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RESUMO 

 
Introdução: As hepatites B e Delta são doenças causadas por vírus 
hepatotrópicos, com alta incidência na região da bacia Amazônica, onde é típico 
encontrar o genótipo tido como o mais agressivo da hepatite Delta e, segundo a 
Organização Mundial de Saúde, é a forma mais grave de hepatite viral crônica 
por ter progressão mais rápida para estágios avançados de comprometimento 
hepático e morte. A análise de polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs), que 
podem afetar as funções de reconhecimento dos receptores Toll-like da 
imunidade inata, e de citocinas poderiam explicar os processos de cronificação 
durante a infecção causada pelos vírus das hepatites B e Delta na região 
amazônica. Objetivo: Descrever a frequência dos polimorfismos nos genes dos 
receptores TLR4 (rs4986790 e rs4986791) e TLR9 (rs5743836 e rs187084), 
avaliar a influência destes polimorfismos no desenvolvimento da fibrose hepática 
associada à infecção pelos vírus das hepatites B e Delta, relacionando com o 
grau de fibrose hepática, alterações laboratoriais e clínicas, expressão de TLR4 
e TLR9 em monócitos, bem como com os níveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10, TNF e IFN-γ. Material e métodos: A população de estudo foi composta por 
77 pacientes diagnosticados com os vírus HBV/HDV atendidos na Fundação de 
Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado e 137 doadores de sangue que 
se apresentaram na Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do 
Amazonas, ambos na cidade de Manaus/AM. O estadiamento da fibrose foi 
realizado através da aplicação do índice FIB-4 e classificação METAVIR; os 
níveis séricos das citocinas foram analisados pela técnica de Citometria de Fluxo 
CBA; a caracterização dos polimorfismos foi obtida por PCR-RFLP; e a 
expressão de TLR4 e TLR9 em monócitos por citometria de fluxo. Resultados: 

Nos pacientes HDV+ de fibrose >F2, ocorre aumento significativo dos níveis 
séricos das citocinas de perfil Th1: IL-6 quando comparados aos de fibrose ≤F2 
(em vivos, p= 0,0142; e em óbito confirmado p= 0,0317); e TNF na presença do 
genótipo C/T em relação ao genótipo C/C de TLR9 -1486 C/T (p= 0,0067). Nos 

pacientes HDV+ de fibrose ≤F2, as citocinas que obtiveram níveis séricos 
significativamente elevados foram: IL-6 (Th1), em portadores do genótipo A/A 
em relação aos de genótipo A/G de TLR4 A299G (p= 0,0242); e IL-10 
(regulatória), nos indivíduos de genótipos T/T e T/C em relação aos de genótipo 
C/C de TLR9 -1237 T/C (p= 0,0098 e p= 0,0335, respectivamente). Conclusão: 
Estes resultados nos infere que possivelmente esteja ocorrendo um 
balanceamento de resposta imunológica entre o perfil Th1 (IL-6) e o perfil 

regulatório (IL-10) nos pacientes HDV+ de fibrose ≤F2 para que não haja a 
progressão para a fibrose avançada. 

  

Palavras-chaves: HDV; HBV; polimorfismo; Toll-like; fibrose. 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

 

Introduction: Hepatitis B and Delta are diseases caused by hepatotropic 
viruses, with a high incidence in the Amazon basin region, where it is typical to 
find the genotype considered the most aggressive of Delta hepatitis and, 
according to the World Health Organization, it is the most serious form of chronic 
viral hepatitis for having faster progression to advanced stages of hepatic 
impairment and death. The analysis of single nucleotide polymorphisms (SNPs), 
which can affect the recognition functions of Toll-like receptors of innate 
immunity, and cytokines could explain the chronification processes during the 
infection caused by the hepatitis B and Delta viruses in the Amazon region. 
Objective: Describe the frequency of polymorphisms in the TLR4 (rs4986790 
and rs4986791) and TLR9 (rs5743836 and rs187084) receptor genes, assess the 
influence of these polymorphisms on the development of liver fibrosis associated 
with infection by the Hepatitis B and Delta viruses, relating to the degree liver 
fibrosis, laboratory and clinical changes, expression of TLR4 and TLR9 in 
monocytes, as well as with the levels of cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF and 
IFN-γ. Material and methods: The study population consisted of 77 patients 
diagnosed with HBV/HDV viruses treated at the Fundação de Medicina Tropical 
Doutor Heitor Vieira Dourado and 137 blood donors who attended the Fundação 
Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, both in the city of 
Manaus/AM. Fibrosis staging was performed using the FIB-4 index and 
METAVIR classification; serum levels of cytokines were analyzed using the CBA 
Flow Cytometry technique; the characterization of the polymorphisms was 
obtained by PCR-RFLP; and the expression of TLR4 and TLR9 in monocytes by 

flow cytometry. Results: In HDV+ patients with >F2 fibrosis, there is a significant 
increase in serum levels of Th1 profile cytokines: IL-6 when compared to those of 
fibrosis ≤F2 (in live, p = 0,0142; and in confirmed death, p = 0,0317); and TNF in 
the presence of the C/T genotype in relation to the C/C genotype of TLR9 -1486 

C/T (p = 0,0067). In HDV+ patients with ≤F2 fibrosis, cytokines that reached 
significantly elevated serum levels were: IL-6 (Th1), in carriers of the A/A 
genotype compared to those of the A/G genotype of TLR4 A299G (p = 0,0242); 
and IL-10 (regulatory), in individuals of T/T and T/C genotypes in relation to those 
of C/C genotype of TLR9 -1237 T/C genotype (p = 0,0098 and p = 0,0335, 
respectively). Conclusion: These results infer that there is possibly a balancing 
of the immune response between the Th1 profile (IL-6) and the regulatory profile 

(IL-10) in HDV+ fibrosis patients ≤F2 so that there is no progression to advanced 
fibrosis.  

 

Keywords: HDV; HBV; polymorphism; Toll-like; fibrosis. 
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INTRODUÇÃO 

 

A infecção pelo vírus da hepatite B (HBV) é um grave problema de saúde 

pública, apresentando distribuição e número de casos elevados em países com 

baixo desenvolvimento socioeconômico (WHO, 2017). Cerca de 257 milhões de 

pessoas são infectadas cronicamente pelo HBV em todo o mundo (WHO, 2017; 

WHO, 2019) e 5% destas também apresentam o vírus da hepatite Delta (HDV). 

Contudo, esse número pode ser ainda maior, visto que pacientes infectados com 

HBV não são testados para o vírus da hepatite Delta em vários países (WHO, 

2017). 

Os indivíduos coinfectados pelas hepatites B e Delta, podem apresentar 

quadro leve ou serem assintomáticos na fase aguda, surgindo outras 

manifestações clínicas em sua forma crônica, com progressão para fibrose, 

cirrose e carcinoma hepatocelular, porém, a hepatite Delta quando adquirida por 

superinfecção está associada aos casos mais graves, inclusive na fase aguda 

(BRASIL, 2009).  

O sistema imune inato é a primeira linha de defesa do hospedeiro frente a 

infecções causadas por patógenos. Os receptores Toll-like (TLRs) fazem parte 

de um grupo de proteínas responsáveis pelo reconhecimento de patógenos, 

essenciais para o funcionamento adequado do sistema imune inato (LIN et al., 

2012). 

A interação entre o sistema imune do hospedeiro e os vírus poderia estar 

associada às progressões para a cronificação da doença, visto que 

polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) em TLRs do hospedeiro poderiam 

promover a perda ou o ganho de função, favorável para a cura ou formas mais 

graves da doença (DHIMAN, et al., 2008; LIAN et al., 2009; XU et al., 2009). 

Os estudos com polimorfismos ainda são escassos em relação à hepatite 

Delta e seu mecanismo de interação com o sistema imune do hospedeiro ainda 

não é bem definido, talvez por ser responsável por menores números de casos 

em relação a outros tipos de hepatites virais (0,7% das hepatites virais, segundo 

publicação em 2019 do Sistema de Informação de Agravos de Notificações). 

Contudo, a hepatite Delta é considerada a mais agressiva das hepatites 

virais e requer atenção dos órgãos de saúde pública, pois pode progredir para 
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estágios mais avançados como grau avançado de fibrose e até mesmo 

carcinoma hepatocelular de forma mais acelerada. Também é importante 

salientar que o genótipo 3 da hepatite Delta, típico da Bacia Amazônica, está 

relacionado aos casos mais graves. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 
 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Epidemiologia 

Estima-se que em todo o mundo, 257 milhões de pessoas 

(aproximadamente 3,5% da população) encontram-se como portadores crônicos 

da infecção pelo HBV (WHO, 2017; WHO, 2019). Dentre os portadores crônicos 

do HBV, cerca de 15 milhões de pessoas encontram-se infectadas pelo vírus da 

hepatite Delta (HDV) (GIERSCH & DANDRI, 2015). 

Em regiões endêmicas de infecção pelo vírus da hepatite B, a infecção pelo 

vírus da hepatite Delta representa um agravante, pois para se tornar infectante o 

HDV necessita do HBV (RIZZETTO et al., 1980; WEDEMEYER & MANNS, 

2010). 

A hepatite Delta é caracterizada como a mais agressiva das hepatites 

virais, podendo ter progressão acelerada para fibrose, cirrose, descompensação 

hepática, carcinoma hepatocelular (HCC) e morte (WEDEMEYER & MANNS, 

2010; GIERSCH & DANDRI, 2015; ALFAIATE et al., 2016). 

Segundo Verme et al., 1991, o portador crônico de HBV que for infectado 

pelo HDV pode apresentar chances três vezes maiores de desenvolver 

carcinoma hepatocelular do que um mono-infectado. O estado de portador 

crônico do HBV constitui-se o principal fator epidemiológico para a propagação 

do HDV. Nos países em desenvolvimento são observadas áreas de alta 

endemicidade, como na África Central, Romênia, Mongólia, Paquistão, Irã, 

região montanhosa da Venezuela e Colômbia, bem como na Bacia Amazônica 

da América do Sul, com elevadas taxas de infecção, morbidades e mortalidades 

(RIZZETTO & CIANCIO, 2012; SANTOS et al., 2015,). 

No Brasil, dados publicados pelo Sistema de Informação de Agravos de 

Notificações (SINAN), relataram que entre os anos de 1999 a 2018 foram 

233.027 casos confirmados de hepatite B e 3.984 casos confirmados de hepatite 

Delta (correspondendo a 36,8% e 0,7% das hepatites virais, respectivamente) 

(BRASIL, 2019).  

A maior incidência da hepatite Delta no território brasileiro ocorre na região 

Norte (74,9%), seguida das regiões Sudeste (10,3%), Sul (5,9%), Nordeste 

(5,5%) e Centro-Oeste (3,4%). Há uma prevalência de jovens entre 20 e 39 anos 
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(51,2%), autodeclarados pardos (56,4%), do gênero masculino (57,7%) e com a 

forma crônica da doença. O número de óbitos relacionados à hepatite Delta no 

Brasil entre os anos de 2000 e 2017 foi de 781 (BRASIL, 2019). 

Na bacia amazônica brasileira a infecção ficou conhecida como "Febre 

Negra de Lábrea" onde a hepatite Delta estava relacionada a casos graves de 

hepatites e evolução acelerada de danos hepáticos (FONSECA, 2004; BRAGA 

et al., 2012). 

De acordo com Crispim e colaboradores (2014, p. 2, apud Bensabath & 

Dias, 1983, p. 182), as regiões consideradas mais endêmicas para a infecção 

dos vírus das hepatites B e Delta na Amazônia brasileira são as de localizações 

mais remotas, dispersas na selva, como as bacias hidrográficas do Solimões, 

Juruá e Purus no Estado do Amazonas. 

Em uma pesquisa recente de anticorpos anti-Delta em portadores de 

hepatite B crônica no Brasil, mais de 60% dos casos positivos pertenciam a dois 

estados da região norte: Acre e Amazonas (LAGO et al., 2018). 

 

2.2 Genótipos do vírus da hepatite Delta 

Atualmente existem oito genótipos do HDV descritos (HUGHES et al., 

2011). O genótipo 1 é encontrado em todo o mundo, principalmente na Europa, 

América do Norte, norte da África e Oriente Médio. O genótipo 2 ocorre no 

Extremo Oriente em países como Japão, Taiwan e Rússia. Em Taiwan e Japão 

também ocorre o genótipo 4 (WEDEMEYER & MANNS, 2010; HUGHES et al., 

2011).  

O genótipo 3 é observado na Bacia Amazônica e de acordo com PARANÁ 

e colaboradores, 2006, na Amazônia brasileira também se observa o genótipo 1, 

sendo o 3 relacionado aos casos mais graves. 

Já os genótipos 5-8 foram descobertos principalmente em pacientes de 

origem africana (HUGHES et al., 2011) (Figura 1).  
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Figura 1 - Prevalência mundial de HDV e distribuição geográfica de seus genótipos 
FONTE: HUGHES et al., 2011. 

 

2.3 Classificação, estrutura e ciclo de replicação do vírus Delta 

O vírus da hepatite Delta foi descrito em 1977 por Mario Rizzetto e 

colaboradores, ao observarem partículas antigênicas no núcleo de hepatócitos 

de pacientes crônicos infectados pelo vírus da hepatite B que progrediram para 

fases mais graves da doença hepática (RIZZETTO et al., 1977). 

O HDV é um vírus pertencente ao gênero Deltavírus e ainda não 

classificado taxonomicamente quanto à família; apresenta um RNA circular e de 

fita simples com polaridade negativa, 1.700 nucleotídeos, codifica cerca de 70 a 

200 moléculas de antígeno de superfície da hepatite delta (HDAg), possui 

estrutura secundária de conformação em bastão e constitui uma pequena 

partícula esférica, envelopada e medindo aproximadamente 36 nm de diâmetro 

(RIZZETTO, 1985; BONINO et al., 1986; WANG et al., 1986; ALVARADO-MORA 

et al., 2013) (Figura 2). 

