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RESUMO 

 

Introdução: O vírus da hepatite Delta (HDV) é o único patógeno de RNA que requer 

antígenos de superfície do vírus da hepatite B (AgHBs) para a montagem e replicação 

viral. Pelo menos oito tipos diferentes de vírus Delta foram identificados com base na 

diversidade de seu genoma, com distribuição geográfica específica. O HDV-G3 é 

descrito como o genótipo mais divergente e agressivo. O HDV não causa lesão direta 

dos hepatócitos, a causa mais provável desse efeito é a resposta imune do hospedeiro 

contra o patógeno. Entretanto, até o momento, não há estudos demonstrando a 

associação entre a resposta imunológica do hospedeito, em especial a ação das 

moléculas inflamatórias sistêmicas, e o dano hepático causado pela infeção pelo HDV. 

Objetivo: Avaliar e comparar os parâmetros clínicos, epidemiológicos, sorológicos, 

histológicos e imunológicos de pacientes infectados com o vírus da hepatite Delta, 

genótipo 1 e pacientes infectados com o genótipo 3. Material e métodos: Estudo do 

tipo descritivo, comparativo e analítico de pacientes coinfectados com o HBV e vírus 

Delta genótipos 1 e 3. Para cumprimento de todos os objetivos, uma plataforma de 

estudo in vitro foi desenvolvida e utilizada em concomitância com os demais 

procedimentos metodológicos. 92 moléculas inflamatórias sistêmicas (SIM) foram 

medidas pela tecnologia de Ensaio de Extensão de Proximidade (PEA). Resultados: 

Ambos os grupos foram semelhantes em termos de distribuição de gênero e idade 

média.  Os níveis de Alanina aminotransferase (ALT) e Aspartato asminotransferase 

(AST) mostraram-se divergentes entre os grupos estudados. A maioria dos pacientes em 

ambos os grupos foi classificada como D-dominante em relação à carga viral. Pacientes 

infectados com HDV-G3 apesentaram maiores níveis séricos da maioria das citocinas e 

quimiocinas de perfil pró-inflamatório. Os métodos não invasivos utilizados para 

avaliação do grau de fibrose em pacientes com doença hepática de outras etiologias 

(relação APRI, FIB-4 e AST / ALT) revelaram baixa sensibilidade e VPP com AUROC 

máximo de 0,586 em pacientes infectados com o HDV-G3, mas um escore combinado 

incluindo CCL19 e MCP.4 revelou uma sensibilidade de 81% para identificação de 

fibrose avançada quando comparado com os resultados de biópsia hepática. Conclusão: 

Os níveis mais elevados de moléculas inflamatórias sistêmicas na coinfecção 

HBV/HDV-G3 sugerem que esse genótipo pode causar uma doença hepática mais 

agressiva, com uma resposta inflamatória mais exarcerbada. Sugerimos aqui que a 

determinação dos níveis de CCL19 e MCP.4 possa ser usada para identificar pacientes 

infectados com HDV-G3 com fibrose avançada. 

 

Palavras-chave: Hepatite Delta. Marcadores inflamatórios solúveis. Genótipo viral 

fibrose. 
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ABSTRACT 

 

Introduction: The hepatitis delta virus (HDV) is the only RNA pathogen that requires 

hepatitis B virus surface antigens (HBsAg) for viral assembly and replication. At least 

eight different types of Delta viruses have been identified based on the diversity of their 

genome, with specific geographic distribution. HDV-G3 is described as the most 

divergent and aggressive genotype. HDV does not cause direct damage to hepatocytes, 

the most likely cause of this effect is the host's immune response against the pathogen. 

However, to date, there are no studies demonstrating the association between the host 

immune response, especially the action of systemic inflammatory molecules, and the 

liver damage caused by HDV infection. Objective: To evaluate and compare the 

clinical, epidemiological, serological, histological and immunological parameters of 

patients infected with Delta hepatitis virus, genotype 1 and patients infected with 

genotype 3. Material and methods: A descriptive, comparative and analytical study of 

patients coinfected with HBV and Delta virus genotypes 1 and 3. To fulfill all the 

objectives, an in vitro study platform was developed and used in concomitance with the 

other methodological procedures. 92 systemic inflammatory molecules (SIM) were 

measured by the Proximity Extension Assay (PEA) technology. Results: Both groups 

were similar in terms of gender distribution and mean age. The levels of Alanine 

aminotransferase (ALT) and Aspartate asminotransferase (AST) were shown to be 

divergent among the groups studied. The majority of patients in both groups were 

classified as D-dominant in relation to viral load. Patients infected with HDV-G3 

showed higher serum levels of most pro-inflammatory cytokines and chemokines. The 

noninvasive methods used to evaluate the degree of fibrosis in patients with liver 

disease of other etiologies (APRI, FIB-4 and AST / ALT ratio) revealed low sensitivity 

and maximal AUCOC of 0.586 in patients infected with HDV-G3, but a combined score 

including CCL19 and MCP.4 revealed a sensitivity of 81% for identification of 

advanced fibrosis when compared to liver biopsy results. Conclusion: Higher levels of 

systemic inflammatory molecules in HBV / HDV-G3 coinfection suggest that this 

genotype may cause more aggressive liver disease with a more exacerbated 

inflammatory response. We suggest here that the determination of the level of CCL19 

and MCP.4 can be used to identify patients infected with HDV-G3 with advanced 

fibrosis. 

 

Keywords: Delta hepatitis. Soluble inflammatory markers. NK cells. Fibrosis. 
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1  INTRODUÇÃO   

       

O vírus da hepatite Delta (HDV) é o único patógeno de RNA que requer 

antígenos de superfície do vírus da hepatite B (AgHBs) para a montagem e replicação 

viral(1). Estudos mostraram que a coinfecção HBV-HDV pode acelerar doenças do 

fígado (1,2) e que a superinfecção HBV-HDV pode resultar em hepatite fulminante aguda 

ou hepatite crônica, evoluindo em muitos casos para cirrose e carcinoma 

hepatocelular(3). Estima-se que cerca de 240 milhões de pessoas são AgHBs positivas, 

em todo o mundo (4) e, destas, 2% - 8% estão coinfectadas com o HDV, resultando em 

10 a 20 milhões de pessoas com hepatite Delta. A prevalência da hepatite Delta é 

significativamente variável entre as regiões do mundo.(4) Pelo menos oito tipos 

diferentes de vírus Delta foram identificados com base na diversidade de seu genoma, 

com distribuição geográfica específica(5,6). O HDV-G1 está presente na Europa, Oriente 

Médio, América e Norte da África(5). Os HDV-G2 ao HDV-G8 ocorrem em regiões 

específicas ao redor do mundo(5). O HDV-G3, descrito como o genótipo mais 

divergente e agressivo, é encontrado exclusivamente na América do Sul, 

especificamente na Bacia Amazônica Ocidental, área que abrange parte dos territórios 

de cinco países: Brasil, Peru, Equador, Venezuela e Colômbia, (7) sendo responsável por 

surtos graves e hepatite fulminante(8,9). No Brasil, essa área abarca porções territoriais 

dos estados do Acre, Amazonas, Rondônia e Roraima, com prevalência significativa na 

população indígena (10). 

As infecções virais são controladas por uma interação sofisticada entre respostas 

imunes inatas e adaptativas(11). Foi demonstrado que a mediação imunológica está 

geralmente implicada em danos no fígado, associados ao HDV. Até o momento, estudos 

têm sugerido que a patogênese do HDV envolve principalmente a ativação de linfócitos 

T específicos para o vírus, células NK, respostas de citocinas e sinalização do fator 

nuclear kappa B(12). O HDV não causa lesão direta dos hepatócitos ou inflamação do 

tecido hepático. A causa mais provável desses efeitos é a resposta imune do hospedeiro 

contra o patógeno. Em geral, as infecções virais crônicas são caracterizadas pela 

presença de células T antivirais, mas que, muitas vezes, são incapazes de controlar a 

replicação viral e a progressão da infecção. Essa incapacidade de controle da infecção 

por parte do sistema imunológico parece estar diretamente relacionada com as formas 

graves da doença hepática. Entretanto, até o momento, não há estudos demonstrando a 
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associação entre a resposta imunológica do hospedeito, em especial a ação das 

moléculas inflamatórias sistêmicas, e o dano hepático causado pela infeção pelo HDV. 

Estes estudos poderão oferecer novos insigths para melhor caracterização da hepatite 

Delta e entendimento de questões científicas ainda pouco exploradas, como por 

exemplo, as diferenças imunopatológicas entre as infecções por distintos genótipos, 

mais particularmente o genótipo 3. 

Assim, o presente estudo objetivou avaliar e comparar os parâmetros clínicos, 

epidemiológicos, sorológicos, histológicos e imunológicos de pacientes infectados com 

o vírus da hepatite Delta, genótipos 1 e 3. 

 

1.1 JUSTIFICATIVA 

 

Os agentes virais da hepatite B e Delta constituem um problema mundial de 

saúde pública. Acredita-se que cerca de dois bilhões de pessoas tiveram contato com o 

vírus da hepatite B (HBV) e que 18 milhões de pessoas encontram-se infectadas pelo 

HDV entre os 350 milhões de portadores crônicos do HBV, no mundo. Essa associação 

viral é relacionada, desde a década de 60, a uma forma de insuficiência hepática grave, 

descrita com o nome de Febre Negra de Lábrea. No Brasil, os estados do Amazonas, 

Rondônia e Acre são apontados como locais de alta prevalência. A coinfecção HBV e 

vírus Delta vitimiza principalmente crianças e jovens adultos, embora pouco se saiba 

sobre a evolução clínica desses pacientes. A investigação da relação entre a gravidade 

da doença e a resposta imunológica montada pelo indivíduo coinfectado, em especial, a 

produção e excreção de moléculas inflamatórias sistêmicas (SIM), objeto deste estudo, é 

de extrema importância, não só pelo ineditismo, mas também por oferecer dados 

importantes para avaliação da eficácia das drogas disponíveis, a fim de orientar 

futuramente novos protocolos de tratamento. Tem grande relevância ainda o fato deste 

estudo se configurar em inquestionável benefício à comunidade científica, já que será 

elaborado um banco de dados sobre o perfil imunológico de pacientes infectados pelo 

HDV- G1 e HDV- G3. Esse banco de dados será uma ferramenta útil para melhorar o 

serviço e o atendimento aos pacientes e poderá invocar novas ideias para trabalhos 

futuros sobre outros temas. 
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HIPÓTESE 

H1 – Na infecção pelo HDV – G3, os níveis de moléculas inflamatórias sistêmicas no 

sangue do paciente são mais elevados do que na infecção pelo HDV- G1, provocando 

inflamação hepática mais pronunciada e curso clínico mais agressivo.  

H0 - Na infecção pelo HDV – G3, os níveis de moléculas inflamatórias sistêmicas no 

sangue do paciente são iguais aos da infecção pelo HDV- G1 e não se relacionam nem 

com inflamação hepática mais pronunciada, sequer com curso clínico mais agressivo do 

HDV – G3.  

 

 

1.2 OBJETIVOS 

 

A seguir apresentam-se os objetivos estabelecidos para dar cumprimento a este 

estudo. 

 

Objetivo Geral 

- Avaliar e comparar os parâmetros clínicos, epidemiológicos, sorológicos, 

histológicos e imunológicos de pacientes infectados com o vírus da hepatite Delta, 

genótipo 1, tratados em um centro de referência na Alemanha, e pacientes infectados 

com o genótipo 3, tratados em um centro de referência da região Amazônica, no Brasil. 

 

Objetivos Específicos 

- Avaliar, in vitro, o efeito da estimulação com Interferon alpha, IL12 e IL 18, na 

ativação e resposta de células NK em cultura com hepatócitos infectados com o vírus da 

hepatite Delta;  

- Comparar as características epidemiológicas, clínicas e laboratoriais entre 

indivíduos infectados com HVB-HDV, genótipos 1 e 3; 

- Quantificar e comparar os níveis de moléculas inflamatórias sistêmicas em 

pacientes infectados com os genótipos 1 e 3 do HDV; 
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- Avaliar a sensibilidade dos métodos não invasivos de estadiamento do grau de 

fibrose em pacientes com outras formas de hepatite em pacientes infectados com o vírus 

Delta, genótipos 3; 

- Identificar possíveis marcadores biológicos para avaliação do grau de fibrose 

em pacientes infectados com o vírus da hepatite D, genótipos  3. 

 

2  REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1  EPIDEMIOLOGIA 

 

Existem pelo menos oito genótipos diferentes do HDV identificados e separados 

de acordo com a diversidade do material genético. A distribuição geográfica dos 

mesmos é bastante específica(13), como demonstrado na figura 1. O HDV-1 é encontrado 

frequentemente na Europa, Oriente Médio, América e Norte da África (13,14). Os demais 

genótipos, HDV-2 a HDV-8, ocorrem em regiões mais específicas(15,16). Assim, 

podemos observar que o HDV-2 é mais prevalente em países como Japão (17), o Estado 

insular Taiwan (18,19) e Rússia (20). O HDV-3, o mais divergente filogeneticamente, é 

encontrado exclusivamente na América do Sul (21-23). O HDV-4 circula por todo o Japão 

e Taiwan, enquanto os HDV-5 a HDV-8 têm prevalência descrita na África (24,25). Têm-

se, portanto, que a distribuição do HDV varia em diferentes regiões geográficas (Figura 

1), com maior incidência nos países do Oriente Médio, do Mediterrâneo, na região 

Amazônica, na África e na Ásia (26,27). 
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Figura 1- Distribuição geográfica dos genótipos do HDV no mundo. 

 

 

Fonte: AASLD, 2013 

 O HDV-G1 configura-se como o genótipo mais prevalente no mundo, sendo 

encontrado em, pelo menos, três continentes. Na Europa, a Alemanha é o país com 

maior prevalência (2). Alguns estudos apontam a migração maciça ocorrida nas últimas 

décadas como sendo responsável pelo aumento do número de casos de hepatite Delta na 

região (13). 

 O HDV-G3, descrito como genótipo mais divergente e agressivo, é encontrado 

exclusivamente na América do Sul, especificamente na Bacia Amazônica Ocidental, 

incluindo parte dos territórios do Brasil, Peru, Equador, Venezuela e Colômbia. É 

responsável por surtos graves e hepatite fulminante, comuns nessas áreas(3). No Brasil, 

abrange os estados do Acre, Amazonas, Rondônia e Roraima, com prevalência 

significativa na população indígena (25). 

 Aproximadamente 77% das infecções por HDV no Brasil ocorrem na região 

Norte(3). O isolamento deste vírus neste local pode ser uma consequência direta da 

prevalência do HDV entre a população indígena, que geralmente vive em regiões 

isoladas e interage, preferencialmente, entre indivíduos de suas próprias tribos (1). Os 

estados do Acre e Rondônia são descritos como as duas áreas de maior prevalência da 

hepatite Delta no Brasil. Rio Branco, capital do Acre, foi povoada no início do século 

20 pelos nativos que já habitavam a região, junto com migrantes do Nordeste do Brasil 

e imigrantes da Turquia, Portugal e Líbano, atraídos pelo enriquecimento do primeiro 
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ciclo da borracha(9). Porto Velho, capital do estado de Rondônia, foi fundada como 

resultado da construção da ferrovia Madeira Mamoré, amplamente utilizada para 

extração da borracha e do ouro. Hoje, diversas tribos indígenas ainda habitam a área. 

Estudos confirmaram a prevalência do HDV-3 entre esses grupos, na região Amazônica 

do Brasil. Uma análise filogenética do vírus mostrou que a infecção permanece 

constante no local (8). 

 

2.2  ESTRUTURA GENÔMICA E CLASSIFICAÇÃO TAXONÔMICA DO HDV 

 

O HDV é um vírus pequeno, esférico, com diâmetro de aproximadamente 

36nm(28). Possui genoma formado por uma molécula de RNA circular de cadeia simples 

e sentido negativo com um antígeno delta no núcleo interno rodeado por um envelope 

derivado da proteína de superfície do HBV (29), como ilustrado na figura 2. O RNA 

genômico do HDV é composto de aproximadamente 1700 nucleotídeos embalados com 

cerca de 200 moléculas do antígeno da hepatite Delta (HDAg) (30) para formar uma 

única partícula viral. Devido à extensa compactação dentro da molécula de RNA, o 

genoma tem forma de uma haste de estrutura dupla, assemelhando-se a viróides 

(patógenos de plantas) (31). Contudo, ao contrário dos viróides, o HDV tem elevada 

quantidade de nucleotídeos em seu genoma.  

Figura 2 – (A) Microscopia eletrônica do VHD, setas (Cortesia do Dr. Mario Rizzetto, Turim, 

Itália). (B) Representação esquemática da partícula do VHD com envoltório do VHB (AgHBs). 

FFF

 

Fonte: Rizzeto, 2006 
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O HDV codifica seu próprio antígeno (AgHD), mas requer auxílio de proteínas 

do envelope do HBV para sua propagação (31). O envelope que envolve o genoma viral é 

composto pelas três proteínas do envelope do HBV: S-HBsAg, HBsAg e L-HBsAg. O 

genoma do HDV também exibe uma atividade de auto-clivagem, ao codificar uma 

ribozima com domínio de cerca de 80-100 nucleótidos de comprimento.  

O vírus pertence ao gênero delta vírus. Ao contrário da maioria dos vírus de 

RNA, o HDV não codifica sua própria replicase ou RNA polimerase; faz uso da RNA 

polimerase da célula hospedeira - dependente de DNA polimerases. Como o RNA 

genômico do HDV tem polaridade anti-mensageiro, durante a replicação três diferentes 

formas de RNA são sintetizadas: RNA genômico circular, RNA antigenômico 

complementar circular e RNA antigenômico linear. O processo se efetiva através de um 

mecanismo de rolamento circular. 

O mecanismo de rolagem circular envolve replicação unidirecional de ácidos 

nucléicos para formar múltiplas cópias de genoma utilizando RNA polimerases da 

célula hospedeira(32). O RNA antigenômico linear poliadenilado serve como RNA 

mensageiro (mRNA) para produzir AgHD. O HDV possui uma codificação limitada de 

proteínas - apenas um AgHD com duas isoformas - e faz uso do maquinário de 

proteínas celulares do hospedeiro para realizar os processos que são essenciais ao ciclo 

de vida, a saber: transcrição, replicação, pós-transcrição e modificação transcricional. 

 

2.2.1  Antígeno HDV 

 

O genoma do HDV possui vários quadros de leitura aberta (ORFs). De todos os 

quadros, apenas um parece ser transcrito ativamente e codificar o antígeno (AgHD) (33). 

A função das outras ORFs ainda é desconhecida. Existem duas isoformas de AgHD: o 

pequeno AgHD (S-HDAg), de 24 kDa, composto por 195 aminoácidos e o grande 

AgHD (L-HDAg), de 27 kDa, composto por 214 aminoácidos. A leitura do quadro 

aberto transcreve um mRNA usando RNA polimerase da célula hospedeira que se 

traduz em uma molécula de S-HDAg. Uma modificação pós-transcricional pela enzima 

celular adenosina desaminase-1 (ADAR 1) substitui o códon de parada (UAG na 

posição 196) no mRNA por um triptofano (códon UGG), ampliando o quadro de leitura, 

adicionando 19 aminoácidos e levando à produção de L-HDAg (34). Os 19 aminoácidos 

extras adicionados na porção carboxiterminal do L-HDAg conferem propriedades 

funcionais à molécula que são diferentes do S-HDAg. O S-HDAg é necessário para o 
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início da replicação do genoma viral, enquanto o L-HDAg, sintetizado no final do 

estágio da replicação viral, é essencial para a montagem de partículas do novo vírion(35). 

O L-HDAg não apenas regula a replicação do genoma do HDV, mas também a sua 

própria síntese. O AgHD contém diferentes domínios funcionais, como domínio de 

ligação ao RNA, sequência de bobina enrolada e sequência de localização nuclear. 

Além disso, o L-HDAg contém mais alguns domínios que incluem a montagem de 

sinalizador viral (VAS) e sinalizador de exportação nuclear(34). O AgHD pode ativar 

diretamente a transcrição do genoma viral por ligação ao RNA e facilitar o alongamento 

da transcrição, substituindo o repressor de transcrição ligado a RNA polimerase II (36). 

Na falta de AgHBs, tanto o S-HDAg quanto o L-HDAg são inativos(37). 

 

2.2.2   Modificações pós-tradução do HDAg 

 

As modificações pós-traducionais do AgHD são de imensa importância, uma vez 

que podem modular a função do mesmo e podem levar à progressão do ciclo viral (38). 

Essas modificações pós-traducionais incluem fosforilação de serina e treonina, 

acetilação de lisina, metilação de arginina e farnesilação de cisteína (39). Como o HDV é 

deficiente de enzimas responsáveis por modificações pós-traducionais, ele depende das 

proteínas celulares para realizar estes processos. 

A fosforilação ocorre nos resíduos de serina e treonina do S-HDAg, enquanto 

apenas os resíduos de serina são fosforilados em L-HDAg (40).  

A Fosforilação pós-traducional da serina-177 da S-HDAg é crucial para a sua 

interação com a RNA polimerase celular II(41), responsável pela síntese de RNA 

genômico do HDV e replicação do RNA antigenômico. Este processo aumenta a 

replicação do HDV. Além disso, a atividade de ligação do RNA do AgHD com o 

genoma da célula hospedeira mostrou ser mediado por modificação fosforilacional e, 

portanto, parece essencial para a replicação viral (42). A Acetilação de resíduos de lisina, 

tanto do S-HDAg quanto do L-HDAg, foram relatados e estão sendo associados com 

modulação da replicação do HDV. Observou-se também que a metilação do resíduo de 

arginina do S-HDAg influencia a replicação do HDV(43). Assim, inibidores de metilação 

parecem resultar em uma inibição de replicação do HDV, o que abre a possibilidade de 

estudos em terapêutica.  
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2.3   ACESSO CELULAR, ENTRADA E REPLICAÇÃO VIRAL 

 

O mecanismo de entrada do HDV nos hepatócitos ainda não está totalmente 

elucidado. No entanto, acredita-se ser semelhante ao utilizado pelo HBV. O HDV entra 

nos hepatócitos por ligação às cadeias laterais de hidratos de carbono do proteoglicano 

de sulfato de heparina presentes na superfície dos hepatócitos (44). Os Aminoácidos N-

terminais do domínio pré-S1 do L-HBsAg são, portanto, essenciais para a entrada do 

HDV nos hepatócitos. Mutações e/ou deleções na sequência pré-S1 altamente 

conservada e acetilação, ou miristoilação de N-terminal pré-S1, parecem inibir a entrada 

do HDV nos hepatócitos(45). Yan et al.(46) identificaram um suposto receptor para a 

entrada do HBV e do HDV nos hepatócitos. Os autores propuseram que: o domínio pré-

S1 do L-HBsAg interage com co-transportadores polipepitídicos de taurocolato de sódio 

(NTCP), uma glicoproteína transmembrana integral envolvida na circulação entero-

hepática, para facilitar a entrada do vírus na célula. 

