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Resumo 

A hepatite B é uma doença viral infectocontagiosa mundialmente disseminada. É 

caracterizada por ser uma inflamação hepática que possui risco de cronicidade em 10 

a 20% dos casos ocorridos em adultos. Atualmente, acredita-se que aproximadamente 

240 milhões de pessoas estejam cronicamente infectadas. A prevalência da doença 

varia em todo o mundo. Embora o Brasil seja considerado um país de endemicidade 

baixa, existem regiões onde a prevalência da doença é acentuadamente superior à 

média nacional, como a região Amazônica, e a região oeste catarinense. A 

imunopatogênese da infecção por sua vez, é influenciada tanto por fatores 

relacionados ao vírus da hepatite B (HBV), como genótipo, carga viral e mutações 

genéticas, quanto a características do hospedeiro infectado, como idade, sexo e 

polimorfismos genéticos. O presente trabalho buscou determinar fatores virais e do 

hospedeiro que estejam influenciando no curso natural da hepatite B, através da 

análise do perfil molecular viral e de polimorfismos de base única (SNPs) de genes de 

citocinas de pacientes infectados, estabelecendo possíveis marcadores moleculares 

de progressão da doença. Neste estudo, foram coletadas 363 amostras de indivíduos 

infectados com HBV em Chapecó, SC. Em relação aos fatores virais analisados, 

encontramos uma baixa proporção de indivíduos (15,3%, 31/202) com carga viral 

acima de 2000UI/mL e uma frequência de 5,6% (9/161) de hepatite oculta. A 

genotipagem viral foi realizada em 91 amostras e destas, 88 (97%) apresentaram 

HBV/D e 3 (3%) HBV/A, contrastando com a realidade de outras regiões brasileira, 

onde há um predomínio de HBV/A (64,3-44,7%), seguidos de HBV/D (47,6-16,6%) e 

HBV/F (29,2-7,7%). A análise de subtipos virais revelou uma alta frequência do subtipo 

ayw2. Para justificar a frequência elevada de HBV/D subtipo ayw 2 na região sul, foi 

realizada uma busca pela origem genealógica e geográfica dos pacientes infectados e 

uma análise filogenética foi executada. Os resultados mostraram que o HBV/D 

encontrado no sul do Brasil é filogeneticamente muito próximo ao HBV/D3 amplamente 

disseminado na Itália, assim como para o subtipo ayw2, e sua alta frequência teria 

poderia ser justificada pelo processo de imigração italiana ocorrido durante o final no 

século XIX e início do século XX. Entre os fatores do hospedeiro, foi realizada uma 

análise comparativa entre pacientes cronicamente infectados e com infecção resolvida, 

avaliando variáveis epidemiológicas e genéticas. A análise epidemiológica mostrou que 

sexo masculino, via de transmissão sexual e baixo nível educacional estão associados 

a cronicidade da doença. Os genótipos dos SNPs foram analisados através de 

regressão logística e os resultados mostraram que o alelo A (genótipos AA e GA) do 

SNP -308 do fator de necrose tumoral-α (TNF-α) está associado à cronicidade da 

hepatite B em indivíduos do sul do Brasil e pode ser considerado um potencial 

marcador molecular de progressão à cronicidade da hepatite B nesta população. 
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Abstract 

Hepatitis B is a viral infectious disease spread worldwide. It is a liver inflammation 

with a chronicity risk about 10 to 20% of adulthood cases. Currently, approximately 

240 million people are chronically infected. The disease prevalence varies 

worldwide. Although Brazil is considered a low endemic country, there are regions 

where the prevalence is markedly higher than the national average, such as the 

Amazon region (Northern Brazil) and the west region of Santa Catarina, in southern 

Brazil.  The immunopathogenesis of infection is influenced by factors relating to 

hepatitis B virus (HBV), such as genotype, gene mutations and viral load, and by 

characteristics of the infected host, such as age, sex and genetic polymorphisms. 

This study aimed to determine viral and host factors that are influencing on the 

natural course of the hepatitis B, through the viral molecular profile analysis and 

single nucleotide polymorphisms (SNPs) genotyping of cytokines genes from 

patients infected in an attempt to suggest molecular markers of disease progression. 

In this study, were collected 363 samples from individuals infected with HBV in 

Chapecó, SC. Regarding viral factors analyzed, we found a low proportion of 

individuals (15.3%, 31/202) with viral load above 2000 IU/mL and a frequency of 

5.6% (9/161) of occult hepatitis infection (OBI). Viral genotyping was performed on 

91 samples. Of these, 88 (97%) had HBV/D and three (3%) had HBV/A, in contrast 

with the reality of other Brazilian regions where there is a predominance of HBV/A 

(64.3 to 44.7%), followed by HBV/D (47.6 to 16.6%) and HBV/F (29.2 to 7.7%). The  

viral subtypes analysis has revealed a high frequency of subtype ayw2. To justify 

the high frequency of HBV/D and subtype ayw2 in the Brazilian southern region, a 

search for genealogical and geographical origin of the patients was performed and 

a phylogenetic analysis was conducted. The results showed that HBV/D  in southern 

Brazil is phylogenetically close to HBV/D3 widespread in Italy as well as the ayw2 

subtype and its high frequency would could be justified by the Italian immigration 

process occurred during late nineteenth and early twentieth century. Among the host 

factors, were conducted a comparative analysis of chronically infected patients and 

HBV resolved subjects, evaluating epidemiological and genetic variables. 

Epidemiological analysis showed that male sex, vertical transmission and low 

educational level have an association with chronic disease. The genotypes of the 

SNPs were analyzed by logistic regression and the results showed that the A allele 

(AA and GA genotypes) of tumor necrosis factor-α (TNF-α) -308 SNP is associated 

with chronic hepatitis B in individuals of southern Brazil and can be considered a 

potential molecular marker of progression to chronic hepatitis B in this population.
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1 INTRODUÇÃO 

A hepatite B é uma doença infectocontagiosa causada pelo vírus da hepatite 

B (HBV) e que representa um grande problema de saúde pública, visto a ampla 

distribuição geográfica, os altos índices de prevalência na população mundial e seu 

potencial patogênico no desenvolvimento de cirrose e hepatocarcinoma. Estima-se 

em todo mundo que existam 240 milhões de pessoas cronicamente infectadas e 

que cerca de 780 mil pessoas morram, a cada ano, das consequências da doença 

(WHO, 2015). A maioria dos infectados se recupera, porém 5 a 10% são incapazes 

de eliminar o vírus, tornando-se portadores crônicos (LIANG, 2009). 

A incidência mundial de casos agudos de hepatite B tem decrescido nos 

últimos anos. Essa redução pode ser atribuída à aplicação de uma vacina segura 

e efetiva, realizada já na infância e em populações de alto risco (WHO, 2009). 

Entretanto, o controle global da doença permanece desafiador, uma vez que casos 

de resistência a drogas terapêuticas vêm sendo descritos e que o número de 

pessoas que tem infecção crônica pelo HBV permanece alto (GHANY & DOO, 

2009; LAVANCHY, 2012).  

Embora ainda controverso, tem se discutido quais os fatores do hospedeiro, 

bem como quais os fatores virais podem estar envolvidos na história natural da 

hepatite B, influenciando no desfecho clínico da infecção (GODKIN et al., 2005; 

THIO et al., 1999; JIANG et al., 2003).  
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1.1 DADOS EPIDEMIOLÓGICOS 

Mundialmente a hepatite B tem uma distribuição heterogênea, sendo 

identificadas regiões de alta (>7%), média (2-7%) ou baixa endemicidade (<2%) do 

HBV. Altos índices da doença são observados no leste Asiático, África 

Subsaariana, na Região Amazônica e partes do Leste Europeu. O Oriente Médio e 

Índia são consideradas regiões de endemicidade intermediária. Já a região oeste 

da Europa e a América do Norte apresentam baixa prevalência da doença, 

conforme descrito na figura 1 (WHO, 2015). 

  

Figura 1: Mapa Mundial da Prevalência da Hepatite B Crônica em adultos, em 2012 (Fonte: 

adaptado de CDC, CDC Health Information for International Travel -Yellow Book, 2014). 

O Brasil é considerado um país com baixa endemicidade, com taxa do 

antígeno de superfície do vírus da hepatite B (HBsAg) média de 0,63% e do 

anticorpo contra proteína do core do vírus da hepatite B (anti-HBc) de 11,52% na 
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faixa etária de 20 a 69 anos (tabela 1) (BRASIL, 2012). No Brasil, segundo dado do 

Ministério da Saúde, o número de casos confirmados de hepatite B tem se mantido 

estável, atingindo a taxa de 6,5 casos por 100.000 habitantes em 2005 e 6,9 por 

100.000 habitantes em 2010. No período de 1999 a 2011, foram notificados pelo 

Sistema de Informação de Agravos de Notificação (SINAN), 120.343 casos de 

Hepatite B. Entre o período de 2000 a 2011, foram registrados, no Sistema de 

Informação de Mortalidade (SIM), 9.659 óbitos relacionados à doença, sendo 5.521 

como causa básica e 4.138 como causa associada, a maioria dos quais nas regiões 

Sudeste (47,3%) e Sul (20,4%) (BRASIL, 2012). 

Embora a região sul do Brasil seja considerada de baixa endemicidade, 

existem cidades com prevalência aumentada da doença, como na cidade de Caxias 

do Sul (região serrana do Rio Grande do Sul), Chapecó (na região oeste de Santa 

Catarina) e Foz do Iguaçú, Francisco Beltrão e Cascavel (na região sudoeste do 

Paraná), chegando a possuírem um índice 2 a 10 vezes maior que a média da 

região (NOVA, 2010, BERTOLINI et al., 2012; MENEGOL et al., 2013). 

Tabela 1: Prevalência dos marcadores sorológicos para hepatite B no Brasil, por 
região, na faixa etária de 20-69 anos 

Região Brasileira HBsAg (%) Anti-HBc (%) 

Norte 0,92 14,7 

Nordeste 0,53 11,7 

Sudeste 0,40 7,9 

Sul 0,55 11,3 

Centro-oeste 0,76 12,7 

Adaptado de BRASIL, 2012 
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1.2 A CIDADE DE CHAPECÓ E A HEPATITE B  

A cidade de Chapecó fica localizada na região oeste do estado de Santa 

Catarina, no sul do Brasil (latitude: 27º 5‟ 47”; longitude: 52º 37‟ 6”). Atualmente, 

possui 202.009 habitantes e uma área de 626,057 km² (IBEGE, 2015). No final do 

século XIX e início do século XX, a região inicialmente habitada por indígenas da 

etnia Kaigang, começou a ser colonizada por europeus de origem italiana e alemã, 

culminando com sua fundação no ano de 1917 (CEOM, 2004).  

Em relação a composição étnica da população chapecoense, observa-se um 

elevado número de euro-descendentes, evidenciado pelo último Censo 

Demográfico, realizado pelo IBGE (2010). Segundo o documento, a cidade possui 

uma composição étnica de 76,68% de brancos, seguido de 19,24% de pardos, 

2,69% de negros, 0,79% de indígenas e 0,60% de amarelos, contrastando, 

portanto, com os índices gerais do Brasil, em que brancos e pardos são a maioria, 

com índices próximos (somam 47,73% e 43,13%, respectivamente), seguidos de 

negros, com 7,61%, amarelos com 1,09% e indígenas, representando 0,43% da 

população brasileira.  