O envelope do HDV é formado pelas três proteínas de envelope do HBV: a 

curta (HBsAg-S), a média (HBsAg-M) e a longa (HBsAg-L), necessitando das 

mesmas para completar seu ciclo de replicação. Desta forma, o HDV é 

considerado um vírus “defectivo” ou “satélite” do HBV. Seu genoma é o menor 

entre os vírus de RNA que infectam animais (RIZZETTO et al., 1980; HUANG & 

LO, 2014). 
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Figura 2 - Partícula viral do HBV como um vírus auxiliar para HDV 
FONTE: adaptado de <www.eigerbio.com/hepatitis-d/> Acesso em: 04 jan. 2018. 

 

O HDV consegue produzir apenas uma proteína, a HDAg, e sua síntese 

proteica o diferencia de viroides, os menores fitopatógenos descritos (LAI, 1995; 

CASEY, 2002; EIRAS et al., 2006). O genoma do HDV apresenta apenas uma 

região de leitura aberta (ORF) e durante o processo de replicação são 

produzidas duas isoformas de HDAg (uma menor, a HDAg-S, e outra maior, a 

HDAg-L). A primeira possui 195 aminoácidos, é utilizada na replicação, através 

do alongamento de RNA Polimerase II e acumulando RNA viral durante o ciclo. 

A segunda, é responsável pela interrupção da replicação do RNA genômico, 

mas não do RNA antigenômico, auxiliando desta forma na montagem viral. Além 

disso, possui 19 ou 20 aminoácidos adicionais na extremidade C terminal em 

relação à HDAg-S (CHAO et al. 1990; CHANG et al., 1991; POLSON et al., 

1996; MODAHL et al., 2000; YAMAGUCHI et al., 2001). 

A RNA adenosina desaminase 1 (ADAR 1) atua no RNA antigenômico, 

catalisando adenosina em inosina para converter um códon de parada de 

tradução âmbar (UAG) em um códon de triptofano (UGG). Esse processo ocorre 

para que haja a formação da proteína de cadeia longa do HDV (HDAg-L), não 

parando no códon UAG devido à conversão e acrescentando os 19 a 20 

aminoácidos em relação a de cadeia curta (HDAg-S) (POLSON et al., 1996; 

CASEY, 2012).  
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Após o processo de tradução, a HDAg sofre modificações que podem 

repercutir na replicação do HDV, são elas: metilação em R13, acetilação em K72 

e fosforilação em S177. Na sequência de HDAg-L envolvida na montagem do 

vírus (VAS), ocorre também uma prenilação do resíduo de cisteína (C211) pela 

farnesiltransferase (Figura 3) (LAI, 2005; LEMPP et al., 2016). 

 
 

Figura 3 - Genoma do HDV 
FONTE: adaptado de LEMPP et al., 2016. 

 

Ao entrar em contato com os hepatócitos, o HDV interage com o receptor 

celular proteoglicano de sulfato de heparano (HSPG), através do domínio pré-S1 

da HBsAg-L e do ciclo antigênico do domínio S (LEISTNER et al., 2008; 

LONGARELA et al., 2013). Para Lempp et al. (2016) na fase de montagem do 

HDV, a HDA-L se une ao motivo rico em triptofano das proteínas presentes no 

envelope, por meio da fração prenilada e da sequência de montagem do vírus 

(VAS) abundante em prolina. 

Em seguida, liga-se de forma irreversível ao polipeptídeo de co-

transportação de taurocolato de sódio (NTCP) através da região N-terminal do 

HBsAg-L, podendo ocorrer uma fusão com a membrana plasmática ou uma 

endocitose, para consequentemente liberação da ribonucleoproteína no citosol e 

posterior encaminhamento da mesma ao núcleo para iniciar-se a replicação do 

RNA (SUREAU & SALISSE, 2013; NI et al., 2014) (Figura 4). 
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Figura 4 - Representação esquemática do ciclo de replicação do HDV   
FONTE: adaptado de LEMPP et al., 2016. 

 

Verifica-se a replicação de RNA do HDV apenas no núcleo, através da 

RNA polimerase do hospedeiro, pois tal vírus não consegue sintetizar a sua 

própria RNA polimerase (GRECO-STEWART et al., 2007; CHANG et al., 2008). 

Além do RNA genômico circular do HDV, durante a replicação são produzidos 

outros dois tipos de RNAs virais: RNA antigenômico (complementar ao 

genômico) e o RNA mensageiro linear, com 800 nucleotídeos, para síntese 

proteica (WANG et al., 1986; KUO et al., 1988; LO et al., 1998). 

O RNA genômico do HDV é convertido em RNA antigenômico e depois em 

novos genomas virais através da amplificação do ciclo de rolamento (HUANG & 

LO, 2010). Quando há a conversão do RNA genômico em RNA antigenômico, 

começa a amplificação do círculo contínuo. As moléculas multiméricas 

resultantes são clivadas pelas ribozimas existentes no próprio RNA e ligadas ao 

antigênico viral circular. O HDV possui sequências bem conservadas de 

RNA (genômico e antigenômico) que fazem auto clivagem de moléculas 

multiméricas durante a transcrição, são as chamadas ribozimas. As ribozimas 
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encontradas no vírus da hepatite Delta são diferentes das encontradas nos 

viroides, quanto à função e à estrutura (KUO et al., 1988; WU et al., 1989; 

SERGANOV & PATEL, 2007). 

Há uma segunda amplificação do círculo contínuo, porém, com os 

antigenomas dando origem ao RNA genômico, que também possui suas 

moléculas multiméricas que serão clivadas e ligadas ao RNA genômico circular. 

Tais RNAs genômicos são usados como molde para transcrição do RNA 

mensageiro. Depois disso, o RNA mensageiro migra para o citoplasma para 

ocorrer a tradução da proteína sintetizada pelo HDV (GRECO-STEWART et al., 

2007; CHANG et al., 2008). 

A associação do RNA genômico com a proteína HDAg forma a chamada 

ribonucleoproteína (RNP), importante para a montagem viral e movimentação do 

RNA do HDV entre o núcleo e o citoplasma celular (TAVANEZ et al., 2002). 

Após a tradução, as HDAgs retornam ao núcleo para ajustar a replicação viral ou 

ligar-se ao genoma viral circular, formando as ribonucleoproteínas que, 

posteriormente, serão enviadas ao citosol, onde chegarão ao retículo 

endoplasmático e encontrarão as proteínas de superfície do HBV, ocorrendo a 

montagem da partícula viral infectante e posterior contaminação de novos 

hepatócitos (LEMPP et al., 2016). 

 

2.4 Transmissão e tratamento 

A transmissão do HBV e do HDV ocorre da mesma forma, por via sexual, 

no contato com fluidos corpóreos do indivíduo infectado, por transmissão 

vertical, parenteral e percutânea, caracterizando principalmente como grupos de 

riscos os indivíduos que utilizam hemoderivados, drogas injetáveis ilícitas (pelo 

compartilhamento de seringas e agulhas), realizam hemodiálises, colocam 

piercings, fazem tatuagens e dividem utensílios pessoais de higiene (como 

escovas dentárias, alicates de unha, lâminas depilatórias e de barbear)  

(ARAÚJO & SILVA, 2014; WHO, 2017; BRASIL, 2018). 

Com relação ao HDV, é observado ainda que a disseminação intrafamiliar 

parece ser comum nas regiões de alta prevalência do vírus (ROSENBLUM et al., 

1992; NIRO et al., 1999). 
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Ao contrário dos vírus das hepatites B e C, o HDV  não possui uma 

polimerase específica  que possa servir como alvo terapêutico e, apesar de 

necessitar da glicoproteína de envelope do HBV para tornar-se infectante, sua 

replicação é independente do mesmo, tornando os análogos de nucleosídeos 

que inibem fortemente a replicação do HBV limitados frente a replicação do 

HDV. Por isso e pela sua gravidade, o tratamento da hepatite Delta é o mais 

complexo entre as hepatites virais e visa a prevenção de danos hepáticos 

futuros (NIRO et al., 2005; YURDAYDIN, 2012; FARCI & ANNA, 2018). 

A principal forma de prevenção da hepatite Delta continua sendo através 

da imunização para a hepatite B (ALVARADO-MORA et al., 2013). Segundo o 

Protocolo Clínico e Diretrizes Terapêuticas (PCDT) 2017 do Ministério da Saúde 

(MS) para o tratamento da hepatite viral crônica B e coinfecções, a 

Alfapeguinterferona (uma citocina imunomoduladora e antiviral) e/ou um análogo 

de nucleosídeo/nucleotídeo (Entecavir ou Tenofovir) estão sendo utilizados para 

o tratamento das hepatites B e D (BRASIL, 2017a). 

Tenofovir e Entecavir são medicamentos orais recomendados pela OMS 

por causarem forte supressão do HBV, terem administração simples, poucos 

efeitos colaterais e raramente ocasionarem resistência medicamentosa (WHO, 

2018). 

O Tenofovir é a primeira opção no tratamento da hepatite B crônica, porém 

é contraindicado a pessoas com osteoporose e doença renal crônica (GARA et 

al., 2011; BUTI et al., 2015). Para esses casos, utiliza-se o Entecavir, que 

também é indicado para pacientes em tratamento de quimioterapia e 

imunossupressão (YE & SU, 2013). Todavia, não é aconselhado a pacientes já 

experimentados com Lamivudina e Telbivudina, pois estes medicamentos 

induzem mutações nos vírus presentes, o que diminui a eficácia do Entecavir 

(BRASIL, 2017a). 

O Plano de Enfrentamento das Hepatites Virais na Região Amazônica de 

2015, recomenda como tratamento terapêutico adequado para hepatite Delta o 

uso por 48 semanas de alfapeguinterferona 2a simultaneamente com um 

análogo de nucleosídeo/nucleotídeo, sendo repetido por mais 48 semanas se os 

índices de AST e ALT estiverem elevados (BRASIL, 2017a). 
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2.5 Patogênese e resposta imune 

A hepatite B é uma doença com manifestações variadas, podendo 

apresentar fase aguda assintomática ou quadro leve semelhante a um estado 

gripal, como também pode apresentar sintomas típicos de hipertermia, náuseas, 

colúria, dores musculares e hipocolia fecal (BRASIL, 2010).  

O HDV é altamente patogênico e adquirido por coinfecção (quando os dois 

vírus, HBV e HDV, infectam um indivíduo simultaneamente) ou por 

superinfecção (quando um indivíduo já infectado cronicamente pelo HBV se 

torna infectado pelo HDV). A superinfecção está relacionada aos casos mais 

graves, pois a pré-existência de HBsAg ativa a replicação acentuada do HDV, 

aumentando ainda mais o dano hepático (FONSECA, 2002; JEULIN et al., 

2013). 

Quando ocorre a superinfecção, o HDV promove uma diminuição ou 

desaparecimento do HBcAg no tecido hepático e uma diminuição dos níveis de 

HBsAg (RIZZETTO et al., 1980; ALVARADO-MORA et al., 2013).  

O fígado é composto por hepatócitos e células não parenquimatosas 

(NPCs) como células endoteliais (LESC), células de Kupffer (KCs) e células 

hepáticas estreladas (HSCs). As células imunes incluindo células dendríticas 

(DCs), células assassinas naturais (NK), células NKT, linfócitos, monócitos e 

neutrófilos circulam neste órgão para garantir a resposta imune contra 

patógenos (CRISPE, 2009) (Figura 5). 
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Figura 5 - TLRs, células do sistema imune e ativação de respostas antivirais na infecção pelo 
HBV 
FONTE: adaptado de MA et al., 2014. 
 

Células do sistema imune inato apresentam uma gama de receptores 

conhecidos como receptores de reconhecimento de padrão (PRRs), tais como 

receptores do tipo Toll-like (como por exemplo, TLR3 reconhecendo dsRNA, 

TLR7 e TLR8 ssRNA, e TLR9 DNA de fita simples ou dupla e CpG não 

metilado), receptores tipo RIG-I (RLRs) e receptores semelhantes a NOD, 

reconhecendo estruturas específicas apresentadas nos patógenos invasores, 

denominados padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) 

(TAKEUCHI & AKIRA, 2010; ABBAS et al., 2015). 

Os TLRs de superfície celular (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6) 

geralmente reconhecem proteínas expressas na superfície de agentes 

patogênicos, enquanto os TLRs intracelulares (TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9), 

localizam-se na membrana endossomal e detectam material genético de 

patógenos (KOBE & DEISENHOFER, 1995; CHOE et al., 2005). Estes 

estimulam proteínas adaptadoras; várias proteínas quinases, incluindo ERK, 

JNK, p38 MAPK e PI3K; fatores de transcrição IRF3 / 5 / 7; e fator nuclear kappa 

B (NF-kB) e AP-1, objetivando disparar uma sinalização intracelular para ativar 

uma cascata de produção de citocinas, quimiocinas e interferons (IFNs), que por 
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sua vez, induzem genes de resposta antivirais visando a erradicação do 

patógeno (SEKI et al., 2008; ZHANG & LU, 2014) (Figura 6). 

 

 

Figura 6 - Sinalização via receptores TLRs 
FONTE: adaptado de ZHANG & LU, 2014. 
 

A ativação destes receptores no fígado, induz citocinas pró-inflamatórias 

como IL- 6, IL - 1β, IL - 12, IL - 18 e TNF-α, bem como IFN tipo I, através das 

vias MyD88 e TRIF dependentes e obtendo papel significativo na inibição da 

replicação do HBV. Essa ativação também modula respostas imunes específicas 

(ISOGAWA et al., 2005; WU et al., 2007; MA et al., 2014). 

O IFN-α é capaz de promover um estado antiviral nas células vizinhas 

sendo a primeira linha de defesa para eliminação viral (ABBAS & AFZAL, 2013). 

No entanto, o HBV/HDV é capaz de promover a inibição da sinalização do IFN-α, 

do fator nuclear kappa B (NF-κB) e de citocinas como o fator de necrose tumoral 

alfa (TNF-α) (PUGNALE et al., 2009). 