Após o HDV entrar na célula, ocorre a remoção da partícula de revestimento e o 

AgHD transloca o genoma viral do núcleo onde as RNAs polimerases I e II são 

empregadas para replicar o genoma (Figura 3). A Polimerase I está implicada na 

transcrição de antigenoma viral, enquanto a polimerase II catalisa a replicação do 

genoma, do antigenoma e transcrição de mRNA no nucleoplasma(47). O processo de 

replicação começa com a transcrição do antigenoma, utilizando o genoma viral como 

molde, através de um mecanismo de rolamento circular que produz um RNA 

antigenômico de mais de uma unidade de comprimento. O RNA antigenômico é então 

auto-clivado pela atividade intrínseca da ribozima e ligado para formar um antigenoma 

circular, usando ligases celulares. O RNA antigenômico é, então, usado para produzir 

RNA genômico no nucleoplasma. O mRNA é transcrito usando o mesmo genoma 

transcrito anteriormente e é traduzido para produzir AgHD. Portanto, é evidente que o 

HBV não desempenha nenhum papel na replicação do HDV, e este pode continuar na 

ausência do vírus auxiliar. O AgHBs é necessário apenas para a entrada do HDV na 

célula, montagem do vírion e exportação. 
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2.4   PATOGÊNESE DA INFECÇÃO PELO HDV 

 

O HDV se replica apenas nos hepatócitos. Sabe-se que a infecção pelo HDV está 

relacionada com processos imunomediados que causam lesão direta ao hepatócito (48). 

Estudos experimentais conduzidos em chimpanzés sugeriram um efeito citopático direto 

do HDV nos hepatócitos, particularmente durante um quadro de hepatite aguda (49). É 

postulado que na infecção aguda pelo HDV os hepatócitos infectados sofrem alterações 

degenerativas caracterizadas histologicamente por eosinofilia, encolhimento 

citoplasmático e picnólise, bem como presença de células inflamatórias no parênquima 

hepático, consistente com dano hepatocelular citopático. Estudos in vitro com 

hepatócitos humanos também evidenciaram esses processos(50). O pequeno antígeno 

delta (S-HDVag), expresso por hepatócitos infectados, foi identificado como 

responsável por este efeito citopático direto do HDV(50), enquanto o L-HDVAg mostrou 

não ser citotóxico. Sua atividade foi descrita como responsável pela persistência do 

HDV (cronicidade) e por tornar os hepatócitos suscetíveis a danos imunomediados. 

Modelos experimentais de marmotas provaram ser muito útil na ampliação do nosso 

conhecimento da patogênese da HDV e da cronicidade associada à superinfecção por 

HDV(51), devido à grande semelhança entre os cursos da doença em modelos de 

marmota e o resultado de superinfecção por HDV em humanos. Os modelos também 

são inestimáveis para testar a eficácia protetora de novos tratamentos para o HDV, 

incluindo vacinas. Estudos sobre estes modelos experimentais revelaram que tanto a 

imunização proteica quanto a imunização de DNA para HDV são insignificantes na 

proteção contra a superinfecção por HDV (52), destacando a necessidade de adotar 

diferentes abordagens para o desenvolvimento de uma vacina contra o HDV. 
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Figura 3 - Ciclo de replicação do vírus da Hepatite D.  

 

 

Fonte: Abbas, Jafri e Raza 18 

Foi observada variação nas respostas imunomediadas durante a infecção aguda e 

crônica por HDV (51), o que pode explicar a persistência e cronicidade na superinfecção 

por HDV. Os linfócitos T citotóxicos são os principais responsáveis pela eliminação do 

vírus, destruindo as células infectadas. Resposta imune insuficiente com capacidade de 

reconhecer apenas epítopos virais limitados foi implicada na falha em eliminar a 

infecção e no estabelecimento de infecção crônica. Falha na resposta imune foi 

observada em 1% dos pacientes coinfectados com HBV / HDV que evoluíram com 

hepatite fulminante, enquanto na superinfecção a incidência foi de 5%. Uma resposta 

imunológica exagerada, particularmente a mediada por células, parece estar envolvida 

com necrose hepatocítica maciça e dano hepático que evolui rapidamente para 

insuficiência hepática fulminante(53). A patogênese do HDV também é influenciada pela 

interação do HDV com o HBV (48). Sabe-se que a infecção por HDV pode ocorrer tanto 

na forma de uma coinfecção como superinfecção. Uma coinfecção com HBV / HDV 

geralmente é autolimitada e frequentemente resulta em recuperação completa do 

indivíduo, enquanto que na superinfecção, o paciente frequentemente progride para 
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infecção crônica por hepatite D (54). Pacientes com hepatite B crônica que desenvolvem 

superinfecção com hepatite D também podem evoluir rapidamente para insuficiência 

hepática aguda, com apresentação clínica de ascite e encefalopatia hepática. 

 

2.5   INTERAÇÃO DE HBV-HDV 

 

A coinfecção por HBV com outros vírus hepatotrópicos está associada a vários 

padrões de inibição recíproca de replicação. O HDV tem sido frequentemente 

relacionado à supressão da replicação do HBV (55). O L-HDAg regula positivamente a 

transcrição da resistência ao mixovírus A, um mediador da resposta antiviral induzido 

pelo interferon que está envolvido na supressão da replicação do HBV. Portanto, 

autores sugerem que a doença hepática na superinfecção HBV / HDV se deve 

principalmente ao HDV (8). A infecção crônica pelo HBV / HDV causa mais doença 

hepática grave do que a monoinfecção por HBV isolada; a doença segue um curso 

rapidamente progressivo, levando à cirrose, descompensação hepática e carcinoma 

hepatocelular (HCC), com baixa expectativa de vida – em média, cinco anos mais 

curta(56). A supressão da replicação do HBV por HDV não é sustentada durante todo o 

período da infecção, pois a resposta viral muda ao longo do tempo. Um estudo revelou 

replicação significativa do HBV em cerca de metade dos pacientes (57). Assim sendo, do 

ponto de vista da evolução natural da doença, a hepatite D crônica é dividida em três 

fases: 

 (1) fase ativa precoce, com replicação ativa do HDV e supressão da replicação do 

VHB;  

(2) fase intermediária, com decréscimo da replicação do HDV e reativação da 

replicação do HBV;  

(3) fase tardia, com o desenvolvimento de cirrose e carcinoma hepatocelular causados 

pela replicação de qualquer um dos vírus ou com remissão resultante da redução 

marcada da carga viral de ambos (58). 
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2.6   INIBIÇÃO DE SINALIZAÇÃO DE INTERFERON ALFA  

 

A patogênese do HDV envolve principalmente a inibição da sinalização do 

interferon-α (IFN-α) (59), resposta da ativação de linfócito T específico do HDV e 

citocinas(60), sinalização via fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e fator nuclear 

kappa(61), modificações no proteoma celular e um aumento associado do potencial de 

sobrevivência celular (62) (Figura 4). 

Figura 4 – Patogênese do vírus da hepatite Delta.  

 

Fonte: Abbas, Jafri e Raza 18 

A sinalização de IFN-α pelas células infectadas pelo vírus, alertando as células 

vizinhas, – estado antiviral – é a primeira linha de defesa do hospedeiro para erradicar o 

vírus. A produção e excreção de IFN-α por células do sistema imune inato é induzido 

pelo RNA de cadeia dupla apresentado durante a replicação viral(63). Os INFs 

produzidos exercem efeito ligando-se aos receptores α e β-INF na superfície celular, 

resultando na ativação das tirosina cinases da família Janus Kinase (JAK), que por sua 

vez fosforila resíduos de tirosina dos fatores de transcrição no citoplasma, atuando 

como transdutor de sinal e ativador de transcrição (STAT). A ativação da sinalização 

via JAK / STAT estimula a expressão de genes de INF. Os genes estimulados por IFN-α 
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codificam, então, proteínas antivirais, ou seja, a resistência do Myxovirus A de cadeia 

dupla(64). O resultado da ativação das respostas imunes inata e adquirida ajuda a 

combater a infecção viral, mas, por alguma razão, isso não ocorre na infecção pelo 

HDV. 

Como o HDV é composto por uma molécula de RNA de fita simples, não se 

espera que sua presença estimule a produção nem a excreção de INF-α (65). Por outro 

lado, a sinalização para ativação de interferon alfa mostrou-se inibida pelo HDV (59). O 

HDV previne a ativação da tirosina quinase-2 (tyr-2), fosforilação de STAT-1 e STAT-

2 e sua translocação intranuclear para a expressão de genes induzidos por INF. Assim, 

acredita-se que o HDV inibe a ativação da via de sinalização JAK / STAT pelo IFN-α e 

que esse processo pode estar implicado na persistência da infecção e falha do 

tratamento(59). O IFN-α também é conhecido por estimular a enzima celular ADAR 1 e, 

portanto, aumentar a expressão de L-HDAg (66). Essa insuficiência de sinalização de 

IFN-α na infecção pelo HDV pode impedir uma produção precoce de L-HDAg e 

cessação da replicação viral. De acordo com o processo descrito acima, pode-se concluir 

que a inibição da sinalização de INF-α em um indivíduo infectado pelo HDV 

desempenha um papel central na falha do clareamento viral e que o mesmo confere 

resistência ao tratamento com IFN-α. Babiker et al.(67) testaram um regime de 

tratamento antiviral composto por INF-α, Tenofovir disoproxil fumarato e Lamivudina 

em um paciente com infecção aguda grave por HDV, alcançando supressão do RNA do 

HDV, após 16 meses de tratamento, juntamente com reduções significativas no DNA do 

HBV e níveis de AgHBs. Os regimes poupadores de interferon devem passar por mais 

ensaios clínicos para estabelecer sua eficácia no tratamento da hepatite D. 

 

2.7   RESPOSTA IMUNE AO HDV 

 

Já está estabelecido que a patogênese da lesão hepática na infecção pelo HDV 

não está vinculada ao efeito diretamente citopático do patógeno, mas a mecanismos 

imunomediados envolvidos. Respostas imunológicas celulares contra o HDV foram 

descritas (68) sugerindo que a quantidade e a qualidade das respostas das células T 

podem estar associadas a algum controle da infecção. A frequência de células T CD4 + 

é maior em pacientes com HDV do que em indivíduos com HBV ou HCV (69), e 

respostas de INF gama específicas de HDV e IL-2 são mais frequentes em pacientes 
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com baixa viremia de HDV (70). Ainda assim, as respostas de células T específicas para 

o HDV são muito fracas na infecção crônica. In vitro, a estimulação de células de defesa 

com IL-12 foi capaz de restaurar a função de células T CD4 + e CD8 + específicas do 

HDV (71). Células NK de pacientes com HDV vêm sendo investigadas e comparadas 

com outras infecções por hepatites virais (71). No geral, as frequências de células NK 

aumentaram, mas as células foram menos ativadas e funcionalmente prejudicadas. A 

infecção por HDV também não alterou a diferenciação de células NK, e a atividade da 

doença hepática refletiu alterações na expressão do receptor de superfície celular nas 

células NK. A frequência de células NK também pode estar associada com a resposta 

virológica precoce à terapia com PEG-INF α, embora as células NK sejam severamente 

prejudicadas funcionalmente, durante a terapia antiviral (72). Coletivamente, esta 

informação sugere que o HDV é principalmente uma doença imunomediada, pelo 

menos, na infecção pelo genótipo 1 do HDV. Idealmente, as terapias antivirais devem, 

portanto, também visar o aumento da imunidade anti-HDV para conferir controle de 

longo prazo da infecção (73).  

 

2.7.1   Papel das citocinas na infecção pelo HDV 

 

A patogênese do HDV envolve a ativação de um clone de células T auxiliares 

específicas de HDV que, por sua vez, expressam citocinas, principalmente interleucina-

2 (IL-2), receptor de IL-2, IL-10 e INF-γ (60). A IL-2 estimula a proliferação de células 

T citotóxicas específicas para HDV. Células T citotóxicas destroem células infectadas 

pelo vírus, enquanto as células T auxiliares ativadas sob a influência da IL-2 se 

diferenciam em células do subtipo Th-1 e, especificamente, secretam IFN-γ.  

Na infecção pelo HDV, as células T mostraram produzir uma grande quantidade 

de INF-γ (74) que ativa macrófagos fagocíticos e promove up- regulation da expressão de 

proteínas de MHC de classe-II nas superfícies celulares. Assim sendo, o INF-γ pode 

inibir a replicação viral diretamente ou a partir de imunomodulação e efeitos 

imunoestimuladores(60). O INF-γ também estimula a secreção de proteína-10 induzida 

por INF-γ (CXCL-10), uma quimiocina que recruta células assassinas naturais (células 

NK), células T, macrófagos / monócitos e células dendríticas para destruir células 

infectadas com o HDV e, consequentemente, promover clearance viral à custa de 

infiltrado inflamatório que causa dano hepático(75). Também é postulado que na hepatite 
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D crônica a produção de INF-γ pelas células T auxiliares de perfil Th-1 induz a 

expressão de proteínas de MHC de classe-II pelos hepatócitos na tentativa de aumentar 

a capacidade de eliminação da infecção (76). Isso pode estar associado à necrose hepática 

grave e aumento da gravidade da hepatite em pacientes infectados pelo HDV, pois 

hepatócitos não infectados expressando proteína MHC-II também serão reconhecidos e 

mortos por células T auxiliares e células T citotóxicas. Nisini et al.(77) estudaram a 

especificidade de epítopos de HDVAg para identificar epítopos imunogênicos de HDAg 

que poderiam ser usados para gerar uma vacina para a profilaxia da infecção pelo HDV 

76). Além disso, dois estudos identificaram baixo grau de heterogeneidade no AgHD que 

encoraja o desenvolvimento de uma vacina utilizando estas sequências imunogênicas de 

AgHD (78). Os resultados do estudo de Nisini et al.(77) também sugeriram que a resposta 

das células T específicas de AgHD no sangue periférico de indivíduos infectados pelo 

HDV está associada a replicação do HDV e desaparecimento de IgM anti-HDV com a 

consequente redução da atividade da doença hepática induzida pelo HDV (77). Em suma, 

uma resposta imunológica vigorosa envolvendo resposta específica de células T e morte 

citotóxica de células infectadas pelo HDV resulta tanto na depuração viral quanto na 

lesão hepática aumentada. 

 

2.8  ASPECTOS CLÍNICOS E EVOLUTIVOS 

 

Os aspectos clínicos e evolutivos da infecção pelo HDV divergem de outros 

vírus hepatotrópicos. Na infecção simultânea HBV + HDV (coinfecção aguda), este 

último provoca interferência viral e inibe a síntese do HBV. Portanto, a coinfecção 

aguda B e D se apresenta como hepatite aguda recidivante, de curso clínico bifásico, 

com dois picos séricos das aminotransferases. Tal padrão recidivante ocorre com maior 

frequência do que na clássica hepatite aguda B e relaciona-se à expressão sequencial 

dos vírus B e D (79). Na maioria dos casos, o quadro clínico da coinfecção aguda HBV + 

HDV evolui com hepatite aguda benigna. Excepcionalmente, a síntese do HDV torna-se 

intensa, soma-se aos efeitos ocasionados pelo HBV e leva a formas fulminantes e 

crônicas de hepatite(80). O prognóstico da coinfecção B e D mostra-se benigno, 

ocorrendo completa recuperação e eliminação dos vírus B e D em até 95% dos casos(80). 

Na superinfecção pelo VHD em portadores do AgHBs sintomáticos ou 

assintomáticos, com ou sem sinais sorológicos de replicação do HBV, o prognóstico 
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revela-se mais grave. Entre os portadores do AgHBs, o HDV encontra nos hepatócitos 

antigenemia pré-existente do HBV, condição ideal para que o vírus D inicie replicação 

intensa, explosiva e, em consequência, produza grave dano hepático(80). 

Independentemente da gravidade da superinfecção pelo HDV, não há diferenças clínicas 

e bioquímicas distintas da hepatite aguda pela coinfecção VHB+VHD (80). Contudo, o 

prognóstico revela-se bem diferente e, na superinfecção, o índice de cronicidade torna-

se significativamente maior (79,9%) do que na coinfecção (3%) ou na clássica hepatite 

B. Em adultos, portadores do AgHBs e infectados pelo HDV, o período de progressão 

para a cronicidade varia de dois a seis anos. Em crianças, a evolução para a cronicidade 

ocorre mais rapidamente (80). Nos pacientes com doença hepática crônica pelo HBV pré-

existente, a superinfecção pelo HDV agrava o quadro clínico, bioquímico e histológico. 

A participação do HDV na oncogênese hepática tem sido sugerida, mas a associação do 

HDV ao hepatocarcinoma não parece ser frequente. Entretanto, a superinfecção pelo 

HDV em crianças e jovens portadores do HBV pode acelerar a evolução para cirrose 

hepática e, consequentemente, representar risco para o desenvolvimento de 

hepatocarcinoma. No Brasil, apesar da infecção ocorrer em jovens, não se observou 

prevalência significativa do vírus Delta no carcinoma hepático(81). Em regiões tropicais, 

as formas fulminantes de hepatite, geralmente acometendo crianças e adultos jovens, 

apresentam características histopatológicas diferentes dos padrões clássicos (necrose 

hepática maciça), como relatado no norte da América do Sul(82) e na África(83). Só 

ocasionalmente, em países desenvolvidos, observa-se esta mesma forma peculiar de 

hepatite fulminante Delta(80). Na forma fulminante de hepatite D, de ocorrência nos 

países tropicais, observa-se no tecido hepático a presença marcante de necrose 

eosinofílica, esteatose microvesicular (células em mórula) e a presença do AgHD no 

núcleo dos hepatócitos(82). Mais tarde, observou-se que tal padrão histopatológico não 

era patognomônico da superinfecção pelo HDV, podendo ocorrer também nas formas 

fulminantes de hepatite, seja por coinfecção aguda VHB+VHD ou por outros vírus 

hepatotrópicos, tais como os vírus das hepatites A, B e C(84). Atualmente, sugere-se que 

a evolução e o prognóstico da infecção pelo HDV dependem essencialmente dos 

genótipos virais, tipos 1 a 8, com especial importância do genótipo 3 (85). 
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2.9   DIAGNÓSTICO DA INFECÇÃO PELO HDV 

 

 Um resultado positivo para anti-HDV não indica necessariamente uma 

infecção ativa, pois o RNA do HDV pode se tornar negativo, indicando recuperação da 

infecção pelo HDV. Além disso, em longo prazo, os anticorpos anti-HDV podem ser 

perdidos após a recuperação de HDV. No entanto, o anti-HDV pode persistir por anos, 

mesmo quando o paciente experimentou a soroconversão do AgHBs e o anti-HDV 

permanece detectável na maioria dos pacientes, mesmo após o transplante hepático, 

quando o AgHBs e o RNA do HDV são eliminados (86). 

O HDV replicativo ativo deve ser confirmado pela detecção de RNA do HDV. 

Se o RNA do HDV for positivo, a avaliação subsequente da classificação e 

estadiamento da doença hepática, a vigilância do carcinoma hepatocelular e a 

consideração do tratamento antiviral estão indicadas. A quantificação do RNA do HDV 

é oferecida por alguns laboratórios. No entanto, até o momento não há evidências 

consistentes de que os níveis de RNA do HDV estejam fortemente correlacionados com 

marcadores histológicos de doença hepática(87), embora altos níveis de RNA do HDV 

possam ser preditivos de desenvolver cirrose e CHC em longo prazo (88). Outro estudo 

recente sobre a infecção pelo genótipo 3 do HDV também mostrou uma associação 

entre os níveis de RNA do HDV e os níveis séricos de enzimas hepáticas(3). A 

quantificação do HDV-RNA é útil, em particular, se o tratamento antiviral for indicado. 

As regras de parada durante o tratamento antiviral, dependendo do nível de declínio da 

carga viral, estão sendo avaliadas atualmente. Foi estabelecido um padrão da 

Organização Mundial de Saúde (OMS) para o HDV que permite comparar o 

desempenho de vários ensaios de PCR, publicados nos últimos anos(86). 

 Mesmo os ensaios comerciais podem mostrar um desempenho limitado na 

detecção e quantificação do RNA do HDV (89). Um estudo internacional de avaliação da 

qualidade envolvendo 28 laboratórios revelou globalmente uma heterogeneidade muito 

alta das características do ensaio (90). Menos da metade dos laboratórios quantificaram 

todas as amostras positivas para RNA-HDV e relataram valores quantitativos variados 

em grande parte entre os laboratórios. 

 A genotipagem do HDV é realizada por alguns laboratórios de pesquisa e pode 

ajudar a identificar pacientes com maior ou menor risco de desenvolverem doença 

hepática terminal (91). Em países de alta renda, quase todos os pacientes estão infectados 
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com o genótipo 1 do HDV. Portanto, a genotipagem pode ser considerada 

principalmente em imigrantes ou populações com prevalência de genótipos mistos. 

Durante as décadas de 1980 e 1990, o diagnóstico de HDV ativo foi dependente 

do teste IgM anti-HDV. O teste IgM anti-HDV pode ainda ser útil em pacientes que 

testam o HDV RNA negativo e têm evidências de doença hepática que não podem ser 

explicadas por outras razões. Devido à variabilidade do genoma do HDV e falta de 

padronização dos ensaios de RNA do HDV, o RNA do HDV pode testar um falso 

negativo ou estar abaixo do limite de detecção do ensaio, no caso de carga viral 

flutuante. Nestes casos, o teste de RNA de HDV deve ser repetido e o teste de IgM anti-

HDV pode ser realizado, se disponível. Os níveis de IgM anti-HDV também se 

correlacionam com a atividade da doença e podem ser preditivos de resposta à terapia 

antiviral baseada em IFN α (86). 