A região oeste de Santa Catariana e em especial a cidade de Chapecó, 

possui um índice aumentado de portadores de HBV em relação à outras regiões do 

estado (figura 1).  ROSINI et al. (2003) realizaram um perfil comparativo da 

soroprevalência de HBsAg e anti-HBc no período de 1999 a 2001 no estado de 

Santa Catarina em doadores de sangue e seus resultados demonstraram que a 

cidade de Chapecó apresentou um índice médio de soroprevalêcia do HBsAg de 
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2,12%, aproximadamente 2,5 vezes o indicie médio encontrado no estado (0,82%). 

Da mesma forma, para o marcador de exposição ao vírus (anti-HBc), a 

soroprevalência média no período foi de 19,95%, aproximadamente 2,8 vezes 

maior do que a média estadual (7,09%). Nos últimos anos, com a implementação 

de políticas de imunização contra a hepatite B, a prevalência da doença tem 

diminuído, porém continua superior à média nacional e da região sul do Brasil. No 

período de 2007 a 2015, foram notificados ao SINAN, 1005 novos casos da doença 

na cidade, aproximadamente 10% de todos os casos notificados no estado no 

mesmo período (SINAN, 2015).   

 

Figura 2: Mapa do Estado de Santa Catarina com a incidência de HBV por município de notificação 
no SINAN, em 2011. Circulado em vermelho, a região oeste catarinense, com maior 
incidência/prevalência de casos de Hepatite B no estado (Fonte: adaptado de Dive-PEHV/SC, 
2011).  
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1.3 O VÍRUS DA HEPATITE B, SUBTIPOS  E GENÓTIPOS 

O Vírus da Hepatite B (HBV) pertence ao gênero Orthohepadnavirus, família 

Hepadnaviridae. O DNA é circular, apresentando fitas parcialmente duplas e 

compostas por 3200 nucleotídeos, constituídos por quatro genes, conhecidos como 

C (Core e pré-Core), S (Antígeno de Superfície), P (Polimerase) e X (que codifica 

a proteína HBx (HBxP), provavelmente associada à regulação da replicação e do 

estabelecimento da infecção por HBV). O gene C é composto pelas regiões “core” 

e “pré-core”, que codificam respectivamente, os antígenos HBcAg e HBeAg. O gene 

S, composto pelas regiões pré-S1, pré-S2 e S, codifica três formas do antígeno de 

superfície (HBsAg) que variam em tamanho, denominados “Large”, “Middle” e 

“Small”, respectivamente (VYAS & YEN, 1999; KEW, 2011, BALMASOVA et al., 

2014) 

Variações dos aminoácidos 120 a 168 na composição do “small” HBsAg 

classificam o HBV em nove diferentes subtipos (adrq+ adrq-, ayr, ayw1, ayw2, 

ayw3, ayw4, adw2 and adw4), baseado em seus determinantes sorológicos e 

antigenicidade. A presença de uma lisina (Lys ou K) ou uma arginina (Arg ou R) na 

posição 122 confere a especificidade d/y. Similarmente, na posição 160, os 

resíduos de lisina ou arginina conferem especificidade w/r. Determinantes 

adicionais são deduzidos a partir de resíduos na posição 127, onde prolina (Pro ou 

P), treonina (Thr ou T) ou leucina (Leu ou L) conferem especificidade w1/w2, w3 e 

w4 respectivamente e nas posições 134, 143, 159, 161 e 168, onde fenilalanina 

(Phe ou F) ou tirosina (Tyr ou Y), na posição 134; treonina ou serina (Ser ou S) na 

posição 143; alanina (Ala ou A) ou glicina (Gly ou G) na posição 159; tirosina ou 
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fenilalanina na posição 161 e uma valina (Val ou V) ou alanina na posição 168,  

diferenciam os subdeterminantes w1 e w2 (NORDER et al., 1992; SCHAEFER, 

2005, THOMAS et al., 2014).    

Variações nas sequências de DNA de isolados de HBV possibilitam a 

classificação em 10 diferentes genótipos de A até J. As divergências de sequência 

ocorrem no genoma completo, de forma que variações acima de 7,5% no genoma 

total caracterizam diferentes genótipos (HUY et al., 2008, RONCATO et al., 2008, 

TATEMATSU et al., 2009).  

Os genótipos de HBV tem distribuição geográfica mundial distinta, sendo 

algumas regiões do planeta mais prevalentes para certos genótipos do que outras. 

Os genótipos mais amplamente disseminados são o A e o D (encontrados nos 

continentes europeu, americano e africano). Os genótipos B e C são encontrados 

no leste e sudeste asiáticos; o genótipo E no oeste africano; o genótipo F é 

disseminado entre indígenas americanos; o genótipo G é encontrado na Europa e 

no continente norte americano; o genótipo H é encontrado na América Central. Por 

fim, os genótipos I e J até o momento são restritos à Ásia, onde foram encontrados 

isolados virais no Vietnã e Japão, respectivamente (SUGAUCHI et al., 2001, 

ARAUZ-RUIZ et al., 2002, DEVESA & PUYOL, 2007, HUY et al., 2008, CAO, 2009, 

TATEMATSU et al., 2009, ABDOU CHEKARAOU et al., 2010, TRAN et al., 2010, 

KAO, 2011, MULYANTO et al., 2011, THEDJA et al., 2011; MULYANTO et al., 

2012, SUNBUL, 2014).  

Além da classificação em genótipos, estudos de filogenia e filogeografia 

baseados em sequências de genoma completo do HBV tem proporcionado 
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classificar o vírus não somente em genótipos, mas também em subgenótipos. 

Estudos deste tipo proporcionam um melhor entendimento sobre as dinâmicas 

populacionais que determinam a distribuição geográfica do vírus (MELLO et al,. 

2013; YOUSIF e KRAMVIS, 2013, LAGO et al., 2014). Os subgenótipos são 

designados por numeração arábia e constituim-se de subgrupos de genótipos que 

obedecem dois critérios em particular: divergência de 4 a 7,5% do genoma total e 

possuieram uma alta proximidade filogenética. Até o momento foram descritos mais 

de 40 subgenotipos diferentes, sendo que os genótipos C e D os que possuem o 

maior número de subgenótipos documentados (POURKARIM et al., 2014). 

O Brasil também possui uma distribuição de genótipos desigual, com 

prevalência do genótipo A (subgenótipos A1 e A2), D e F (subgenótipos F1, F2 e 

F4). Os Genótipos A e F são prevalentes nas regiões Norte e Nordeste, genótipo A 

na região Sudeste e Centro Oeste e o genótipo D na região Sul (MELLO et al., 2007 

e 2013, BECKER et al., 2010; BERTOLINI et al., 2012; COMPRI et al., 2012, LAGO 

et al., 2014). 

1.4 DIAGNÓSTICO DA HEPATITE B   

O diagnóstico laboratorial da hepatite B é realizado através da utilização de 

testes sorológicos (ou imunológicos) e de testes moleculares, que determinam a 

presença do vírus, bem como a carga viral e seu genótipo.  

A metodologia de diagnóstico sorológico mais utilizada é o 

enzimaimunoensaio (ELISA) por ser uma técnica rápida, de custo baixo e com altos 

níveis de especificidade e sensibilidade. A pesquisa de marcadores de sorologia 

possui significado muito importante no diagnóstico e prognóstico da doença 
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hepática causada pela infecção pelo HBV. O diagnóstico sorológico se dá, 

principalmente, por meio da pesquisa de antígenos e anticorpos contra o HBV no 

organismo do hospedeiro. Os marcadores frequentemente pesquisados para 

hepatite B são os antígenos: HBsAg e HBeAg e os anticorpos anti-HBc IgG e IgM, 

anti-HBe e anti-HBs (DÉNY & ZOULIM, 2010). Na última década, desenvolveu-se 

um teste rápido para a triagem diagnóstica de hepatite B. Este teste baseia-se na 

metodologia de imunocromatografia e contém, em sua matriz sólida, anticorpos 

conta o HBsAg circulante do sangue testado (BRASIL, 2011). 

Na hepatite B, o antígeno HBsAg indica infecção ativa, enquanto o antígeno 

HBeAg é o marcador de transmissibilidade da infecção. Pacientes que possuem 

esses dois marcadores em níveis elevados tendem a um prognóstico desfavorável, 

enquanto que o surgimento de anticorpos contra os antígenos HBsAg e HBeAg, 

favorecem a soroconversão e recuperação da infecção. O anticorpo anti-HBc indica 

contato com o vírus, que pode ser recente, apontado pela presença de anticorpos 

do tipo IgM ou prévio, quando estão presente somente anticorpos do tipo IgG. Além 

disso, a presença do marcador anti-HBs indica a condição de imunidade e pode ser 

dada pela vacinação, sem apresentar contato com o vírus, quando no indivíduo 

nenhum outro marcador está presente (BRASIL, 2009; BONINO et al., 2010). 

O teste que determina o número de cópias virais circulantes é conhecido 

como carga viral ou teste molecular quantitativo. A determinação da carga viral tem 

importância prognóstico-terapêutica, uma vez que é utilizada como ferramenta para 

o monitoramento da resposta ao tratamento (SCOTT & GRETCH, 2007). 

Deve-se levar em consideração que pacientes HBeAg negativos, com baixa 

replicação viral, ou com níveis flutuantes de HBV-DNA, podem ser diagnosticados 
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erroneamente como portadores inativos e, portanto, devem ser acompanhados 

com medições consecutivas, pelo menos duas vezes ao ano, antes de serem 

classificados como verdadeiramente inativos (STRAUSS et al., 2009). 

A quantificação do HBV-DNA vem se tornando uma ferramenta importante 

no manejo dos pacientes com hepatite crônica B, uma vez que o risco de carcinoma 

hepatocelular começa a crescer significativamente a partir de 10.000 cópias/mL 

(2.000 UI) (TSIANG et al., 1999). Além disso, a quantificação do HBV-DNA é a 

melhor forma de monitoramento do tratamento com antivirais. Evidências clínicas 

sugerem que a supressão máxima e rápida da replicação viral durante o tratamento 

seja fator importante para a soroconversão do HBeAg, como também na prevenção 

do desenvolvimento de resistência aos antivirais (YUEN et al., 2001). GALLEGO et 

al (2008), demonstraram que a taxa de resistência à lamivudina foi 

significativamente menor nos pacientes com HBV-DNA inferior a 103 cópias/mL 

(13%) do que naqueles que permaneceram com viremia superior a 103 cópias/mL 

(62%) no sexto mês de tratamento.  

Existem vários ensaios disponíveis para quantificar a carga viral do HBV, os 

quais, de acordo com as informações dos fabricantes, apresentam características 

baseadas no método de amplificação do DNA viral (RAPTI et al., 2007). A técnica 

de amplificação de sinais (branched-DNA, bDNA) baseia-se na detecção do 

produto da amplificação por quimiluminescência, sendo os limites de linearidade de 

2 x 103 a 1 x 108 cópias/mL. A amplificação de alvos específicos por reação em 

cadeia da polimerase (PCR), cujo método de detecção do produto amplificado é o 

ensaio imunoenzimático (EIA), apresenta limites de linearidade de 2 x 102 a 1 x 105 

cópias/mL. Já a amplificação de alvos específicos por PCR em tempo real, cujo 
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método de detecção do produto da amplificação é a fluorescência, apresenta limites 

de linearidade de 1,7x 102 a 6,4 x 108 cópias/mL (CHEVALIEZ et al., 2012). 

A tecnologia da PCR em tempo real trouxe possibilidades consideráveis ao 

método tradicional de PCR. Dessa forma, acrescentou-se ao já sensível método de 

PCR, maior praticidade, menor tempo para obtenção do resultado e diminuição da 

possibilidade de contaminação cruzada. 