O fígado é frequentemente exposto a toxinas alimentares e bacterianas por 

estar localizado entre a circulação sistêmica  e o intestino (TAIMR et al., 2003). A 

translocação da microbiota é um problema crescente na hepatite crônica, pois o 
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fígado já vem sendo lesionado pelo sistema imunológico na busca de eliminar o 

vírus e, quando aparecem bactérias vindas do intestino, esse quadro inflamatório 

crônico se eleva ainda mais, pois várias células do fígado, inclusive as células 

estreladas, possuem receptores TLR4, que reconhecem lipopolissacarídeo 

(LPS), padrões moleculares associados a patógenos de bactérias, ativando 

consequentemente, muitos sinais inflamatórios em vários tipos de células e 

induzindo quimiocinas e moléculas de adesão, gerando exacerbação 

inflamatória hepática (SEKI et al., 2007; ZHU et al., 2012). 

A translocação bacteriana ocorre pelo aumento bacteriano no intestino, 

bem como pela alteração da permeabilidade intestinal, permitindo a migração de 

microrganismos do lúmen intestinal para a circulação portal. Pode ocorrer 

também a endotoxemia, endotoxinas na circulação sistêmica, causada por 

distúrbios reticuloendoteliais e desvio portossistêmico (KURATSUNE et al., 

1983; GARCIA-TSAO & WIEST, 2004; KALAMBOKIS & TSIANOS, 2011). 

A presença de endotoxinas pode intensificar a secreção de citocinas pró-

inflamatórias como TNF-α e IL-6 e a translocação bacteriana pode exacerbar o 

consumo de plaquetas, ocasionando trombocitopenia, redução do número de 

plaquetas no sangue (LUMSDEN et al., 1988; DEVIERE et al., 1990). 

A sinalização de TLR4 também pode contribuir para que ocorra hipertensão 

portal e angiogênese na fibrose hepática (JAGAVELU et al., 2010; ZHU et al., 

2012).  

A trombocitopenia em pacientes com quadro evolutivo para cirrose, deve-

se à reunião de plaquetas no baço aumentado (esplenomegalia) por sequestro, 

sendo inversamente proporcional a relação entre a contagem de plaquetas e o 

tamanho do baço (ASTER, 1966;  KAWASAKI et al., 1999). 

A esplenomegalia congestiva é resultante da hipertensão portal, com 

desvio do fluxo sanguíneo e plaquetário circulantes para o baço (MORRIS et al., 

1962). 

Contrastando com o TLR4, o TLR2, por meio de células residentes no 

fígado e agindo em macrófagos do intestino, controla a síntese proteica de 

junção intestinal estreita, combatendo assim, a translocação bacteriana e a 

ativação das células estreladas (HARTMANN et al., 2012). 

Em um estudo realizado, Muzio et al. (2000) observaram um aumento da 

expressão de TLR4 em monócitos e em leucócitos polimorfonucleares quando 
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expostos a produtos bacterianos, como Lipopolissacarídeo (LPS) e 

Lipoarabinomanana (LAM), ou às citocinas pró-inflamatórias IL-1β, TNF-α e IFN-

γ. Porém, quando desafiadas com IL-10, a expressão de TLR4 foi inibida. O que 

torna a IL-10 estudada como terapia antifibrótica hepática (XU et al., 2012). 

Como o TLR9 é um receptor que reconhece CpG-DNA não metilado e DNA 

de fita simples ou dupla, é encontrado em endossomas de células estreladas e 

em macrófagos residentes do fígado, em um indivíduo portador de hepatite 

crônica, com comprometimento hepático e destruição celular, pode ocorrer a 

ativação do TLR9 por reconhecimento de DNA advindo de células destruídas, o 

que aumentará a gravidade da fibrose (WATANABE et al., 2007; ABBAS et al., 

2015). 

Durante a entrada viral nos hepatócitos, seu antígeno é processado no 

retículo endoplasmático e é apresentado na superfície celular através do 

antígeno leucocitário humano de classe I (HLA-I) das células apresentadoras de 

antígenos (APCs - como macrófagos, linfócitos B e células dendríticas) aos 

linfócitos T citotóxicos CD8+ que reconhecem o antígeno e eliminam as células 

infectadas por dois mecanismos: liberação de granzimas e interação entre o 

receptor FAS e FAS ligante, causando a morte de hepatócitos infectados através 

de mecanismos citolíticos e não citolíticos (WANG et al., 2015). 

Quanto aos antígenos exógenos e as partículas virais não infecciosas, os 

mesmos são endocitados pelas APCs e apresentados na sua superfície em 

associação ao HLA de classe II. Por sua vez, as células T auxiliares CD4+ 

reconhecem antígenos apresentados e assim promovem a ativação e 

proliferação de células T auxiliares específicas para a eliminação da infecção 

viral (YOU et al., 2014). (Figura 7). 
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Figura 7 - Representação da resposta imunológica à infecção pelo HBV  
FONTE: adaptado de YOU et al., 2014. 

 

Esse ambiente inflamatório, incluindo a apoptose de hepatócitos, estimula 

a ativação e diferenciação de células estreladas hepáticas (HSCs) em 

miofibroblastos fibrogênicos, bem como a produção de citocinas por parte destas 

células para manutenção do seu perfil de diferenciação. Se a lesão hepática se 

perpetuar, ocorre grande produção de proteínas da matriz extra celular e inibição 

de sua degradação por inibidores de tecidos de metaloproteinases (TIMPs), 

originando a fibrose tecidual. Se a causa da lesão hepática desaparecer a 

fibrose pode ser resolvida, através da apoptose de HSCs ativadas, regeneração 

de hepatócitos e degradação do colágeno pelas metaloproteinases (BATALLER 

& BRENNER, 2005). 

Diante da perpetuação da infecção pelo HDV, o proteoma celular é alterado 

e o sistema imunológico passa a ter respostas exacerbadas de fatores pró-

inflamatórios, de crescimento e antiapoptóticos; causando graves danos no 

fígado juntamente com maior sobrevivência celular,  o que pode favorecer ao 

surgimento precoce do carcinoma hepatocelular (ABBAS & AFZAL, 2013). 
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2.6 Polimorfismos de nucleotídeo único 

Polimorfismos são variações na sequência de DNA, em regiões específicas 

do cromossomo, que ocorrem em mais de 1% da população em geral 

(BALASUBRAMANIAN et al., 2004). 

A grande maioria dos polimorfismos estão entre genes ou dentro de íntrons 

e não interferem na função gênica. Outros podem estar em regiões gênicas 

codificantes ou reguladoras, podendo ocasionar uma variação proteica ou 

interferir na transcrição e estabilidade do RNA (NUSSBAUM et al., 2016). 

Nos polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) ocorre a substituição de 

apenas um par de bases, podendo induzir conversões de aminoácidos e, assim, 

modificar a atividade do gene promotor (BALASUBRAMANIAN et al., 2004; 

GENG et al., 2016). 

Quando o SNP não altera o aminoácido da proteína codificada é chamado 

de sinônimo e quando ocorre a alteração do aminoácido, é chamado de não 

sinônimo (NUSSBAUM et al., 2016). 

Os polimorfismos de nucleotídeo único que localizam-se em uma mesma 

região no gene ou em regiões de grande proximidade no cromossomo, 

normalmente, estão em desequilíbrio de ligação; pois seus alelos não foram 

herdados aleatoriamente durante o acontecimento de quiasmas (durante a 

meiose I, prófase-diplóteno), mas sim herdados em bloco, conjuntamente 

(CALABRESE et al., 2009; FRAZER et al., 2009). 

A infecção e a eliminação do HBV dependem das respostas imunes do 

hospedeiro. No entanto, pacientes crônicos infectados pelo HBV apresentam 

variações, polimorfismos, na imunidade celular associadas à expressão reduzida 

dos TLR2, TLR3, TLR4 e TLR9. As proteínas e moléculas virais são 

reconhecidas por suprimirem e prejudicarem as vias de sinalizações através da 

interação com as proteínas adaptadoras, induzindo a inibição da atividade 

promotora dos receptores (VINCENT et al., 2011; ZHANG & LU, 2014; YI et al., 

2015). 

Esta pesquisa aborda SNPs que ocorrem nos receptores TLR4 e TLR9. 

No receptor TLR4, localizado no cromossomo 9, região 9q33.1, ocorre dois 

SNPs que vem sendo analisados e frequentemente co-estudados. Um deles é o 

rs4986790, em que há uma glicina ao invés de um ácido aspártico no 
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aminoácido de posição 299 (TLR4 A299G); o outro é o rs4986791 com uma 

isoleucina no lugar de uma treonina no 399º aminoácido (TLR4 T399I) 

(ARBOUR et al., 2000; OMIM, 2018).  

Com relação ao rs4986790, há estudos consensos em citar que o mesmo 

pode interferir na relação do TLR4 com o LPS, podendo alterar, portanto, a 

resposta de células em indivíduos com esse polimorfismo. Isso porque este SNP 

ocorre no domínio extracelular do receptor com perda de carga negativa nesta 

área, o que pode gerar maior liberdade rotacional da ligação proteica 

(RALLABHANDI et al., 2006; FERWERDA et al., 2008). Já o rs4986791 foi 

relacionado como hiporresponsivo à sinalização de LPS (ARBOUR et al., 2000). 

Os SNPs TLR9 -1237 T/C (rs5743836) e o TLR9 -1486 C/T (rs187084) 

ocorrem na região promotora do gene TLR9, localizado no cromossomo 3, 

região 3p21.3; também estudados com frequência em conjunto (ENSEMBL, 

2018; PANDEY et al., 2019).  

A respeito do TLR9 -1237 T/C, estudos mostram que, por sua localização 

na região promotora do gene TLR9 (responsável pela regulação transcricional do 

RNA mensageiro gênico), quando na presença do alelo variante C, ocorre um 

aumento em seus níveis de expressão por maior atividade de seu promotor (NG 

et al., 2010; LANGE et al., 2011). 

Em uma pesquisa in-silico, Alipoor et al. (2016) encontraram o TLR9 -1486 

C/T como provável modificador de predição a doenças, devido a uma possível 

interferência na ligação dos fatores transcricionais. Porém, com relação à 

hepatite C crônica na China Central, por exemplo, Wei et al. (2014) concluiu que 

esse polimorfismo não era crucial para a infecção crônica em questão. 

Investigações acerca da associação entre os SNPs em diferentes TLRs e 

os resultados de suscetibilidade à progressão clínica da infecção pelo HBV vem 

sendo realizadas (SAWHNEY & VISVANATHAN, 2011; SÁ et al., 2015), porém, 

ainda necessitam ser realizadas pesquisas a respeito da associação entre os 

SNPs em diferentes TLRs e a infecção pelo HDV.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 
 

 Avaliar a influência dos polimorfismos nos genes dos receptores TLR4 

e TLR9 no desenvolvimento da fibrose hepática causada pela pelos 

vírus das Hepatites B e Delta associado ao perfil de resposta imune.  

 

3.2 Objetivos específicos 
 

 Descrever a frequência dos polimorfismos encontrados, através da 

genotipagem, nos genes dos receptores TLR4 (rs4986790 e rs4986791) 

e TLR9 (rs5743836 e rs187084); 

 Investigar os polimorfismos nos genes dos receptores do tipo Toll de 

interesse deste estudo, relacionando-os com: grau de fibrose hepática, 

expressão de TLR4 e TLR9 em monócitos e alterações laboratoriais e 

clínicas; 

 Relacionar os polimorfismos encontrados com os níveis das citocinas 

séricas de perfil Th1 (IL-2, IL-6, TNF e IFN-γ), Th2 (IL-4) e regulatória 

(IL-10).
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Modelo de Estudo 

Para os estudos de genotipagem das amostras de indivíduos infectados 

pelos vírus das Hepatites B e Delta em diferentes estágios de doença hepática e 

indivíduos saudáveis foi realizado um estudo de caso-controle. 

Para a associação dos polimorfismos com comprometimento hepático 

grave (>F2) e não grave (≤F2), foi realizado um estudo transversal. O presente 

estudo constitui subprojeto de um projeto maior, da linha de pesquisa sobre 

hepatites do Grupo de Pesquisa “Imunologia Básica e Aplicada”, realizado em 

pacientes com as Hepatites B e Delta atendidos no ambulatório de hepatites 

virais da Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-

HVD) em Manaus, Amazonas.  

 

4.2 População de estudo e critérios de inclusão e exclusão  

Foram incluídos no estudo pacientes com diagnóstico das hepatites B e 

Delta, confirmados por testes sorológicos e moleculares de detecção do DNA 

viral (HBV DNA+), de ambos os sexos, com idade acima de 18 anos, com e sem 

a presença de fibrose (F1-F2 e F3-F4) que procuraram atendimento na 

Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, em 

Manaus/Amazonas e aceitaram participar do projeto, mediante assinatura do 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido – TCLE. 

Não foram incluídos indígenas, pacientes grávidas, com distúrbios 

psiquiátricos, renais crônicos e pacientes com síndrome plurimetabólica. 

Foram excluídos pacientes que apresentaram coinfecção com o vírus da 

Hepatite C (anti-HCV), vírus da Imunodeficiência Adquirida - HIV (anti-HIV-1 e 

2), vírus Linfotrópico da Célula T Humana - HTLV (anti-HTLV I e II), doença de 

Chagas (teste Elisa) e sífilis (VDRL) confirmados por qPCR. 

Para o grupo controle, foram selecionados doadores de sangue da 

Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), 

de ambos os sexos, com idade mínima de 18 anos e residentes em Manaus, que 

não apresentaram reatividade para Hepatite B (anti HBc, HBsAg), HCV (anti-
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HCV), HIV (anti-HIV-1 e 2), HTLV (anti-HTLV I e II), confirmados por NAT 

HCV/HBV/HIV, doença de Chagas (teste ELISA) e sífilis (VDRL). 

