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RESUMO

A presenca de polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs) e a expressao variante dos genes das
citocinas IFN-a1, IFN-y e do receptor IFN-a r1 em pacientes com infec¢ao crénica pelo virus da hepatite
B (HBV), podem ser considerados fatores etiopatogénicos relacionados aos niveis séricos do HBV,
resultando em complica¢gfes da doenca. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo verificar a
associacdo entre as frequéncias genotipicas e proporcdes alélicas dos genes IFNG, IFNAL, IFNAR1
em relacao aos niveis de expressao desses genes e a carga viral do HBV, em pacientes com infeccao
cronica pelo HBV sem tratamento antiviral. Foi realizado um estudo de caso-controle com amostras de
sangue total de 208 individuos (94 pacientes com infec¢é@o crbnica e 114 individuos imunes ao HBV)
no periodo de outubro de 2012 a agosto de 2013, no ambulatério de hepatologia do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC/UFPE) e no Hospital Escola Dr. Helvio Auto da
Universidade Estadual de Ciéncias da Salude de Alagoas (HEHA/UNCISAL). Para a identificagdo dos
polimorfismos foi utilizada a PCR em tempo real (QPCR) de acordo com técnica de alta resolucdo de
melting (HRM). A quantificac&o da carga viral e a expresséo absoluta dos genes IFNG (-5 A>G), IFNA1
(-2 C>T), IFNAR1 (-97 T>C) foram realizadas por qPCR. Em todos os pacientes com infec¢éo crénica
pelo HBV os niveis de expressédo foram menores para o gene IFNA1 (mediana=2,56x10-'ng/uL), em
relagdo aos genes IFNG (mediana=4,54x10%ng/uL) e IFNAR1 (mediana=6,92x10°ng/uL), e a média de
carga viral foi de 3,2 logio. Pacientes com gendtipo heterozigoto IFNA1(-2) CT e alelo polimérfico IFNAL
(-2) T apresentaram maiores chances de desenvolver protecdo pelo HBV quando comparados a
individuos imunes com genotipo IFNAL1(-2) CC e alelo tipo selvagem C, respectivamente (IFNA1
CT/CC: OR=0,45; p=0,01 e IFNA T/C: OR=0,54; p<0,01). Em pacientes com infec¢do crbnica e
genotipo tipo selvagem TT do IFNAR1, os baixos niveis de expressado do gene desse receptor, quando
comparado aos outros genotipos, explicam em 40% os altos niveis de carga viral desses pacientes
(r>=0,40 | p=0,04) conferindo um risco para o desenvolvimento da cronicidade. Para o genes IFNG(-5)
nao foi observada diferenca estatisticamente significante entre os niveis de expresséo e 0s genotipos.
Assim, a presenca da variante polimérfica do gene IFNAL (-2) em pacientes com infeccdo crbnica, pode
estar associada a protecao da cronicidade quando comparada ao grupo controle. Os altos niveis de
expressdo do gene IFNARL e baixos niveis de IFNA1 podem contribuir para a cronicidade nestes
individuos. Os pacientes que com genotipo polimérfico IFNAL (-2) CT e alelo T apresentaram maior

protecdo para a cronicidade pelo HBV.

Palavras-chave: Virus da Hepatite B. Polimorfismo de Nucleotideo Unico. Interferon alfa. Interferon
gama. Expressédo génica.



ABSTRACT

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) and the IFNG, IFNAL and IFNAR1 gene variant expression in
patients with hepatitis B virus (HBV) chronic infection might be considered one of the etiopathogenic
factors related to higher HBV viral load, which results in complications of the disease. Thereby, the
present study aimed to investigate the association between genotypic and allelic frequencies with the
relative expression levels of these genes and HBV viral load in chronic hepatitis B infected patients
without antiviral treatment. Through a case-control study, whole blood samples of 208 patients (94 HBV
chronic infected patients and 114 HBV immune subjects), were obtained from the Clinical Hospital of
Federal University of Pernambuco (HU/UFPE) and from the Helvio Auto Hospital School of Alagoas
State University of Health Sciences (HEHA/UNCISAL) from October 2010 to 2013. Genotyping was
performed by real-time PCR (gPCR) according to the HRM (High Resolution Melting). Viral quantification
and IFNG (-5 A>G), IFNAL (-2 C>T) and IFNAR1 (-97 T>C) gene expression were carried out using
gPCR. All patients with chronic HBV infection showed lower IFNAl gene expression levels
(median=2.56 x10ng/pL) in comparison to the IFNG gene (median=4.54 x10°ng/pL) and IFNAR1
(median=6.92 x10°ng/pL) and the mean viral load was 3.2 logio. Chronic HBV infected patients with
IFNA1 (-2) CT genotype and IFNA1 (-2) T allele were more likely to develop protection against HBV
chronicity when compared to subjects with wild-type IFNA1(-2) CC genotype and C allele, respectively
(IFNA1 CT/CC: OR=0.45; p=0.01 and IFNALT/C: OR=0.54; p<0.01). In HBV chronic infected patients
with IFNAR1 wild-type TT genotype, the low gene expression levels of this receptor explains 40% of
lower viral load levels (r?=0.40 | p=0.04) and a protection in the chronicity development for those
subjects. The IFNG(-5) gene polymorphism did not reach statistical significance between expression
levels and genotype distribution among the studied groups. Therefore, These findings suggest that the
presence of a polymorphic variant of IFNA1(-2) gene is associated with protection against chronic HBV
infection when compared with the control group, and high expression levels of IFNAR1 gene and low
levels of IFNAL1 might contribute to the chronicity in these subjects. However, in these patients, those
with the IFNAL1 (-2) CT polymorphic genotype and T allele were likely to show increased protection

against HBV chronicity.

Keywords: Hepatitis B virus. Single Nucleotide Polymorphism. Interferon-alpha. Interferon-gamma.
Gene expression.
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1 INTRODUCAO

Os mecanismos de persisténcia e cronicidade da infeccado pelo virus da
hepatite B (HBV) ainda ndo se encontram completamente esclarecidos. No entanto,
alguns estudos (AIT-GOUGHOULTE et al., 2010; CONDE, 2010; KIM et al., 2012)
descrevem associacdo entre a susceptibilidade a infeccdo crénica pelo HBV e os
fatores imunolégicos do hospedeiro, principalmente em relagédo a idade no periodo de
infeccdo, e aos polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNPs).

Além dos SNPs, a expressdo dos genes das citocinas IFN-y e IFN-a e as
variacfes genéticas no receptor do interferon alfa (IFN-a r1) podem constituir papel
importante no clareamento ou na cronicidade nos estagios iniciais de exposi¢cdo ao
HBV, e ainda influenciar a patogénese da infec¢ao crénica em longo prazo (HE et al.,
2010). Zhou et al. (2007), relataram que a presenca de dois polimorfismos (-408C>T
e -3C>T) no IFNARL1 estava associada a susceptibilidade a infeccéo crénica pelo HBV.
Em estudos de Fan et al. (2012), os niveis de expressao deste receptor mostraram-
se positivamente correlacionados com a gravidade da inflamag&o hepatica, sendo
provavel que um aumento na expressao resulte em um aumento na resposta
terapéutica ao IFN-a.

Pesquisas, principalmente na populacao asiatica (QI et al., 2005; CHEONG et
al., 2006; ABBOTT et al., 2007; GAO, 2009; KIM et al., 2012), avaliaram a relacéo
entre o polimorfismo do individuo e o nivel sérico de citocinas relacionadas com a
persisténcia da infec¢do cronica pelo HBV. No entanto, foram observadas algumas
discordancias em relacdo a susceptibilidade a infeccao persistente pelo HBV nos
grupos pesquisados, quando associados ao padrédo genotipico das populacdes.

Uno et al. (2005) revelaram que ha uma variacdo individual nos niveis de
producdo de cada IFN-a, e que podem haver diferengas consideraveis entre os niveis
de producdo da citocina in vitro, a depender do estimulo. Estas diferengas na
expressao, de acordo com estes estudos, poderiam ser baseadas nas mutagcdes no
gene IFNA, influenciando assim o curso da infec¢éo pelo HBV.

Em relagdo aos SNPs do gene do IFN-y, Gao et al. (2009), relataram
associacao estatisticamente significante entre o polimorfismo IFNG +874 (A>T) e a
susceptibilidade a infeccdo persistente pelo HBV e HCV (virus da hepatite C). O
gendtipo AA do IFNG +874 além de apresentar uma maior frequéncia, foi associado
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a um aumento no risco de persisténcia de infeccdo (cerca de 2,7 vezes) quando
comparado ao genoétipo TA, que apresentou, portanto, uma redug¢do no risco de
infeccéo persistente por HBV e menor probabilidade de desenvolvimento do HCC.

Trabalhos realizados no sul e sudeste do Brasil, apenas em pacientes com
infecgdo pelo HBV e HCV (FALLETI et al., 2007) na fase crbnica descreveram a
presenca de um alto grau de fibrose associada a maiores niveis séricos de IFN-y
(+874), entretanto, sem diferenca estatisticamente significante entre o tipo de
polimorfismo e a atividade inflamatéria em pacientes com infeccao pelo HBV.

Pouca informacédo encontra-se disponivel em relacdo ao polimorfismo dos
genes IFNG -5 (A>G), IFNAL -2 (C>T) e IFNAR1 -97 (T>C) nessas regides. Desta
forma, quando descritos SNPs destes genes em outras posi¢cdes, observa-se que
ainda ha discordancias de uma associacdo estatisticamente significante entre os
polimorfismos a serem estudados e a persisténcia a infec¢éo pelo HBV.

A identificacdo destes SNPs e do padrao de expressdo das citocinas
associados a carga viral poderdo ser Uteis na pratica clinica na estratificacdo dos
grupos de maior ou menor risco. Além disso, favorece um melhor entendimento da
resposta imunologica da hepatite B, resultando em um manejo terapéutico mais
adequado para cada paciente.

Desta forma, o presente estudo busca investigar a associacdo entre as
frequéncias genotipicas e propor¢des alélicas dos polimorfismos dos genes IFNA1L (-
5 A>G, rs202055606), IFNG (-2 C>T, rs181407537) e IFNAR1 (-97 T>C, rs2850015)
em pacientes com infec¢do cronica pelo HBV (ndo submetidos ao tratamento com
antivirais) com os niveis de expressao dessas citocinas e com a carga viral do HBV

em dois hospitais universitarios nos municipios de Recife e Maceié.



14

2 REVISAO DA LITERATURA

O HBV pertence a familia Hepdnaviridae, ao género Orthohepdnavirus, que
compreende um pequeno numero de virus que compartilham varias caracteristicas
em comum, como tamanho, ultraestrutura da particula viral, organizagcdo gendémica,
tropismo pelos hepatocitos e mecanismo de replicacdo do DNA viral (SANTOS et al.,
2008; GANEM et al., 2004).

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DO HBV

Na microscopia eletrénica é possivel visualizar os diferentes tipos de particulas
virais do HBV: as completas ou particulas de Dane, com um didametro de
aproximadamente 42nm, as incompletas esféricas e as filamentosas encontradas em
excesso no soro de individuos infectados apresentando um diametro de 22nm
(SANTOS et al., 2008), conforme a figura 1.

Figura 1 — Eletromicrografia de transmisséao colorida de particulas do virus da

hepatite B.

Particulas
incompletas

Particulas virais filamentosas

completas

Aglomerados
proteicos esféricos

Fonte: STANNARD (2012), adaptado.

As particulas virais infecciosas apresentam um envelope lipoproteico,
composto pelas proteinas virais S (small), M (middle) e L (large), as quais constituem
o antigeno de superficie do HBV (HBsAg). O nucleocapsideo possui simetria
icosaédrica, sendo constituido pela proteina do core (HBcAg) e pelo genoma viral
(SANTOS et al., 2008), visualizado na figura 2.
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Figura 2 — Representacdo esquematica da particula completa do HBV.

Proteina §
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Fonte: PERKINS (2002), adaptado.

O genoma do HBV é um dos menores quando comparado ao genoma de outros
virus que infectam humanos, sendo composto por uma molécula de DNA circular de
fita parcialmente dupla e apresenta aproximadamente 3200pb (SANTOS et al., 2008).
O DNA deste virus possui quatro regifes de transcri¢cdo (open reading frame - ORF)
responsaveis pela codificacdo das principais proteinas virais, conhecidas como S, C,
P e X (GANEM et al., 2004), conforme mostra a figura 3.

Figura 3 — Estrutura do genoma do HBV

/ HBVDNA \ 3
3182bp | &
:
[ 0.
o
o

Fonte: ZHANG et al. (2006), adaptado.

A ORF S codifica as proteinas de superficie do envelope viral (HBsAQ), e pode
ser estruturalmente e funcionalmente dividida em regido pre-S1 (grande), pre-S2
(média) e S, pequena (ZHANG et al., 2006).

O gene C possui duas regides, a pré-core, responsavel pela codificacdo do

antigeno “e” da hepatite B (HBeAg), e a core, que codifica o nucleocapsideo viral
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(HBcAg). A polimerase é codificada pela regido P, a qual é funcionalmente dividida
em trés dominios: o dominio proteina terminal, sendo este relacionado ao processo
de formacéao do capsideo e inicio da sintese de fita negativa; o dominio transcriptase
reversa (RT), envolvido no processo de transcricdo reversa durante a replicacao do
HBV; e o dominio ribonuclease H, responsavel por degradar o RNA pré-gendmico
facilitando a replicacédo (LIANG, 2009). O gene X codifica 0 HBxAg, que parece estar
envolvido nos processos de carcinogénese, através de ativacdo de sinais de
transcricéo celulares e virais (ARAUJO, 2008).

Com a descoberta dos genoétipos do HBV, observou-se a associacao entre
estes subtipos e a distribuicdo geografica e que através do conhecimento de espécies
mutantes € possivel um melhor entendimento do curso da infeccéo pelo HBV e uma
melhor assisténcia aos pacientes (PAN; ZHANG, 2005). Foram descritas, dez
variagbes genotipicas, denominados de A a J (LIN; KAO, 2011), e ainda, quatro
principais antigenos de superficie: adq, ayw, adr e ayr (KHOURI; SANTOS, 2004).

2.2 CICLO BIOLOGICO DO HBV

O HBV possui uma organiza¢do genbmica Unica e estratégias de replicacao
que conferem ao virus a habilidade de persistir em hepatdcitos infectados (DANDRI,
LOCARNINI, 2012). Ap6s ligar-se ao hepatdécito atraves de receptores de membrana
gue reconhecem as proteinas do envelope viral, 0 HBV alcanca o citoplasma, migra
para o nucleo e perde a protecdo do nucleocapsideo (ALVARIZ, 2006).

Ao entrar no nucleo, o HBV-DNA sofre modificagbes pela acdo da DNA-
polimerase viral resultando na formacé&o de uma cadeia circular fechada com ligacdes
covalentes (cccDNA). O cccDNA por ser estavel € o modelo que origina 0 RNA
mensageiro (RNAmM) necessario para a sintese de proteinas e replicagdo viral
(DANDRI; LOCARNINI, 2012).

Inicialmente a fita negativa € transcrita pela DNA polimerase da célula hepatica
e varias copias de RNA pré-genémico (pgRNA) sdo formadas. No citoplasma, o pré-
genoma é envolto pelo nucleocapsideo e iniciada a sintese da fita positiva pela agéo
da transcriptase reversa. Em portadores crénicos da infec¢ao, pode ser encontrado o
HBV-DNA integrado ao DNA do hepatécito. O nucleocapsideo é sintetizado no citosol
e as proteinas do envelope no reticulo endoplasmatico rugoso (BECK et al., 2007). As
copias de DNA viral protegidas pelo nucleocapsideo, que permanecem no citoplasma

recebem o envelope lipoproteico e sdo secretadas pelo hepatdécito (figura 4).
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Figura 4 — Replicacdo do HBV
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Fonte: REHERMANN et al. (2005), adaptado.

2.3 MANIFESTACOES CLINICAS E HISTORIA NATURAL DA INFECCAO PELO
HBV

A infeccao pelo HBV pode ser influenciada por diversos fatores, como o estado
imunolégico do hospedeiro, idade de aquisi¢cao da infeccao e nivel de replicacédo viral
(PAN; ZHANG, 2005). Assim, considerando estes fatores, apds entrar em contato com
o virus, o individuo pode desenvolver hepatite aguda oligo/assintomatica ou
sintomatica. A persisténcia do virus apds o periodo de seis meses caracteriza a
cronificacdo (BRASIL, 2009).

O desfecho da infec¢éo e a severidade da doenca hepatica induzida pelo HBV
variam amplamente. Aproximadamente 95% dos adultos expostos ao virus
desenvolvem uma infeccdo aguda que se resolve rapidamente sem consequéncias a
longo termo, no entanto, 5% apresentam falhas no controle viral e cronificam (AIT-
GOUGHOULTE et al., 2010).

Na infeccao primaria, caracterizada por infec¢céo subclinica e hepatite aguda, é
possivel detectar o antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg) no soro apés o
periodo de incubacdo de 4 a 10 semanas, seguido do aparecimento do anticorpo
contra o antigeno do core (Anti-HBc), o qual é predominantemente do isotipo IgM na
fase inicial. Da mesma forma, o HBeAg, pode ser detectado na maioria dos casos
(PAN; ZHANG, 2005; PUNGPAPONG et al., 2007). Quanto a carga viral, os niveis de
HBV-DNA sdo geralmente altos no periodo em que o HBsAg é detectado,

encontrando-se na faixa entre 10° a 10'? cépias/mL (RIBEIRO et al., 2002);
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Para alguns autores, o ponto de corte da quantificagdo de HBV-DNA para inicio
da terapia antiviral encontra-se acima de 2000 Ul/mL (10%cépias/mL) para os
individuos HBeAg negativos, e acima de 20000Ul/mL (10° cépias/mL) para os
pacientes HBeAg positivos (LIN; KAO, 2008; LOK; MCMAHON, 2007).

Nos individuos sintomaticos, as fases clinicas da hepatite aguda descritas séo:
periodo prodrémico ou pré-ictérico, caracterizado por sintomas inespecificos como
anorexia, nauseas, vomitos, febre baixa, diarreia e desconforto no hipocéndrio direito;
a fase ictérica, ocorre em 30% dos casos e se observa hepatomegalia dolorosa, com
ocasional esplenomegalia e hiperbilirrubinemia, a custa da fracdo direta; e a fase de
convalescenca, que se segue ao desaparecimento da ictericia, que ocorre apés
algumas semanas (BRASIL, 2009).

Individuos com infeccao crénica pelo HBV podem apresentar tanto um estado
de imunotolerancia, quanto hepatite cronica com HBeAg positivo, negativo ou portador
inativo (PUNGPAPONG et al., 2007).

A hepatite crénica pelo HBV é caracterizada por sinais histolégicos de agressao
hepatica e marcadores soroldgicos ou virologicos de replicacdo viral (HBeAg), assim,

os sintomas dependem do grau de dano hepético (BRASIL, 2009).

2.3.1 Hepatite B e Carcinoma Hepatocelular (HCC)

Devido a variacdo bastante heterogénea dos desfechos da infecgéo pelo HBV,
estima-se que a incidéncia anual de cirrose e de HCC encontra-se entre 2-10% e 1-
3% respectivamente. Entre os fatores associados com a progressao da doenca, 0s
desequilibrios nas reacdes inflamatdrias (HAN et al., 2011) e o gendtipo do HBV (LIN;
KAO, 2011) constituem importante papel na hepatocarcinogénese induzida pelo HBV.
Além de preditivo para o desfecho clinico, o genétipo do HBV também esté associado
a resposta ao tratamento com interferon (LIN; KAO, 2011).

O HCC é a terceira causa mais comum de morte por cancer no mundo,
resultando em cerca de 598.000 mortes por ano. De uma perspectiva geral, 0s virus
da hepatite B e C mostram-se como o0s dois mais importantes fatores de risco, e devido
ao baixo prognostico desta doencga, busca-se desenvolver novos modelos preditivos
gue auxiliem na sobrevivéncia do paciente e na melhor op¢éo de tratamento (BUT et
al., 2008).
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Como o risco de desenvolvimento do HCC esté diretamente relacionado ao
status da infeccéo cronica pelo HBV (BUT et al., 2008), a incidéncia anual de HCC é
de apenas 0,1% em individuos portadores de HBsAg assintomaticos. No entanto, esse
risco aumenta para 1% em pacientes com hepatite B cronica, e agrava para 3-10%
em pacientes com cirrose (CHU, 2000).

