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RESUMO

Introducédo: O virus da Hepatite D (HDV) é uma particula viral incompleta cuja
infectividade depende do virus da hepatite B (HBV). A superinfec¢do ou coinfeccéo
HBV/HDV eleva o risco de hepatite fulminante e propicia o desenvolvimento da fibrose
hepética. No Brasil, o0 Estado do Amazonas tem sido considerado uma area endémica
para hepatite B e Delta. Nesta regido, a infeccdo pelo HDV é frequentemente
associada com formas mais grave da doenca hepética. Objetivo: Este estudo tem
como objetivo caracterizar a resposta imune e perfil de citocinas em pacientes
infectados com o virus da Hepatite Delta. Material e Metddo: Para a realizagdo deste
estudo foram utilizadas amostras biolégicas. Foram coletadas 77 amostras de sangue
periférico de pacientes diagnosticados com Hepatite Delta ndo tratados, e em
tratamento, atendidos na Fundacéo de Medicina Tropical do Amazonas - Doutor Heitor
Vieira Dourado, e foram coletadas 50 amostras, de candidatos a doadores de sangue
da Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, enquadrados
como grupo controle. Foi realizada a imunofenotipagem celular, hemograma,
dosagens de citocinas e quimiocinas plasmaticas por CBA (Cytometric Bead Array).
Resultados: Cerca de 92,2% da populagéo apresentam positividade para o marcador
anti-Hbe, foi observado maior prevaléncia do sexo masculino. Os resultados
revelaram que 0s pacientes em tratamento apresentaram quadros de leucopenia e
trombocitopenia. Aumento significativo no percentual de mondcitos classicos ativados
e inflamatorios ativados, na expressdo de TLR-2 e TLR-9 em mondcitos, linfécitos T
CD4+, T CD8+, células dendriticas miel6ides mDC, células T regulatorias, e linfocitos
B1l, além do aumento nas concentragbes das citocinas IL-6, TNF-a, IL-10, e
quimiocinas CCL-2 (MCP-1), CXCL-8 (IL-8), CXCL-9 (MIG), CXCL-10 (IP-10), em
paciente com hepatite Delta, estando em tratamento ou n&o, quando comparado ao
controle. Conclusado: Em conclusdo, nossos dados sugerem processo da resposta
imune ativo, com perfil pré e anti-inflamatorio atuante, podendo est4 associado ao
desenvolvendo de lesdo hepatica devido a coinfeccdo de ambos os virus, e ao
tratamento por longo tempo, possibilitando formas mais grave da doenca, o que abre
prerrogativas para avaliacdo da resposta imune destes pacientes.

Palavras-chaves: Hepatite B, Hepatite Delta, Resposta Imune, citocinas.



ABSTRACT

Introduction: Hepatitis D virus (HDV) is an incomplete viral particle whose infectivity
depends on the hepatitis B virus (HBV). HBV / HDV superinfection or co-infection
increases the risk of fulminant hepatitis and promotes the development of hepatic
fibrosis in these patients. In Brazil, the State of Amazonas has been considered an
endemic area for hepatitis B and Delta. In this region, HDV infection is often associated
with more severe forms of liver disease.Objective: This study aims to characterize the
immune response and cytokine profile in patients infected with the Hepatitis Delta virus
Material e Methods: For this study, biological samples were used. seventy seven
peripheral blood samples were collected from untreated and treated patients
diagnosed with Hepatitis Delta, attended at the Amazon Tropical Medicine Foundation
- Dr. Heitor Vieira Dourado, and 50 samples were collected from blood donors from
the. Hematology and Haemotherapy of Amazonas, framed as a control group. Cellular
immunophenotyping, hemogram, cytokine and plasma chemokine dosages were
performed by CBA (Cytometric Bead Array). Results: About 92.2% of the population
present positivity for the anti-Hbe marker, a higher prevalence was observed in males.
The results showed that patients undergoing treatment had leukopenia and
thrombocytopenia. TLR-2 and TLR-9 expression in monocytes, CD4 + T-lymphocytes,
CD8 + T cells, dendritic myelogenous mDC cells, regulatory T cells, and Bl
lymphocytes, as well as increased concentrations of activated classical and activated
monocytes (IL-8), CXCL-9 (MIG), CXCL-10 (IP-10), cytokines IL-6, TNF-a, IL-10, and
chemokines CCL- in a patient with Delta hepatitis being treated or not, when compared
to the control. Conclusion: In conclusion, our data suggest a process of active
immune response, with an active pro and anti-inflammatory profile, and may be
associated with the development of liver injury due to coinfection of both viruses and
long-term treatment, allowing more severe forms of the disease, which opens
prerogatives for the evaluation of the immune response of these patients.

Key words: Hepatitis B, Hepatitis Delta, Immune response, cytokines.



LISTA DE TABELA

Tabela 1. Descricdo das fluorescéncias e perfil celular dos anticorpos monoclonais
gue serédo utilizados na citometria de fluX0...........cooooiiiiiiiiiii 38
Tabela 2: Dados demogréaficos e caracteristicas clinico-epidemiol6gicas dos

pacientes coinfectados com os virus HBV/HDV e grupo controle.........c..cccccevvvvvvnnee. a7



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Distribuicdo geogréfica da infeccéo crbénica pelo HBV no mundo............. 12

Figura 2: Distribuicdo geogréfica da prevaléncia da infec¢do por HBV no Brasil.....13

Figura 3: Organizacao estrutural e genética do HBV .............oovvviiiiiiiiiiiiii e, 14
Figura 4: Prevaléncia dos genétipos da hepatite B no Mundo.............ccccoovvvieeeenns 15
Figura 5: Distribuicdo dos gendtipos do HBV prevalentes no Brasil ........................ 16

Figura 6: Distribuicdo Geografica da Infeccao pelo virus da Hepatite Delta no mundo.

................................................................................................................................. 17
Figura 7: Aspectos clinicos da Hepatite Delta. ............ccccoooeiiiiiiiiiiiiiie e, 19
Figura 8: Particula do virus da Hepatite Delta. .............cccoovieviiiiiiii i, 19

Figura 9: Mapa da distribuicéo global dos gendtipos do HDV em diferentes regiées do

1011 T [0 PP 20
Figura 10: Recomendacdes de tratamento para Hepatite D cronica. ...................... 23
Figura 11: Ciclo de vida HDV € HBV. .......ccooiiiiiiii e 26
Figura 12: Estrutura dos RNAS dO HDV. .....cooiiiiiiiccie e 27
Figura 13: Representagcdo da resposta imune a Virus. .........cccooeveeeeiiiiieicciinnnnnnnnee, 29
Figura 14: Fases da progre¢éo da infeccdo pelos virus HBV e HDV....................... 31
Figura 15: Fluxograma de AtiVIdades. ..........coovvviiiiiiiiiiiis e 36
Figura 16: Identificacdo dos Linfécitos T (CD4* e CD8"), Linfocitos ativados (CD69%),
Linfécitos B (CD19*) e B1 (CD5*CD19%) no programa FlowJo (V9.4). .......ccccvvvenneee. 39
Figura 17: Identificacdo dos Linfécitos Treg (CD4*CD25*FoxP3*) no programa FlowJo
T2 TR TP PPPPPPUPPRPRRRRR 40
Figura 18: Identificacdo das Células NK (CD3CD16*CD56*) e NKT
(CD3*CD16*CD56") no programa FIOWJO (VO.4)......coiiiiiiiiiiiiiieeeiiiiie e 41

Figura 19: Identificagdo dos Mondcitos (CD14*) classicos e Mondcitos Ativados
(CD14*CD16*HLADR"), Mondcitos ndo classicos (CD14°“CD16*HLADR"), no

Programa FIOWJ0 (VO.4). ...oue ettt e e e e e 42
Figura 20: Identificacdo das Células Dendriticas Mielbdides (CD14:CD11c*CD123) e
Plasmocitoides (CD14°CD11c'CD123*) no programa FIowJo (V9.4).......cccccuvvrrnnneee. 42

Figura 21: Identificacdo da Expressdo dos receptores TLR-2, TLR-4 e TLR-9 em
Mondcitos no programa FIOWJ0 (VO.4). ....uu i 43
Figura 22: Frequéncia (valores absoluto), de subpopulacbes de mondcitos em

pacientes HBV/HDV e controles negativos. (A, B, C, D,) Pacientes foram



categorizados como néo tratados (NT) e tratados (T), e comparados aos néo
infectados controles negativo (CN). Imunofenotipagem com painel de dupla marcacgéo
por citometria de fluxo, utilizados para quantificar a porcentagem de mondcitos
(CD14+), ativacao celular (HLADR+), mondcitos inflamatorios
(CD14+CD16+HLADR+), e mondcitos ndo classicos (CD14°“CD16+HLADR+). Os
resultados sdo expressos em graficos de coluna, destacando a porcentagem meédia
das populacdes, é usado para identificar o grupo de pacientes que apresentavam
valores significativamente diferentes (p<0,05) em comparagcdo com os valores de
referéncia encontrados nos individuos néo infectados obtido através do teste n&o
PArametrico KruSKal-Wal. ............uuuuiiiiiiiiiiiiiceee e e e e e e eeee 49
Figura 23: Expresséao do receptor Toll-Like-2, Toll-Like-4 e Toll-Like-9 em mondcitos
dos pacientes HBV/HDV e controles negativos. (A, B, C,) Pacientes foram
categorizados como nao tratados (NT) e tratados (T), e comparados aos néao
infectados controles negativos (CN). Imunofenotipagem com painel de dupla
marcacao por citometria de fluxo, utilizados para quantificar a expressao do receptor
TLR-2 (CD14+CD282+), TLR-4 (CD14+CD284+) e TLR-9 (CD14+CD289+). Os
resultados sdo expressos em gréficos de coluna, destacando a porcentagem média
das populactes, € usado para identificar o grupo de pacientes que apresentavam
valores significativamente diferentes (p<0,05) em comparacdo com os valores de
referéncia encontrados nos individuos néo infectados obtido através do teste néo
parametrico Kruskal-WalliS..............oii i 50
Figura 24: Frequéncia (valores absoluto), de populacdo de células NK e NKT em
pacientes HBV/HDV e controles negativos. (A, B,) Pacientes foram categorizados
como nao tratados (NT) e tratados (T), e comparados aos nado infectados controles
negativo (CN). Imunofenotipagem com painel de tripla marcacéo por citometria de
fluxo, utilizados para quantificar a porcentagem células NK (CD3-CD16+CD56+) e
células NKT (CD3+CD16+CD56+). Os resultados sdo expressos em graficos de
coluna, destacando a porcentagem média das populacdes, € usado para identificar o
grupo de pacientes que apresentavam valores significativamente diferentes (p<0,05)
em comparacdo com os valores de referéncia encontrados nos individuos nao
infectados obtido através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis. ......................... 51
Figura 25: Frequéncia (valores absoluto), de populacdo de células mDC e pDC em
pacientes HBV/HDV e controles negativos. (A, B,) Pacientes foram categorizados

como nao tratados (NT) e tratados (T), e comparados aos nédo infectados controles



negativo (CN). Imunofenotipagem com painel de tripla marcagao por citometria de
fluxo, utilizados para quantificar a porcentagem de mDC (CD14-CD11c+CD123-) e
pDC mondécitos (CD14-CD11c-CD123+). Os resultados sdo expressos em gréaficos de
coluna, destacando a porcentagem média das populagdes, € usado para identificar o
grupo de pacientes que apresentavam valores significativamente diferentes (p<0,05)
em comparacdo com os valores de referéncia encontrados nos individuos nao
infectados obtido através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis. ......................... 52
Figura 26: Frequéncia (valores absoluto), de populacdo de Linfocitos T CD3+ CD4+
CD8+ em pacientes HBV/HDV e controles negativos. (A, B, C, D, E) Pacientes foram
categorizados como néo tratados (NT) e tratados (T), e comparados aos nhao
infectados controles negativo (CN). Imunofenotipagemcom painel de tripla marcacéo
por citometria de fluxo, utilizados para quantificar a porcentagem de linfécitos T CD3+
(CD3+), linfocitos T CD4+ ativados (CD3+CD4+ CD69+), e linfécitos T CD8+ ativados
(CD3+CD8+ CD69). Os resultados séao expressos em graficos de coluna, destacando
a porcentagem média das populacdes, € usado para identificar o grupo de pacientes
gue apresentavam valores significativamente diferentes (p<0,05) em comparagao com
os valores de referéncia encontrados nos individuos néo infectados obtido através do
teste ndo parametrico Kruskal-Wallis. ... 53
Figura 27: Frequéncia (valores absoluto), de populacdo de frequéncia dos linfécitos
T reguladores (Treg), B, B1 em pacientes HBV/HDV e controles negativos. (A, B, C,)
Pacientes foram categorizados como néo tratados (NT) e tratados (T), e comparados
aos nao infectados controles negativo (CN). Imunofenotipagem com painel de tripla
marcacao por citometria de fluxo, utilizados para quantificar a porcentagem de
linfécitos Treg (CD4+CD25+FoxP3+), linfocitos B (CD19+), linfécitos Bl
(CD5+CD19+). Os resultados sao expressos em gréaficos de coluna, destacando a
porcentagem meédia das populacdes, é usado para identificar o grupo de pacientes
gue apresentavam valores significativamente diferentes (p<0,05) em comparag¢ao com
os valores de referéncia encontrados nos individuos néo infectados obtido através do
teste ndo parameétrico Kruskal-Wallis. .............ccooviiiiiiiiiiiii e 54
Figura 28: As concentracdes séricas das citocinas do perfil TH1 em pacientes
HBV/HDV e controles negativos. (A, B, C) Pacientes foram categorizados como nao
tratados (NT) e tratados (T), e comparados aos nao infectados controles negativo
(CN). Os testes Cytometric beads array (CBA) foram usados para quantificar as

concentracdes de IL-2, TNF-a, e IFN-y. Os resultados séo expressos em graficos de



coluna, destacando a porcentagem média das populagfes, € usado para identificar o
grupo de pacientes que apresentavam valores significativamente diferentes (p<0,05)
em comparacdo com os valores de referéncia encontrados nos individuos néo
infectados obtido através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis. ......................... 55
Figura 29: As concentraces séricas das citocinas do perfil TH2/TH17 em pacientes
HBV/HDV e controles negativos. (A, B, C, D) Pacientes foram categorizados como
nao tratados (NT) e tratados (T), e comparados aos ndo infectados controles negativo
(CN). Os testes Cytometric beads array (CBA) foram usados para quantificar as
concentracgdes de IL-4, IL-10, IL-6, IL-17A. Os resultados sdo expressos em gréficos
de coluna, destacando a porcentagem média das populacdes, é usado para identificar
0 grupo de pacientes que apresentavam valores significativamente diferentes (p<0,05)
em comparacdo com os valores de referéncia encontrados nos individuos nao
infectados obtido através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis. ......................... 56
Figura 30: As concentragfes séricas das quimiocinas do perfil CCL-2 (IP-10), CXCL-
8 (IL-8), CCL-5 (RANTES), CXCL-9 (MIG), CXCL-10 (MCP-1) em pacientes HBV/HDV
e controles negativos. (A, B, C, D, E) Pacientes foram categorizados como nao
tratados (NT) e tratados (T), e comparados aos nao infectados controles negativo
(CN). Os testes Cytometric beads array (CBA) foram usados para quantificar as
concentragcbes de CCL-2 (IP-10), CCL-5 (RANTES), CXCL-8 (IL-8), CXCL-9 (MIG),
CXCL-10 (MCP-1). Os resultados séo expressos em graficos de coluna, destacando
a porcentagem média das populacdes, € usado para identificar o grupo de pacientes
gue apresentavam valores significativamente diferentes (p<0,05) em comparac¢ao com
os valores de referéncia encontrados nos individuos néo infectados obtido através do

teste ndo parameétrico Kruskal-Wallis. ..o 57



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ALT- Alanina Aminotrasferase

AST- Aspartato Aminotrasferase

APCs- Células Apresentadoras de Antigeno

Anti-HBc- Anticorpos do virus da hepatite B

Anti-HCV- Anticorpos do virus da hepatite C

Anti-HDV -Anticorpo contra o virus da hepatite D

CBA- Cytometric Bead Array

CTLA-4- Antigeno associado a linfocitos T citotoxico
DP-1- Receptor responsivo dominante -1

EDTA- Etileno diaminotetra acetato

FMT-HDV- Fundacéao de Medina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado
HBsAg- Antigeno de superficie da Hepatite B