 

4.3 Participantes do Estudo 

A população de estudo foi composta por 77 pacientes diagnosticados com 

os vírus HBV/HDV atendidos na Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor 

Vieira Dourado (FMT-HVD), localizada na cidade de Manaus, Estado do 

Amazonas e 137 doadores de sangue que se apresentaram na Fundação 

Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM).  

 

4.4 Aspectos Éticos 

As amostras utilizadas neste estudo foram obtidas a partir dos projetos 

intitulados: “Estadiamento da fibrose hepática de pacientes infectados pelo vírus 

da hepatite Delta por métodos não invasivos na região norte do Brasil” (CAAE 

46865015.8.3001.5262); “Identificação e Seleção de Peptídeos Miméticos 

Reativos aos soros de pacientes HCV+ e sua influência no desenvolvimento da 

fibrose hepática in vitro” (CAAE 49652815.8.0000.0009); e “Avaliação do perfil 

celular, humoral e molecular em doadores de sangue com sorologia reativa ao 

vírus da Hepatite B (HBV) na cidade de Manaus” (CAAE 0024.112.000-10). Tais 

projetos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa e coordenados pelo 

Dr. Marcus Vinícius Guimarães de Lacerda, Dra. Adriana Malheiro Alle Marie e 

Dra. Laura Patrícia Viana Chaves, respectivamente. Vale ressaltar que do 

segundo e do terceiro projetos utilizamos apenas as amostras controles. 

 

4.5 Avaliação do estadiamento da doença hepática 

O grau de acometimento hepático pode ser calculado de forma matemática 

simples através da aplicação de índices como APRI (AST to Platelet Ratio Index) 

e FIB-4 (Fibrosis-4), por meio de resultados de exames laboratoriais. São 

métodos não invasivos indicados pela Organização Mundial de Saúde desde 

2014 (WHO, 2014; BRASIL, 2017b).  

A fórmula de APRI está descrita abaixo: 
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A fórmula de FIB-4 é a seguinte: 

 

Após o cálculo, os resultados de fibrose ausente/inicial ou avançada, são 

obtidos por meio de pontos de corte preestabelecidos conforme observados na 

tabela 01. 

Tabela 01 – Estadiamento da cirrose e da fibrose moderada conforme valores de alto e baixo 
corte de APRI e FIB-4. 

METAVIR 
APRI 

(Baixo corte) 
APRI 

(Alto corte) 
FIB-4 

(Baixo corte) 
FIB-4 

(Alto corte) 

Fibrose moderada 
(METAVIR F2)  

0,5 1,5 1,45 3,25 

Cirrose  
(METAVIR F4) 

1,0 2,0 - - 

Fonte: Adaptado de BRASIL, 2017b 

Apesar de haver outros sistemas de classificação para estadiamento e 

graduação das hepatites crônicas, por levar em conta fibrose, atividade 

periportal e lobular (histologia básica das hepatites crônicas), é aconselhado a 

utilização da classificação METAVIR (BRASIL, 2011; BRASIL, 2017b). 

Para classificar os pacientes acometidos pela hepatite Delta quanto ao 

grau de fibrose, foi aplicado neste estudo o índice FIB-4 e classificação 

METAVIR, subdividindo-os em outros dois grupos: fibrose moderada (≤F2, n= 

39) e fibrose avançada (>F2, n= 38). 

 

4.6 Procedimentos 
 

4.6.1 Coleta e conservação das amostras 

As amostras analisadas neste estudo foram coletadas através de punção 

venosa. O volume total de 15 mL de sangue periférico foi distribuído em três 
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tubos: 2 tubos de 5 mL com o anticoagulante EDTA (BD Vacutainer® EDTA K2) 

para procedimentos referentes à determinação dos polimorfismos dos receptores 

propostos, imunofenotipagem de monócitos e expressão de TLR4 e TLR9; e um 

tubo de 5 mL sem anticoagulante, no qual foi reservado para dosagem de 

citocinas previstas pelo projeto. 

As amostras foram transportadas ao Laboratório Multidisciplinar da 

Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), 

onde o soro/plasma foram separados por centrifugação a 3.000 rotações por 5 

minutos (rpm), e, assim como a fração celular, congelados à -80 °C até o 

momento de uso.  

 

4.6.2 Extração do DNA 

A extração de DNA genômico foi realizada com o kit comercial QIAmp DNA 

kit (QIAGEN, Chatsworth, CA, USA). O protocolo de extração seguiu as 

recomendações descritas no protocolo do fabricante. Após a extração as 

amostras foram congeladas a -20°C. 

 

4.6.3 Genotipagem dos genes dos receptores do tipo Toll por PCR-
RFLP 

Os polimorfismos nos genes dos receptores TLR4 (rs4986790, rs4986791) 

e TLR9 (rs5743836 e rs187084) foram genotipados pela técnica de PCR-RFLP 

descrita por Leoratti et al., (2008) e Ramasawmy et al., (2009) (figuras 8 – 11).  

Resumidamente, a reação de PCR para cada SNP consistiu em 1 µL de 

DNA genômico (~20ng) adicionado a 24 µL de mix de PCR contendo 0,2 µL (2U) 

Platinum™ Taq polimerase (Thermo Fisher Scientific), 2,5 µL de tampão 10x 

(100 40 mmol/L Tris-HCl [pH 8,3] e 500 mmol/L de KCl), 1 µL de MgCl2 (1,5 

mmol/L), 1 µL de dNTPs (40 mmol/L), 0,5 µL de primers forward e reverse (0,25 

pmol/L) e 18,3 µL de dH2O ultrapura. O processo de amplificação foi realizado 

no termociclador Veriti® 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Carlsbad, 

USA). Em seguida, foi utilizado 10 µL de produto de PCR para a reação de 

restrição, adicionado de 5U da respectiva enzima de restrição (New England 

Biolabs, Ipswich, MA, EUA) diluída em tampão enzimático de acordo com as 



46 
 

instruções do fabricante. Os primers, as condições de ciclagem para PCR e as 

endonucleases de restrição estão descritos na tabela 02. Os fragmentos 

gerados pela reação de PCR-RFLP foram separados por eletroforese em um gel 

de agarose a 3% corado com GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, 

Hayward, CA, EUA) e visualizados em luz Ultravioleta (UV) no aparelho de 

fotodocumentação Molecular Imager Gel Doc™ XR (Bio-Rad Corporation, 

Hercules, CA, EUA). Descrição dos genes, referência dos SNPs e primers 

utilizados na genotipagem do trabalho proposto estão demonstrados na tabela 

02. 

 

 
Figura 8 - Análise do Polimorfismo TLR4 A299G em indivíduos com hepatite Delta por 
PCR-RFLP. Alelo selvagem do gene TLR4 A299G (249 pb) e alelo variante (219 e 30 pb). 
Poço 1: Ladder de 100 pb; Poço 2: controle negativo; Poço 4: homozigoto selvagem (A/A); 
Poços 3 e 5: heterozigoto (A/G). 
 

 

Figura 9 - Análise do Polimorfismo TLR4 T399I em indivíduos com hepatite Delta por 
PCR-RFLP. Alelo selvagem do gene TLR4 T399I (147 pb) e alelo variante (96 e 51 pb). 
Poço 1: Ladder de 100 pb; Poço 2: controle negativo; Poços 3 – 5: homozigoto 
selvagem (C/C); Poço 6: heterozigoto (C/T). 
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Figura 10 - Análise do Polimorfismo TLR9 -1237 T/C  em indivíduos com hepatite Delta 
por PCR-RFLP. Alelo selvagem do gene TLR9 -1237 T/C (108 e 27 pb) e alelo variante 
(60, 48 e 27 pb). Poço 1: Ladder de 100 pb; Poço 2: controle negativo; Poços 3 – 5 e 8: 
heterozigoto (T/C); Poço 6: homozigoto variante (C/C); Poço 7: homozigoto selvagem 
(T/T). 
 

 

Figura 11 - Análise do Polimorfismo TLR9 -1486 C/T em indivíduos com hepatite Delta por 
PCR-RFLP. Alelo selvagem do gene TLR9 -1486 C/T (145 pb) e alelo variante (111 e 34 
pb). Poço 1: Ladder de 100 pb; Poço 2: controle negativo; Poços 3 e 4: homozigoto 
selvagem (C/C); Poços 5 e 7: heterozigoto (C/T); Poços 6 e 8: homozigoto variante (T/T). 
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Tabela 02 - Descrição dos genes, referência dos SNPs e primers utilizados na genotipagem. 

 

 
 
 
 
 

Polimorfismos Iniciadores Protocolo de PCR  
Enzimas 

de 
Restrição 

Alelos e 
Fragmentos 

(bp) 

TLR4 A299G  
(rs4986790) 

F: 5’-ATACTTAGACTACTACCTCCATG-3’ 
R: 5’-AAACTCAAGGCTTGGTAGATC-3’ 

95°C for 5min, 35x (95°C for 30s, 56°C for 30s, 
72°C for 30s), 72°C for 7min 

NcoI 
A: 249 
G: 219+30 

TLR4 T399I  
(rs4986791) 

F: 5’-GCTGTTTTCAAAGTGATTTTGGGAGAA-3’ 
R: 5’-CACTCATTTGTTTCAAATTGGAATG-3’ 

95°C for 5min, 35x (95°C for 30s, 60°C for 30s, 
72°C for 45s), 72°C for 5min 

Hinf-I 
C: 147 
T: 96+51 

TLR9 -1237 T/C 
(rs5743836)  

F: 5’-ATGGGAGCAGAGACATAATGGA-3’ 
R: 5’-CTGCTTGCAGTTGACTGTGT-3’ 

95°C for 5min, 40x (95°C for 30s, 59°C for 30s, 
72°C for 45s), 72°C for 7min 

BstNI 
T: 108+27 
C: 60+48+27 

TLR9 -1486 C/T  
(rs187084) 

F: 5’- TATCGTCTTATTCCCCTGCTGGAATGT-3’ 
R: 5’- TGCCCAGAGCTGACTGCTGG-3’ 

95°C for 5min, 40x (95°C for 30s, 59°C for 30s, 
72°C for 30s), 72°C for 7min 

AflII 
C: 145 
T: 111+34 
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4.6.4 Dosagem de citocinas séricas por Cytometric Bead Array - CBA 

A dosagem de citocinas das amostras de plasma dos pacientes e controles 

foram realizadas pela técnica de Citometria de Fluxo CBA (Cytometric Bead Array) 

com o Kit BDTM Human TH1/TH2 Cytokine (marca BD® Biosciences, San Diego, 

CA, USA), seguindo as orientações descritas pelo fabricante. 

 As citocinas quantificadas foram: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF e IFN-γ. O Kit 

BDTM CBA utiliza uma série de partículas (microesferas ou beads) de tamanho 

conhecido e com intensidade de fluorescência distinta para detectar 

simultaneamente através de uma superfície de captura as várias citocinas solúveis. 

Cada bead de captura está conjugada com um anticorpo específico para cada 

citocina. A detecção das citocinas presentes na amostra é realizada através de 

anticorpos conjugados ao fluorocromo ficoeritrina (PE) que fornecem um sinal 

fluorescente em proporção a quantidade de citocina da amostra ligada a bead. Os 

complexos formados de bead de captura + citocina da amostra + anticorpo de 

detecção são quantificados através da Citometria de Fluxo. A intensidade da 

Fluorescência PE de cada complexo revela a concentração em pg/mL de cada 

citocina. Para a aquisição das amostras foi utilizado o Citômetro de Fluxo 

FACSCanto II (Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA) da Fundação 

Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas.   

Para o cálculo das concentrações em pg/mL e Intensidade Média de 

Fluorescência (MFI) de cada citocina foi utilizado o software FCAP-ArrayTM (v3.0.1). 

 

4.6.5 Imunofenotipagem de monócitos e expressão de TLR4 e TLR9 por 
citometria de fluxo  

Para caracterização imunofenotípica, as células foram marcadas com 

anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos (tabela 03). Para esta marcação 

foi adicionado 100 μL de sangue total. 

O sangue total foi incubado com 1 µL de cada anticorpo nos seus respectivos 

tubos. Estes, foram homogeneizados e incubados por 20 minutos a temperatura 

ambiente e ao abrigo da luz. Após a marcação, as hemácias foram lisadas com o 

uso de 2 mL da solução de lise (BD FACSTM Lysing Solution, BD® Biosciences, San 

Diego, CA, USA). 
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Os tubos foram novamente homogeneizados e incubados por 10 minutos nas 

mesmas condições. Passado a fase de incubação, os tubos foram centrifugados a 

1500 rpm por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e foi 

acrescentado 2 mL de PBS-W (solução fisiológica tamponada com fosfato) para 

lavagem do botão de células formado. Os tubos foram homogeneizados e 

centrifugados novamente a 1500 rpm por 5min. Ao final do procedimento, o 

sobrenadante foi descartado por inversão e as células foram colocadas em 300 µL  

de PBS-W. 

A aquisição das amostras foi realizada no laboratório de Citometria de Fluxo do 

HEMOAM, no citômetro de fluxo FACScalibur® (Becton, Dickinson and Company, 

San Jose, CA, USA). A identificação morfométrica e imunofenotípica das populações 

celulares de interesse foram realizadas pelo programa FlowJo (v9.4), com o auxílio 

de “gates” para a seleção das populações de interesse, em gráficos que combinam 

características morfológicas (tamanho e granulosidade, FSC e SSC 

respectivamente) com características imunofenotípicas através das fluorescências 

dos anticorpos monoclonais utilizados para identificar as células alvos. Após a 

definição das regiões, a determinação do percentual de células positivas foi 

realizada através um histograma simples de análise da região. 

 

Tabela 03 - Descrição dos tubos e perfis celulares de acordo com os anticorpos monoclonais 

utilizados na citometria de fluxo. 