Em relacdo a carga viral, Huang et al. (2011) observaram que individuos
asiaticos que adquiriram a infeccéo pelo HBV em idade mais avancada apresentavam
carga viral mais elevada, o que consequentemente esta associado ao risco
aumentado de cirrose e HCC. No entanto, nos estudos de Chen et al. (2005), a alta
quantificacdo do HBV-DNA (=10000co6pias/mL) mostrou-se forte preditor no
desenvolvimento do HCC independente dos niveis de HBeAg e ALT, e da presenca

de cirrose hepatica.

2.4 IMUNOPATOGENIA DO HBV

O HBV, isoladamente, é visto na maioria das vezes como um virus nao
citopatico. Assim, suspeita-se que as alteracfes hepaticas associadas a hepatite B
decorram principalmente da resposta imune direcionada contra os antigenos do virus.
Diferentemente da funcédo conhecida da resposta imune adaptativa na resolucao da
infecgcdo pelo HBV, a contribuicdo dos mecanismos da imunidade inata ndo se
encontra completamente esclarecida, principalmente devido ao diagnéstico tardio da
infeccdo pelo HBV (AIT-GOUGHOULTE et al., 2010).

Células T citotdéxicas e células natural killers (NK) tém papel importante na
infeccdo e células T CD4* facilitando tanto as respostas T citotoxicas, quanto as
repostas por células B. Diversos mecanismos tém sido associados a persisténcia da
infecc@o cronica pelo HBV, como a habilidade reduzida de células dendriticas em
ativar células T a produzirem citocinas (IL-12, IFN-y e TNF-a), a expressao reduzida
do receptor TLR2 em monacitos periféricos, a reducao da proliferacao de células T
CD4* e da atividade citotoxica de células T CD8* (CHANG; LEWIN, 2007).

A fase inicial da replicagdo do HBV é reduzida em consequéncia da inibi¢do do
virus pela resposta imune inata, que nesta fase é caracterizada pela producédo de
interferons do tipo | (a e B), induzidos pela presenga de DNA viral, e pela ativacéo de
células NK, resultantes do stress molecular induzido e pela modulacdo de moléculas

do MHC de classe | na superficie das células infectadas (KONDO et al., 2009).
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A resposta imune adaptativa contra o HBV, como pode ser observado na figura
5, compreende varios tipos de células efetoras, como as células T helper CD4* do tipo
| (Th1l) produtoras de citocinas do tipo | e que auxiliam no desenvolvimento de células
T citotéxicas CD8*. Enquanto que as células T helper CD4* do tipo Il (Th2) produtoras
de citocinas do tipo Il sdo recrutadas na producdo de anticorpos por células B. As
células T citotdxicas podem reconhecer antigenos virais apresentados por moléculas
de MHC de classe | e eliminar os hepatocitos infectados pelo HBV tanto por

mecanismos citoliticos, como nao citoliticos (CHANG, 2010).

Figura 5 — Resposta imune durante a infec¢ao pelo HBV

Fonte: GANEM et al. (2004), adaptado.

Entretanto, a inducado da tolerancia causada por células T regulatérias (Treg) €
as condicbes hepéticas sdo possiveis fatores responsaveis por uma supressao
eficiente das respostas imunes (KONDO et al., 2009). Células Treg Naturais tém papel
importante na manutencdo da auto tolerancia e controle negativo em diversas
respostas imunes fisioldgicas e patolégicas. Estas células expressam um fator de
transcricdo 3 (Foxp3), uma cadeia alfa do receptor da interleucina 2 (CD25+) e um
gene do receptor de TNF induzido por glicocorticoide (GITR), que resultam na inibicdo

das funcdes efetoras antivirais e apoptose das células T (SAKAGUCHI et al., 2005).
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2.5 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DO HBV

A infeccao pelo HBV constitui importante problema de salde publica, associado
a significante morbidade e mortalidade por doenca cronica do figado (LYRA et al.,
2010). No mundo, segundo a World Health Organization (WHO, 2013), estima-se que
dois bilhdes de pessoas vem sendo infectadas pelo HBV e cerca de 600 mil pessoas
morrem todos 0S anos em consequéncia da hepatite B (figura 6). Enquanto que no
Brasil, a prevaléncia de positividade sorolégica indicativa de exposicdo a essa
infeccdo (anti-HBc), na faixa etaria entre 10 e 69 anos, foi de 7,4% (PEREIRA et al.,
2010).

Figura 6 — Distribuicdo da infeccdo cronica da infecgéo pelo HBV no mundo.

Prevaléncia de HBsAg
W 28%= alta

B 2%-7%= intermedidia
0 <2%= baixa

Fonte: CDC (2006), adaptado.

O HBV é transmitido pelo sangue via parenteral (compartilhamento de objetos
contaminados, transfusdo de sangue, acidentes com exposicdo a material biologico e
procedimentos cirargicos, odontoldgicos e de hemodialise em que nao se aplicam as
normas adequadas de biosseguranca), via vertical (exposicao ao liquido amnidtico) e
via sexual, pelo esperma e secrecéo vaginal (WHO, 2013)

O modo de transmissdo € o mesmo do HIV, no entanto, o HBV & cerca de 50 a
100 vezes mais infeccioso, pois ao contrario do HIV, pode sobreviver fora do corpo
por até sete dias, e durante esse periodo, 0 virus pode ainda causar infeccdo em
individuos nao protegidos pela vacina (WHO, 2013).

Em relacdo a prevaléncia da hepatite B, alguns estudos do final da década de
80 e inicio de 90 sugeriram uma tendéncia crescente do HBV nas regides Sul e Norte

(BRASIL, 2009). No entanto, segundo o ultimo Estudo de Prevaléncia de Base



22

Populacional das infec¢des pelos virus das hepatites A, B e C, realizado entre 2005 e
2009 em todas as 26 capitais brasileiras e no Distrito Federal realizado por Pereira et
al. (2010), observou-se que a incidéncia da infeccao pelo HBV aumenta com a idade
permanecendo com forca similar nas trés regides, classificando o conjunto das
capitais do Brasil como de baixa endemicidade.

A prevaléncia da infeccdo entre os individuos ndo vacinados foi de
aproximadamente 10%, enquanto entre os vacinados foi de 4,3%. Neste estudo de
base populacional, observou-se a presenca dos genoétipos A e F na regiao Nordeste,
e dos gendtipos A, D e F na regido Centro-Oeste, observou-se ainda uma prevaléncia
maior da infeccao entre os homens, relacionadas ao maior risco de exposi¢ao ao virus,
e idade de iniciacdo sexual (PEREIRA et al., 2009).

No Brasil, a taxa passou de 0,5%, em 1999, para 5,6%, em 2009. A regido Sul
registra os maiores indices desde 2002, seguida do Norte. As taxas observadas
nessas duas regides, em 2009, foram de 13,3 e 12,6 por 100 mil habitantes,
respectivamente (PEREIRA et al., 2009).

2.6 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA INFECCAO PELO HBV

Os testes de funcdo hepética, principalmente os niveis séricos da alanina
aminotransferase (ALT), apesar de ser um indicador sensivel do dano do parénquima
hepatico, ndo é especifico para o diagnéstico da hepatite B. Desta forma, devem ser
utilizados os testes sorolédgicos e de biologia molecular especificos (BRASIL, 2009),
tanto para diagnosticar e monitorar individuos infectados pelo HBV, quanto para
distinguir as fases aguda e crénica da infeccdo (WHO, 2013).

Os métodos sorolégicos utilizados para diagndstico sdo: o0 ensaio
imunoenzimatico (ELISA), o ensaio enzimatico de microparticulas (MEIA), e a
guimioluminescéncia, enquanto que os testes rapidos de triagem desenvolvidos para
o diagnéstico da hepatite sdo utilizados principalmente em bancos de sangue, onde
sao pesquisados 0 HBsAg e o anti-HBc total (BRASIL, 2009).

No diagnaostico sorologico especifico, 0 HBsSAg € o primeiro a surgir no curso
da infeccéo (30 a 45 dias), e pode permanecer detectavel por até 120 dias nos casos
de hepatite aguda. Ao persistir por mais de seis meses caracteriza a infec¢éo crénica
(figura 7). Deve-se considerar, no entanto, o periodo de janela imunoldgica da hepatite
B, que varia entre 30 a 60 dias para testes sorologicos, e cerca de 42 dias para reacao
em cadeia da polimerase - PCR (BRASIL, 2008).
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Figura 7 — Curso sorologico tipico da hepatite B aguda (1) e crénica (ll).
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O anti-HBc IgG (anticorpos IgG contra o antigeno do core do HBV) € o marcador
que indica contato prévio com o virus. Permanece detectavel por toda a vida nos
individuos que tiveram infec¢céo. O anti-HBc total € utilizado na triagem para a hepatite
B por determinar a presenca de anticorpos tanto da classe IgM quando da classe 1gG
e encontra-se presente nas fases aguda e crénica por aproximadamente 6 meses
(BRASIL, 2009).

O HBeAg na infeccéo cronica indica presenca de replicagéo viral, enquanto o
anti-HBe sugere reducdo ou auséncia de replicacdo viral, com excecdo das cepas
mutantes nao produtoras de proteina “e” (BRASIL, 2009). Nestes casos, 0 emprego
de técnicas para quantificacdo do DNA viral é extremamente util, auxiliando na
identificacdo do portador inativo e do portador de hepatite cronica “e” negativo
(MATTOS; DANTAS-CORREA, 2010).

A genotipagem do HBV e a quantificacédo da carga viral por PCR em tempo real
(gPCR) sd@o recomendadas para a pesquisa das possiveis mutacdes da DNA
polimerase, para o acompanhamento do paciente em tratamento antiviral, facilitando
a identificagéo precoce da resisténcia viral. Contudo, no Brasil ainda n&o fazem parte
da rotina por serem técnicas de alto custo e que requerem padronizacdo (MATTOS,;
DANTAS-CORREA, 2010).

2.7 POLIMORFISMO DE UNICO NUCLEOTIDEO (SNPs)

Os SNPs sdo uma das formas mais comuns de variacdo genética no genoma
humano. Sua presenca em diversos genes relacionados a resposta imune pelo HBV

tem se mostrado associada a diversidade no desfecho desta infeccao, principalmente
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a infeccdo persistente, a resposta clinica e aos danos hepaticos (GAO et al., 2009).
Assim, alguns polimorfismos podem propiciar cronicidade na infeccdo do HBV e
subsequente desenvolvimento do HCC (KIM et al., 2012).

Muitas destas variacOes polimérficas sdo neutras e ndo interferem na regulacéo
e funcdo dos genes, no entanto, alguns destes SNPs conferem modificacbes
regulatérias que levam as diferencas na expressao génica, resposta aos farmacos e
susceptibilidade a doencas (WANG et al., 2005).

As citocinas interferon alfa (IFN-a) e interferon gama (IFN-y) tém sido descritas
como importantes reguladoras do aumento da transcricdo de proteinas relacionadas
a reducao da replicacdo do HBV (NOGUCHI et al., 2007). E o polimorfismo no gene
destes inteferons influencia a atividade imunomodulatoria das citocinas envolvidas no
processo de supressao da replicacdo viral (IFN-a, IFN-y, TNF-a e IL-6) e na inibicao
da ativacao de células T por IL-10, TGF-B (RIBEIRO et al., 2007).

No Brasil, Corréa et al. (2012) identificaram a presenca de polimorfismos no
l6cus HLA-DR1 entre doadores de sangue da Fundacdo Hemope e verificaram
associacao entre a presenca dos alelos DRB1*08 e DRB1*09 em doadores de sangue
mais jovens do sexo masculino, quando comparados com individuos na fase cronica
da infeccao pelo HBV.

Assim, diversos fatores como o padrédo de secrecdo de citocinas e 0s
polimorfismos nestes genes influenciam as manifestacdes clinicas da hepatite B
cronica. Estas manifestacdes resultam da interacdo de fatores inerentes ao
hospedeiro, ao virus e as condicbes ambientais, principalmente a idade e o padréo
imunolégico do individuo infectado(CONDE, 2010).

2.8 INTERFERON GAMA
2.8.1 Proteina, localizag&o génica e citogenética

O IFN-y, também chamado interferon imune, € uma citocina produzida por
células NK, células Thl CD4* e células T CD8*. E considerada a principal citocina
ativadora dos macréfagos nas respostas imune inata e adquirida mediada por células
(ABBAS; LICHTMAN, 2009).

O gene IFNG é responséavel pela codificagdo de um membro da familia de

interferon tipo Il, o IFN-y (NCBI GENE, 2014a). Este gene esta localizado no braco
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longo do cromossomo 12 na regido 1, banda 4 (12q14). Mais precisamente, o0 gene
IFNG esta localizado entre os pares de base 68, 548, 549 aos pares 68, 553, 520 no
cromossomo 12 (MCKUSICK, 2012).

2.8.2 Funcéo bioldégica do IFN-y

O IFN-y possui alguma atividade antiviral, mas ndo € um interferon antiviral
potente, e age principalmente como uma citocina efetora das respostas imunes
(ABBAS et al., 2008). Esta citocina apresenta diversos efeitos na imunidade celular,
como a expressao de moléculas MHC classe | e Il, diferenciacdo de células CD4*
naives para Thl, inibicdo da proliferacdo celular Th2, ativacdo de funcbes efetoras

microbicidas, imunomodulacao e ativacédo de neutrofilos (SCHRODER et al., 2004).

2.8.3 SNPs no gene IFNG

Diversas doencas inflamatorias e autoimunes apresentam variados niveis de
expressao do gene IFNG. A importancia do IFN-y no sistema imune se da devido a
habilidade de inibir a replicacao viral diretamente e aos efeitos imunoestimulatérios e
imunomodulatérios (McKUSICK, 2012).

Alguns estudos, principalmente na populacdo asidtica (Ql et al., 2005;
CHEONG et al., 2006; ABBOTT et al., 2007; GAO, 2009; KIM et al., 2012), avaliaram
a relacao entre o polimorfismo do individuo e o nivel sérico de citocinas relacionadas
com a persisténcia da infeccdo cronica pelo HBV. No entanto, foram observadas
algumas discordancias em relacao a susceptibilidade a infeccéo persistente pelo HBV
nos grupos pesquisados, quando associados ao padrdo genotipico das populacdes.

Nieters et al. (2005) e Ognjanovic et al. (2009) investigaram a presenca de uma
correlacdo entre polimorfismos nos genes de algumas citocinas relacionadas as
repostas Thl (IFNG, IL12 e IL18) e Th2 (IL4 e IL10) com o desenvolvimento do HCC.
No entanto, individuos infectados pelo HBV com uma baixa atividade genotipica Thl
e maior atividade de Th2 ndo apresentaram aumento estatisticamente significante no
risco de desenvolvimento do HCC.

Entre os polimorfismos no gene do IFN-y, o SNP IFNG +874 A>T foi avaliado
com maior frequéncia (LIU et al., 2006; ABBOTT et al., 2007; PENG et al., 2007; GAO
et al, 2009; KIM et al, 2013). Liu et al. (2006) observaram frequéncia
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significantemente maior do alelo selvagem A (IFNG +874) com um risco de 2,25 vezes
em pacientes com hepatite B, quando comparados com controles imunes.

Gao et al. (2009), estudando o polimorfismo IFNG +874 (A>T) e a
susceptibilidade a infeccdo pelos virus B e C, identificaram associacéo
estatisticamente significante. O genoétipo AA do IFNG +874 além de apresentar uma
maior frequéncia, foi associado a um aumento de 2,7 vezes no risco de persisténcia
de infec¢éo e cirrose quando comparado ao genotipo TA.

Segundo Hoffmann et al. (2002) na populagéo asiatica observou-se uma maior
frequéncia do alelo A do IFNG (+874), o qual resultou em uma expressado mais baixa
deste interferon, quando comparada com a populacdo caucasiana. Sugerindo assim
a possibilidade de uma associacao entre 0s niveis baixos de expressao do IFN-y e a
alta susceptibilidade da populacéo asiatica ao HBV.

Entretanto, outros autores (NIETERS et al., 2005; CHEONG et al., 2006; PENG
et al., 2007; OGNJANOVIC et al.,, 2009) ndo encontraram associagdo entre a
susceptibilidade a persisténcia da infec¢éo pelo HBV naquela regido. Assim, Martin et
al. (2009) sugeriram gue os baixos niveis de IFN-y poderiam indicar a possibilidade
desta citocina ndo apresentar um papel importante, ou que a auséncia desta contribui
para a persisténcia viral.

Pesquisas realizadas no sul e sudeste do Brasil, apenas em individuos com
hepatite B e C (FALLETI et al., 2007) na fase crénica descreveram a presenca de um
alto grau de fibrose associada a maiores niveis séricos de IFN-y, entretanto, sem
diferenca estatisticamente significante entre o polimorfismo IFNG +874 (A>T), e a
atividade inflamatdria em portadores do virus B.

Outros SNPs no gene do IFN-y descritos na literatura também na populagao
asiatica encontram-se nas regides -179 G>T e +445 C>T (BREAM et al., 2002), -183
G>T (CHEVILLARD et al., 2002; QI et al., 2005) e -155 A>G (QI et al., 2005).

Segundo Bream et al. (2002), a presenca do alelo IFNG -179T é responsavel
pela indugdo da producdo de TNF-a e de algumas das alteragdes imunes
responsaveis pela patogénese. Qi et al. (2005) ao avaliarem o polimorfismo IFNG -
183G>T, observaram que individuos com o genétipo GG mostram um risco 4,5 vezes
maior de susceptibilidade a infeccdo crbnica pelo HBV quando comparados a
controles imunes com os gendtipos mutantes GT e TT. No entanto, ndo detectaram o

SNP na posicao -155 do IFNG na populacéo analisada.
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De acordo com Abbott et al. (2007), a auséncia de SNPs nas posi¢des -179 e -
155 do IFNG, em individuos estudados na populacédo de Niue Island, assim como de
gestantes de outras ilhas da Polinésia, excluem a possibilidade de que os
polimorfismos potencialmente funcionais nas regides promotoras do IFNG. No
entanto, estudos anteriores mostraram associacao entre a presenca dos SNPs nas
posicdes 179 G>T (BREAM et al., 2002), e 155 A>G (CHEVILLARD et al., 2002). O
gue levaria a suposicdo de que estes polimorfismos ndo seriam necessarios para a
producédo de INF-y.

O SNP do gene IFNG (rs181407537) foi selecionado no presente estudo por
encontrar-se localizado na regido promotora do IFNG, na posicdo 5, onde ha a
substituicdo do nucleotideo adenina pela guanina, sendo G o alelo mutante (IFNG -5
A>G) e podera apresentar importancia na susceptibilidade a infeccéo crbnica pelo
HBV. Embora, ndo tenham sido encontrados na literatura pesquisada estudos
relacionados a este polimorfismo nesta posicéo.

2.9 INTERFERON ALFA
2.9.1 Proteina, localizac&o génica e citogenética

O IFNA é o gene responsavel pela codificacdo de uma proteina produzida pelos
macréfagos e que possui potente atividade antiviral, o IFN-a (NCBI GENE, 2014b).
Este gene esté localizado no braco curto (p) do cromossomo 9 na regido 2, banda 2 —
9p22 (MCKUSICK, 2012). O IFN-a1, é um interferon do tipo | produzido principalmente
por fagécitos mononucleares e células dendriticas plasmacitoides (ABBAS;
LICHTMAN, 2009).

2.9.2 Funcéo bioldgica do IFN-a1

Por ser um IFN do tipo |, esta citocina inibe a replicagdo viral, aumenta o
potencial litico de células NK, a expresséo de moléculas do MHC classe | nas células
infectadas por virus e estimula o desenvolvimento de células Thl em humanos como
pode ser observado na figura 8 (ABBAS; LICHTMAN, 2012).
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Figura 8 - Acgdes bioldgicas dos interferons tipo |
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Fonte: ABBAS et al. (2012).

2.9.3 SNPs no gene IFNA1

Uno et al. (2005) mostram que h& uma variagdo individual nos niveis de
producao de cada IFN-a, e que podem haver diferengas consideraveis entre os niveis
de producdo da citocina in vitro, a depender do estimulo. Estas diferencas na
expressado, de acordo com estes estudos, poderiam ser baseadas nas mutagdes no
gene IFNA, influenciando assim o curso da infeccéo pelo HBV.