Como o HDV ocorre apenas no contexto da co-infecção pelo HBV, uma 

investigação sólida da infecção pelo HBV, incluindo a quantificação do HBV – DNA e 

a determinação do AgHBe / anti-HBe, é justificada. Aproximadamente 10% a 20% dos 

pacientes com HDV são AgHBe positivos. É digno de nota que o DNA do HBV é 

suprimido, mesmo na hepatite AgHBe positiva (86), sugerindo que o efeito inibitório do 

HDV no HBV é independente da fase da infecção pelo HBV. O resultado clínico, em 

longo prazo, de pacientes positivos para anti-HDV não diferiu entre os indivíduos 

AgHBe positivos e AgHBe negativos em um estudo da Alemanha(92). A maioria dos 

pacientes com HDV na Europa está infectada com o genótipo D do HBV, mas também 

pode ocorrer infecção com o genótipo A (93), que pode ter implicações significativas nas 

decisões do tratamento, pois o HBV genótipo A apresenta uma resposta melhor à 

terapia com interferom α, confirmada no contexto da coinfecção por HDV. Da mesma 

forma, o teste de anti-HCV e anti-HIV é obrigatório. Até um terço dos pacientes 

positivos para o anti-HDV também podem testar positivo para anti-HCV (86). 

Os níveis quantitativos de AgHBs correlacionam-se com os níveis de RNA do 

HDV na infecção pelo HDV (94). Níveis mais altos de AgHBs também podem indicar 

uma atividade histológica mais grave(95). Assim, a determinação quantitativa dos valores 

de AgHBs  também tem alguma relevância clínica em pacientes com HDV. A 

monitoração dos níveis quantitativos de AgHBs deve ser realizada em todos os 

pacientes submetidos a terapias antivirais, uma vez que a terapia de longo prazo com 

interferon em pacientes com HDV deve ser individualizada, até que o AgHBs 

negative(96). O estadiamento da doença hepática é de particular importância na infecção 
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pelo HDV, pois as opções de tratamento são limitadas e, como única terapia possível, o 

interferon α pode levar a efeitos colaterais frequentes e, por vezes, graves. A figura 5 

mostra o fluxograma para diagnóstico da infecção pelo HDV e do acompanhamento de 

pacientes infectados. 

              Figura 5 - Fluxograma para o diagnóstico da infecção pelo VHD 

 

 

Fonte: wedemeyer,2018 

 

2.10   AVALIAÇÃO DO GRAU DE FIBROSE NA INFECÇÃO POR HDV 

 

Vários escores não invasivos (APRI, FIB-4 ou relação AST / ALT), que utilizam 

marcadores séricos, foram desenvolvidos para prever fibrose hepática e cirrose na 

hepatite C (HCV), hepatite B (HBV) e esteatose hepática não alcoólica (NASH). Os 

mesmos devem ser usados com cautela na infecção pelo HDV, pois eles têm valor 

limitado no estadiamento de pacientes com hepatite D (97). Foi proposto um novo escore, 

especificamente desenvolvido para o HDV, baseado na colinesterase sérica, gama 

glutamil transferase, albumina e idade: o FDS, validado em pacientes europeus (97). Este 

escore certamente deve ser testado em pacientes não europeus e outros genótipos de 

HDV, além do genótipo 1. 
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2.11  FORMAS DE TRATAMENTO DA HEPATITE DELTA 

 

Até o momento, as opções de tratamento para o HDV têm dado resultados pouco 

satisfastórios. Os estudos de biologia molecular do HDV têm apontado uma variedade 

de candidatos a novos alvos para intervenção antiviral (98). As novas terapias potenciais 

em desenvolvimento para o tratamento do HDV têm procurando inibir um aspecto 

diferente do ciclo de vida do vírus. A figura 6 mostra o ciclo de replicação do HDV e as 

principais medicações em teste nos grandes centros de Hepatologia no mundo.  

Figura 6 – Ciclo de vida do HDV (painel superiorl) e local de ação dos novos agentes de ação seletiva 

em desenvolvimento.  (a) Inibidores de entrada (b) classe de inibidores de ácidos nucléicos e (c) 

inibidores da prenilação.  

 

Fonte: wedemeyer, 2017 
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O Myrcludex B age inibindo a entrada do HDV no hepatócito. O Polipeptídeo 

co-transportador de sódio-taurocolato humano (hNTCP) foi identificado como receptor 

específico para entrada de HBV e HDV nos hepatócitos (99). A descoberta do peptídeo 

miristoil, composto por 48 aminoácidos na porção N terminal da proteína L-AgHbs, que 

inibe a entrada do HBV e do HDV in vitro (100) e in vivo (101) via inibição da interação de 

L-HBsAg viral com hNTPC, foi particularmente importante. Este peptídeo, denominado 

Myrcludex B (Myr), está sendo testado em pacientes infectados com HDV através da 

administração por injeção subcutânea. Tecnicamente, ele age como um inibidor da 

entrada do HBV e HDV no hepatócito. No HIDIT-2, um estudo piloto, 24 pacientes 

com RNA-HDV sérico baixo (média de 104 cópias / ml) foram tratados por 24 semanas 

com Myr exclusivo, 24 pacientes foram tratados com Myr em combinação com 

interferon alfa peguilado padrão (peg IFN-a) e um grupo controle foi tratado só com peg 

INF-α. Todos os pacientes receberam posteriormente tratamento adicional com peg 

INF-α isolado por um total de 48 semanas. O endpoint primário do ensaio clínico foi 

uma diminuição dos níveis de AgHBs, que não foi observada. Não houve alterações 

estatisticamente significantes após 24 semanas, quando os grupos foram 

comparados(102). 

Os NAPs (Polímeros de ácido nucleico), representados por REP2055 e 

REP2139-Ca, são ácidos nucleicos de fosforotioato de polímeros de cadeia simples que 

exercem atividade antimicrobiana de amplo espectro (103). Estudos iniciais descreveram 

o mecanismo de ação dessas moléculas contra o HIV-1, atribuindo-lhe o papel de 

inibidor de entrada viral na célula (104). Mais tarde, foi sugerido que a atividade dos 

NAPs é mediada pela interação dos lados hidrofóbicos dos NAPs com trechos 

anfipáticos, dentro de proteínas de vários patógenos (105). Dois ensaios clínicos (REP101 

e REP102) foram projetados para testar a atividade dos NAPs em pacientes infectados 

pelo HBV (106). Dentro do ensaio clínico REP101 foi observada redução de 2 a 7 log nos 

níveis de AgHbs em 7/8 dos doentes tratados com REP2055 intra venoso semanal, por 

40 semanas, com a maioria dos pacientes mostrando diminuição concomitante nos 

níveis de DNA do HBV entre 3 a 10 log. No estudo REP102, o REP2139-Ca – derivado 

do REP2055 projetado para aumentar a tolerabilidade à droga pelo paciente – foi 

administrado por 40 semanas. Nove pacientes, entre os 12 observados, apresentaram 

uma redução de 3 a 7 log nos níveis séricos de AgHbs, com 3 destes tornando-se 

indetectáveis para AgHBs. Os resultados obtidos nestes estudos sugeriram a realização 

de testes de NAPs para o tratamento de pacientes infectados com HDV. De fato, 
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recentemente, o ensaio REP301 foi realizado com 12 pacientes coinfectados HBV 

/HDV. Eles receberam 500 mg intravenosa a  cada semana, durante 15 semanas, 

seguidas de 250 mg, por mesma via, por mais 15 semanas, associado com pegIFN-α. 

Este último foi então continuado por um total de 48 semanas. 4/12 (33%) dos pacientes 

apresentaram impressionantes quedas nos níveis séricos de AgHBs (até 5 logs) na 

semana 15, que foi acompanhada por indetectabilidade de RNA - HDV (107). 5/12 (42%) 

dos doentes, no entanto, permaneceram positivos para o RNA-HDV logo após a 

interrupção do IFN(108). A terapia causou efeitos colaterais, como perda de cabelo, 

disfagia e disgeusia. Enquanto estes resultados parecem promissores, várias questões 

ainda precisam ser elucidadas. Os resultados também mostraram níveis de AgHBs no 

fígado, devido à inibição de sua secreção(108). O destino metabólico dos NAPs 

acumulado no tecido hepático também precisará ser mais bem estudado. 

O Lonafarnib é um inibidor de prenilação que atua durante a montagem do vírus. 

A prenilação do antígeno L do HDV (HDLAg) pelo farnesil prenil lipídico é essencial 

para a produção de partículas HDV (111) e os inibidores da farnesiltransferase (FTIs) se 

mostraram altamente eficazes em modelos animais, in vitro(109) e in vivo (110), no 

controle da replicação do HDV. O FTI é uma pequena molécula administrada via 

endovenosa. Em um ensaio clínico, mais de 100 pacientes infectados com HDV 

receberam a droga por 4 semanas. Os resultados demonstraram uma queda na média do 

RNA-HDV no soro dos pacientes (111). O estudo LOWR HDV-2 procurou determinar 

combinações ideais de Lonafarnib com Ritonavir em doses a serem usadas por longos 

períodos. Observou-se que o grupo que recebeu doses altas teve efeitos colaterais 

significativos. Os regimes posológicos testados foram geralmente bem tolerados (112). 

Isso levou os pesquisadores a investigar a eficácia da droga administrada em dose mais 

baixa, com tempo de tratamento aumentado para 24 semanas. Pacientes do grupo que 

recebeu doses mais baixas de LNF normalizaram os níveis de ALT na 24ª semana de 

tratamento. Aproximadamente 20% dos pacientes que tinham RNA-HDV detectável, 

após receberem LNF por 12 ou 24 semanas, nos ensaios clínicos LOWR HDV-1 e 

LOWR HDV-2, e que foram acompanhados por, pelo menos, 24 semanas, 

normalizaram os níveis de ALT e negativaram RNA-HDV. Os resultados foram 

acompanhados por uma supressão concomitante do HBV, sugerindo que a terapia com 

LNF pode contribuir para uma reativação imunológica contra o HDV (102). 

Todos os fármacos acima descritos ainda estão sendo testados em ensaios 

clínicos conduzidos por grandes centros de Hepatologia do mundo. O Peg IFN-alpha 
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ainda é o único medicamento comercializado com atividade contra o HDV, porém com 

resultados pouco satisfatórios, como demonstrado nos dois maiores ensaios clínicos 

realizados até o momento (HIDIT-1 e HIDIT-2) (114).  

O peg INF-α mostrou-se associado a um largo espectro de efeitos colaterais. 

Como a infecção pelo HDV é restrita ao fígado, o INF-l (Interferon Lambda ou 

Interferon tipo III) representa uma alternativa atraente, já que os receptores do 

interferon tipo III são menos distribuídos no organismo do que os INF-α, mas são 

altamente expressos nos hepatócitos(113). Todos os ensaios clínicos descritos acima estão 

abrindo uma nova era na terapêutica da infecção pelo HDV. Os pacientes poderão ser 

tratados com medicamentos que tenham efeitos diretos sobre o vírus. À medida que os 

vários medicamentos em desenvolvimento para tratamento do HDV têm sua segurança 

e eficácia comprovadas, abre-se a possibilidade de uma terapia combinada no futuro. 
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3   MATERIAL E MÉTODOS 

 

Estudo do tipo descritivo, comparativo e analítico de pacientes coinfectados com 

o HBV e vírus Delta, genótipos 1 e 3, naives, recrutados em dois centros de referência, 

um em Rondônia - Brasil e o outro em Hanover - Alemanha. Para cumprimento de 

todos os objetivos, uma plataforma de estudo in vitro foi desenvolvida e utilizada em 

concomitância com os demais procedimentos metodológicos. 

Foram selecionados pacientes coinfectados com os vírus da Hepatite B e Delta, 

sem tratamento, de ambos os sexos e com idade superior a 18 anos. Pacientes com 

coinfecção por HCV, HTLV I e II e/ou HIV I e II ou com doenças autoimunes ou 

reumatologias associadas que pudessem influenciar no perfil sérico e/ou plasmático de 

citocinas foram excluídos do estudo. Todos os participantes selecionados foram 

avaliados clinicamente por meio de coleta de dados no prontuário médico e submetidos 

à investigação complementar, constando de exames hematológicos, bioquímicos, 

imunológicos, sorológicos e virológicos. Após esta investigação, os pacientes foram 

alocados em dois grupos: 

i) Grupo A – composto por indivíduos infectados pelo HDV-G1; 

ii) Grupo B – composto por indivíduos infectados pelo HDV-G3. 

Para o grupo controle foram selecionados quatro indivíduos saudáveis que 

apresentavam sorologias negativas para o HBV, o HDV e para as demais 

infecções/doenças elencadas como critério de exclusão. 

 

3.1    ASPECTOS ÉTICOS 

O projeto foi cadastrado na Plataforma Brasil e todos os procedimentos 

necessários foram realizados respeitando as exigências éticas. Os convidados foram 

informados dos objetivos do estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE), elaborado especialmente para esse fim. Os dados clínicos dos 

pacientes foram mantidos sob sigilo, com acesso restrito ao grupo de pesquisa. 
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3.2    POPULAÇÃO DE ESTUDO 

 

Uma amostra de conveniência foi utilizada nessa casuística. Os participantes 

foram selecionados dentre pacientes coinfectados com os vírus B e Delta, naives, 

atendidos e acompanhados no Centro de Referência em Hepatites Virais de Rondônia - 

Brasil e no Hospital Universitário de Hanover - Alemanha. Foram recrutados 181 

pacientes: 120 coinfectados com HBV/HDV genótipo 1 e 61 coinfectados com 

HBV/DHV genótipo 3. Quatro voluntários saudáveis foram alocados no grupo controle. 

 

3.3   AVALIAÇÃO LABORATORIAL E CLÍNICA DOS PARTICIPANTES 

 

Foram feitas coletas de 10 ml de sangue periférico em todos os participantes da 

pesquisa. O procedimento foi realizado com uso de tubo heparinizado (5 ml de sangue) 

e tubo contendo EDTA (5 ml de sangue) para quantificação de moléculas inflamatórias 

sistêmicas (SIMs), quantificação da carga  e  genotipagem viral e exames bioquímicos. 

Alíquotas das amostras coletadas no Centro de Referência em Hepatites Virais de 

Rondônia foram processadas e o soro enviado para a Escola Médica de Hannover para 

realização da dosagem dos níveis de SIMs, juntamente com as amostras de pacientes 

acompanhados naquele centro. Não houve armazenamento de amostras para futuras 

investigações. Após as análises propostas nesse estudo, o material restante (quando 

houve) foi inutilizado e descartado de acordo com as normas internacionais para 

descarte de material biológico. 

 

3.3.1 Exames hematológicos e bioquímicos 

 

Os dados de exames hematológicos e bioquímicos de pacientes já em 

acompanhamento foram obtidos nos prontuários médicos, quando disponíveis, ou 

através de análises realizadas no Centro de Referência em Hepatites Virais de Rondônia 

e no Hospital Universitário de Hanover. Os exames sorológicos e quantificação da carga 

viral do HBV-DNA e do Delta Vírus foram realizados no Centro de Referência em 

Hepatites Virais do Hospital Universitário de Rondônia (para pacientes atendidos nessa 

unidade) e no Hospital Universitário de Hanover (para os pacientes atendidos naquela 

unidade). 



43 
 

Os testes diagnósticos das infecções pelo HBV e HDV foram realizados por 

meio de ensaios imunoenzimáticos (EIE), tipo ELISA, com kits comerciais. Todas as 

amostras foram testadas para a presença de AgHBs (Organon Teknika Holanda), anti-

HBc (Organon Teknika, Holanda) e anti-HBs (Abbott, EUA). Nas amostras positivas 

para o AgHBs efetuou-se a pesquisa do AgHBe, anti-HBe, anti-HBc IgM e anti-HDV 

(Organon Teknika, Holanda). 

 

3.3.2 Genotipagem do DNA do VHB e Vírus Delta 

 

 Os dados de genotipagem viral dos participantes acompanhados no Hospital 

Universitário de Hanover foram obtidos em prontuário médico ou, quando ausentes, 

através do sequenciamento dos genes. Não há dados de genotipagem do HBV dos 

pacientes acompanhados no Centro de Referência em Hepatites Virais do Hospital 

Universitário de Rondônia. O HBV-DNA foi quantitativamente rastreado utilizando kits 

comerciais do laboratório Roche (Cobas Amplicor HBV Monitor Test Suíça), que se 

baseia na amplificação e hibridação do DNA viral. A detecção e quantificação do HDV-

RNA foi realizada pela técnica de RT-PCR semi-nested, de acordo com a metodologia 

descrita por Casey et al. (1996). A genotipagem do RNA do HDV foi realizada usando a 

metodologia RFLP. Nessa tecnologia, o produto amplificado obtido é digerido com a 

enzima de restrição Sma I (Invitrogen Life Thecnologies), a partir da seguinte reação: 

5µL do produto de PCR são incubados durante 2 horas a 37°C com 5U de enzima de 

restrição. Esta técnica permite a detecção específica de produtos de PCR para os 

genótipos 1, 2 e 3 do HDV (15). 

 

3.4   INTERAÇÕES ENTRE CÉLULAS NK E HEPATÓCITOS INFECTADOS COM 

HDV 

 

 Foi desenvolvida plataforma de experimento in vitro específico para esse 

estudo no Laboratório de Hepatologia e Endocrinologia da Escola Médica de Hanover. 

O primeiro passo do protocolo consistia na preparação de coculturas de Células 

assassinas naturais (NK Cells) e Hepatócitos. Para tanto, células NK foram isoladas do 

sangue de voluntários saudáveis, utilizando protocolos desenvolvidos pela equipe 

(apêndice C). A fenotipagem celular da cultura, bem como a aquisição e quantificação 

da excreção de citocinas foram realizadas por Citometria de Fluxo. 
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3.5  DOSAGEM DOS NÍVEIS DE MOLÉCULAS INFLAMATÓRIAS SISTÊMICAS 

 

 Noventa e duas moléculas inflamatórias sistêmicas (SIMs) foram medidas pela 

tecnologia de Ensaio de Extensão de Proximidade (PEA) (Ensaio Proseek Multiplex 

Inflammation I). O kit Multiplex Inflammation I demonstrou ter alta reprodutibilidade e 

repetibilidade, com coeficientes médios de variação inter e intra-ensaio de 7% e 18 %, 

respectivamente. A análise de dados seguiu um procedimento de normalização. Para 

cada ponto de dados, os valores delta Cq foram obtidos subtraindo o valor do controle 

de extensão. A normalização entre as execuções foi realizada por subtração do controle 

para cada ensaio. Os valores foram então ajustados em relação a um fator de correção 

determinado por protocolo da Companhia Olink para obter expressão proteica 

normalizada (NPX). Os dados foram finalmente expressos como 2NPX. Isto 

proporcionou uma expressão proteica relativa, em que um valor elevado de determinada 

proteína corresponde a uma concentração também elevada da mesma proteína em 

sangue periférico. 

 

3.6  ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Todos os procedimentos acima descritos fazem parte do escopo do estudo. As 

análises foram feitas em três etapas: 

1. Na primeira etapa, foram comparados os parâmetros clínicos, epidemiológicos e os 

níveis de moléculas inflamatórias sistêmicas (SIMs) entre o grupo de pacientes 

infectados com HDV, genótipos 1 e 3. Para essa análise, quatro pacientes saudáveis 

foram alocados no grupo controle. Assim, os pacientes foram distribuídos em três 

grupos: HDV- G3, HDV – G1 e Grupo Controle,  com 61, 120 e 04 indivíduos 

respectivamente, totalizando 185 amostras. O material biológico analisado dos pacientes 

infectados com HDV-G1 e do grupo controle foi plasma, enquanto que, dos pacientes 

infectados com HDV-G3 foi utilizado soro. A fim de evitar vieses na análise, realizou-

se uma compensação prévia dos valores das SIMs dosadas, seguindo protocolo do 

fabricante do kit (Apêndice D). Isso possibilitou a comparação real entre os três grupos. 

Observou-se que das 92 moléculas inflamatórias sistêmicas dosadas, 22 apresentaram 

inconsistência em seus dados (medidas negativas). Então, estas variáveis foram 
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excluídas. Para as análises estatísticas desta etapa foram utilizados softwares e 

ferramentas estatísticas suplementares: PSPP, PHstat2, Action e Past3. Realizado o teste 

Kolmogorov Smirnov para a normalidade dos dados, verificou-se que 51 das 70 

variáveis seguiam distribuição aproximadamente normal. Como algumas das variáveis 

estudadas não atenderam aos pré-requisitos para a realização da análise de variância 

(normalidade e homogeneidade), e ainda o grupo controle possuia um n=04 (n<30), foi 

utilizado o teste não paramétrico de Kruskal Wallis para comparação entre os 03 grupos. 

O teste Kruskal Wallis revelou apenas a existência de diferença entre os grupos nas 

variáveis em estudo. Foi necessário, então, a realização de teste Post Hoc para descobrir 

onde essas diferenças se encontravam. Para tanto, foi utilizado o método de Simes-

Hochberg de comparação intergrupos.  

2. Na segunda etapa, foram analisados apenas os pacientes infectados com HDV – G3, 

divididos em dois grupos: pacientes com estágio avançado de fibrose e pacientes com 

fibrose mínima ou sem fibrose, identificados pelo critério internacional de classificação 

METAVIR score. Para a análise descritiva, as variáveis quantitativas foram 

representadas por suas médias e desvios-padrão, quando suas distribuições eram 

normais, e por medianas e interquartiles, quando não normais. A definição de 

normalidade foi feita por meio de análise gráfica e teste de Shapiro-Wilk. As variáveis 

categóricas foram representadas por frequências e porcentagens. Comparações 

bivariadas entre os grupos foram feitas usando o teste t de Student, para variáveis de 

distribuição normal, e o teste de Mann-Whitney, para variáveis de distribuição não 

normal. Foi realizada análise de regressão logística. Variáveis independentes para o 

modelo final foram selecionadas via backwise stepwise. 

3. Por fim, analisou-se in vitro a ativação de células NK e a produção de citocinas pelas 

mesmas, em co-cultura com hepatócitos da linhagem Huh7.5. Os resultados descritivos 

foram obtidos com uso do software Flow Jo para graficação e comparação. 