Tubo Anticorpo Marca Perfil celular 

01 
Human Anti-CD14 BD@ Biosciences 

Monócitos e TLR4+ 
Human Anti-CD284 Biolegend 

02 
Human Anti-CD14 BD@ Biosciences 

Monócitos e TLR9+ 
Human Anti- CD289 BD@ Biosciences 

 

4.6.6 Identificação da expressão de TLR4 e TLR9 em Monócitos 

Para a análise da expressão dos receptores TLR4 e TLR9 em monócitos foi 

feito um gráfico de SSC x CD14 e uma “gate” foi feita na região positiva para 

monócitos (CD14+). Em seguida foi analisado a expressão por Intensidade Média de 

Fluorescência (MFI) do TLR4 (CD284+) e TLR9 (CD289+). 
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Figura 12 - Expressão dos receptores TLR4 e TLR9 em monócitos no programa FlowJo (v9.4). 

 

4.6.7 Análise dos resultados 

Os resultados variáveis foram organizados por meio do software Microsoft 

Excel® (versão 2016 para Windows) para que as análises estatísticas dos dados e 

as confecções dos gráficos fossem realizadas através do software GraphPad 

Prism® (versão 7.0). Os dados foram apresentados por meio de gráficos e tabelas. 

As análises das características clínicas, demográficas e os níveis de citocinas 

séricas entre os grupos controle e pacientes com hepatite Delta foram realizadas 

com o teste não paramétrico Mann-Whitney. Assim como a análise de citocinas 

séricas em pacientes com hepatite Delta vivos e que tiveram óbito confirmado. 

As frequências alélicas e genotípicas foram calculadas com a contagem direta 

dos genes. Variáveis categóricas foram expressas por valor absoluto (n) e 

frequência relativa (%). 

O cálculo do equilíbrio de Hardy-Weinberg foi obtido por meio de aplicação 

online (https://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl), comparando a frequência do número de 

genótipos observados e esperados. 

Nos indivíduos positivos para o vírus da hepatite Delta, as análises das 

associações entre: genótipos e níveis de citocinas; genótipos, níveis de citocinas e 
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grau de fibrose; e expressão dos receptores TLR4 e TLR9 em monócitos de acordo 

com os genótipos, foram efetuadas pelo teste de Kruskal-Wallis bem como, pelo 

teste não paramétrico Mann-Whitney. 

Regressão logística foi realizada para identificação dos fatores de risco 

associado ao desfecho específico (fibrose), bem como descrição do seu "odds ratio" 

e intervalo de confiança a 95%. As diferenças estatísticas significativas foram 

consideradas quando p < 0,05. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Aspectos demográficos da população de estudo 

Este estudo foi realizado no Estado do Amazonas e abrangeu 214 indivíduos, 

sendo 137 doadores de sangue da cidade de Manaus e 77 pacientes HDV+ 

atendidos na FMT-HVD. 

Os pacientes com hepatite Delta foram analisados de acordo com a 

naturalidade, em observância ao Demonstrativo de Espaço Territorial realizado pela 

Secretaria de Estado da Fazenda/AM em 2019 (AMAZONAS, 2019), que mostra dez 

sub-regiões administrativas no Estado do Amazonas, as regiões: Alto Solimões, 

Triângulo Jutaí-Solimões-Juruá, Purus, Juruá, Madeira, Alto Rio Negro, Rio Negro-

Solimões, Médio Amazonas, Baixo Amazonas e Metropolitana.   

A grande maioria destes pacientes, 31%, está na região do Juruá, mais 

precisamente nos municípios de Envira, Carauari, Itamarati e Eirunepé. 

Com 21% dos casos, o Triângulo Jutaí-Solimões-Juruá, é a segunda região 

mais incidente da hepatite Delta dentre os participantes deste estudo, presente em 

Juruá, Fonte Boa, Japurá, Jutaí, Maraã e Tefé. 

Observa-se também a ocorrência nos municípios de Pauini, Boca do Acre, 

Canutama, Tapauá e Lábrea, representando a região do Purus com 19%; Anamã, 

Anori, Coari e Codajás, no Rio Negro-Solimões (6,5%); Autazes, Comunidades 

Autaz-Mirim e Janauacá, Itacoatiara e Manacapuru na região Metropolitana (6,5%); 

Santo Antônio do Içá e Tabatinga, no Alto Solimões (3%) e Novo Aripuanã no 

Madeira com apenas 1%. 

Outros 12% são originários de ponto inespecífico na margem do rio Purus e de 

municípios de outros estados como: Caracaraí em Roraima; Fortaleza do Acre, 

Cruzeiro do Sul e Feijó no Acre; Óbidos e Santarém no Pará e São Luís no 

Maranhão. 

Vale ressaltar que neste estudo não houve indivíduos originários das regiões: 

Alto Rio Negro, Médio Amazonas e Baixo Amazonas. 

O município com maior incidência foi Eirunepé, seguido por Itamarati e Lábrea, 

todos localizados no estado do Amazonas. 

A faixa etária mediana dos pacientes infectados pelo vírus da hepatite Delta (45 

anos) foi significativamente maior (p < 0,0001) que a dos indivíduos do grupo 
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controle (30 anos) e houve uma predominância do gênero masculino em ambos os 

grupos. 

Dos pacientes HVD+, 17% não receberam medicação e 83% foram medicados 

com Entecavir (n= 58), Interferon (n= 2), Lamivudina (n= 2) e Tenofovir (n= 2). 

No decorrer deste estudo, 14,3% (n= 11) dos pacientes com hepatite Delta 

vieram a falecer. Os dados demográficos da população estudada estão resumidos 

na tabela 04. 

 

Tabela 04 - Características demográficas dos pacientes com hepatite Delta e controles participantes 
do estudo. 

Dados Demográficos 
Grupo controle Grupo HDV+ 

(n= 137) (n= 77) 

Idade (Mediana e [IQR]) 30 [22 - 39] 45 [38 - 53] 

Gênero (masculino/feminino) 95 (69%)/42 (31%) 41 (53%)/36 (47%) 

Naives/Experimentados - 13 (17%)/64 (83%) 

   N - número de indivíduos; HDV+ - vírus da hepatite Delta positivo; IQR - variação interquartil; Naives – indivíduos que não 
receberam tratamento medicamentoso; Experimentados – indivíduos que receberam tratamento medicamentoso. 

 

5.2 Aspectos clínicos 

Para estudar os marcadores hepáticos, os pacientes HDV+ foram subdivididos 

quanto ao grau de fibrose em dois subgrupos: fibrose moderada (≤F2, n= 39) e 

fibrose avançada (>F2, n= 38), como mostrado na tabela 05.  

Ao analisar as plaquetas, houve uma diminuição significativa (p < 0,0001) nos 

pacientes infectados (102,1 ± 69,49), quando comparados ao grupo controle (325,1 

± 99,91), bem como nos pacientes em estágio avançado da fibrose (50,99 ± 30,32) 

quando comparados aos de estágio moderado (151,8 ± 60,12). 

O oposto das plaquetas ocorre com as transaminases (AST e ALT, aspartato 

aminotransferase e alanina aminotransferase respectivamente), que indicam danos 

hepáticos e estão significativamente (p < 0,0001) aumentadas no grupo HDV+ em 

relação ao controle e no grupo fibrose >F2 em relação ao grupo fibrose ≤F2.
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                              Tabela 05 - Aspectos clínicos da população estudada. 

 

 

 

 

 

                                      N - número de indivíduos; M – média; DP – desvio padrão; HDV+ - vírus da hepatite Delta positivo; AST - aspartato aminotransferase;  
                                      ALT - alanina aminotransferase; FIB-4  - Fibrosis-4. 

Variáveis 
Controle  
(n= 137) 

 HDV+ 

(n= 77) 

  Score FIB-4    

p valor 
HDV+ 

p valor 
[M ± DP] [M ± DP] ≤F2 (n=39) >F2 (n=38) 

Plaquetas (%/mm3)  325,1 ± 99,91 102,1 ± 69,49 < 0,0001 151,8 ± 60,12 50,99 ± 30,32 < 0,0001 
AST (IU/L) 24,1 ± 23,81 54,16 ± 34,63 < 0,0001 32,87 ± 16,4 76 ± 34,92 < 0,0001 
ALT (IU/L) 25,2 ± 22,85 47,68 ± 31,79 < 0,0001 36,36 ± 27,94 59,29 ± 31,64 < 0,0001 
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5.3 Frequência dos polimorfismos 

Para esta análise foi utilizado o teste de equilíbrio de Hardy-Weinberg nos 

indivíduos controle e infectados pelo vírus da hepatite Delta, com o intuito de 

examinar seus desvios entre as proporções de alelos e genótipos para cada 

polimorfismo de nucleotídeo único. 

Todos os polimorfismos estavam no equilíbrio de Hardy-Weinberg, com 

exceção do TLR9 -1486 C/T, em que houve um pequeno desvio, tanto nos pacientes 

com HDV+ (p = 0,0477), quanto no grupo controle (p = 0,02). 

A frequência genotípica de TLR4 A299G encontrada nos pacientes com 

hepatite Delta mostrou que 96,1% são homozigotos com genótipo A/A e 3,9% são 

heterozigotos com genótipo A/G. No grupo controle são 95,6% homozigotos com 

genótipo A/A e 4,4% heterozigotos com genótipo A/G. Para este marcador, não 

houve diferença estatística significativa entre os grupos estudados, bem como não 

foi encontrado o genótipo homozigoto G/G. 

A análise de TLR4 T399I, mostrou que a frequência do genótipo C/C foi de 

97,4% no grupo HDV+ e de 96,4% no grupo controle, enquanto o genótipo 

heterozigoto C/T apresentou 2,6% no grupo HDV+ e 3,6% no controle. 

Assim como em TLR4 A299G, no marcador TLR4 T399I não há diferença 

estatística significante das frequências genotípicas e alélicas entre os grupos 

analisados, como também não está presente nesta população o genótipo 

homozigoto variante; no caso do TLR4 T399I, T/T. Ambos marcadores do receptor 

TLR4 possuem maior frequência: do genótipo homozigoto selvagem no grupo HDV+ 

em relação ao grupo controle e do genótipo heterozigoto no grupo controle em 

relação ao grupo HDV+. 

Em TLR9 -1237 T/C, a frequência do genótipo homozigoto T/T foi maior no 

grupo de pacientes infectados pelo vírus da hepatite Delta (72,7%), ao serem 

comparados ao grupo controle (62,8%), assim como o genótipo homozigoto CC 

(com 5,2% no grupo HDV+ e 1,4% no grupo controle). Porém, quanto ao genótipo 

T/C, o grupo controle obteve frequência genotípica superior (35,8%) ao grupo de 

pacientes com hepatite Delta (22,1%). Assim como nos marcadores anteriormente 

analisados, essas diferenças observadas no TLR9 -1237 T/C não foram 

estatisticamente significativas. 
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Para TLR9 -1486 C/T, as frequências genotípicas maiores no grupo HDV+ em 

relação ao controle foram do homozigoto C/C (19,5% e 9,5%, respectivamente) e do 

homozigoto T/T (41,1% e 34,3%, consecutivamente), com significância estatística 

somente na relação do genótipo C/C (p= 0,0375). Já o genótipo C/T foi 

significativamente maior (p= 0,0068) no grupo controle (56,2%) que no grupo de 

pacientes infectados pelo vírus da hepatite Delta (36,4%). 

Quando as frequências alélicas e genotípicas de cada marcador foram 

observadas de acordo com o estadiamento da fibrose, somente o marcador TLR9 -

1237 T/C obteve significância estatística (p= 0,0384), com maior frequência do 

genótipo C/C no grupo de fibrose ≤F2 (10,2%) quando comparado à ausência desse 

genótipo no grupo de fibrose avançada (>F2). 

Dos 11 pacientes deste estudo que vieram a falecer: 10 possuíam genótipo A/A 

e 1 possuía genótipo A/G para o polimorfismo TLR4 A299G; todos possuíam o 

genótipo C/C para TLR4 T399I; 10 possuíam genótipo T/T e 1 possuía genótipo C/C 

para TLR9 -1237 T/C; e para TLR9 -1486 C/T, 5 possuíam genótipo T/T, 2 o 

genótipo C/C e 4 o genótipo C/T. 

O número amostral pode ter sido uma limitação e ter tido influência nos 

resultados encontrados.  

Todas as frequências dos polimorfismos estudados estão resumidos na tabela 

06.
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Tabela 06 - Frequência dos polimorfismos estudados entre os grupos controle e pacientes infectados pelo vírus da hepatite Delta. 