Song et al. (2006) avaliaram muta¢des na regido promotora do IFNA2 em
pacientes vietnamitas infectados e ndo infectados pelo HBV. O estudo mostrou uma
frequéncia significante de uma delecéo na regido promotora do IFNA2 nos pacientes
infectados, quando comparados aos individuos controle. Indicando que a delecéo na
regidao promotora do gene IFNA2 reduz a transcricdo desse gene in vitro. E que esta
reducdo poderia explicar os diferentes niveis de interferon em cada individuo,
podendo ainda ser considerada uma das causas da susceptibilidade a infec¢éo pelo
HBV.

Kimkong et al. (2013) ao avaliarem a associagao entre o risco de cronicidade
pelo HBV e polimorfismos na regido promotora do IFNA1 (-1823 G>A) e IFNAS5 (-2529
A>T) na populacdo tailandesa, identificaram uma associagdo estatisticamente
significante entre a presenca do alelo A do SNP -1823 G>A e o risco de infecgéo

cronica pelo HBV, quando comparados com individuos imunes e com hepatite B auto-
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limitada. Individuos com gendtipo AA apresentaram um risco 2,79 vezes maior de
cronicidade pelo HBV quando comparado com os genétipos mutantes GG e GA.

Ainda no mesmo estudo, Kimkong et al. (2013) testaram associacdes entre as
frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas dos polimorfismos nos dois genes com
a carga viral e enzimas hepaticas ALT e AST e ndo encontraram diferenca
estatisticamente significante entre essas variaveis.

O SNP do gene IFNA1 (rs202055606) foi selecionado no presente estudo por
encontrar-se localizado na regido promotora do IFNAL, na posi¢cdo 2, onde ha a
substituicdo do nucleotideo citosina pela timina, sendo T o alelo mutante (-2 C>T) e
podera apresentar importancia na susceptibilidade a infeccdo cronica pelo HBV. No
entanto, ndo foram encontrados na literatura pesquisada estudos relacionados a este

polimorfismo nesta posicao.

2.10 SUBUNIDADE 1 DO RECEPTOR DO INTERFERON ALFA
2.10.1 Proteina e localizacéo génica e citogenética

O IFNAR1 é o gene responsavel pela codificacdo de uma proteina de
membrana que constitui uma das duas cadeias dos receptores dos interferons alfa e
beta, o IFN-a rl. A codificacdo desta proteina funciona, ainda como importante fator
antiviral (NCBI GENE, 2014c). Este gene apresenta 11 éxons (LUTFALLA et al., 1990)
e esta localizado no braco longo do cromossomo 21 na regido 2, banda 2, sub-banda
1 (21922.11) (MCKUSICK, 2012).

O receptor de superficie celular do IFN-a € um membro da familia de
receptores de citocinas tipo Il, composto pelas subunidades IFNrl e IFNr2, as quais
estdo associados respectivamente a duas tirosinas quinases da familia Janus, a TYK2
e JAK1 (ABBAS; LICHTMAN, 2009).

2.10.2 Funcéo biologica do IFN-a r1

A ligacdo do IFN-a1 ao receptor IFN-a r resulta na ativagdo de proteinas
transdutoras de sinal e ativadoras de transcricdo (STAT), as quais induzem a
expresséo de genes cujos produtos interferem na replicacéo viral (UZE et al., 2007).
A ativagao das JAKs que estdo associadas ao IFN-a rl resulta na fosforilagdo em
tirosina das STAT1 e STATZ2, que leva a formacao de complexos STAT1-STAT2-IRF9
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(fator regulador de interferon 9), conhecidos como ISGF3 (fator génico 3 estimulado
por inteferon). Estes complexos se translocam para o nucleo e se ligam a elementos
responsaveis pela estimulacéo de interferon (ISRE) no DNA para iniciar a transcricao

génica, como pode ser observada na figura 9 (PLATANIAS, 2005).

Figura 9 - Receptores do interferon do tipo | e ativacao classica do mecanismo JAK-
STAT
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Fonte: PLATANIAS (2005), adaptado.

2.10.3 SNPs no gene IFNAR1

As variacfes genéticas no IFNAR1 podem constituir um papel importante no
clareamento ou na cronicidade nos estagio iniciais de exposi¢do ao HBV, e ainda
influenciar a patogénese da infec¢éao cronica, em longo prazo (HE et al., 2010). Zhou
et al., (2007) relataram que os alelos -408C e -3T deste receptor, estavam associados
a susceptibilidade a infec¢ao cronica pelo HBV.

Em estudos de Fan et al. (2012), os niveis de expressao da subunidade 2 deste
receptor mostraram-se positivamente correlacionados com a gravidade da inflamacgéo
hepatica, sendo provavel que um aumento na expressao resulte em um aumento na
resposta terapéutica ao IFN-a.
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Song et al. (2008) ao avaliarem dois polimorfismos no gene do INFAR1
(rs1012335 G>C e rs2257167 C>G), observaram que individuos com o alelo mutante
C IFNAR1 (rs1012335 G>C) apresentaram um risco 2,6 maior no desenvolvimento da
cronicidade pelo HBV quando comparados a controles imunes. Da mesma forma, o
gendtipo mutante CC desse polimorfismo mostrou-se associado a altas concentracdes
de ALT e AST nos pacientes. Em relacdo ao SNP IFNAR1 rs2257167 C>G, a troca do
aminoacido valina (GTT) pela leucina (CTT) em ambos os cromossomos foi
considerada fator de protecdo (OR=0,54) para os individuos imunes.

O SNP do gene IFNAR1 (rs2850015) que sera analisado no presente estudo
podera apresentar importancia por encontrar-se localizado na regidao promotora do
IFNAR1, na posicdo 97, onde h& a substituicdo do nucleotideo timina pela citosina,
sendo C o alelo mutante (-97 T>C).

N&o foram encontrados estudos na literatura pesquisada que relacionem este
polimorfismo na posicdo 97 da regido promotora do gene IFNAR1 com a
susceptibilidade a infeccdo pelo HBV. Embora, quando analisados em relacdo a
progressao e susceptibilidade ao HIV-I (DIOP et al., 2006) e a resposta ao IFN-a em
casos de leucemia mieloide crbnica (KREIL et al., 2010) ndo foram identificadas
associag0Oes significativas.

Diante do exposto, o padrao polimérfico das popula¢gdes pode apresentar-se
distribuido de forma diferenciada, assim identificar de polimorfismos nos genes das
citocinas IFNG (rs181407537), IFNAl (rs202055606) e do receptor IFNAR1
(rs2850015) que possam estar associados aos niveis séricos de carga viral e
expressao desses genes pode constituir um fator importante na andlise do perfil clinico

desses pacientes.
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4 OBJETIVOS

Descricao dos objetivos gerais e especificos.

4.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a associacdo entre as frequéncias genotipicas e proporcoes alélicas
dos polimorfismos nos genes IFNAl1 (-5 A>G, rs202055606), IFNG (-2 C>T,
rs181407537) e IFNARL1 (-97 T>C, rs2850015) com os niveis de expressdo desses
genes, e carga viral em pacientes infectados pelo HBV na fase cronica, ndo
submetidos a tratamento com antivirais, atendidos no Hospital das Clinicas/UFPE
(Recife-PE) e no Hospital Escola Dr. Helvio Auto/UNCISAL (Macei6-AL).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em pacientes com infectados pelo HBV na fase cronica e individuos imunes:
- Verificar a associacao das frequéncias genotipicas e alélicas em pacientes na
fase crénica da hepatite B e individuos imunes pelo HBV e niveis de expressao

génica.

Apenas em pacientes cronicamente infectados pelo HBV:
- Correlacionar os niveis de expressao génica e carga viral com os genoétipos;
- Comparar os niveis de expressdo do gene IFNAR1 com os gendtipos
concomitantes referentes aos SNPs dos genes IFNA1(-2) e IFNAR1(-97);
- Comparar as variaveis laboratoriais (leucécitos, ALT, AST, GGT, bilirrubina

total e bilirrubina indireta) com os niveis de carga viral.
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5 METODOLOGIA

Descricdo do desenho de estudo, local, critérios de inclusdo e excluséo,

definicdo do tamanho amostral, categorizacdo das variaveis e coleta de dados.

5.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional analitico do tipo caso-controle por ser o
desenho de estudo mais adequado para investigar a existéncia de possivel
associacao causal entre a exposi¢cao (SNPs nos genes das citocinas IFN-y, IFN-a1 e
receptor IFN-a r1) e o desfecho analisado (cronicidade pelo HBV caracterizada pelos

niveis de carga viral e expressao génica).

Definicdo de caso:

Pacientes maiores de 18 anos com diagnéstico de infeccdo cronica pelo HBV, que
ndo tenham sido submetidos a tratamento com nenhum antiviral por um periodo
superior a 6 meses. E que apresentem os marcadores sorologicos HBsAg e Anti-HBc

total (ou 1gG) reagentes.

Definigc&o de controle:
Individuos imunes ao HBV, maiores de 18 anos e apresentando os marcadores

soroldgicos anti-HBs e anti-HBc total (ou 1gG) reagentes e HBsSAg nao reagente.

5.2 LOCAL DO ESTUDO

As coletas foram realizadas no Ambulatério de Hepatologia do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco e no Servico de Assisténcia
Especializada do Hospital Escola Dr. Helvio Auto da Universidade de Ciéncias da
Saude de Alagoas. Ambos os locais séo centros de referéncia para o tratamento de

hepatite nas cidades de Recife e Maceio, respectivamente.

5.3 POPULACAO DO ESTUDO

A populacgdo alva deste estudo foi pacientes maiores de 18 anos infectados
pelo HBV na fase crénica atendidos no HC/UFPE e no HEHA/UNCISAL.
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5.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos no estudo pacientes maiores de 18 anos com diagndstico
prévio de infec¢do pelo HBV na fase crbnica, atendidos nos servi¢os de referéncia

citados.

5.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo os individuos submetidos a qualquer tratamento
antiviral por um periodo inferior a seis meses, co-infectados com HIV e/ou HCV e
utilizando imunossupressores. Os dados foram obtidos dos prontuarios disponiveis

nos servicos de atendimento.

5.6 TIPO DE AMOSTRAGEM E DEFINICAO DO TAMANHO DA AMOSTRA

Como nao foram encontrados na literatura pesquisada estudos que indiquem
as frequéncias dos polimorfismos nas regides promotoras analisadas, foi utilizado
como base para o célculo amostral a frequéncia de 5,71% (OR=4,5) observada no
polimorfismo do gene IFNG (-183) por Qi et al. (2005).

Para obtencdo do numero da amostra necessaria para estabelecer a
associacao ente a expressao génica e alélica dos genes das citocinas IFN-a1, IFN-y
e IFN-a r1) e os niveis de carga viral, foram utilizados os seguintes dados na fungéo
Statcalc do programa Epilnfo v.6.04d:

Frequéncia esperada do polimorfismo (exposi¢cado) no grupo com menor carga
viral (controle): 5,71%. Odds ratio (OR): 4,5

Nivel de significancia: 95%

Poder do teste: 80%

Proporcdo do numero de casos para controle: 1:1

O tamanho da amostra foi estimado em 172 individuos, sendo 86 casos e 86

controles.
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5.7 DEFINICAO E CATEGORIZACAO DAS VARIAVEIS E COLETA DE DADOS

Descricdo da operacionalizagdo, categorizacao das variaveis, métodos de

coleta, processamento e andlise das amostras.

5.7.1 Operacionalizacdo e categorizacao das variaveis

Variaveis dependentes

Variavel

Definicao

Categorizacao

Carga viral

Quantificacdo do HBV utilizando o
fluoréforo Sybr Green | através da
técnica de qPCR.

Variavel numérica continua:
Cépias de DNA-HBV/mL

Expressao dos
genes das citocinas
(IFNG, IFNAl e

IFNAR1)

Refere-se a transcricdo de um gene
utilizando o fluoréforo Sybr Green
atraveés da técnica de qPCR.

Variavel numérica continua:
Niveis de IFNA1/mL

Niveis de IFNG/mL

Niveis de IFNAR1/mL

Variaveis independentes

Variavel Definicdo Categorizacao
Sexo Refere-se ao sexo do paciente. Variavel categorica dicotdmica:
Masculino
Feminino
Idade Intervalo de tempo entre a data do nascimento  Variavel numérica discreta.
e data de realizacéo da coleta sanguinea (em
anos).
Alelo IFNG Presenca do nucleotideo adenina ou guanina Variavel categérica dicotdmica:
(-5 A>G, referente a posicdo do SNP (rs181407537) na Alelo A
rs181407537) regido promotora 5 do gene do IFN-y através Alelo G
da técnica de High Resolution Melting qPCR.
Alelo IFNA1 Presenca do nucleotideo citosina ou timina Variavel categérica dicotdmica:
(-2 C>T, referente a posigcdo do SNP (rs202055606) na Alelo C
rs202055606) regido promotora 2 do gene do IFN-a1 através Alelo T
da técnica de High Resolution Melting gPCR.
Alelo IFNAR1 Presenca do nucleotideo timina ou citosina Variavel categérica dicotdmica:
(-97 T>C, referente a posicdo (rs2850015) na regido Alelo T
rs2850015) promotora 97 do gene do IFN-a r1 através da Alelo C

técnica de High Resolution Melting qPCR.

Genotipos do

Juncéo dos alelos A e G referente a posicao

Variavel categ6rica nominal:

SNP IFNG (-5) do SNP (rs181407537) da regido promotora Gendtipo AA
do gene do IFN-y através da técnica de High Gendtipo AG
Resolution Melting gPCR. Gendtipo GG
Genotipos do Juncéo dos alelos C e T referente a posicdo Variavel categérica nominal:
SNP IFNA1 do SNP (rs202055606) na regido promotora Gendtipo CC
(-2) do gene do IFN-a1 através da técnica de High  Genétipo CT
Resolution Melting qPCR. Gen6tipo TT
Genotipos do Juncéo dos alelos e T e C referente a posicdo  Variavel categ6rica nominal:
SNP IFNAR1 do SNP (rs2850015) na regido promotora do  Gendtipo TT
(-97) gene do IFN-a r1 através da tecnica de High Gendtipo TC

Resolution Melting gPCR.

Gendtipo CC
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5.7.2 Métodos de coleta de dados e amostras

Apbs a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice A),
0s pacientes enquadrados nos critérios de elegibilidade tiveram os dados referentes
ao sexo e idade, tratamento antiviral e utilizagcdo de imunossupressores coletados
através do prontuario disponivel nos servigos de atendimento, ja que os dois ultimos
constituiam fatores de excluséo.

Foram coletados destes pacientes 2 tubos de 4mL de sangue periférico com
anticoagulante EDTA por puncédo venosa para extracdo do DNA, quantificacdo do
HBV e deteccdo dos SNPs.

5.7.3 Processamento e armazenamento das amostras

Apés a coleta, as amostras foram processadas no Setor de Virologia do
Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) ou no Centro de Patologia e Medicina Laboratorial (CPML) da
Universidade de Ciéncias da Saude de Alagoas (UNCISAL), em no maximo 30
minutos apos a coleta.

Dos dois tubos de sangue venoso coletados com EDTA, um deles foi destinado
a extracdo do DNA genbmico, e imediatamente centrifugado a 1500rpm por 10
minutos. O plasma foi aliquotado em microtubos tipo eppendorf, e assim como as
células restantes da centrifugacdo, ambos foram homogeneizados e armazenados a
-80°C para posterior extracdo do DNA. O segundo tubo, destinado a extracdo do
RNAm, foi tratado inicialmente com o reagente Ficoll-PagueTM Plus (GE
Healthcare®), para isolamento das células polimorfonucleares (PBMC) do sangue
periférico.

As células armazenadas em isotiocianato de guanidina, e o plasma coletado no
CPML foram armazenados a -20°C até o envio para o Setor de Virologia do
LIKA/UFPE, onde estas células foram mantidas a -80°C até a realizacdo dos testes
moleculares. A genotipagem dos SNPs, quantificacao viral e expressao génica foram
realizadas no Setor de Virologia do LIKA/UFPE.



37

5.7.4 Extracdo do DNA gendmico

Para a extragdo do DNA gendmico foi utilizado 1mL de sangue periférico,
coletado em tubos com EDTA, através do método baseado na adicdo de fenol
equilibrado (pH £ 8,0) e cloroférmio (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) com uma
quantificacdo aproximada de 500ng (100-1000ng) utilizando o quantificador de acidos
nucleicos nanodrop 2000 (ThermoScientific®).

5.7.5 Genotipagem dos SNPs

A genotipagem dos polimorfismos dos genes IFNG A>G (rs202055606), IFNA1
C>T (rs181407537) e IFNAR1 T>C (rs2850015) foi realizada por PCR em tempo real
quantitativa (QPCR), utilizando a técnica de alta resolucédo de melting (HRM). Para a
reacao de HRM utilizou-se um volume final de 10uL, contendo 2uL de master mix Eva
Green 1x com solucao de albumina bovina (BSA - Solis BioDyne®), 0,7uL de cada
primer (forward e reverse) a 10pmol/uL e 2uL de DNA gendmico extraido.

Foram utilizadas sequéncias artificialmente construidas como controles
positivos para os alelos selvagens e polimérficos, com amplicons de 75pb
relacionados a cada um dos genétipos (tabela 1). Os gendétipos heterozigotos foram
obtidos através de uma mistura equimolar das sequéncias dos dois alelos.

A reacdo de amplificacdo constituiu-se em: desnaturacao inicial a 95°C/15min,
45 ciclos a 95°C/15 segundos (desnaturacdo), 20 segundos a 60°C (hibridizacéo) e
uma extensdo final de 25 segundos a 72°C, sob as condicbes de melting de
aguecimento gradual de 50 a 90°C, aumentando 0,7°C a cada 7 segundos para a
formacao da curva de dissociacao, e 90 segundos para as condicdes pré-melt.

5.7.6 Deteccéo e quantificagdo do HBV-DNA

O DNA do HBYV foi extraido a partir de 400uL de plasma pelo método de adigédo
de fenol equlibrado (pH * 8,0) e cloroférmio (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) e eluido
em 100pL de solucédo de re-hidratacdo (Tampao TE 1x), obtendo uma quantificacao
de 1 a 1500ng através do nanodrop (2000).

Para cada reagéao da gPCR utilizou-se um volume final de 10puL, contendo 2uL
de HBV-DNA extraido, 2 uL de master mix Eva Green 1x sem BSA (Solis BioDyne®)

e 0,7uL de cada primer a 10pmol/pL (tabela 1), com ciclos a 94°C/15min, 45 ciclos a
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95°C/15 segundos, 60°C por 15 segundos, seguidos de uma extensao final de 60
segundos a 72°C. As condic¢des de melting foram: aquecimento gradual de 50 a 90°C,
aumentando 0,7°C a cada 7 segundos para a formacao da curva de dissociacao, e 90
segundos para as condi¢cdes pré-melt, com temperatura de melting entre 80,1 a
80,6°C.

A quantificagdo do HBV-DNA foi obtida através de curvas de quantificagcdo
referente ao padréo internacional da organizacao mundial de saude (OMS) para o
DNA-HBV, referente ao National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC
Code 97/746) em Ul/mL e convertidas em logzo.

O resultado da quantificagéao viral do HBV-DNA foi estratificado de acordo com
0S niveis de carga viral: baixa carga viral, gquando menor que 2.000Ul/mL ou 3,3 logzo,
e alta carga viral, quando maior ou igual a 2.000UIl/mL ou 3,3 logio. Utilizou-se como
ponto de corte para a carga viral os niveis preconizados no Clinical Practice Guidelines
for chronic hepatitis B infection pelo European Association for the Study of the Liver

(EASL, 2012) como um dos critérios de indicacdo para o inicio da terapia antiviral.

5.7.7 Extracdo do RNAm e construcdo do DNA complementar (cDNA)

A extracdo do RNAm foi realizada utilizando-se o PBMC armazenado em
isotiocianato de guanidina (4M) pelo método de adicdo de fenol acido (pH + 5,0) e
cloroférmio (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Apos a extracdo, foi acrescentado uma
solucéo a 0,001% (v/v) de dietilpirocarbonato (DEPC) ao RNAm e esta foi armazenada
a -80°C.

Para a obtencdo do DNA complementar (cDNA) a partir das amostras de
RNAm, foram utilizados primers randémicos e a enzima transcriptase reversa do kit

ImProm - II™ Reverse Transcriptase System (Promega®).