1.5 IMUNOPATOGÊNESE DA INFECÇÃO PELO HBV 

 A transmissão do HBV se dá pelo contato sanguíneo e de fluidos corpóreos 

contaminados, através das vias parenteral e pericutânea. As transmissões sexual 

e vertical também são frequentes, principalmente em regiões altamente endêmicas, 

onde o controle e a prevenção da disseminação da doença possuem falhas, como 

a baixa adesão aos programas de imunização e de combate à doenças 

sexualmente transmissíveis (WHO, 2009). 

O desfecho clínico da hepatite B (resolução da infecção, hepatite fulminante, 

cronicidade com evolução ou não, para cirrose e hepatocarcinoma) depende de 

fatores relacionados ao vírus, como a carga viral e genótipo, e também de fatores 

relacionados ao hospedeiro, como idade, rota de transmissão e resposta 

imunológica (YE et al., 2010; EL-SERAG, 2012).  A resposta imune inata e 

adaptativa atuam para a eliminação da infecção viral, através da ativação de 

monócitos, macrófagos, neutrófilos, células de Kupffer, linfócitos e células 

apresentadoras de antígenos (APCs) (como as células dendríticas) (THOMAS et 

al., 2014). 
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Após a infecção aguda, que tem duração aproximada de 40 a 180 dias, o vírus 

tende a ser eliminado espontaneamente em cerca de 80 a 90% dos casos de 

adultos infectados. Porém, o risco de infecção crônica aumenta em recém-nascidos 

e crianças, podendo chegar a 90% (REHERMANN & NASCIMBENI, 2005). Em 

pacientes que conseguiram eliminar o vírus (infecção resolvida), observa-se um 

aumento inicial dos níveis de transaminases, bem como o surgimento de 

marcadores de infecção HBV-DNA, HBsAg, HBeAg e anti HBc IgM seguido do 

aparecimento de anti-HBs e anti-HBe, do surgimento do anticorpo anti-HBc IgG e 

a normalidade dos níveis das transaminases (figura 2a), e da diminuição da carga 

viral a níveis indetectáveis.  Em pacientes crônicos após o período inicial de 

incubação, os níveis de HBV-DNA e HBsAg permanecem altos, sem a produção de 

anti-HBS, os níveis de HBeAg podem diminuir com o surgimento de anti-HBe ou 

não e os níveis de transaminases sofrem períodos de oscilação (figura 2b) (CHANG 

& LEWIN, 2007). 

 Na hepatite B aguda, “a clearance” do DNA viral é mediada por citocinas 

produzidas por células do sistema imune inato e adaptativo, como interferons (IFN-

γ e INF-α/β) e fator de necrose tumoral-α (TNF-α). A hepatite clínica está associada 

a produção de células T inflamatórias específicas e não específicas contra o HBV. 

Partículas virais processadas pelas células APCs são capazes de induzir células T 

citotóxicas (CD8+) e T auxiliares (CD4+), do tipo Th1 (pró-inflamatórias) e Th2 (anti-

inflamatórias). Enquanto as células Th1 CD4+ estão relacionadas à eliminação do 

vírus, com sua integração direta às células T CD8+ através da produção de 

citocinas pró-inflamatórias, as células Th2 CD4+ atuam na apresentação de 

antígenos às células B, para a consequente produção de anticorpos. O aumento da 
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atividade citotóxica mediado por células T CD8+ coincide com o aumento dos níveis 

de transaminases e previne, por consequência, a infecção de novos hepatócitos. 

Em seguida, há o declínio da carga viral e dos níveis de ALT (alanina 

aminotrasferase) com consequente surgimento de anticorpos específicos (CHANG 

& LEWIN, 2007) 
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Figura 3: Fases da infecção pelo HBV. a) infecção aguda pelo HBV: Após o período inicial de 
incubação, há uma fase de combate ativo à infecção (através de resposta imune inata) seguida de 
recuperação e resolução da doença, com o surgimento de anticorpos específicos (resposta imune 
adaptativa). b) Infecção Crônica pelo HBV: Após o período de incubação inicial, há uma fase de 
imunotolerância (ou tolerância imune), que permite a persistência do vírus no organismo. As 
respostas imune inatas e adaptativas são fracas, incapazes de eliminar por completo o vírus. Pode 
haver formação de anticorpos, suficientes para manter os níveis de HBV-DNA baixos por um período 
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prolongado (aproximadamente 20 anos). Após este período, os níveis de carga viral tendem a subir, 
elevando os riscos de complicações hepáticas (Fonte: adaptado de CHANG & LEWIN, 2007). 

 O processo de cronicidade é convencionalmente dividido em quatro fases 

distintas e subsequentes: imunotolerância, “clearance” imune, estado de portador 

inativo e fase de reativação. Na fase de imunotolerância ao vírus (caracterizada 

pela presença de HBeAg sérica, altos níveis de carga viral, níveis normais de ALT 

e inflamação hepática mínima), partículas de HBsAg combinadas com HBeAg 

induzem a proliferação de células T regulatórias (CD25+ CD4+ ou T reg) e células 

Th2, responsáveis pela inibição da produção de células T efetoras e por 

consequência, a redução do dano hepático.  A fase de “clearance” imune é 

caracterizada pela soroconversão do HBeAg à anti-HBe. Há uma supressão da 

replicação e redução da carga viral da corrente sanguínea, consequência da 

diminuição da resposta Th2 e ativação da resposta Th1 no fígado. A secreção de 

citocinas media o dano hepático, com o aumento da atividade inflamatória, dos 

níveis de ALT e de fibrose. A soroconversão coincide com a remissão do processo 

inflamatório e a maioria dos pacientes permanece neste estado inativo por longos 

períodos, permanecendo com o marcador HBeAg negativo, carga viral indetectável 

e atividade enzimática hepática normal. O último estágio da infecção, a fase de 

reativação viral, ocorre em uma proporção de 20 a 30% dos portadores crônicos, 

onde se pressupõe que a ausência de HBeAg resultaria em uma diminuição da 

resposta Th2 específica e subsequentemente no aumento da inflamação hepática 

mediada por células Th1. Este processo de reativação viral aumenta o risco para a 

descompensação da função hepática e dano com evolução para cirrose e 

hepatocarcinoma (BERTOLETTI et al., 2010, BALMASOVA et al., 2014). 
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1.6 POLIMORFISMOS DE BASE ÚNICA (SNP’s) EM GENES DE 

CITOCINAS HUMANAS 

 Citocinas são proteínas sinalizadoras secretadas por células humanas do 

sistema imune ou não que, entre outras funções, regulam a resposta inflamatória 

desencadeada após uma infecção. Neste contexto, o papel das citocinas, bem 

como da resposta imune celular na patogênese e erradicação do HBV em pacientes 

crônicos tem sido investigada (WANG et al., 2011). O nível de imunidade dos 

hospedeiros correlaciona-se com relevantes polimorfismos genéticos, 

especialmente com polimorfismos de base única (SNP- do inglês “Single Nucleotide 

Polymorphism”) presentes na região promotora de genes que codificam essas 

proteínas, provavelmente determinando tanto a susceptibilidade à doença, quanto 

o desfecho clínico da infecção (GAO et al., 2009). 

 Tem-se descrito que citocinas de resposta Th1, incluindo, a interleucina 2 

(IL-2), interferon-γ (IFN- γ) e o fator de necrose tumoral-α (TNF-α) estão envolvidos 

principalmente na imunidade mediada por células e possuem um papel crucial na 

proteção contra patógenos intracelulares. Já as citocinas de resposta Th2, como a 

interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5) e a interleucina 10 (IL-10), regulam, na 

maioria das vezes, a resposta imune humoral. Embora seus efeitos sejam benéficos 

contra patógenos extracelulares, quando superestimuladas, também podem estar 

associadas com doenças progressivas desencadeadas por patógenos 

intracelulares (CHEONG et al., 2006).   
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1.6.1 SNPs EM CITOCINAS Th1  

 A resposta pró-inflamatória desencadeada após a infecção por HBV 

depende, em grande parte, da liberação de citocinas responsáveis pela ativação 

das células efetoras do sistema imune (THURSZ et al., 2011). Entre as principais 

citocinas pró-inflamatórias responsáveis por este fenômeno, destacam-se o fator 

de necrose tumoral α (TNF-α), a interleucina 2 (IL-2) e a interleucina 6 (IL-6).  

 O TNF-α é um importante fator estimulatório do sistema imune. Sua função 

consiste no estímulo de secreção de outras citocinas, aumento da expressão de 

moléculas de adesão bem como ativação de neutrófilos. É produzido por uma gama 

de células, como macrófagos, monócitos, neutrólifos, linfócitos T e células natural 

killer (NK) (XIA et al., 2011).  

 Estudos tem mostrado associação entre SNPs na região promotora deste 

gene com o desfecho clínico da infecção pelo HBV. Em uma metanálise, ZHENG 

et al. (2012) avaliaram o SNP no promotor do gene TNF-α-238 (rs361525), em 

diversas populações mundiais e seus resultados indicam que o alelo A (genótipos 

GA+AA), para a população européia, está associado com um maior risco de 

cronicidade para hepatite B em comparação a indivíduos com cura espontânea 

após a infecção. Este mesmo estudo mostrou que na população Asiática este 

polimorfismo não parece estar associado ao risco de cronicidade de hepatite B. XIA 

et al. (2011) avaliaram, também por metanálise, os polimorfismos TNF-α (-1031,-

863,-857,-308 e -238) em pacientes com hepatite B crônica versus pacientes com 

cura espontânea e seus resultados indicam: 1) uma associação positiva entre o 

genótipo GG do TNF-α -238 e a cura espontânea em europeus, 2) que a presença 

do genótipos GG/GG+GA na posição -308 do TNF-α (rs1800629) aumentaria o 
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risco de persistência da infecção por HBV e 3) que o genótipo CC do SNP TNF-α -

863 estaria associado à “clearance” viral.  

 A IL-2 é uma potente citocina de resposta do tipo Th1 que possui efeito 

imunorregulatório na estimulação de proliferação e ativação de linfócitos T, B e 

células NK.  GAO et al. (2009) avaliaram a presença do polimorfismo IL-2 -330 

(rs2069762) e demonstraram que o genótipo TT foi fortemente associado com o 

aumento do risco para cronicidade em chineses portadores do HBV, HCV e co-

infectados HBV/HCV. Uma possível explicação para essa associação consiste na 

análise de experimentos que mostraram que pacientes com o genótipo TT possuem 

baixa produção de interleucina-2 e como consequência são incapazes de erradicar 

o vírus, tornando-se persistentemente infectados. 

 A IL-6 é uma citocina com múltiplas funções, essencial na regulação da 

resposta imune (PARK et al., 2003), estando relacionada ao crescimento e 

diferenciação das células B e T, à regeneração do fígado e a proteção contra o 

dano hepático (NATTERMANN et al., 2007). Segundo FISHMAN et al. (1998), o 

polimorfismo na região promotora -174 (rs1800795) C/G da IL-6 está associado 

com diferenças na produção de IL-6: os indivíduos genótipos GG e GC possuem 

uma grande produção de IL-6, contrastando com indivíduos genótipo CC, 

classificados como baixos produtores de IL-6. 

 Recentemente, estudos vêm testando a associação deste polimorfismo com 

desfecho clínico de infecções. BARRET et al. (2003) demonstraram que o genótipo 

CC está relacionado ao “clearance” viral em pacientes inrlandeses com cura 

espontânea para Hepatite C. NATTERMANN et al.  (2007) encontraram associação 
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entre o genótipo GG e a resposta ao tratamento com interferon e ribavirina em 

pacientes alemães com Hepatite C. Já para RIBEIRO et al. (2007), que testaram 

um número baixo de pacientes brasileiros portadores do HBV, não foi possível 

encontrar associação deste polimorfismo em pacientes crônicos versus curados 

espontaneamente. Da mesma forma, o estudo de PARK et al.  (2003), não 

conseguiu mostrar associação do polimorfismo com a progressão a carcinoma por 

Hepatite B em pacientes coreanos.     