Genótipos  Controle  HDV+ 
OR (CI 95%) p valor 

 HDV+ ≤F2  HDV+ >F2 
OR (CI 95%) p valor 

  

e alelos (n=137) (n=77) (n=39) (n=38)  

TLR4 A299G (rs4986790) 

A/A 131 (95,6%) 74 (96,1%) 
0,885 (0,215-3,643) 0,865 

37 (94,9%) 37 (97,4%) 
0,5 (0,043-5,756) 0,571 

AA vs. AG 

A/G 6 (4,4%) 3 (3,9%) 2 (5,1%) 1 (2,6%)  

G/G - -   - -    

A 268 (97,8%) 151 (98%) 
0,887 (0,219-3,599) 0,867 

76 (97,4%) 75 (98,7%) 
0,507 (0,045-5,707) 0,575 A vs. G 

G 6 (2,2%) 3 (2%) 2 (2,6%) 1 (1,3%) 

TLR4 T399I (rs4986791) 

C/C 132 (96,4%) 75 (97,4%) 
0,704 (0,133-3,718) 0,677 

38 (97,4%) 37 (97,4%) 
1,027 (0,062-17,034) 0,985 

CC vs. CT 

C/T 5 (3,6%) 2 (2,6%) 1 (2,6%) 1 (2,6%)  

T/T - -   - -    

C 269 (98,2%) 152 (98,7%) 
0,708 (0,136-3,693) 0,68 

77 (98,7%) 75 (98,7%) 
1,027 (0,063-16,715) 0,985 C vs. T 

T 5 (1,8%) 2 (1,3%) 1 (1,3%) 1 (1,3%) 

TLR9 -1237 T/C (rs5743836) 

T/T 86 (62,8%) 56 (72,7%) 0,632 (0,344-1,163) 0,139 26 (66,7%) 30 (78,9%) 0,533 (0,191-1,487)  0,226 TT vs. CT+CC 

T/C 49 (35,8%) 17 (22,1%) 0,533 (0,279-1,017) 0,054 9 (23,1%) 8 (21,1%) 0,77 (0,26-2,286) 0,637 TT vs. CT 

C/C 2 (1,4%) 4 (5,2%) 3,071 (0,544-17,332) 0,183 4 (10,2%) - 0,097 (0,005-1,877) 0,0384 TT vs. CC 

T 221 (80,7%) 129 (83,8%) 
0,808 (0,479-1,363) 0,423 

61 (78,2%) 68 (89,5%) 
0,422 (0,170-1,047) 0,580 T vs. C 

C 53 (19,3%) 25 (16,2%) 17 (21,8%) 8 (10,5%) 

TLR9 -1486 C/T (rs187084) 

C/C 13 (9,5%) 15 (19,5%) 0,433 (0,194-0,967) 0,0375 8 (21%) 7 (18,4%) 1,143 (0,369-3,538) 0,816 CC vs. CT+TT 

C/T 77 (56,2%) 28 (36,4%) 0,315 (0,133-0,744) 0,0068 13 (33%) 15 (39,5%) 1,319 (0,375-4,636) 0,666 CC vs. CT  

T/T 47 (34,3%) 34 (44,1%) 0,627 (0,264-1,487)  0,287 18 (46%) 16 (42,1%) 1,016 (0,301-3,433) 0,979 CC vs. TT 

C 103 (37,6%) 58 (37,7%) 
0,997 (0,663-1,498) 0,988 

29 (37,2%) 29 (38,2%) 
0,959 (0,5-1,841) 0,9 C vs. T 

T 171 (62,4%) 96 (62,3%) 49 (62,8%) 47 (61,8%) 
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5.4 Média de intensidade de fluorescência de citocinas séricas entre os 

grupos HDV+ e controle   

As citocinas de perfil Th1 (IL-2, IL-6, TNF e IFN-γ), Th2 (IL-4)  e regulatória (IL-

10) dos grupos controle e HDV+ foram dosadas por meio da técnica de Citometria 

de Fluxo CBA (Cytometric Bead Array) e representadas pela média de intensidade 

de fluorescência (MIF). 

Conforme mostrado na figura 13, o grupo de pacientes com hepatite Delta 

possui níveis séricos das citocinas de perfil Th1 IL-2 (A) e IL-6 (C), de perfil Th2 IL-4 

(B) e regulatória IL-10 (D) superiores ao grupo controle, de forma estatisticamente 

significativa (p < 0,0001; p <0,0001; p < 0,0001; p= 0,0048, respectivamente). 

Quanto às citocinas de perfil Th1 TNF (E) e IFN-γ (F), os indivíduos do grupo 

controle tiveram níveis séricos maiores que o grupo HDV+ (p < 0,0001 e p= 0,0529, 

consecutivamente), porém essa diferença é estatisticamente significativa apenas 

para o TNF (E). 

 

Figura 13 - Média de intensidade de fluorescência (MIF) de citocinas séricas IL-2 (A), IL-4 (B), IL-6 

(C), IL-10 (D), TNF (E) e IFN-γ (F) entre os grupos controle e pacientes infectados com hepatite Delta. 

Os resultados estão expressos através da média e desvio padrão. As diferenças estatísticas 

significativas foram consideradas quando p < 0,05; representadas por asterisco (*). 
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5.5 Análise de citocinas séricas do grupo HDV+ de acordo com os 
genótipos para cada polimorfismo  

Como observado anteriormente na frequência dos polimorfismos, não há 

indivíduos neste estudo com genótipo homozigoto variante para os SNPs TLR4 

A299G (G/G) e TLR4 T399I (T/T). 

Relacionando os níveis séricos das citocinas de perfil Th1 (IL-2, IL-6, TNF e 

IFN-γ), Th2 (IL-4)  e regulatória (IL-10) com os genótipos dos polimorfismos TLR4 

A299G, TLR4 T399I, TLR9 -1237 T/C e TLR9 -1486 C/T do grupo HDV+ (figura 14), 

as únicas diferenças estatísticas significativas foram encontradas nos polimorfismos 

do receptor TLR9: TLR9 -1237 T/C (nas citocinas IL-10 e TNF) e TLR9 -1486 C/T 

(nas citocinas IL-6 e TNF). 

Em TLR9 -1237 T/C, os níveis séricos da citocina IL-10 (figura 14D) 

encontram-se significativamente elevados: em indivíduos portadores do genótipo 

T/C em relação aos de genótipo C/C (p= 0,0084); e em indivíduos portadores do 

genótipo T/T em relação aos de genótipo C/C (p= 0,0152). No marcador TLR9 -1486 

C/T, a citocina IL-6 (figura 14C) apresenta níveis séricos maiores, de forma 

estatisticamente significativa, nos indivíduos com genótipo T/T quando comparados 

aos de genótipo C/C (p= 0,0364). 

Somente para o TNF (figura 14E) foi observado diferença estatística para os 

dois marcadores acima citados, com maior média de intensidade de fluorescência: 

nos indivíduos de genótipo T/C em relação aos de genótipo T/T (p= 0,0219) para 

TLR9 -1237 T/C; e nos indivíduos de genótipos T/T e C/T quando comparados aos 

de genótipo C/C (p= 0,0073, p= 0,0061, respectivamente) para TLR9 -1486 C/T. 
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Figura 14 - Média de intensidade de fluorescência (MIF) de citocinas séricas em pacientes do grupo 

HDV+ de acordo com os genótipos dos polimorfismos TLR4 A299G, TLR4 T399I, TLR9 -1237 T/C e 

TLR9 -1486 C/T. São representadas as citocinas IL-2 (A), IL-6 (C), TNF (E) e IFN-γ (F) do perfil Th1; 

IL-4 (B) do perfil Th2; e IL- 10 (D) regulatória. Os resultados estão expressos através da média e 

desvio padrão e as diferenças estatísticas significativas foram consideradas quando p < 0,05, 

representadas por asterisco (*). 
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5.6 Análise de citocinas séricas em pacientes infectados pelo vírus da 
hepatite Delta de acordo com o grau de fibrose e genótipos para cada 
polimorfismo 

Assim como descrito anteriormente no estudo dos marcadores hepáticos, os 

pacientes HDV+ foram subdivididos quanto ao grau de acometimento hepático em 

dois subgrupos: fibrose moderada (≤F2, n= 39, figura 15) e fibrose avançada (>F2, 

n= 38, figura 16). 

No que diz respeito à fibrose moderada (figura 15), apenas as citocinas IL-6 

(figura 15C) e IL-10 (figura 15D) mostraram diferenças estatísticas significativas. A 

IL-6 (figura 15C) apresentou níveis significativamente elevados em pacientes com 

genótipo A/A em relação aos de genótipo A/G para o polimorfismo TLR4 A299G (p= 

0,0242). Enquanto para IL-10 (figura 15D) observou-se níveis séricos 

significativamente maiores em pacientes de genótipo T/C, seguido de pacientes com 

genótipo T/T ao serem comparados aos de genótipo C/C para o polimorfismo TLR9 -

1237 T/C (p= 0,0098 e p= 0,0335, respectivamente). 

Quanto aos pacientes que apresentaram fibrose avançada (figura 16), houve 

significância estatística apenas para o TNF (figura 16E), para o marcador TLR9 -

1486 C/T, com níveis séricos significativamente maiores em indivíduos portadores 

do genótipo C/T, quando comparados aos de genótipo C/C (p= 0,0067). 
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Figura 15 - Análise de citocinas séricas em pacientes infectados pelo vírus da hepatite Delta com 

fibrose moderada (≤F2) de acordo com os genótipos para cada polimorfismo. As citocinas analisadas 

são IL-2 (A), IL-6 (C), TNF (E) e IFN-γ (F) de perfil Th1, IL-4 (B) de perfil Th2 e IL- 10 (D) regulatória. 

São representados os polimorfismos TLR4 A299G, TLR4 T399I, TLR9 -1237 T/C e TLR9 -1486 C/T. 

Os resultados estão expressos através da média e desvio padrão e as diferenças estatísticas 

significativas foram consideradas quando p < 0,05, representadas por asterisco (*). 
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Figura 16 - Análise de citocinas séricas em pacientes infectados pelo vírus da hepatite Delta com 

fibrose avançada (>F2) de acordo com os genótipos para cada polimorfismo. As citocinas analisadas 

são IL-2 (A), IL-6 (C), TNF (E) e IFN-γ (F) de perfil Th1, IL-4 (B) de perfil Th2 e IL- 10 (D) regulatória. 

São representados os polimorfismos TLR4 A299G, TLR4 T399I, TLR9 -1237 T/C e TLR9 -1486 C/T. 

Os resultados estão expressos através da média e desvio padrão e as diferenças estatísticas 

significativas foram consideradas quando p < 0,05, representadas por asterisco (*). 
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5.7 Análise de citocinas séricas em pacientes com hepatite Delta vivos e 
que tiveram óbito confirmado 

Os pacientes com hepatite Delta vivos (figura 17A) e os que tiveram óbito 

confirmado (figura 17B) foram segregados de acordo com o grau de fibrose 

(também através da aplicação do índice FIB-4 e classificação METAVIR) para uma 

análise mais detalhada. 

Vale ressaltar que 54,5% (n= 6) dos pacientes que vieram a falecer possuíam 

fibrose em seu estágio avançado (>F2). 

As únicas diferenças estatísticas significativas foram encontradas para a IL-6. 

Os níveis séricos desta citocina foram significativamente maiores no grupo de fibrose 

avançada (>F2) quando comparado ao grupo de fibrose moderada (≤F2), tanto em 

pacientes vivos quanto em pacientes que foram a óbito (p= 0,0142 e p= 0,0317, 

respectivamente). 

O grupo de pacientes vivos com fibrose avançada (n= 32) obteve maiores 

níveis séricos, porém sem significância estatística, das citocinas IL-2 (p= 0,3317), IL-

4 (p= 0,7353), IL-10 (p= 0,0980) e IFN-γ (p= 0,0531), comparados ao grupo de 

pacientes vivos com fibrose moderada (n= 34), em que apenas a citocina TNF (p= 

0,7661), obteve níveis mais elevados que o grupo de fibrose avançada. 

As citocinas IL-4, IL-10 e TNF apresentaram níveis séricos maiores, também 

sem significância estatística, no grupo de pacientes que foram a óbito com fibrose 

avançada quando comparados ao grupo de pacientes que foram a óbito com fibrose 

moderada (p > 0,9999; p= 0,5159; e p= 0,7302, consecutivamente). Ainda sobre os 

pacientes que vieram a falecer, somente as citocinas IL-2 e IFN-γ apresentaram 

maiores níveis no grupo de fibrose moderada em relação ao de fibrose avançada (p= 

0,7381 e p= 0,5794, respectivamente). 

Analisando os indivíduos com fibrose avançada, os pacientes que foram a óbito 

apresentam média de intensidade de fluorescência das citocinas IL-4 (228,8 ± 

34,32), IL-6 (383,24 ± 82,94) e TNF (143 ± 80,08) maior que no grupo de pacientes 

vivos, que apresentam média de intensidade de fluorescência maior das citocinas IL-

2 (305,88 ± 35,67), IL-10 (163,91 ± 30,03) e  IFN-γ (125,92 ± 29,61). 

Em relação aos indivíduos com fibrose moderada, as citocinas com maior 

média de intensidade de fluorescência nos pacientes que foram a óbito são IL-4 

(219,07 ± 13,49) e IFN-γ (111,25 ± 7,2), em comparação aos pacientes vivos, que 
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obtiveram maiores médias das citocinas IL-2 (297,9 ± 29,43), IL-6 (242,36 ± 61,37), 

IL-10 (148,27 ± 22,85) e TNF (123,4 ± 48,12). 

 

Figura 17 - Média de intensidade de fluorescência (MIF) das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF e 

IFN-γ em pacientes com hepatite Delta vivos (A) e que tiveram óbito confirmado (B). Os pacientes 

com hepatite Delta vivos e em óbito foram subdivididos em fibrose moderada (≤F2) e fibrose 

avançada (>F2) de acordo com índice FIB-4 e classificação METAVIR. Os resultados estão 

expressos através da média e desvio padrão. As diferenças estatísticas significativas foram 

consideradas quando p < 0,05; representadas por asterisco (*). 
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5.8 Expressão de TLR4 e TLR9 em monócitos de pacientes com hepatite 
Delta  

A expressão do receptor TLR4 em monócitos de pacientes com hepatite Delta 

é mostrada na figura 18A. Observa-se uma maior expressão do TLR4 em monócitos 

de pacientes portadores do genótipo A/A quando comparados aos de genótipo 

heterozigoto A/G para o polimorfismo TLR4 A299G, porém sem significância 

estatística (p= 0,798). Já no marcador TLR4 T399I ocorre o inverso, com maior 

expressão de TLR4 em indivíduos do grupo HDV+ com genótipo heterozigoto em 

relação aos de genótipo homozigoto selvagem (p= 0,276), também sem significância 

estatística. 

Ao relacionar os dois polimorfismos do TLR4 acima citados, este receptor foi 

mais expresso em monócitos de indivíduos HDV+ com genótipo C/T de TLR4 T399I 

(17,5 ± 2,1), seguido dos genótipos A/A de TLR4 A299G (14,8 ± 3,59), C/C de TLR4 

T399I (14,68 ± 3,53) e A/G de TLR4 A299G (13,73 ± 2,28). Nenhuma diferença de 

expressão do receptor TLR4 em monócitos apresentada na figura 18A foi 

estatisticamente significativa. 

A expressão de TLR9 em monócitos dos indivíduos HDV+ (figura 18B) 

também não obteve nenhuma diferença estatística significativa. 

