

Supplementary Materials: Describe any supplementary material published online alongside
the manuscript (figure, tables, video, spreadsheets, etc.). Please indicate the name and title of
each element as follows Figure S1.: title, Table S1.: title, etc.

Acknowledgments: All sources of funding of the study should be disclosed. Clearly indicate
grants that you have received in support of your research work and if you received funds to
cover publication costs. Note that some funders will not refund article processing charges
(APC) if the funder and grant number are not clearly and correctly identified in the paper.
Funding information can be entered separately into the submission system by the authors
during submission of their manuscript. Such funding information, if available, will be
deposited to FundRef if the manuscript is finally published.

Author Contributions: For research articles with several authors, a short paragraph
specifying their individual contributions must be provided. The following statements should
be used "X and Y conceived and designed the experiments; X performed the experiments; Y
analyzed the data; W contributed reagents/materials/analysis tools; Y wrote the
paper.” Authorship must include and be limited to those who have contributed
substantially to the work. Please read the section concerning the criteria to gualify for

authorship carefully.

Conflicts of Interest: Authors must identify and declare any personal circumstances or
interest that may be perceived as inappropriately influencing the representation or
interpretation of reported research results. If there is no conflict of interest, please state "The
authors declare no conflict of interest." Any role of the funding sponsors in the design of the
study; in the collection, analyses or interpretation of data; in the writing of the manuscript, or
in the decision to publish the results must be declared in this section. If there is no role, please
state “The founding sponsors had no role in the design of the study; in the collection,
analyses, or interpretation of data; in the writing of the manuscript, and in the decision to
publish the results”.

References: References must be numbered in order of appearance in the text (including table
captions and figure legends) and listed individually at the end of the manuscript. We
recommend preparing the references with a bibliography software package, such
as EndNote, ReferenceManager or Zotero to avoid typing mistakes and duplicated references.
We encourage citations to data, computer code and other citable research material. If available
online, you may use reference style 9. below.

Citations and References in Supplementary files are permitted provided that they also appear
in the main text and in the reference list.
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In the text, reference numbers should be placed in square brackets [ ], and placed before the
punctuation; for example [1], [1-3] or [1,3]. For embedded citations in the text with
pagination, use both parentheses and brackets to indicate the reference number and page
numbers; for example [5] (p. 10). or [6] (pp. 101-105).

Preparing Figures, Schemes and Tables

File for Figures and schemes must be provided during submission in a single zip archive and
at a sufficiently high resolution (minimum 1000 pixels width/height, or a resolution of 300
dpi or higher). Common formats are accepted, however, TIFF, JPEG, EPS and PDF are
preferred.

Viruses can publish multimedia files in articles or as supplementary materials. Please contact
the editorial office for further information.

All Figures, Schemes and Tables should be inserted into the main text close to their first
citation and must be numbered following their number of appearance (Figure 1, Scheme I,
Figure 2, Scheme Il, Table 1, etc.).

All Figures, Schemes and Tables should have a short explanatory title and caption.

All table columns should have an explanatory heading. To facilitate the copy-editing of larger
tables, smaller fonts may be used, but no less than 8 pt. in size. Authors should use the Table
option of Microsoft Word to create tables.

Authors are encouraged to prepare figures and schemes in color (RGB at 8-bit per channel).
There is no additional cost for publishing full color graphics.

Research Ethics

Research Involving Human Subjects

When reporting on research that involves human subjects, human material, human tissues or
human data, authors must declare that the investigations were carried out following the rules
of the Declaration of Helsinki of 1975
(http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/), revised in 2008. According to point
23 of this declaration, an approval from an ethics committee should have been obtained before
undertaking the research. As a minimum, a statement including the project identification code,
date of approval and name of the ethics committee or institutional review board should be
cited in the Methods Section of the article. Data relating to individual participants must be
described in detail, but private information identifying participants need not be included
unless the identifiable materials are of relevance to the research (for example, photographs of
participants’ faces that show a particular symptom). A written informed consent for
publication must be obtained from participating patients in this case.Editors reserve the rights
to reject any submission that does not meet these requirements.

Example of Ethical Statements:

All subjects gave their informed consent for inclusion before they participated in the study.
The study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki, and the protocol
was approved by the Ethics Committee of XXX (Project identification code).
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