1.6.2 SNPs EM CITOCINAS Th2 

 Em contraste com os efeitos das citocinas pró-inflamatórias, as interleucinas 

de resposta do tipo Th2, atuam como inibidores dos mecanismos efetores da 

resposta Th1 e na indução de células B, para a ativação da produção de anticorpos. 

Entre os principais efetores de resposta Th2 estão a interleucina 10 (IL-10) e a 

interleucina 4 (IL-4). 

 A IL-10 tem a função de inibição da ativação antigênica específica, 

proliferação e produção de citocinas de células Th1 pela redução da capacidade de 

apresentação de antígeno pelos monócitos/macrófagos, associado com a 

diminuição da expressão de moléculas do HLA de classe II. Em células B, a 

interleucina-10 estimula a proliferação, a secreção de imunoglobulina e a conversão 

de anticorpos IgM a IgG. A IL-10 também regula a diminuição da síntese de 

citocinas próinflamatórias, bem como superestimula a síntese do antagonista do 

receptor de IL-1 (IL-1R).  KARIM et al. (2007) quantificaram os níveis desta 

interleucina e demonstraram um aumento dos níveis em pacientes crônicos de 

Hepatite B. Os resultados obtidos neste estudo, também foram corroborados com 

os resultados obtidos por ARABABADI et al.  (2010), em que os níveis de IL10 de 
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pacientes com infecção oculta também foram maiores do que os níveis de IL-10 

encontrados em pacientes que conseguiram resolver a infecção sem interferência 

medicamentosa. 

 Estudos têm correlacionado o SNP IL-10 -1082 (rs1800896) com a 

persistência da infecção HBV. Enquanto GAO et al. (2009) encontraram diferenças 

significativas entre os genótipos (AA para o aumento de risco e AG para a redução 

de risco de cronicidade), para WANG et al. (2011) esta associação não foi 

significativa. Com o intuito de investigar tais discrepâncias em termos de resultados, 

ZHANG et al. (2011) realizaram uma metanálise em uma coorte chinesa e 

comprovaram que o alelo A está associado, naquela população, com a redução do 

risco de infecção persistente por HBV. 

 O SNP IL-10-592 (rs1800872), também tem sido associado às hepatites 

virais. CHEONG et al. (2006) relacionaram o alelo A com a persistência viral e o 

alelo C ao “clearance” viral em pacientes coreanos portadores de HBV. Em 

contraste, para WANG et al. (2012), em pacientes chineses portadores de HBV, o 

“clearance” viral está associada ao genótipo AA.  

 A IL-4, por sua vez, é uma potente citocina que está relacionada com a 

ativação de células B e produção de IgE, a diferenciação de células imaturas (Th0) 

em células Th2, bem como na diminuição da resposta inflamatória mediada por 

células Th1. 

 Estudos realizados nos últimos anos indicam que polimorfismos no gene da 

IL-4 podem estar relacionados com a resposta à vacina da Hepatite B e na 

susceptibilidade à infecção por HBV (WANG et al., 2012). Para GAO et al. (2009), 
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o alelo C (genótipos CC+CT) do polimorfismo -589 (rs2243250) está relacionado a 

níveis anormais da enzima alanina-aminotrasferase (ALT) em pacientes chineses 

infectados por HBV e pelo vírus da hepatite C (HCV). Já CUI et al. (2013), avaliaram 

por metanálise, a resposta à vacina da Hepatite B em pacientes asiáticos e 

caucasianos e  encontraram associação entre o alelo T e altos níveis de produção 

de anticorpos.  

1.6.3 SNPs EM CITOCINAS Th17 

 Esta subclasse de células T, as células Th17, tem atividade pró-inflamatória, 

e estão associadas a iniciação e manutenção do processo imune. Induzem diversos 

fatores pró-inflamatórios, como citocinas, metaloproteínas e quimiocinas 

acarretando um recrutamento intenso de neutrófilos e consequentemente, 

inflamação no tecido afetado (KORN et al., 2009; LI et al., 2014; VALVERDE-

VILLEGAS et al., 2015) 

 A principal citocina produzida pelas células Th17 é a interleucina 17A (IL-

17A). Estudos tem relacionado o aumento da produção desta citocina com a 

persistência viral e por consequência, à infecção crônica e também ao dano 

hepático grave (ZHANG et al., 2010 e WANG et al., 2011, SUN et al., 2012), porém 

existem poucas informações a respeito dos principais polimorfismos presentes no 

gene da IL17A: IL17A-692 (rs8193036) e IL-17A-197 (rs2275913), com o desfecho 

clínico das Hepatites B e C. NAN et al. (2013), em seu estudo conduzido com 

pacientes chineses portadores do HCV, mostraram que os níveis de IL-17A estão 

associados com a infecção crônica, porém os SNPs avaliados não foram 

associados. Já para LI et al. (2012), os genótipos GG e AG do rs2275913 (e o 
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aumento dos níveis de IL-17A) estão associados com o hepatocarcinoma causado 

pela infecção com o HBV em pacientes chineses. 

 Neste contexto, polimorfismos genéticos de base única (SNP’s) em regiões 

críticas para a transcrição/tradução de citocinas podem levar a uma produção 

alterada dessas moléculas efetoras, influenciando em seu papel na resposta 

inflamatória desencadeada durante o processo infeccioso. 

 Embora este seja um assunto estudado mundialmente, em especial em 

países do continente Asiático, pouco se sabe sobre associações de polimorfismos 

em genes relacionados a resposta imune na população brasileira, e em especial na 

população do sul do país, evidenciando a importância de estudos dessa natureza 

nesta população.



38 
 

 

2 OBJETIVOS 

2.1 GERAL: 

 O presente trabalho teve como objetivo geral analisar os fatores virais e do 

hospedeiro que possam estar relacionados ao desfecho clínico de indivíduos 

infectados por HBV na cidade de Chapecó, SC, buscando estabelecer possíveis 

marcadores moleculares de progressão da Hepatite B nesta população. 

2.2 ESPECÍFICOS: 

- Verificar o perfil epidemiológico de indivíduos infectados por HBV arrolados ao 

estudo (pacientes crônicos e com infecção resolvida); 

- Quantificar a carga viral do HBV em pacientes infectados; 

- Realizar a genotipagem do HBV presente em pacientes crônicos de Hepatite B; 

- Realizar a genotipagem dos SNPs humanos TNFα -308 G/A (rs1800629), TNFα -

238 G/A rs361525), IL2 -330 G/T (rs2069762), IL4 -589 C/T (rs2243250), IL6 -174 

G/C (rs1800795), IL10 -592 C/A (rs1800872), IL10 -1082 A/G (rs1800896), IL17A -

692 T/C (rs8193036) e IL17A-197 G/A (rs2275913) em pacientes crônicos e 

indivíduos com infecção por HBV resolvida; 

- Analisar a associação dos SNPs estudados com o desfecho clínico da infecção 

pelo HBV; 

- Estabelecer possíveis marcadores moleculares de progressão da Hepatite B.  
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ABSTRACT 

 

A number of studies have demonstrated associations between cytokine gene 

polymorphisms and outcome of hepatitis B virus (HBV) infection. However, no 

general consensus has been reached, possibly due to differences between ethnic 

groups. In this study, 345 individuals living in southern Brazil, including 196 

chronic HBV carriers and 149 subjects who had spontaneously recovered from 

acute infection, were enrolled to evaluate the influence of cytokine gene 

polymorphisms on the outcome of HBV infection. Most participants were of 

European descent. Genotyping of IL2 -330 G/T, IL4 -589 C/T, IL6 -174 G/C, IL10 

-592 C/A, IL10 -1082 A/G, IL17A -197 G/A, IL17A -692 T/C, TNF-α -238 G/A and 

TNF-α -308 G/A single nucleotide polymorphisms was performed by using the 

minisequencing (single base extension) method. By univariate analysis, notable 

differences of genotype frequencies between the two groups of subjects were 

observed for IL6 -174 G/C (rs1800795), IL10 -592 C/A (rs1800872) and TNF-α -

308 G/A (rs1800629) polymorphisms, with P values < 0.1. By multivariable 

analysis, a statistically significant association was found between genotypic 

profile AA+GA in TNF-α -308 and hepatitis B chronicity (OR, 1.82; 95% CI, 1.01-

3.27;  P = 0.046). In southern Brazil, the carriers of the -308A allele in the TNF-α 

gene promoter have a moderately higher risk of becoming chronic patients in 

case of HBV infection.  

 

KEY WORDS: chronicity; clinical outcome; HBV; immune response; SNP
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INTRODUCTION 

 

Hepatitis B is a worldwide spread disease, with an estimated 240 million 

people chronically infected. HBV vertical transmission, or infection during the first 

year of life, results in persistent infection in 80-90% of cases. In contrast, < 5% of 

otherwise healthy persons who are infected as adults will develop chronic 

hepatitis [WHO, 2015]. Individuals persistently infected with HBV can develop 

liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma (HCC), with mean incidence rates of 

800 and 300 per 100,000 persons-years, respectively [Lee et al., 2013]. This 

diversity, in both the rate of virus clearance and the outcome of the disease in 

persistently infected individuals, cannot be fully explained by differences in viral 

or environmental factors. Thus, differences in host genetic factors may affect the 

natural history of hepatitis B [Thio et al., 2003; Chang, 2010].  

A disequilibrium in the immunoregulatory response mediated by CD4(+) and 

CD8(+) T cells, by either decreasing the pro-inflammatory (Th1) response or 

increasing the anti-inflammatory (Th2) activity, may lead to viral persistence, with 

a serious risk of chronic liver failure [Bertoletti and Naoumov, 2003]. The role of 

cytokines and cellular immune response in both pathogenesis and viral clearance 

has been investigated in HBV infected patients [Bertoletti and Gehring, 2006; 

Bertoletti et al., 2010]. While the production of pro-inflammatory cytokines, such 

as tumor necrosis factor-alpha (TNF-α), interleukin (IL) 2 and IL6, typically 

increases during the acute phase of HBV infection, facilitating viral clearance, 

anti-inflammatory cytokines, such as IL4 and IL10, act as inhibitors of the main 

effector mechanisms of Th1 response and contribute for chronicity [Wang et al., 
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2004; Gao et al., 2009]. Furthermore, the increase of Th17 response (pro-

inflammatory response in liver tissue), typically mediated by IL17A, has been 

associated with the development of HCC in hepatitis B patients [Wu et al., 2010; 

Zhang et al., 2010; Sun et al., 2012; Xue-Song et al., 2012]. 

It has been shown that levels of immunity depend on single nucleotide 

polymorphisms (SNPs) in the promoter regions of cytokine genes. By modulating 

gene expression, these SNPs may influence the susceptibility to hepatitis B and 

its clinical outcome. Thus, a number of reports have described statistically 

significant associations between determined SNPs and outcome of HBV infection 

[Cheong et al., 2006; Singh et al., 2007; Gao et al., 2009; Macedo et al., 2010; 

Wang et al., 2012; Hejr et al., 2013]. Otherwise, as notable discrepancies have 

been observed from one country to another, ethnicity has been suggested to play 

an important role in HBV infection outcome [Xia et al., 2011; Zhang et al., 2011; 

Zheng et al., 2012].  