Têm-se algumas limitações nesse estudo. Primeiro, apenas um patologista 

avaliou as amostras de tecido hepático dos participantes, não sendo possível comparar 

diferentes análises do mesmo material. Segundo, a fisiopatologia do HDV-G3 ainda é 

pouco conhecida e há poucos estudos imunológicos realizados com pacientes infectados 

com esse genótipo, impossibilitando a comparação dos resultados dessa casuística com 

outros. Terceiro, foi analisado um grande número de moléculas inflamatórias sistêmicas 

de forma inédita e algumas não puderam ser avaliadas por motivos técnicos (os pontos 

de corte para leitura não foram atingidos). Por fim, a genotipagem do HBV, apontado 
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por diversos estudos anteriores como relevante para a compreesão da evolução clínica 

dos pacientes com hepatite Delta, não foi realizada nos pacientes infectados com o 

HDV-G3. 

 

 

4   RESULTADOS  

 

 Apresentam-se, a seguir, os três artigos elaborados em coautoria, tratando do 

objeto dessa pesquisa.  

O primeiro comparou os níveis de moléculas inflamatórias sistêmicas em 

indivíduos infectados com HDV-G1 e G3.  

O segundo artigo aprofundou a investigação dos parâmetros clínicos, 

histológicos e imunológicos de pacientes infectados com HDV-G3. 

O terceiro avaliou, in vitro, a ativação de células do sistema imune inato, durante 

a infecção de hepatócitos com partículas do HDV. 
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4.1 ARTIGO 1 

 

HDV-G3 induz resposta inflamatória mais exacerbada na hepatite Delta crônica 

 

Maurício de Souza Campos1,2,3 

Juan Miguel Salcedo4 

Deusilene Vieira 4 

Luan Felipo Botelho 4 

Birgit Bremer 5 

Julia Hengst 5 

Raymundo Paraná 1,2 

Heiner Wedemeyer 6 

Maria Isabel Schinoni1,2,3 
 

 

Introdução: A infecção pelo vírus da hepatite Delta (HDV) é descrita como a forma mais grave 

de hepatite viral humana. O HDV-G3, descrito como o genótipo mais divergente e agressivo, é 

encontrado exclusivamente na América do Sul, especificamente na bacia amazônica ocidental 

.Estudos têm indicado que variações nas respostas imunomediadas durante infecção aguda e 

crônica por HDV podem explicar a persistência e cronicidade na superinfecção, mas até o 

momento, não há tudos comparando os níveis de moléculas inflamatórias sistêmicas durante a 

infecção por genótipo distintos de HDV.Objetivos: Investigar possíveis associações entre o 

HDV – G3 e a montagem de uma resposta imunológica mais exarcerbada que na infecção pelo 

HDV-G1.Métodos: Estudo do tipo descritivo, comparativo e analítico de pacientes coinfectados 

com o HBV e vírus Delta genótipos 1 e 3 sem tratamento. 92 moléculas inflamatórias sistêmicas 

(SIM) foram  medidas pela tecnologia de Ensaio de Extensão de Proximidade (PEA) (ensaio 

Proseek Multiplex Inflammation I). Para as análises estatísticas foram utilizados os software 

PSPP, PHstat2, Action e Past3. Análise de regressão logística foi utilizada quando apropriado. 

Resultados: Ambas os grupos foram semelhantes em termos de distribuição de gênero e idade 

média.  Os níveis de Alanina aminotransferase (ALT) e Aspartato asminotransferase (AST) 

mostraram-se divergentes entre os grupos estudados. A maioria dos pacientes em ambos os 

grupos foi classificada  como D-dominante em relação a carga viral. Pacientes infectados com 

HDV-G3 apesentaram maiores níveis séricos na maioria de citocinas e quimiocinas de perfil 

pró-inflamatório. Conclusões: Os resultados aqui apresentados, em especial, os níveis mais 

elevados de moléculas inflamatórias sistêmicas na coinfecção HBV/HDV-G3 sugerem que esse 

genótipo pode causar uma doença hepática mais agressiva, com uma resposta inflamatória mais 

exarcerbada. 

 

Palavras-chave: Hepatite Delta. Moléculas Inflamatórias Sistêmicas. Genótipo 1. Genótipo 3. 

Fibrose Hepática. 
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INTRODUÇÃO 

 

A infecção pelo vírus da hepatite Delta (HDV) é descrita como a forma mais 

grave de hepatite viral humana (117). O HDV é um vírus satélite defeituoso que requer a 

presença do antígeno de superfície do vírus da hepatite B (AgHBs) para sua montagem 

e propagação no interior do hepatócito. Frequentemente, a hepatite Delta crônica evolui 

para cirrose, descompensação hepática e carcinoma hepatocelular (CHC) (13). As opções 

de tratamento para a hepatite Delta ainda são limitadas. O interferon alfa peguilado, 

única medicação utilizada no controle da infecção, induz negativação do HDV-RNA em 

apenas 25% dos pacientes e é pouco tolerado, pois apresenta efeitos colaterais 

significatvos, especialmente em pacientes com doença hepática avançada(98).  

Aproximadamente, 50% dos pacientes que respondem ao tratamento apresentam 

recidiva virológica tardia(72). Apesar dessas baixas taxas de sucesso, a terapia com 

interferon está associada a uma menor probabilidade de progressão da doença. 

Estudos têm indicado que variações nas respostas imunomediadas durante 

infecção aguda e crônica por HDV podem explicar a persistência e cronicidade na 

superinfecção(61). Os linfócitos T citotóxicos são os principais responsáveis pela 

eliminação do vírus, destruindo o patógeno e as células hospedeiras. Atraso na resposta 

imune e habilidade limitada para reconhecer epítopos virais foram implicados na falha 

do clareamento viral e estabelecimento da infecção crônica. Por outro lado, a montagem 

de uma resposta imune exagerada pelo hospedeiro, favorecendo um quadro inflamatório 

severo e persistente, é apontada como a responsável pelo dano hepático na infecção pelo 

HDV, causando necrose hepatocitária maciça, que culmina com insuficiência hepática 

fulminate (50). 

Com base na diversidade de seu genoma, oito tipos diferentes de vírus Delta 

foram identificados, com distribuição geográfica específica (6). O HDV-G1 é encontrado 

na Europa, Oriente Médio, América e Norte da África (5). Os HDV-G2 ao HDV-G8 

ocorrem em regiões específicas ao redor do mundo(5). O HDV-G3, descrito como o 

mailto:mscampos2012@gmail.com
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genótipo mais divergente e agressivo, é encontrado exclusivamente na América do Sul, 

especificamente na bacia amazônica ocidental, área que abrange parte dos territórios de 

cinco países: Brasil, Peru, Equador, Venezuela e Colômbia,(7). Na segunda metade do 

seculo XX, estudos descreveram uma condição ictérica grave, de evolução rapida, com 

registro de óbito após cinco dias do início dos sintomas, no município de Lábrea, no 

interior do estado do Amazonas. A condição foi chamada incialmente de febre negra de 

Lábrea(9). Em 1987, foi confirmada que a febre negra de Lábrea era, na verdade, um 

quadro de hepatite fulminante provocado pela infecção pelo HDV em pacientes 

portadores de HBV. 

Mesmo com a observação acerca da relação entre agressividade da doença e 

genótipo viral, até o momento, não há estudos comparando os parâmetros imunológicos 

de pacientes infectados com diferentes sorotipos virais. Assim, nosso objetivo principal 

foi investigar possíveis associações entre o HDV-G3 e a montagem de uma resposta 

imunológica mais exarcerbada do que na infecção pelo HDV-G1. Por fim, 

questionamos se citocinas, quimiocinas e fatores angiogênicos estão associados com o 

curso clínico mais agressivo da infecção pelo HDV-G3. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Estudo do tipo descritivo, comparativo e analítico de pacientes coinfectados com 

o HBV e vírus Delta, genótipos 1 e 3, sem tratamento. 

 

População de estudo 

 

Uma amostra de conveniência foi utilizada nessa casuística. Foram formados 

dois grupos distintos: 

 Grupo 1 - 120 pacientes coinfectados com HBV/HDV-G1 do estudo 

multicêntrico HIDIT-2 (NCT00932971). Os pacientes do estudo HIDIT-2 tiveram que 

preencher os seguintes critérios: idade de pelo menos 18 anos, doença hepática 

compensada, positividade para AgHBs por pelo menos 6 meses, positividade anti-HDV 

por pelo menos 3 meses, bem como positividade para HDV-RNA na triagem (detalhes 

em clinicaltrials.gov).  
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Grupo 2 - 61 pacientes coinfectados com HBV/HDV-G3, atendidos e 

acompanhados no Centro de Referência em Hepatites Virais de Rondônia - Brasil. 

Foram utilizados os mesmo critérios de inclusão do estudo HIDIT-2.  

Os níveis de alanina transaminase superiores a 10 vezes o limite superior ao 

normal, a contagem de plaquetas abaixo de 90 000/μL, bem como a terapêutica com 

interferon alpha peguilado e/ou NUC nos 6 meses anteriores ao rastreio, levaram à 

exclusão em ambos os grupos. 

Para o grupo controle, foram selecionados quatro indivíduos saudáveis que 

apresentavam sorologias negativas para o HBV, HDV, HCV, HIV I e II, HTLV I e II e 

ausência de doenças sistêmicas e/ou doenças autoimunes que pudessem alterar o status 

imunológico.  

 

Aspectos éticos 

 

O projeto foi cadastrado na Plataforma Brasil e os procedimentos necessários 

foram realizados respeitando as exigências éticas. Os convidados foram informados dos 

objetivos do estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE), elaborado especialmente para esse fim. As informações clínicas dos pacientes 

foram mantidas sob sigilo, com acesso restrito ao grupo de pesquisa. 

 

Avaliação laboratorial e clínica dos participantes 

 

Foram feitas coletas de 10 ml de sangue periférico em todos os participantes da 

pesquisa. O procedimento foi realizado com uso de tubo heparinizado (5 ml de sangue) 

e tubo contendo EDTA (5 ml de sangue) para quantificação de moléculas inflamatórias 

sistêmicas, quantificação da carga e genotipagem viral e exames bioquímicos. Alíquotas 

das amostras coletadas no Centro de Referência em Hepatites Virais de Rondônia foram 

processadas e o soro enviado para a Escola Médica de Hannover para dosagem dos 

níveis de moléculas inflamatórias sistêmicas, juntamente com as amostras de pacientes 

do estudo HIDIT-2. Não houve armazenamento de amostras para futuras investigações. 

Após as análises propostas nesse estudo, o material restante (quando houve) foi 
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inutilizado e descartado de acordo com as normas internacionais para descarte de 

material biológico. 

 

Exames hematológicos e bioquímicos 

 

Os dados de exames hematológicos e bioquímicos de pacientes já em 

acompanhamento foram obtidos nos prontuários médicos, quando disponíveis, ou 

através de análises realizadas no Centro de Referência em Hepatites Virais de Rondônia 

e no Hospital Universitário de Hanover. Os exames sorológicos e quantificação da carga 

viral do HBV-DNA e do Delta Vírus foram realizados no Centro de Referência em 

Hepatites Virais do Hospital Universitário de Rondônia (para pacientes atendidos nessa 

unidade) e no Hospital Universitário de Hanover (para os pacientes atendidos naquela 

unidade). 

Os testes diagnósticos das infecções pelo HBV e HDV foram realizados por 

meio de ensaios imunoenziáticos (EIE), tipo ELISA, com kits comerciais. Todas as 

amostras foram testadas para a presença de AgHBs (Organon Teknika Holanda), anti-

HBc (Organon Teknika, Holanda) e anti-HBs (Abbott, EUA). Nas amostras positivas 

para o AgHBs efetuou-se a pesquisa do AgHBe, anti-HBe, anti-HBc IgM a anti-HDV 

(Organon Teknika, Holanda). 

 

Genotipagem do DNA do VHB e Vírus Delta 

 

 Os dados de genotipagem viral dos participantes acompanhados no Hospital 

Universitário de Hanover foram obtidos em prontuário médico ou, quando ausentes, 

através do sequenciamento dos genes. Não há dados de genotipagem do HBV dos 

pacientes acompanhados no Centro de Referência em Hepatites Virais do Hospital 

Universitário de Rondônia. O HBV-DNA foi quantitativamente rastreado utilizando kits 

comerciais do laboratório Roche (Cobas Amplicor HBV Monitor Test Suíça), que se 

baseia na amplificação e hibridação do DNA viral. A detecção e quantificação do HDV-

RNA foi realizada pela técnica de RT-PCR semi-nested, de acordo com a metodologia 

descrita por Casey et al. (1996). A genotipagem do RNA do HDV foi realizada usando a 

metodologia RFLP. Nessa tecnologia, o produto amplificado obtido é digerido com a 
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enzima de restrição, Sma I (Invitrogen Life Thecnologies) a partir da seguinte reação: 

5µL do produto de PCR são incubados durante 2 horas a 37°C com 5U de enzima de 

restrição. Esta técnica permite a detecção específica de produtos de PCR para os 

genótipos 1, 2 e 3 do HDV (15). 

 

Dosagem dos níveis de Moléculas Inflamatórias Sistêmicas 

 

 Noventa e duas moléculas inflamatórias sistêmicas (SIMs) foram medidas pela 

tecnologia de Ensaio de Extensão de Proximidade (PEA) (Ensaio Proseek Multiplex 

Inflammation I). O kit Multiplex Inflammation I demonstrou ter alta reprodutibilidade e 

repetibilidade, com coeficientes médios de variação inter e intra-ensaio de 7% e 18 %, 

respectivamente. A análise de dados seguiu um procedimento de normalização. Para 

cada ponto de dados, os valores delta Cq foram obtidos subtraindo o valor do controle 

de extensão. A normalização entre as execuções foi realizada por subtração do controle 

para cada ensaio. Os valores foram então ajustados em relação a um fator de correção 

determinado por protocolo da Companhia Olink para obter expressão proteica 

normalizada (NPX). Os dados foram finalmente expressos como 2NPX. Isto 

proporcionou uma expressão proteica relativa, em que um valor elevado de determinada 

proteína corresponde a uma concentração também elevada da mesma proteína em 

sangue periférico. 

 

Análise estatística 

 

Todos os parâmetros foram descritos por mediana. Valores de P<0,05 foram 

considerados significativos. As análises estatísticas foram feitas utilizando softwares e 

ferramentas como: PSPP, PHstat2, Action e Past3.  Realizado o teste Kolmogorov 

Smirnov para a normalidade dos dados, verificou-se que 51 das 70 variáveis seguiam 

distribuição aproximadamente normal. Como algumas das variáveis estudadas não 

atenderam aos pré-requisitos para a realização da análise de variância (normalidade e 

homogeneidade) e o grupo controle foi formado por quatro participantes, n=04 (n<30), 

foi utilizado o teste não paramétrico de Kruskal Wallis para comparação entre os 03 

grupos. O teste Kruskal Wallis revelou apenas a existência de diferença entre os grupos 

na variável em estudo. Foi, então, necessário a realização de teste Post Hoc para 
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descobrir onde essas diferenças se encontravam. Para isto, foi utilizado o método de 

Simes-Hochberg de comparação intergrupos.  

 

RESULTADOS 

 

Características epidemiológicas e clínicas dos grupos HIDIT-2 e Brasil 

 
Duas coortes independentes foram utilizadas para investigar as possíveis 

diferenças na resposta imunológica e no curso clínico da infecção pelo vírus Delta, 

genótipos 1 e 3. As características dos pacientes, em ambas as coortes, são mostradas na 

tabela 1. 

 

Tabela 1- Características dos pacientes das duas coortes participantes do estudo. a 

 

a Os valores são expressos em mediana (intervalo interquartil) ou n (%). As percentagens são expressas em 

comparação com o grupo. 

 

 

PARÂMETROS HDV-G1 (HIDIT-2) HDV-G3 (BRAZIL) 

Total 120 61 

Sexo MASCULINO = 79 (66%) MASCULINO = 39 (63.9%) 

 
FEMININO = 34 (34%) FEMININO = 22 (36.1%) 

Idade (anos) [mediana (interquartil)] 39.9 (31.8 - 49.6) 41.0 (18-59 ) 

País de origem Mediterrâneo Oriental = 68 (57%) Brasil = 61 (100%) 

 
Leste Europeu = 44 (37%) 

 

 
Itália = 1 (1%) 

 

 
Europa Central = 3 (2%) 

 

 
Outros = 4 (3%) 

 FA (x ULN) [mediana (interquartil)]  0.6 (0.5 – 0.7) (n = 119) 1.4 (0.2 – 3,2) (n-61) 

Anti HCV - positivo 0 (0,0%) 2 ( 3,27%) (n=61) 

AST (xULN) [ mediana (interquartil)] 1,6 (1,1 - 2,3) (n= 119) 2,0 (1,2 - 2,6) (n=61) 

ALT (xULN) [ mediana (interquartil)] 2,0 (1,3 - 3,0) (n=119) 1,9 (1,1 - 3,0) (n=61) 

λGT (xULN) [ mediana (interquartil)] 0,8 (0,6-1,5) (n= 118) 2,1 (1,3 - 3,1) (n=61) 

Bilirrubina (µmol/L) [ mediana (interquartil)] 11,4 (8,6-17,1) (n=116) 13,0 (10,0 - 21,0) (n=61) 

Albumina (g/L) [ mediana (interquartil)] 42,0 (39,0 - 45,0) (n=119) 39,3 (20,0 - 53.0) (N=61) 

Plaquetas (1000/mL)[ mediana (interquartil)] 172.0 (130.0-208.0)(n=119) 210.0 (90.0 - 340.0) (n=61) 

INR [ mediana (interquartil)] 1,1 (1,0-1,2)(n=115) 1,0 (1,0 - 1,5) (n=61) 

APRI escore [ mediana (interquartil)] 1,0 (0,9-1,6) (n=119) 1,3 (0,1 – 76.7) (n=61) 

Relação AST/ALT [ mediana (interquartil)] 0,7 (0,6-0,8) (n=119) 1,0 (0,4 - 2,5) (N=61) 

MELD escore [ mediana (interquartil)] 7.5 (6.8–8.2) (n = 112) 8.1 (6.0-15.0) (n=61) 

Classificação Child-Pugh A = 112 (93%) A = 55 (90.1%) 

 
B = 0 B = 4 (6.6%) 

 
C = 0 C = 2 (3.3%) 

Cirrose 51 (43%) (n=120)  17 (27,8%) (n=61) 



54 
 

 

Quantificação dos níveis de moléculas inflamatórias sistêmicas  

 

Perfis distintos de citocinas e quimiocinas estão associados com o genótipo do 

HDV. Os níveis séricos da maioria das moléculas pró-inflamatórias mostraram-se mais 

elevados em pacientes infectados com HDV-G3, com destaque para interleucina (IL-) 6, 

IL-8, SCF, TGF alpha, CSF1, CCL11, MCP1, CXCL10, CCL4, MCP3,CASP 8, PDL 1, 

EN. RAGE e CD 40. Apenas IL-10, CCL19, 4E-BP1 e CD40 estavam mais elevadas 

em pacientes infectados com HDV – G1 (Figuras 7 e 8). 

 
Figura 7- Heatmap da distribuição de moléculas inflamatórias sistêmicas entre os grupos estudados.  
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G3 
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___________________________________________________________________________ 

 
FGF- fator básico de crescimento de fibroblastos; G-CSF, fator estimulante de colônias de granulócitos; HGF, fator de 

crescimento de hepatócitos; ICAM-1,molécula de adesão intercelular 1; IFN, interferon α / β; IL, interleucina; IL-12p70, 

subunidade IL-12 p70; IL-2ra, cadeia alfa do receptor de interleucina 2 (sCD25); IP-10, proteína induzida por interferon 

gama 10, CXCL10; LIF, fator inibidor de leucemia; MCP-1, proteína quimioatraente de monócitos 1, CCL2; M-CSF, 

fator estimulador de colônias de macrófagos; MIF, fator inibitório da migração de macrófagos; CCL3; MIP-1b, proteína 

inflamatória macrofágica-1β,CCL4; RANTES, regulador de ativação de células T normais, CCL5; SCGF-b, fator de 

crescimento de células-tronco β; SCF, fator de células-troncoCXCL12; TNF-α / β, fator de necrose tumoral α / β; TRAIL, 

ligante indutor de apoptose relacionado com TNF; VCAM, proteína de adesão celular vascular; VEGF, fator de 

crescimento endotelial vascular. 

Fonte: Autoria própria 
 

O teste não paramétrico de Kruskal Wallis para comparação entre os 03 grupos 

revelou a existência de diferença estatisticamente significante em quase todas as 

moléculas inflamatórias sistêmicas analisadas. Os valores de p para cada SIM, em 

relação aos três grupos estudados, encontram-se descritos na Tabela 2. Das moléculas 

avaliadas, apenas 13 não apresentaram significância estatística (p>0,05). Foram elas: 

GDNF, IL-17C, IL-12B, CCL23, CXCL10, TNFRSF9, CCL20, CXCL11,TRAIL, 

CST5, IL-18, FGF-21 e NT-3. 
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Tabela 2 – Valor de p das SIMs em relação aos grupos HDV-G1, HDV-G3 e controle. 

Fonte: Autoria própria 

 
Molélulas Inflamatórias Sistêmicas   

p ≤ 0,01 0,01 < p < 0,05 p ≥ 0,05 

IL8 CDCP1 GDNF 

VEGFA OPG IL-17C 

MCP-3 AXIN1 IL-12B 

CD244 CXCL9 CCL23 

IL7 IL-10RA CXCL10 

LAP TGF-beta-1 SIRT2 TNFRSF9 

uPA CCL25 CCL20 

IL6 STAMPB CXCL11 

MCP-1 TNFB TRAIL 

OSM ADA CST5 

CXCL1 LIF-R IL18 

CCL4 

 

FGF-21 

CD6 

 

NT-3 

SCF 

  SLAMF1 

  TGF-alpha 

  MCP-4 

  CCL11 

  TNFSF14 

  MMP-1 

  
CCL19 

  IL-10RB 

  IL-18R1 

  PD-L1 

  Beta-NGF 

  CXCL5 

  TRANCE 

  HGF 

  MMP-10 

  IL10 

  CD5 

  CCL3 

  Flt3L 

  CXCL6 

  4E-BP1 

  
CCL28 

  DNER 

  EN-RAGE 

  CD40 

  FGF-19 

  
MCP-2 

  
CASP-8 

  CX3CL1 

  TWEAK 

  ST1A1 

  CSF-1     
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As SIMs mais sinificativas estão representadas por gráfico de dispersção (Figura 8). 