5.7.8 Expresséo absoluta dos genes das citocinas

Para a quantificacdo da expresséo dos genes das citocinas (IFN-y, IFN-a1 e
IFN-a r1) através da técnica de RT-gqPCR, foram utilizadas 5 dilui¢bes seriadas a partir
da concentracéo inicial referente ao amplicon mais homogéneo dos individuos para
0S respectivos genes.

Para a reacdo de RT-qPCR utilizou-se um volume final de 10uL, contendo 5uL

de master mix Sybr Green 1x, 0,7uL de cada primer (tabela 1) a 10pmol/pL e 2pL de
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cDNA construido, com ciclos da gPCR a 94°C/15min, 45 ciclos a 95°C/15 segundos,
60°C por 20 segundos, seguidos de uma extensao final de 25 segundos a 72°C. As
condicbes de melting foram as mesmas para genotipagem e carga viral, com
temperatura de melting variando entre 88,4-89,4°C para a expressao do IFNAL, 88,4-
89,7°C para expresséo do IFNG e entre 75,9-76,9°C para o IFNARL.

Os niveis de expressao génica, analisados apenas para o grupo de pacientes
com infeccao cronica pelo HBV, foram estratificados em baixos niveis (valores abaixo
da mediana do nivel de expresséo) e altos niveis de expresséo (valores iguais ou
acima da mediana do nivel de expressao) correspondentes a cada um dos genes das
citocinas analisadas. Para a quantificacdo da expressao absoluta foram utilizados
como genes constitutivos (normalizadores ou housekeepings) o gliceraldeido-3-

fosfato desidrogenase (GAPDH) e a 3-actina (tabela 1).
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Tabela 1 — Identificacdo dos polimorfismos, nimero de acesso do NCBI, sequéncias de primers para PCR, temperatura de
anelamento e comprimento do amplicon para os genes IFNG, IFNA e IFNAR1, genes normalizadores GAPDH e B-actina, e HBV.

Numero de Temperatura

. . e . .
Polimorfismo Identificac&o acesso no NCBI Primers PCR (Forward / Reverse) de anelamento pb
IFNG (-5) ALG (F): 5-AACTACTGATTTCAACTTCTTTG-3'
(rs181407537) - (R): 5-TGAAAAGCCAAGATATAACTTGT-3
Controle positivo Alelo G 5-AAC TAC TGA TTT CAA CTT CTT TGG CTT AAT TCT CTC GGA AAC
IFNG (-5) NMO000619.2  GAT GAA ATA TAC AAG TTA TAT CTT GGC TTT TCA-3' 68°C 75
Controle positivo 5-AAC TAC TGA TTT CAA CTT CTT TGG CTT AAT TCT CTC GAA AAC
IFNG (-5) Alelo A GAT GAA ATA TAC AAG TTA TAT CTT GGC TTT TCA-3’
IFNA1 (-2) CT (F): 5-CCCATCTCAGCAAGCCCAGAA-3’
(rs202055606) (R): 5'-CACCAGGACCATCAGTAAAGCA-3’
Controle positivo Alelo T BC112302.1 5-CCC ATC TCA GCA AGC CCA GAA GTA TCT GCA ATATCT ATG ATG .
IFNA1 (-2) ' GCC TCG CCC TTT GCTTTACTG ATG GTC CTG GTG-3’ 62°C 75
IFNAL (-2) Alelo C GCC TCG CCC TTT GCTTTACTG ATG GTC CTG GTG-3’
IFNARL1 (-97) T (F): 5-GTAGAGGGGCGGTGAGAGCTA-3’
(rs2850015) (R): 5-CGCCATCGCCCCGTCCTAAG-3’
Controle positivo Alelo T 5-GTA GAG GGG CGG TGA GAG CTA AGA GGG GCA GCG CGT GTIG
IFNAR1 (-97) NMO000629.2 CAG AGG GGC GGT GTG ACT TAG GAC GGG GCG ATG GCG-3 66°C 75
Controle positivo 5-GTA GAG GGG CGG TGA GAG CTA AGA GGG GCA GCG CGT GCG
IFNARL1 (-97) Alelo C CAG AGG GGC GGT GTG ACT TAG GAC GGG GCG ATG GCG-3’
e F): 5-CCAAAATCAAGTGGGGCGATG-3’

Gene constitutivo ( L ) 0
GAPDH ormalizador XM005253678.1  (R): 5- AAAGGTGGAGGAGTGGGTGTCG-3 50°C 200

Gene constitutivo (F): 5- ATTAAGGAGAAGCTGTGCTACG-3'
B-actina . XM005249820.1  (R): 5'- TCATTGCCAATGGTGATGACCT-3' 50°C 125

normalizador
(F): 5-GGACCCCTGCTCGTGTTACA-3'

HBV Carga viral JQ000009.1 (R): 5'-GAGAGAAGTCCACCACGAGTCTAGA-3’ 60°C 90

*pb = Comprimento do amplicon em ‘pares de bases’
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5.8 ANALISE ESTATISTICA

A estimativa da distribuicdo das frequéncias genotipicas e proporgdes alélicas
foi calculada pelo teste do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para casos e
controles, com o objetivo de verificar a homogeneidade da distribuicdo dos genoétipos
e a aderéncia entre os valores esperados e observados de acordo com o EHW.

Para verificar a associacdo, de forma categorizada, entre sexo, faixa etéria,
frequéncias genotipicas, proporcdes alélicas, carga viral e expressao génica foi
utilizado o teste do qui-quadrado (x?) e o odds ratio (OR) com intervalo de confianca
de 95% (ICos%). Para comparacao entre genotipos e niveis de expressao das citocinas
e carga viral, como variaveis continuas, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann
Whitney para duas variaveis e o teste de Kruskal Wallis a partir de 3 variaveis.

Para verificar a existéncia da associacdo entre as variaveis nao lineares
(expressédo dos genes das citocinas e carga viral) e o grau de associacdo (valor
significante de p), foi utilizado o coeficiente de determinagéo (r?), calculado através do
coeficiente de correlacdo de Spearman (p).

Foram considerados estatisticamente significantes os resultados com valor de
p menor que 0,05. Para realizacdo das analises foram utilizados os programas
estatisticos BioEstat 5.0 e GraphPad Prism 5.0.

5.9 CONSIDERACOES ETICAS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da UFPE como parte de um projeto maior (ANALISE DE
POLIMORFISMOS DE UNICO NUCLEOTIDEO (SNP) EM GENES DE CITOCINAS
ENVOLVIDAS NA RESPOSTA IMUNOLOGICA DESENCADEADA PELO VIRUS DA
HEPATITE B), sob o protocolo de niumero 96.288 (Anexo A).
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6 RESULTADOS

Os resultados da pesquisa serdo apresentados na forma de artigo cientifico
(Apéndice A) que sera submetido ao periédico Human Immunology, Qualis A2, fator
de impacto 2,298 (2013). Medicina Il.
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7 CONCLUSOES DA DISSERTACAO

A presenca do gendtipo heterozigoto IFNA1 (-2) CT e do alelo polimérfico
IFNA1 (-2) T conferem protecao contra o desenvolvimento de cronicidade pelo
HBV;

Em relacao aos genes IFNAR1 (-97 T>C) e IFNG (-5 A>G), nao foi observada
diferenca estatisticamente significante em relacdo a frequéncia genotipica e
alélica desses genes e os niveis de carga viral quando comparado 0s grupos

de caso e controle;

Em pacientes com infeccao cronica pelo HBV:

Os baixos niveis de expressao do gene IFNAR1 em individuos com o genotipo
selvagem CC conferem protecdo no desenvolvimento da cronicidade em
relacdo ao gendtipo tipo heterozigoto IFNAR1 TC.

O alelo polimorfico IFNG(-5) G mostrou-se relacionado a altos niveis de carga
viral, independente dos niveis de expressao do IFNG nesses individuos.

O alelo polimorfico IFNAL1(-2) C mostrou associagao entre os altos niveis de
carga viral e os baixos niveis de expressao deste gene.

Os altos niveis de carga viral e baixos niveis de expressao génica do IFNAR1
em individuos com genétipo TT e alelo tipo selvagem T mostraram-se
associados.

Individuos com o genétipo heterozigoto para o IFNAL1(-2) e para o IFNAR1,
apresentam niveis maiores de expressao de IFNARL.

N&o houve diferenca entre a atividade das enzimas ALT, AST, GGT, niveis de
expresséo das citocinas, leucometria, bilirrubina total e indireta, em relagéo a

carga viral.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

A identificacdo dos SNPs associada aos niveis de expressdo génica das
citocinas que interferem na resposta imune ao HBV (IFN-a, TNF-a, IL-10, IFN-y e
IFN-a r) poder& representar um papel importante como preditores de resultado preé-
tratamento, auxiliando na escolha do periodo de inicio da terapia antiviral, do tipo de
medicamento a ser administrado e prever significativamente a resposta virolégica

sustentada em pacientes infectados pelo HBV.
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APENDICE A - Artigo

Associagao entre o polimorfismo -2 C>T no gene IFNA1 e altos niveis de
expressao do gene IFNAR1 com a infecgcéo cronica pelo HBV
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Resumo

A presenca de polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs) e a expresséo variante dos genes de alguns
interferons em pacientes com infec¢éo crénica pelo virus da hepatite B (HBV) pode estar relacionada
aos niveis séricos do HBV e complicacdes da doenca. Desta forma, 208 individuos (94 pacientes com
infeccdo cronica e 114 individuos imunes ao HBV) foram incluidos em um estudo de caso-controle para
verificar a associacdo entre as frequéncias genotipicas e propor¢des alélicas dos genes IFNG (-5A>G),
IFNA1 (-2C>T), IFNARL1 (-97T>C) em relacéo aos niveis de expressdo desses genes e a carga viral do
HBV. Para a genotipagem foi utilizada a gPCR de acordo com técnica de Alta Resolugao de Melting e
a quantificacdo viral e a expressao absoluta dos genes foram realizadas por gPCR. Pacientes com
infeccao cronica pelo HBV com o gendtipo heterozigoto IFNAL CT e alelo T tiveram maiores chances
de desenvolver protec¢éo contra o HBV quando comparados a individuos imunes com o genétipo e alelo
selvagem (IFNA1 CT/CC: OR=0,45; p=0,01 e alelo T/C: OR=0,54; p<0,01). Em pacientes com infec¢éo
cronica e gendtipo selvagem TT do IFNARL, os niveis de expresséo do gene desse receptor explicam
em 40% os baixos niveis de carga viral desses pacientes (r?=-0,40 | p=0,04) e conferem uma protecéo
no desenvolvimento da cronicidade. A presenca da variante polimoérfica do gene IFNAL (-2) esta
associada com a cronicidade da infeccéo pelo HBV, e altos niveis de expressdo do gene IFNAR1 e

baixos niveis de IFNA1 contribuem para a cronicidade da infecgéo cronica nestes individuos.

Palavras-chave: Virus da hepatite B; polimorfismo de nucleotideo Unico; interferon alfa; interferon

gama, receptor de interferon alfa; expresséo génica.



54

1. INTRODUCAO

A infeccéo pelo virus da hepatite B (HBV) constitui um importante problema de saude publica,
associado a significante morbidade e mortalidade por doenca crénica hepatica [1]. No mundo, estima-
se que 2 bilhdes de pessoas vem sendo infectadas pelo HBV e cerca de 600 mil pessoas morrem todos
0s anos em consequéncia da hepatite B [2]. Enquanto que no Brasil, a prevaléncia de positividade
soroldgica indicativa de exposicao a essa infecgdo (anti-HBc), na faixa etéria entre 10 e 69 anos, foi de
7,4% [3].

Entre os fatores associados com a progressdo da doenga, os desequilibrios nas reacdes
inflamatérias [4] e 0 genétipo do HBV [5] constituem importante papel na hepatocarcinogénese induzida
pelo HBV.

Os mecanismos de persisténcia e cronicidade da infec¢éo pelo HBV ainda ndo se encontram
completamente esclarecidos. No entanto, alguns estudos [6-8] descrevem associacdo entre a
susceptibilidade a infecgdo crénica pelo HBV e os fatores imunoldgicos do hospedeiro, principalmente
em relacdo a idade no periodo de infeccao, e aos polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNPs).

Além dos SNPs, a expresséo dos genes das citocinas IFN-y e IFN-a e as variagbes genéticas
no receptor do interferon alfa (IFN-a r1) podem representar papel importante no clareamento ou na
cronicidade nos estagios iniciais de exposi¢cdo ao HBV, e ainda influenciar a patogénese da infeccéo
cronica em longo prazo [9].

Alguns estudos, principalmente na populagdo asiatica [8,10-12] avaliaram a relagdo entre o
polimorfismo do individuo e o nivel sérico de citocinas relacionadas com a persisténcia da infecgcdo
cronica pelo HBV. No entanto, foram observadas algumas discordancias em relacéo a susceptibilidade
a infeccdo persistente pelo HBV nos grupos pesquisados, quando associados ao padrdo genotipico
das populagdes.

Pouca informacgéo encontra-se disponivel em relacdo aos polimorfismos dos genes IFNG (-5
A>G), IFNAL (-2 C>T) e IFNARL1 (-97 T>C) nessas regides. Desta forma, quando descritos SNPs destes
genes em outras posicdes, observa-se que ainda ha discordancias de uma associagéo estatisticamente
significante entre os polimorfismos estudados e a persisténcia a infec¢éo pelo HBV.

A identificacdo destes SNPs e do padrdo de expresséo das citocinas associados a carga viral
poderdo ser Uteis na prética clinica para estratificar os grupos de maior ou menor risco, e auxiliar no
desenvolvimento de tratamento mais eficaz para a clinica de cada paciente e em um melhor
entendimento da resposta imunoldgica no desenvolvimento da infec¢éo pelo HBV.

Desta forma, o presente estudo buscou investigar a associacdo entre as frequéncias
genotipicas e alélicas dos polimorfismos dos genes IFNA1 (-5 A>G, rs202055606), IFNG (-2 C>T,
rs18407537) e IFNARL (-97 T>C, rs2850015) em pacientes com hepatite B crdnica (ndo submetidos

ao tratamento com antivirais) com os niveis de expressao dessas citocinas e com a carga viral do HBV.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Pacientes analisados

Trata-se de um estudo observacional analitico do tipo caso-controle incluindo 208 individuos
adultos: 94 na fase crénica da infeccdo pelo HBV nao submetidos a tratamento antiviral (64 homens e
30 mulheres) e 114 individuos imunes (84 homens e 30 mulheres) atendidos no Ambulatério de
Hepatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC/UFPE) e no Servico
de Assisténcia Especializada do Hospital Escola Dr. Helvio Auto/UNCISAL no periodo de outubro de
2012 a agosto de 2013. Todos os pacientes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
para participar do estudo.

O diagnéstico da infecgdo crbnica pelo HBV foi estabelecido pela positividade para os
antigenos de superficie do envelope viral (HBsAg >125mU/mL) e anticorpos contra o antigeno do core
total (anti-HBc total >1,5 Unidade PEI/mL) ou do isotipo IgG, por um periodo superior a 6 meses. Como
grupo controle, participaram do estudo Individuos imunes com os marcadores sorolégicos HBsAg néo
reagente e, anticorpo contra o antigeno de superficie do HBV (Anti-HBs >10mU/mL) e Anti-HBc total
reagentes.

Foram excluidos do estudo os individuos submetidos a qualquer tratamento antiviral h& menos

de 6 meses da data de incluséo, co-infectados com HIV e/ou HCV e em uso de imunossupressores.

2.2 Genotipagem

Para a extracdo do DNA gendmico foi utilizado 1mL de sangue periférico, coletado em tubos
com EDTA, através do método baseado na adicao de fenol equilibrado (pH + 8,0) e cloroférmio [13],
com uma quantificagcdo aproximada de 500ng (100-1000ng) utilizando o quantificador de &cidos
nucleicos nanodrop 2000 (ThermoScientific®). Foram utilizadas sequéncias artificialmente construidas
como controles positivos para os alelos selvagens e polimérficos, com amplicons de 75pb relacionados
a cada um dos gendtipos (tabela 1). Os genétipos heterozigotos foram obtidos através de uma mistura
equimolar das sequéncias dos dois alelos.

A genotipagem dos polimorfismos dos genes IFNG (A>G, rs202055606), IFNA1l (C>T,
rs181407537) e IFNAR1 (T>C, rs2850015) foi realizada por PCR em tempo real quantitativa (QPCR),
utilizando a técnica de alta resolucdo de melting (HRM). Para a reacdo de HRM utilizou-se um volume
final de 10uL, contendo 2uL de master mix Eva Green 1x com BSA (Solis BioDyne®), 0,7uL de cada
primer (forward e reverse) a 10pmol/uL e 2uL de DNA gendmico extraido.

A reacdo de amplificacdo constituiu-se em: desnaturacgdo inicial a 95°C/15min, 45 ciclos a
95°C/15 segundos (desnaturacdo), 20 segundos a 60°C (hibridizacdo) e uma extenséo final de 25
segundos a 72°C, sob as condi¢cdes de melting de aquecimento gradual de 50 a 90°C, aumentando
0,7°C a cada 7 segundos para a formacédo da curva de dissociagéo, e 90 segundos para as condi¢des
pré-melt. As temperaturas de melting foram entre 88,4 a 89,4°C para a expresséo do gene IFNA1, 88,4
a 89,7°C para expressédo do IFNG e entre 75,9 a 76,9°C para o IFNAR1. O percentual de confianca

aceito para a acuracia da genotipagem foi acima de 99%.
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2.3 Deteccéo e quantificacdo do HBV-DNA

O DNA do HBYV foi extraido a partir de 400uL de plasma através do método baseado na adicao
de fenol equilibrado (pH £ 8,0) e cloroférmio [13] e eluido em 100uL de solucdo de re-hidratacao
(Tampao TE 1x), obtendo uma quantificagdo de 1 a 1500ng através do nanodrop (2000).

Para cada reacao da gPCR utilizou-se um volume final de 10uL, contendo 2uL de HBV-DNA
extraido, 2 uL de master mix Eva Green 1x sem BSA (Solis BioDyne®) e 0,7uL de cada primer a
10pmol/uL (tabela 1), com ciclos a 94°C/15min, 45 ciclos a 95°C/15 segundos, 60°C por 15 segundos,
seguidos de uma extensao final de 60 segundos a 72°C. As condigBes de melting foram: aquecimento
gradual de 50 a 90°C, aumentando 0,7°C a cada 7 segundos para a formacao da curva de dissocia¢éo,
e 90 segundos para as condi¢Bes pré-melt, com temperatura de melting entre 80,1 a 80,6°C. A
guantificacdo do HBV-DNA foi obtida através de curvas de quantificacdo referente ao padrédo
internacional (OMS) para o DNA-HBV (NIBSC Code 97/746) em Ul/mL e convertidas em logao.

O resultado da quantifica¢éo viral do HBV-DNA foi estratificado de acordo com os niveis de
carga viral: baixa carga viral, quando menor que 2.000UI/mL ou 3,3 logio, € alta carga viral, quando
maior ou igual a 2.000UI/mL ou 3,3 logio. Utilizou-se como ponto de corte para a carga viral os niveis
preconizados pelo EASL Clinical Practice Guidelines for chronic hepatitis B infection [14] como um dos

critérios de indicagdo para o inicio da terapia antiviral.

2.4 Expresséo absoluta dos genes das citocinas

Para o isolamento das células polimorfonucleares (PBMC) do sangue total foi utilizado o Ficoll-
PaqueTM Plus (GE Healthcare®). O RNAm foi extraido utilizando-se o PBMC armazenado em
isotiocianato de guanidina (4M) pelo método baseado na adi¢cdo de fenol acido (pH + 5,0) e cloroférmio
[13]. Apbs a extracdo, foi acrescentado 0,1% (v/v) de dietilpirocarbonato (DEPC) ao RNAmM e esta
solucdo foi armazenada a -80°C. Para a obtencdo do DNA complementar (cDNA) foram utilizados
primers randémicos e a enzima transcriptase reversa do kit ImProm - [I™ Reverse Transcriptase
System (Promega®).