HBV- Virus da Hepatite B

HBcAg- Antigeno do virus B

HBeAg- Antigeno do virus B

HEMOAM- Fundac¢ao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
HDAg- Antigeno do virus Delta

HCC- Carcinoma Hepatocelular

HIV- Virus da Imunodeficiéncia Humana

HDV- Virus da Hepatite Delta

HSPG- Proteoglicano sulfatado carregado negativamente

IFN-y- Interferon Gama



IL- Interleucina

INKT- Células natural Killer do tipo T invariante
JAK- Proteina kinase

L-HDAg- Proteina maior do virus Delta

LTCD4- Linfocitos T Auxiliares

LTCDS8- Linfocitos T Citotoxicos

MCP-I1 - Proteina 1 Quimioatraente de Mondécitos
mDC- Células dendriticas miel6ides

MCH- Hemoglobina Globular Média

MCHC- Concentracdo de Hemoglobina Globular Média
MCV- Volume Globular Médio

MPV- Volume Plaquetario Médio

MMP- Metaloproteinases de matriz

MHC- Complexo de Histocompatibilidade

MVB- Corpo multi-vesicular

NAT- Teste de acidos nucleicos

NF-KB- Fator de Transcricéo

NUCs- Anélogos nucleotideos

NTCP- Receptor Transportador Trasmenbranar

NK- Células natural Killer

OMS- Organizacdo Mundial de Saude

PAMPS- Padrbes moleculares associado a patdégeno

PMNs- neutrdéfilos polimorfonucleares



PBS- Solucgéo salina com fosfato

PBS-P- Solugdo Tamponada com Fosfato, Albumina e Saponina
PBS-W- Solucdo Tamponada com Fosfato e Albumina
PE- Ficoeritrina

PerCP- Clorofilpiridina

pDC- Células dendriticas plasmocitéides

RIG- Retinoic acid-inducible gene |

RBC- Contagem Total de Hemacias

RDW:- Variacdo no Tamanho das Hemacias

RT- Transcriptase reversa

S-HDAg- Proteina menor do virus Delta

SUPS- Particulas Subvirais

TCLE- Termo de consentimento livre e esclarecido
TCR- Receptor de Células T

TRAIL- receptor indutor de apoptose

TLR-4- Receptor do tipo toll- like 4

TLR-7- Receptor do tipo toll- like 7

TLR-8- Receptor do tipo toll- like 8

TLR-9- Receptor do tipo toll- like 9

TGF-3- Fator de crescimento transformante
TNF-a- Fator de necrose tumoral alfa

UFAM- Universidade Federal do Amazonas

WBC- Contagem Total de Leucdcitos



uL- Microlitro
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INTRODUCAO

De aproximadamente 350 milh8es de portadores crbénicos do virus B, cerca
de 15 a 20 milhdes tornam-se infectados pelo virus Delta (HDV), resultando numa
coinfeccao persistente com o desenvolvimento de fibrose, cirrose e carcinoma
hepatocelular (HCC) (WINER & PLOSS, 2015).

No Brasil, a coinfeccao pelos virus HBV/HDV apresenta-se de forma elevada
na regidao da Amazonia Ocidental, onde sdo comuns os relatos de quadros graves da

doenca e padrdes clinicos severos (OLIVEIRA et al., 2015).

A interacdo do virus com resposta imunolégica do hospedeiro define o curso
clinico da infec¢é@o. O desenvolvimento da fase cronica da doenca, € resultado de uma
resposta imune deficiente, impossibilitando a eliminacédo viral durante a coinfecgéao,
associado a diversas manifestagcdes clinicas graves (ABBAS, 2013; SUKOWATI et al
2016).

As indicac¢des para tratamento estdo baseadas na carga viral, presenca ou
auséncia de cirrose, na evidéncia de agressao hepatocelular (aumento
aminotransferases ou pela histopatologia do érgéo). Para o tratamento recomenda-se
terapia com interferon peguilado com base na chance de seroconversdo HBeAg/anti-
HBe, se caso ndo ocorrer resposta ao interferon peguilado, é indicado terapia
combinada com analogos de nucleotideos (NUCs) (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
HEPATOLOGIA, 2015).

O uso de terapias antivirais € uma abordagem terapéutica promissora no
tratamento da infeccéo cronica. O controle imunoldgico na infec¢ao pelo virus Delta é
essencial para o clearance viral. Portanto, restaurar a imunidade funcional pode
auxiliar na diminuicao de dano hepatico (YOU, et al., 2014; JEULIN et al.,2014).

Assim, na busca de tentar compreender fatores imunoldgicos que possam
estar associados a forma mais grave da doenca, o presente estudo busca descrever

a resposta imune e perfil de citocinas em pacientes com hepatite Delta.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Epidemiologia da Hepatite B

A hepatite B é uma doenca assintomatica de prognoéstico muito variado que
pode evoluir tanto para cura quanto para o desenvolvimento de infeccdo cronica,
cirrose hepética e carcinoma hepatocelular (HCC) (BUSCA & KUMAR, 2014). A
Hepatite B € um problema mundial de saulde, principalmente em paises em
desenvolvimento. O HBV é um dos menores virus que infectam o homem, o qual
possui um forte tropismo pelas células hepaticas. Seu periodo de incubacdo pode
variar de 30 a 180 dias em média, esse valor pode ser menor dependendo do estado

imunolégico do hospedeiro, (SILVA et al., 2012).

No periodo de 1999 a 2016 foram notificados 212.031 casos confirmados de
hepatite B no Brasil, pelo Sistema de Informacgéao de Agravos e Notificagdes (Sinan),
no qual o maior numero de casos concentra-se na regido Sudeste (35,4%), seguida
das regifes Sul (31,6%), Norte (14,2%), Nordeste (9,4%) e Centro-Oeste (9,3%). Nos
ultimos trés observou-se uma tendéncia de estabilidade entre as regides do Brasil,
com excecao da regiao Norte, que apresentou diminuicdo na proporcao de casos
(BRASIL, 2017).

As taxas de prevaléncia do antigeno de superficie (HBsAQ) nas populacdes se
caracterizam, por areas com niveis endémicos baixos (<2%), niveis intermediarios (2-
7%), e aquelas regides com altos niveis de prevaléncia (acima de > 8%) (Figura 1).
As regibes da Asia, Sul do Pacifico, Africa subsaariana, Artico, Australia, Nova
Zelandia e as populacdes da América do Sul e do Oriente Médio e extensas regides

subtropicais sdo consideradas como as mais endémicas (BRASIL, 2008).
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Figura 1: Distribuicdo geografica da infeccao cronica pelo HBV no mundo.
Fonte: BRASIL, 2008.

No Brasil, a prevaléncia da infeccdo pelo HBV também demostra niveis de
distribuic6es heterogéneos, apresentando niveis elevados nas regides Norte e Sul do
pais (Figura 2). A regido da Amazdbnia é caracterizada por apresentar os maiores
niveis de prevaléncia do antigeno de superficie (HBsAQ) positivo na populacao, sendo
mais prevalente da regido de Ronddnia, Roraima, Acre e Amazonas (BRASIL, 2008;
BRASIL, 2011).

Na Amazbnia a prevaléncia esta relacionada com maiores evidéncias de
transmissao sexual, o uso de drogas intravenosa, e a imigragdo de pessoas infectadas
de paises endémicos, isso tem mostrado um risco aumentado nesta regidao (BRAGA
et al.,2012). Os paises do mundo inteiro estdo cada vez mais conectados através de
viagens e migracoes, portanto, as migragoes locais e globais tem implicacbes para a
saude, uma vez que as doengas infecciosas ndo permanecem isoladas
geograficamente (KHAN, et al.,2013).
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O
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Figura 2: Distribuicdo geogréfica da prevaléncia da infec¢éo por HBV no Brasil.
Fonte: BRASIL, 2008.

2.2 Virus da hepatite B (HBV)

O virus da hepatite B (HBV) pertence a familia Hepadnaviridae, ao género
Orthohepadnavirus e tem predilecdo por pelas células hepaticas. No entanto,
particulas de DNA do HBV também podem ser detectadas nos rins, pancreas e células
mononucleares (KIDD, et al .,2002; GANEM, et al., 2004).

As particulas virais infecciosas sao esféricas com diametro de
aproximadamente 42 nanémetros de diametro, que é formado pelo genoma viral, por
um envelope externo lipoprotéico, que constitui 0 antigeno de superficie do HBV
(HBsAg), e por um nucleocapsidio icosaédrico formado pelo antigeno intracelular do
core (HBcAgQ) expresso em hepatécitos infectados (Figura 3.A), (BLUNBERG et
al.,1965;DANE et al., 1970).

O genoma do HBV é composto por uma molécula de DNA parcialmente dupla
de aproximadamente, 3.200 pares de bases (3,2kb). Existem quatro ORFs (Open
reading Frame) a regido S, regido C, regido X e regido P, que no genoma que resultam
na transcricdo e traducao de diferentes tipos de proteinas. Ainda compondo o
genoma, na porcao terminal de cada fita, h4 duas curtas regides repetitivas de 11

nucleotideos, DR1 e DR2, que servem de dominios para replicacdo viral. A regido S é
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dividida em regido pré-S1, pré-S2 e S, as quais codificam as proteinas do envelope
viral (Figura 3.B) (GANEM & PRINCE, 2004; NASSAL, 2015).

226 aa

S nn ¢ S-HBsAg
AL
164 226
55aa

ol @ s B v
a AL ;
108 aa
vl @ s OO
CL AL

Figura 3: Organizacgéao estrutural e genética do HBV
Fonte: Adaptado por ALFAIATE et al.,2015, LAMONTAGNE, et al.,2016; KAO, 2011.
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A transcricdo simultanea das regides pré-S1, pré-S2 e S produz a proteina
maior, composta de 389 a 400 aminoacidos, conhecida como proteina L (grande). A
segunda proteina do envelope, a proteina M (média), € formada pela transcrigdo das
regides pré-S2 e S, consistindo em 281 aminoacidos, por fim a terceira proteina, a
gual € a menor entre elas, proteina S (pequena), surge pela transcricdo da regido S,
conhecida como HBsAg contendo 226 aminoacidos (Figura 3.C). A regido pré-core
possue dois codons de iniciagcdo na mesma fase de leitura aberta e codifica duas
proteinas como HBCcAg e HBeAg, a regido P é considerada a maior ORF e codifica
a polimerase viral com 832 aminoacidos e peso molecular de 92,3 kDa, que é
funcionalmente dividida em trés dominios: o dominio proteina terminal, que esta
relacionado ao processo de formacgéo do capsideo e inicio da sintese de fita negativa,
o dominio transcriptase reversa (RT), esta envolvido no processo de transcricdo
reversa durante a replicacdo do HBV e o dominio ribonuclease H, responsavel por
degradar o RNA pré-gendmico facilitando a sua replicagdo (BECK & NASSAL, 2007,
GUPTA, et al., 2014).
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2.3 Genétipos do HBV

O HBV é classificado em gendétipos, os quais diferem entre si através da
mudanca das sequéncias de nucleotideos na regido S. Atualmente existem dez tipos
de genotipos do virus da hepatite B, estes recebem classificacdo de A & J, distintos
entre si pela sequéncia de nucleotideos no genoma, variando quanto a sua
distribuicdo geogréfica (SUNBUL,2014).

Atualmente, os genotipos do HBV demonstram-se distribuidos em todo o
mundo. Na Europa, os genétipos mais frequentes s&o A e D, no Norte da Africa e nos
Estados Unidos prevalecem os gendétipos B e C, igualmente presentes no Sudeste da
Asia. O genétipo E, € comum no Oeste da Africa, o F esta difundido na area central e
Sul da América, o gendtipo G apresenta-se frequente na Franca, e Norte da América,
e o H na América Central, o | no Vietnd e Laos, por fim o génotipo J, no Japéo (Figura
4) (FERREIRA; BORGES, 2007; TAKKENBERG et al., 2010; SUNBUL,2014).

“ o= T oM Mmoo N o P

Figura 4: Prevaléncia dos gendtipos da hepatite B no Mundo
Fonte: SUNBUL, 2014.

Alteragcbes na estrutura genética desses gendtipos podem resultar em
diferentes niveis de patogenicidade, sendo relacionadas com maior ou menor risco de
desenvolvimento de hepatocarcinoma ou cirrose no figado. Além das diferencas

citadas, a heterogeneidade dos genoétipos do HBV parece estar relacionada com
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diferencas na evolucdo clinica da infecgcdo e na resposta ao tratamento antiviral
(RONCATO et al., 2008).

Segundo dados publicados por Mello e colaboradores, (2007), no Brasil
predominam os genotipos A, D e F. Na regido Amazonica relataram inicialmente o
predominio do gendtipo F, em comunidades indigenas isoladas, contudo com uma
maior circulacdo do gendtipo A (DIAS et al., 2012; VICTORIA et al., 2008). No Acre,
VIANA e colaboradores, (2005) descreveram em seu estudo a ocorréncia dos
genotipos A e D, mostrando a presenca dos genoétipos circulantes nesta regiao
(Figura 5).

I Genotype A
] Genotype D
D Genotype F

Figura 5: Distribui¢do dos genotipos do HBV prevalentes no Brasil
Fonte: MELLO, 2007

A regido da Amazbnia Brasileira legal é caracterizada por apresentar o0s
maiores niveis de prevaléncia e endemecidade do antigeno de superficie (HBSAQ)
positivo na populagcéo, sendo mais prevalente na regido de Rondbnia, Roraima, Acre
e Amazonas (BRASIL, 2011). No Amazonas, ha um predominio do genoétipo A,
seguido pelo D e F em doadores de sangue, sendo que o A foi significativamente mais
frequente nos candidatos a doadores de sangue em comparagdo com 0S outros
grupos estudados (CRISPIM et al., 2014).
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O gendtipo F apresenta uma grande disseminacéo de subgenétipos, presentes
em populacdes indigenas do Sul da América e América Central, foram classificados
de F1-F4 decorrente de estudos publicados no norte da Amazénia. A prevaléncia dos
subgenotipos mostrou que o subgenétipo F2 foi mais prevalente nos estados
brasileiros da regido Amazobnica, correspondendo a 100% de sua prevaléncia
(MELLO, et al.,2013).

2.4 Hepatite Delta

Dentre os 350 milhdées de pessoas portadores do virus B, cerca de 20 milhdes
encontram-se infectadas pelo virus Delta entre os portadores crénicos do HBV
(ABBAS,2015). Destes, sao considerados portadores cronicos da infec¢ao pelo HDV
cerca de 5%, levando a uma carga global de prevaléncia no mundo (ROMEO &
PERBELLINI, 2015; RIZETTO, 2015). Assim, as taxas de infeccdo pelo HDV
apresentam-se geralmente mais elevadas em regides onde o virus da hepatite B é
endémico (NGUYEN, et al., 2007; MULYANTO, et al., 2009) (Figura 6).

B Alta
Intermediario
] Baixo

Muito Baixo

[C] Desconhecido

Figura 6: Distribuicdo Geogréfica da Infeccdo pelo virus da Hepatite Delta no mundo.
Fonte: ROMEO & PERBELLINI., 2015.

Os pacientes coinfectados sdo mais comumente encontrados nas regides do
Mediterraneo, em algumas partes da Russia, Groenlandia, Amazonia Brasileira, e em
determinadas areas da Africa Central, Venezuela e Peru (FONSECA, 2002; CRISPIM
et al., 2014).
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No Brasil entre o periodo de 1999 a 2016 foram notificados 3.791 casos de
hepatite D pelo Sistema de Informacédo de Agravos e Notificacbes (Sinan), com
maiores ocorréncias de casos na regiao Norte (76,8%) seguido da regido Sudeste
(9,8%), Sul (5,3%), Nordeste (5,0%) e Centro-Oeste (3,1%) (BRASIL, 2017).

Surtos de superinfeccdo do HDV foram relatados na Venezuela, Equador,
Mongodlia e Groelandia (NAKANO et al., 2001; BORRESEN et al., 2010) que séo
semelhantes aos registrados em Samara (Russia), Okinawa (Jap&o), Africa Central e
na Bacia Amazonica. Assim, enquanto ainda ocorrerem surtos e migracdo aumentada
da populacdo de paises endémicos, a ameaca de infeccdo pelo HDV permanece
(FLODGREN, et al., 2000).

Na regido Amazonica brasileira, especialmente na calha do rio Purus, uma
forma atipica de hepatite crénica ja se fazia presente ha mais de 60 anos. Em
decorréncia do primeiro registro ter sido no municipio de Labrea (Estado do
Amazonas, Brasil), tal forma de hepatite grave recebeu a denominacdo de “febre
negra de Labrea" (FONSECA, 2002).