Figura 8 –  Gráficos de dispersão das SIMs com diferenças estatísticas mais significantes entre 

os grupos estudados 
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. 

Fonte: Autoria própria 

 
Comparamos os valores de HBV-DNA e HDV-RNA entre o grupo de pacientes 

infectados com HDV-G1 (HIDIT-II) e HDV-G3 (Brasil) e, seguindo a definição de 

dominância de Schaper et al. (132), a maioria dos pacientes em ambas coortes foi 

classificada  como D-dominante (D-Dom), 75% e 85.3%, respectivamente. Apenas 7% 

na coorte HIDIT-II e 6,6% na coorte Brasil eram B-dominantes 

(B-Dom), enquanto 17% e 8,1%, respectivamente, não apresentaram dominância (ND), 

como mostra a Figura 9. 
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Figura 9 - Níveis de HDV-RNA e HBV-DNA de pacientes em diferentes grupos de 

predominância nas coortes MHH e Brasil. 

 

 
 
 

Fonte: Autoria própria 

 
DISCUSSÃO 

 
 

A coorte HIDIT-2 foi formada por pacientes que preenchiam os critérios para 

tratamento baseado em PEG-IFNa. Indivíduos com doença hepática descompensada 

foram excluídos. A segunda coorte foi formada por pacientes em acompanhamento 

clínico de rotina, atendidos em um centro de referência terciário na cidade de Porto 

Velho - Rondônia - Brasil. Ambas as coortes apresentaram semelhanças, em relação a 

gênero e média de idade.   

Dados sobre o país de nascimento de todos os participantes das duas coortes 

estavam disponíveis. Apenas 2% dos pacientes com hepatite Delta na coorte HIDIT-2 

nasceram na Europa Central. Do total, 94% dos pacientes migraram de países do 

mediterrâneo oriental, especialmente oriundos da Grécia e Turquia e dos países da 

antiga União Soviética, para a Alemanha. Wedemeyer et al.(16) já haviam descrito um 

cenário epidemiológico parecido, demonstrando que a maioria dos indivíduos 

infectados com HDV residentes na Alemanha era imigrante das regiões citadas (2). 

HIDIT – II (HDV-G1) BRASIL –  (HDV-G3) 
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Na coorte do Brasil, todos os participantes eram nativos do país, especifimente 

naturais do estado de Rondônia, área pertencente à região Amazônica. Braga et al 

(2012) identificaram que aproximadamente 77% das infecções por HDV no Brasil 

ocorrem na região Norte (3). A prevalência da hepatite Delta no Norte do Brasil pode ser 

consequência direta da circulação do HDV entre populações indígenas, que geralmente 

vivem em regiões isoladas e interagem, preferencialmente, entre indivíduos de suas 

próprias tribos. Os estados do Acre e Rondônia são descritos como as duas áreas de 

maior prevalência da hepatite Delta no Brasil. 

Os resultados dessa casuística sugerem que a prevalência da hepatite Delta na 

Alemanha está diretamente ligada ao intenso fluxo migratório, principalmente a partir 

das duas últimas décadas do século XX. Portanto, o HDV-G1 está mais biologicamente 

suceptível a mutações genéticas, uma vez que circula entre diferentes perfís étnicos. Já 

no Brasil, a doença permanece restrita a áreas endêmicas da região Amazônica, 

favorecendo a manutenção do padrão genético viral.  

O gênero não parece ser um fator de risco. É possível, ainda, observar que no 

Brasil a infecção parece ocorrer mais precocemente. Dezesseis dos 61 pacientes 

(26.2%) tinham idade inferior a 30 anos, enquanto na coorte HIDIT-2, todos os 

pacientes tinham mais de 30 anos. A infecção mais precoce na população brasileira 

aponta para a necessidade de reavaliação das políticas públicas voltadas para a 

prevenção e controle das hepatites B e Delta. Os impactos ecomômicos e sociais são 

imensuráveis, pois a maioria dos indivíduos com a doença se encontra em idade 

produtiva. 

 

Marcadores bioquímicos de doença em atividade  

 

Os resultados dos níveis de Aspartato asminotransferase (AST), Alanina 

aminotransferase (ALT), Gamaglutamiltransferase (γGT), Fosfatase Alcalina (FA), as 

concentrações de Albumina, Plaquetas e os valores de INR sugerem diferenças 

significativas no curso clínico da doença, entre os indivíduos infectados pelo HDV, 

genótipos 1 e 3.  

Os grupos estudados mostraram divergencias nos níveis de ALT e AST. A 

coorte HIDIT-2 (pacientes infectados com HDV-G1) apresentou uma mediana de 

valores de ALT ligeiramente maior do que a de pacientes infectados com o HDV-G3 

(2,0 e 1.9, respectivamente). A origem predominantemente citoplasmática dessa enzima 
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faz com que ela se eleve rapidamente após a lesão hepática. Nas hepatites virais 

crônicas, na maioria das vezes, seus valores não ultrapassam 15 vezes o limite de 

normalidade e, em alguns casos, entre pacientes assintomáticos, é o único parâmetro 

laboratorial sugestivo de doença hepática (48).  

A AST é encontrada em diversos órgãos e tecidos, incluindo fígado. Está 

presente no citoplasma e também nas mitocôndrias. Sendo assim, a elevações de seus 

níveis séricos indica um comprometimento celular mais profundo. Dosagens elevadas 

de AST são histologicamente relacionadas à lesão da zona 3 do fígado (região adjacente  

à veia centrolobular). Os hepatócitos da zona 3 possuem maior quantidade de 

mitocôndrias e de algumas proteínas envolvida na metabolização de substâncias tóxicas, 

tais como a P-450, CYP 2E1. Essa estrutura biológica diversa permite que a distância 

dos hepatócitos da zona 3, em relação ao aporte de oxigênio sanguíneo oriundo dos 

espaços porta, seja compensada. Nesse estudo, os níveis de AST nos pacientes 

infectados com o HDV-G3 mostraram-se mais elevados do que nos pacientes com 

HDV-G1. Andrade et al. (131) já haviam descrito um padrão de destruição hepatocitária 

mais agressivo em pacientes com Febre Negra de Lábrea, com intensa infiltração 

linfocitária, balozinação de hepatócitos e microscopia com focos de condensação, 

especialmente em torno das veias centrolobulares (131). Os dados aqui apresentandos 

sugerem que o padrão histológico de dano hepático provocado pelos HDV-G1 e HDV-

G3 é diferente, com destaque para maior severidade entre os pacientes infectados com o 

genótipo 3. São necessários novos estudos anátomo patológicos para elucidar essas 

diferenças de agressão hepática.  

Os níveis de FA e γGT, quando avaliados conjuntamente, têm alta especificidade 

na predição de danos aos canalículos hepáticos. Nesse trabalho, os pacientes infectados 

com HDV-G3 apresentaram valores mais elevados (2 e 3 vezes mais o limite de 

normalidade, respectivamente), quando comparados com pacientes infectados com 

HDV-G1. Lemoine et al (2015), ao estudar pacientes com hepatite B, na África do Sul, 

concluiram que a razão entre número de plaquetas e os níveis de gama-glutamil 

transpeptidase (RPG) é um escore de alta especificidade no diagnóstico de fibrose 

hepática e cirrose, em pacientes com infecção crônica por HBV (117). Na coorte 

brasileira, 16 dos 61 pacientes (26%) apresentavam níveis plaquetários entre 90 e 100 

mil/mL, enquanto todos os pacientes do HIDIT-2 possuiam níveis superiores a 130 

mil/mL. Esses dados, aliados a menores valores de INR e albumina, encontrados na 
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coorte brasileira, sugerem uma doença mais agressiva em pacientes infectados com o 

HDV-G3.  

 

Avaliação do grau de fibrose por método não invasivo 

 

A análise histológica de indivíduos com coinfecção crônica HBV/HDV é 

necessária para avaliações prognóstica e terapêutica. Pacientes com fibrose em estágio 

avançado podem progredir rapidamente para cirrose e hepatocarcinoma, enquanto 

pacientes sem fibrose ou com fibrose mínima apresentam evolução clínica mais lenta 

(13). A biopsia hepática permanece como gold standard na avaliação da fibrose e da 

atividade inflamatória em pacientes com hepatite Delta(48). No entanto, constitui 

procedimento de custo elevado, com complicações ocasionais como dor, hemorragia e, 

em raros casos, morte (91). 

Os resultados de estudos obtidos em diferentes populações com HDV mostram 

que escalas de avaliação de fibrose utilizadas em doenças hepáticas de etiologias 

diversas, como por exemplo, NASH e hepatite alcoólica, são pouco sensíveis na 

avaliação do grau de comprometimento do fígado na hepatite D crônica. 

Neste estudo, foram comparados entre os grupos os resultados do índice de 

relação AST/ALT e do índice APRI na determinação de presença de fibrose hepática. 

Os resultados não foram submetidos a teste de sensibilidade por comparação com o 

diagnóstico por biópsia hepática. 

A análise de parâmetros histológicos dos 120 pacientes infectados com o HDV-

G1 revelou que 51 deles (43%) apresentavam cirrose, enquanto no grupo de pacientes 

infectados com HDV-G3, 17 dos 61 (27,8%) eram cirróticos. Nota-se uma percentagem 

maior de pacientes em estágio avançado de doença hepática no grupo de infectados com 

o genótipo viral 1. A aplicação do índice APRI na mesma população revelou uma 

mediana de 1,0 (0,9-1,6) e 1,3 (0,1-76,7) entre pacientes com HDV-G1 e HDV-G3, 

respectivamente. O índice APRI é um modelo bioquímico não invasivo baseado nos 

níveis de plaquetas e AST para a predição da fibrose hepática. O padrão é a 

classificação histológica, usando a escala Metavir (97). A partir dos resultados do índice 

APRI aqui apresentados, é possível dizer que pacientes infectados pelo Genótipo 3 

apresentam estágio de doença hepática mais avançado do que o grupo com HDV-G1, 

diferentemente dos resultados obtidos por biópsia hepática. Essa divergência pode ser 

explicada por resultados de estudos anteriores, que revelaram baixa sensibilidade e 
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Valor Preditivo Positivo (VPP) com AUROC máximo de 0,586, na comparação entre 

biópsia hepática e índice APRI no estadiamento de fibrose em pacientes com hepatite 

Delta (97). A mesma situação foi percebida na avaliação do índice AST/ALT, cujo 

resultado nessa casuística aponta uma maior prevalência de estágios avançados de 

fibrose entre os pacientes do grupo G3, com mediana de 1,0 (0,4-2,5), comparada com 

0,7 (0,6-0,8), encontrada entre os pacientes do grupo G1. A determinação do índice 

AST/ALT é frequentemente utilizada no diagnóstico da doença hepática alcoólica, mas 

se mostrou pouco eficaz na avaliação de pacientes com hepatite Delta (97). 

O transplante de fígado vem sendo usado como terapia para doenças hepáticas 

terminais desde a década de 80, após sua aprovação pelo National Health Institute 

(EUA), em 1983. Até o momento, é a única opção terapêutica em pacientes com 

hepatite Delta crônica em estágios avançados. 

O MELD (Model for End-stage Liver Disease) é um modelo matemático que 

utiliza os resultados de três exames laboratoriais facilmente acessíveis: RNI (Relação 

Normalizada Internacional) do tempo de protrombina, bilirrubina total e creatinina 

sérica (133). Este modelo matemático foi escolhido para ordenar os pacientes em lista de 

espera para transplante hepático (TxH), porque, além de utilizar critérios objetivos, foi 

testado e validado como bom preditor de sobrevida de pacientes adultos em lista para 

TxH (134).  

Um estudo norte-americano avaliou a pontuação mínima do escore MELD para 

se considerar a inclusão do paciente em lista de espera para transplante hepático. A 

conclusão foi que pacientes com MELD < 14 não apresentam benefícios com o TxH, 

em comparação com a permanência em lista de espera. Desta forma, a sugestão é que os 

pacientes sejam listados a partir do MELD 15, salvo situações especiais (135). 

Nessa casuística, a mediana da escala MELD no grupo de pacientes infectados 

pelo HDV-G1 foi de 7,5 (6,8-8,2), enquanto que no grupo de participantes com HDV-

G3 foi de 8,1 (6,0-15), e 2 dos 61 pacientes (3,2%) apresentaram MELD=15, sendo 

portanto indicados à lista de transplante. Esse resultado pode sugerir que o Genótipo 3 

causa uma doença mais agressiva, com rápida evolução para doença hepática em estágio 

final. 

O escore Child-Pugh também tem sido amplamente utilizado para a avaliação do 

prognóstico na cirrose hepática. Esse escore se baseia em cinco critérios que indicariam 

alteração de função hepática. São eles: bilirrubina sérica, albumina sérica, ascite, 

distúrbio neurológico e tempo de protrombina. São atribuídos pontos de acordo com os 
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níveis desses indicadores. A escala varia de 5 a 15 pontos, sendo os indivíduos 

designados como Child A os que obtiverem escore 5 ou 6, que seriam portadores de 

uma cirrose dita “compensada”; Child B, aqueles que alcançarem de 7 a 9 pontos; e 

Child C, os que tiverem escore de 10 a 15 pontos, sendo os pacientes mais graves, 

portadores de uma “cirrose descompensada” (136). Os resultados obtidos nesse estudo 

estão em consonância com a avaliação pela escala MELD. Todos os pacientes 

infectados com HDV-G1 foram classificado com Child A e, no grupo infectado com 

HDV-G3, dos 61 pacientes, 55 (90,1%) foram classificados com Child A, 4 (6,6%) 

como Child B e 2 (3,3%) como Child C. Isso sugere, mais uma vez, que o Genótipo 3 

do HDV é responsável por uma doença mais grave, com repercussões clínicas mais 

severas que a doença provocada pelo Genótipo 1. 

 

 

Níveis de moléculas inflamatórias sistêmicas  

 

A resposta imunológica montada pelo hospedeiro contra o patógeno é decisiva 

para o desfecho de uma infecção. Mas, até o momento, não há estudos sobre a relação 

entre moléculas inflamatórias sistêmicas e os diversos genótipos do vírus da hepatite 

Delta. Das 92 moléculas dosadas, 22 apresentaram inconsistência em seus dados 

(valores negativos), sendo então excluídas das análises. 

Através do método de Simes-Hochberg para comparação de variáveis 

intergrupos, foram identificadas as moléculas cujos níveis séricos/plasmáticos eram 

mais divergentes. A representação dessas moléculas em gráficos de dispersão mostrou 

níveis mais elevados de citocinas, quimiocinas, receptores e fatores de crescimento pró-

inflamatórios, na população de pacientes infectados com HDV-G3. 

 

 

IL-8, IL6, CCL4 e CXCL10 

 

A Interleucina 8 (IL-8) é o principal mediador da resposta imune inata contra 

vírus e é indutora-chave da imunidade mediada por célula. Produzida pelos fagócitos 

mononucleares ativados e pelas células dendríticas, estimula a diferenciação dos 

linfócitos Th em Th1 produtores de IFN-g, favorecendo o processo inflamatório do 

tecido lesado. A mediana de IL-8 entre os pacientes infectados com o HDV-G3 é quase 
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o dobro da mediana dos valores encontrados entre os infectados com HDV-G1, mas, 

nesses pacientes os valores são mais homogêneos que naqueles. Essas observações 

podem indicar uma atividade necroinflamatória maior e mais diversificada em pacientes 

cronicamente infectados pelo HDV-G3. 

A Interleucina 6 (IL-6) age sinergicamente com a IL-8, potencializando o 

processo inflamatório tecidual. É secretada por células T e macrófagos para estimular a 

resposta imune, sendo um marcador precoce de processos inflamatórios, induzindo o 

fígado a liberar proteínas de fase aguda. A mediana dos níveis de IL-6 se mostrou, em 

média, 50% mais elevada em pacientes do grupo HDV-G3 e, mais uma vez, com 

valores individuais mais dispersos. 

Conhecida como proteína inflamatória do macrófago-1β (MIP-1β), a CCL4 é 

uma quimiocina com especificidade para os receptores CCR5. É um quimioatrativo para 

células NK, monócitos e uma variedade de outras células do sistema imunológico. É 

produzida por monócitos, células B, células T, fibroblastos, células endoteliais e células 

epiteliais. Estudos demonstraram que a concentração de CCL4 aumenta com a idade e 

está relacionada com processos inflamatórios crônicos e danos ao fígado (138). Pacientes 

da coorte brasileira apresentaram valores mais elevados e mais dispersos de MIP-1β que 

os de pacientes do estudo HIDIT-II. 

A CXCL10 (IP-10) é secretada por vários tipos de células – monócitos, células 

endoteliais e fibroblastos – em resposta ao IFN-γ. A IP-10 atua na quimioatração de 

macrófagos, células T, células NK e dendríticas para o sítio da infecção, na promoção 

da adesão de células T a células endoteliais, na atividade antitumoral e na inibição da 

formação de colônias de medula óssea e angiogênese. Exerce seus efeitos ligando-se ao 

receptor de quimiocina CXCR3, presente na superfície de algumas células. 

Estudos demonstraram que níveis plasmáticos elevados de CXCL10 em 

pacientes cronicamente infectados pelo HCV, genótipos 1 ou 4, antes do tratamento, 

estão relacionados com a ausência de resposta viral sustentada (RVS) com o uso de 

Interferon Alpha Peguilado. Isso também se aplica a pacientes co-infectados com HIV, 

nos quais os níveis de IP-10 abaixo de 150 pg/mL, antes do tratamento, são preditivos 

de uma resposta favorável ao tratamento antiviral (139). Nessa casuística, a mediana dos 

níveis de IP-10 em pacientes com HDV-G3 se mostraram ligeiramente mais baixas e 

com maior dispersão intergrupo do que nos pacientes com HDV-G1. 

A análise conjunta dessas moléculas indutoras de inflamação sugere que 

pacientes infectados com HDV-G1 apresentam uma doença menos agressiva, com um 
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padrão inflamatório menos pronunciado e mais homogêneo entre os pacientes, porém, 

com uma resposta mais limitada ao tratamento com Interferon Alpha Peguilado. No 

grupo de pacientes infectados com HDV-G3, o processo inflamatório é mais agressivo, 

com presença maciça de células do sistema imune inato, incluindo células NK, no 

tecido hepático, provocando maior dano tecidual. Ainda que a mediana dos valores de 

IP-10 seja menor em comparação ao grupo infectado com HDV-G1, não é possível 

sugerir que a resposta ao tratamento com Peg Inteferon seja mais eficaz, pois, a análise 

individualizada dos pacientes aponta para uma doença com padrão histológico mais 

heterogêneo, dificultando uma análise em bloco.  

 

CCL11, MCP3 e MCP1 

 

A CCL11 é uma importante quimiocina específica de eosinófilos que está 

associada ao recrutamento dos mesmos para locais de inflamação. Eosinófilos no 

sangue humano expressam CCL11 e liberam essa quimiocina em resposta à estimulação 

por fatores do complemento e complexos imunes. Na hepatite autoimune, os achados 

histológicos mostram infiltrado inflamatório crônico predominante nos espaços portais, 

periportais e intralobulares, composto por linfócitos, plasmócitos e, em menor 

quantidade, por polimorfonucleares – neutrófilos e eosinófilos. Durante a fase ativa da 

doença, há formação de rosetas, alargamento dos espaços portais por fibrose, desarranjo 

da arquitetura lobular, com lesões importantes dos hepatócitos - balonização, retração, 

fragmentação, desintegração e necrose, culminando com um quadro de cirrose (140). 

A MCP-1 (Proteína quimiotática de monócitos) é induzida por qualquer 

mediador inflamatório, como LPS, IL-1, TNF-a, IFN-g, IL-6 e IL-4. Vários tipos de 

células têm demonstrado produzir MCP-1, incluindo células mononucleares, mastócitos, 

células T, osteoblastos, fibroblastos, células endoteliais, células estromais da medula 

óssea, células epiteliais, micróglia, astrócitos e células musculares lisas. Os níveis 

elevados de MCP-1 têm sido associados a vários processos inflamatórios, a exemplo: à 

sepse, doença de Crohn, nefrite lúpica, esclerose lateral amiotrófica, esclerose múltipla, 

artrite reumatóide, pancreatite aguda e aterosclerose. A MCP-1 também está envolvida 

em vários tipos de câncer, incluindo carcinoma gástrico, carcinoma de células 

escamosas do esôfago, glioma maligno e cânceres de ovário, pâncreas, bexiga e mama 

(141). A MCP3 também está envolvida em vários processos inflamatórios e neoplásicos, 

incluindo osteoblastomas.  
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Valores de medianas mais elevados dessas quimiocinas encontradas em 

pacientes infectados com HDV-G3 sugerem a participação efetiva de células de Kupffer 

na exarcebação do processo inflamatório hepático durante a infecção, e podem explicar 

os achados histológicos descritos por Andrade et al. (131) na avaliação do tecido hepático 

de pacientes com Febre Negra de Lábrea (131). 

 

PDL-1, EN. RAGE, CASP 8 

 

O ligante de morte programada 1 (PDL-1) é uma proteína transmembrana tipo 1 

de 40kDa que foi identificada como tendo um papel importante na supressão do sistema 

imunológico durante eventos específicos como gravidez, aloenxertos de tecido, doenças 

autoimunes e em doenças como hepatite . Normalmente, o sistema imunológico reage a 

antígenos estranhos que estão associados a sinais de perigo exógenos ou endógenos, o 

que desencadeia uma proliferação de células T CD8 + antígeno-específicas e/ou células 

auxiliares CD4 +. A ligação de PDL-1 a PD-1 ou B7-1 transmite um sinal inibitório que 

reduz a proliferação de células T específicas para antígenos nos linfonodos, enquanto, 

simultaneamente, reduz a apoptose em células T reguladoras (142). 