Para avaliar a expressédo dos gene das citocinas através da reagdo de RT-gPCR utilizou-se um
volume final de 10uL, contendo 5uL de master mix Sybr Green-l, 0,7uL de cada primer (tabela 1) a
10pmol/uL e 2uL de cDNA construido, com ciclos da qPCR a 94°C/15min, 45 ciclos a 95°C/15
segundos, 60°C por 20 segundos, seguidos de uma extensédo final de 25 segundos a 72°C. As
condicdes de melting foram as mesmas para genotipagem e carga viral, com temperatura de melting
de 62°C para a expressao do gene IFNAL, 68°C para o IFNG e 66°C para o IFNAR1.

Para a quantificacdo da expresséo absoluta (AE) foram utilizados como genes constitutivos
(housekeepings) o gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e a B-actina (tabela 1). Assim, AE
= [expresséo do gene]/[[GAPDH x B-actina]. Os niveis de expresséo génica, analisados apenas para o
grupo de casos, foram estratificados em baixos niveis de expresséo (valores abaixo da mediana do
nivel de expressao) e altos niveis de expressdo (valores iguais ou acima da mediana do nivel de
expressdo) correspondentes a cada um dos genes das citocinas analisadas. A especificidade dos

primers de expresséo foi confirmada pela curva de melting relacionada a cada gene.
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Tabela 1 - Identificacdo dos polimorfismos, nimero de acesso do NCBI, sequéncias de primers para PCR, temperatura de anelamento e comprimento do
amplicon para os genes IFNG, IFNA e IFNAR1, genes normalizadores GAPDH e -actina, e HBV.

Polimorfismo Identificacéo Numero de Primers PCR (Forward / Reverse) Temperatura pb*
acesso no NCBI de anelamento
IFNG (-5) ALG (F): 5-AACTACTGATTTCAACTTCTTTG-3’
(rs181407537) - (R): 5-TGAAAAGCCAAGATATAACTTGT-3
Controle positivo Alelo G 5'-AAC TAC TGA TTT CAA CTT CTT TGG CTT AAT TCT CTC GGA AAC
IFNG (-5) NMO000619.2  GAT GAA ATA TAC AAG TTA TAT CTT GGC TTT TCA-3' 68°C 75
Controle positivo 5-AAC TAC TGA TTT CAA CTT CTT TGG CTT AAT TCT CTC GAA AAC
IFNG (-5) Alelo A GAT GAA ATA TAC AAG TTA TAT CTT GGC TTT TCA-3’
IFNA1 (-2) CLT (F): 5-CCCATCTCAGCAAGCCCAGAA-3’
(rs202055606) (R): 5'-CACCAGGACCATCAGTAAAGCA-3’
Controle positivo Alelo T BC112302.1 2 CCC ATC TCA GCA AGC CCA GAA GTA TCT GCA ATATCT ATG ATG .
IFNAL (-2) ' GCC TCG CCC TTT GCT TTA CTG ATG GTC CTG GTG-3' 62°C 75
IFNAL (-2) Alelo C GCC TCG CCC TTT GCT TTA CTG ATG GTC CTG GTG-3’
IFNAR1 (-97) T.c (F): 5-GTAGAGGGGCGGTGAGAGCTA-3’
(rs2850015) (R): 5-CGCCATCGCCCCGTCCTAAG-3’
Controle positivo Alelo T 5-GTA GAG GGG CGG TGA GAG CTA AGA GGG GCA GCG CGT GIG
IFNARL1 (-97) NM000629.2  CAG AGG GGC GGT GTG ACT TAG GAC GGG GCG ATG GCG-3’ 66°C 75
Controle positivo 5-GTA GAG GGG CGG TGA GAG CTA AGA GGG GCA GCG CGT GCG
IFNAR1 (-97) Alelo C CAG AGG GGC GGT GTG ACT TAG GAC GGG GCG ATG GCG-3’
L F): 5-CCAAAATCAAGTGGGGCGATG-3’
Gene constitutivo ( L ) 0
GAPDH ormalizador XM005253678.1  (R): 5- AAAGGTGGAGGAGTGGGTGTCG-3 50°C 200
Gene constitutivo (F): 5- ATTAAGGAGAAGCTGTGCTACG-3’
B-actina . XM005249820.1  (R): 5'- TCATTGCCAATGGTGATGACCT-3' 50°C 125
normalizador
(F): 5-GGACCCCTGCTCGTGTTACA-3’

HBV Carga viral JQO000009.1 (R): 5'-GAGAGAAGTCCACCACGAGTCTAGA-3’ 60°C 90

*pb = Comprimento do amplicon em ‘pares de bases’
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2.5 Analises estatisticas

A estimativa da distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas foi calculada através do teste
do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para casos e controles, com o objetivo de verificar a aderéncia
entre os valores esperados e observados de acordo com o EHW.

Para verificar a associagdo, de forma categorizada, entre sexo, faixa etaria, frequéncias
genotipicas, proporgdes alélicas, carga viral e expressdo génica foi utilizado o teste do qui-quadrado
(x?) e o odds ratio (OR) com intervalo de confianca de 95% (ICgs%). Para comparacéo entre genétipos
e niveis de expressao dos genes das citocinas e carga viral, como variaveis continuas, foram utilizados
os teste ndo paramétrico de Mann Whitney e o teste de Kruskal Wallis.

Para verificar a existéncia da associacéo entre as variaveis néo lineares (expressao dos genes
das citocinas e carga viral) e o grau de associacao (valor significante de p), foi utilizado o coeficiente
de determinacéo (r?), calculado através do coeficiente de correlacdo de Spearman (p).

Foram considerados estatisticamente significantes os resultados com valor de p menor que
0,05. Para realizac¢éo das analises foram utilizados os programas estatisticos BioEstat 5.0 e GraphPad
Prism 5.0.

3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacdo da amostra e andlises laboratoriais

As caracteristicas clinicas da amostra em relagéo ao sexo e idade dos casos e controles foram
analisadas. Quando comparada a distribuicdo por sexo entre as duas popula¢des, ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes (p>0,05) entre casos e controles (M/F=64:30 e
84:30, respectivamente). No entanto, observou-se diferenca entre a faixa etaria de pacientes com
infeccao crénica pelo HBV e controles (p=0,01), com maior nimero de casos com idade entre 40 e 60
anos, enquanto que a maior parte dos controles encontrava-se na faixa etaria de 19 a 39 anos. A média
de idade = SD no grupo de casos foi de 44,54 + 13,52, enquanto que no grupo controle foi de 37,74 +
11,40.

Dos individuos analisadas com infeccao crbnica pelo HBV e baixos niveis de carga viral, 11
(29,72%) apresentaram anti-HBe reagente. Em relacdo ao grupo de alta carga viral 15 (26,31%)
apresentaram anti-HBe reagente, indicando auséncia de replicacdo, ou possiveis mutacdes na regido
pré-core ou core basal do virus.

Na tabela 2, as caracteristicas laboratoriais foram estratificadas de acordo com os niveis de
carga viral. Em individuos com infeccao cronica, os niveis médios de carga viral foram de 3,2 log1o, €
para o gene IFNA1l observou-se menores niveis de expressao (mediana = 2,56x10'ng/uL) em
comparacao aos genes IFNG (mediana= 4,54x10°ng/uL) e IFNAR1 (mediana = 6,92x10° ng/uL).

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significantes em relagdo as enzimas ALT,
AST, GGT, niveis de expressao das citocinas, leucometria, bilirrubina total e indireta, de acordo com a

carga viral (tabela 2).
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Tabela 2 — Caracteristicas laboratoriais dos 94 pacientes com infec¢éo crdnica pelo HBV, de acordo
com os niveis de carga viral.

Baixa carga viral (<3,3l0og1o) Alta carga viral (23,3 logo)

. n=37 n=57 p*
Caracteristicas . L . .
laboratoriais (Masculino/Feminino: ’2_6/11) (Masculino/Feminino: ?;5_3/19)
. Intervalo minimo- . Intervalo minimo-
Mediana o Mediana o
maximo maximo
Leucécitos (x10°%/L) 4.600 [3.400-8.800] 6.600 [2.600-12.130] 0,0522
Quantificacao sérica
ALT (UI/L) 25 [13-102] 25 [9,9-70,0] 0,1773
AST (UI/L) 24 [12-104] 24 [10,9-81,3] 0,3256
GGT (UI/L) 33 [13-171] 25 [10-426] 0,1911
Bilirrubina total (mg/dL) 0,60 [0,20-1,50] 0,52 [0,20-2,20] 0,4106
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,30 [0,1-1,0] 0,30 [0,10-1,70] 0,7622
Expresséo génica
IFNG (ng/uL) 13,0 [9,6x1019-6,9x10%] 3,0 [1,5x108-1,2x107]  0,8400
IFNAL (ng/uL) 6,7x107 [2,8x1012-54] 1,7x107  [1,7x10710-11,4] 0,8730
IFNAR1 (ng/uL) 11,7 [0-1,1x1011] 168,0 [3,5x108-1,2x107] 0,1784

*p valor do teste de Mann-Whitney.

Ao analisar o produto da PCR por eletroforese em gel de agarose e corado com Blue Green foi
possivel verificar as bandas correspondentes a expressdo génica dos interferons e dos genes

normalizadores (figura 1).

Figura 1 — Produtos de PCR visualizados em gel de agarose 2% referente as expressdes dos genes
IFNG (75pb, com dimero de primer), IFNAR1 (75pb), IFNA1 (75pb com dimero de primer), B actina
(x125pb), GAPDH (+200pb), Ladder (L, 100pb).

L IFNG L IFNAR1 L IFNA1 L B-actina GAPDH

As frequéncias encontradas enquadram-se nos critérios de Manly estabelecidos em 2005 [15].
A frequéncia dos genétipos observados nao foi estatisticamente diferente da distribuicdo esperada de
acordo com o EHW, para os genes das trés citocinas analisadas (p>0,05). Indicando assim
homogeneidade na distribuicdo dos genétipos e adequacao para realizacéo dos célculos e testes para

desvios destas frequéncias.
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3.2 Distribuicao genotipica e alélica dos genes das citocinas IFNG (-5 A>G), IFNAL1 (-2 C>T) e
IFNAR1 -97 (T>C) em pacientes com infeccéo cronica pelo HBV

A presenca do gendtipo heterozigoto IFNA1(-2) CT mostrou associagdo estatisticamente
significante com a protecao da cronicidade pelo HBV, quando comparados aos individuos com gendétipo
tipo selvagem IFNA1(-2) CC (OR=0,45; IC95%=0,25-0,81). Em relacao a proporc¢éo alélica, os individuos
com o alelo polimoérfico IFNAL(-2) T foram associados também com a protecdo para cronicidade
(OR=0,54; ICe5%=0,35-0,82) quando comparados aos individuos com o alelo IFNA1(-2) C (p=0,0077).
Entretanto, ndo foi observada diferenca significativa entre os genétipos IFNAL1(-2) CC/TT entre os
grupos analisados (tabela 3).

Em relacdo aos genes IFNAR1(-97) e IFNG(-5), ndo foi observada diferenca estatisticamente
significante em relagéo a frequéncia genotipica e alélica desses genes quando comparados casos e

controles (tabela 3).

Tabela 3 — Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo dos genes IFNG (-5), IFNAL (-2) e IFNAR1
(-97) em pacientes infectados pelo HBV na fase crénica e individuos imunes.

Infeccéo crbnica Individuos imunes

Frequéencia pelo HBV (Casos) (Controles)
genotipica e alélica n=94 n=114 OR [Cos06 p*
do polimorfismo n (%) n (%)
IFNG (-5 A>G,
(rs181407537)
AA 42 (44,7) 56 (49,1) 1 -
AG 40 (42,5) 48 (42,1) 1,11 0,62-1,98 10,8350
GG 12 (12,8) 10 (8,8) 1,60 0,63-4,05 0,5995
A 124 (66,0) 160 (70,2) 1 -
G 64 (34,0) 68 (29,8) 1,21 0,80-1,84 10,4156
IFNAL (-2 C>T,
(rs202055606)
CcC 53 (56,4) 41 (36,0) 1 -
CT 35 (37,2) 60 (52,6) 0,45 0,25-0,81 0,0109
TT 6 (6,4) 13 (11,4) 0,36 0,13-1,02 0,0850
C 141 (75,0) 142 (62,3) 1 -
T 47 (25,0) 86 (37,7) 0,55 0,35-0,84 0,0077
IFNAR1 (-97 T>C,
(rs2850015)
TT 44 (46,8) 53 (46,5) 1 -
TC 45 (47,9) 43 (37,7) 1,26 0,71-2,25 0,5236
CcC 5 (5,3) 18 (15,8) 0,34 0,12-0,97 0,0663
T 133 (70,7) 149 (65,4) 1 -
C 55 (29,3) 79 (34,6) 0,78 0,52-1,18 0,2863

*p valor do odds ratio.
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3.3 Frequéncia genotipica e proporcéo alélica em relacdo aos niveis de carga viral e expressao
génica

Ao comparar os niveis de expressao dos 3 genes das citocinas analisadas, observou-se que
os individuos com genotipo IFNAR1 TC apresentaram maior expressdo (média=1,38x101°ng/uL,
p=0,0166). Em relacéo ao gene IFNA(-2), individuos com genétipo CC apresentam maiores niveis de
expressdo (média=3,84x10-1ng/uL) quando comparados aos gendtipos polimérficos IFNA(-2) CT e TT,
ainda que ndo haja diferenca estatisticamente significante (p=0,7488). Da mesma forma, para o gene
IFNG(-5) ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significantes (figura 2).

Figura 2 — Expressao génica do IFNAL (-2 C>T), IFNARL1 (-97 T>C) e IFNG (-5 A>G) em relacédo aos
genotipos dos pacientes com infec¢éo crbnica pelo HBV.
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Na tabela 4 foram comparadas as frequéncias genotipicas e alélicas com os niveis de
guantificacdo viral. Em relagdo ao polimorfismo do gene IFNG(-5), o alelo polimérfico G apresentou
maior frequéncia entre os altos niveis de carga viral, independente dos niveis de expressao do IFNG
nesses individuos (p=0,03). Para os demais gendtipos e alelos desse gene ndo foram identificadas
diferencas estatisticamente significantes (tabela 4).

A presenga do alelo polimérfico C no gene do IFN-a (-2) mostrou maior proporgdo (p=0,04)
entre os altos niveis de carga viral e os baixos niveis de expressao do IFNAL. No entanto, néo foi
observada diferenca estatisticamente significante com o alelo T (tabela 4).

Observou-se maior frequéncia e associacdo genotipica e alélica entre os maiores niveis de
carga viral e os baixos niveis de expresséo génica do IFNAR1(-97) em individuos com genétipo TT
(p=0,02) e alelo tipo selvagem T (p=0,01). Para os demais genétipos TC e CC, e alelo C do gene
IFNAR1 néo foi observada diferenca estatisticamente significante (tabela 4).
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Tabela 4 — Frequéncia genotipica e alélica dos polimorfismos IFNG (-5) e IFNAL (-2) e IFNARL1 (-97)
em relagdo aos niveis de carga viral e de expresséo génica dos 94 pacientes com infeccao crbnica pelo
HBV.

E . Niveis de carga viral (Iog1o) Niveis de expressédo génica
requencia n=94 (ng/uL) n=94

genotipica e alélica ~ —— prr*
do polimorfismo <3,3 logo 23,3 loguo Baixos Altos** (n=47)

(n=37) (n=57) (n=47)

IFNG (-5 A>G,
rs181407537)

AA 17 (45,95) 25 (43,86) 20 (42,55) 22 (46,81) 0,66

AG 16 (43,24) 24 (42,11) 22 (46,81) 18 (38,29) 0,26

GG 4 (10,81) 8 (14,03) 5 (10,64) 7 (14,90) 0,50

A 50 (67,57) 74 (64,91) 62 (65,96) 62 (65,96) 0,16

G 24 (32,43) 40 (35,09) 32 (34,04) 32(34,04) 0,03
IFNAL (-2 C>T,
rs202055606)

cc 19 (51,35) 34 (64,82) 29 (61,70) 25(53,19) 0,09

CT 17 (45,95) 18 (31,48) 15 (31,92) 19 (40,43) 0,89

T 1(2,70) 5 (3,70) 3(6,38) 3(6,38) 0,54

C 55 (74,32) 86 (80,56) 73 (77,66) 69 (73,40) 0,04

T 19 (25,68) 28 (19,44) 21 (22,34) 25 (25,60) 0,49

IFNAR1 (-97 T>C,
rs2850015)

TT 16 (43,24) 28 (59,58) 28 (59,57) 16 (34,04) 0,02

TC 18 (48,65) 27 (57,45) 16 (36,17) 29 (59,58) 0,83

cc 3(8,11) 2 (4,26) 2 (4,26) 3(6,38) 053

T 50 (67,57) 85 (7,28) 72 (77,66) 61(63,83) 0,01

C 24 (32,43) 31 (26,72) 22 (22,34) 33(36,17) 0,70

*Niveis de expressao baixos: valores menores que a mediana do nivel de expressdo. Para IFNG, a mediana corresponde a
3,70ng/uL, para IFNAL1 equivale a 4,83x10'ng/uL e para IFNARL1 a 5,02x10ng/uL.

**Niveis de expressao altos: valores maiores que a mediana de toda a amostra em relagédo ao nivel de expresséo.

***n valor do teste do qui-quadrado em relagéo aos niveis de carga viral e expressao génica, de acordo com o gen6tipo e alelo.

Ao analisar os niveis de expressao do IFNAR1 em relacdo a combinacdo dos gendtipos dos
genes IFNA1(-2) e IFNAR1(-97) (figura 3), observou-se que individuos com o genotipo heterozigoto
para o IFNAL(-2) e para o IFNAR1, apresentam niveis maiores de expressdo do transcrito IFNAR1
quando comparados com individuos que apresentam um alelo polimérfico em um dos genes (IFNA1
CT e IFNAR1 TT, n=13 vs. IFNAL1 CT e IFNAR1 TC, n=18, *p=0.0124 | IFNAL1 CT e IFNAR1 TC, n=18
vs. IFNAL1 TT e IFNARL1 TC, n=13, *p=0.0124).
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Figura 3 — Expressao génica do IFNAR1 em relacdo a combinacao entre os genétipos dos genes IFNA1
(CC,CTeTT) e IFNARL (TT, TC e CC) em pacientes com pacientes com infec¢do crbénica pelo HBV.
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3.4 Correlagéo entre expresséao génica e carga viral

Encontram-se descritas na tabela 5, apenas as correlaces fortes e que obtiveram valores de
p acima de 0,60. Entre as associagbes testadas, observou-se que individuos com genotipos IFNA1(-2)
CT e IFNG(-5) AA; IFNAL(-2) CT e IFNG(-5) AG apresentaram correlagédo substancial, no entanto, sem
significancia estatistica.

Em relagdo ao polimorfismo IFNA1(-2), observou-se que os individuos com os genétipos
selvagens IFNAL(-2) CC e IFNG(-5) AA apresentaram um coeficiente de Spearman de -0,60, indicando
a existéncia de uma correlacdo negativa entre as expressées dos genétipos analisados (p=0,043).
Assim, 0 aumento da expressdo do gene IFNA1 em individuos com o gendtipo do tipo selvagem
IFNAL(-2) CC explica 36% do decréscimo da expressdo do gene IFNG em portadores do gendtipo tipo
selvagem IFNG(-5) AA (tabela 5).

Para o polimorfismo do gene IFNAR1(-97) observou-se que os individuos com o genétipo
heterozigoto IFNAR1(-97) TC e IFNG(-5) AG apresentaram correlagcdo positiva (p=0,62)
estatisticamente significante (p=0,025). Assim, o aumento da expresséo do IFNAR1 em individuos com
0 gendtipo heterozigoto TC é atribuido em 38% aos baixos niveis de expressdo do gene IFNG em
individuos com o genétipo AG. Da mesma forma, os altos niveis de carga viral em individuos com o
genotipo tipo selvagem IFNARL(-97) TT do gene desse receptor, podem ser atribuidos em 40%
(p=0,63) aos baixos niveis de expresséo do desse gene (p=0,040).

Em relac@o ao gene IFNG, os baixos niveis de expressdo desse gene em individuos com o
genotipo selvagem AA explicam 60% (p=0,77) da elevagao dos niveis de carga viral detectados nesses
pacientes (p=0,005).
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Tabela 5 — Correlacdo de Spearman entre os niveis de expressdo génica e carga viral em pacientes
infectados pelo virus da hepatite B.