A hepatite D se desenvolve em duas formas clinicas: a coinfeccao, que ocorre
pela presenga dos dois virus simultaneamente, com taxa de progressdo para a
cronicidade entre 2 e 5%. A superinfeccdo acontece quando 0s pacientes ja estdo na
fase crénica da hepatite B e entram em contato com o virus Delta. A superinfeccéo
pelo HDV em portadores do HBsAg se revela mais grave e de pior progndstico, pois
a antigenemia pré-existente do HBsAg favorece uma replicacdo intensa do HDV e
consequente grave dano hepético. Os pacientes com superinfec¢cao progridem para
hepatite cronica em aproximadamente 90% dos casos (Figura 7)(SOUZA et al., 2017).



Superinfeccao

Infeccéo
Aguda HDWV

Facientes com

hepatite B crinica

Recuperacdo

Coinfeccéo ~90% Espontanea

. Recuperacdo
Infeccao aguda Espontinea Toma-se
HEBWYHDV crinico |: .

Hepatite
Fulminante

Figura 7: Aspectos clinicos da Hepatite Delta.
Fonte: SOUZA, 2017.

2.5 Virus HDV

O HDV é o unico membro da familia Deltaviridae, género Deltavirus,
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composto por uma particula esférica de, aproximadamente 36nm de diametro, que

apresenta em sua porcdo mais externa, um envelope bilipidico contendo formas de

HBsAg, do qual o HDV depende para conseguir infectar novas células. O

nucleocapsideo é composto por uma molécula de RNA circular de fita simples com

polaridade negativa contendo 1.700 nucleotideos (Figura 8). A Unica proteina

codificada pelo genoma viral € o HDVAg. O RNA viral € uma ribozima, ou seja, uma

molécula de acido nucléico com capacidade catalitica (RIZZETO et al., 1977;

FONSECA, 2002 ).

HDAg o “"'
__‘.‘ ﬂ
RNA —

Figura 8: Particula do virus da Hepatite Delta.
Fonte: SOUZA et al., 2017.
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2.6 Genoétipos do HDV

Oito gendtipos de HDV foram identificados até agora, os genotipos 1, 2 e 3 sdo
0S mais comum, cada um com uma distribuicdo geografica distinta. O gendtipo 1 é
predominante na Europa e Central da Asia, o genétipo 2 é encontrado principalmente
na Asia Oriental e 0 gendtipo 3 é encontrada exclusivamente na América do Sul, onde
foi relatado por produzir surtos graves de hepatite crénica na regido do Amazonas
(GOUVEA, et al., 2008; GOUVEA, et al., 2009; MORA, et al., 2011). Outros gendtipos
HDV podem ser encontrados em varias regides da Africa, mas a sua patogenicidade
nao € bem estudada (GRABOWSKI & WEDEMEYER, 2010). Os gen6tipos 5,6, 7e 8
sdo prevalente na Nigéria (Figura 9) (ALFAIATE, et al., 2015). O gendétipo 2 e 4
encontram-se no Japdo e em Taiwan e podem estar associados com uma forma
menos grave da doenca (LEE, et al.,1996, JI, et al., 2012).

Figura 9: Mapa da distribui¢éo global dos gend6tipos do HDV em diferentes regides do mundo.
Fonte: ALFAIATE et al.,2015.

2.7 Transmissao dos virus HBV e Delta

A transmissao do HBV ocorre por via sexual no momento do contato com fluidos

corporeos do parceiro, por transmissdo vertical, via parenteral e via percutanea,
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caracterizando principalmente como grupos de riscos os individuos que utilizam
hemoderivados, drogas injetaveis ilicitas, hemodidlises e compartilhamento de objetos
pessoais (BRASIL, 2008; FERREIRA & SILVEIRA,2004; SILVA, et al., 2012).

A transmissao vertical ocorre por contagio de mae para filho, isto pode
acontecer desde o nascimento até os cinco anos de idade. A via vertical ocorre de
maes positivas tanto para o antigeno de superficie (HBsAg) quanto para o antigeno
“e” da hepatite B (HBeAg). Mulheres portadoras, HBsAg positivas, apresentam de 70%
a 90% de chance de transmisséao perinatal, sendo que quase 100% destes tornam-se

cronicamente infectados (FONSECA, 2002; ASPINALL et al., 2011).

Outra forma de contagio é a transmissao direta ou indiretamente através do
contato pessoal entre familiares. O contato intimo entre moradores de um mesmo
domicilio e o uso comum de objetos pessoais, como escovas de dente, laminas de
barbear sdo apontados como possiveis veiculos de transmissdo (SUGIURA &
BERTOLINI, 2010).

A transmissao intrafamiliar, sugerida em varios estudos, tem os pais e irmaos
como principais reservatorios, contribuindo para o padrao de hiperendemicidade do
HBV e HDV na Amazbnia. A transmissdo domiciliar no Estado do Amazonas, é
demonstrada pela elevada frequéncia de infeccéo pelo virus da hepatite B, entre os
contatos de casos indices das formas fulminantes e alta prevaléncia entre os irmaos,
sugerindo a presenca da circulacdo viral no ambiente familiar (BRASIL, et al., 2003;
BRAGA, et al.,2012).

2.8 Tratamento

O desafio do tratamento é curar a hepatite B com terapia finita que ira erradicar
o0 DNA circular covalentemente fechado (cccDNA) e eliminar a possibilidade de
reativacdo da viremia sem a persisténcia do virus da hepatite B. Assim, a infec¢cao
pelo HDV também se resolve por requerer proteinas do envelope do HBV, para a
producdo de sua particulas virais infecciosas. No entanto, mesmo com a erradicagédo
dos virus HBV/HDV, o acometimento da doenca hepatica desenvolvida pela interagao
virus e resposta imune do hospedeiro permanece por anos (NASSAL, 2015; THOMAS,
et al.,2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thomas%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25646383
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O tratamento tem como objetivo a prevencgao ou reducdo do desenvolvimento
de cirrose hepatica e do carcinoma hepatocelular. Além disso, também objetiva-se a
supressao viral, normalizacdo dos niveis de alanina aminotransferase (ALT),
diminuicdo do dano hepéatico e soroconversao, e tém sido utilizados como parametros
para inferir a probabilidade de beneficios da terapéutica em longo prazo (BRASIL,
2016).

O tratamento da hepatite D em todo portador de hepatite B com HDV-RNA
positivo ou anti-HDV-IgM positivo, deve ser considerado independentemente dos
niveis de aminotransferases. A terapia de escolha recomendada como "padréo ouro"
€ o uso do interferon peguilado alfa 2a durante 24 a 48 semanas com base na chance
de seroconversdo dos marcadores HbeAg para Anti-HBe, caso n&o ocorra a
soroconversdo, o tratamento deve seguir por tempo infinito, ou terapia dupla com
analogos de nucleotideos (NUCs) (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HEPATOLOGIA,
2015).

Porém, o tratamento com interferon esta associado a uma carga de doses
semanais, levando a efeitos colaterais, que variam de doencas semelhantes a
influenza, alopecia, leucopenia e trombocitopenia. O efeito colateral mais probleméatico
da terapia com interferon é a habilidade emocional, que se manifesta em ansiedade,
irritabilidade e depressao (UHL, et al.,2014). Nos casos em que hao ocorrer resposta
ao interferon peguilado, aos pacientes n&o respondedores ou intolerantes com
contraindicagdo ao tratamento com interferon pode ser iniciado tratamento com
analogos nucleotideos (NUCs), somente se o DNA do HBV for avaliado maior >
2.000UI/mL (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HEPATOLOGIA, 2015; YURDAYDIN &
IDILMAN, 2015).

O interferon alfa peguilado tem mostrado eficacia superior ao convencional e
possui um maior tempo de meia vida, dessa forma pode ser administrado uma vez por
semana apenas, promovendo maior conforto ao paciente, efeitos antivirais,
antiproliferativos e imunomoduladores (FERREIRA, 2000; ABBAS, 2015). A
lamivudina foi o primeiro analogo nucleosideo aprovado para o tratamento para o
HBV, demonstrando beneficios em tratamentos de curto prazo na reducdo de HBV-
DNA, normalizacdo da ALT e melhora no aspecto histologico do figado, (WIENS, et
al., 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Uhl%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24786290
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yurdaydin%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26253093
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yurdaydin%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26253093
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7

Entecavir € um potente inibidor da DNA polimerase do HBV, no organismo
humano, é fosforilado em trifosfato (composto ativo) pelas cinases celulares. Apods
guatro anos de tratamento com entecavir em pacientes que nado receberam analogos
de nucleotideos anteriormente, menos que 1% dos pacientes apresentaram
resisténcia ao medicamento (FERREIRA & BORGES, 2007). O entecavir apresenta
eficacia reduzida quando ha presenca de mutacdes, encontradas especialmente em
pacientes experimentados com outros analogos de nucleotideos, como lamivudina e
telbivudina. O seu uso é deve ser evitado em pacientes ja experimentados com outros
medicamentos (LEE, et al.,2014).

O medicamento tenofovir disoproxil fumarato € convertido no organismo, forte
inibidor da polimerase viral, se ligando diretamente a elas, o que leva a uma maior
seguranca no seu uso (FERREIRA & BORGES, 2007). E estruturalmente similar ao
adefovir, mas pode ser administrado em doses maiores, devido a sua maior seguranca
e tolerabilidade. Esse medicamento constitui a primeira linha de tratamento para a
hepatite B cronica. Apresenta elevada poténcia de supressao viral e alta barreira
genética de resisténcia contra as mutacdes do HBV (WIENS, et al., 2010; KIM, et
al.,2014).

Recomendacdes da SBH para tratamento da
Hepatite crénica D

Status da replicacao do

‘ HBV infection ‘

<2.000Ul/mL >2.000Ul/mL

IFN-PEG
+ ETVouTDF - 48 w

IFN-PEG =+ 48 w

Figura 10: Recomendac®es de tratamento para Hepatite D crbnica.
Fonte: Sociedade Brasileira de Hepatologia, 2015


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24395227
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2.9 Diagnésticos dainfeccéo pelo virus HBV e HDV

O diagnéstico sorologico varia de acordo com a fase da evolugdo clinica da
doenca no paciente, sendo que os primeiros sinais de anormalidades sao identificados
pela elevacao das transaminases séricas (ALT/AST), indicativos de dano hepético. A
fase aguda é caracterizada pela presenca do antigeno (HBsAg) confirmando a
presenca do virus no soro do individuo, este emerge durante o periodo de incubagéo
viral. Porém deve-se considerar o periodo de janela imunolégica e o aparecimento
sorolégico do marcador anti-Hbc, e suas fracdes IgM (marcador de hepatite B recente)
e IgG, (marcador de Infeccdo passada) (SILVA et al, 2012).

O anticorpo anti-HBs € o marcador que surge ap0s o desaparecimento do
HBsAg, e este se mantém detectavel no soro por toda a vida do paciente, tendo em
vista ser um anticorpo protetor, também sendo caracterizado como marcador de cura
(por soro-conversédo ou imunizacao vacinal) (BRASIL, 2011).

Com o processo de infeccao persistente os portadores do HBV tornam-se
doentes cronicos, podendo estes evoluir para quadros de cirrose e carcinoma
hepatocelular. Os portadores cronicos apresentam o0s marcadores HBSAgQ
persistentes por um periodo igual ou superior a seis meses, ndo havendo o0 processo
de soroconverséao para o anti-HBs (SCHMIDT, et al., 2013).

O antigeno HBeAg € o marcador indicativo de replicacdo viral ativa, e surge
nos primeiros dias da fase clinica, sua persisténcia é indicativo de evolucao para a
cronicidade da doenca no paciente. Nas fases iniciais do periodo crénico, detecta-se,
em niveis altos, o HBsAg, o HBeAg e o anti-HBc 1gG, além do DNA viral (CAMPOS,
et al.,2013).

A suspeita diagnostica pode ser guiada por dados clinicos e epidemioldgicos.
A confirmacdo diagnostica e laboratorial e realiza-se por meio dos marcadores
sorolégicos do HDV, posterior a realizacdo dos exames para o HBV (BRASIL, 2005).

O diagndstico da infeccao pelo virus da hepatite Delta pode ser realizado tanto
pela deteccdo de anticorpos anti-HDV quanto pela pesquisa de marcadores diretos,
como o antigeno do HDV, e deteccdo do genoma viral circulante (CIANCIO;
RIZZETTO, 2013).
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3.10 Avaliacdo do estadiamento de doenca hepatica

A analise histolégica da bidpsia hepatica permanece como o “padrao-ouro” para
o diagnéstico e o estadiamento da hepatite, uma vez que se avalia a morfologia do
figado, o tipo do infiltrado celular e o grau da atividade inflamatoria no tecido. E ainda
capaz de demonstrar evidéncias de doencas associadas, estabelece com precisao
um diagnéstico diferencial e contribui para a andlise da resposta terapéutica (BRASIL,
2017).

Outro método caracterizado como ndo “invasivo” € a eletrografia hepatica
(FIBROSCAN), gue permite a estratificacdo dos graus de fibrose. Uma de suas
principais vantagens € a avaliagcao de uma area maior do que a avaliada por fragmento
de biépsia hepatica (COUTO et al.,2016; BRASIL, 2017).

Véarios métodos nao-invasivos podem ser utilizados em lugar da bidpsia
hepatica. Entre os biomarcadores estao o fibrosis-4 (FIB-4) e AST to Platelet Ratio
Index (APRI) séo simples sistemas de pontuacao (escores) que utilizam resultados
das transaminases e plaquetas. Eles apresentam desempenho superior a relacao
AST/ALT e acuracia de 86% na caracterizagéo da fibrose avangada (BRASIL, 2011,
SOCIEDADE BRASILEIRA DE HEPATOLOGIA, 2015).

O APRI é calculado com a féormula:

(AST/ limite superior da normalidade AST)
plaquetas(10/L) x 100

O FIB-4 utiliza-se:

{Idade x AST (u/L)
plaquetas(10/L) ¥ raiz quadrada de ALT {u/L)

2.11 Ciclo do HBV e HDV

A infeccdo pelos virus em uma mesma célula, é mediada pelo polipeptideo
cotransportante de taurocolato de sédio (NTCP), sendo um transportador

transmenbranar localizado na membrana basolateral de hepatdcitos que promove a
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ligagdo do dominio pre-S1 do HBsAg, precedido por ligacdo dos virus aos
proteoglicanos altamente sulfatados carregados negativamente (HSPG). Contudo, a
replicacdo do HBV e do HDV parece ser totalmente independente. O nucleocapsideo
do HBV (NC) é transportado para o nucleo da célula, onde o DNA viral circular
relaxado (rcDNA) é convertido em DNA covalentemente circular fechado (cccDNA),
para que ocorra a transcricdo reversa na célula infectada. Fragmentos de DNA de
HBV séo integrados no genoma da célula hospedeira (Figura 11)(YANG, et al.,2014;
ALFAIATE, et al., 2015).

Virus HBV

Figura 11: Ciclo de vida HDV e HBV.
Fonte: ALFAIATE et al.,2015.

O cccDNA é usado como molde para a transcricdo dos RNAs pregenémicos e
subgendmicos para a fromacdo das protéinas no ndcleo, mediada pela RNA Pol I
gue podem ser imaturos e se submetem a retro-transcrigcdo pela transcriptase reversa
(RT), para formar a replicacdo do genoma através da transcricdo do pregenémico
(pgRNA) traduzindo para a sintese parcial da cadeia positiva formando as proteinas
estruturais virais. Os virus sdo montados e liberados através da via corpo multi-
vesicular (MVB) (ALFAIATE, et al., 2015; LAMONTAGNE, et al.,2016).

A replicacdo do genoma do HDV comeca pela interagdo com receptor heparan
sulfato proteoglicanos (HSPGSs), através do dominio pre-S1 da HBsAg-L e do ciclo
antigénico do dominio S (SUREAU & NEGRO, 2016). Apés ligar-se a NTCP atraves
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da regido N-terminal do HBsAg-L, e se funde com a membrana plasmatica ou sofre
endocitose, podendo ocorrer o processo de fusdo para libertar o complexo de
ribonucleoproteina (RNP). A replicacdo do genoma do HDV é exclusivamente nuclear
e ocorre através de um mecanismo circular continuo, que envolve a formagéo de trés
tipos de RNAs, gendmico (RNAg), antigené6mico (RNAag) e mensageiro (RNAm), e
essa replicacdo depende de trés tipos de enzimas para sua replicacéao (polimerases |
/ll, a ribonucleoprotéina, e a adenosina ADAR1) (ALFAIATE, et al.,2015; ALDABE, et
al., 2015; SUREAU & NEGRO,2016).
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Figura 12: Estrutura dos RNAs do HDV.
Fonte: ALFAIATE,2015.