In this study, the influence of IL2 -330 G/T (rs2069762), IL4 -589 C/T 

(rs2243250), IL6 -174 G/C (rs1800795), IL10 -592 C/A (rs1800872), IL10 -1082 

A/G (rs1800896), IL17A-197 G/A (rs2275913), IL17A -692 T/C (rs8193036), 

TNF-α -238 G/A (rs361525) and  TNF-α -308 G/A (rs1800629) SNPs in the 

outcome of HBV infection was investigated in a group of patients living in 

southern Brazil, most of whom were European descendants. 
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MATERIALS AND METHODS 

 

Patients and Controls 

 

Blood samples were collected from 345 adults living in Chapecó, state of 

Santa Catarina, southern Brazil, who were divided into two groups: Group 1 

consisted of 196 HBV chronically infected patients attending a viral hepatitis 

ambulatory [Gusatti et al., 2015] while group 2 comprised 149 subjects who 

resolved spontaneously HBV infection (anti-HBc positive, HBsAg and HBV DNA 

negative individuals). Patients infected with HIV or HCV were excluded from this 

study.  

All participants knew to be or have been infected with HBV, gave their written 

consent to participate to the study, and answered questions about demographic 

and epidemiological features [Gusatti et al., 2015]. Participants were classified as 

whites, blacks and mulattos by self-identification. Information about HBV 

serological status and biochemical data were collected in medical records.  

This study was approved by the Ethics in Research Committee of Fundação 

Estadual de Produção e Pesquisa em Saúde (national registration number CAAE 

20225713.5.0000.5320). 

  

DNA Extraction 

 

Human DNA was extracted from 200 µL of buffy coat using the NucleoSpin 

Blood kit (Macherey-Nagel, Düren, Germany) according to the manufacturer's 
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instructions. The extracted DNA was recovered in 100 µL of elution buffer (5mM 

Tris/HCl, pH 8.5) and stored at -20°C for further analysis. 

 

SNP Genotyping 

 

Genotyping of the IL2 -330 G/T (rs2069762), IL4 -589 C/T (rs2243250), IL6 -

174 G/C (rs1800795), IL10 -592 C/A (rs1800872), IL10 -1082 A/G (rs1800896), 

IL17A -197 G/A (rs2275913), IL17A -692 T/C (rs8193036), TNF-α -238 G/A 

(rs361525) and  TNF-α -308 G/A (rs1800629) SNPs was performed by using the 

minisequencing (single base extension) method with the ABI PRISM SNaPshot 

Multiplex kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). The conditions of the 

multiplex amplification reaction and the set of oligonucleotide primers used will 

be described elsewhere [Medeiros et al., in preparation]. Reaction products were 

electrophoresed on ABI PRISM 3130 xl Genetic Analyzer. Genotypes were 

identified with GeneMapper software version 5.0 (Applied Biosystems). 

 

Statistical Analysis 

 

Categorical variables of epidemiological features were compared using 

Pearson’s χ² test or Fisher’s exact test, depending on the case. The quantitative 

variables were compared using T-test, when applicable. A multicollinearity 

analysis was performed to detect any correlation between predictor variables. 

Genotype and allele frequencies were determined by direct counting. Hardy–

Weinberg equilibrium was tested for each locus using Markov chain as 

implemented in Arlequin software version 3.5 [Excoffier and Lischer, 2010]. 
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Dominant and recessive genetic models were assumed based on previous 

studies of phenotype effects [Nakayama et al., 2000; Barrett et al., 2003; 

Christensen et al., 2006; Tayebi and Mohamadkhani, 2012; Li et al., 2014]. 

Haplotype frequencies were estimated using the MLOCUS computer program 

[Long et al., 1995]. Linkage disequilibrium D’ was calculated with Haploview 

software version 4.2 [Barrett et al., 2005], using a cut-off value of 0.8 for positive 

linkage disequilibrium. Statistical associations between SNPs and outcome of 

HBV infection were sought by logistic regression models, using the SPSS 20.0 

software (IBM, Armonk, NY). P values < 0.05 were considered statistically 

significant. 
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RESULTS 

 

Characteristics of the Patients With Chronic and Resolved HBV Infection 

 

Table I shows demographic, epidemiological and clinical features of the 345 

individuals recruited for this study, divided into 196 chronically HBV infected 

patients and 149 subjects with resolved infection. In both groups, 85-88% were 

whites (Euro-descendants). However, the proportions of males and cases of 

vertical transmission were significantly higher among chronic carriers, who 

showed a mean educational level lower than that observed in the group of 

subjects with resolved infection. As a multicollinearity analysis (not shown) 

detected a correlation between educational level and sex (P < 0.05), the variables 

gender and mode of transmission, but not educational level, were included for 

adjustment in univariate and multivariate analyses. 

 

Associations Between Cytokine Gene Polymorphisms and Outcome of 

HBV Infection 

 

Nine SNPs, located in the promoters of six cytokine genes (IL2, IL4, IL6, IL10, 

IL17A and TNF-α), were studied. In all cases, the distribution of the genotypes 

was in accordance with the Hardy-Weinberg equilibrium (data not shown). The 

frequencies of genotypes and alleles are supplied as supplemental material. 

Table II summarizes the frequencies of the genotypic profiles of the nine SNPs 

under study and comparison between patients with chronic HBV infection and 

those who had spontaneously recovered from acute infection. By univariate 
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analysis, notable differences of frequencies between the two groups of subjects 

were observed for three SNPs, namely IL6 -174 G/C (rs1800795), IL10 -592 C/A 

(rs1800872) and TNF-α -308 G/A (rs1800629), with P values < 0.1. Multivariable 

analysis was thus performed for these three SNPs. However, a unique 

statistically significant association (P = 0.046, OR = 1.82, 95%CI 1.01-3.27) was 

confirmed, between genotypic profile TNF-α -308 AA+GA and HBV chronic 

infection.  

Linkage disequilibrium values were calculated for the three pairs of close 

polymorphisms IL10 -592 C/A (rs1800872) and -1082 A/G (rs1800896), IL17A -

197 G/A (rs2275913) and -692 C/T (rs8193036), and TNF-α -238 G/A (rs361525) 

and -308 G/A (rs1800629). Results demonstrated that only TNF-α -238 and -308 

polymorphisms were in linkage disequilibrium (D ’= -1). The haplotype formed by 

the two polymorphisms in the TNF-α gene was then evaluated, but no statistically 

significant association with chronic HBV infection or viral clearance was found 

(Table III).
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DISCUSSION 

 

HBV infection can result in a diversity of clinical outcomes, from transient liver 

disease followed by virus clearance to persistence of the infection leading to 

chronicity and liver failure. The outcome of infection is thought to depend on viral, 

environmental and host genetic factors. Due to the key role of cytokine 

expression levels in the immunoregulatory response against HBV infection, a 

number of SNPs located in IL2, IL4, IL6, IL10, IL12B, IL16, IL17, IL18, IL21, 

IL23R, IFNγ and TNF-α genes have been investigated in order to evaluate their 

importance on the balance between host immunity and viral survival strategies 

[Wang et al., 2004; Gao et al., 2009; Wang et al., 2012; Lu et al., 2014; Romani 

et al., 2014; Tunçbilek, 2014; Xiang et al., 2014; Zhang et al., 2014; Ferreira et 

al., 2015; Ren et al., 2015; Sghaier et al., 2015; Wu et al., 2015; Yao et al., 2015]. 

In this context, the host genetic characteristics associated with ethnicity 

should be taken into consideration because they may lead to conflicting results 

when comparing the effects of cytokine gene polymorphisms in populations from 

different regions of the world [Xia et al., 2011; Tayebi and Mohamadkhani, 2012]. 

As most studies have been conducted in Asia, it is noteworthy that their 

conclusions are not necessarily valid for any country, especially those of the 

Western hemisphere.  

The Brazilian people are the result of an intense admixture of European and 

African descendants, with a limited influence of the native Amerindians. Whites 

and mulattoes represent about 48% and 43% of the population, respectively 

[IBGE, 2010]. In the three southern Brazilian States (Paraná, Santa Catarina and 

Rio Grande do Sul), however, the proportion of whites is much higher. In 
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Chapecó, where this work was done, white people are descendant of the 

European settlers who immigrated in southern Brazil in the late 19th and early 

20th centuries, mainly from Italy, Germany and Poland. Thus, a large majority 

(85-88%) of the participants of this study were whites, due to their European 

descent. 

Another relevant characteristic of the present study was its uniformity in terms 

of viral genotype. Indeed, it has been previously shown that > 95% of the HBV 

isolates circulating in Chapecó belonged to the same genotype (D) [Gusatti et al., 

2015]. This was a great advantage compared to other studies in which the HBV 

genotypes involved were not determined or where the patients were infected with 

different genotypes, which introduced a supplementary variable and might 

difficult the interpretation of the results. 

This study focused on nine SNPs, located in the promoters of six cytokine 

(IL2, IL4, IL6, IL10, IL17A and TNF-α) genes. Genotype frequencies were 

compared between 196 chronic HBV carriers and 149 subjects who had 

spontaneously recovered from acute infection. As the male:female ratio and the  

proportion of patients infected by vertical transmission were higher in the first 

group, regression analysis was adjusted according to gender and mode of HBV 

transmission.  

TNF-α, produced by a variety of cells such as macrophages, monocytes, 

neutrophils, T-lymphocytes and natural killer cells, is an important stimulatory 

factor, promoting the secretion of other cytokines and  the expression of adhesion 

molecules on endothelial cells. A positive correlation was found between TNF-α 

-308 polymorphism and chronic infection: carriers of AA and GA genotypes were 

1.8 times more likely to become hepatitis B chronic patients than the others (OR, 
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1.82; 95% CI, 1.01-3.27; P = 0.046). This finding was in agreement with those 

recently found in Brazil [Ferreira et al., 2015] and North Africa (Tunisia) [Sghaier 

et al., 2015] where the carriers of the minor allele −308A showed an increased 

risk of developing chronic hepatitis B. Moreover, two other Brazilian studies 

[Conde et al., 2013; Teixeira et al., 2013] demonstrated that the -308A allele 

enhanced the risk of disease severity (progression to cirrhosis and HCC). 

However, the data obtained here were in opposition to those reported with 

Asian/Mongoloid populations where the presence of the -308A allele was 

associated with spontaneous viral clearance [Zheng et al., 2010; Xia et al., 2011; 

Tayebi and Mohamadkhani, 2012; Xu et al., 2013]. Meanwhile, studies from 

Germany [Höhler et al., 1998] and Italy [Niro et al., 2005] reported the absence 

of notable influence of the TNF-α -308 polymorphism. Such discrepancies, which 

remain largely unexplained, underscore the importance of taking into 

consideration the ethnic background of the populations under study in the 

analysis of the effects of cytokine gene polymorphisms on the outcome of HBV 

infection.  

IL10 inhibits the synthesis of pro-inflammatory cytokines such as IFN-γ, IL2, 

IL3, TNF-α and GM-CSF. In this study, the genotypic profile AA+CA at position -

592 in the promoter of the IL10 gene was found to be more frequent in the 

clearance group than among the chronic hepatitis B patients. This seemed to 

corroborate previous studies performed in China showing an increased frequency 

of the AA genotype in subjects with viral clearance [Wang et al., 2012] and an 

association of the GG genotype to chronicity [Xiang et al., 2014]. However, the 

difference of genotype frequencies observed here was not statistically significant, 

and divergent findings have also been reported [Cheong et al., 2006; Sofian et 
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al., 2013]. The real influence of the IL10 -592 C/A polymorphism on the outcome 

of HBV infection has to be confirmed.  

In a similar manner, the increased frequency of the IL6 -174 CC genotype in 

the clearance group noted in this study remains doubtful, since the results did not 

reach statistical significance, pointing out the need for further studies with larger 

cohorts.  

As only small differences of genotype frequencies were observed between 

chronic patients and the clearance group for the six other polymorphisms under 

study (IL2 -330 G/T, IL4 -589 C/T, IL10 -1082 A/G, IL17A -197 G/A, IL17A -692 

T/C and TNF-α -238 G/A), it is unlikely that those polymorphisms have any 

influence on the outcome of HBV infection, at least in populations from southern 

Brazil.   