Coeficiente de Coeficiente de
n correlacéo (p) determinacao (r?) *p
IFNA1 CC e IFNG AA 12 -0,60 0,36 0,043
IFNAL1 CT e IFNG AA 7 0,75 0,56 0,066
IFNA1 CT e IFNG AG 4 -0,80 0,64 0,333
IFNARL TT e carga viral 11 -0,63 0,40 0,040
IFNAR1 TC e IFNG AG 13 0,62 0,38 0,025
IFNG AA e carga viral 12 -0,77 0,60 0,005

*p valor do teste de correlagdo de Spearman.

4. DISCUSSAO

O desfecho da infeccdo e a severidade da doenca hepética induzida pelo HBV variam
amplamente. Aproximadamente 95% dos adultos infectados pelo HBV desenvolvem infeccdo aguda
sem complica¢des, no entanto, 5% cronificam [7]. Entre os pacientes cronicamente infectados, a
maioria poderd desenvolver complicages como cirrose até insuficiéncia hepatica e carcinoma
hepatocelular [16].

Os fatores de risco com maiores evidéncias para o desenvolvimento do HCC incluem
predisposi¢do genética para o HCC, sexo masculino, niveis de HBV-DNA acima de 2.000 Ul/mL em
individuos com faixa etaria acima de 40 anos, presenca de cirrose e mutagdes na regiao promotora
basal do core do HBV [17].

Certas citocinas, por serem vias essenciais na resposta imune estimulada pelo virus, podem
representar um papel importante no clareamento ou na cronicidade nos estagios iniciais de exposicao
ao HBV, e ainda influenciar a patogénese da infec¢do cronica em longo prazo [12]. Assim, a
investigacao dos SNPs e da expresséo génica referente as citocinas relacionadas a essa resposta séo
potencialmente importantes, por serem fatores preditores genéticos de susceptibilidade ou da
progresséo da infeccéo.

Variantes polimérficas nestes genes influenciam os diversos niveis séricos de citocinas e
consequentemente manifestacdes clinicas da infeccdo crénica pelo HBV [6]. Estas manifestacfes
resultam da interac&o entre as mutagdes no virus e aos fatores inerentes ao hospedeiro, principalmente
referentes a idade e o padréo imunolégico do individuo infectado.

Diferentes prevaléncias de individuos com infec¢do cronica pelo HBV nos demais paises e
regidbes levam a hipétese que ha fatores genéticos que possam conduzir a maior ou menor
susceptibilidade a cronicidade da doenca [6]. Até o momento, ndo foram identificados estudos que
relacionem os SNPs nos genes das citocinas nas regides propostas com a expresséo génica e carga

viral.
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Os resultados sugerem que os polimorfismos nos genes dos interferons analisados, associados
aos niveis de expressao e de carga viral podem ser importantes no risco de evolucdo da infec¢céo pelo
HBV. Os pacientes analisados encontram-se principalmente na fase de portador inativo (25,5%, n=24).
Contudo, no presente estudo foram observados pacientes com a presenca de anti-HBe e elevados
niveis de carga viral acima de >3,3log1o (26,31%, n=15) indicando possiveis muta¢des na regido preé-
core ou core basal do HBV [18].

O presente estudo mostrou que a chance de individuos com o genétipo IFNAL1(-2) CT
desenvolverem cronicidade pelo HBV foi 2,22 vezes menor quando comparados com individuos imunes
que apresentam o gendétipo IFNAL1(-2) CC (OR=0,45; p=0,01), o que pode levar a uma protecédo a
infeccdo pelo HBV. Desta forma, a presenca do alelo tipo selvagem IFNA1(-2) T pode ser considerada
um fator de protegéo para estes individuos, contribuindo em 1,85 vezes para a protecao (OR=0,54;
p<0,01).

Quando estratificados pelos niveis de carga viral e expressdo, confirma-se 0 risco de
cronicidade em individuos com alelo polimérfico C no gene do IFN-a. Individuos com o gendtipo tipo
selvagem IFNA1(-2) CC apresentaram risco para o desenvolvimento da infeccao crbnica pelo HBV,
pois nesses pacientes, os niveis de expressdo do gene IFNAl (Mediana=2,4x107+1,707ng/uL)
explicam em 36% (p=0,6|p=0,04) o decréscimo da expressao do gene IFNG(-5)
(mediana=21,35+2,1x10°ng/uL) em portadores do gendtipo tipo selvagem AA.

Uno et al. em 2005 mostraram que ha uma variacao individual nos niveis de producao do IFN-
a, e que pode haver diferengas consideraveis entre os niveis de produgao da citocina, presenca ou
auséncia da infecgédo, alteracdo metabdlica e presenga do HCC [19]. Estas diferencas na expressao,
poderiam ser baseadas em altera¢des polimoérficas em regides promotoras do gene IFNA, influenciando
assim o curso da infeccao viral.

De acordo com Wu et al. em 2013, os niveis de expressao intra-hepéticos de IFN-a foram
maiores nos pacientes infectados pelo HBV quando comparados ao grupo de individuos controles, e
essa expressdo também foi significativamente mais elevada nos grupos de casos com hepatite grave
e cronica. Assim, a expressao intra-hepética do IFN-a pode correlacionar-se com a inflamagéo hepética
apos a infeccao pelo HBV, confirmando que elevados niveis de IFN-a podem desempenhar um papel
importante no aparecimento da forma grave da hepatite B [20].

Em relagdo ao polimorfismo no gene IFNAR1(-97), ndo foi identificada diferenca
estatisticamente significante entre os dois grupos. No entanto, quando estratificados, em relacdo a
mediana da expressédo génica e dos niveis de carga viral, observou-se associagéo entre elevados niveis
de carga viral e os baixos niveis de expresséo génica em individuos com gendtipo TT (p=0,02) e alelo
T tipo selvagem (p=0,01), resultando em um maior risco para estes individuos.

Assim, em pacientes com infec¢éo crénica pelo HBV e gendtipo selvagem TT do IFNAR1(-97),
os niveis de expressao do gene desse receptor explicam em 40% menores niveis de carga viral (r>=0,40
| p=0,04) e, consequentemente, uma provavel protecdo para o desenvolvimento da cronicidade em
relagcdo a esse nivel de expresséo e ao gendtipo polimoérfico IFNAR1(-97) CC (OR=0,34).

Em relacao aos pacientes com genotipos polimoérficos IFNAR1(-97) TC e IFNG AG, observou-

se uma correlagéo positiva estatisticamente significante (p=0,62; p=0,03). Assim, nesses individuos
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maiores niveis de expressao dos genes IFNAR1 e IFNG concomitantemente, sugere que altos niveis
de expressao do gene IFNAR1(-97) contribua para a cronicidade (mediana=409+4,5x101°ng/uL). Da
mesma forma, o aumento da expressédo do IFNAR1 em individuos com o genétipo heterozigoto TC é
atribuido em 62% aos baixos niveis de expressdo do gene IFNG em individuos com o genétipo AG. De
acordo com Li et al. em 2014, a expressao de IFN-y, bem como de TNF-a foi notavelmente regulada
negativamente em células natural killers (NK) provenientes de pacientes com hepatite B cronica na fase
de imunoativacdo, quando comparada com pacientes na fase de imunotolerancia e com individuos
saudaveis [21].

No entanto, ndo foram encontrados estudos que relacionem o polimorfismo na posicao 97 da
regido promotora do gene IFNARL1 a susceptibilidade da infecgdo pelo HBV. Contudo, quando analisada
essa mesma regido em relacéo a progresséo e susceptibilidade ao HIV-l em uma coorte na Franca [22]
e a resposta ao IFN-a em casos de leucemia mieloide crénica [23] ndo foram identificadas diferencas
estatisticamente significantes. O presente estudo corrobora a distribuicdo das proporcdes alélicas
identificadas por Diop et al. em 2006 nos grupos de casos e controles.

Em relacdo ao polimorfismo do gene IFNG(-5), o alelo polimorfico G apresentou maior
frequéncia (p=0,03) entre os individuos com altos niveis de carga viral, independente dos niveis de
expressdo do IFNG(-5) nesses individuos. Verificou-se também que os niveis de expressao do gene
IFNG (mediana=3,7+1,7x108ng/uL) em pacientes com genotipo IFNG(-5) AA implicam 60% da reducédo
de carga viral, sendo considerado um fator de prote¢éo para a evolucéo do estado crénico.

Segundo Bream et al. (2002), o controle da expresséo do gene IFNG é fortemente regulada ao
nivel transcricional e que polimorfismos neste gene pode resultar em alteragfes na expressédo génica
e associacdo com a patogénese de algumas doencas [24]. Assim, o padrdo de expresséo local do IFNG
¢é suficiente para iniciar e manter uma doenca inflamatéria hepética especifica em camundongos, e a
expressdo aberrante desse gene mostrou-se associada a hepatite cronica [25].

A regulacdo da transcricdo do gene IFNG é complexa, e varios fatores de transcricdo tem
mostrado interagir com a regido promotora proximal constitutivamente ou por indug&o. A consequéncia
da expressdo aberrante do IFNG foi analisada em camundongos transgénicos, mostrando que uma
expressdo acentuada de IFNG resultou em reducéo de células B, T e progenitores hematopoiéticos,
enquanto que a interrup¢éo da producéo de IFNG levou a susceptibilidade a patdgenos intracelulares
[26].

Em relag&o aos niveis de carga viral, ALT, AST, GGT e o sexo dos individuos néo foi observada
diferenca estatisticamente significante entre as frequéncia genotipicas e alélicas, corroborando os
estudos de Kimkong et al. (2013) que ao testarem associacdes entre as frequéncias genotipicas e
alélicas dos polimorfismos no IFNA1 (-2529) e IFNA5 (-1823) com a carga viral e enzimas hepéticas
ALT e AST, nado encontraram diferengas significantes entre essas variaveis [27]. No entanto, nos
estudos de Chen et al. (2005), os elevados niveis séricos do HBV-DNA (=10000c6pias/mL) mostraram-
se fortes preditores no desenvolvimento do HCC independente dos niveis de HBeAg, ALT, e da
presenca de cirrose hepética [28].

Os resultados indicam que a presenca da variante polimérfica do gene IFNAL(-2) esta

associada com a cronicidade da infeccédo pelo HBV, e que altos niveis de expressao do gene IFNAR1
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e baixos niveis de IFNA1 contribuem para a patogénese da infeccéo crénica nestes individuos. Desses
pacientes, os que apresentam genatipo polimérfico IFNAL (-2) CT e alelo T apresentam maior protecao
para a cronicidade pelo HBV.

Desta forma, a estratificacao precoce dos grupos baseados na identificacdo destes SNPs e do
padrdo de expressdo das citocinas associados a carga viral poderéo representar um papel importante
como preditores de resultado pré-tratamento, auxiliando na escolha do periodo de inicio da terapia
antiviral, da dosagem de medicamento a ser administrado e prever significativamente a resposta

virolégica sustentada em pacientes infectados pelo HBV.
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Abstract

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) and the variant expression of some interferon genes in
patients with hepatitis B virus (HBV) chronic infection might be related to higher viral load and
complications of the disease. Thereby, 208 Brazilian patients (94 HBV chronic infected patients and 114
HBV immune subjects) were enrolled in a case-control study to investigate the association between
IFNG (-5A>G), IFNA1 (-2C>T), IFNAR1 (-97T>C) genes with their expression levels and HBV viral load.
Genotyping was performed by gPCR according to the High Resolution Melting method. Viral
quantification and gene expression were carried out using gPCR. Chronic infected HBV patients with
IFNAL CT genotype and T allele were more likely to develop protection against HBV when compared to
immune subjects with the wild-type genotype (IFNA1 CT/CC: OR=0.45, p=0.01 and T/C allele: OR=0.54,
p<0.01). In patients with IFNAR1 wild-type TT genotype the expression levels of this receptor explains
in 40% the lower viral load levels (r?=0.40] p=0.04) and a protection against the chronicity. These
findings suggest that the polymorphic variant of IFNAL1(-2) gene is associated with chronic HBV infection,
and high expression levels of IFNAR1 gene and low levels of IFNA1 might contribute to the pathogenesis

of chronic infection in these subjects.

Keywords: Hepatitis B virus; single nucleotide polymorphism; interferon-alpha; interferon-gamma;
interferon-alpha receptor; gene expression.
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1. INTRODUCTION

Hepatitis B virus (HBV) infection is a major global health problem related to significant morbidity
and mortality causing chronic liver disease and chronic infection. Worldwide, two billion people have
been infected with HBV [1], 360 million have chronic infection, and 600,000 die every year due to the
acute or chronic consequences of hepatitis B [2]. In Brazil, the prevalence of seropositivity exposure to
HBYV infection (anti-HBc), in the population aged between 10 and 69 years was 7.4% [3].

The outcomes HBYV infection are heterogeneous [4]. Among the risk factors for acute hepatitis
B and its progression to chronic hepatitis, the imbalances in inflammation reactions [5] and the HBV
genotype [4] play an important role in HBV-induced hepatocarcinogenesis.

The reasons for persistent HBV infection are not fully understood. Although, some studies [6—
8] describe a relationship between HBV chronic infection and host immune factors, especially the
patient’s age at infection and also the presence of Single nucleotide polymorphisms (SNPs).

In addition to the SNPs identification, expression pattern of IFN-y e IFN-a cytokines and the
genetic variations in the subunit 1 of the interferon alpha receptor (IFN-a rl) might contribute to the
determination of clearance or chronicity in the early stages of HBV exposure, but they also persistently
influence pathogenesis over the long-term process of chronic HBV infection [9].

Recent studies, mainly in the Asian population [8,10-12] analyzed the relationship between the
presence of gene polymorphisms and the serum levels of different cytokines related to the persistence
of chronic HBV infection. However, there are disagreements concerning the host susceptibility to
persistent HBV infection when considered the patterns of genotypic diversity.

There is not enough information available regarding IFNG (-5A>G), IFNAL (-2C>T) and IFNAR1
(-97T>C) gene polymorphism in these regions. Thus, when these SNPs are described in other gene
location there is a disagreement related to the presence of significant associations between the
polymorphisms analyzed and the HBV persistent infection.

These SNPs identification and the expression pattern of cytokines associated with the viral load
might be useful in clinical practice to stratify groups of higher or lower risk, and contribute into the
development of a more effective treatment for each patient and provide a better understanding of the
immune response in the chronic hepatitis B infection.

The aim of the present study was to investigate the relationship between genotypic and allelic
frequencies of IFNA1l (-5A>G), IFNG (-2C>T) and IFNAR1 (-97T>C) gene polymorphisms with the
expression levels of these cytokines and the HBV viral load in patients with chronic HBV infection (not

receiving any antiviral treatment).
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2. METHODS
2.1 Subjects

The case-control study included 208 Brazilian adults: 94 patients with HBV chronic infection not
receiving any antiviral treatment (64 men and 30 women) and 114 immune subjects (84 men and 30
women) attending two outpatient referral centers for hepatitis (Clinical Hospital of Federal University of
Pernambuco and Helvio Auto Hospital School of Alagoas State University of Health Sciences) from
October 2010 to August 2013. All patients gave informed consent to participate in the study.

The diagnostic criteria for chronic hepatitis B infection were positivity for hepatitis B surface
antigen (HBsAg>125mU/mL) and presence of anti-Hepatitis B core total antibodies (anti-HBc
total>1.5Unit PEI/mL) or IgG for more than 6 months. In addition, the immune controls had seropositivity
for Hepatitis B surface antibody (anti-HBs>10mU/mL), lack of HBsAg and presence of anti-HBc total.

Patients receiving any antiviral treatment for less than 6 months from the date of inclusion, HIV

and/or HCV co-infected and undergoing immunosuppressive therapy were excluded from the study.

2.2 SNP genotyping

Genomic DNA was isolated from white blood cells using the phenol (pHx8.0)/chloroform-based
method [13]. The genomic DNA quantification measured by nanodrop 2000 (ThermoScientific®) was
around 500ng (100-1000ng). Artificially constructed sequences were used as positive controls for wild-
type and polymorphic alleles with 75bp amplicons related to each genotypes (table 1). Heterozygous
genotypes were obtained by an equimolar mixture of the two alleles of the sequences.

To identify the IFNG (A>G, rs202055606), IFNA1 (C>T, rs181407537) and IFNAR1 (T>C,
rs2850015) polymorphisms by real-time quantitative PCR (qPCR) and High Resolution Melting (HRM)
method, the reaction of HRM-PCR contained 2L of fluorophore master mix Eva Green 1x with BSA
(Solis BioDyne®), 0.7 pmol/uL of each primer (forward and reverse) at 10 pmol/uL and 2uL of genomic
DNA isolated. The conditions of the reaction were: denaturalization at 94°C for 15 seconds, followed by
45 cycles at 95°C for 15 seconds, annealing at 60°C for 15 seconds, and a final extension step at 72°C
for 60 seconds.

The melting conditions were 50 to 90 degrees of gradual warming, rising 0.7 degrees in every
7 seconds for the formation of the dissociation curve, and waiting of 90s for the pre-melt conditions. The
melting temperatures were between 88.4°C and 89.4°C for IFNA1 genotypes, 88.4-89.7°C for IFNG and
75.9-76.9°C for IFNAR1. The percentage of confidence level accepted for genotyping accuracy was

above 99%.
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2.3 HBV-DNA detection and quantification

The HBV-DNA was isolated from 400uL of plasma using the phenol (pH8.0)/chloroform-based
method [13] and eluted in 100uL of rehydration solution (buffer TE 1x), obtaining a quantification
measured by nanodrop 2000 of 1 to 1500ng.

The PCR reaction contained 2uL of HBV-DNA isolated, 2 uL of master mix Eva Green 1x without
BSA (Solis BioDyne®) and 0.7uL of each primer at 10pmol/uL (table 1). PCR conditions were:
denaturalization at 94°C for 15minutes, followed by 45 cycles at 95°C for 15 seconds, annealing at 60°C
for 15 seconds, and final extension step at 72°C for 60 seconds.

The melting conditions were 50 to 90 degrees of gradual warming, rising 0.7 degrees in every
7 seconds for the formation of the dissociation curve, and waiting of 90s for the pre-melt conditions. The
melting temperature was between 80.1°C and 80.6°C. A standard curve (R?=0.99 | slope=-3.31 |
efficiency = 1.00) consisting in 5 serial dilutions referring to international standard (NIBSC) code 97/746
was obtained in IU/mL and converted in logio .

HBV-DNA quantification results were stratified according to viral load levels: low viral load, if
below 2,000 IU/mL or 3.3 logio and high viral load, if greater than or equal to 3.3 logio or 2,000 1U/mL.
The cutoff value for viral load levels was according to the EASL Clinical Practice Guidelines for chronic

hepatitis B infection [14] as one of the criteria for the initiation of antiviral therapy.

2.4 Absolute gene expression of cytokines

The polymorphonuclear cells (PBMC) were harvested by Ficoll-PaqgueTM Plus (GE
Healthcare®) separation and stored in a guanidine isothiocyanate solution (4M) at -80°C. The mRNA
was extracted from the PBMC solution using the acid phenol (pH%5.0)/chloroform-based method [13],
and stored in a 0.1% (v/v) DEPC aqueous solution at -80°C. The cDNA was synthesized using ImProm-
II™ Reverse Transcription System (Promega®) and random primers.

The expression levels of these cytokine genes were evaluated using RT-PCR containing 5uL of
master mix Sybr Green-l, 0.7uL of each primer (table 1) at 10pmol/uL and 2uL of cDNA synthesized,
with gPCR cycles at 94°C/ for 15 minutes, 45 cycles at 95°C for 15 seconds, 60°C for 20 seconds,
followed by a final extension of 25 seconds at 72°C. The melting conditions were the same as for SNP
genotyping and viral load, with the melting temperatures at 62°C for IFNA1 gene expression, 68°C for
IFNG and 66°C for IFNARL1.

The absolute expression (AE) was quantified using as constitutive genes (housekeepings), the
GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) and the B-actin (table 1), in which: AE = [reporter
gene] / [GAPDH x B-actin].

The gene expression levels were analyzed only for the HBV chronic infected group and they were
stratified in low expression levels (values below the median level of expression) and high expression
levels (values equal or above the median level of expression) corresponding to each gene analyzed.

The specificity of the expression primers was confirmed by the melting curve related to each gene.
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Table 1 — Polymorphism position, NCBI number, PCR primer sequences, annealing temperature and product size in IFNG(-5), IFNAL1(-2), IFNAR(-97) genes,
GAPDH and 8 actin housekeeping genes and in HBV.