Indivíduos com genótipo T/T obtiveram maior expressão de TLR9 em 

monócitos em relação aos de genótipos T/C (p= 0,427) e C/C (p= 0,225) para o 

marcador TLR9 -1237 T/C. 

Em TLR9 -1486 C/T, houve uma maior expressão do receptor TLR9 em 

monócitos de indivíduos com genótipo heterozigoto em comparação aos de 

genótipos C/C (p= 0,654) e T/T (p= 0,837). 

Analisando de forma conjunta esses dois polimorfismos de TLR9, temos uma 

maior expressão deste receptor em monócitos de pacientes HDV+ com genótipo C/T 

de TLR9 -1486 C/T (41,87 ± 7,87), seguido dos genótipos T/T de TLR9 -1237 T/C 

(41,35 ± 6,42), C/C de TLR9 -1486 C/T (40,16 ± 4,57), T/T de TLR9 -1486 C/T 

(39,08 ± 4,99), T/C de TLR9 -1237 T/C (38,31 ± 4,17) e C/C de TLR9 -1237 T/C 

(35,82 ± 4,11). 



69 
 

 

 

Figura 18 - Expressão de TLR4 e TLR9 em monócitos de pacientes com hepatite Delta de acordo 

com os genótipos para cada polimorfismo. A expressão de TLR4 está representada em A e a 

expressão de TLR9 em B. Os resultados estão expressos através da média e desvio padrão.  As 

diferenças estatísticas significativas foram consideradas quando p < 0,05. 
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6. DISCUSSÃO  

 

6.1 Aspectos demográficos e clínicos 

Este estudo foi realizado na região amazônica brasileira e obteve faixa etária 

dos indivíduos infectados pela hepatite Delta (45 anos) superior a idade de 

prevalência da mesma no Brasil de acordo com o Boletim Epidemiológico do 

Ministério da Saúde sobre as Hepatites Virais em 2019 (BRASIL, 2019), do qual 

51% possuem idade entre 20 e 30 anos. Porém, há um consenso em relação à 

predominância do gênero masculino, que neste estudo foi de 53% e no Boletim 

Epidemiológico 57,7%. 

A região do Juruá também mostrou ser a mais incidente para hepatite Delta da 

região amazônica ocidental brasileira em uma pesquisa entre os anos de 2003 e 

2009, de Crispim et al. (2014); assim como relatou casos em moradores das regiões 

do Purus, Rio Negro-Solimões, Triângulo Jutaí-Solimões-Juruá e do Estado do Acre. 

A forma clínica crônica corresponde à maioria dos casos notificados de 

hepatites B e Delta (BRASIL, 2019) havendo, portanto, comprometimento hepático e 

destruição celular pela perpetuação do quadro inflamatório na tentativa da 

eliminação viral; podendo progredir para fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular 

(BRASIL, 2009; PIRES-NETO et al., 2015). 

Os marcadores hepáticos dos pacientes com hepatite Delta avaliados neste 

estudo indicam dano hepático, sendo evidenciado no grupo de fibrose avançada 

(>F2). Assim como foi observado uma trombocitopenia nos indivíduos HDV+ com 

agravamento no grupo >F2, que, segundo Aster (1966) e Kawasaki et al. (1999), 

pode ocorrer devido ao acúmulo de plaquetas no baço com esplenomegalia, por 

sequestro, nos indivíduos com evolução de danos hepáticos. 

A taxa de mortalidade dos pacientes deste estudo foi de 14,3%, enquanto no 

Brasil, os últimos números referem-se aos anos entre 2000 e 2017, com 781 óbitos 

relacionados à hepatite Delta. É importante ressaltar que 74,9% dos casos de 

hepatite Delta no país ocorrem na região Norte (BRASIL, 2019). 
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6.2 Análise dos polimorfismos de nucleotídeo único TLR4 A299G, TLR4 
T399I, TLR9 -1237 T/C e TLR9 -1486 C/T e suas frequências 

As evidências sugerem que a resposta imune inata, em especial a via de 

sinalização dos receptores Toll-like (TLRs), apresenta-se como um dos mecanismos 

de defesa essenciais contra vários agentes patogênicos, ativando as cascatas de 

sinalização e produção de citocinas pró-inflamatórias (ZHANG & LU, 2014). 

Uma deficiência funcional pode estar relacionada às variantes genéticas no 

receptor, causadas por polimorfismos, e pode estar associada à progressão para a 

forma crônica da infecção e consequentemente ao agravamento clínico do paciente 

(PIRES-NETO et al., 2015). 

Em indivíduos com hepatite crônica, o DNA de células destruídas pode ser 

reconhecido pelo receptor celular TLR9 de células estreladas hepáticas e de Kupffer, 

que reconhece DNA de fita simples ou dupla e CpG-DNA, e ocasionar um aumento 

do processo inflamatório (ABBAS et al., 2015; WATANABE et al., 2017). 

Na hepatite crônica pode ocorrer também a translocação bacteriana, devido à 

alteração na permeabilidade intestinal e, consequentemente, facilitação da migração 

de bactérias típicas da flora intestinal para o fígado (GARCIA-TSAO & WIEST, 

2004). Tais bactérias podem ativar o receptor TLR4 das células hepáticas, que 

reconhecem lipopolissacarídeo (LPS) bacteriano, exacerbando ainda mais o dano 

hepático (SEKI et al., 2007; ZHU et al., 2012). 

Por meio de experimentos de transfecção de células, Arbour et al. (2000) 

observaram que nas células com o SNP TLR4 A299G houve interrupção da 

sinalização de LPS intercedida por TLR4, o que não ocorreu nas transfectadas com 

o SNP TLR4 T399I, pois se apresentaram hiporresponsivas ao LPS. 

Outros estudos também citam que o SNP TLR4 A299G pode interferir na 

resposta celular pela alteração na relação do TLR4 com o LPS (RALLABHANDI et 

al., 2006; FERWERDA et al., 2008). 

Pandey et al. (2019) associaram o SNP TLR4 A299G à infecção pelo HPV 

(Papilomavírus Humano) 16/18. Já WU e colaboradores (2012), realizaram um 

estudo de coorte em pacientes com hepatite B crônica entre os anos de 1984 e 

2010, com acompanhamento regularmente a cada 6 meses no Departamento de 

Pediatria e Medicina do Hospital Universitário de Taiwan e relacionaram a presença 

do alelo G no polimorfismo do gene de TLR4 A299G à soroconversão e “clearance” 

espontânea do HBsAg por mais de 6 meses. 
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As frequências genotípicas e alélicas do TLR4 A299G deste estudo não 

diferiram entre os pacientes infectados pela hepatite Delta e o grupo controle. A 

grande maioria dos pacientes HDV+ não apresentou o alelo variante G do TLR4 

A299G, uma minoria possuía o genótipo heterozigoto A/G e não houve o genótipo 

homozigoto variante, o que, de acordo com os estudos de Arbour et al. (2000), 

Rallabhandi et al. (2006) e Ferwerda et al., (2008), indica a não interrupção da 

sinalização de LPS intercedida por TLR4 na maioria dos pacientes HDV+ que, se 

ativado, origina um processo inflamatório. 

Para este marcador, a frequência de alelos dos grupos controle e HDV+ se 

assemelham à população americana descrita no projeto “Genomes 1000 - fase 3” e 

às subpopulações americanas de ancestrais mexicanos (em Los Angeles, Califórnia; 

A= 97% e G= 3%) e de peruanos (em Lima, Peru; A= 99% G= 1%) (ENSEMBL, 

2020a). 

Assim como o TLR4 A299G, o marcador TLR4 T399I apresentou diferença sutil 

das frequências alélicas e genotípicas entre os grupos controle e HDV+. Também 

não ocorreu o genótipo homozigoto variante, neste caso T/T. No grupo HDV+, houve 

a predominância do genótipo selvagem, enquanto apenas 2,6% apresentaram o 

genótipo em heterozigose (C/T). 

A frequência alélica para o marcador TLR4 T399I da população estudada é 

semelhante à frequência alélica da população africana, segundo o projeto “Genomes 

1000 - fase 3”; mais precisamente, o grupo controle assemelha-se à subpopulação 

africana de Gâmbia (na divisão Ocidental, C= 98% e T= 2%) e o grupo HDV+ às 

subpopulações africanas de Esan (na Nigéria) e de Mende (em Serra Leoa), ambas 

com 99% do alelo C e 1% do alelo T (ENSEMBL, 2020b). 

Em uma meta-análise de associação entre polimorfismos e risco de câncer, 

Ding et al. (2017) associaram o TLR4 T399I à diminuição significativa do risco de 

câncer entre caucasianos e asiáticos após avaliação de 55 artigos (totalizando 

28244 controles e 20107 casos) e, conforme citado anteriormente, nos experimentos 

de Arbour et al. (2000) o TLR4 T399I apresentou hiporresponsividade à sinalização 

de LPS intercedida por TLR4. 

Costa et al., 2017, elaboraram uma pesquisa retrospectiva na Amazônia 

brasileira de caso controle sobre a malária por Plasmodium vivax, em área de 

intensa transmissão, e relataram não haver associação entre o tipo de malária 
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estudada e os polimorfismos do gene TLR4 aqui estudados: o TLR4 A299G e o 

TLR4 T399I. 

O SNP TLR9 -1237 T/C obteve distribuição semelhante de frequências alélicas 

e genotípicas entre os grupos controle e pacientes com hepatite Delta, tendo um 

predomínio do genótipo homozigoto selvagem, seguido pelo genótipo heterozigoto e 

uma minoria com o genótipo homozigoto variante. As diferenças destas frequências 

entre os grupos estudados para este marcador não foram tão sutis quanto as 

encontradas nos SNPs do TLR4, porém não foram estatisticamente significativas. 

Quando as frequências alélicas e genotípicas de cada marcador foram 

observadas de acordo com o estadiamento da fibrose, somente o marcador TLR9 -

1237 T/C obteve significância estatística, com maior frequência do genótipo 

homozigoto variante no grupo de fibrose moderada quando comparado a esse 

genótipo no grupo de fibrose avançada, que foi ausente. 

Segundo estudo realizado por Ng e colaboradores (2010), o SNP TLR9 -1237 

T/C pode estar relacionado a um estado inflamatório mais intenso pelo fato de que, 

na presença do alelo C, há uma maior afinidade de ligação com NF-kB, além de um 

suposto sítio adicional de ligação a NF-kB; o que causaria maior ativação deste fator 

de transcrição e aumento da ligação deste com a região promotora do TLR9. 

Já para Carvalho et al., 2011, na presença do alelo C de TLR9 -1237 T/C, 

ocorre a criação de vários sítios regulatórios do promotor de TLR9, inclusive a 

criação de um sítio de resposta à IL-6. E, em experimentos, mostrou a IL-6 

regulando de forma positiva a expressão de TLR9 em células mononucleares 

portadoras do genótipo T/C de TLR9 -1237 T/C; gerando uma resposta aumentada a 

CpG-DNA, como aumento da produção de IL-6 e da proliferação de células B. 

O alelo C de TLR9 -1237 T/C foi relacionado à várias doenças inflamatórias, 

como: significativamente mais frequente em pacientes alemães com doença de 

Crohn que em indivíduos controles (TOROK et al., 2004); possível fator de risco para 

asma (LAZARUS et al., 2003); e também significou exacerbação do acometimento 

gástrico em portadores de Helicobacter pylori, com atrofia gástrica e hipocloridria, 

que são estados pré-malignos do câncer gástrico nestes indivíduos (NG et al., 

2010). 

Já o genótipo T/C de TLR9 -1237 T/C foi associado à soroconversão 

espontânea precoce de HBeAg na hepatite B crônica (WU et al., 2012). 
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O TLR9 -1486 C/T, foi o único SNP desta pesquisa a destoar nas distribuições 

genotípicas e alélicas entre os grupos HDV+ e controle, inclusive, com significância 

estatística. No grupo controle, há maior frequência do genótipo C/T, seguido do T/T 

e C/C. Quanto ao grupo HDV+, há maior ocorrência do genótipo T/T, seguido dos 

genótipos C/T e do C/C. A frequência do genótipo C/C foi significativamente maior 

no grupo HDV+ que no grupo controle. Já a frequência do genótipo C/T foi 

significativamente maior no grupo controle que no grupo de pacientes infectados 

pelo vírus da hepatite Delta. 

Apesar de anteriormente Ng e colaboradores (2010) associarem o TLR9 -1237 

T/C à lesões pré-malignas do câncer gástrico em indivíduos com Helicobacter pylori, 

Zhang et al. (2013) analisaram os SNPs TLR9 -1486 C/T e TLR9 -1237 T/C quanto 

ao risco de câncer, através de uma meta-análise contendo 11 estudos de caso 

controle (7506 controles e 6585 casos de câncer no total) e não obtiveram 

significância estatística. 

Outro estudo relacionando os dois SNPs foi feito por Costa et al. (2017), na 

Amazônia brasileira, em uma pesquisa retrospectiva de caso controle sobre a 

malária por Plasmodium vivax, em área de intensa transmissão no Estado do 

Amazonas, e relacionaram o polimorfismo TLR9 -1237 T/C à alta carga parasitária, 

bem como o TLR9 -1486 C/T à predisposição à doença; o que corroborou com a 

pesquisa de Alipoor et al. (2016), em que foi realizada uma análise de bioinformática 

(in-silico) sobre a repercussão dos SNPs em genes da via dos receptores do tipo 

Toll na busca de facilitar a seleção de variantes gênicas para estudos futuros e 

torná-los menos dispendiosos. Tal estudo apresentou uma lista contendo 19 SNPs 

com potencial deletério e, dentre eles, o TLR9 -1486 C/T apresentou provável 

modificação de predição a doenças, devido possível interferência na ligação dos 

fatores transcricionais. 

Ao estudarem a associação do SNP TLR9 -1486 C/T com a depuração 

espontânea na hepatite C crônica na China Central, Wei et al. (2014) não 

encontraram associação estatisticamente significativa, indicando não ser crucial na 

infecção crônica em questão. 