EN. RAGE (receptor para produtos finais de glicação avançada) é um receptor 

transmembrana que foi caracterizado pela sua capacidade de reconhecer padrões 

moleculares associados a patógenos e por sua atuação na ativação de células 

inflamatórias da imunidade inata. EN. RAGE também possui um ligante agonístico: a 

proteína B1 do grupo de alta mobilidade (HMGB1). A HMGB1 é uma proteína 

intracelular de ligação ao DNA, importante no remodelamento da cromatina, que pode 

ser liberada passivamente por células necróticas e pela secreção ativa de macrófagos, 

células natural killer (NK) e células dendríticas. Esse receptor tem sido associado a 

várias doenças crônicas, que causam danos vasculares. Acredita-se que a patogênese do 

dano vascular inclua a ligação do HMGB1 ao sítio de ligação da EN. RAGE que inicia 

uma cascata de sinalização de ativação do fator nuclear kappa B (NF-κB). O NF-kB 

controla vários genes envolvidos na inflamação, e isto estabelece um ciclo de feedback 

positivo, o que leva a inflamação crônica. Essa condição crônica altera a micro e a 

macrovasculatura, resultando em danos aos órgãos ou até sua falência (143). 

A caspase-8 é uma proteína caspase, codificada pelo gene CASP 8. A ativação 

sequencial das caspases desempenha um papel central na fase de execução da apoptose 
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celular. Esta proteína está envolvida na morte celular programada, induzida por Fas e 

vários estímulos apoptóticos (144). 

Interessante observar que nessa casuística essas três moléculas possuem 

medianas dos níveis séricos/plasmáticos mais elevadas em indivíduos da coorte 

brasileira. A mediana dos níveis de EN. RAGE nesses pacientes é quase o dobro das 

medianas dos pacientes do estudo HIDIT-2 (5,6 e 3,2, respectivamente). A função 

apoptótica das mesmas sugere que, durante a infecção pelo HDV-G3 ocorra uma maior 

indução de morte programada dos hepatócitos, com substituição dos mesmos por 

fibroblastos, aumentando o grau de fibrose e agravando a doença. 

 

IL-10, TGF alpha, CSF-1  

 

A interleucina 10 (IL-10), também conhecida como fator inibidor da síntese de 

citocinas (CSIF), é uma citocina de perfil anti-inflamatório. Em humanos, a interleucina 

10 é codificada pelo gene IL10. Sua função regulatória da resposta imunológica é bem 

descrita em diversos trabalhos. Durante processos inflamatórios teciduais, a IL-10 atua 

inibindo a ativação de novas células do sistema imune inato, incluindo células NK e 

macrófagos, diminuindo a expressão de citocinas de perfil Th1 e consequentemente, 

controlando a inflamação e o dano ao tecido. 

O fator de crescimento transformador alfa (TGF-α) é uma proteína que em 

humanos é codificada pelo gene TGFA. Trata-se de um polipeptídeo mitogênico. A 

proteína torna-se ativada quando se liga a receptores de atividade de proteína quinase 

para sinalização celular. É produzido por macrófagos, células cerebrais e queratinócitos. 

Quando o TGF-α se liga ao seu receptor celular, ocorre indução de vários eventos de 

proliferação celular relacionados principalmente a processos de cicatrização por 

substituição de tecido necrosado por fibroblastos (145). 

O fator estimulador de colônia 1 (CSF1), também conhecido como fator 

estimulante de colônia de macrófagos (M-CSF), é uma citocina que faz com que as 

células-tronco hematopoiéticas se diferenciem em macrófagos ou outros tipos celulares 

relacionados. O M-CSF afeta macrófagos e monócitos de várias maneiras, incluindo a 

estimulação do aumento da atividade fagocítica e quimiotática e o aumento da 

citotoxicidade contra células tumorais (146). 

As medianas dos níveis de TGF alpha e CSF-1mais elevadas no grupo de 

pacientes infectados com HDV-G3, encontrados nessa casuística, sugerem que, durante 
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a infecção por esse genótipo ocorre intensa substituição de tecido hepático por 

fibroblastos e indução de fibrose hepática. A mediana dos níveis de IL-10 em pacientes 

infectados com HDV-G1 é mais elevada do que no grupo com HDV-G3. Esse dado 

pode indicar que o processo inflamatório induzido pela infecção por HDV-G1 é mais 

bem controlado e causa menos dano ao fígado. 

 

Análise da dominância viral 

 

A análise da dominância viral nas duas coortes estudadas mostraram resultados 

semelhantes, com predomínio de D- dominância da ordem de 80%. Sabe-se que um dos 

mecanismos fisiopatológicos da coinfecção HBV/HDV é a supressão viral provomida 

pelo agente D contra o agente B. Os mecanismos não são totalmente esclarecidos, mas, 

estudos demonstram que a coinfecção provoca uma doença mais grave que a 

moinfecção pelo HBV(35). Essas observações podem indicar que o dano hepático 

durante a coinfecção está mais diretamente ligação à ação do HDV. 

Nesse estudo não foi realizada a genotipagem viral do HBV em pacientes da 

coorte brasileira. Alguns trabalhos têm demonstrado que os subtipos A, D e F do HBV 

são os mais prevalentes na região Norte do Brasil. O genótipo do HBV também pode 

contribuir para o curso clínico diferenciado da infecção pelo HDV. Não há evidências 

de que um genótipo específico do HDV só possa infectar pacientes com um genótipo 

específico de HBV. Estudos recentes indicaram que mutações distintas do HDV podem 

facilitar a associação de certos genótipos de HDV com diferentes genótipos de 

HBV(147). 

 

CONCLUSÕES 

 

 Em resumo, esta extensa análise de dados clínicos, histológicos e imunológicos 

de pacientes coinfectados com HBV e HDV sugere a implicação direta do genótipo do 

HDV na fisiopatologia da doença. Os resultados aqui apresentados, em especial os 

níveis mais elevados de moléculas inflamatórias sistêmicas na coinfecção HBV/HDV-

G3, indicam que esse genótipo pode causar uma doença hepática mais agressiva, com 

resposta inflamatória mais exarcerbada. Essas informações poderão auxilar na 

elaboração de novos protocolos clínicos terapêuticos individualizados para cada 

genótipo do HDV. A dominância do HDV em relação ao HBV se mostrou 
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marcadamente superior, confirmando resultados de pesquisas anteriores. Esses dados 

fornecem novos insights para o entendimento da história natural da hepatite Delta, 

causada por diferentes genótipos. 
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4.2 ARTIGO 2 

 

 
Moléculas inflamatórias sistêmicas estão associadas à fibrose avançada na hepatite 

Delta por HDV G3 

 

Maurício de Souza Campos1, 2,3 

Juan Miguel Salcedo4 

Deusilene Vieira 4 

Luan Felipo Botelho 4 

Birgit Bremer 5 

Julia Hengst 5 

Raymundo Paraná 1,2 

Heiner Wedemeyer 6 

Maria Isabel Schinoni1,2,3 
 

 

Introdução: O HDV-3 é responsável por surtos de hepatite fulminante no nordeste da América 

do Sul. Até o momento, não há estudos investigando a relação entre a resposta imunológica 

montada contra o patógeno e o grau de fibrose dos pacientes. Objetivos: Avaliar o nível de 

moléculas inflamatórias sistêmicas (SIM) no soro de pacientes infectados com o HDV-G3 e a 

sua relação com o estágio de fibrose hepática. Métodos: 61 pacientes co-infectados com HBV / 

HDV-3 foram incluídos neste estudo. Os testes de diagnóstico para rastreio de infecções por 

HBV / HDV foram realizados utilizando ensaio padrão de imunologia. A quantificação e 

genotipagem do HDV foram realizadas pela metodologia semi-nested RT-PCR e RFLP. Foram 

dosados os níveis de 92 moléculas inflamatórias sistêmicas com uso da tecnologia de Ensaio de 

Extensão de Proximidade (PEA) (ensaio Proseek Multiplex Inflammation I). Shapiro-Wilk, 

teste t de Student, testes de Mann-Whitney e análise de regressão logística foram utilizados 

quando apropriado. Resultados: A idade média dos pacientes foi de 41 anos (18-59 anos) e 

apenas um paciente apresentou status sorológico AgHBe positivo. Fibrose em estágio avançado 

ou cirrose (F3 / F4) foi diagnosticada por estadiamento histológico em 17 pacientes, enquanto 

44 apresentaram fibrose mínima ou ausência de fibrose. A atividade necroinflamatória avançada 

correlacionou-se positivamente com os níveis séricos de AST e ALT (p = 0,024 e 0,020, 

respectivamente) e não houve relação com os níveis de gamaglutamiltransferase. Os métodos 

não invasivos utilizados para avaliação do grau de fibrose em pacientes com doença hepática de 

outras etiologias (relação APRI, FIB-4 e AST / ALT) revelaram baixa sensibilidade e VPP com 

AUROC máximo de 0,586. Entre as 92 SIMs analisadas, MCP4 (p = 0,032), CCL19 (p = 

0,024), EN.RAGE (p = 0,014), SCF (p = 0,01) e IL 18 (p = 0,054) apresentaram correlação 

positiva com o estágio de fibrose . Um escore combinado incluindo CCL19 e MCP.4 revelou 

uma sensibilidade de 81% para identificação de fibrose avançada quando comparado com os 

resultados de biópsia hepática e Odds Ratio de 2.202 para fibrose avançada.Conclusões: Os 

métodos não invasivos clássicos de avaliação de estágio de fibrose em pacientes com doença 

hepática de outras etiologias mostraram um desempenho insatisfatório na avaliação de pacientes 

infectados com HDV G3. Sugerimos aqui que a determinação de CCL19 e MCP.4 possa ser 

usada para identificar pacientes com fibrose avançada na hepatite D causada pelo genótipo 3. 

Além disso, este estudo fornece novos insights sobre a imunopatogênese da infecção por HDV 

G3. 
 

Palavras-chave: Hepatite Delta. Moléculas Inflamatórias Sistêmicas. Fibrose. Marcadores 

Biológicos. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

 O vírus da hepatite Delta (HDV) é um único patógeno de RNA que requer 

antígenos de superfície do vírus da hepatite B (AgHBs) para a montagem e transmissão 

viral (1). Estudos mostraram que a coinfecção HBV-HDV pode acelerar doenças do 

fígado(1,2) e que a superinfecção HBV-HDV pode resultar em hepatite fulminate aguda 

ou hepatite crônica, evoluindo em muitos casos para cirrose e carcinoma hepatocelular 

(3). Estima-se que cerca de 240 milhões de pessoas são AgHBs positivas em todo o 

mundo (4) e, destas, 2% - 8% estão co-infectadas com o HDV, resultando em 10 a 20 

milhões de pessoas com hepatite Delta. A prevalência da infecção por HDV é 

significativamente diferente entre as regiões do mundo (4). Pelo menos oito tipos 

diferentes de vírus Delta foram identificados, com base na diversidade de seu genoma, 

com distribuição geográfica específica (5,6). O HDV-G1 é distribuído na Europa, Oriente 

Médio, América e Norte da África(5). Os HDV-G2 ao HDV-G8 ocorrem em regiões 

específicas(5). O HDV-G3, descrito como o genótipo mais divergente e agressivo, é 

encontrado exclusivamente na América do Sul, especificamente na Bacia Amazônica 

Ocidental, incluindo Brasil, Peru, Equador, Venezuela e Colômbia, (7) e é responsável 

por surtos graves e hepatite fulminante (8,9). No Brasil, essa área corresponde aos estados 

mailto:mscampos2012@gmail.com
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do Acre, Amazonas, Rondônia e Roraima, com prevalência relativamente alta entre as 

comunidades indígenas (10). 

 As infecções virais são controladas por uma interação sofisticada entre 

respostas imunes inatas e adaptativas (11). Foi demonstrado que a mediação imunológica 

está geralmente implicada em danos hepáticos associados ao HDV e que a patogênese 

envolve principalmente a ativação de linfócitos T específicos para o HDV, células 

assassinas naturais (NK Cells), respostas de citocinas e sinalização do fator nuclear 

kappa B (12). O HDV não causa lesão direta dos hepatócitos ou inflamação do tecido 

hepático. A causa mais provável desses processos é a resposta imune do hospedeiro 

contra o patógeno. Em geral, as infecções virais crônicas são caracterizadas pela 

presença de células T antivirais, mas, muitas vezes, elas são incapazes de controlar a 

replicação viral e a progressão da infecção, graças ao processo de exautão celular. 

Schirdewahn et al. (12) demonstraram, em um estudo com 92 pacientes, dos quais 49 co-

infectados com HBV / HDV, que a recuperação funcional dessas células T específicas 

para o HDV é possível se houver direcionamento de sinais mediados por receptores de 

células T (sinal 1), um sinal coestimulatório (sinal 2) e um sinal de citocina (sinal 3), 

que é cada vez mais implicada no controle da infecção viral (12). Até o momento, não há 

estudos demonstrando a associação entre essas moléculas inflamatórias sistêmicas e o 

dano hepático causado pelo HDV, incluindo o genótipo 3 (13). 

 Marcadores biológicos de estágios de fibrose foram investigados em pacientes 

com hepatite D, genótipo 1,  com objetivo de padronizar um escore utilizando métodos 

não invasivos. Até o momento, todas as escalas validadas (FIB4, APRI, Relação AST / 

ALT) para avaliar o grau de fibrose em pacientes com doença hepática avançada, 

causada por outros agentes etiológicos, mostraram-se insatisfatórias para avaliar a 

fibrose em pacientes com hepatite D crônica. Lutterkort et al.(97 ), em um estudo com 

100 pacientes infectados com HDV- G1, desenvolveram um novo modelo para 

avaliação da presença e do grau de fibrose nesses pacientes, com base nos níveis de 

colinesterase, albumina, gama glutamil transferase, bem como na idade do paciente. O 

Delta Fibrose Score (DFS) mostrou uma sensibilidade em relação à biópsia hepática de 

85% e VPP de 93%, com AUROC de 0,87 (14).  Achados semelhantes foram obtidos no 

estudo de Takyar (16), que objetivou avaliar a segurança da biópsia hepática percutânea 

realizada com agulha de Klatskin (15). Entretanto, a nova escala para avaliar o grau de 

fibrose na infecção pelo vírus Delta ainda requer o estabelecimento de novos 

parâmetros, e não foi testada nem validada para pacientes infectados com o HDV-G3. 
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 Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a associação entre moléculas 

inflamatórias sistêmicas e o grau de fibrose em pacientes cronicamente infectados com 

HDV-G3.  

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

População de Estudo 

 

 No total, 61 pacientes co-infectados com o HBV-HDV-G3, diagnosticados 

entre 2002 e 2016, foram incluídos neste estudo. Todos os pacientes tinham mais de 18 

anos e foram incluídos pacientes de ambos os sexos. Pacientes diagnosticados com 

HCV, HTLV I e II, HIV I e II, ou com doenças autoimunes ou reumatológicas que 

pudessem afetar o perfil sérico das citocinas foram excluídos. Todos os participantes 

foram informados dos objetivos do projeto e, após explicação, assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Dados clínicos e epidemiológicos foram 

coletados dos prontuários dos pacientes, quando disponíveis. Este estudo foi realizado 

em conformidade com os princípios da declaração de Helsinque. O estudo foi aprovado 

pelo comitê de ética do Instituto de Ciências da Saúde da Universidade Federal da 

Bahia-Brasil. 

 

Amostras e Ensaios Laboratoriais 

 

 Dados clínicos, imunológicos e laboratoriais foram obtidos nos prontuários 

dos participantes.  

 Cerca de 10 mL de sangue total foram coletados de cada participante em um 

tubo sem anticoagulante. Após centrifugação a 3.500 rpm, por 10 minutos, alíquotas de 

soro com aproximadamente 1 mL foram armazenadas a -20 ° C para testes sorológicos e 

-70 ° C para testes moleculares. 

 Os testes de diagnóstico de infecções por HBV e HDV foram realizados 

utilizando testes imunoenzimáticos do tipo ELISA com kits comerciais. Todos os soros 

foram testados para AgHBs (Organon Teknika Holland), anti-HBc (Organon Teknika, 

Holanda), anti-HBs (Abbott, EUA) anti-HBe, anti-HBc IgM e anti-HDV (Organon 

Teknika, Holanda). 
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Quantificação viral e genotipagem 

 

 O HBV-DNA foi quantitativamente rastreado utilizando kits comerciais do 

laboratório Roche (Cobas Amplicor HBV Monitor Test Suíça), que se baseia na 

amplificação e hibridação do DNA viral. A detecção e quantificação do HDV-RNA foi 

realizada pela técnica de RT-PCR semi-nested, de acordo com a metodologia descrita 

por Casey et al. (1996). A genotipagem do HDV foi realizada usando a metodologia 

RFLP. O produto amplificado obtido foi digerido com a enzima de restrição Sma I 

(Invitrogen Life Thecnologies) a partir da seguinte reação: 5 microlitos do produto de 

PCR foram incubados durante 2 horas a 37ºC com 5U de enzima de restrição. Esta 

técnica permite a detecção específica de produtos de PCR para os genótipos I, II e III(34). 

 

Dosagem de moléculas inflamatórias sistêmicas (SIMs) 

 

 Noventa e duas móleculas inflamatórias sistêmicas (SIMs) foram dosadas pela 

tecnologia de Ensaio de Extensão de Proximidade (PEA) (ensaio Proseek Multiplex 

Inflammation I). O kit Multiplex Inflammation I demonstrou ter alta reprodutibilidade e 

repetibilidade com coeficientes médios de variação inter e intra-ensaio de 7% e 18 %, 

respectivamente. A análise de dados seguiu um procedimento de normalização. Para 

cada ponto de dados os valores delta Cq foram obtidos subtraindo o valor da 

concentração da molécula no soro do paciente do controle de extensão. A normalização 

entre as execuções foi realizada por subtração do controle interplaca, para cada ensaio. 

Os valores foram então ajustados em relação a um fator de correção determinado pelo 

fabricante para obter a expressão proteica normalizada (NPX). Os dados foram 

finalmente expressos como 2NPX. Essa metodologia proporciona uma expressão 

proteica relativa, em que um valor elevado da proteína dosada corresponde a uma 

concentração também elevada no material biológico. 

 Essa técnica foi utilizada para determinar se pacientes diabéticos com 

aneurisma de aorta abdominal (AAA) tinham um perfil inflamatório plasmático distinto, 

em comparação com pacientes não diabéticos (141). Neste estudo, os autores concluíram 

que pacientes diabéticos com AAA expressavam níveis plasmáticos de CCL19, CCL23 

e TNFSF14 mais elevados do que os não diabéticos.  

 

Análise Estatística 
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 Para a análise descritiva, as variáveis quantitativas foram representadas por 

suas médias e desvios-padrão quando suas distribuições foram normais e por medianas 

e interquartiles quando não normais. A definição de normalidade foi feita por meio de 

análise gráfica e teste de Shapiro-Wilk. As variáveis categóricas foram representadas 

por frequências e porcentagens. Comparações bivariadas entre os grupos foram feitas 

usando o teste t de Student para variáveis de distribuição normal e o teste de Mann-

Whitney para variáveis de distribuição não normal. Análise de regressão logística foi 

implementada quando necessária. Variáveis independentes para o modelo final foram 

selecionadas via backwise stepwise. 

 
RESULTADOS 

 

Características clínicas dos participantes do estudo 

 
 Neste estudo, foram avaliados 61 pacientes coinfectados com HBV / HDV – 

G3. Destes, 17 foram diagnosticados, através de biópsia hepática, com fibrose avançada 

ou cirrose e 44 com fibrose mínima ou sem nenhum grau de fibrose. Como todos os 

pacientes eram de uma região endêmica, não houve avaliação de fatores de risco, como 

o uso de drogas intravenosas, transfusões de sangue ou tatuagens. Nenhum paciente se 

declarou profissional da área da saúde. A média de idade dos participantes foi de 41 

anos (18 a 59 anos). A relação entre a infecção pelo HDV-G3 e a idade dos pacientes 

não foi estatisticamente significante (p = 0,105). Em relação ao gênero, 39 pacientes 

eram do sexo masculino, representando 63,9% do total. As características 

epidemiológicas dos participantes da pesquisa encontram-se representadas na tabela 3. 

  A atividade necroinflamatória avançada foi correlacionada positivamente com 

os níveis séricos de ALT e AST (p = 0,024 e p = 0,020, respectivamente). Níveis séricos 

de gama glutamil transferase (γGT), bilirrubina total e plaquetas não mostraram 

associação com o estágio de fibrose nos pacientes estudados. Testes sorológicos foram 

realizados no período pré-tratamento e todos os pacientes apresentaram AgHBs positivo 

e Anti-HBs negativo. Apenas um paciente testou positivo para AgHBe.  
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Tabela 3- Comparação das características epidemiológicas, laboratoriais e sorológicas entre o grupo de 

pacientes com fibrose em estágio avançado e o grupo de pacientes sem fibrose ou com fibrose mínima. 

 

 
BT* - Bilirrubina Total                                           AFP** - Alpha-fetoproteína 

Fonte: Autoria própria 

 Foi avaliado um perfil multi-analítico de 92 moléculas inflamatórias 

sistêmicas (quimiocinas, moléculas de adesão e fatores de crescimento) em todas as 

amostras, por tecnologia de Ensaio de Extensão de Proximidade (PEA) (ensaio Proseek 

Multiplex Inflammation I). Destas, 65 foram efetivamente analisadas (tabela 4). O 

padrão de expressão das SIMs analisadas mostrou-se diferente entre pacientes com 

fibrose avançada ou cirrose e pacientes com fibrose mínima ou nenhuma. Dentre as 65 

SIMs analisadas, apenas cinco apresentaram significância estatística, MCP.4 (p = 

0,032), CCL19 (p = 0,024), EN.RAGE (p = 0,014), SCF (p = 0,01) e IL 18 (p = 0,054). 

Embora a maioria das moléculas inflamatórias sistêmicas não tenha apresentado 

significância estatística (p> 0,05), foi possível observar variações consideráveis dos 

seus níveis séricos na comparação entre os dois grupos, corfome demonstra a figura 15. 

