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Resumo

A infeccdo pelo virus da hepatite B (HBV) é um grave problema de satde puablica. A
progressdo da infeccdo pelo HBV apresenta uma importante relagdo com a resposta
imunoldgica do hospedeiro. O complexo do antigeno leucocitario humano (HLA) esta
relacionado a resposta imunolodgica para a eliminacdo e controle do HBV. Especificamente, o
polimorfismo Indel-14pb (rs371194629) no gene HLA-G tém sido associado com a hepatite B
por afetar este processo. Este estudo objetivou avaliar se o0 polimorfismo Indel-14pb apresenta
associacdo com a infeccdo cronica pelo HBV em uma amostra de pacientes cronicamente
infectados do Sul do Brasil. O delineamento foi caso-controle e inclui 260 casos de hepatite B
cronica e 260 controles oriundos de servicos de saude da cidade de Caxias do Sul (RS), de
2014 a 2016. Amostras de sangue foram coletadas destes individuos e o0 DNA gendmico foi
extraido. A genotipagem do polimorfismo Indel-14pb foi realizadas por PCR (reacdo em
cadeia da polimerase) seguido de eletroforese em gel de poliacrilamida. Os dados foram
avaliados pelo teste do qui-quadrado e razdo de chances (RC) com intervalo de confianca
(1C95%). Até o momento 216 casos e 214 controles foram genotipados. O geno6tipo Ins/Ins foi
mais frequente no grupo de casos em compara¢do com os controles (22,0% vs. 11,6%; RC=
2,01; 1C95%: 1,14-3,85), assim como a presenca do alelo Ins (48,6% vs. 42,6%; RC= 1,30;
IC95%: 1,01-1,69). As frequéncias genotipicas estavam de acordo com o equilibrio de
Hardy-Weinberg (p >0,050). Em concluséo, o polimorfismo Indel-14pb no gene HLA-G foi
associado com hepatite B crénica em uma amostra caso-controle de Caxias do Sul.
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INTRODUCAO

A infecgdo pelo virus da hepatite B (HBV) ocorre em todas as regides do mundo e é
considerada um grave problema de sadde publica. Em termos mundiais, se estima que haja
entre 250 a 350 milhdes de pessoas infectadas cronicamente (WHO, 2015). Nesse sentido,
dados indicam que mais de 800 mil individuos morrem anualmente em decorréncia da
hepatite B (NIEDERAU, 2014).

O complexo do antigeno leucocitario humano (HLA, do inglés Human Leukocyte
Antigen) esta diretamente relacionado a resposta imunoldgica para a eliminacédo e controle do
HBV. Polimorfismos nos genes que codificam as proteinas do complexo HLA tém sido
investigados e fortemente relacionados com a infeccdo persistente pelo HBV, assim como,
com a evolucdo clinica para a cronicidade. Nesse aspecto, GWAS (do inglés, Genome-Wide
Association Studies) tém revelado associacGes de variantes genéticas localizadas na regido
cromossémica do HLA com a infeccdo cronica pelo HBV, no entanto, ainda ha algumas
lacunas com relagdo ao entendimento de alelos de suscetibilidade e mecanismos genéticos
envolvidos nesse desfecho clinico (WANG et al., 2016).

Especificamente, no Brasil, hd& uma escassez de estudos que objetivaram avaliar
contribuicbes de propensao genética para a hepatite B nos genes que codificam proteinas do
complexo HLA. Evidéncias em amostras africanas e brasileiras denotam associagdes entre a
insercdo/delecdo de 14 pares de bases (Indel-14pb) do gene HLA-G com uma maior taxa de
replicacdo do HBV (LAARIBI et al.,, 2015) e persistente antigenemia para HbeAg,
respectivamente (DA COSTA FERREIRA et al.,, 2016). O presente estudo objetivou
investigar o polimorfismo Indel-14pb em uma amostra de pacientes cronicamente infectados
pelo HBV no Sul do Brasil.

METODOLOGIA

Este estudo possui delineamento caso-controle. O local de coleta das amostras
controles foi no Centro Especializado em Saude e para os casos no Hospital Geral, ambos sao
instituicGes localizadas na cidade de Caxias do Sul (RS). As coletas foram realizadas no
periodo de 2014 a 2016. O nimero amostral foi estimado com o software Epi Info™ verséo
7.1.5.2. A partir disso, foram coletados 260 casos e 260 controles. Todos os casos e controles
foram pareados por idade, sexo e etnia autodeclarada.

Os critérios de inclusdo para os casos foram serem maiores de 18 anos, que
possuissem exames confirmatdrios de hepatite B na chegada ao servico (HBsAg+, Anti-HBS

e IgG+) e que concordassem em participar da pesquisa mediante a assinatura do Termo de



Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os controles foram selecionados por serem
HBsAg negativo e Anti-HBS IgM negativo. Foram excluidos os controles que apresentaram
as seguintes doencas: colangite esclerosante primaria, doenca de Wilson, hepatites virais,
cirrose, sindrome da imunodeficiéncia adquirida, hipertensdo, cancer e doengas autoimunes.
O presente estudo foi submetido e aprovado pelo comité de ética da Universidade Luterana do
Brasil (n° de protocolo 32075314.3.0000.5349). Foram utilizados questionarios padronizados
e validados anteriormente para a coleta de dados sociodemograficos e para coleta de dados
relacionados a hepatite B (PEREIRA et al., 2017).