Annealing

SNP position Polimorphism NCBI number PCR Primer sequences (Forward / Reverse) pb*
temperature

IFNG (-5) (F): 5-AACTACTGATTTCAACTTCTTTG-3’

(rs181407537) A=G (R): 5-TGAAAAGCCAAGATATAACTTGT-3

Positive control Allele G 5-AAC TAC TGA TTT CAA CTT CTT TGG CTT AAT TCT CTC GGA AAC GAT

IFNG (-5) NMO000619.2 GAA ATA TAC AAG TTA TAT CTT GGC TTT TCA-3’ 68°C 75

Positive control 5-AAC TAC TGA TTT CAA CTT CTT TGG CTT AAT TCT CTC GAA AAC GAT

IFNG (-5) Allele A GAA ATA TAC AAG TTA TAT CTT GGC TTT TCA-3’

IFNAL (-2) CLT (F): 5-CCCATCTCAGCAAGCCCAGAA-3’

(rs202055606) (R): 5-CACCAGGACCATCAGTAAAGCA-3’

Positive control Allele T BC112302.1 5-CCC ATC TCA GCA AGC CCA GAA GTA TCT GCA ATA TCT AIG ATG

IFNAL (-2) ' GCC TCG CCC TTT GCT TTACTG ATG GTC CTG GTG-3 62°C 75

Positive control 5-CCC ATC TCA GCA AGC CCA GAA GTA TCT GCA ATA TCT ACG ATG

IFNAL (-2) Allele C GCC TCG CCC TTT GCT TTA CTG ATG GTC CTG GTG-3’

IFNAR1 (-97) T.C (F): 5-GTAGAGGGGCGGTGAGAGCTA-3’

(rs2850015) (R): 5-CGCCATCGCCCCGTCCTAAG-3

Positive control Allele T 5-GTA GAG GGG CGG TGA GAG CTA AGA GGG GCA GCG CGT GTIG CAG

IFNAR1 (-97) NMO000629.2 AGG GGC GGT GTG ACT TAG GAC GGG GCG ATG GCG-3’ 66°C 75

Positive control 5-GTA GAG GGG CGG TGA GAG CTA AGA GGG GCA GCG CGT GCG CAG

IFNARL1 (-97) Allele C AGG GGC GGT GTG ACT TAG GAC GGG GCG ATG GCG-3’
(F): 5-CCAAAATCAAGTGGGGCGATG-3’

H H . ] ) (o]

GAPDH Constitutive gene  y\\veooaeso 1 (R): 5- AAAGGTGGAGGAGTGGGTGTCG-3 50°C 200
(F): 5- ATTAAGGAGAAGCTGTGCTACG-3'

B-actina Constitutive gene  XM005249820.1 (R): 5- TCATTGCCAATGGTGATGACCT-3 50°C 125
(F): 5-GGACCCCTGCTCGTGTTACA-3’

HBV Viral load JQ000009.1 (R): 5-GAGAGAAGTCCACCACGAGTCTAGA-3’ 60°C 90
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2.5 Statistical analysis

The frequencies of the alleles and genotypes among the groups were tested by the Hardy-
Weinberg equilibrium (HWE) between the observed and expected genotype values according to the
HWE.

The qui-square (x?) test was performed to identify the association between age, sex, viral load,
and gene expression, allelic and genotypic frequencies. Odds ratios (OR) with 95% confidence intervals
were calculated. Mann Whitney and Kruskal Wallis Nonparametric tests were performed to compare the
genotype frequencies with the gene expression levels and the viral load.

Non-linear association between the variables (gene expression and viral load) and the degree
of association (significant p value) were verified using the coefficient of determination (r?) based on
Spearman’s rank correlation coefficient (p).

P-values<0.05 were considered to indicate statistical significance throughout the study using
BioEstat 5.0 e GraphPad Prism 5.0 softwares.

3 RESULTS

3.1 Characterization of patient population and laboratory parameters

The clinical and laboratory characteristics of the case-control population were compared. There
was no significant difference (p>0.05) between HBV infection in terms of sex between cases and
controls (M/F = 64:30 and 84:30, respectively). However, a difference was observed between the age
of the HBV infected patients and the control group (p=0.01), with the largest number of cases aged
between 40 and 60 years, while most of the controls were in the age group of 19-39 years. The mean
age was 44.54 (+ 13.52 years-old) for patients with HBV infection was 37.74 (+ 11.40) years-old for
controls.

Eleven (29.72%) chronic HBV infected patients with low viral load showed positive anti-HBe.
Regarding to the high viral load group, 15 (26.31%) were HBeAg-negative patients, indicating the
absence of replication, or possible basal core promoter or precore mutations of HBV.

Table 2 summarizes the data regarding the laboratory characteristics of patients with HBV
chronic infection according to viral load levels. In patients with HBV chronic infection, the mean viral
load was 3.2 logio and for IFNA1, lower expression levels were observed (median=2.56x10-1ng/uL)
when compared to IFNG (median=4,54x10°ng/pL) and IFNAR1 genes (median=6.92x10°ng/uL). There
was no significant difference (p>0.05) according to viral load between ALT, AST, yGT enzymes,

expression levels of cytokines, white blood count, total and indirect bilirubin (table 2).
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Table 2 — Laboratory characteristics of the 94 chronic HBV infected patients according to viral load
levels.

Low viral load (<3.3l0g10) High viral load (23.3log10)

n=37 n=57 p*
Laboratory characteristics (Male/Female: 26/11) (Male/Female: 38/19)
. Maximum/minimum . Maximum/minimum
Median . Median .
interval interval

White blood count (x109%/L) 4,600 [3,400-8,800] 6,600 [2,600-12,130] 0.0522
Serum quantification

ALT (IU/L) 25 [13-102] 25 [9.9-70.0] 0.1773

AST (IU/L) 24 [12-104] 24 [10.9-81.3] 0.3256

yGT (IU/L) 33 [13-171] 25 [10-426] 0.1911

Total bilirrubin (mg/dL) 0.60 [0.20-1.50] 0.52 [0.20-2.20] 0.4106

Indirect bilirrubin (mg/dL)  0.30 [0.1-1.0] 0.30 [0.10-1.70] 0.7622
Gene expression

IFNG (ng/uL) 13.0 [9.6x1010-6.9x108] 3.0 [1.5x108-1.2x107] 0.8400

IFNAL (ng/uL) 6.7x107 [2.8x1012-5.4] 1.7x107 [1.7x1010-11.4] 0.8730

IFNAR1 (ng/uL) 11.7 [0-1.1x101%] 168.0 [3.5x108-1.2x107] 0.1784

*p value for Mann-Whitney test.

The PCR products were visualized by electrophoresis in agarose gel and stained with Blue
Green. Each product size corresponds to the expression of an interferon and constitutive genes, as
shown in figure 1.

Figure 1 — PCR products in agarose gel (2%) referring to IFNG (75pb, with primer-dimer), IFNAR1
(75pb), IFNA1 (75pb with primer-dimer), B-actin (x125pb), GAPDH (+200pb) gene expression. Ladder
(L, 100pb).

L IFNG L IFNAR1 L IFNA1 L PB-actina GAPDH

The frequencies fit and the criteria as set out by Manly in 2005 [15]. The distribution of observed
genotypes was not significantly different from expected distribution according to HWE for the three
genes analyzed (p> 0.05). This indicates that these populations had a relatively stable genetic

background and were suitable for genetic statistical analysis.
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3.2 Genotype and allele distribution of IFNAL (-5A>G), IFNG (-2C>T) and IFNAR1 (-97T>C in
HBV chronic infected patients and immune controls

The IFNA1(-2) CT heterozygous genotype showed association with protection against HBV
chronicity when compared to subjects with wild-type IFNA1(-2) CC genotype (OR=0.45, 95%CI|=0.25-
0.81). Regarding to allele frequencies, IFNAL1(-2) T polymorphism was associated as well with an
increased protection against HBV chronicity (OR=0.54, 95%CI|=0.35-0.82) when compared with IFNAL(-
2) C allele (p=0.0054). However, IFNAL1(-2) CC/TT polymorphisms did not differ significantly between
the groups (table 3).

The IFNARL(-97) and the IFNG(-5) gene polymorphism did not reach statistical significance

neither in genotype nor in allele distribution between any of the groups analyzed (table 3).

Table 3 - Genotypic and allelic frequency of IFNA1 (-5 A>G), IFNG (-2 C>T) and IFNAR1 (-97 T>C) in
HBV chronic infected patients and immune controls.

) HBYV chronic Immune individuals
Genotypic and infection (Cases) (Controls)
allelic frequencies n=94 n=110 OR 95% Cl p*
of polymorphisms n (%) n (%)
IFNG
AA 42 (44.7) 56 (49.1) 1 -
AG 40 (42.5) 48 (42.1) 1.11  0.62-1.98 0.8350
GG 12 (12.8) 10 (8.8) 1.60 0.63-4.05 0.5995
A 124 (66.0) 160 (70.2) 1 -
G 64 (34.0) 68 (29.8) 1.21 0.80-1.84 0.4156
IFNA1
CcC 53 (56.4) 41 (36.0) 1 -
CT 35 (37.2) 60 (52.6) 0.45 0.25-0.81 0.0109
TT 6 (6.4) 13 (11.4) 0.36 0.13-1.02 0.0850
C 142 (75.5) 142 (62.3) 1 -
T 46 (24.5) 86 (37.7) 0.54 0.35-0.82 0.0054
IFNAR1
TT 44 (46.8) 53 (46.5) 1 -
TC 45 (47.9) 43 (37.7) 126 0.71-2.25 0.5236
CcC 5 (5.3) 18 (15.8) 0.34 0.12-0.97 0.0663
T 133 (70.7) 149 (65.4) 1 -
C 55 (29.3) 79 (34.6) 0.78 0.52-1.18 0.2863

3.3 Genotype and allele distribution according to viral load levels and gene expression of
cytokines

Comparing the expression levels of the three genes analyzed. It was observed that patients with
IFNAR1(-97) TC genotype showed higher expression levels (mean=1.38x10°ng/uL, p=0.0166). The
IFNAL(-2) CC genotype showed higher expression levels (mean=3.84x10-1ng/uL) when compared with
IFNA1(-2) CT and TT genotypes, although they did not differ significantly (p=0.7488). Also, the IFNG(-

5) polymorphisms did not reach statistical significance (figure 2).
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Figure 2 — IFNAL (-2 C>T), IFNAR1 (-97 T>C) and IFNG (-5 A>G) gene expression according to the
genotypes of chronic HBV infected patients.
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Table 4 shows the comparison between genotype and allele frequencies with viral load levels.
The IFNG(-5) polymorphism’s G allele showed higher frequency (p=0.03) with high viral load
quantification, independent of the IFNG expression levels in these subjects. However, IFNG(-5) AA/GG
genotypes and A alleles did not differ significantly between any of the groups analyzed (table 4).

The polymorphic C allele of the IFNAL(-2) gene showed higher frequency (p=0.04) with high
viral load and low levels of IFNA1 expression. However, no statistically significant association with the
IFNAL(-2) T allele was observed (table 4).

A genotypic and allelic association was observed between high viral load and IFNAR1(-97) low
levels of gene expression in TT genotype subjects (p = 0.02) and wild-type T allele (p=0.01). The

IFNAR1(-97) TC/CC genotypes and the C allele of the IFNAR1 did not reach statistical significance
(table 4).
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Table 4 — Genotype and allele distribution of IFNAL (-5A>G), IFNG (-2C>T) and IFNARL1 (-97T>C)
according to viral load and gene expression of the 94 HBV chronic infected patients.

Genotypic and Viral Ioadnlzeg/drels (log10) Gene expressr:ggdrlevels (ng/uL)
allelic frequencies > ~ p***
of polymorphisms :z)nig)?%m :(an:i??%m Low* (n=47)  High** (n=47)
IFNG
AA 17 (45.95) 25 (43.86) 20 (42.55) 22 (46.81) 0.66
AG 16 (43.24) 24 (42.11) 22 (46.81) 18 (38.29) 0.26
GG 4 (10.81) 8 (14.03) 5 (10.64) 7 (14.90) 0.50
A 50 (67.57) 74 (64.91) 62 (65.96) 62 (65.96) 0.16
G 24 (32.43) 40 (35.09) 32 (34.04) 32 (34.04) 0.03
IFNA1
ccC 19 (51.35) 34 (64.82) 29 (61.70) 25 (53.19) 0.09
CcT 17 (45.95) 18 (31.48) 15 (31.92) 19 (40.43) 0.89
TT 1(2.70) 5 (3.70) 3 (6.38) 3(6.38) 0.54
C 55 (74.32) 86 (80.56) 73 (77.66) 69 (73.40) 0.04
T 19 (25.68) 28 (19.44) 21 (22.34) 25(25.60) 0.49
IFNAR1
TT 16 (43.24) 28 (59.58) 28 (59.57) 16 (34.04)  0.02
TC 18 (48.65) 27 (57.45) 16 (36.17) 29 (59.58) 0.83
ccC 3(8.11) 2 (4.26) 2 (4.26) 3(6.38) 0.53
T 50 (67.57) 85 (7.28) 72 (77.66) 61 (63.83) 0.01
C 24 (32.43) 31 (26.72) 22 (22.34) 33(36.17) 0.70

*Low expression levels: Values below the median expression levels. The IFNG median corresponds to
3.70ng/uL. IFNA1 equals 4.83x10'ng/uL and IFNAR1 corresponds to 5.02x10'ng/uL.

**High expression levels: greater than the median of all samples according to the expression levels.
***n value for qui-square regarding to viral load levels and gene expression according to genotypes and
alleles.

Figure 3 shows the IFNARL1 expression levels regarding to the IFNAR1(-97) and IFNAL(-2)
genotypes combination. It was observed that subjects with IFNA1 (A/G) and IFNARL1 (T/C) heterozygote
genotype have higher levels of IFNAR1 transcript expression when compared with individuals with a
polymorphic allele in one of the genes (IFNAL1 CT and IFNAR1 TT, n=13 vs. IFNA1 CT and IFNAR1 TC,
n=18, *p=0.0124 | IFNAL1 CT and IFNAR1 TC, n=18 vs. IFNAL1 TT and IFNAR1 TC, n=13, *p=0.0124).
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Figure 3 - IFNAR1 gene expression according to IFNAL1 (CC, CT and TT) and IFNARL1 (TT, TC and CC)
genotype combination in patients with HBV chronic infection.
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3.4 Gene expression and viral load correlation

Table 5 shows only the strong and substantial correlations and obtained p values above 0.60.
Among the combinations, it was observed that IFNA1(-2) CT and IFNG(-5) AA; IFNA1(-2) CT and IFNG(-
5) AG patients showed significant correlation. However, they did not reach statistical significance.

Regarding to IFNA1 polymorphism, it was observed that subjects with IFNA1(-2) CC and wild-
type IFNG(-5) AA genotype presented a Spearman’s rank correlation coefficient of -0.60, indicating the
existence of a negative correlation among the expression of the genotypes analyzed (p=0.043). Thus,
an IFNA1 increased expression in IFNAL(-2) CC genotype subjects explains 36% of the IFNG gene
decrease expression in subjects with IFNG(-5) wild-type AA genotype (table 5).

Subjects with IFNAR1(-97) TC and IFNG(-5) AG heterozygous genotypes showed
a statistically significant (p=0.025) positive correlation (p=0.62). Thus, IFNARL1 increased expression in
subjects with TC heterozygote genotype is assigned in 38% to lower IFNG expression levels in subjects
with IFNG(-5) GA genotype. Likewise, high viral load levels in patients with wild-type IFNAR1(-97) TT
genotype may also to be attached in 40% (p =0.63) to low expression levels of this gene (p=0.040).

Regarding to the IFNG gene, the low expression levels of this gene in wild-type IFNG(-5) AA
genotype patients explain in 60% (p=0.77) the viral load elevation detected in these patients (p=0.005).
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Table 5 — Spearman’s rank correlation between the gene expression levels and viral load levels in
patients with HBV chronic infection

Spearman’s rank Determination .
n correlation coefficient (p)  Coefficient (r?) P
IFNAL CC and IFNG AA 12 -0.60 0.36 0.043
IFNAL CT and IFNG AA 7 0.75 0.56 0.066
IFNAL CT and IFNG AG 4 -0.80 0.64 0.333
IFNAR1 TT and viral load 11 -0.63 0.40 0.040
IFNAR1 TC and IFNG AG 13 0.62 0.38 0.025
IFNG AA and viral load 12 -0.77 0.60 0.005

*p value for Spearman’s rank correlation test.

4. DISCUSSION

The outcome of HBV infection and the severity of HBV-induced liver disease vary widely
between patients. In approximately 95% of the adults infected with HBV, is observed an acute infection
that is rapidly resolved without long-term consequences, whereas 5% fail to control viral infection,
leading to chronicity [7]. The majority of HBV chronic infected patients are at great risk of developing
complications such as cirrhosis, liver failure and hepatocellular carcinoma [16].

Host and viral risk factors for HCC include family history of HCC, male gender, HBV-DNA levels
above 2,000 IU/mL in patients above 40 years of age older age, presence of cirrhosis and HBV core
promoter mutation [17].

Some cytokines play a crucial role in regulating the HBV immune and inflammatory responses
in the early stages of exposure to HBV, and still influence the pathogenesis of chronic infection in long-
term [12]. Therefore, the SNP investigation in the regulatory regions and expression of the cytokine
related genes are important as genetic predictors of the disease susceptibility or clinical outcome.

Polymorphic variants in these genes influence the cytokines serum levels and the clinical
outcomes of chronic hepatitis B [6]. The outcome can be influenced by many factors such as host
immune status, especially age at infection and the patient’'s immune response.

Different prevalence of HBV chronic infected subjects in other regions and countries lead to the
hypothesis that there are genetic factors that may lead to the susceptibility of chronic disease [6]. No
studies relating the SNPs in the interferon genes in the proposed regions with gene expression and viral
load were identified.

The results suggest that polymorphisms in the interferon analyzed genes, associated with
expression levels and viral load may be important in the risk of chronic HBV infection development. The
subjects were mainly inactive HBV carriers (n=24 | 25.5%). However, patients with anti-HBe and high
viral load >3.3logio (n=15 | 26.31%) were identified indicating possible basal core promoter or precore
mutations of HBV [18].

The present study showed that IFNAL1(-2) CT genotype patients had association with protection
against HBV chronicity when compared to subjects with wild-type IFNA1(-2) CC genotype (OR=0.45 |
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p=0.01), which may lead to a major protection against HBV infection. Thus, the presence of the IFNAL(-
2) T allele can be also considered a protection factor for these individuals contributing in 1.85 times to
the protection (OR=0.54; p<0.01).

When stratified by viral load and expression levels, it is confirmed the chronicity risk in IFNAL(-
2) C polymorphic allele subjects. Wild-type IFNA1(-2) CC was associated with an increased risk for
developing chronic hepatitis B infection, since in these patients the IFNAL1(-2) expression levels (median
2.4x+1.70x107ng/uL) explain 36% (p=0 6 | p=0.04) of the IFNG(-5) gene expression decreasing (median
21.35+2.1 x10%ng/uL) in wild-type IFNG(-5) AA genotype subjects.

Uno et al. in 2005 showed an individual variation in the IFN-a production levels, showing that
the IFN-a production capacity is determined by both the genetic background and by the physical
condition, such as the presence/absence of infection, metabolic disorder and cancer. These differences
in expression could be based on polymorphic changes in promoter regions of the IFNA gene, influencing
the course of viral infection [19].

According to Wu et al. in 2013, the intrahepatic expression levels of IFN-a were higher in the
HBYV infected patients than the normal group and the intrahepatic IFN-a expression was also significantly
higher in the cases with severe and chronic hepatitis groups. Thus, the intrahepatic IFN-a expression
might correlate with liver inflammation after HBV infection, and confirming that high levels of IFN-a may
play an important role in the occurrence of severe hepatitis B [20].

The IFNAR1(-97) gene polymorphism did not reach statistical significance neither in genotype
nor in allele distribution between any of the groups analyzed. Although, when stratified according to the
gene expression and viral load median levels, it was observed that high levels of viral load and low
levels of gene expression in wild-type IFNARL1(-97) TT genotype (p = 0.02) and T allele (p = 0.01).