Ao comparar os pacientes classificados na escala METAVIR, como F0, FI, F2, F3 e F4, 

pode-se observar que pacientes com estágio mais avançado de fibrose ou cirrose (F3 e 

F4) apresentam níveis de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias mais elevados. Os 

Características Total (n = 61) Sem ou Fibrose mínima (n = 44) Fibrose Avançada (n = 17) p valor 

Gênero 

     

                Feminino 22 (36.1%) 17(77.3%) 5(22.7%) 

                  Masculino 39 (63.9%) 27(69.2%) 12(30.8%) 

  

Idade 41(18-59) 39(18-57) 44(18-59) 0,105 

Uso de Álcool 

          Não 45 (73.8) 32(72.7) 13(76.5) 

      Sim 16 (26.2) 12(27.3) 4(23.5) 

 ALT(U/L) 19.0(11.0-29.0) 17.0(10.0-26.2) 28.0(17.0-36.0) 0.024 

AST(U/L) 20.0(12.0-26.0) 17.0(10.8-23.0) 28.0(13.0-32.0) 0.020 

GGT(U/L) 21.0(13.0-31.0) 20.5(14.8-30.0) 26.0(9.0-35.0) 0.929 

BT* (mmol/L) 13.0(10.0-21.0) 13.0(10.5-19.0) 21.0(10.0-24.0) 0.083 

AFP** (ng/mL) 25.0(13.0-39.0) 30.5(16.8-39.2) 21.0(5.0-25.0) 0.012 

Plaquetas (109/L) 21.0(9.0-34.0) 22.5(9.8-34.2) 18.0(9.0-34.0) 0.778 

ALB 17.0(10.0-23.0) 17.0(12.8-24.2) 11.0(8.0-18.0) 0.085 

PT 12.0(8.0-20.0) 14.0(8.0-20.5) 9.0(7.0-16.0) 0.143 

HBV DNA 348786,257 (0,0 - 18700000) 101425,0 (0,0 - 2.295.572) 113(0,0-745) 0,346 

HDV Genótipo3 61 (100) 44 17 

 AgHbe 

                      Positivo 1 (1,6) 1(2,27)  0(0) 

                   Negativo 60 (98.4) 43(97,73) 17(100)   
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gráficos de dispersão representados na figura 16 mostram que os níveis de CCL19 (p = 

0,024) e IL18 (p = 0,05) foram maiores em pacientes com grau avançado de fibrose, 

enquanto que EN. RAGE (p = 0,014), SCF (p = 0,01) e MCP4 (p = 0,032) apresentam 

níveis mais elevados entre os pacientes com baixo ou nenhum grau de fibrose. 

Tabela 4 – Valor de p da comparação dos níveis de moléculas inflamatórias sistêmicas entre 

pacientes com fibrose avançada e paciente com grau mínimo ou sem fibrose. 

p ≤ 0,01 0,01 < p < 0,05 0,05  < p < 0,5  p ≥ 0,5 

SCF CCL19 TGF.alpha SLAMF1 

EN.RAGE MCP.4 TNFB IL8 

 
IL18 TNFSF14 IL.15RA 

  
VEGFA IL6 

  
NRTN MMP.1 

 
 

IL.12B X4E.BP1 

  
TRAIL CCL28 

  
MCP.2 CD40 

  
CCL20 ADA 

 
 

FGF.23 CXCL6 

 
 

NT.3 CXCL5 

 
 

IL.18R1 SIRT2 

 
 

MMP.10 FGF.5 

 
 

LIF IL33 

 
 

CCL4 TNFRSF9 

 
 

CXCL1 GDNF 

 
 

CD6 PD.L1 

 
 

LIF.R Flt3L 

 
 

STAMPB IL.10RA 

 
 

IL.17C CASP.8 

 
 

FGF.21 IL10 

  

Beta.NGF CSF.1 

 
 

CX3CL1 LAP.TGF.beta.1 

 
 

AXIN1 TRANCE 

 
 

 
DNER 

 
 

 
ST1A1 

 
 

 
MCP.3 

 
 

 
CCL23 

 
 

 
TWEAK 

 
 

 
CST5 

 
 

 
MCP.1 

 
 

 
CD5 

 
 

 
IL5 

 
 

 
CCL11 

 
 

 
IL.10RB 

 
 

 
CCL25 
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Figura 10 – Heat Map da comparação das concentrações séricas das moléculas inflamatórias sistêmicas 

dosadas em pacientes com fibrose avançada e em pacientes com fibrose mínima ou sem fibrose. 

 

 

Figura 11 – Gráficos de distribuição das moléculas inflamatórias sistêmicas com valor de p 

estatisticamente significantes. 

 

                   (p=0.032)                                                                      (p=0.024) 

             

 
 

Pacientes com fibrose em 

estágio avançado (n=17) 

Pacientes com fibrose mínima 

ou sem fibrose 

● F0/1/2 

● F3/4 

 

 

● F0/1/2 
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                    (p=0.014)                                                                    (p=0.01) 

               
 
 

                   (p= 0.054)         

 
 
 
 

 

Marcadores clínicos de fibrose em pacientes infectados pelo HDV-G3 

 

 

 A avaliação de métodos não invasivos existentes para estadiamento de fibrose 

nas doenças hepáticas de outras etiologias (APRI, FIB-4 e AST / ALT) revelaram baixa 

sensibilidade e VPP com AUROC máximo de 0,586 para o escore APRI e FIB-4 e 

● F0/1/2 

● F3/4 

 

 

● F0/1/2 

● F3/4 

 

 

● F0/1/2 

● F3/4 
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0,503 para a relação AST/ALT. Embora os resultados tenham mostrado uma 

especificidade relativamente alta nos três escores analisados, nenhum revelou valor 

preditivo (VPN) superior a 50%. 

Figura 12 – Sensibilidade das escalas APRI, FIB-4 e da relação AST/ALT na identificação do 

estágio de fibrose em pacientes infectados com HDV-G3. 
 

APRI Score 

 

 

 

  

Est SdEr OR(2.5%-97.5%) p value 

(Intercept) -1.186 0.345 0.306 (0.148 -  0.580) 0.0005 

APRI  Score     0.898 0.641 2.455 (0.681 - 8.694) 0.1609 

 

FIB-4 Score 

 

 

 

  

Est SdEr OR(2.5%-97.5%) p value 

(Intercept) -1.186 0.345 0.306 (0.148 - 0.580) 0.0005 

FIB4  Score  0.898 0.641 2.455 (0.681 -  8.694) 0.1609 
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Relação AST/ALT 

 

 

  Est SdEr OR(2.5%-97.5%) p value 

(Intercept) -0.965 0.415 0.381 (0.159 - 0.828) 0.0201 

AST/ALT      0.027 0.572 1.027 (0.333 - 3.209) 0.9626 

 

 

Considerações sobre a Curva ROC dos SIMs 

 

 Uma análise de regressão logística foi realizada para comparar os resultados 

da biópsia hepática, considerado o padrão ouro para a definição do grau de fibrose em 

pacientes com doença hepática crônica, com as SIMs quantificadas entre os grupos de 

pacientes com fibrose avançada e pacientes sem fibrose ou estágio inicial de doença. As 

variáveis independentes para o modelo final foram selecionadas via backwise stepwise. 

Pode-se observar na figura 13 que a citocina CCL19 e a quimiocina MCP.4, quando 

analisadas em conjunto, apresentam uma AUROC com sensibilidade de diferenciação 

do estágio de fibrose de 80,9%, quando comparada à biópsia hepática. A regressão 

logística também mostrou que a associação de CCL19 (p = 0,004) e MCP4 (p = 0,032) 

apresentou um Odds Ratio (OR) de 2,202. 
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Figura 13 – Curva ROC comparando a sensibilidade da combinação dos níveis séricos de CCL19 e 

MCP.4 em identificar estágio avançado de fibrose em pacientes infectados com HDV-G3 com a biópsia 

hepática. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Est SdEr OR(2.5%-97.5%) p 

value 

(Intercept) -1.916 2.467 0.147 (0.001 - 22.905) 0.431 

CCL19       0.789 0.275 2.202 (1.358 -  4.059) 0.004 

MCP.4 -1.286 0.443 0.277(0.102 - 0.604)  0.003 
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DISCUSSÃO 

 

  Alguns estudos recentes com foco na fisiopatologia da infecção pelo HDV 

demonstraram que a resposta imune do hospedeiro contra o vírus está diretamente 

ligada a danos no tecido hepático, bem como ao curso clínico da doença, mas, até o 

momento, nenhum estudo avaliou a importância de moléculas inflamatórias sistêmicas 

(SIMs) no desfecho clínico nesses pacientes. Este estudo fornece a primeira análise 

abrangente sobre a associação de SIMs e fibrose avançada em pacientes com HDV-G3. 

 A população do estudo foi constituída por 61 indivíduos, com idade média 

geral de 41 anos (39 anos entre pacientes sem fibrose ou fibrose mínima e 44 anos entre 

pacientes com estágio avançado de fibrose). A infecção foi mais prevalente em homens, 

em média duas vezes maior que nas mulheres, mas quando o grau de fibrose entre os 

dois grupos foi comparado, a proporção de fibrose em estágio avançado em homens e 

mulheres foi muito próxima (30,8% e 22,7%, respectivamente). Outros estudos 

realizados em populações nativas da Amazônia já haviam demonstrado o mesmo padrão 

de distribuição descrito(1,3,7-9). Pacientes em estágios mais avançados da doença hepática 

(fibrose avançada ou cirrose) apresentaram níveis séricos de AST e ALT mais elevados 

que os pacientes sem fibrose ou em estágios iniciais (p = 0,024 e p = 0,020, 

respectivamente). Os níveis plaquetários em pacientes com lesão hepática mais 

avançada foram menores do que nos pacientes sem ou com fibrose mínima, ainda que 

sem significância estatística. Esses achados estão de acordo com estudos anteriores que 

avaliaram os níveis das aminotransferases em sangue de pacientes infectados com o 

HDV-G3 de populações da região Amazônica (115,118). Curiosamente, os níveis séricos 

de gamaglutamiltransferase (γGT) não apresentaram diferenças estatisticamente 

significantes entre os grupos estudados. Lemoine et al. (2015), estudando um grupo de 

pacientes cronicamente infectados pelo HBV na Africa Ocidental, concluíram que a 

razão plaquetária gama-glutamil transpeptidase (RPG) prediz fibrose hepática avançada 

e cirrose em pacientes com hepatite B (115,117). Zachou et al. (2010), estudando os níveis 

quantitativos de AgHBs e HDV-RNA na hepatite Delta crônica em oitenta pacientes 

recrutados na Alemanha, Turquia e Grécia, todos infectados com HDV-G1, 

identificaram trinta e cinco pacientes (48%) com fibrose avançada (Ishak 3-4) e quinze 

(20,5%) com cirrose. A carga viral do HDV variou de 1,1 x 10 a 8,4 x 10 cópias/ml com 

60% dos pacientes apresentando níveis de HDV-RNA acima de 10  cópias/ml, 

acompanhadas de baixa viremia do HBV (<10 cópias/ml). No entanto, os níveis de 
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HDV-RNA e HBV-DNA não apresentaram correlação inversa direta. O HDV-RNA 

correlacionou-se positivamente com o AgHBs e negativamente com a idade. O AgHBs 

correlacionou-se negativamente com a idade e positivamente com a classificação 

histológica. Apenas a gama-glutamiltransferase (γGT) foi independentemente associada 

à cirrose (P = 0,032). A falta de um papel da γGT na patogênse da infecção pelo HDV-

G3 nessa casuística sugere que novas investigações são necessárias para elucidar os 

resultados encontrados. 

 Apenas um paciente apresentou resultado AgHBe positivo. Esses dados 

divergem de um estudo anterior conduzido por Braga et al. (119), que identificou um 

número de pacientes AgHBe positivos muito maior numa coorte de co-infectados pelo 

HBV/HDV, bem como uma população mais jovem, com uma idade média de 22 

anos(119).   

 Os resultados do HBV-DNA nessa casuística demonstraram que pacientes em 

estágio inicial ou sem fibrose possuem carga viral de HBV mais elevada que as de 

pacientes com fibrose avançada, ainda que não tenha havido significância estatística (p 

= 0,346). Alfaiate et al. (2016), estudando a suscetibilidade a drogas diretas anti-HBV 

em pacientes infectados com HDV, descreveram uma diminuição significativa de 

marcadores de replicação do HBV, incluindo AgHBe, HBV-DNA total e RNA pré-

genômico, mas não evidenciou diminuição dos níveis de HBV-DNA de cadeia 

covalente circular fechada (cccDNA) nem de proteínas do envelope viral (AgHBs). Os 

autores estabeleceram um modelo celular para caracterizar mais detalhadamente a 

interferência direta do HBV e do HDV e a interação indireta entre os dois vírus por 

meio de respostas imunes inatas. Outro estudo, conduzido por Heidrich et al. (2012), 

com 512 pacientes com hepatite Delta, detectou AgHBe positivo em 71 deles, 

correspondendo a 13,3% do total estudado. A positividade do AgHBe foi associada a 

uma maior atividade bioquímica da doença e níveis mais altos de AgHBs, em pacientes 

co-infectados pelo HDV. Sessenta e um por cento dos pacientes AgHBe-positivos 

infectados pelo HDV apresentaram níveis de HBV-DNA abaixo de 2000 UI/ml, pelo 

menos uma vez, durante o acompanhamento. Tanto os pacientes AgHBe positivos 

quanto os negativos mostraram um curso clinicamente severo e semelhante, a longo 

prazo, com cerca de metade dos pacientes desenvolvendo uma complicação clínica 

relacionada ao fígado, após um período médio de acompanhamento de 51 meses 

(variação: 9-193 meses) (129). 
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 Os resultados obtidos neste estudo confirmam que a infecção pelo HDV 

desempenha um papel crucial na modulação da replicação do HBV, suprimindo-a na 

maioria dos casos, e pode estar relacionada à maior severidade do dano hepático(120- 122). 

 No presente estudo, das 64 moléculas inflamatórias sistêmicas analisadas, 

cinco apresentaram associação estatisticamente significante com o estágio de fibrose 

hepática: MCP4 (p = 0,032), CCL19 (p = 0,024), EN.RAGE (p = 0,014), SCF (p = 0,01) 

e IL 18 (p = 0,054). Até o momento, não há estudos relacionando SIMs com grau de 

fibrose na hepatite Delta, portanto, esses achados apontam para a necessidade de 

aprofundamento na investigação do papel das citocinas no curso da doença hepática 

provocada pelo HDV-G3. 

 A MCP-4, também chamada de CCL13, é induzida por proteínas 

inflamatórias, como IL-1 e TNFα. Ela atua como um ligante para três diferentes 

receptores (CCR2, CCR3 e CCR5) acoplados à proteína G e ativa a sinalização 

intracelular em monócitos, linfócitos T, eosinófilos e basófilos, estando associada às 

respostas alérgicas. Tem sido sugerido que a CCL13 atua em uma variedade de doenças 

inflamatórias crônicas, incluindo asma (123). Neste estudo, os níveis de MCP-4 em 

pacientes com fibrose avançada foram menores do que em pacientes sem fibrose ou em 

estágio inicial. Paradoxalmente, enquanto que em pacientes asmáticos altos níveis de 

MCP-4 estão implicados na exacerbação da doença, em indivíduos infectados com o 

HDV-G3 essa quimiocina parece diminuir a atividade inflamatória. 

 O papel da CCL19 é atrair células do sistema imune inato, principalmente 

células dendríticas, para o local da inflamação, retroalimentando o processo e 

contribuindo para a exacerbação e manutenção da atividade inflamatória (124). Estudos in 

vitro demonstraram que, ao induzir a ativação e proliferação de células imunes do 

sistema inato, a CCL19 contribui para aumentar os níveis de citocinas pró-inflamatórias. 

Os resultados deste estudo mostraram que os níveis de CCL19 em pacientes com fibrose 

avançada são maiores do que no outro grupo. A atração de células do sistema imune 

inato para o fígado durante a infecção pelo HDV-G3 parece ser um fator-chave na 

evolução do dano tecidual hepático. 

 Embora os resultados dos níveis de MCP4 e CCL19 encontrados neste estudo 

pareçam contraditórios, uma vez que ambos são descritos como recrutadores de células 

do sistema imune inato para o local da infecção, sugerem que moléculas inflamatórias 

sistêmicas atuam juntas, modulando os efeitos uma da outra, agindo de forma diferente 

em várias doenças. 
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 Hasegawa et al. (125), estudando a regulação da expressão de EN.RAGE em 

macrófagos humanos, demonstraram que citocinas pró-inflamatórias, como a IL-6, 

aumentam a expressão de EN RAGE em macrófagos residentes teciduais, contribuindo 

para a manutenção do processo inflamatório(125). Nos nossos resultados, foram 

encontrados níveis de IL-6 mais elevados em pacientes com fibrose avançada, mas, a 

expressão de EN. RAGE encontrava-se mais elevada nos pacientes em estágio inicial ou 

sem fibrose. É provável que na infecção pelo HDV-G3 a regulação da expressão de 

moléculas inflamatórias sistêmicas seja influenciada por outros fatores ainda 

desconhecidos. Isso demonstra a importância do desenvolvimento de novas pesquisas 

para esclarecer a fisiopatologia da infecção. 

 O SCF (fator estimulador de célula-tronco) é uma citocina pleiotrópica que 

exerce seu papel em diferentes estágios de desenvolvimento da medula óssea, afetando 

a ativação dos eosinófilos, quimiotaxia e sobrevida de mastócitos e basófilos. Estudos 

anteriores mostraram aumento da produção de SCF em diferentes doenças alérgicas 

como asma, rinite alérgica e dermatite atópica (126). A expressão de SCF e do receptor c-

kit mRNA no epitélio das vias aéreas de pacientes com asma mostrou-se aumentada, em 

comparação com as vias aéreas dos controles saudáveis. Em nosso estudo, os níveis de 

SCF foram maiores em pacientes com fibrose mínima ou sem fibrose do que em 

pacientes com fibrose avançada. Esses resultados divergentes em doenças tipicamente 

inflamatórias parecem confirmar a natureza pleiotrópica dessa citocina. Pode haver 

feedback negativo da expressão de SCF nos pacientes com hepatite Delta em estágio 

avançado de lesão hepática e ativação de diferentes vias de manutenção do processo 

inflamatório. O conhecimento desse complexo mecanismo pode fornecer dados 

importantes para o desenvolvimento de novos arsenais terapêuticos, pois é sabido que a 

exacerbação da atividade necroinflamatória, mediada por citocinas, é um fator chave 

para o desfecho de inúmeras doenças sistêmicas crônicas. 

 Sharma et al. (127) realizaram um estudo para investigar o possível papel da IL-

18 na patogênese e persistência do HCV. Os níveis de IL-18 foram medidos no soro de 

50 pacientes em vários estágios da infecção pelo HCV (resolvidos, crônicos e cirróticos) 

e comparados com aqueles de controles normais. A expressão gênica de IL-18 foi 

estudada em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) em cada grupo e em 

tecido de biópsia hepática de pacientes com hepatite C crônica. Os níveis séricos médios 

de IL-18 estavam marcadamente mais elevados em pacientes com hepatite crônica e 

cirrose do que em pacientes com infecção pelo HCV resolvida. As concentrações 
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séricas de IL-18 foram relacionadas à gravidade da doença hepática em pacientes 

cirróticos (127). Houve também uma forte correlação positiva dos níveis de IL-18 com 

atividade histológica e escore de necrose. Em nosso estudo, os níveis séricos de IL-18 

também foram maiores em pacientes com fibrose avançada, sugerindo uma relação 

entre essa citocina e a atividade inflamatória do fígado. 

 A hepatite Delta continua a ser um desafio para a medicina, pois os pacientes 

infectados frequentemente evoluem para cirrose e carcinoma hepatocelular (128). Os 

tratamentos disponíveis têm se mostrado pouco eficazes no controle da progressão da 

doença. Nos últimos anos, alguns ensaios clínicos usando novos medicamentos foram 

conduzidos com resultados aparentemente promissores. Na ausência de medicações 

mais eficazes, a monitorização do estágio de fibrose em pacientes com hepatite D 

crônica é fundamental para identificar pacientes graves que requerem intervenção 

médica imediata (129). O padrão ouro no estadiamento de fibrose e atividade 

necroinflamatória continua sendo a biópsia hepática. Entretanto, por se tratar de um 

método invasivo com riscos relevantes, não é utilizada para acompanhamento seriado 

dos pacientes (130). Uma alternativa seria o desenvolvimento de escores de avaliação de 

fibrose não invasiva. Métodos clássicos utilizados, desenvolvidos para estadiamento de 

doenças hepáticas de outras etiologias, falharam em avaliar os pacientes deste estudo, 

revelando baixa sensibilidade e VPPs com AUROC máximo de 0,586. Estes resultados 

são consistentes com um estudo conduzido por Heidrich e colaboradores (2018), que 

também demonstrou baixa sensibilidade dos escores clássicos de avaliação de fibrose 

hepática. Concluiu-se que, a biópsia hepática ainda é necessária como uma ferramenta 

diagnóstica e na vigilância da evolução clínica da hepatite Delta. 

 Todos os estudos acima mencionados corroboram com os achados desta coorte 

e sugerem uma correlação entre o nível de citocinas/quimiocinas e a atividade 

inflamatória em diversos modelos de doença. Nosso estudo também sugere que algumas 

citocinas estão implicadas na fisiopatologia da fibrose hepática em pacientes com HDV-

G3 crônico e podem ser usadas como marcadores biológicos para a identificação do 

estágio de fibrose. O uso combinado dos níveis séricos de CCL19 e MCP.4 mostrou ser 

um método não invasivo sensível para a detecção de fibrose avançada em pacientes 

cronicamente infectados com o HDV-G3, mas ainda precisa ser validado em coortes 

independentes e também deve ser estudado em pacientes com outros genótipos de HDV. 

  É importante ressaltar que alguns estudos demonstraram a influência da carga 

viral do HBV e do HDV em pacientes co-infectados sobre os níveis séricos de citocinas 
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e, consequentemente, na evolução clínica da doença. Neste estudo, apenas a carga viral 

do HBV dos pacientes foi analisada. 

 Nessa casuística, apenas um patologista avaliou as amostras de tecido 

hepático. Portanto, não é possível comparar diferentes análises do mesmo material. 

Outra limitação foi a impossibilidade de avaliação de todas as SIMs dosadas nesta série. 

Algumas SIMs não puderam ser avaliadas por motivos técnicos (os pontos de corte para 

leitura não foram atingidos). Nenhum dos parâmetros analisados neste estudo foram 

validados por estudos prévios com coortes de pacientes infectados com HDV-G3, de 

modo que não podemos comparar os resultados deste estudo com outros. Escore 

discriminante de fibronectina (FDS) prediz fibrose hepática com alto grau de precisão 

em pacientes infectados com outros vírus hepatotrópicos, diminuindo potencialmente o 

número de biópsias hepáticas necessárias. Também não há estudos de exatidão desse 

escore na avaliação do grau de fibrose em pacientes infectados pelo HDV-G3. Assim, 

estudos futuros precisarão investigar mais detalhadamente características histológicas 

dessa infecção e sua correlação com parâmetros clínicos e virológicos. 