O sangue total foi colhido em tubos de coleta vacuettes. Todas as amostras foram
submetidas a deteccdo de marcadores soroldgicos do virus da hepatite B (HBsAg, anti-HBc
IgG e IgM) por imunocromatografia de fluxo lateral (Architect®, Abbott Diagnostics, Sligo,
Ireland) seguindo as instrucBes do fabricante, e apds foram armazenadas a -20°C. A extracdo
do DNA genémico das amostras foi realizada pelo método de adsorcdo em silica, descrito
por BOOM et al. (1990). A deteccdo e quantificacdo do HBV foi realizada de acordo com
WELZEL et al. (2006). O polimorfismo Indel-14pb no gene HLA-G foi genotipado de acordo
com DA COSTA FERREIRA et al. (2016). A deteccdo dos gendtipos foi efetuada a partir de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction) e eletroforese
em gel de poliacrilamida. Controles positivos e negativos foram utilizados em todos os
experimentos realizados.

Os dados foram compilados e analisados com software SPSS® (23.0 version,
Chicago, IL Statistical Package for the Social Sciences). As frequéncias alélicas e genotipicas
foram determinadas pela contagem direta dos alelos, e os desvios do equilibrio de Hardy-
Weinberg, pelo teste de qui-quadrado de Pearson. Para verificar a possivel associacdo entre o
polimorfismo Indel-14pb com a cronificacdo da hepatite B, foram estimadas RCs, com
intervalos de 95% de confianca (IC95%). Todos os testes empregados foram bilaterais e 0s

valores de p inferiores a 0,05 foram considerados significativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A média de idade geral dos pacientes infectados pelo HBV foi de 47,6 + 12,2 anos, e
um maior percentual de casos e controles apresentou entre 41-60 anos (56,9%). A etnia
autodeclarada branca (88,1%) e o género masculino (55,0%) foram predominantes na amostra
avaliada. As varidveis mais frequentemente demonstradas pelos casos em relacdo aos
controles foram: status civil casado (78,1% vs. 64,2%; p <0,001), ter escolaridade de ensino

fundamental ou menos (61,1% vs. 81,5%; p <0,001) e ter residido em érea rural (71,0% vs.



43,0%; p <0,001).

Até o presente momento, o polimorfismo Indel 14-pb (rs371194629) foi avaliado em
214 casos e 216 controles. No grupo de casos, as frequéncias genotipicas observadas foram de
22,0% para Ins/Ins, 24,8% para Del/Del e 53,3% para Ins/Del. Por outro lado, no grupo de
controles, um perfil diferente foi observado (p= 0,015). Neste grupo, as frequéncias foram de
11,6% para Ins/Ins, 27,3% para Del/Del e 61,1% para Ins/Del. Em comparagéo entre casos e
controles, foram identificadas frequéncias para o alelo Del de 51,4% vs. 57,9% e para Ins de
48,6% vs. 42,1% (p= 0,048), respectivamente. A tabela 1 ilustra essas diferencas, onde o
genotipo Ins/Ins foi estatisticamente mais frequente no grupo de casos (RC= 2,01; 1C95%:
1,14-3,85; p= 0,010), assim como a presenca do alelo Ins (RC= 1,30; 1C95%: 1,01-1,69; p=
0,048). As frequéncias genotipicas estavam de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg (p
>0,050).

Tabela 1. Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo Indel-14pb nos grupos de casos
e controles avaliados na cidade de Caxias do Sul (RS)

Grupos Val
Variéveis Casos (n = 214) _ Controles (n = 216) RC (IC 95%) dea or
n % n % P
Genotipos
Del/Del 53 248 59 27,3 1,00 (Ref.) -
Ins/Del 114 533 132 61,1 0,96 (0,61-1,50) 0,863
Ins/Ins 47 220 25 11,6 2,01(1,14-3,85) 0,010
Alelos
Del 220 51,4 250 57,9 1,00 (Ref.) -
Ins 208 486 182 421 1,30(1,01-1,69) 0,048

RC (IC 95%): Razéo de chances (intervalo de confianca de 95%); Ref. Categoria de referéncia.

No presente estudo, o polimorfismo Indel-14pb (rs371194629) no gene HLA-G foi
associado com o desfecho de hepatite B cronica em uma amostra caso-controle oriunda da
cidade de Caxias do Sul, RS. O polimorfismo Indel-14pb ja foi associado com
susceptibilidade ao carcinoma hepatocelular em estudos conduzidos com amostras de
brasileiros (TEIXEIRA et al., 2013) e chineses. Variacdes no HLA-G tém sido relacionadas
com doencas virais, pois atuam corroborando com o escape viral do sistema imune (JIANG et
al., 2011). A plausibilidade biolégica do polimorfismo Indel-14pb estad intimamente
relacionada com a estabilidade do RNAm. Este processo atua corroborando para a progressao
da infecgéo pelo HBV, devido a ndo expressdao do produto do gene HLA-G (LAARIBI et al.,
2015).

No presente estudo, mais amostras estdo sendo coletadas, na cidade de Caxias do Sul,

objetivando um maior poder estatistico de analise. Além disso, outros polimorfismos no



sistema HLA serdo estudados, visando uma melhor compreensdo da relagcdo entre a
imunogenética e a hepatite B cronica.

CONCLUSAO
O polimorfismo Indel-14pb (rs371194629) no gene HLA-G foi associado com a
hepatite B cronica em uma amostra caso-controle de Caxias do Sul, RS.
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