O genoma do HDV tem funcéo de ribonucleoproteina (RNP) que € uma enzima
catalitica que autocliva o RNA antigénomico em mondmeros em um mecanismo
circular continuo, para servir de molde para o RNA gendmico, que, posteriormente,
ocorre a sintese do RNA mensageiro dando origem a molécula antigénica HDAg, e
inicia-se a formacédo de duas isorformas da protéina antigénica: proteina menor (S-
HDAQ) e a protéina maior (L-SHAg (TAYLOR,2015;SUREAU & NEGRO,2016; LEMPP
& URBAN,2016).

A ADARL1 é uma desaminase de adenosina cuja funcéo é editar o RNA do HDV
fazendo a troca dos aminoacidos no cédon RNA antigendmico. Quando o codon UAG

converte para um cédon de triptofano UGG a maquinaria de transcricdo reconhece a
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mudanca de cédon e apos a replicagdo e transcricdo o RNAm codifica a proteina de
cadeia longa do HDV (HDAg-L) (POLSON, et al.,1998; CASEY, 2012).

Apos a traducao, a proteina HDAg retorna ao ndcleo para regular a replicacao
viral ou ligar-se ao genoma viral circular, formando as ribonucleoproteinas que,
posteriormente, serdao enviadas ao reticulo endoplasmético e encontram as proteinas
de superficie do HBV, ocorrendo a montagem da particula viral infectante no complexo
de golgi e posterior liberacdo do virus completo para contaminacdo de novos
hepatocitos (LEMPP et al., 2016).

2.12 Imunopatogénese dos Virus HBV/ HDV

A fase inicial da infeccéo viral é caracterizada pela ativacao de células natural
killer (NK), a fim de limitar a disseminag&o da infec¢do e para iniciar desenvolvimento
eficiente de uma resposta imunitaria adaptativa (BUSCA & KUMAR, 2014) . Essas
células estdo envolvidas na citotoxidade direta de células infectadas, e induz a
producdo de citocinas como interferon-a e y (IFN-a e IFN-y) que desenvolve um
estado antiviral contra os virus, e fator de necrose tumoral (TNF-a) que apresenta
interacdo com ligante indutor de apoptose (TRAIL), que induz morte celular dos
hepatécitos (BALMASOVA et al., 2014).

O mecanismo de reconhecimento de células infectadas por virus é atribuido a
imunidade inata, através do reconhecimento de estruturas virais (RNA e DNA)
denominados de padrbes moleculares associados a patogenos (PAMPS), pelos
receptores do tipo Toll-like (TLR7, TLR8, TLR9) mais especificos para DNA e
receptores do tipo RIG que reconhece RNA viral, endossomicos presentes em células
fagociticas como macrofagos, neutréfilos, células natural killer e células dendriticas
plasmocitéides (BOEHME, et al., 2004; JIANG et al., 2014).

Apés o reconhecimento, o virus € internalizado e processado pelas células
dendriticas (DCs) e sé@o apresentados através dos receptores de células T e MHC de
classe I/ll, por interacdo de moléculas coestimulatérias CD80/CD86 e CD28, para
linfocitos T. Apds apresentacdo, as células T CD4+ naive se proliferam e se
diferenciam em varios subconjuntos de células efetoras caracterizadas pela producéo

de citocinas distintas, e por suas funcdes efetoras distintas (Thl, Th2, Thl7, Treg),
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determinadas pelo perfil de citocinas produzidas e pelas propriedades funcionais
celular (Figura 13) (CRUVINEL, et al., 2010; LI et al., 2015).
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Figura 13: Representacdo da resposta imune a virus.
Fonte: YOU et al., 2014

A resposta celular mediada por linfocitos T CD4+ coordena subpopulacdes
especificas e producao de citocinas na resposta imune, como producdo de citocinas
inflamatorias do perfil Thl (IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, IFN, TNF), que estdo envolvidos na
imunidade celular efetora, as citocinas do perfil Th2 (IL-4, IL-5, IL-13,IL-15)
desencadeando uma resposta humoral levando a neutralizacdo e opsonizacdo do
virus, impedindo sua entrada nos hepatdcitos (LOPES & SCHINONI, 2011;
RAMEZANI, et al., 2012; JEULIN, et al., 2013).

O perfil de subpopulacao Th17 induz a producéo de citocinas pro- inflamatérias
como IL-6, TGF-B, IL-22 e IL-23 e tem sido visto que esta resposta contribui para a
progressao da fibrose hepatica em pacientes crénicos infectados pelo HBV (CHENG,
et al., 2015).

Em resposta a producéo de citocinas inflamatorias exacerbada contra os virus,
sdo produzidas citocinas T regulatérias como IL-10 e Fator de crescimento

transformante (TGF-B), caracterizadas por regular as respostas imune, causando um
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efeito antagonista na acdo de citocinas inflamatoérias, que induz a supressdo da
imunopatologia do virus (BOEHME & COMPTON, 2004; CONDE, et al., 2013).

Os linfécitos T citotoxicos exercem papel importante na imunidade adaptativa,
principalmente contra células infectadas por virus e células tumorais. O
reconhecimento do antigeno através da interacdo do TCR com o MHC de classe |,
desencadeia a liberacdo de proteinas citotoxicas (perforinas, granzimas) pelos
linfGcitos T citotoxicos caracterizadas por levar a processos citoliticos e eliminacéo
dos reservatorios virais (BERTOLETTI & GEHRING,2006; JEULIN, et al., 2013).

As proteinas quimioatraentes envolvidas na resposta a infeccdo, sdo as
guimiocinas do tipo (RANTES) que recruta células para regides periportais no figado
durante a inflamac&o. A proteina quimioatrativa de mondcitos-1 (MCP-1) é ativada por

leucocitos no processo inflamatorio (CHEONG, et al.,2007).

A interacdo entre os virus apresenta trés fases, a primeira caracterizada pela
replicagcéo ativa do HDV e diminuigdo da replicagédo do virus HBV; na segunda fase,
h& uma reativacdo da replicacdo do HBV e supressdo da replicacdo do HDV e a
terceira fase, com o desenvolvimento da cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular,

causados pela replicacéo ou presencga de ambos os virus (Figura 14) (ABBAS, 2013).

Um dos fatores associado a progressdo da doenca é a inibicdo das vias de
sinalizacdo de IFN-a pelo HDV, inibindo ativagdo da tradu¢do de proteinas kinase
(JAK) e ativacdo de genes de STAT que pode esta relacionado com a supresséo de
HBV,podendo estar implicado na persisténcia e falha do tratamento do HBV (NEGRO,
2014).

A proteina HDAg ativa o fator de transcricdo NF-kB por meio da acido
hidrofosférico oxidase-4 que por sua vez causa o estresse oxidativo nos hepatécitos
e pode contribuir para 0 processo necroinflamatério grave na infeccdo por HDV e a
sua progressao para HCC (ABBAS, 2013; DASTGERDI & TACKE 2015).
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Figura 14: Fases da evolu¢éo da infec¢éo pelos virus HBV e HDV.
Fonte: SUKOWATI et al.,2016, adaptado por SOUZA, PS.

N&o obstante, a cronificacdo da doenca pode estar relacionada a exaustédo de
células T CD8" pela expressao aumentada de alguns receptores inibitérios de morte
programada como o receptor responsivo dominante -1 (PD-1), o antigeno associado
a linfécitos T citotoxico (CTLA-4) que na ativacao de células T requer um sinal mediado
pelo receptor de células T (TCR), acompanhado por um sinal coestimulativo com
molécula CD28. Contudo, o inibidor CD28-B7 membro da familia CTLA-4 é geralmete
induzido mediante o acoplamento ao TCR o que prejudica a ativacdo de células T (YE,
et al., 2015;YOU, et al., 2014).

Uma vez que a infeccdo por HDV provoca hepatite fulminante e cirrose
hepética, a proteina L-HDAg pode estimular o a citocina TGF-f que, por sua vez,
pode induzir a transformacédo de células estreladas em miofibroblastos, induzindo a
producdo e acumulo de colageno | na extremidade da matriz extracelular, levando a
perda da microvilosidade da matriz, ocassionando a fibrose, tornando resistente a
degradacdo por metaloproteinases de matriz (MMP). As células de Kupffer induz
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pela NADPH oxidase que
possibilita a toxidade celular e conseqgientemente o estresse oxidativo e morte dos
hepatocitos (ABBAS, 2013; CZAJA, 2014).

Assim, uma desregulacdo dessa resposta leva a um processo de inflamacao

cronica do figado e, consequentemente, a incapacidade do figado de reparacéo que
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conduz a um processo fibrotico, com aparecimento de formas mais graves como
cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular (HCC) (STAUFFER, et al., 2013; LI, et
al.,2015).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

e Caracterizar a resposta imune e perfil de citocinas em pacientes coinfectados

com o virus da Hepatite Delta em pacientes nao tratados e em tratamento.

4.2 Objetivos Especificos

e Descrever o perfil de subpopulacfes de linfocitos T e B, células NK e NKT,
células dendriticas e monécitos em pacientes coinfectados com os virus da Hepatite
B (HBV) e Delta (HDV);

¢ Quantificar as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y, TNF-a e quimiocinas
MCP-1 (CCL2), IL-8 (CXCL8), RANTES (CCL5), IP-10 (CXCL10) e MIG (CXCL9) em
pacientes coinfectados com os virus da Hepatite B (HBV) e Delta (HDV);

e Associar o perfil de citocinas e quimiocinas com os marcadores celulares
analisados em pacientes coinfectados com os virus da Hepatite B (HBV) e Delta
(HDV).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Modelo de Estudo

Trata-se de um estudo descritivo, transversal realizado com pacientes
diagnosticados com hepatite Delta, atendidos no ambulatério de Hepatopatia da

Fundacédo de Medicina Tropical- Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD).

5.2 Populagéo de estudo

Para a realizacdo deste estudo foram coletadas 77 amostras de pacientes
diagnosticados com hepatite Delta, atendidos na Fundagcdo de Medicina Tropical do
Amazonas - Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD). Estes pacientes foram
segregados em um grupo nao tratado (n=13) e grupo em tratamento (n=64). Para o
grupo controle, foram coletadas 50 amostras de candidatos doadores de sangue (CN)
gue se apresentaram na Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do

Amazonas (HEMOAM) por demanda espontanea.

5.3 Critérios de Inclusdo, Nao-Inclusao

Foram incluidos no estudo pacientes diagnosticados com hepatite Delta, de
ambos os sexos, com idade entre 18 e 70 anos, com e sem tratamento, e que
procuraram atendimento na FMT-HVD. N&o foram incluidas mulheres gravidas e

pacientes de origem indigena e transplantados.

N&o foram incluidos pacientes que apresentaram coinfec¢cdo com 0s virus da
imunodeficiéncia adquirida-HIV (anti-HIV-I e 1), HTLV (anti-HTLV 1 e 1), doenca de
Chagas (teste Elisa), sifilis (VDRL) pacientes que apresentaram quadro clinico-
laboratorial de cirrose hepatica descompensada, pacientes diabéticos
descompensados, pacientes com relato de consumo diario de bebida alcodlica,
pacientes com disturbios psiquiatricos, pacientes renais cronicos e pacientes com

sindrome plurimetabdlica.

Para o grupo controle, foram selecionados candidatos a doadores de sangue da
Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), de

ambos os sexos, com idade minima de 18 anos residentes em Manaus, que nao
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apresentaram reatividade para Hepatite B (anti HBc, HBsAg), HCV (anti-HCV), HIV
(anti-HIV-I e 1I), HTLV (anti-HTLV 1 e 1), doenca de Chagas (teste ELISA), sifilis
(VDRL).

5.4 Aspectos Eticos

As amostras utilizadas neste estudo foram obtidas a partir dos projetos
aprovados pelos CEPs intitulados “Estadiamento da fibrose hepatica de pacientes
infectados pelo virus da Hepatite Delta por métodos néo invasivos na regido Norte do
Brasil” e “ldentificacdo e Selecdo de Peptideos Miméticos Reativos aos soros de
pacientes HCV* e sua influéncia no desenvolvimento da fibrose hepatica in vitro”. Vale
ressaltar que do segundo projeto utilizamos apenas as amostras controles.

Os projetos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da FMT-HVD e
Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia
do Amazonas sob os respectivos numeros de CAAE: 46865015.8.3001.5262 e
49652815.8.0000.0009.

5.5 Coleta e conservagéo das amostras

Os individuos foram convidados a participar da pesquisa, assinando
posteriormente o termo de Consentimento livre e Esclarecido. Foi aplicado um
guestionario com perguntas relevantes para o estudo, como nome do canditado, data
de nascimento, numero de registro, data da coleta, etnia, sexo, presenca de
comorbidade e utilizacdo de medicamentos. As amostras de sangue foram coletadas
com sistema de coleta a vacuo, em tubos 5 tubos de 5mL, sendo trés tubos de acido

etilenodiaminotetracético (EDTA), e dois tubos sem anticoagulante (Figura 15).
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Figura 15: Fluxograma de Atividades.

5.6 Imunofenotipagem Celular

A imunofenotipagem das subpopulac¢des de linfocitos T e B, células NK, células
dendriticas mieldides (mDC) e plasmocitéides (pCD) e mondécitos foram realizadas
pela técnica de citometria de fluxo. As células foram marcadas com anticorpos

monoclonais conjugados a fluorocromos (Tabela 1).

Inicialmente foram incubados 100 pL de sangue total nos tubos 1-11 e 200 pL
nos tubos 10 e 11 com 1 pL de cada anticorpo nos seus respectivos tubos. Estes,
foram homogeneizados e incubados por 20 minutos a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. Apds a marcacao, as hemacias foram lisadas com o uso da solucédo de
lise (BD FACS™ Lysing Solution, Cat. N° 349202, Lot: 24299, BD® Biosciences San
Jose, CA, USA), diluida 10 vezes em agua destilada.

Os tubos foram novamente homogeneizados e incubados por 10 minutos nas
mesmas condi¢bes. Passado a fase de incubagao, os tubos foram centrifugados a
1500rpm por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e foi
acrescentado 2 mL de PBS-W (8,0 g de NaCl, 1,16 g de NazHPOa4, 0,2 g de KH2POa4,
0,2 g de KCl e 5,0 g de BSA, gsp 1L H20 destilada, pH: 7,2) para lavagem do bot&o
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de células formado. Os tubos foram homogeneizados e centrifugados novamente a
1500rpm/5min. ApdGs a centrifugacdo, foram adicionados 100 pL de anticorpo anti-
FoxP3 AF488, diluido (10:100) de PBS-P (tubos 10) e 100 pL de anticorpo anti-FoxP3
AF488, diluido (10:100) em PBS-P (tubo 11) complementando o protocolo. Apds a
incubacéo as células foram lavadas com 2 mL PBS-W e centrifugadas a 1500rpm por
5 minutos. Ao final do procedimento, o sobrenadante foi descartado e as células foram
colocadas em 300 pL de solugdo Fixadora (40,0 g de (CH20) n H20, 0,106 g de
NaOH, 40,04 g de C2HsAsOONa e 26,6 g de NaCl, gsp 200mL de H20 destilada, pH:

7,2) e foram armazenadas até o momento da leitura.