Therefore, in HBV chronic infected patients with wild-type IFNAR1(-97) TT genotype, this gene
expression levels (mean 8.24+3.0x10°ng/pL) explain 40% of the lower viral load (p=0.63 | p=0.04) and
a possible protection for the chronic infection development regarding the expression levels and the
IFNAR1(-97) CC polymorphic genotype (OR=0.34).

Regarding to IFNAR1(-97) TC and IFNG(-5) AG polymorphic genotypes patients, a positive
significant correlation was observed (p=0.62 | p=0.03). Thus, the IFNAR1 and IFNG higher expression
levels simultaneously, suggests that IFNAR1(-97) gene high expression levels (median 409 * 4.5
x101%ng/uL) contribute to the chronicity. Similarly, the increased IFNAR1 TC heterozygote genotype
expression is assigned in 62% to the IFNG(-5) low expression levels in GA genotype subjects. Which
according to Li et al. in 2014, the expression of IFN-y as well as TNF-a was remarkable down regulated
in natural killer (NK) cells from patients with chronic hepatitis B in the immune activated stage as
compared to patients in the immune tolerant stage and healthy individuals [21].

However, no studies correlating the IFNAR1(-97) polymorphism at position 97 in the promoter
region and the HBV infection susceptibility were found. Nevertheless, when the same region was
analyzed according to the progression and susceptibility to HIV-l in a cohort France [22] and the
response to IFN-a in chronic myeloid leukemia cases [23] no significant differences were identified. The
present study though confirms the allelic distribution identified by Diop et al. in 2006, in both case and

control groups.
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Regarding the IFNG(-5) gene polymorphism, the G polymorphic allele showed a higher
frequency (p=0.03) among the patients with high viral load levels, regardless of the IFNG(-5) expression
levels in these subjects. It was also found that the IFNG(-5) expression levels (median
3.741.7x108ng/uL) in IFNG(-5) AA genotype patients is considered a protection for chronic HBV, since
they result in a 60% viral load reduction.

According to Bream et al. in 2002, the regulation of IFNG expression is stringently controlled at
the transcriptional level and polymorphisms in this gene have been shown to modify expression of this
genes and the association of SNPs with disease pathogenesis [24]. Thereby, the IFNG expression
pattern is sufficient to induce chronic inflammatory disease and this mouse is a transgenic model of
chronic active hepatitis [25].

The regulation of IFNG gene is complex and several transcription factors have been shown to
interact with the proximal promoter region constitutively or by induction. The consequence of aberrant
IFNG expression was analyzed in transgenic mice, showed a pronounced reduction in B-lineage cells
in the bone marrow, T cells and myeloid progenitors in the bone marrow, whereas the interruption of
IFNG production leads to susceptibility to intracellular pathogens [26].

The interferon’s gene polymorphisms analyzed in this study had no significant association with
viral load, ALT, AST, GGT levels, which agree with the studies of Kimkong et al. in 2013. In this research
they did not find any significant association between IFNA1l (-2529) and IFNA5 (-1823) gene
polymorphisms with the level of HBV-DNA, AST and ALT liver enzymes [27]. However, in the studies of
Chen et al. in 2005 a high HBV-DNA quantification (=105copies/mL) proved to be a strong predictor in
the development of HCC regardless of the HBeAg, ALT levels, and the presence of liver cirrhosis [28].

Therefore, these findings suggest that the presence of a polymorphic variant of IFNAL (-2) gene
is associated with chronic HBV infection, and high expression levels of IFNAR1 gene and low levels of
IFNAL contribute to the pathogenesis of chronic infection in these subjects. However, in these patients,
those with the IFNA1 (-2) CT polymorphic genotype and T allele were likely to show increased protection
against HBV chronicity.

Thus, early group stratification according to the HBV chronicity risk based on SNPs
identification, cytokine expression pattern and viral load can play a role as pretreatment predictors to
select the best time of treatment initiation, the dosage of medication to be administered and to predict

sustained virologic response in patients with chronic hepatitis B infection.
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APENDICE C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(Resolucéo 196/96-CNS)

Pesquisa: Andlise de polimorfismos de Unico nucleotideo (SNP) em genes de citocinas envolvidas na
resposta imunolégica desencadeada pelo virus da hepatite B.

Pesquisadora: Dayse Maria Vasconcelos de Deus, Joelma Carvalho Santos.

Orientadora: Prof.2 Dr2 Maria Rosangela Cunha Duarte Coélho (UFPE)

Vocé esta sendo convidado a participar voluntariamente desta pesquisa cujo objetivo é estudar
algumas alteracBes genéticas que podem alterar a carga viral e alanina aminotransferase (ALT) em
pacientes com da hepatite B.

Seré necessaria a coleta de 10mL de sangue de uma veia para realizar os exames genéticos. Os
materiais que serao utilizados na coleta de sangue sao estéreis e descartaveis, o que reduzira o risco
de contaminacgéo. Além disso, os profissionais que realizardo a coleta sdo experientes e tomardo os
cuidados necessarios para diminuir o risco de que o local onde a veia for mexida fique arroxeado e/ou
dolorido. Informo esta pesquisa busca investigar alteragdes genéticas do paciente com hepatite B que
podem influenciar o agravamento da doenca.

A coleta sanguinea no braco podera acarretar uma leve dor e pequenos hematomas, contudo, n&o
comprometerd a sua saude. O questiondrio poderd constrangimento, porém sera realizado em
ambiente restrito.

Os pacientes analisados na pesquisa contribuirdo para uma analise que visa associar um perfil
genotipico — carga viral. Em outras pesquisas futuras, essa associacao facilitarq a estratificagdo de
pacientes bons respondedores e maus respondedores do tratamento com antivirais, podendo nesses
casos, direcionar os manejos terapéuticos e o combate do virus da hepatite B. Como beneficio direto o
seu médico receberéd informagdes quanto a quantificacdo da carga viral analisada em seu sangue. O
material coletado sera processado e armazenado no laboratério de virologia do LIKA/UFPE, por um
periodo minimo de cinco anos, sob a responsabilidade da professora Maria Rosangela Cunha Duarte
Coélho da UFPE.

Assinatura do pesquisador

Eu , RG

CPF entendi que as informacges fornecidas serdo

confidenciais, ou seja, na apresentacdo dos resultados da pesquisa ndo serdo publicados dados que

possam me identificar como participante da mesma. Sei que tenho a liberdade de me recusar a

continuar participando em qualquer fase da pesquisa, sem penaliza¢do ou prejuizo da continuidade do

meu tratamento. Entendo também que poderei buscar qualquer esclarecimento sobre a pesquisa por
meio do pesquisador responsavel e do comité de ética nos enderecos abaixo.

Assinatura do paciente

Assinatura da testemunha 1 Assinatura da testemunha 2

Recife, de de 201 .

Programa de Pés-graduacéo em Medicina Tropical

Avenida Professor Moraes Rego, s/n — Bloco “A” Térreo do Hospital das Clinicas da UFPE. Cidade
Universitaria 50670-420, Recife — PE. Responsavel: Dayse Maria Vasconcelos de Deus, Joelma
Carvalho Santos (81) 2126-8527 (dayvasconcelos@hotmail.com)

Comité de Etica em Pesquisa — UFPE
Auv. Prof. Moraes Rego s/n, Cidade Universitaria, Recife-PE CEP: 50670-901 Tel.: (81) 2126-8588
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ANEXO A — Aprovacédo do Comité de Etica em Pesquisa da UFPE

PROJETO DE PESQUISA

Titulo:  ANALISE DE POLIMORFISMOS DE UNICO NUCLEOTIDEO (SNP) EM
GENES DE CITOCINAS ENVOLVIDAS NA RESPOSTA IMUNOLOGICA
DESENCADEADA PELO VIRUS DA HEPATITE B

Area Tematica: Area 9. A critério do CEP.
Versao: 3

CAAE:  04034312.1.0000.5208

Pesquisador: Dayse Maria Vasconcelos de Deus

Institui¢ao: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
NUmero do Parecer: 96.288

Data da Relatoria: 18/09/2012

Apresentacéo do Projeto:

No Brasil, estima-se que 15% da populacao tenham estado em contacto com o HBV e 1% das pessoas € portadora
de fase cronica, ou seja, a persisténcia da infeccdo por mais de 6 meses. Varios estudos indicam determinadas
interleucinas sendo essenciais respostas imunes contra o HBV. Diversos trabalhos associam polimorfismos de
unico nucleotideo a reducéo ou aumento da expresséo e consequentemente ao desempenho das interleucinas
nas infecgdes virais. Este estudo tem como objetivo: Investigar a associacao entre as frequéncias genotipicas e
alélicas dos polimorfismos dos genes das interleucinas 1 (-511), 2 (-330), 4 (-589), 6 (-572), 12 (rs 568408), 17
(rs73439726), 18 (-148), interferon a (rs624704), receptor do interferon a (rs 2257167), interferon y (+874) e i}
defensina 1 (-44) em pacientes com hepatite B aguda ou crénica (ndo submetidos ao tratamento com antivirais)
com a carga viral do virus da hepatite B e aos niveis de alanina aminotransferase (ALT). Serdo analisados
pacientes com diagndstico de hepatite B aguda ou crénica, atendidos no ambulatério de hepatologia do Hospital
das Clinicas da UFPE, estimando o tamanho amostral em100 pacientes por ano. As amostras controles serao os
pacientes que apresentarem menor quantificacdo viral (abaixo do cut off). A quantificac&o viral sera considerada
de acordo com o cut off de 30.000 cépias de DNA/mL referente a hepatite aguda, no qual valores acima de 30.000
e abaixo de 100.000 copias de DNA/mL serdo considerados niveis altos de carga viral para a hepatite aguda.
Valores acima do cut off de 100.000 cdpias de DNA/mL serdo considerados niveis altos de carga viral e abaixo de
100.000 copias de DNA/mL niveis baixos de carga viral para a hepatite cronica. Os niveis de ALT serao
considerados altos quando ultrapassarem 1,5 vezes do limite superior (55Ul). O paciente sera submetido a um
questionario, qualificando seu comportamento de risco. Os valores de ALT serdo adquiridos através de prontuarios
dos pacientes com HBV, referentes a data da coleta. As amostras serdo processadas para a extracao (baseado
na adicdo de fenol equilibrado, pH + 8.0 e cloroférmio) do DNA gendmico e armazenadas (-20°C) no setor de
virologia do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA/UFPE). A metodologia para a amplificacdo e
identificacdo HBV sera através da PCR em tempo real quantitativo (qPCR), utilizando o quantificador de acidos
nucleicos nanodrop (2000), o fluoréforo Sybr Green | como marcador de DNA e o termociclador Rotor Gene
Qiagen®. A identificagdo dos polimorfismos SNP sera através da PCR em tempo real, utilizando a técnica da alta
resolucdo de melting (High Resolution Melting-HRM) a qual utilizard o fluoréfuro Eva Green. Para as andlises
estatisticas serdo utilizados os testes qui-quadrado, Fisher, Mann Whitney e Kruskal Wallis, Odds Ratio de acordo
com o tamanho das amostras assim como a analise de regressédo logistica multipla, destinada a verificagao do
polimorfismo com maior associagéo relacionado a carga viral.
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Objetivo da Pesquisa:

UFPE Objetivo

Geral: Investigar a associacdo entre as frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos dos genes das
interleucinas 1 (rs 16944), 2 (rs 2069762), 4 (rs 2243250), 6 (rs 1800796), 12 (rs 3212227), 17 (rs 73439726), 18
(rs187238), interferon a (rs 624704), receptor do interferon a (rs 2257167), interferon y (rs2430561) e & defensina 1
(rs 1800972) em pacientes com hepatite B aguda ou crbnica (n&o submetidos ao tratamento com antivirais) com a
carga viral do virus da hepatite B, com a expressédo dos genes do interferon ¢, receptor do interferon ¢, interferon ¢,
e aos niveis de alanina aminotransferase (ALT).Quantificar a carga viral do HBV em pacientes com hepatite B aguda
e/ou cronica;

Objetivos Especificos: Identificar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos dos genes das
interleucinas 1, 2, 4, 6, 12, 17, 18, interferon a, receptor do interferon a, interferon y e 3 defensina 1;

Verificar a possivel associacdo da carga viral com os niveis de ALT entre os gendtipos dos polimorfismos dos genes
das interleucinas 1, 2, 4, 6, 12, 17, 18, interferon a, receptor do interferon a, interferon y e 3 defensina 1; Estimar o
risco conferido entre os gendtipos e os alelos dos polimorfismos dos genes das interleucinas 1, 2, 4, 6, 12, 17, 18,
interferon a, receptor do interferon a, interferon y e 3 defensina 1 ao relacionar com a maior e menor carga viral do
virus da hepatite B;

Determinar quais 0os genotipos, alelos dos polimorfismos dos genes das interleucinas 1, 2, 4, 6, 12, 17, 18, interferon
a, receptor do interferon a, interferon y e 3 defensina 1, faixa etaria e género sexual que estdo mais associados a
maior carga viral e elevados niveis de ALT;

Verificar se existe associacao entre os polimorfismos dos genes interferon a, receptor do interferon a, interferon vy
com 0s niveis de carga viral e expressao desses genes;

Determinar o risco entre os genétipos e os alelos dos polimorfismos dos genes interferon a, receptor do interferon
a, interferon y com a expressao génica relacionando com a maior carga viral de HBV;

Realizar andlises comparativas em relacéo ao polimorfismo dos genes das interleucinas 1, 2, 4, 6, 12, 17, 18,
interferon a, receptor do interferon a, interferon y e R defensina 1 e a carga viral com a presenca de habitos de
etilismo e auséncia desse habito;

Realizar andlises comparativas em relagao a carga viral e expresséao dos genes interferon a, receptor do interferon
a e interferon y com a presenca de habitos de etilismos e auséncia desse habito.

Avaliagcdo dos Riscos e Beneficios:

A coleta sanguinea na veia cubital podera acarretar uma leve dor e pequenos hematomas, contudo, néo
comprometera a homeostasia do paciente. Para a coleta serdo utilizados materiais estéreis e descartaveis.

Os pacientes analisados na pesquisa contribuirdo para uma andlise que visa associar um perfil genotipico e carga
viral. Em outras pesquisas futuras, essa associagao facilitara a estratificacdo de pacientes bons respondedores e
maus respondedores do tratamento com antivirais. E sabido que algumas citocinas (ex.: alguns interferons) séo
produzidas sinteticamente e fornecidas a individuos maus respondedores do tratamento, podendo nesses casos,
direcionar os manejos terapéuticos e o combate do virus da hepatite B.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de projeto de grande interesse na &rea de clinica médica, para melhor compreenséo da hepatite tipo B.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

Acompanham o projeto toda a documentacéo exigida e apresentada de forma satisfatéria.

Recomendacgdes:

Nenhuma.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Nenhuma.

Situacéo do Parecer:

Aprovado.
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Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o.
Considerag@es Finais a critério do CEP:
O Colegiado aprova o parecer do protocolo em questéo para inicio da coleta de dados.

Projeto foi avaliado e sua APROVACAO definitiva sera dada, por meio de oficio impresso, apds a entrega do
relatorio final ao Comité de Etica em Pesquisa/UFPE.

RECIFE, 13 de Setembro de 2012

Assinado por:

GERALDO BOSCO LINDOSO COUTO
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ANEXO B — Normas para publicac&o da revista

Human Immunology

Instructions for Authors

Human Immunology, the official journal of the American Society for Histocompatibility and
Immunogenetics (ASHI), publishes full-length original articles, brief communications and reviews
covering a wide range of subjects including immunogenetics, innate and adaptive immunity,
transplantation immunology, autoimmunity, infections diseases and tumor immunology. The scope of
the journal is to disseminate information that may contribute to understanding the mechanisms involved
in the genetic control of organ and tissue allograft rejection, alloimmunity, chronic infections and
progression of malignant diseases.

Research areas include:

1.

Immunogenetic studies on structure and function of molecules involved of immune responses;
immunogenetic markers including polymorphism of immunogenetics markers such as HLA, minor
histocompatability antigens, immune receptors (KIR, NK, Toll-like, ILT, MICA/B, PAMPSs, etc);
population frequencies and disease association studies.

Cellular Immunology and Immune Regulation covering the broad areas of in vitro and in vivo studies
of innate and adaptive immunity in health and disease.

Clinical Immunology including transplantation, cancer immunology, autoimmunity, delayed-type-
hypersensivity, immunological deficiencies, immunologic monitoring, immunotherapy, and
immunomodulation.

Biotechnological innovations for detection of new genes and gene products including genomics and
proteomics strategies.

Types of paper

a) Full-Length Articles

Limit 4000 words excluding references, tables, and figures
Abstract 200 words maximum

References up to 50

b) Brief Communications
Limit 2500 words
Abstract 150 words
References up to 30

¢) Review Articles
Limit 5000 words, excluding references, tables, and figures
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Abstract 200 words maximum
References up to 80

The manuscript should include the following sections: Title Page, Abstract (not more than 200 words),
Keywords (up to 5), Abbreviations (list of abbreviations used), Introduction, Materials and Methods,
Results, Discussion, Acknowledgements, References, Tables, Figure Legends, and Figures.

The title page should include the names and affiliations of the authors, the complete address, e-mail
address, and telephone and facsimile numbers of the corresponding author, five keywords, and an
abbreviated title of not more than 45 characters and spaces. Footnotes in the text should be defined on
the page on which they appear and be numbered consecutively with superscript Arabic numerals.

Contact details for submission
Submission of manuscripts to this journal proceeds totally online, by means of the electronic
submission tool (EES) at http://ees.elsevier.com/him

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text should
be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes
will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word processor's
options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see
also the Guide to Publishing with Elsevier:http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that source
files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your figures in the
text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your word processor.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered 1.1
(then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this numbering
also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be given a brief
heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced, with details of supplier and catalogue
number when appropriate. Methods already published should be indicated by a reference: only
relevant modifications should be described.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
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and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.

Essential title page information

* Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

* Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name),
please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was
done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after
the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each
affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with country and area code)
are provided in addition to the e-mail address and the complete postal address. Contact details
must be kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as a
footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be retained
as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 5 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of"). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords

will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page of
the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance or
proof reading the article, etc.).

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers one-click
access to relevant databases that help to build a better understanding of the described research.
Please refer to relevant database identifiers using the following format in your article: Database: xxxx
(e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).
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See http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of supported
databases.

For each and every accession number cited in an article, authors should type the accession number in
bold, underlined text. Letters in the accession number should always be capitalized (see example
below). This combination of letters and format will enable the typesetter to recognize the relevant texts
as accession numbers and add the required link to GenBank's sequences.

Example: GenBank accession nos. Al631510, Al631511, Al632198, and BF223228, a B-cell tumor
from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), and a T-cell lymphoma
(GenBank accession no.AA361117).

In the final version of the printed article, the accession number text will not appear bold or underlined.
In the final version of the electronic copy, the accession number text will be linked to the appropriate
source in the NCBI databases, enabling readers to go directly to that source from the article.

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using
superscript Arabic numbers. Many word processors build footnotes into the text, and this feature may
be used. Should this not be the case, footnotes in the text should be defined on the page on which
they appear. Do not include footnotes in the Reference list.

Table footnotes
Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

» Embed the used fonts if the application provides that option.

+ Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or use
fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

« Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.

» Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of 500
dpi.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;
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* Supply files that are too low in resolution;
» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or MS
Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable
color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color
on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are
reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or on the Web only. For further information on the
preparation of electronic artwork, please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to 'gray
scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable
black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Each table should be typed double-spaced on a separate page, and nhumbered consecutively in
accordance with their appearance in the text. Table titles should be informative, with detailed
information appearing as footnotes. Place footnotes to tables below the table body and indicate them
with superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Use only horizontal rules. Be sparing in the use
of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results described elsewhere in
the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual authors can
be referred to, but the reference number(s) must always be given.

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear
in the text.
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Examples:

Reference to a journal publication:

[1] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. J Sci Commun
2010;163:51-9.

Reference to a book:

[2] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman; 2000.

Reference to a chapter in an edited book:

[3] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones BS, Smith
RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York: E-Publishing Inc; 2009, p. 281-304.

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6 authors the first 6
should be listed followed by ‘et al.' For further details you are referred to 'Uniform Requirements for
Manuscripts submitted to Biomedical Journals' (J Am Med Assoc 1997;277:927-34) (see
alsohttp://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html).

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word
Abbreviations:http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/.

96


http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html
http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/