In conclusion, nine SNPs, located in the promoters of six cytokine genes, 

were tested in this study. Although reasonable differences were noted in the 

frequencies of genotypes between chronic hepatitis B patients and those with 

resolved infection, the level of statistical significance was only reached in the case 

of the TNF-α -308 SNP, for which genetic profile AA+GA was more frequent in 

the group of chronic patients. Ethnicity is thought to play an important role in the 

immunoregulatory response against HBV infection. As most studies published 

until now reported data collected from Asian populations, more investigations in 

the European, African and American continents are required to apprehend the 

true influence, if any, of these polymorphisms on the outcome of HBV infection in 

these populations.  
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TABLE I. Demographic, Epidemiological, Serological, Molecular and Biochemical 

Features of Patients With Chronic and Resolved HBV Infection 

    

Feature 
Chronic HBV 

infection          
n = 196 

Resolved HBV 
infection          
n = 149 

P value 

    

    

Male gender 107 (54.6%) 42 (28.2%) < 0.001 

Age, M ± SD (years) 45.8 ± 11.9 46.2 ± 10.7 NS 

Age range    

< 30 years 20 (10.2%) 7 (4.4%) NS 

30-39 years 34 (17.3%) 41 (27.2%)  

40-49 years 62 (31.6%) 42 (28.2%)  

≥ 50 years 80 (40.8%) 59 (39.6%)  

Ethnic groups    

Whites 171 (87.2%) 128 (85.9%) NS 

Blacks and mulattos   25 (12.8%)   21 (14.1%)  

Mode of transmission    

Vertical   50 (25.5%)   22 (14.8%) 0.005 

Parenteral   30 (15.3%)   21 (14.1%)  

Sexual 19 (9.7%)   32 (21.5%)  

Unknown   97 (49.4%)   74 (49.7%)  

Educational Level    

< 9 years   91 (46.4%)   52 (34.9%) 0.04 

9-11 years   62 (31.6%)   66 (44.3%)  

> 11 years   43 (21.9%)   31 (20.8%)  

Hepatitis B familiar history   54 (27.5%)   31 (20.8%) NS 

Serological, molecular and biochemical 
data 

   

HBeAg 16 (8.1%) - - 

anti-HBe 165 (84.1%)   3 (2.0%) - 

anti-HBs - 113 (75.8%) - 

HBV DNA, M ± SD (log IU/mL) 3.0 ± 1.3 - - 

ALT, M ± SD (IU/L) 58.3 ± 66.2 - - 

AST, M ± SD (IU/L) 46.8 ± 58.8 - - 

Total bilirubin, M ± SD (mg/dL)   1.0 ± 0.6 - - 

    

 
NS: Not significant 
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 1 

TABLE II. Frequencies of the Genotypic Profiles of Nine Cytokine SNPs in Patients With Chronic vs. Resolved HBV Infection 2 

         

SNP Model 
Genotypic 

profile 
Phenotypea 

Chronic 
infection  
(n = 196) 

Resolved 
infection  
(n = 149) 

Univariate analysis  Multivariate analysisb 

P value OR 95% CI  P value OR 95% CI 

             
             
IL2 -330 G/T  dominant GG + GT high 109 (55.6%)   73 (49.0%) > 0.1 1.29 0.82 – 2.02  - - - 
  TT  87 (44.4%)   76 (51.0%)        
             
IL4 -589 C/T recessive TT low 8 (4.1%)   7 (4.7%) > 0.1 0.98 0.33 – 2.91  - - - 
  CC + CT  187 (95.9%) 142 (95.3%)        
             
IL6 -174 G/C recessive CC low 18 (9.2%)  22 (14.8%) 0.099 0.55 0.27 – 1.12  0.074 0.52 0.24 – 1.07 
  GG + GC  178 (90.8%) 127 (85.2%)        
             
IL10 -592 C/A dominant AA + CA low   96 (49.7%)  84 (57.1%) 0.077 0.66 0.42 – 1.05  0.063 0.64 0.40 – 1.02 
  CC    97 (50.3%)  63 (42.9%)        
             
        -1082 A/G dominant GG + GA high 120 (61.2%)  90 (60.4%) > 0.1 1.06 0.67 – 1.70  - - - 
  AA    76 (38.8%)   59 (39.6%)        
             
IL17A -197 G/A dominant GG + GA high 179 (91.3%) 139 (93.3%) > 0.1 0.75 0.31 – 1.80  - - - 
  AA  17 (8.7%)  10 (6.7%)        
             
           -692 T/C dominant CT + TT high 178 (90.8%) 142 (95.3%) > 0.1 0.48 0.18 – 1.24  - - - 
  CC  17 (8.7%)   7 (4.7%)        
             
TNF-α -238 G/A dominant AA + GA high   22 (11.2%)   22 (14.8%) > 0.1 0.73 0.37 – 1.44  - - - 
  GG  173 (88.3%) 127 (85.2%)        
             
          -308 G/A dominant AA + GA high   49 (25.1%)  24 (16.1%) 0.027 1.92 1.07 – 3.44  0.046 1.82 1.01 – 3.27 
  GG  146 (74.9%) 125 (83.9%)        
             

 3 
aIncreased (high) or decreased (low) cytokine synthesis. bThe logistic regression was adjusted for sex and mode of HBV transmission (see text). 4 

 5 
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 6 

 7 

TABLE III. Haplotype Frequencies and Multivariate Analysis of TNF-α Genetic Variant in Patients With Chronic 8 
and Resolved HBV Infection 9 

 10 
 11 
 12 
 13 
 14 
 15 
 16 
 17 
 18 
 19 
 20 

 21 
aLogistic regression adjusted for sex and mode of transmission 22 

 23 
 24 

   
Multivariate analysisa 

Haplotype TNF-α Chronic HBV Resolved HBV 

(rs361525, rs1800629) infection (n=195) infection (n=149) 
P value OR 95% CI 

   

      
GG 129 (66.2%) 104 (69.8%) Reference - - 
GA 44 (22.6%) 23 (15.4%) 0.071 1.75 0.95─3.20 
AG 22 (11.3%) 22 (14.8%) 0.576 0.82 0.41─1.64 
AA 0 (0%) 0 (0%) - - - 
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Supplemental material. Genotypes and alleles frequencies 25 

      

Gene SNP dbSNP ID 
Genotype / 

alelle 
Chronic HBV infection 

(n = 196) 
Resolved HBV infection 

(n = 149) 
      

      
IL2 -330 G/T rs2069762 GG 29 (14.8%) 15 (10.1%) 
   GT 80 (40.8%) 58 (38.9%) 
   TT 87 (44.4%) 76 (51.0%) 
   G 138 (35.2%) 88 (29.5%) 
   T 254 (64.8%) 210 (70.5%) 
      
IL4 -589 C/T rs2243250 CC 141 (72.3%) 96 (64.4%) 
   CT 46 (23.6%) 46 (30.9%) 
   TT 8 (4.1%) 7 (4.7%) 
   C 328 (84.1%) 238 (79.9%) 
   T 62 (15.9%) 60 (20.1%) 
      
IL6 -174 G/C rs1800795 GG 101 (51.5%) 71 (47.7%) 
   GC 77 (39.3%) 56 (37.7%) 
   CC 18 (9.2%) 22 (14.8%) 
   G 279 (71.2 %) 198 (66.4%) 
   C 113 (28.8%) 100 (33.6%) 
      
IL10 -592 C/A rs1800872 AA 23 (11.9%) 23 (15.6%) 
   AC 73 (37.8%) 61 (41.5%) 
   CC 97 (50.3%) 63 (42.9%) 
   A 119 (30.8%) 107 (36.4%) 
   C 267 (69.2%) 187 (63.6%) 
      
 -1082 G/A rs1800896 GG 17 (8.7%) 22 (14.8%) 
   GA 103 (52.6%) 68 (45.6%) 
   AA 76 (38.8%) 59 (39.6%) 
   G 137 (34.9%) 112 (37.6%) 
   A 255 (65.1%) 186 (62.4%) 
      
IL17A -197 G/A rs2275913 GG 120 (61.2%) 86 (57.7%) 
   GA 59 (30.1%) 53 (35.6%) 
   AA 17 (8.7%) 10 (6.7%) 
   G 299 (76.3%) 225 (75.5%) 
   A 93 (23.7%) 73 (24.5%) 
      
 -692 T/C rs8193036 CC 17 (8.7%) 7 (4.7%) 
   CT 71 (36.4%) 55 (36.9%) 
   TT 107 (54.9%) 87 (58.4%) 
   C 105 (26.9%) 69 (23.3%) 
   T 285 (73.1%) 229 (76.8%) 
      
TNFα -238 G/A rs361525 GG 173 (88.7%) 127 (85.2%) 
   GA 21 (10.8%) 21 (14.1%) 
   AA 1 (0.5%) 1 (0.7%) 
   G 367 (94.1%) 275 (92.3%) 
   A 23 (5.9%) 23 (7.7%) 
      
 -308 G/A rs1800629 GG 146 (74.9%) 125 (83.9%) 
   GA 42 (21.5%) 23 (15.4%) 
   AA 7 (3.6%) 1 (0.7%) 
   G 334 (85.6%) 273 (91.6%) 
   A 56 (14.4%) 25 (8.4%) 

      

 26 

 27 
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5 DISCUSSÃO GERAL E PERSPECTIVAS 

 A hepatite B é uma doença viral infectocontagiosa mundialmente 

disseminada. Acredita-se que aproximadamente 240 milhões de pessoas 

estejam cronicamente infectadas atualmente (WHO, 2015). O desfecho clínico 

da infecção por sua vez é influenciado tanto por fatores relacionados ao vírus 

(carga viral, genótipo, mutações, evasão de resposta imune), quanto a 

características do hospedeiro infectado. A idade, sexo, estado nutricional, bem 

como o tipo de transmissão são ditos fatores de risco para a progressão à 

cronicidade, pois influenciam diretamente na resposta imune do hospedeiro 

(CHANG & LEWIN 2007; CROAGH et al., 2015). 

 Neste estudo primeiramente abordou-se as variáveis pertinentes ao vírus, 

com a determinação do genótipo e dos níveis de carga viral (capítulo 1) que 

possam justificar a atual situação epidemiológica da população estudada. No 

segundo capítulo, foram analisados potenciais polimorfismos genéticos atuantes 

no desfecho clínico de infectados pelo vírus da hepatite B, na tentativa de 

determinar possíveis marcadores moleculares da infecção na população 

estudada. 

 No primeiro capítulo da tese, foi realizada uma comparação entre o perfil 

epidemiológico da população infectada da cidade de Chapecó ao longo de um 

período de 17 anos (1996 a 2013). Foi observado um aumento na média da idade 

dos pacientes notificados ao longo do período analisado (29.9 anos em 1996, 

34.9 em 2006 e 44.4 em 2011–2013), justificado em grande parte pela política 
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de prevenção instituída no município, que buscou conscientizar a população 

sobre a transmissão da doença e vacinar, além de recém-nascidos, crianças e 

adolescentes em idade escolar na tentativa de diminuir o número de infectados 

nesta faixa etária (SCARAVELI, 2009). 

 Fatores virais como a carga viral e o genótipo podem predispor risco à 

gravidade da hepatite crônica. Há um risco aumentado de doença hepática grave 

em indivíduos com altas cargas virais (EL-SERAG, 2012). Neste estudo, 

determinou-se a carga viral em indivíduos infectados pelo HBV e se encontrou 

uma baixa proporção (15,3%, 31/202) de pacientes com carga viral acima de 

2000 UI/mL, concordando com o a baixa porcentagem de positividade de HBeAg 

(8,4%, 17/202). Estes resultados indicaram que nesta população, uma pequena 

proporção de infectados possui risco aumentado de complicações hepáticas. 