As amostras foram adquiridas no Citémetro de Fluxo FACSCalibur® (Becton,
Dickinson and Companhy, San Jose, CA,USA) da Fundacdo HEMOAM. Para a
identificacdo morfométrica e imunofenotipica das células foi utilizado o programa
FlowJo (v9.4), com o auxilio de “gates” para a selecdo das populac¢des de interesse,
em graficos que combinaram caracteristicas morfolégicas (tamanho e granulosidade)
com caracteristicas imunofenotipicas através das fluorescéncias dos anticorpos
monoclonais utilizados para identificar as células alvos. Os graficos utilizados foram
do tipo “dot plot”, “contour plot” e histograma, pois apresentam uma melhor

visualizagdo das estratégias de analise.
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Tabela 1: Descricdo das fluorescéncias e perfil celular dos anticorpos monoclonais que serdo utilizados na citometria de fluxo.
Tubo Anticorpo Fluorescéncia Clone Lote Cat.N° Marca Perfil Celular
01 - - - - - - CN
Human Anti-CD3 PercP SK7 2229903 347344 BD@ Biosciences
02 Human Anti-CD4 PE MT310 00070964 R0805 Dako Linf.T CD4* CD8" e
Human Anti-CD8 FITC B9.11 34 A07756 Beckman Coulter Ativac&o Celular
Human Anti-CD69 APC FN50 68183 555533 BD@ Biosciences
03 Human Anti-CD5 FITC UCHT2 63832 555352 BD@ Biosciences Linf. B
Human Anti-CD19 PE HIB19 66211 555413 BD@ Biosciences n
Human Anti-CD3 PercP SK7 2229903 347344 BD@ Biosciences
Human Anti-CD16 FITC 368 70067 555406 BD@ Biosciences
04 : . Células NK e NKT
Human Anti-CD56 PE B159 05803 555516 BD@ Biosciences
Human Anti-CD69 APC FN50 68183 555533 BD@ Biosciences
Human Anti-CD14 APC M5E2 87809 555399 BD@ Biosciences ] o
05 Human Anti-CD16 FITC 368 70067 555406 | BD® Biosciences Subtipos de Monbcitos
Human Anti-HLA-DR PE G46-6 30413 555558 BD@ Biosciences
Human Anti-CD14 APC M5E2 87809 555399 BD@ Biosciences ) »
06 Human Anti-CD11c PE 3.9 B140910 | 301606 BioLegend® Células Dendriticas
Human Anti-CD123 FITC 6H6 B140008 306014 BioLegend®
07 Human An_ti-CDl4 FITC M5E2 87809 555399 BD@ Biosciences Ménocitos e TLR2+
Human Anti-CD282 PE M5E2 B154790 309708 Biolegend
08 Human Anti-CD14 FITC M5E2 87809 555399 BD@ Biosciences Ménocitos e TRLA+
Human Anti-CD284 PE HTA25 B156775 312806 Biolegend
09 Human Anti-CD4 FITC RPA-T4 75982 555346 BD@ Biosciences M6nocitos e TRLO+
Human Anti- CD289 PE G43-25B 08429 555380 BD@ Biosciences
10 - - - - - - CN Intracelular
Human Anti-CD4 PE MT310 00070964 R0805 Dako )
11 Human Anti-CD25 PercP MEM-181 | 521760 |PC218T100| BD® Biosciences Linf. Treg
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5.6.1 Identificacdo da Populacdo de Linfécitos T CD4*, TCD8*, Linfécitos T
ativados CD69*, Linfocitos B (CD19*) e B1 (CD5*CD19%).

A identificacdo das populacdes de Linfocitos T (CD4* e CD8*), Linfécitos T
ativados (CD69%), Linfocitos B (CD19*) e Bl (CD5*CD19*) foram realizados
primeiramente com um grafico de SSC x FSC (Figura 16A) e uma “gate” foi criada na
regido de linfdcitos totais. Em seguida foram elaborados cinco gréaficos: 1) SSC x CD3
PercP (Figura 16B); 2) CD69 APC x CD4 PE (Figura 16C); 3) CD69 APC x CD8 FITC
(Figura 16D); 4) SSC x CD19 PE (Figura 16E); 5) SSC x CD5 FITC (Figura 16F).
Em seguida foram selecionadas as popula¢des positivas para CD3*CD4* (Linfocitos T
CD4%), CD3*CD8* (Linfocitos T CD8*), CD19* (Linfocitos B), CD5*CD19* (Linfécitos
B1).

FL3- H: CD3 Percp

C  Células T CD4+ CDGY+ D  Células T CD8+ CD6O+
' 2 w' Jas o8
0 105 5 7% v
B o
A - R o
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. < ' g @ "
1 é _ g
] 0 .- < e v 3 £
2 ] e 4 T = a3 3 i
W ] RE T 1 o 17 4 o
] .‘ ;. - 1 B e e ¥ 5l B 3
1 B g 3 - i w w W 1 X |:: |;:
-] e an i FL2-HCD4 PE FL1- H CD8 FITC
. : al P SR
| =
E  Células BCD19+ wF Células B1 CD5+

3 B1 C01 9+ CD5+
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Figura 16: Identificacéo dos Linfocitos T (CD4* e CD8"), Linfécitos ativados (CD69%), Linfdcitos
B (CD19*) e B1 (CD5*CD19*) no programa FlowJo (v9.4).

5.6.2. Identificacdo dos Linfocitos T regulatérios (CD4*CD25*FoxP3*)

A identificacdo dos Linfocitos T regulatorios (Treg) foi feita com um grafico de
SSC x FSC (Figura 17A) e uma “gate” foi criada na regiao de linfocitos totais. Apds,
foi elaborado um grafico de SSC x CD4 PE (Figura 17B); e em seguida foi criado um
grafico CD25 APC x FoxP3 AF488 (Figura 17C). Com a populacdo de LT CD4*. A
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populacdo positiva para CD4*CD25'FoxP3* foi selecionada, caracterizando os

linfécitos Treg.
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CD4+ FoxP3+CD25+
228

10° ' 10° 10° 10

FL2-H: CD4 PE
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Figura 17: Identificacdo dos Linfécitos Treg (CD4*CD25"FoxP3*) no programa FlowJo (v9.4).

5.6.3. Identificacdo da Populacdo de Células NK (CD3'CD16*CD56%) e NKT
(CD3*CD16*CD56%)

A identificacdo das populacdes de Ceélulas NK (CD3/CD16*/CD56%) e NKT
(CD3*/CD16*/CD56") foi realizada primeiramente com um grafico de SSC x FSC
(Figura 18A) e uma “gate” foi criada na regido de linfocitos totais. Apds, foi elaborado
um grafico de SSC x CD3 Percp (CD3/CD3* PercP) (Figura 18B). Em seguida foram
elaborados dois gréficos: 1) CD16 FITC x CD56 PE (Figura 18C); 2) CD16 FITC x
CD56 PE (Figura 18D). Ao final foram selecionadas as populacbes CD3"
/CD16*/CD56" (Células NK) e CD3*/CD16*/CD56* (Células NKT).



Leucécitos

108 -

B0 =

800 =

SsC

00 =

200 =

Figura 18: Identificacdo das Células NK (CD3"CD16*CD56") e NKT (CD3*CD16'CD56"%) no

B

programa FlowJo (v9.4).

5.6.4. Identificacdo dos Mondcitos (CD14*) e Monocitos Ativados (CD14*CD80%)

de SSC x CD14 FITC (Figura 19A) e uma “gate” foi criada na regiao positiva para
mondcitos (CD14%). Em seguida, foi feito um gréfico de CD16 FITC x CD14 APC
(Figura 19B), selecionando a populagédo (CD14*) mondcitos classicos, (CD14*CD16*
HLADR™),

intermediarios, (CD14'°“CD16* HLADR") sdo conhecidas como mondcitos néo
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Para identificacdo de Mondcitos e Mondcitos Ativados foi realizado um gréfico

inflamatorios ativados ou
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Figura 19: Identificacdo dos Mondcitos (CD14') classicos e Mondcitos Ativados
(CD14*CD16*HLADR®), Mondcitos n&o classicos (CD14°“CD16*"HLADR®*), no programa FlowJo (v9.4).

5.6.5. Identificacdo das Células Dendriticas Mieléides (CD14'CD11c*CD123) e
Plasmocitdides (CD14CD11cCD123%)

Para identificacdo de Células Dendriticas Mielbides (mDCs) e Plasmocitéides
(pDCs) foram realizadas primeiramente com um gréfico de SSC x FSC (Figura 20A)
e uma “gate” foi criada na regido das células mononucleadas. Apés, foi elaborado um
gréfico de SSC x CD14 APC (Figura 20B) e selecionando a populacdo CD14. Em
seguida foi elaborado um grafico CD11c PE x CD123 FITC (Figura 20C). Ao final
foram selecionadas as populacdes CD14'CD11c*CD123  (mDCs) e CD14CDl11c
CD123" (pDCs).
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Figura 20: Identificacdo das Células Dendriticas Mieldides (CD14'CD11c¢*CD123Y) e
Plasmocitdides (CD14'CD11¢c’CD123%) no programa FlowJo (v9.4).
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5.6.6. Identificagdo da Expressédo de TLR-2, TLR-4 e TLR-9 em Mondcitos

Para a analise da expresséo do Receptor do tipo Toll -2, 4 e 9 em mondcitos foi feito
um gréafico de SSC x CD14 FITC (Figura 21A) e uma “gate” foi feita na regido positiva
para monaocitos (CD14+). Em seguida foi analisado a expressao por Intensidade Média
de Fluorescéncia (MFI) do TLR2 (CD282+), TLR4 (CD284+), e TLR9 (CD289+),
nessas células, com trés graficos distintos (Figura 22 B, C, D).
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Figura 21: Identificacdo da Expressdo dos receptores TLR-2, TLR-4 e TLR-9 em Mondcitos no

programa FlowJo (v9.4).

5.7 Dosagem de Citocinas Plasmaticas por CBA (CytometricBeadArray)

A dosagem de citocinas e quimiocinas das amostras de plasma dos pacientes
com hepatite Delta e do grupo controle foram realizadas por citometria de fluxo,
utilizando o kit Thl, Th2 e Th17 BD, Cytometric Bead Array (CBA) com o Kit BD™
Human Th1/Th2/Th17 Cytokine (BD®Biosciences, San Diego, CA, USA), de acordo
com as especificacdes descritas pelo fabricante. Foram quantificadas as citocinas IL-
2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL17A e quimiocinas MCP-1(CCL-2), IL-8(CXCL-
8), Rantes(CCL-5), IP-10 (CXCL-10) e MIG (CXCL-9).
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O Kit BD™ CBA utiliza uma série de particulas (microesferas ou beads) de
tamanho conhecido e com intensidade de fluorescéncia distinta para detectar
simultaneamente através de uma superficie de captura as varias citocinas soluveis.
Cada bead de captura esta conjugada a um anticorpo especifico para cada citocina.
A deteccado das citocinas presentes na amostra é realizada através do fluorocromo
ficoeritrina (PE) conjugado a anticorpos que fornecem um sinal fluorescente em
proporcao a quantidade de citocina da amostra ligada a bead. Os complexos formados
de bead de captura + citocina da amostra + anticorpo de deteccédo sdo quantificados
através da citometria de fluxo. A intensidade da Fluorescéncia PE de cada complexo
revela a concentracdo em pg/mL de cada citocina. Para a aquisicdo das amostras foi
utilizado o citdmetro de fluxo BD FACS Canto Il (Becton, Dickinson and Company, San
Jose, CA, USA) do HEMOAM.

Para o calculo das concentracbes em pg/mL e Intensidade Média de

Fluorescéncia (MFI) de cada citocina foi utilizado o software FCAP-Array™ (v3.0.1).

5.8 Andlises Estatisticas

Os dados foram tabulados no execel (versao Microsoft Excel 2013). As analises
estatisticas dos dados da imunofenotipagem dos leucécitos e o0s niveis séricos das
citocinas e quimiocinas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.0
(San Diego, CA, EUA). Todos os dados foram considerados apresentando uma
distribuicdo ndo paramétrica, e, portanto, as andlises comparativas entre 0s grupos
foram realizadas por meio da andlise de variancia ANOVA seguido pelo teste de
Kruskal-Wallis. A significancia estatistica foi definida em ambos os casos em p<0,05.
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6.RESULTADOS

Foram coletadas 77 amostras de sangue periférico de pacientes
diagnosticados com hepatite Delta, atendidos na Fundacéo de Medicina Tropical - Dr.
Heitor Vieira Dourado. Foram coletadas 50 amostras de candidatos a doadores de

sangue atendidos na Fundacdo HEMOAM, enquadrados como grupo controle.

6.1 Dados Demograficos e Caracteristicas Clinicas

O grupo de pacientes com hepatite Delta apresentou média idade (tratados
46,00+10,43 e nao tratados 45,75+£13,00) maior que os individuos do grupo controle
(32,42+11,75),respectivamente. Do total de individuos inclusos na pesquisa observou-
se maior prevaléncia do sexo masculino, entre o grupo de pacientes HBV/HDV e
individuos controles (41/36) quando comparados com pacientes o sexo feminino
(36/14), respectivamente (Tabela 02).

Dentro do grupo de pacientes estudados, 64 (87,1%) individuos estavam em
tratamento e 13 (16,88%) ndo haviam iniciado tratamento no periodo da coleta. Dentre
0s pacientes tratados, do total de individuos incluso no estudo 29 (37,66%)

apresentaram complicacdes hepéaticas, como hipertensao portal (Tabela 02).

Dos 64 pacientes que foram submetidos a terapias com analogos de
nucleosideos e interferon, 58 pacientes foram submetidos ao tratamento com
entecavir, 2 pacientes com tenofovir, 2 pacientes com lamivudina, e 2 pacientes com
interferon. Portanto, para as analises das variaveis estudadas, os grupos foram
classificados como controle negativo (CN), em tratamento (T) e n&o tratados (NT)
(Tabela 02).

Em relacdo as andlises hematologicas observamos uma  diminuicdo
significativa no numero de hemaéacias (RBC) (p<0,0002), hemoglobina (HBC)
(p<0,0053), concentracdo de hemoglobina copuscular média (CHCM) (p<0,0015),
hematdcrito (HCT) (p<0,0397), no grupo de pacientes em tratamento em relacao ao
grupo controle e grupo de pacientes ndo tratados. Em relacdo a amplitude dos
gldbulos vermelhos (RDW), observamos um aumento significativo (p<0.0001) no
grupo de pacientes em tratamento quando comparados ao controle, e grupo de
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pacientes nao tratados (p<0,0333) quando comparados ao grupo de pacientes em
tratamento. Quanto ao volume corpuscular médio (VCM) observou-se uma diminuicéo
significativa no grupo de pacientes nao tratados (p<0,0029) quando comparado ao

grupo controle e e grupo de pacientes em tratamento (Tabela 02).

Quanto a contagem dos leucécitos totais (WBC) foi observada uma diminui¢ao
significativa no grupo em tratamento (p< 0.0001) em relacdo ao controle e um aumento
significativo no grupo dos pacientes nao tratados (p<0,0012), em relagdo ao grupo em

tratamento (Tabela 02).

Em relacdo as plaquetas (PLT) observou-se uma diminuicdo significativa no
grupo em tratamento (p< 0.0001) em relacdo ao grupo controle, e um aumento no
grupo de pacientes néo tratados (p< 0.0016), quando comparado com grupo em
tratamento. O volume médio plaquetario (VPM) ndo apresentou diferenca significativa
(p<0,1687) entre os grupos (Tabela 02).

Quanto ao percentual de reatividade dos marcadores sorolégicos para
HBV/HDV nos grupos tratados (T) e nao tratados (NT) pode-se observar que todos 0s
pacientes com hepatite Delta apresentam reatividade para o marcador HBsAg, anti-
Hbc e anti-HDV, cerca de 92% apresentam reatividade parao marcador Anti-Hbe, e
apenas 7% apresentaram reativos para o marcador HbeAg (Tabela 02).
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Tabela 2: Dados demogréficos e caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos pacientes coinfectados com os virus

HBV/HDV e grupo controle.

Grupo controle Paciente HBV/HDV+ p valor
Caracteristicas Clinicas e (N=50) (N=77)
Epidemiolégicas Tratados N. Tratados
(N=64) (N=13)
Idade (M £DP) 46,00+10,43
32,42+11,75 45751300 <0.0001
Género (masculino/ feminino) (36/14) (41/36) -
Hipertensdo Portal _ 29 (37,66%) _
Tratamento
Entecavir - 58 (90,6%) -
Tenofovir - 2 (3,1%) -
Lamivudina - 2(3,1%) )
IFN +NUS - 2(3,1%) -
Dados Hematol6gicos (Média +DP) CN T NT
; 6 3 <0,0002 &
RBC (unid. x 108/mm?3) 5,098+0,6238 4,929+1,971 5,893+3,090
a
Hematocrito (%) 44,52+5,630 42,93+13,18 48,29+20,05 <0,0397
. <0,0053%
Hemoglobina g/dL 15,07+1,825 14,72+6,359 17,06+9,231
VCM (fL) 87,43+4,433 87,95+15,34 78,46+21,75 <0,0029 #
HCM (pg) 29,61+1,624 29,81+3,532 29,70+4,011 0,0878
o <0.0001%
RDW (%) 13,54+0,7290 14,96+3,195 13,00+4,806 <0.0333
CHCM (g/dL) 34,00+1,746 32,58+1,865 33,09+2,399 <0,0015
<0.0001 2
WBC (unid. x 108/mm3) 6,283+1,477 4,631+1,929 6,557+1,531 <0.0012°
VPM 7,89240,8773 10,33:0,706  13,15¢14,42 01687
. 6 <0.00012
Plaquetas (Unid.x108/mm3) (M £DP) 246,61+53,56 88,68+58,03 167,9+85,19 <0.0016 b
Marcadores Soroldgicos T NT

HBsAg
HBeAg

Anti-HBe
Anti-HBc
Anti-HDV

64 (100%)
5 (7,8%)
59 (92,2%)
64 (100%)
64 (100%)

13 (100%)
1 (7,7%)
12 (92,3%)
13 (100%)
13 (100%)

a= comparacéo do grupo controle (CN) com grupo de paciente em tratamento (T); b= comparacao entre 0s grupo
de paciente ndo tratado (NT) com grupo em tratamento (T). Realizagdo da andlise foi feita por teste ndo paramétrico

Kruskal-Wal.
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6.2 Perfil de Resposta Imune Celular e Citocinas nos pacientes com Hepatite
Delta.