Além do SNP TLR4 A299G, Pandey et al. (2019) também associaram o TLR9 -

1486 à infecção pelo HPV. Martínez-Campos et al. (2017) fez essa mesma 

associação para TLR9 -1486, porém acrescentou para o genótipo T/T deste 
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marcador associação significativa à lesão cervical intraepitelial escamosa e ao 

desenvolvimento de câncer do colo uterino na população feminina mexicana. 

 

6.3 Análise de citocinas séricas na população de estudo 

Os pacientes com hepatite Delta deste estudo possuem níveis séricos das 

citocinas IL-2, IL-6 (ambas de perfil Th1), IL-4 (perfil Th2) e IL-10 (regulatória) 

superiores ao grupo controle, de forma estatisticamente significativa. Apenas as 

citocinas de perfil Th1 TNF e IFN-γ obtiveram níveis séricos mais expressivos no 

grupo controle que no grupo HDV+, porém com diferença estatística significativa 

apenas em TNF. 

Um estudo recente realizado com indivíduos infectados somente pelo vírus da 

hepatite B, infectados pelo vírus da hepatite Delta e indivíduos que não possuíam 

hepatites (controle) obteve concentrações significativamente maiores de TNF-α em 

indivíduos com hepatite Delta que em indivíduos controles. Porém, também obteve 

maiores concentrações de IFN-γ no grupo controle que no grupo HDV+ 

(TOWNSEND et al., 2019). 

O TNF também é denominado como TNF-α a fim de diferenciá-lo do TNF-β 

(linfotoxina), citocina homóloga que também tem efeitos pró-inflamatórios (ativam 

neutrófilos e endotélio) e com os mesmos receptores (FNTR1 e FNTR2) de TNF, 

sintetizada por células T (LIN et al., 2000; ZHANG & AN, 2007; ABBAS et al., 2015) 

 O TNF-α é uma citocina pró-inflamatória que estimula a secreção de outras 

citocinas pró-inflamatórias, como IL-1 e IL-6; secretada principalmente por linfócitos 

T, monócitos e macrófagos (HAJEER & HUTCHINSON, 2000; LIN et al., 2000; 

ZHANG & AN, 2007). TNF-α  pode atrair monócitos e neutrófilos para os locais de 

infecção, estimular moléculas de adesão no endotélio vascular, estimular a produção 

de quimiocinas por macrófagos e células endoteliais que recrutam leucócitos, bem 

como influenciar a apoptose celular (BARBARA et al., 1996; MAKHATADZE, 1998). 

Sua ação é benéfica em infecções, porém, por tempo prolongado pode provocar 

danos (TRACEY et al., 1986). 

Ainda segundo Townsend et al. (2019), o predomínio do perfil Th1 pode ser 

decisivo para que se atinja estágios mais avançados da hepatite Delta de forma 

relativamente mais acelerada. 
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Por outro lado, a ativação clássica dos macrófagos pode ser suprimida pelas 

citocinas de perfil Th2 (IL-4 e IL-13), induzindo a ativação alternativa de macrófagos, 

que passam a produzir IL-10 e TGF-β, gerando efeitos anti-inflamatórios, de 

reparação tecidual e, consequentemente, inibindo a função e o desenvolvimento do 

perfil de resposta Th1. Com isso, as citocinas de perfil Th2 também acabam 

interferindo na proteção contra infecções virais que é mediada pelo perfil de resposta 

Th1. Classicamente, os macrófagos são ativados por IFN-γ e ligantes de TLR 

microbianos, liberando substâncias com ação microbicida e inflamatória, como: 

espécies reativas de oxigênio, óxido nítrico, enzimas lisossomais, IL-1, IL12, IL-23 e 

quimiocinas (ABBAS et al., 2015). 

Contudo, a ativação atípica mantida de miofibroblastos pelo TGF-β pode 

desencadear processos patológicos como a fibrose (TSOU et al., 2014). 

Em uma pesquisa sobre padrões de dominância viral em pacientes HDV+ 

revelou-se a dominância do vírus da hepatite Delta em 75% em relação ao HBV, que 

foi de 7%, e 17% não obtiveram dominância. Tal pesquisa sugeriu uma ativação de 

IFN, porém em exaustão, em pacientes que apresentaram dominância do HDV 

(LUTTERKORT et al., 2018). 

Para o marcador TLR4 A299G, apenas quando o grupo HDV+ foi analisado 

quanto ao grau de fibrose que obteve-se diferença estatística, com maior nível sérico 

da citocina IL-6 nos indivíduos com fibrose moderada de genótipo A/A que nos 

indivíduos com fibrose moderada de genótipo A/G, corroborando com o estudo de 

Korppi et al. (2020), onde menores níveis de proteínas pró-inflamatórias, inclusive da 

IL-6, foram observados em indivíduos portadores do genótipo variante para este 

polimorfismo (A/G); sugerindo que realmente ocorra uma interrupção da sinalização 

de LPS intercedida por TLR4 na presença de seu alelo variante, como encontrado 

por Arbour et al. (2000) em seus experimentos. 

 A IL-6 é uma citocina que estimula a síntese de proteínas de fase aguda 

(como a proteína C reativa), a maturação de macrófagos, células endoteliais, 

condrócitos e osteoclastos, assim como a maturação e ativação de células T e B 

(BRENNAN & MCLNNES, 2018); sendo uma citocina produzida em resposta a 

microrganismos e a outras citocinas como IL-1 e TNF- α (KISHIMOTO, 2005). 

Não houve nenhuma relação estatística significativa entre as citocinas séricas 

estudadas e os genótipos encontrados no polimorfismo TLR4 T399I. 
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Os indivíduos com hepatite Delta portadores do genótipo T/C de TLR9 -1237 

T/C obtiveram concentrações séricas de TNF significativamente superiores quando 

comparados aos de genótipo T/T do mesmo grupo nesta pesquisa, reforçando a 

ideia de estudos (LAZARUS et al., 2003; NG et al., 2010; CARVALHO et al., 2011) 

que relacionam o alelo variante C do TLR9 -1237 T/C a um processo inflamatório 

mais intenso. 

Em relação ao TLR9 -1237 T/C, a IL-10 estaria regulando a inflamação nos 

pacientes com hepatite Delta e no grupo fibrose moderada (≤F2), com níveis séricos 

superiores em portadores dos genótipos T/C e TT em relação aos de genótipo 

homozigoto variante CC, de forma estatisticamente significativa. 

A IL-10 possui propriedades antifibróticas (ZHANG & WANG, 2006), capaz de 

suprimir a função de células NK, células T e, especialmente, macrófagos ativados no 

intuito de inibir as citocinas IL-1, TNF, IL-12, IL-6 e IL-8. A IL-10, também consegue 

inibir moléculas de MHC II e coestimuladores das células anteriormente citadas 

(MOORE et al., 2001; COUPER et al., 2008). 

Na presença de grandes quantidades de IL-10 no fígado, pode ocorrer ainda a 

diferenciação de células TCD4+ naives em células T reguladoras e supressão da 

maturação de células dendríticas (CRISPE et al., 2006). 

Tal citocina pode ser usada como terapia para diminuição dos processos 

inflamatório e fibrótico na hepatite, mas seu uso prolongado pode contribuir para o 

aumento dos níveis das partículas virais (NELSON et al., 2003). 

Da mesma forma que a IL-10 pode ser usada terapeuticamente para redução 

do dano hepático, o antagonista de TNF-α também seria viável para tal uso segundo 

pesquisa recente desenvolvida em um modelo de camundongo com infecção grave 

e aguda pelo HDV, em que o uso do antagonista de TNF-α promoveu uma redução 

significativa da lesão hepática causada pelo HDV (USAI et al., 2020). 

Assim como no marcador TLR9 -1237 T/C, a citocina TNF possui diferença 

estatística significativa para TLR9 -1486 C/T em pacientes com hepatite Delta, 

porém, com maior média de intensidade de fluorescência nos portadores de 

genótipos T/T e C/T quando comparados aos de genótipo C/C (homozigoto 

selvagem).  
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Também houve significância estatística de TNF para este marcador quanto à 

fibrose avançada, com níveis séricos significativamente maiores em pacientes 

portadores do genótipo C/T quando comparados aos de genótipo C/C. 

Outra citocina que apresenta significância estatística para TLR9 -1486 C/T em 

pacientes com hepatite Delta é a IL-6, com níveis séricos maiores nos indivíduos 

com genótipo T/T quando comparados aos de genótipo C/C. 

Os resultados das citocinas TNF e IL-6 em TLR9 -1486 C/T conferem um perfil 

de resposta inflamatória Th1 mais expressivo ao alelo variante T em relação ao alelo 

selvagem C; se alinhando com a pesquisa de Martínez-Campos et al. (2017), que 

associou o genótipo T/T deste marcador à lesão cervical intraepitelial escamosa e ao 

desenvolvimento de câncer do colo uterino em mulheres mexicanas. 

Também foi observado que a IL-6 possui maior concentração sérica no grupo 

de fibrose avançada (>F2) que no grupo de fibrose moderada (≤F2), com 

significância estatística, tanto nos  pacientes com hepatite Delta vivos quanto nos 

que tiveram óbito confirmado, conferindo perfil Th1 mais expressivo nesses 

indivíduos. 

 

6.4 Análise da expressão de TLR4 e TLR9 em monócitos de pacientes 
com hepatite Delta de acordo com os genótipos para cada polimorfismo  

As análises de expressão dos receptores TLR4 e TLR9 em monócitos de 

pacientes HDV+ de acordo com os genótipos para cada polimorfismo não 

apresentaram diferenças estatísticas neste estudo. 

Apesar de ocorrer uma alteração estrutural e sequencial de proteína no SNP 

TLR4 A299G, que inicialmente não interfere em seus níveis de expressão (LANGE 

et al., 2011), nota-se em nossos resultados uma maior expressão de TLR4 em 

monócitos de pacientes HDV+ que não possuem o alelo variante G em relação aos 

de genótipo heterozigoto A/G para TLR4 A299G. 

O TLR4 A299G é um SNP que pode interferir na resposta celular 

interrompendo a sinalização de LPS mediada por TLR4, o que não foi observado em 

TLR4 T399I (ARBOUR et al., 2000). 

Na presença de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, TNF-α e IFN-γ, bem 

como de LPS (Lipopolissacarídeo) e LAM (Lipoarabinomanana), observa-se um 

aumento da expressão de TLR4 em monócitos e em leucócitos polimorfonucleares. 
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O efeito contrário é observado na presença da citocina regulatória IL-10, com a 

inibição de expressão do TLR4 (MUZIO et al., 2000). 

No marcador TLR4 T399I ocorre o inverso de TLR4 A299G, com maior 

expressão de TLR4 em indivíduos do grupo HDV+ com genótipo heterozigoto 

quando comparados aos de genótipo homozigoto selvagem, sugerindo não 

acontecer a interrupção da sinalização de LPS mediada por TLR4 na ocorrência do 

SNP TLR4 T399I. 

Segundo Carvalho e colaboradores (2011), na presença do alelo C de TLR9 -

1237 T/C ocorre uma maior expressão do TLR9, pela geração de um sítio de 

resposta a IL-6, descrita como reguladora positiva do TLR9, porém, foram os 

pacientes com genótipo homozigoto selvagem deste estudo que obtiveram maior 

expressão do receptor TLR9 em monócitos em relação aos de genótipos 

heterozigoto e homozigoto variante para TLR9 -1237 T/C. 

Sabe-se que na hepatite B, conforme a cronicidade da doença avança, pode 

ocorrer uma tolerância imunológica ao HBeAg, podendo estar associado a uma 

regulação negativa de receptores TLRs (VISVANATHAN et al., 2007; WEI et al., 

2010). 

Assim como o SNP TLR9 -1237 T/C, o SNP TLR9 -1486 C/T também está 

localizado na região promotora do gene, podendo interferir na regulação 

transcricional e expressão de TLR9 (ENSEMBL, 2018). 

Em TLR9 -1486 C/T houve uma maior expressão do receptor TLR9 em 

monócitos de indivíduos com genótipo heterozigoto em comparação aos de 

genótipos homozigoto selvagem e homozigoto variante. 
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CONCLUSÃO 

 

 Nossos resultados demonstraram níveis séricos da citocina IL-6, de 

perfil Th1, significativamente elevados em pacientes HDV+ com fibrose avançada 

em relação aos de fibrose moderada (tanto em vivos quanto em pacientes com óbito 

confirmado).  

 Outra citocina importante observada na fibrose avançada foi TNF 

(Th1), com níveis séricos significativamente maiores na presença do genótipo C/T 

em relação ao genótipo selvagem C/C de TLR9 -1486 C/T. 

 A citocina IL-6 também se mostrou importante na fibrose moderada, 

com concentrações significativamente maiores em pacientes portadores do genótipo 

selvagem A/A em relação aos de genótipo A/G de TLR4 A299G. Porém, também 

observamos na fibrose moderada a citocina regulatória IL-10 com concentrações 

significativamente elevadas nos indivíduos de genótipos homozigoto selvagem T/T e 

heterozigoto T/C em relação aos de genótipo homozigoto variante C/C de TLR9 -

1237 T/C; o que pode significar um balanceamento de resposta entre o perfil Th1 

(com IL-6) e o perfil regulatório (com IL-10) para que a fibrose moderada não 

progrida para a fibrose avançada. 

A realização de estudos sobre esses polimorfismos frente à hepatite Delta é 

de suma importância para se obter uma previsibilidade da resposta imune frente a 

um determinado genótipo de polimorfismo e para o desenvolvimento de uma terapia 

individualizada que possibilite um tratamento mais assertivo. 
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ANEXOS  

Anexo 01: Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa – CEP (CAAE: 
46865015.8.3001.5262). 
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Anexo 02: Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa – CEP/HEMOAM 
(CAAE:49652815.8.0000.0009). 
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Anexo 03: Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa – CEP/HEMOAM 
(CAAE:0024.0.112.000-10).  
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