Pacientes cronicamente infectados em fase de imunotolerânica são 

caracterizados por apresentarem soropositividade HBeAg e por possuírem alta 

taxa replicativa do vírus, evidenciada por altos níveis de HBV-DNA na corrente 

sanguínea (BERTOLETTI et al., 2010). O risco para o desenvolvimento de 

cirrose e hepatocarcinoma aumenta em pacientes que se encontram nesta fase, 

uma vez que nestes casos, há um intenso recrutamento de células inflamatórias 

no fígado, o que intensifica o dano hepático, por consequência (BALMASOVA et 

al., 2014). 

 Neste estudo também foi possível verificar que 5,6% (9/161) dos 

indivíduos anti-HBc positivos e HBsAg negativos apresentaram carga viral 

detectável, indicando uma baixa proporção de infecção oculta na população. 

Este resultado foi semelhante a proporção de 3,3% (5/150) de infecção oculta 

encontradas em estudo realizado com doadores de sangue no município de 
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Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil (SILVA et al., 2005).  As taxas de infecção 

oculta aumentam em populações onde a prevalência da hepatite B é alta 

(SAMAL et al., 2012). No presente estudo, a média carga viral encontrada nestes 

indivíduos foi de 2,1 ± 0,3 log UI/mL, similar aos resultados encontrados por 

MORESCO et al. (2014), que avaliaram a presença da hepatite B oculta na 

região Amazônica, outra região brasileira considerada de alta prevalência para 

hepatite B. Embora a média da carga viral encontrada nestes indivíduos esteja 

abaixo do limite atual para início de tratamento (3,3 log UI/mL), estes pacientes 

devem ser monitorados, uma vez que podem progredir para a doença ativa e por 

sua condição,  são considerados potenciais transmissores do vírus (RAIMONDO 

et al., 2010; SQUADRITO et al., 2014).  

 Os genótipos do HBV estão associados a gravidade da infecção e também 

à resposta terapêutica a determinados medicamentos. Neste estudo, houve um 

predomínio de pacientes com o genótipo D (97%, 88/91) e apenas três pacientes 

infectados com o genótipo A (3%, 3/91). O genótipo D está fortemente associado 

a inflamação histopatológica e com uma alta sorocorversão de HBeAg, fatores 

que podem favorecer a resolução espontânea da infecção. Por outro lado, este 

genótipo também é associado a altas taxas de mutação pré-core e também a 

uma baixa taxa de resposta terapêutica a interferon-α, fatores associados a um 

prognóstico desfavorável (COOKSLEY, 2011; CROAGH et al., 2015). 

  Os genótipos do HBV possuem uma distribuição geográfica heterogênea. 

Acredita-se que esta distribuição geográfica distinta se deva aos movimentos 

migratórios ocorridos entre as populações mundiais (KRAMVIS, 2014, LAGO et 

al., 2014; BISSINGER et al., 2015). No Brasil, estudos mostram que os genótipos 

do HBV predominantes são o A, D e F (MELLO et al., 2007; BECKER et al., 
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2010). LAGO et al. (2014) discutiram a origem do genótipo A1 e suas análises 

mostraram que este genótipo provavelmente foi introduzido no país através do 

tráfico negreiro ocorrido no país durante a segunda metade do século XIX. O 

genótipo F, por sua vez, é originário do continente Sul-Americano, uma vez que 

é amplamente encontrado em indígenas desta região (MELLO et al., 2013).  Em 

relação ao genótipo D, existem evidências da sua origem européia, porém 

estudos publicados até o momento não conseguiram comprovar essa hipótese 

(BERTOLINI et al., 2012, MELLO et al., 2014) 

 A genotipagem e análise de subtipo mostraram uma alta prevalência do 

HBV/D sorotipo (subtipo) ayw2. No mundo, este genótipo/subtipo é muito 

frequente na região mediterrânea da Europa, em especial na Itália (DAL MOLIN 

et al., 2006, DETERDING et al., 2008, SAGNELI et al., 2014). Na tentativa de 

comprovar a origem dos isolados de HBV/D presentes na região de estudo, foi 

realizada uma pesquisa para determinar a ascendência dos portadores crônicos 

do estudo através da busca pela origem de seus sobrenomes em bancos de 

dados disponíveis na internet e também da origem geográfica da família (pais e 

avós). Os resultados obtidos indicam que o predomínio do HBV/D na região sul 

do Brasil teria origem no processo de imigração de europeus italianos ocorrido 

durante o final do século XIX a início do século XX (TRENTO, 1989, BERTOLINI 

et al., 2012). De fato, a região sul do Brasil possui uma miscigenação 

diferenciada em relação ao restante do país, estudos de ancestralidade genética 

mostram uma elevada proporção de descendentes europeus (71-79%), seguido 

de afrodescendentes (11-14%) e indígenas (8-13%) (PENA et al., 2011; MANTA 

et al., 2013).  
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 O segundo capítulo desta tese abordou os aspectos genéticos humanos 

que podem influenciar no desfecho clínico da infecção. Para minimizar possíveis 

vieses, foram retirados desta análise, aqueles indivíduos que apresentaram co-

infecção HIV e/ou HCV e os indivíduos que apresentaram infecção oculta. Por 

isso, os grupos de indivíduos foram reduzidos a 196 pacientes cronicamente 

infectados e em 149 indivíduos com infecção resolvida. 

 A etnia também tem sido um importante fator a ser considerado em 

estudos que avaliam variáveis genéticas em associação ao desfecho clínico da 

Hepatite B. Polimorfismos de base única (SNPs) em genes de citocinas podem 

influenciar no tipo de resposta inflamatória desencadeada após a infecção e 

tendem a ser influenciados por fatores genéticos relacionados à ancestralidade 

da população em estudo (ZHENG et al., 2012). Por esse motivo, os resultados 

deste trabalho são mais assemelhados com aqueles realizados em populações 

de origem européia do que em outras populações. 

 Inicialmente foi realizada uma análise comparativa entre os dois grupos 

de pacientes analisados. Por esta análise foi possível notar diferenças 

estatísticas em relação ao sexo, transmissão e nível educacional. A prevalência 

aumentada de homens entre os portadores crônicos é corroborada por Chavéz 

et al. (2003), que realizaram um panorama da hepatite B no Brasil e encontraram 

uma frequência aumentada de casos de hepatite B entre homens em Santa 

Catarina. A frequência aumentada de mulheres no grupo de indivíduos com 

infecção resolvida é justificada pela forma como estes indivíduos foram 

selecionados, uma vez que uma grande proporção (38, 9% 58/149) foi recrutada 

entre funcionários de unidades básicas de saúde do município de Chapecó, que 

são em sua maioria mulheres. Embora exista este viés de seleção, estudos 
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epidemiológicos indicam uma maior proporção de homens entre os portadores 

crônicos de hepatite B (CARRILHO et al., 2004; NOORI et al., 2013).  

 As vias de transmissão também foram estatisticamente diferentes entre 

os grupos analisados. Enquanto foi observado uma frequência aumentada de 

transmissão vertical entre os portadores crônicos, a transmissão sexual foi mais 

frequente entre os indivíduos com infecção resolvida. De fato, a transmissão 

vertical é um potencial fator de risco para a cronificação, devido a imaturidade 

do sistema imune de crianças recém-nascidas, o que aumenta a probabilidade 

do vírus permanecer no organismo humano (BALMASOVA et al., 2014). Da 

mesma forma, infecções resultantes das vias de transmissão sexual e parenteral 

tendem a ser resolvidas espontaneamente, uma vez que em sua maioria, 

acontecem durante a fase adulta, em que o sistema imune é capaz de produzir 

uma resposta inflamatória adequada para resolução da infecção (REHERMANN 

& NASCIMBENI, 2005). 

 O nível educacional por sua vez, influencia indiretamente tanto na 

cronicidade, quanto na gravidade da doença. Neste estudo, observou-se um 

baixo nível educacional no grupo dos pacientes crônicos. A falta de informação 

sobre a doença (sintomas, rotas de transmissão e prevenção), atribuída como 

consequência de um baixo nível educacional, leva a um retardamento do 

diagnóstico e baixa adesão aos programas de prevenção, como vacinação 

compulsória, campanhas de uso de preservativos em relações sexuais, uso de 

materiais esterilizados em manicures e em procedimentos cirúrgicos e por fim o 

monitoramento dos doentes (FERREIRA et al., 2009; BRASIL, 2012) 
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 A análise de multicolinearidade foi utilizada para determinar as variáveis 

de ajustamento da regressão linear que avaliou a associação de SNPs com o 

desfecho clínico da hepatite B. Por essa análise, sexo e transmissão foram 

considerados como fatores que influenciam diretamente no desfecho, 

juntamente com os perfis genéticos dos polimorfismos estudados. 

 O TNF-α é um potente estimulador da resposta pró-inflamatória. Neste 

estudo, o alelo A (genótipos AA+ GA) do SNP TNF-α -308 foi associado 

positivamente com a hepatite B crônica (OR, 1,818; 95% CI, 1,009-3,273; 

P=0,046). De modo geral, esse resultado está em concordância com estudos 

que avaliam pacientes etnicamente semelhantes. COSTA et al. (2015), 

encontraram associação positiva entre o alelo A (e o genótipo AA) e a 

cronicidade da hepatite B, bem como à severidade da doença (fibrose e atividade 

necroinflamatória severas) em pacientes brasileiros paulistas. O alelo A também 

foi associado à infecção crônica em tunisianos, assim como o genótipo GG com 

a diminuição do risco de cronicidade em tunisianos e turcos (BASTURK et al., 

2008, SGHAIER et al., 2015). O alelo A tem sido associado a superexpressão 

do TNF-α e por consequência, a um aumento da atividade pró-inflamatória, 

justificando desse modo, a maior severidade da doença em pacientes 

cronicamente infectados (BARRET et al., 2003, CONDE et al., 2013, HU et al., 

2014).  Em contrapartida, outros estudos conduzidos em populações asiáticas 

tendem a mostrar uma associação do alelo A (genótipos AA+AG) e a resolução 

da doença (KIM et al., 2003, XIA et al., 2011, XU, et al., 2013, LIU et al, 2014), 

reforçando dessa maneira, a importância de fatores étnicos na avaliação de 

polimorfismos genéticos com o desfecho clínico da hepatite B.  
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 Os demais polimorfismos estudados, TNF-α -238 G/A (rs361525), IL 2 -

330 G/T (rs2069762), IL 4 -589 C/T (rs2243250), IL 6 -174 G/C (rs1800795), IL 

10 -592 C/A (rs1800872), IL 10 -1082 A/G (rs1800896), IL 17A -692 T/C 

(rs8193036) e IL 17A -197 G/A (rs2275913), não apresentaram associação 

estatística com os desfechos clínicos avaliados, apenas foi possível observar 

uma frequência aumentada dos polimorfismos alélicos nos grupos de estudo. No 

entanto, a falta de associação estatística não descarta possíveis influências 

destes SNPs com a cronicidade ou resolução da hepatite B, uma vez que 

existem evidências já publicadas destas correlações (BARRET et al., 2003, XIA 

et al., 2011, WANG et al., 2012, ZHENG et al., 2012, LI et al., 2014, SAXENA et 

al., 2014, TALAAT et al., 2014). 