A resposta imune celular foi analisada na populacao de pacientes com hepatite
Delta e grupo controle. Foi avaliado a expressdo de TLR-2, TLR-4 e TLR-9 em
monacitos, NK e NKT, células dendriticas, linfocitos T CD4*, T CD8*, linfocitos Treg,
linfocitos B, B1.

6.2.1 Monocitos

Inicialmente foram analisadas as subpopulacdes de mondcitos, sendo
monacitos classicos (CD14*CD16%), mondcitos ativados (CD14*HLADR™*), mondcitos
inflamatorios ativados (CD14*CD16*HLADR™*) e mondcitos ndo classicos ativados
(CD14"°“CD16*HLADR"), entre os grupos nao tratados (NT), em tratamento, e

individuos controles (CN).

Observamos aumento significativo no percentual de mondcitos
ativados(CD14*HLADR™*) e mondcitos inflamatorios ativados (CD14*CD16*HLADR™)
tanto no grupo de pacientes nao tratados quanto no grupo de pacientes em tratamento
quando comparados com individuos controles (p< 0.0001) (Figura 22.B e C). Também
foi observado uma diminuicAo na populacdo de mondcitos ndo classicos
(CD14"°“CD16+HLADR+) no grupo de pacientes em tratamento quando comparados
ao grupo controle (p<0.0001) (Figura 22.D). Enquanto que os mondcitos classicos
(CD14+), ndo observamos diferencas significativas (p< 0,8939) entre os néo tratados

e em tratamento, quando comparados ao grupo controle (Figura 22.A).
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Figura 22: Frequéncia (valores absoluto), de subpopulagées de monécitos em pacientes HBV/HDV e
controles negativos. (A, B, C, D,) Pacientes foram categorizados como néo tratados (NT) e tratados (T), e
comparados aos ndo infectados controles negativo (CN). Imunofenotipagem com painel de dupla marcagéo
por citometria de fluxo, utilizados para quantificar a porcentagem de mondcitos (CD14+), ativacéo celular
(HLADR+), mondcitos  inflamatérios  (CD14+CD16+HLADR+), e mondécitos ndo  classicos
(CD14'owCD16+HLADR+). Os resultados sédo expressos em graficos de coluna, destacando a porcentagem
média das populages, é usado para identificar o grupo de pacientes que apresentavam valores
significativamente diferentes (p<0,05) em compara¢do com os valores de referéncia encontrados nos
individuos nao infectados obtido através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wal.

6.2.2 Expressédo de TLR-2, TLR-4 e TLR-9 em Monécitos

Foram realizadas as analises da expressédo dos receptores TLR-2, TLR-4 e

TLR-9 em mondocitos. Ao analisarmos a expressdo do receptor TLR-2 e TLR-9

observamos aumento significativo da expressao desses receptores nos grupos dos

pacientes ndo tratados e em tratamento em relagdo ao controle (p < 0.0001) (Figura

23. A, C). Além disso, pode-se observar uma diminuig&o significativa na expressao de

TLR-4 no grupo dos pacientes em tratamento, quando comparados aos individuos do

grupo controle (p < 0,0065) (Figura 23.B).
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Figura 23: Expresséo do receptor Toll-Like-2, Toll-Like-4 e Toll-Like-9 em mondcitos dos pacientes
HBV/HDV e controles negativos. (A, B, C,) Pacientes foram categorizados como ndo tratados (NT) e
tratados (T), e comparados aos néo infectados controles negativos (CN). Imunofenotipagem com painel
de dupla marcacao por citometria de fluxo, utilizados para quantificar a expressao do receptor TLR-2
(CD14+CD282+), TLR-4 (CD14+CD284+) e TLR-9 (CD14+CD289+). Os resultados sdo expressos em
graficos de coluna, destacando a porcentagem média das populagdes, é usado para identificar o grupo
de pacientes que apresentavam valores significativamente diferentes (p<0,05) em compara¢do com os
valores de referéncia encontrados nos individuos nao infectados obtido através do teste ndo paramétrico

Kruskal-Wallis.

6.2.3 Células NK e NKT

A analisarmos as células NK e NKT, que sdo responsaveis por induzir morte de
células infectadas por virus, observamos que ndo houve diferencas significativas no
percentual de células NK, entre o grupo de pacientes nédo tratados e em tratamento
guando comparados com os individuos controle negativo (p<0,5190) (Figura 24.A).
Enquanto as células NKT apresentaram uma diminui¢cao significativa, entre o grupo
ndo tratados e em tratamento, quando comparadas com os individuos controles

(p<0,0001) (Figura 24.B).
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Figura 24: Frequéncia (valores absoluto), de populacédo de células NK e NKT em pacientes
HBV/HDV e controles negativos. (A, B,) Pacientes foram categorizados como nao tratados (NT)
e tratados (T), e comparados aos néo infectados controles negativo (CN). Imunofenotipagem
com painel de tripla marcagé&o por citometria de fluxo, utilizados para quantificar a porcentagem
células NK (CD3-CD16+CD56+) e células NKT (CD3+CD16+CD56+). Os resultados séo
expressos em graficos de coluna, destacando a porcentagem média das populacdes, é usado
para identificar o grupo de pacientes que apresentavam valores significativamente diferentes
(p<0,05) em comparacdo com os valores de referéncia encontrados nos individuos néo
infectados obtido através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis.

6.2.4 Células Dendriticas mieldide (mDC) e plasmocitdides (pDC)

Como demonstrado na Fig. 25.B, na analise das classes de células dendriticas
mieloides, que sdo responsaveis inteiramente por reconhecer e apresentar 0s
antigenos aos linfocitos, observou-se aumento significativo das células dendriticas
mieldides no grupo de pacientes nao tratados e em tratamento quando compardo ao
grupo controle (p < 0.0001) (Figura 25.A). Em relacdo as células plasmocitéides
podemos observar uma diminuicdo significativa no grupo em tratamento, quando

comparado 0s grupos nao tratados e controles negativos (p< 0,0158) (Figura 25.B).
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Figura 25: Frequéncia (valores absoluto), de populacéo de células mDC e pDC em pacientes
HBV/HDV e controles negativos. (A, B,) Pacientes foram categorizados como néo tratados
(NT) e tratados (T), e comparados aos nao infectados controles negativo (CN).
Imunofenotipagem com painel de tripla marcagdo por citometria de fluxo, utilizados para
guantificar a porcentagem de mDC (CD14-CD11c¢c+CD123-) e pDC mondcitos (CD14-CD11c-
CD123+). Os resultados sao expressos em graficos de coluna, destacando a porcentagem
média das populacdes, é usado para identificar o grupo de pacientes que apresentavam
valores significativamente diferentes (p<0,05) em compara¢ao com os valores de referéncia
encontrados nos individuos nao infectados obtido através do teste ndo paramétrico Kruskal-
Wallis.

6.2.5 Linfécitos T

Para melhor compreensao do perfil de resposta imune nos pacientes com
hepatite Delta, além de células e receptores presentes na imunidade inata, avaliamos

também os linfocitos T, que séo células da resposta imune adaptativa.

Foram analisados os linfocitos T CD3+ totais sendo observado uma diminuicéo
significativa no percentual destas células em individuos tratados, em relagéo ao grupo
controle (p<0.0002). Por outro lado, observamos um aumento significativo desta célula
no grupo de pacientes néo tratados em relagéo ao grupo de paciente sem tratamento
(p< 0,0114) (Figura 26.A). Ao analisarmos o percentual de linfécitos T CD4+ totais e
linfécitos T CD4+ ativados, foi observado um aumento significativo no percentual
dessas células em pacientes em tratamento e, pacientes ndo tratados, quando
comparados com o grupo controle (p< 0.0001 / p< 0.0001). (Figura 26 B, C).

Em relacéo aos linfocitos T CD8+ totais, observou-se aumento significativo no
grupo de pacientes nado tratados e em tratamento em comparagdo com O grupo
controle negativo (p <0.0001) (Figura 26.D). Em relagédo aos L T CD8+ ativados,
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observou-se aumento significativo apenas em individuos em tratamento quando

comparados com o grupo controle (p < 0,0063) (Figura 26.E).
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Figura 26: Frequéncia (valores absoluto), de populagdo de Linfécitos T CD3+ CD4+ CD8+ em
pacientes HBV/HDV e controles negativos. (A, B, C, D, E) Pacientes foram categorizados como
ndo tratados (NT) e tratados (T), e comparados aos ndo infectados controles negativo (CN).
Imunofenotipagemcom painel de tripla marcagcdo por citometria de fluxo, utilizados para
quantificar a porcentagem de linfocitos T CD3+ (CD3+), linfécitos T CD4+ ativados (CD3+CD4+
CD69+), e linfécitos T CD8+ ativados (CD3+CD8+ CD69). Os resultados sdo expressos em
gréaficos de coluna, destacando a porcentagem média das populagfes, é usado para identificar
0 grupo de pacientes que apresentavam valores significativamente diferentes (p<0,05) em
comparagdo com os valores de referéncia encontrados nos individuos n&o infectados obtido

através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis.

6.2.6 Linfocitos Treg, B e B1

A analise Treg, responsaveis pela supresséo/regulacdo da resposta imune

demonstrou aumento significativo desta células, no grupo de pacientes néo tratados
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(p < 0.0002) e em tratamento (p < 0.0001), em relacdo ao grupo controle (Figura

27.A).

Quanto ao percentual de LB, observamos que nao houve diferencas significativas (p
< 0,0612) entre os grupos estudados (p < 0,0612) (Figura 27.B). Por outro lado, ao
analisarmos os linfécitos B1 foi possivel observar um aumento significativo dessas
células no grupo em tratamento (p <0,0047), em relagdo ao grupo controle (Figura

27.C).
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Figura 27: Frequéncia (valores absoluto), de populagéo de frequéncia dos linfécitos T reguladores (Treg), B,
Blem pacientes HBV/HDV e controles negativos. (A, B, C,) Pacientes foram categorizados como nao tratados
(NT) e tratados (T), e comparados aos ndo infectados controles negativo (CN). Imunofenotipagem com painel
de tripla marcacdo por citometria de fluxo, utilizados para quantificar a porcentagem de linfocitos Treg
(CD4+CD25+FoxP3+), linfécitos B (CD19+), linfocitos B1 (CD5+CD19+). Os resultados sdo expressos em
graficos de coluna, destacando a porcentagem média das populacdes, é usado para identificar o grupo de
pacientes que apresentavam valores significativamente diferentes (p<0,05) em comparagéo com 0s valores
de referéncia encontrados nos individuos nédo infectados obtido através do teste ndo paramétrico Kruskal-

Wallis.

6.3 Concentracdo das citocinas séricas em pacientes com hepatite Delta.

O perfil de citocinas dos pacientes com hepatite Delta, foi tracado com a analise
das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17A, TNF-a e IFN-y descritas por

intensidade média florescente (MFI).

6.3.1. Citocinas pro-inflamatorias Perfil Th1

As concentracdes da citocina IL-2 mostraram-se aumentadas com diferencas

significativas (p <0,0074) no grupo dos tratados, quando comparadas ao grupo néo
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tratado e controle negativo (Figura 28.A). Na andlise da citocina TNF-a observamos
um aumento significativo (p <0,0018) no grupo tratados e ndo tratados, quando
comparados ao controle (Figura 28.B). Em relacéo as concentracdes de IFN-y nao foi
observada diferenca significativa entre os grupos analisados (p<0,0421/ p < 0,0321)
(Figura 28.C).
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Figura 28: As concentracdes séricas das citocinas do perfil TH1 em pacientes HBV/HDV e controles
negativos. (A, B, C) Pacientes foram categorizados como ndo tratados (NT) e tratados (T), e comparados
aos néo infectados controles negativo (CN). Os testes Cytometric beads array (CBA) foram usados para
quantificar as concentragoes de IL-2, TNF-a, e IFN-y. Os resultados séo expressos em gréaficos de coluna,
destacando a porcentagem média das populacdes, é usado para identificar o grupo de pacientes que
apresentavam valores significativamente diferentes (p<0,05) em comparacdo com os valores de
referéncia encontrados nos individuos nao infectados obtido através do teste ndo paramétrico Kruskal-
Wallis.

6.3.2. Citocinas séricas do perfil Th2, Th17 e Treg

A concentracdo de IL-10 mostrou uma diminuicdo significativa (p<0025) no
grupo dos pacientes nao tratados, e aumento significativo (p<0,0163) no grupo em
taratamento, em relacdo ao grupo controle (Figura 29.B). Também foi observado
aumento significativo de IL-6, entre 0 grupo em tratamento quando comparado ao

controle negativo (p <0,0040) (Figura 29.C).

Em relacdo as concentracbes seéricas de citocina IL-17A observou-se
diminuicao significativa no grupo de pacientes em tratamento (p<0.0001) e pacientes
nao tratados (p<0,0013) em relagcdo ao grupo controle (Figura 29.D). Nao foram
observadas diferencas significativas nas concentracdes séricas de IL-4 entre os

grupos comparados (p<0,1888) (Figura 29.A).
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Figura 29: As concentragdes séricas das citocinas do perfil TH2/TH17 em pacientes HBV/HDV e
controles negativos. (A, B, C, D) Pacientes foram categorizados como n&o tratados (NT) e tratados
(T), e comparados aos ndo infectados controles negativo (CN). Os testes Cytometric beads array
(CBA) foram usados para quantificar as concentragfes de IL-4, IL-10, IL-6, IL-17A. Os resultados
sdo expressos em gréficos de coluna, destacando a porcentagem média das populacdes, é usado
para identificar o grupo de pacientes que apresentavam valores significativamente diferentes
(p<0,05) em comparacgédo com os valores de referéncia encontrados nos individuos néo infectados
obtido através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis.

6.4 Concentracdo das quimiocinas séricas de pacientes com hepatite Delta.
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O perfil de quimiocinas dos pacientes com hepatite Delta, foi tracado com a
analise das quimiocinas CCL-2 (MCP-1), CCL-5 (RANTES), CXCL-8 (IL-8), CXCL-9

(MIG), CXCL-10 (IP-10) descritas por intensidade média flurescencia (MFI).

Em relacdo as quimicionas CCL-2 (MCP-1), CXCL-8 (IL-8), CXCL-9 (MIG) e
CXCL-10 (IP-10) observamos aumento significativo no grupo de pacientes nao
tratados (p <0.0001) e em tratamento (p <0.0001) quando comparados ao grupo
controle (Figura 30. A, B, D e E).

N&o observamos diferencgas significativas na MIF de CCL-5 entre os grupos

analisados, em relacdo ao controle (p < 0,5001) (Figura 30.C).
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Figura 30: As concentragfes séricas das quimiocinas do perfil CCL-2 (IP-10), CXCL-8 (IL-8), CCL-5
(RANTES), CXCL-9 (MIG), CXCL-10 (MCP-1) em pacientes HBV/HDV e controles negativos. (A, B, C, D,
E) Pacientes foram categorizados como nao tratados (NT) e tratados (T), e comparados aos nao
infectados controles negativo (CN). Os testes Cytometric beads array (CBA) foram usados para quantificar
as concentragdes de CCL-2 (IP-10), CCL-5 (RANTES), CXCL-8 (IL-8), CXCL-9 (MIG), CXCL-10 (MCP-
1). Os resultados sdo expressos em graficos de coluna, destacando a porcentagem média das
populacdes, é usado para identificar o grupo de pacientes que apresentavam valores significativamente
diferentes (p<0,05) em comparacdo com os valores de referéncia encontrados nos individuos néo
infectados obtido através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis.