 

CONCLUSÕES 

  

 Até o momento, não há estudos relacionando moléculas inflamatórias 

sistêmicas ao grau de fibrose em pacientes com hepatite Delta HDV- G3. Nesse estudo, 

os pacientes com fibrose avançada ou cirrose, diagnosticados por biópsia hepática, 

apresentaram níveis mais elevados de citocinas e quimiocinas relacionadas a 

recrutamento e ativação de células do sistema imune inato e a processos inflamatórios. 

A manutenção de uma resposta imune de perfil Th1 com expressão de citocinas 

inflamatórias parece estar implicada na evolução clínica da doença hepática provocada 

pelo HDV-G3 e na maior gravidade do dano hepático. Os escores padrão de avaliação 

de fibrose por método não invasivo mostraram baixo desempenho na infecção pelo 

HDV-G3. Isso torna o acompanhamento desses pacientes um desafio para os médicos. 

Sugerimos aqui que a determinação de CCL19 e MCP.4 pode ser usada para identificar 

pacientes com fibrose avançada.  Além disso, este estudo fornece novos insights sobre a 

imunopatogênese da infecção por HDV G3. 
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4.3. ARTIGO 3 

 
CÉLULAS NK ESTIMULADAS COM INF α E IL12/IL18 REDUZEM O 

NÚMERO DE HEPATÓCITOS INFECTADOS PELO HDV IN VITRO 

 
Maurício de Souza Campos* 

Thomas Schiderwan** 

Heiner Wedemeyer*** 

Maria Isabel Schinoni*** 

 
Introdução: O vírus da hepatite D (HDV) é um vírus dependente do antígeno de superfície do 

vírus da hepatite B (AgHBs) para entrar no hepatócito e iniciar a montagem do vírion. O HDV 

não está diretamente envolvido na citotoxidade e inflamação hepática. Estudos têm sugerido que 

a lesão hepática provavelmente está associada à resposta imunológica do hospedeiro contra o 

vírus. O presente estudo objetivou examinar o potencial citolítico das células NK contra 

hepatócitos contaminados com partículas antigênicas do HDV e a excreção de citocinas na 

presença ou ausência de estimulação com Interferon alpha (INFα) e Interleucinas 12 e 18 (IL-12 

e IL-18).Método: Foram desenvolvidos protocolos específicos para esse estudo. Todo 

procedimento foi realizado in vitro, com uso de técnicas de Biologia Molecular e ensaios por 

Citometria de fluxo. Todos os protocolos desenvolvidos foram baseados em orientações dos 

fabricantes dos kiyts utilizados e passaram por criterioso controle de qualidade de dupla 

checagem. Resultado: Em cultura in vitro de PBMC e hepatócitos da linhagem Huh 7.5, 

infectados com partículas virais do HDV – G1, o estímulo das células efetoras com INF alpha e 

IL-12 e IL – 18 por 6h reduziu em 60% o número de hepatócitos infectados. Culturas de 24h 

estímuldas com IL-12 e IL – 18 reduziram quase em 100% o número de hepatócutos infectados 

com parículas de HDV-G1. O estímulo de células efetoras, com IL-12 e IL-18 

cocomitantemente, potencializou a ação de células citolítica NK sobre hepatócitos 

contaminados.Conclusões: A relação entre o número de células efetoras (PBMC) e células alvo 

(Hepatócitos da linhagem Huh 7.5 infectados com  partículas imunogênicas do HDV) e o tempo 

de estímulo da cultura determinam a redução de células infectadas. O estímulo in vitro de 

células efetoras com IL-12 e IL-18 potencializaram os efeitos citotóxicos das mesmas. 
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INTRODUÇÃO 

 
 O vírus da hepatite D (HDV) é um vírus que pode se propagar apenas na 

presença do antígeno de superfície do vírus da hepatite B (AgHBs) (1). 

Aproximadamente quinze milhões de pessoas em todo o mundo estão infectadas com o 

HDV. A infecção persistente por HDV se desenvolve em aproximadamente 90% dos 

portadores de HBV superinfectados com HDV, levando ao desenvolvimento de cirrose 

hepática precoce e descompensação hepática (2). Até o momento, a terapia padrão anti-

HDV com interferon-α (IFN-α) parece ser a única opção de tratamento, com taxas de 

resposta limitadas (<25%) (2). O HDV não está diretamente envolvido na citotoxidade e 

inflamação hepática. Estudos têm sugerido que a lesão hepática provavelmente está 

associada à resposta imunológica do hospedeiro contra o vírus. Infecções virais 

persistentes geralmente são caracterizadas pela presença de células T antivirais, que são 

capazes de controlar a infecção, mas, em algumas situações, esse controle é ineficaz, 

graças ao mecanismo de exautão celular. A recuperação funcional destas células T 

específicas para vírus pode ser alcançada através de engatilhamento de processos de 

sinalização intracelular que inclui sinais mediados por receptores de células T (sinal 1), 

um sinal coestimulatório (sinal 2) e um sinal de citocina (sinal 3), que são cada vez mais 

reconhecidos como sendo coletivamente crucial na geração, otimização e sustentação da 

diferenciação de células T efetoras específicas de patógenos (4). 

 Danos hepáticos imunomediados em pacientes com infecção por HBV 

têm sido convencionalmente atribuídos à morte citolítica de hepatócitos infectados por 

células T CD8 especificas para o vírus. Contudo, trabalhos anteriores demonstraram a 

presença de células T CD8 específicas do HBV em altas quantidadess no fígado de 

pacientes que controlam a infecção pelo HBV, sem qualquer evidência de inflamação 

hepática. Os resultados têm demonstrado que a característica distintiva entre pacientes 

com ou sem doença hepática crônica relacionada ao HBV é a presença de um infiltrado 

linfocítico não antígeno-específico no tecido hepático (3). Os mecanismos que resultam 

no recrutamento e ativação desses linfócitos não específicos foram explorados em 

modelo de camundongo transgênico infectado com HBV. Neste modelo, foi possível 

reduzir a intensidade do dano hepático por inibição do infiltrado celular não específico 

(4,5), reforçando o conceito de que a inflamação do fígado iniciada por células CD8 

específicas do vírus é amplificada por outras células do sistema imunológico(6). 
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 Um dos maiores constituintes encontrados no infiltrado linfocitário 

em camundongos transgênicos infectados com HBV são células assassinas naturais 

(células NK), com um aumento de 10 a 12 vezes em seus números, no infiltrado 

inflamatório, em comparação com outras doenças(4,5). Células NK (fenótipo CD3-/ 

CD56+) são também um componente importante do infiltrado no fígado humano, 

compreendendo 30-40% do total de linfócitos intra-hepáticos (7). Um aumento precoce 

na circulação de céluas NK foi documentado na fase de incubação na infecção pelo 

HBV, sugerindo que eles podem contribuir para a contenção viral neste cenário(8). O 

efeito antiviral e o potencial imuno patogênico das células NK em pacientes com 

infecção crônica por HBV ainda é pouco conhecido. 

 Sabe-se que a função efetora da célula NK é resultado do equilíbrio de sinais, 

através de seus receptores ativadores e inibitórios. Esse equilíbrio é influenciado pela 

presença de citocinas. Dessa forma, as células NK podem ter sua atividade antiviral 

ativada diretamente por citocinas promotoras de citotoxicidade, como o IFN-α (21) e pela 

expressão de TRAIL (22) e IL-12, que favorecem a produção de IFN-γ (21). A produção 

de IFN-α caracteriza os estágios iniciais das infecções virais agudas, mas não está claro 

se a sua liberação pode, também, ser desencadeada por flutuações na carga viral 

encontradas na infecção crônica por HBV. Os efeitos dessa produção podem ser 

modulados ou modificados pelo aumento de outras citocinas, tais como IL-1β (25) e IL-

8(26,27).  

 Os efeitos dos mecanismos acima descritos durante a coinfecção HBV/HDV 

ainda permanecem sem elucidação, embora muitos estudos sugiram que células 

assassinas naturais (NK) pertencentes ao sistema imune inato, desempenhe um papel 

crucial na evolução clínica da hepatite Delta. No presente estudo, realizamos uma 

análise fenotípica de células NK do sangue periférico, bem como da sua ativação e 

expressão de marcadores biológicos durante o contato, in vitro, com hepatócitos 

infectados com partículas imunogênicas do HDV-G1. Nossos objetivos foram examinar 

o potencial citolítico das células NK em hepatócitos contaminados com partículas 

antigênicas do HDV e a excreção de citocinas na presença ou ausência de estimulação 

com Interferon alpha (INFα) e Interleucinas 12 e 18 (IL-12 e IL-18). 
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MATERIAIS E MÉTODO 

 

 Trata-se de uma plataforma in vitro desenvolvida especificadamente para este 

experimento. A aquisição das células utilizadas na cultura, bem como o seu preparo, 

encontram-se descritos a seguir: 

 

Linhagem Celular 

 

 Células da linhagem de hepatocarcinoma humano Huh7.5 foram utilizadas 

nesse  trabalho. As mesmas foram doadas pelo Laboratório de Virologia da Escola 

Médica de Hanover, coordenado pelo Professor Thomas Von Hans e cultivadas em uma 

estufa contendo 5% de CO2 a 37 ° C, em meio de cultura contendo DMEM (Paneco, 

Rússia), 10% de soro embrionário bovino (Gibco, Estados Unidos), glutamina 2 mM, e 

gentamicina 50 μg/mL. Estudos anteriores, desenvolvidos no mesmo centro de 

pesquisa, com HCV e HDV, também utilizaram a mesma linhagem celular (12). 

 

Transfecção e incubação celular  

 

 Um dia antes da transfecção, alíquotas de 5 × 104 células/mL de 

hepatocarcinoma humano Huh7.5 foram colocadas em uma placa de 24 poços (SPL Life 

Sciences, Coréia do Sul). No dia seguinte, foi realizada a transfecção com partículas de 

HDV-G1, utilizando a técnica da Transfecção Turbo Fect Reagent (Thermo Scientific, 

Estados Unidos), de acordo com as recomendações do fabricante. Um dia após a 

transfecção, foram adicionados ao meio de cultura 2,5 mM de DFMO, 10 μM de MDL, 

e 20 μM de ENSPM. As células foram incubadas em estufa contendo 5% de CO2 a 

37ºC, por 48 h. As concentrações escolhidas para o meio de cultura foram identificadas 

como ótimas, em experimentos preliminares. Após o final da incubação, as amostras 

foram analisadas por técnica de biologia molecular para determinação da proporção de 

células Huh 7.5 infectadas pelo HDV. Alíquotas com proporções de hepatócitos 

infectados igual ou maior que 4% foram utilizadas para prepação final da cultura, 

contendo células mononucleares de sangue periférico (PBMC).  
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Isolamento e Armazenamento de Células Mononucleares de Sangue Periférico  

 

 O protocolo do estudo encontra-se em conformidade com as diretrizes éticas 

da Declaração de 1975 de Helsinque e foi aprovado pelos Conselho e Comitê de Ética 

da Escola Médica de Hanover. Amostras de sangue periférico de voluntários foram 

coletadas no Serviço de Medicina Transfusional do Hospital da Escola Médica de 

Hanover. As amotras eram provenientes do sangue retido no equipo de transfusão 

(aproximadamente 20ml) e não representaram perdas para o estoque do banco de 

sangue. Células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram isoladas por 

gradiente de densidade de Ficoll-Isopaque padrão e centrifugação (Lympho Separation 

Medium, MP Biomédicos, OH). As células foram marcadas com anticorpos ligados a 

fluorocromos anti CD56-PE e anti CD3-FITC e posteriormente analisadas por 

citometria de fluxo. Debris celulares e células mortas foram exluídas da análise, 

baseando-se em sinais fluorecentes de iodeto de propídio emitidos pelos mesmos. 

 

Preparação das coculturas contendo hepatócitos da linhagem Huh 7.5 e PBMC  

 

 Após isolamento de PBMC, foram aliquotadas três amostras de 100.000 

células de cada paciente. Cada alíquota foi suspensa em 1 mL de AB medium e 

colocada em um poço de uma placa de 24 poços. Cada uma das alíquotas foi submetida 

a uma condição distinta:  

- Alíquota A – sem nenhum estímulo; 

- Alíquota B – estimulada com 10µL de IFNα (concentração de 100 ng/mL); 

- Alíquota C – estimulada com 5 µL de IL-12 (concentração de 10 ng/mL) e 5 µL de IL-

18 (concentração de 100 ng/mL). 

 As alíquotas foram então incubadas em estufa a 37ºC e com 5% de Dióxido de 

Carbono, por 24 horas. Após período de incubação, foram adicionadas a cada alíquota 

100.000 células da linhagem Huh-7.5, transduzida via NTCP (receptor de entrada do 

HBV e HDV no hepatócito) com partículas de HDV geradas no Laboratório Virologia e 

Biologia Molecular da Escola Médica de Hanover. Foram preparadas coculturas com 

diferentes proporções entre célula efetora e célula alvo (E:T) de 1:1, 5:1, 10:1 e 15:1. 

Finalmente, as mesmas foram incubadas a 37º C e 5% de concentração de CO2, em dois 

tempos distintos: 06 e 24 horas. A figura 14 representa a interação célula-célula da 

cocultura. 
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Figura 14 – Desenho esquemático da interação célula-célula na cocultura  

 

 

Fonte: Autoria própria 

 

Aquisição de resultados por Citometria de Fluxo 

 

 Após período de incubação, as células da cultura (PBMC + Hepatócitos) 

foram marcadas com anticorpos ligados a fluorocromos de acordo com o painel abaixo: 

Figura 15 - Painel de anticorpos ligados a fluorocromos para marcação de proteínas de superfície e 

intracelulares. 
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Após marcação com anticorpos específicos ligados a fluorocromos, procedeu-se 

aquisição de eventos em citômetro de fluxo FACS BD com janelas abertas para 

hepatócitos e PBMC, conforme figura 16. 

Figura 16 – Estratégia de aquisição de células hepatocitárias, PBMC e células NK por 

citometria de fluxo. 
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Análise dos resultados  

  

 Os resultados obtidos foram analisados em um pacote de software específico 

para análise de dados de citometria de fluxo, denominado Flow Jo. Os arquivos 

produzidos por citômetros de fluxo modernos são gravados no formato padrão de 

citometria de fluxo com uma extensão de arquivo (.fcs.). 

 

RESULTADOS 

  
Figura 17 - Proporção de hepatócitos infectados e excreção de INFγ e TNFα em culturas de 

PBMC e hepatócitos em diferentes relações E:T e sem estímulo. 
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Figura 18 - Proporção de hepatócitos infectados e excreção de INFγ e TNFα em culturas de 

PBMC e hepatócitos em diferentes relações E:T e estimuladas com INFα. 
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Figura 19 - Proporção de hepatócitos infectados e excreção de INFγ e TNFα em culturas de 

PBMC e hepatócitos em diferentes relações E:T estimuladas com IL12/IL18. 
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A relação entre o número de células efetoras (PBMC) e células alvo 

(Hepatócitos da linhagem Huh 7.5 infectados com HDV) e o tempo de estímulo em 

cultura determinam a redução de células infectadas. 

Figura 20 – Relação de hepatócitos infectados em cultura com PBMC. (A) Cultura de 06 horas, 

(B) Cultura de 24 horas. 
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A seguir, apresentamos dados sobre a reprodutibilidade dos resultados em amostras de 

participantes. 

 
Figura 21 – Relação de hepatócitos infectados em culturas com PBMC em diferentes relações 

E:T, sem estímulo, estimuladas com INFα e estimuladas com IL12/IL18.  
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Em cultura in vitro de PBMC e hepatócitos da linhagem Huh 7.5 infectados com 

partículas virais do HDV-G1 o estímulo das células efetoras com IFN-α e IL-12 e IL-18, 

por 6h, reduziu em 60% o número de hepatócitos infectados. Culturas de 24h de 

estímulo reduziram quase 100% o número de hepatócutos infectados com partículas de 

HDV-G1. 

 O sinal fornecido por citocinas pode regular a ativação e diferenciação de 

células imunes efetoras (4). Nas infecções persistentes por HBV e HCV, a adição de IL-

12 restaurou a função efetora de células T antígeno-específicas que classicamente são 

caracterizadas pelo esgotamento funcional (17,18). Então, pretendíamos estudar o efeito 

Paciente 4 

Paciente 6 

Paciente 5 
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estimulador de IFN-α (única medicação disponível comercialmente para tratamento de 

infecção por HDV) e da IL-12 em sinergia com a IL-18 em PBMC, particularmente 

células NK contra o HDV em pacientes infectados pelo HDV. Reduções significativas 

de hepatócito infectados são mostradas na figura 21. A funcionalidade de células NK, 

medidas pela produção de IFN-γ e TNFα foi significativamente aumentada em todas as 

amostras sob estímulo com IFN-α (8,5 vezes mais excreção de TNFα e 11,5 vezes mais 

IFN-γ do que em células sem nenhum estímulo). O estímulo combinado com IL-12/IL-

18 mostrou-se ainda mais eficaz na ativação funcional das células NK (15,7 vezes mais 

excreção de TNFα e 18,5 vezes mais IFN-γ do que em células sem nenhum estímulo) 

em meio de cultura com hepatócitos infectados com partículas de HDV-G1. 

 

DISCUSSÃO 

 

 São apresentados dados de uma análise sistemática da resposta in vitro ao 

HDV por células do sistema imune inato (células NK) obtidas de pacientes saudáveis. 

Os resultados sugerem que (1) A infecção por HDV pode estar associada a um estado 

imunológico de senescência(2). Respostas imunológicas proliferativas e funcionais 

específicas contra o HDV são relativamente fracas, mas podem ser parcialmente 

restauradas por estimulação com IFN-α ou combinação de IL12/IL18, e (3). O estímulo 

de PBMC com de IL-12 combinada com IL-18 restaura a capacidade efetora de células 

do sistema imune inato, em especial células NK, contra hepatócitos contaminados com 

HDV.  

Lünemann e colaboradores (2014), estudando células da resposta imune inata em 

134 indivíduos, incluindo pacientes com hepatite  B e C agudas e pacientes com 

hepatites B, C e Delta crônicas, identificaram que a infecção por hepatite viral está 

associada ao aumento das frequências de células NK no sangue periférico e maior 

expressão do fenótipo menos ativados dessas células, com comprometimento da função 

citolítica e da produção de citocinas.  

 As infecções virais são controladas por um complexo mecanismo de resposta 

imunológica que envolve o sistema imune inato e adaptativo. Na infecção pelo HDV, o 

comprometimento proliferativo de células efetoras pode levar à senescência celular e, 

consequentemente, incapacidade do hospedeiro de controlar a infecção. A incapacidade 

de células NK produzirem citocinas pode ser uma das principais causas de infecção 

persistente e, eventualmente, levar ao desenvolvimento de doença hepática grave. 
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 No presente estudo, não foi possível relacionar o comprometimento funcional 

de células NK em pacientes infectados com HDV com a evolução natural da doença, 

pois todo o protocolo foi desenvolvido in vitro, com amostras de pacientes saúdáveis. 

Embora a funcionalidade das células NK tenha demonstrado melhora quando 

submetidas a estímulos, não foi possível fazer correlação entre as respostas imunes e o 

status de RNA-HDV. 

  

CONCLUSÕES 

 

  

 Em resumo, esta extensa análise de dados clínicos, histológicos e imunológicos 

de pacientes coinfectados com HBV e HDV sugere a implicação direta do genótipo do 

HDV na fisiopatologia da doença. Os resultados aqui apresentados, em especial os 

níveis mais elevados de moléculas inflamatórias sistêmicas na coinfecção HBV/HDV-

G3, indicam que esse genótipo pode causar uma doença hepática mais agressiva, com 

resposta inflamatória mais exarcerbada. Essas informações poderão auxilar na 

elaboração de novos protocolos clínicos terapêuticos individualizados para cada 

genótipo do HDV. A dominância do HDV em relação ao HBV se mostrou 

marcadamente superior, confirmando resultados de pesquisas anteriores. Esses dados 

fornecem novos insights para o entendimento da história natural da hepatite Delta, 

causada por diferentes genótipos. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Esse estudo se contitui em uma extensa análise de parâmetros clínicos, 

epidemiológicos, sorológicos, hiostológicos e imunológicos de pacientes com hepatite 

Delta infectados com os genótipo 1 e 3. Os resultados apresentados sugerem que a 

doença pode se manifestar com quadros clínicos diversos e que a severidade do dano 

hepático parece ter relação com o genótipo viral. Os níveis mais elevados de moléculas 

inflamatórias sistêmicas na coinfecção HBV/HDV-G3, indicam que esse genótipo pode 

causar uma doença hepática mais agressiva, com resposta inflamatória mais 

exarcerbada. A avaliação do perfil de dominância viral na coinfecção HBV/HDV 

mostrou que o HDV exerce controle efetivo sobre a replicação do HBV, confirmando 

resultados de pesquisas anteriores.  

 Nos últimos anos, muitos estudos têm sido realizados com o HDV-G3, mas, 

até o momento, não há informações disponíveis acerca do envolvimento de moléculas 

inflamatórias sistêmicas com o grau de fibrose em pacientes com HDV- G3. Nesse 

estudo, os pacientes com fibrose avançada ou cirrose, diagnosticados por biópsia 

hepática, apresentaram níveis mais elevados de citocinas e quimiocinas relacionadas a 

recrutamento e ativação de células do sistema imune inato e a processos inflamatórios.  

A eficácia de escores não invasivos de avaliação de fibrose se mostrou insuficiente em 

pacientes com HDV-G3, por isso sugerimos, após criteriosa análise, que a determinação 

dos níveis séricos de CCL19 e MCP.4 possa ser usada para identificar pacientes com 

HDV-G3 com fibrose hepática em estágio avançado.  Esses dados fornecem novos 

insights para o entendimento da história natural da hepatite Delta, causada por 

diferentes genótipos. Essas informações poderão auxilar na elaboração de novos 

protocolos clínicos terapêuticos individualizados para cada genótipo do HDV.  
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