 Neste estudo foram abordados potenciais fatores virais e do hospedeiro 

que atuam no desfecho clínico da infecção por hepatite B. Os resultados 

indicaram que o SNP TNF-α -308 A/G pode ser considerado um potencial 

marcador molecular para a cronicidade da hepatite B na população de infectados 

estudada. No entanto, estes resultados, juntamente com os resultados de 

estudos já publicados, mostraram que essa associação varia dependendo do 

grupo étnico em estudo. De fato, a região Sul do Brasil é distinta etnicamente do 

restante do país e nossos resultados refletem esta realidade. 

 Para que seja possível avaliar a sociedade brasileira em sua totalidade 

em relação à hepatite B, é importante ampliar essas análises aos outros grupos 

étnicos como indígenas e afrodescendentes para que se possa entender o real 

efeito destes SNPs na resposta imune dos sujeitos infectados. Além disso, ainda 

como perspectiva, tem-se o intuito de avaliar os alelos HLA e miRNAs no 
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desfecho clínico e desse modo, ampliar o conhecimento a respeito da 

epidemiologia e história natural desta doença em pacientes brasileiros.  
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7 Apêndice  

Tabela 1: Oligonucleotídeos iniciadores e sonda utilizado para amplificação de fragmentos do HBV 

Técnica 
Iniciador/Sonda (5’-3’) 

Gene analisado 
Tamanho do 

fragmento gerado 
Referência 

PCR em tempo 

Real 

F: TTGTCCTGGYTATCGYTGGATGTG 

Gene S 72 pb Este trabalho R: GATGAGGCATAGCAGCAGGATG 

S: 6-FAM-TGCGGCGTTTTATCAT-MGB-NFQ 

     

Sequenciamento 

do HBV 

F: GTCTAGACTCGTGGTGGACTTCTCTC’ 
Gene S 485pb Silva et al, 2005 

R: AAGCCANACARTGGGGGAAAGC 
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Tabela 2: Painel de oligonucleotídeos iniciadores utilizados para a genotipagem de SNPs humanos por extensão de base única (SNE)  

Polimorfismo Alelos Iniciadores Multiplex (5’-3’) 
Amplicon 
multiplex Iniciadores SNE (5’-3’) 

Amplicon 
SNE 

      

TNFα-308 
(rs1800629)  

G/A  

L’GCCCCTCCCATTCTAGTTC  
R’AAAGTTGGGGACACACAAGC 

230 pb 

INNER’AGGAAACAGACCACAGACCTGGTCCCCAA
AAGAAATGGAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATG  

62 pb 

    

TNFα-238 (rs 
361525)  

G/A  

INNER’AAAAGAAATGGAGGCAATAGGTTTTGAGGG
GCATGGGGACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTCCTAC
ACACAAATCAGTCAGTGGCCCAGAAGACCCCCCT
CGGAATC  

105 pb 

      

IL 2-330 
(rs2069762)  

G/T  
L’CCATTCTGAAACAGGAAACCA   

301 pb 
INNER’TTATTCTTTTCATCTGTTTACTCTTGCTCTTG
TCCACCACAATATGCTATTCACATGTTCAGTGTAGT
TTTA  

72 pb 
R’AAACCCCCAAAGACTGACTG  

      

IL 4-589 
(rs2243250)  

T/C  
L’ACCCAAACTAGGCCTCACCT  

174 pb 
INNER’GATACGACCTGTCCTTCTCAAAACACCTAA
ACTTGGGAGAACATTGT  

47 pb 
R’ACAGGTGGCATCTTGGAAAC  

      

IL 6-174 
(rs1800795)  

C/G  
L’TCGTGCATGACTTCAGCTTT  

328 pb 
INNER’AAAGAAAGTAAAGGAAGAGTGGTTCTGCTT
CTTAGCGCTAGCCTCAATGACGACCTAAGCTGCAC
TTTTCCCCCTAGTTGTGTCTTGC  

88 pb 
R’GCCTCAGACATCTCCAGTCC  

      

IL 10-592 
(rs1800872)  

A/C  
L’GGGGTCATGGTGAGCACTAC  

244 pb 
INNER’AAATCCAAGACAACACTACTAAGGCTTCTTT
GGGA  

55 pb 
R’CAAGCAGCCCTTCCATTTTA  

      

IL 10-1082 
(rs1800896)  

A/G  
L’TTCCCCAGGTAGAGCAACAC  

190 pb 
INNER’ATCCTAATGAAATCGGGGTAAAGGAGCCTG
GAACACATCCTGTGACCCCGCCTGT  

37 pb 
R’ATGGAGGCTGGATAGGAGGT  

      

IL 17A-692 
(rs2275913)  

A/G  
L’GCCAAGGAATCTGTGAGGAA  

328 pb 
INNER’GCATAGCAGCTCTGCTCAGCTTCTAACAAG
TAAGAATGAAAAGAGGACATGGTCTTTAGGAACAT
GAATTTCTGCCCTTCCCATTTTCCTTCAGAAG  

97 pb 
R’TTCAGGGGTGACACCATTTT  

      

IL 17A-197 
(rs8193036)  

C/T  
L’CCTTCTCTCTTTCCCCCATC  

158 pb 
INNER’CATCACTCTCTACTCCCCCCTGCCCCCCTT
TTCTCCATCT  

40 pb 
R’TGCATGCTACCAAGCAACTT  

Adaptado de Medeiros et al, 2015. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 

 

Você está sendo convidado a participar de uma pesquisa de cunho 

acadêmico vinculada a FEPPS/CDCT, intitulada: Hepatite B: Caracterização 

Genética e Análise dos Genes Envolvidos na Resposta Imune, que tem 

como objetivo principal à análise da prevalência de genótipos, quantificação e 

análise dos polimorfismos nos genes HLA em indivíduos infectados pelo vírus da 

Hepatite B no Rio Grande do Sul. O tema escolhido se justifica pela importância 

de ampliar o conhecimento acerca dessa doença. O trabalho está sob 

responsabilidade da pesquisadora Márcia Susana Nunes Silva e sob a 

supervisão do Dr. Dimas Alexandre Kliemann. Para alcançar os objetivos do 

estudo será realizada uma entrevista individual, com duração aproximada de 10 

minutos, na qual você irá responder a um questionário padronizado. Os dados 

obtidos serão utilizados somente para este estudo, sendo os mesmos 

armazenados pela pesquisadora principal durante cinco anos e após totalmente 

destruídos (conforme preconiza a Resolução 196/96). Procedimentos: Após a 

entrevista, será realizada uma coleta de 10 mL de sangue através de punção 

venosa com agulha estéril para análises. Riscos e Desconfortos: Os riscos e 

desconfortos causados serão aqueles associados aos procedimentos da coleta 

de sangue. A quantidade de sangue coletada é pequena e, por isso, dificilmente 

causará algum mal-estar geral, no entanto, poderá haver dor no local da coleta 

e, eventualmente, um pequeno hematoma. Benefícios: Embora este trabalho 

não possa gerar nenhum benefício imediato aos participantes, este estudo 

poderá trazer vários benefícios em longo prazo, podendo assim, auxiliar em 
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novas diretrizes do tratamento e acompanhamento futuro dos pacientes que 

vivem com hepatite B. Este estudo não fornecerá nenhum auxílio financeiro aos 

participantes. Alternativa Se o paciente escolher não participar, não haverá 

nenhuma diferença, quanto ao acompanhamento médico. Custos: Não será 

cobrado algum pagamento pela participação no estudo. Dúvidas: Alguma dúvida 

referente ao estudo poderá ser esclarecida pelas pesquisadoras Márcia Susana 

Nunes Silva ou Cíntia Costi no telefone 3352-0336 ou pelo responsável do 

projeto no HNSC, Dr. Dimas Kliemann pelo fone 3357-2126. Dúvidas quanto a 

questões éticas, poderá entrar em contato com o Daniel Demetrio Faustino da 

Silva, pelo fone 51 3357-2407, Coordenador-geral do Comitê de Ética em 

Pesquisa do GHC. Confidencialidade: Todas as informações e os resultados 

advindos dos procedimentos realizados serão considerados confidenciais e 

serão conhecidos somente da equipe envolvida. Todos os questionários e 

materiais coletados serão identificados através de um código criado na entrada 

do estudo. Este código será a única identificação no banco de dados, sendo 

utilizado para análise dos dados e divulgação dos mesmos no meio científico. 

Participação voluntária: Se houver desistência em algum momento do estudo, 

nenhuma diferença quanto ao acompanhamento e tratamento será observado. 

Significado de sua assinatura: A sua assinatura abaixo significa que você 

entendeu as informações que lhe foram fornecidas sobre este estudo e sobre 

este termo de consentimento. Você receberá cópia deste termo de 

consentimento. No final do termo devem constar as assinaturas: do voluntário, 

do entrevistador e do coordenador do estudo. 

 

Nome completo: __________________________________________ 

Cidade onde mora: __________________ 
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Número do telefone: ____________________________ Data: ____/____ /_____ 

 

Assinatura do entrevistado: _______________________________________         

 

Nome da Pessoa que obteve o consentimento (entrevistador):______________   

Assinatura da pesquisadora: _______________________________________ Número 

de Controle: _________ 

 

Assinatura do coordenador do estudo_________________________________ 

 

Em caso de analfabetismo: 

Este formulário foi lido para_____________________________________________ 

(nome do paciente) em ___/___/____ pelo________________________________ 

(nome do pesquisador), enquanto eu estava presente. 
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Questionário 
 

1. Identificação: ____________________________________________ 

2. Data de Nascimento: _____ / _____ / ______ 

3. Sexo: (   ) Masculino        (   ) Feminino 

4. Município de Residência: _______________________________________ 

5. Estado Civil: (   ) Solteiro   (   ) Casado   (   ) Acompanhado 

6. Etnia (autodeclaração): (   ) Branco   (   ) Não-branco 

7. Profissão: _________________________ Em atividade: (   ) Sim   (   ) Não 

8. Escolaridade: ________________________________________________ 

9. Gestante: (   ) Sim   (   ) Não 

10.  Fumo: (   ) Sim   (   ) Não 

11. Com qual frequência ingere bebida alcoólica?  

(   ) raramente   (   ) 1 vez por semana   (   ) 3 vezes por semana  

(   ) Superior a 4 vezes por semana         

12. Uso de drogas: (   ) Sim   (   ) Não   Se sim, qual? ____________________ 

13. Marcadores sorológicos para HBV reagentes: 

(   ) HBsAg   (   ) HBeAg    (   ) anti-HBc total   (   ) anti-HBs   (   ) anti-HBe  

(   ) anti HBc IgM 

14. Apresentou algum marcador sorológico para HBV por mais de 6 meses. 

(   )Sim   (   ) Não.    Se sim, qual o marcador?______________________ 

15. Possível forma de transmissão:   

(   ) Sexual  (   ) Hemodiálise  (   ) UDI  (   ) Transfusão sanguínea   

(   ) Transplante   (   ) Transmissão vertical (Materno fetal)    

(   ) Acidente com pérfuro-cortantes   (   ) Outro.   Qual?___________________ 

16. Comorbidades e Co-infeccções: 

(   ) Diabetes    (   ) Cardiopatia    (   ) Renal Crônico     (   ) HIV   (   ) Hepatite C 

17. (  )HTLV     (  ) Tuberculose  (  ) Outras DST, qual? __________________ 

18. Marcador positivo para Hepatite C: (   ) anti-HCV     (   ) PCR        

19.  Viajou para o exterior: (   ) Sim   (   ) Não    

20. Continentes: 

 (   ) África   (   ) Europa   (   ) Ásia   (   ) América do Sul   (   ) América do Norte 

21. Tem alguma doença crônica ou histórico familiar deste tipo de doença? Se sim, 

qual?___________________________________________________ 

22. Tem alguma doença auto-imune ou histórico familiar? Se sim, qual? 

_____________________________ 
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