7. DISCUSSAO

A Hepatite Delta € uma doenca inflamatoria grave, com processo patogénico
diferenciado, que esta relacionado aos fatores bioldgicos dos virus e hospedeiro. As
respostas de células T sdo fracas ou indetectaveis em pacientes com hepatite B
crbnica, que acredita-se ser a causa dominante da replicacdo persistente do
HBV/HDV, induzindo o acometimento de fibrose e carcinoma hepatocelular
SUKOAWATI et al., 2016.

Dada a importancia da interacdo virus e sistema imunoldgico, € de extrema
importancia o uso de terapias antivirais especificas, como um fator crucial para obter
melhores estratégicas terapéuticas, clinicas e patolégicas dos individuos. Por isso,

varios fatores do hospedeiro que envolve uma resposta imune inata e adaptativa
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foram propostos para avaliar a influéncia da terapia na resposta imunolégica dos

individuos.

Nesse trabalho avaliamos as alterac@es clinicas e imunologicas causadas pela
interacdo dos virus HBV/HDV em pacientes diagnosticados com doenca hepatica
cronica avancada compensada em tratamento com analogos de nucleosideos e

interferon preconizados pelo Ministério da Saude.

Em nosso estudo observou-se maior prevaléncia da hepatite Delta em
individuos do género masculino, entre o grupo de pacientes e controles
respectivamente, quando comparados ao sexo feminino. A analise das faixas etarias
na populacao de pacientes com hepatite Delta foi maior em individuos maiores de 40
anos, acompanhando a faixa etaria de individuos positivos para hepatite B em nossa
regido(COUTO et al., 2017; VICTORIA et al., 2008). Contudo, em um estudo da regiéo
Amazobnica realizado por Oliveira et al., (2015) observaram que a faixa etaria de
individuos diagnosticados com hepatite Delta foi entre 12 e 31 anos, sugerindo que a
infeccdo pode acontecer precocemente e pode estar relacionado a transmissao

intrafamiliar como justificativa para a presenca de casos em idade precoce.

As infec¢bes virais induz o acometimento de cirrose hepatica, e
consequentemente a destruicdo dos hepatdcitos, propiciando a formacao de cicatrizes
gue resultam na formacdo nodulos de regeneracdo e aumento do fluxo portal
(MARTINELLI, 2004).

Neste estudo observou-se que 37,66% da populacdo estudada apresentou
hipertensdo portal, € a alteracdo mais frequente associada a cirrose, que é
caracterizada pelo aumento do fluxo sanguineo nas veias portais que levam o sangue
dos 6rgdos abdominais para o figado, induzindo complicacbes como aumento do
baco, surtos hemorragicos apartir de varizes eséfagicas, sempre acompanhada de
plaguetopenia e leucopenia (MARTINELLI, 2004;IWAKIRI, 2014).

Segundo dados relatados por Demir et al., (2014) varios fatores podem estar
associados com a progressao da fibrose, como contagem baixas de plaquetas, idade
avancgada e género masculino, indicando que esses parametros estdo relacionados

ao acometimento e desenvolvimento da fibrose hepética durante a infecgéo cronica.
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Em nosso estudo foi observada diminuicdo no numero de hemacias (RBC),
hemoglobina, hematécrito (HCT), e plaguetas no grupo de pacientes tratados.
Segundo Adinofi et al.,(2001) e Oliveira et al., (2015), em seus estudos houve maior

prevaléncia de trombocitopenia e leucopenia, em pacientes com hepatite B.

As drogas aprovadas para o tratamento da hepatite B e D podem levar a
resposta viroldgica sustentada (perda do DNA-HBV e soroconversédo de HBeAg/anti-
Hbe) em até um terco dos casos tratados (FERREIRA & BORGES,2007). A populagéo
estudada apresenta reatividade para os marcadores, HBsAg, anti-HDV e anti-Hbc
comprovando a infeccdo de ambos os virus. Em nosso estudo foi observado que
92,2% de pacientes em tratamento fez a soroconversdo para anti-Hbe, embora
apenas 7,8% apresentaram-se reagentes para HBeAg nos primeiros anos de
tratamento. Somente um paciente apresentou reatividade para HbeAg apdés cinco

anos de tratamento.

Dados obtidos por OLIVEIRA et al., (2015), também demonstraram maior
prevaléncia do marcador anti-Hbe (76%) na sua populacdo em relagdo ao marcador
HBeAg (18%), e ainda observaram indices de plaquetas e leucécitos baixos, em

pacientes tratados.

O processo de evolucdo da infeccdo pelos HBV/HDV varia muito de pessoa
para pessoa. Alguns individuos controlam a infeccédo eficientemente e eliminam o
virus com ou sem uma inflamacéo hepéatica clinicamente evidente. Outros pacientes
ndo conseguem eliminar o virus e desenvolve infeccdo crénica, o que muitas vezes
leva ao desenvolvimento de cirrose e carcinoma hepatocelular (GAMEM &
PRINCE.,2004; BERTOLETI A & GEHRING., 2006).

Existem varios fatores que podem influenciar nos desfecho clinico da doenca.
A ativacao continua dos monocitos pode explicar a persisténcia da infeccdo crbnica e
inflamacao hepéatica. O mecanismo da inflamacgéao crénica envolve o recrutamento de
vérios tipos de células da imunidade inata, incluindo mondcitos, macréfagos e células
NK (KARLMARK et al.,2008). Na infeccdo pelo HBV os mondcitos pré-inflamatérios
CD14*CD16%, ndo- classicos de fenotipo CD14°“CD16+, sdo capazes de induzem
aumento de secrecao de citocinas pro-inflamatorias e capacidade de promover a
fibrose na infeccdo (HEITBROCK et al.,2007).
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Em relagdo ao percentual de mondcitos no presente estudo, foi observado
aumento de monacitos inflamatérios ativados no grupo de pacientes com hepatite ndo
tratados e em tratamento, enquanto 0s monaocitos nao classicos apresentaram-se
diminuidos somente no grupo em tratamento quando comparados com O grupo

controle.

Dados encontrados Zang et al., (2011), avaliaram o aumento de mondcitos no
sangue periferico, e macrofagos derivados do figado em pacientes com hepatite B
cronica. Estes autores observaram aumento de CD14*CD16*HLADR*, CD14*CD16,
e uma baixa expressdo dos mondcitos CD14°“CD16*, sugerindo uma funcdo
essencial no controle da doenca hepatica, produzindo citocinas pirogénicas como
TNF-a, IL-6, e IL-12, induzindo um microambiente inflamat6rio e danos no figado em

pacientes com CHB.

Ainda,dados da literatura descrevem a importancia dos receptores TLRsS, no
reconhecimento de padrées moleculares associados a patdégenos (ZOU et al., 2016).
Zang et al., (2010) demostraram uma alta expresséo dos receptores TLR-2 e TLR-4
em mondacitos, e evidenciaram que TLR-2 e TLR-4, modulam ativagéo de células T
regulatdrias, em pacientes com infecgdo cronica. Estes resultados sugerem que
ativacao de células Treg, contribua para uma imunotolerancia na infeccdo causada

pelo virus HBV.

Nosso dados evidenciaram a expressédo de TLR-2 aumentadas nos grupos de
pacientes com hepatite Delta, ndo tratados e em tratamento quando comparados ao
grupo controle. Por outro lado, observamos diminuicdo da expressdo de TLR-4 no
grupo de pacientes nao tratados e em tratamento, quando comparados ao grupo
controle. Podendo estar associado a uma nao ativacao desse receptor pelo virus nos

pacientes tratados.

Um estudo realizado por Chen et al.,, (2008), verificaram desregulacdo na
expressdo de TLR-2 e TLR-4 pela proteina HBsAg, tendo capacidade de induzir a
diminuicdo de sua expressao, impossibilitando a indugédo de citocinas por células
mononucleares do sangue periférico em paciente crénicos ndo tratados. Wu et al.,
(2009), evideciaram uma diminuicdo na expressao do TLR-4, sugerindo que as

proteinas dos virus da hepatite B podem suprimir a atividade antiviral induzida pelo
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receptor nas células do figado. Contudo, essa diminui¢cdo na expressao de TLR-4 se
mantém durante o tratamento aqui analisados, o que pode indicar uma desregulacéo

decorrente do processo crbnico ja instalado.

No presente estudo verificamos aumento na expressao de TLR-9 relevante
entre o grupo de pacientes com hepatite Delta, ndo tratados e em tratamento.

sugerindo uma restituicao de resposta eficiente em pacientes tratados.

Dados obtidos por Xu et al., (2008) evidenciaram o aumento de TLR-9 na
hepatite B cronica relacionando com a inibicdo do HBV. Huang et al., (2014) por outro
lado, verificaram uma inibicdo da expresséo dos receptores TLR-9 em mondcitos de
pacientes cronicos infectados por HBV, porém esses pacientes foram submetidos a
monoterapias com interferon preguilado e entecavir por 24 -72 semanas, avaliando
pré e pos tratamento, e observaram apos o tratamento uma restauracao eficiente na

expressao positiva desse receptor no decorrer do tratamento.

Células NK tem um papel efetor envolvida nas respostas imunes inatas nas
infeccdes virais. Exercem atividade antiviral através de efeito citotoxico direto ou
através da producéo de citocinas imunorreguladoras (IFN-y).As células NK e NKT séo
importantes para a depuracéo viral e inducdo de lesdo hepética em pacientes com

hepatite B encontrados numa fase aguda da doenca(SEAMAN, 2000).

Li et al., (2011) observaram o aumento das células NK e NKT na resposta
imunologica precoce para eliminagédo viral. Todavia, nossos dados demostram que néo
houve diferenca significativa entre os grupos analisados na populacdo de células NK.
Porém ainda observamos uma diminui¢cao na populacdo de células NKT nos grupos
analisados quando comparado ao controle, uma vez que o virus pode inibir a acédo

dessas células na infecc¢ao cronica.

Os dados obtidos por Tjwa et al., (2011), descreveram uma nao ativagao da
expressao de células NK em pacientes infectados pelo HBV, mostrando que pacientes
numa fase cronica da doenca tem uma capacidade prejudicada de se tornarem
ativadas. Dados obtidos por Sun et al., 2015 atribuiram ao desequilibrio dos

receptores, e disfuncdo das células NK, as proteinas virais do HBV.



62

Por outro lado, Zheng et al., (2015) demostraram em pacientes com leséo intra-
hepética, imunossuprimidos, relacionados a infeccdo crénica pelo virus HBV, uma
expressao aumentada de células NK, contribuindo com atividade citolitica acelerando
a lesdo hepatica nesses pacientes. Micco et al., (2013) demostram que o tratamento
com interferon peguilado alfa por 18 meses, melhora significativamente a expressao
de células NK em pacientes com infecgéo crénica pelo virus da hepatite B. Zhao et
al., (2013) evidenciaram uma recuperacao de células NK, consequentemente uma
diminuicdo da carga viral, induzido por tratamento com entecavir durante 24 semanas,

0 que néo foi observado neste estudo nos pacientes em tratamento.

ZHU et al.,(2015), observaram uma diminuicdo de células iNKT invariantes
(INKT), em 250 pacientes com hepatite B cronicos, associando essa diminuigdo ao
processo inflamatério nesta fase, e ainda submeteram 13 pacientes ao tratamento
com tenofovir, porém, ao final do tratamento nao foi possivel observar uma reativacao
dessas células, relacionando a gravidade da doencga. Para os pacientes com hepatitie
Delta em tratamento parece haver uma restauracao destas células nestes individuos,
ainda que um aumento discreto desta populacdo quando comparados com 0 grupo

nao tratado.

Paralelamente, estudamos as células dendriticas que séo células
especializadas na captura e apresentacdo de antigenos para os linfocitos T, sdo
atraidas e ativadas por elementos da resposta inata, e viabilizam a sensibilizacdo de
linfécitos Thl da resposta imune adaptativa

Nossos resultados revelam que as porcentagens das DCs mielodes (mDCs)
apresentaram-se aumentadas no grupo de pacientes com hepatite Delta quando
comparado ao grupo controle, mostrando a regulacdo positivas dessas células na
infeccdo cronica, e em tratamento. Porém observamos a porcentagem de células
dendriticas plasmocitdides em pacientes com hepatite Delta, entre 0os grupos
analisados e comparado ao controle, observamos uma diminuicdo dessas células no

grupo de paciente em tratamento.

Segundo Tavakoli et al., (2008) o aumento de mDC no sangue de pacientes
com infeccdo por HBV, sugere que as células estdo fenotipicamente intactas na

infecgcéo, esses dados corroboram com os achados no presente estudo. Contudo, a
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proteina HBsAg mostra ser capaz de prejudicar a fungdo dessas células,
impossibilitando a transcricdo do gene IFN-a induzida por receptores do tipo TLR- 7 e
9 em células dendriticas plasmocitdides (pDC), induzindo progressédo da doenca,
visto que as pDCs, sao os principais componentes da resposta imune antiviral, devido
a sua capacidade de secretar IFN tipo | (XIE et al., 2009; WOLTMAN et al., 2011,
MARTINET et al., 2012).

Estudos obtidos por Lu et al., (2008) demostraram que pacientes submetidos a
8 dias de terapia com entecavir em cultura celular, resultou de uma regulacéo
positivamente na funcéo de células mDC aumentando a expressao de MHC Il e das
moléculas coestimulatérias CDla, CD80, e CD83, e HLADR, para aumentar a

resposta imune aos linfécitos T, fortalecendo assim a resposta imunoldgica antiviral.

Em nosso estudo foi possivel observar uma diminuicdo significativa no
percentual de células T CD3* totais em pacientes com hepatite Delta, durante o
tratamento, e por outro lado, um aumento no percentual de células T CD3* no grupo
nao tratado e controle. No percentual de células T CD4* e CD8" totais e CD4+ ativados
observamos um aumento significativo na expressdo dessas células nos grupos nao
tratados e em tratamento comparados ao controle. Porém, observamos um aumento
significativo na ativacdo da expressao de linfocitos TCD8* no grupo de individuos em

tratamento quando comparados com o grupo controle.

Zhang et al., (2011) evideciaram aumento de células linfécitos CD4* em
pacientes com hepatite crénica, e associaram esse aumento a liberacéo de citocinas
IL-6, contribuindo com leséo hepatica. Segundo Barboza et al., (2009) ao avaliar os
receptores de ativacdo como CD69*, em células CD4* em pacientes crébnicamente
infectados, e individuos controles, porém apos estimulacdo com a proteina HbcAg
viral, foi possivel demostrar que as células CD4* ndo aumentou os niveis de CD69
durante a estimulacdo, portanto sugerem que um ambiente inibitério predominante

pode ser responsavel por um mecanismo patogénico para a persisténcia viral.

Um estudo realizado por Cao et al., 2011 evidenciaram um declinio de linfocitos
T CD4* e CD8* em pacientes com infeccao cronica pelo HBV. Porém 13 pacientes
foram submetidos ao tratamento com adefovir dipivoxil, durante 72 semana, as

proporcdes de células T CD8* sofreu um aumento médio de 218 células / pL ao final
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do tratamento de 72 semanas. Evidenciando que as células T CD8+ anormalmente
ativadas na infeccao cronica pelo HBV podem ser parcialmente revertidas pela terapia

antiviral.

Em contraste, a infeccdo crbnica por HBV € caracterizada por respostas de
células T CD8* especificas para HBV fracas ou indetectaveis e pela presenca de
células T CD8* especificas para HBV, exauridas funcionalmente e incapazes de
remover o virus. Tem sido demonstrado que multiplos mecanismos podem contribuir
para a disfuncéo de células T especificas para o HBV na infeccéo crénica, como alta
carga viral persistente e altos niveis de antigeno, expressao sustentada de multiplas
moléculas inibitérias incluindo PD-1, TIM-3, CTLA-4 e sinais imunossupressores
excessivos encontrados no microambiente hepatico (SCHURICH et al., 2011).

You et al., (2008) avaliaram o tratamento com entecavir por 48 semanas em
pacientes crénicos para hepatite B, a inducdo da supressdo da carga viral, que
consequentemente resulta numa restauracao parcial e melhoria da resposta imunitaria
celular comprometida. A restauracédo estava claramente associada a diminuicdo da
carga viral sérica, indicando uma estreita correlacdo entre a carga viral e as
subpopulacgdes de linfécitos T, CD3*CD4* e CD8*.

Segundo JIANG et al., (2011) submeteram pacientes com hepatite B crénica
ao tratamento com monoterapia com adefovir dipivoxil e entecavir por 12-48 semanas,
para avaliar o potencial nivel terapéutico na resposta imunoldgica defeituosa nesses
pacientes. Foram submetidos 29 pacientes tratados com entecavir e 28 tratados com
adefovir, apdés o tratamento observaram aumento na expressao de células TCD3+
CD4+ e CD8+, inibicdo da carga viral, comparando que ambas as terapias
efetivamente levaram a eliminacédo viral, o que corrobora em parte com nossos
resultados. Precisamos levar em considercdo que os pacientes estudados estdo em

tratamento continuo, o que pode influenciar na restauracao destas células.

As células Treg desenvolvem propriedades imuno-moduladoras/
imunossupressoras em resposta a infeccéo crénica por HBV. Os dados avaliados séo
reforcados por estudos que mostram mudancas na populacdo de células T

reguladoras (Tregs) em pacientes cronicamente infectados pelo HBV mantendo a
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tolerancia imunoldgica contra antigenos préprios e estranhos, devido a sua
capacidade de produzir IL-10 e TGF-B (SHE et al., 2015).

As células Treg inibem o dano patolégico excessivo inibindo a ativacdo das
células T CD8 * especificas para o HBV , o que pode ajudar na infeccéo viral
persistente. Além de inibir células T CD4+/CD8+ in vivo , as células Treg também
inibem a ativacdo de células especificas, prevenindo uma resposta inflamatoria
excessiva. Mostramos aqui qgue o aumento da prevaléncia de CD4+ CD25+ Tregs no
sangue periférico esta associado com a replicacédo do HBV e gravidade da doenca em
pacientes HBV (PENG et al., 2007; YANG et al., 2012).

Em nossos dados verificamos um aumento significativos no percentual de
células T regulatérias, em pacientes com hepatiteDelta , tanto no grupo néo tratado e
em tratamento comparados ao controle.Segundo dados da literatura as células Tregs
acredita-se que o aumento de T regulatdrias sejam responsaveis pela cronicidade da
infeccdo pelo virus da hepatite B, provavelmente pela inibicdo das respostas de
células T especificas para o HBV. Porém descreveram que a funcéo das T reguladoras
também pode ser benéfica, limitando danos hepéticos imunomediados em pacientes
cronicamente infectados (KONDO & SHIMOSEGAWA., 2015).

Segundo JIANG et al., (2011) submeteram pacientes com hepatite B crénica
ao tratamento com monoterapia com adefovir dipivoxil e entecavir por 12-48 semanas,
apos o tratamento foi observada uma diminuicdo no numero de células T regulatorias
em ambos 0s grupos, sugerindo que o efeito antiviral das drogas pode ser atribuido
ndo apenas ao seu efeito direto na supressdo do virus, mas também as suas

capacidades imunorreguladoras.

A resposta imune humoral é baseada em anticorpos protetores anti-
envelope. Por um lado, os anticorpos sdo complexos com particulas livres,
removendo-os da circulacdo e, por outro lado, impedem a ligacdo do HBV aos
hepatdcitos, desempenhando assim um papel critico na depuracéo viral. Fatores virais
e do hospedeiro podem retardar ou inibir a neutralizagdo mediada por anticorpos do
HBV (JEULIN et al.,2013).
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Segundo Xu et al., (2015) a frequéncia de células B apresentaram-se
diminuidas em pacientes com infeccao cronica ocasionada pelo HBV, relacionando a
uma exastdo no papel dessas células nesta fase. Por outro lado FARCI et al., (2010)
evidenciou um resultado inverso, com um aumento de anticorpo contra o antigeno do
virus, na insuficiéncia hepatica aguda. Wang et al., (2014) observaram aumento de
células B, Treg, e producao de IL-10,em pacientes com hepatite B crdnica e hepatite
C crbnica, associaram esse aumento a fraca erradicacéo do virus e a lesdo hepatica
nesses pacientes. Além disso, os niveis séricos de IL-10 estdo associados as crises
hepaticas.

A infeccdo pelo virus HBV induz o acometimento da progressdo para o
carcinoma hepatocelular, em todo o mundo. As lesdes afetadas pela infeccdo séo
predominantemente imunomediadas pelas citocinas, que desempenham um papel
significativo na modulac&o de quase todas as fases da resposta imune do hospedeiro
(SAXENA & KAUR, 2015).

As citocinas sdo moléculas protéicas, produzidas principalmente por células
imunes/ndo-imunes. S&o potentes moléculas imuno-modulatérias e os principais
protetores contra a infeccao viral, analisando o padr&o de resposta do hospedeiro ou

inibindo a replicacao viral (CHEN et al., 2005).

No presente estudo observamos um aumento da concentracéo de IL-2 e TNF-
a no grupo de pacientes com hepatite Delta. Contudo, ndo foi possivel observamos
diferencas significativas nas concentragao de IL-4 e IFN-y nos grupos analisados,
podendo esta associado ao mecanismo de desregulacdo dos efeitos antivirais desta

citocina, induzido por mecanismo de escape viral na infeccéo.

Na infec¢do crbnica o papel de polarizagdo celular e imunomodulacdo sao
atribuidos a IL-2, e IFN-y, segundo dados obtidos Dados obtidos por Nicolete et al.,
(2016),a0 relataram que pacientes tratados com inteferon preguilado por 24 semanas,
e evidenciaram o aumento da concentracéo da citocina IL-2, sugerindo que o aumento
de IL-2 estd associado a uma resposta eficiente, com uma inducdo de polarizacéo
celular em paciente que completaram o tratamento, visto que IL-2 estimula o
crescimento e a proliferacdo de linfocitos T, dados esses que corroboram com 0s

encontrados neste estudo. Contudo, a grande maioria dos pacientes aqui avaliados,
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utiliza a terapia com entecavir e isso pode contribuir para a divergéncia dos nossos

resultados.

Na hepatite B crénica a IL-6, e TNF- a sdo contribuintes ativos com respostas
inflamatérias no processo de cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular (HE &
KARIN., 2011). O aumento IL-6 na hepatite B crénica induz a regulacéo da expressao
de gene através de fatores transcricdo como NF-kB, conduzindo ativa¢éo do processo
inflamataorio, e inibindo a replicagdo do HBV nos hepatécitos (HOSEL et al., 2009). Por
outro lado, ZHANG et al., (2011) verificaram o aumento de IL-6 na infeccdo crbnica,
relacionando esse aumento a lesdo hepética. Nossos resultados demostram um
aumento da IL-6 durante o tratamento dos pacientes com hepatite Delta, quando
comparado aos demais grupos. Isto pode indicar que o tratamento continuo para essa
patologia ndo descarta a inflamacdo persistente ainda que a infeccdo esteja

controlada ou eliminada.

Ainda, na hepatite crénica tem se observado aumento de TNF-q, induzindo
inibicdo de particulas virais do HBV (GUIDOTTI et al., 1994; PURO et al., 2007).
Segundo JIANG et al., (2011) evidenciaram o aumento de TNF-a por 48 semanas em
pacientes crénicos tratados com adefovir e entecavir monoterapias, associando ao
aumento da lesdo hepatica, esses resultados corroboram com a expressao

aumentada de TNF- a, encontrado no presente estudo.

Ao analisamos a concentracdes de IL-17 mostrou-se diminuida entre os grupos
em tratamento e ndo tratados, comparados ao controle. Dados publicados na literatura
evidenciaram que as concentragdes IL-17 aumentada na hepatite B crbnica e na
inducédo da progressao da fibrose hepatica. Isso sugere que a IL-17 pode nao apenas
induzir a inflamacdo, mas também pode contribuir para a progressédo da doenca e

cronicidade em pacientes com infeccéo cronica (DU et al., 2013).

Segundo dados obtidos por Hao et al., (2013); ZENG et al., (2012), verificaram
uma diminui¢do acentuada de citocina IL-17, ap6s tratamento com telbivudina por 48-
52 semanas, sugerindo que essa citocina induz respostas excessivas e inespecificas
envolvidas na patogénese da inflamacao hepética crénica e do dano hepatocelular
associados ao HBV. A resposta Th17, especialmente, pode exacerbar 0os processos

inflamatérios que levam a insuficiéncia hepatica, porém sugeriram que o tratamento
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pode diminuir o dano hepdtico na infec¢do. Segundo Zang et al., (2010), verificou que
pacientes com infeccdo crénica apresentavam uma diminuicdo de IL-17 apds 12
meses de tratamento com entecavir, dados similares aos encontrados no presente
estudo. Ainda no presente estudo, observamos uma diminuicdo na expresséao de IL-
10 no grupo néo tratado, e um aumento no grupo em tratamento. Na hepatite B
cronica a expressao de IL-10 esta associada imunotolerancia/imunomodulacao
suprimindo a resposta especifica de células T, ou induzindo uma imonumodulacao da
lesédo induzida (SHEN et al 2015; KONDO et al., 2015). YANG et al., (2012) avaliou
aumento de IL-10 em pacientes com insuficiénica hepética induzida pelo HBV,

relacionando a gravidade da lesdo hepatica.

Segundo Zeng et al., (2012) submeteram pacientes com infec¢do cronica ao
tratamento por 52 semanas com telbivudina estruturalmente relacionada a lamivudina,
observaram uma diminuicdo na expressdo de IL-10, sugerindo n&do haver

complicagBes de lesdo hepaticas envolvidas.

As quimiocinas sao proteinas secretadas que funcionam principalmente na
ativagdo e migracao de leucocitos. A IL-8 é predominantemente um fator ativador e
guimiotatico para leucdcitos neutrofilos polimorfonucleares circulantes. Os neutrofilos
polimorfonucleares (PMNs) sdo os leucocitos mais abundantes no organismo e
desempenham um papel fundamental na defesa do hospedeiro por fagocitar
microorganismos invasores (MOLLINEDO et al., 1999).

Nossos resultados demostram que pacientes cronico com hepatite Delta e em
tratamento apresentam um aumento de CCL-2, CXCL-8, CXCL-9 e CXCL-10. Sheron
& Williams., (1992), observaram expressdo aumentada desta quimiocina em pacientes
com hepatite B crbénica, a producdo dela estar associada ao papel indutor da
inflamacédo na progressao da infeccdo. Segundo Maher et al., (1997) verificaram a
migracdo de PMNs para o figado de camundongos infectados por virus estando
associada a exacerbacéo da doenca hepatica. O tratamento com IFN-a em pacientes
com hepatite B crbnica, esta associado a um aumento de IL-8, e inibicdo do HBV em
células de hepatdcito humano (HAGA et al.,2017).

Segundo Zhou et al., (2010) relataram que IP-10, exerce efeito quimioatrativo

de células inflamatéria e dano celular durante a infeccdo pelo virus, neste estudo
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observaram o aumento de IP-10 em pacientes cronicos, mostrou que a protéina HBx
estimula a ativacdo da expressdo de IP-10, e consequentemente ativa fator de
transcricdo NF-Kb e aumenta a migracéo de leucécitos na infeccdo. Segundo Zhao et
al., (2017) o aumento na expresséo de IP-10 promoveu diretamente a apoptose de
hepatécitos. Com base nesses achados, o aumento de IP-10 podem predizer a
gravidade da doenca e a diminuicdo dos niveis de HBsAg ap0s a terapia com

entecavir.

Estudo descrito na literatura segundo Shin et al., (2002) observaram padréao de
expressdo aumentadas de quimiocinas quimioatraente de monécitos MCP-1, e IL-8, e
uma fraca expressao de Rantes e IP-10 em células de hepatoma associou como fortes

indutores na progressao da lesao hepatica.

Segundo Tan et al., (2010) observaram o aumento de CXCL-9 e CXCL-10, por
sua vez medeiam mecanismos patogénicos distintos de lesdo hepatica em pacientes

HBYV agudos e cronicos.

A infeccdo pelo virus da hepatite Delta induz uma intera¢cdo com sistema imune
inato e adaptativo, desenvolvendo uma inducéo de lesdo hepatica grave devido a
permanéncia dos virus por anos. O tratamento baseado na eliminacdo do HBV néo
garante eliminagdo completa necessitando que o tratamento seja por tempo infinito.
O que também nao elimina a possibilidade do desenvolvimento da forma mais grave
da doenca o que abre prerrogativas para avaliacdo da resposta imune destes

pacientes.
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8. CONCLUSAO

A infeccdo pelos virus HBV/HDV apresenta vérias fases de padrbes de

replicacdo, o que possibilita padrdes mais grave da doenca. O processo crénico €

resultado de uma resposta imune deficiente ou exacerbada, impossibilitando elucidar

a infeccdo, podendo progredir para cirrose e carcinoma hepatocelular, causado pela

replicacdo de ambos os virus. Portanto, restaurar a imunidade funcional é uma

abordagem imunoterapéutica promissora no tratamento da infec¢ao crénica. Porém,

0 papel de cada componente na resposta imune aos virus ainda permanece pouco

compreendido. Frente aos resultados do presente estudo, podemos concluir que:

A expressdo de TLR-2 e TLR-9 em mondcitos apresentam-se aumentados
enguanto a expressao de TLR-4 apresentam-se diminuidos em pacientes com
hepatite Delta;

Os mondcitos inflamatérios encontram-se aumentados em pacientes com
hepatite Delta;

As células NKT apresentaram-se diminuidas em pacientes com hepatite Delta
porém, com niveis maiores do que os pacientes nao tratados;

O aumento no percentual de mDC, linfocitos TCD4+, CD8+ e Treg sugerem
perfil de resposta eficiente nos pacientes com hepatite Delta estando em
tratamento ou n&o;

Os linfécitos B1 apresentaram aumento gradativo, indicando modulacdo da
resposta imune e memoria celular;

O perfil de citocinas inflamatérias TNF-a, IL-6 com presenca de IL-10 regulando
0 processo inflamatorio persistente. A IL-6 pode estar agindo também como
citocina reguladora pois sua a¢éo pode estar relacionada com a diminuicéo de
IL-17 em pacientes em tratamento;

O perfil de quimiocinas CCL-2 (MCP-1), CXCL-8 (IL-8), CXCL-9 (MIG), CXCL-
10 (IP-10) apresenta-se aumentado durante o tratamento, indicando maior
migracdo de leucdcitos para o tecido e contribuindo para uma resposta

fagocitica inflamatoria e eliminagéo viral.
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pesquisa sobre Biotecnologia & Salde intitulado: "Desenvelvimento de tecnologias aplicadas ao diagnostico
e terapia de doengas infecciosas tropicais”, que sera desenvolvido pelos grupos de Pesguisa "Virclogia® da
Universidade Federal do Pard — UFPA, em parceria com os grupes “Imunclogia Bésica e Aplicada” da
Universidade Federal do Amazonas e “Manotecnologia® da Universidade Federal de Ubedéndia- UFU. Ainda
apoiado das Univesidade da California (UCDAVIS) e da Universidade de Miami(UM). Aprovado pelo Edital
Pré-Amazdnia n. 047/2012.

Objetivo da Pesquisa:

Determinar a reatividade em soro de individues HCW'+ para peptideos miméticos ao HCV identificados pela
técnica phage display & caracterizar o perfil de resposta imune celular no desenvolimento de fibrose
hepética em cultura de células.
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Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Risco de contaminagio dos colaboradores da pesguisa com sangue contaminado com o virus da Hepatite
C.

Beneficios:

Conseguir desenvolver peptidecs gue possam ser utilizados posteriormente em biossensores

capazes de detectar proteinas presente em soro de pacientes que possam predizer e servir de
biomarcadores para diagnéstico de fibrose.

Comentarios @ Consideragies sobre a Pesquisa:

Emenda apresentada ao projeto justificada pela necessidade de conhecer o perfil celular dos pacientes afim
de entender seu papel no desenvolimanto da fibrose hepética,

Consideracdes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:

Temos obrigatérios apresentados,

Conclusies ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem pendéncias.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagdo
Informaces Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS 760220 OS/0BZ016 Acsito
do Projeto E1. pof 10:46:04
Projeto Detalhado /' [Projeto_Doutorado_Andrea_guarda_chu| O5/08/2016 [ANDREA Aceito
Brochura va. pdf 10:35:15 |MONTEIRO
Investigador TARRAGO
Recurso Anexado carta_emenda_adendo pdf 05/08/2016 |ANDREA Aceito
pelo Pesguisador 10:24:31 MONTEIRD
Folha de Rosto folhadeosto, pdf 09/0%2015 [ANDREA Aceito

165:32:42 [MONTEIRO
TCLE / Termos de | TCLE. pdf 002015 |[ANDREA Acsito
Assentimento / 15:30:02 |MONTEIRO
Justificativa de TARRAGO
Ausgncia
Declaragio de anuencias pdf 002015 [ANDREA Aceito
Pesguisadones 15:21:14 [MONTEIRO
Declaracio de anuencias.docx 002015 [ANDREA Aceito
Pesguisadores 14:45:19 MONTEIRO
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