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RESUMO

Para avaliar a interferéncia do Virus da Hepatite Delta (VHD) na expressdo intra-
-hepatica das particulas viricas do Virus da Hepatite B (VHB), foi estudada a localiza¢io e
expressdo dos antigénios do core (AgHBc) e de superficie (AgHBs) em fragmentos de
biopsias hepaticas de 39 doentes com infecgdo crénica Delta (anti-HD positivos) e 31 porta-
dores do VHB sem infecgédo associada ao VHD (anti-HD negativos). O AgHBc foi positivo
em 16.7% dos doentes AgHBe positivos com infecgdo Delta e em 91.4% dos casos apenas
infectados com o VHB. Em contraste nos doentes AgHBe negativos, anti-HD negativos, o
AgHBc intra-hepético foi apenas demonstrado em 32.6%. A expressdo do AgHBc esta signi-
ficativamente associada i presenga no soro do AgHBe (p<0.00001) nos portadores do
AgHBs ndo infectados com o VHD. A distribuigio do AgHBc foi exclusivamente citoplas-
matica em 30% dos doentes com Hepatite Delta e nuclear e citoplasmética em 38,3% dos
casos apenas com infecgdo crénica B. A localizagdo nuclear estava diminuida na infecgio
associada ao VHD comparativamente aos portadores cronicos do VHB ndo infectados com
aquele virus. O AgHBs no figado foi detectado em 70.3% e 82.3% dos doentes com e sem
infecgdo Delta, respectivamente. A expressdo membranosa do AgHBs associou-se significa-
tivamente ao AgHBe no soro (p <0.00001) dos doentes sem infecgdo Delta, enquanto que
este padrio foi menos observado na hepatite Delta (p<0.05). A prevaléncia e a expressdo
do AgHBs no citoplasma nfo foi significativamente diferente entre os portadores do VHB
infectados ou ndo com o VHD. Os nossos resultados demonstram: 1) diminui¢do da expres-
sdo intra-hepatica do AgHBc e membranosa do AgHBs nos portadores do VHB superinfec-
tados com o VHD, sugerindo redugio da replicagio do VHB. 2) a modifica¢io da expressio
do AgHBc ¢ do AgHBs nos doentes infectados com o VHD parece demonstrar, mais do que
um efeito inibitério, um efeito modelador d6 VHD na sintese dos produtos genéticos do
VHB.

SUMMARY
The intrahepatic expression of the hepatitis B virus in chronic Delta hepatitis

In order to evaluate the interference of hepatitis Delta Virus (HDV) in hepatitis B viral
particle (HBsAg, HBcAg) expression in the liver of chronic HDV patients, 39 and 81 liver
biopsies of HBsAg carriers seropositive for anti-HDV and anti-HDV negative controls, res-
pectively, were studied. HBcAg was positive in 16.7% of the HBeAg positive patients with
HDAg in the liver and in 91,4% of controls. In contrast, in HBeAg and anti-HDV negative
patients the intrahepatic expression of HBcAg was detected in 32.6%. In anti-HDV negative
patients the HBcAg liver expression correlated significantly with the HBeAg in serum
(p<0.00001). The distribution of HBcAg was exclusively cytoplasmatic in 30% of HDV-
-infected patients but mixed nuclear and cytoplasmic in 38.3% of the controls. The nuclear
expression of HBcAg was decreased in chronic HDV infection. HBsAg was positive in
70.3% of patients who were anti-HDV positive and in 82.3% of controls. The membranous
expression of HBsAg was detected less frequently in HDV-infected patients (p<<0.05) than
in controls, while associated with HBeAg in serum of HBV carriers without HDV superin-
fection (p <0.00001). The prevalence and the HBsAg cytoplasmic expression was not diffe-
rent for the chronic HDV infection or controls. Our results show: 1) decreased intrahepatic
expression of HBcAg and membranous HBsAg in HBV carriers superinfected with HDV,
suggesting decreased HBYV replication in the liver of these patients. 2) the changing of
HBcAg and HBsAg expression in the liver of HDV-infected patients, suggests not so much a
decrease but rather a modulation in HBV replication.

INTRODUCAO
Vérios trabalhos sugerem que o Virus da Hepatite do Virus da Hepatite B (VHB). Esta evidéncia vem
Delta (VHD) tem a capacidade de inibir a replica¢do desde os trabalhos iniciais de Mario Rizzetto, Purcell e
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colaboradores 2 em chimpanzés com infec¢do crénica
Delta, nos quais foi observada urha diminuigéo transi-
téria da expressdo do antigénio do core (AgHBc) e de
superficie (AgHBs) no figado e no soro, contempora-
neo ao aparecimento, do antigénio Delta (AgHD) no
figado, passando pelos trabalhos de Caredda, Saraco,
Ramalho e colaboradores -5, que mostraram uma
seroconversido do antigénio e do VHB (AgHBe) signi-
ficativamente mais marcada nos portadores crdonicos
do VHB apés a superinfecgdo pelo VHD. Nesta infec-
¢do, a maioria dos doentes tém baixos indices de repli-
cacdo do VHB®’ e por outro lado, estudos de Gon-
vindarajan, Ramalho, Hadziyannis e colaboradores ®1°,
mostram que a prevaléncia no soro do Acido Des6xi-
ribonucleico do VHB (ADN-VHB) e de AgHBc no
figado ¢é significativamente menor nos portadores cro-
nicos do VHB com infec¢do Delta associada. Contudo
um trabalho recente de Bas e colaboradores!! parece
contradizer estes resultados, ao mostrar indices de
viremia semelhante nos doentes AgHBe positivos
independentemente de terem ou ndo infec¢do asso-
ciada pelo VHD. Os achados prévios de que a preva-
léncia da expressdo do AgHBc no figado e do ADN-
-VHB no soro é menor nos portadores anti-HBe
positivos com infec¢do Delta, em contraste com aque-
les n3o infectados?® 10, talvez traduza diferentes etiolo-
gias da doencga hepatica crénica entre estes dois tipos
de doentes (como por exemplo a superinfec¢do pelo
virus da hepatite C; mutantes do VHB, etc), embora
ndo se possa excluir a poassibilidade da inibicdo da
replicagio exercida pelo VHD sobre'o VHB 2. Toda-
via a inibic¢#o significa apenas terminar a replicagéo ou
modelar a expressdo do VHB? A distribuigio e expres-
sdo intra-hepatica dos produtos genéticos do VHB,
nomeadamente o AgHBc, € um bom indice de replica-
¢do do VHBSE. Com o intuito de avaliar a interferéncia
da expressdo das proteinas do VHB pelo VHD, estu-
damos a expressdo do AgHBs ¢ do AgHBc no figado
de doentes portadores do VHB com ¢ sem infecgdo
associada ao VHD.

MATERIAL E METODOS

Doentes — O material de estudo compreendeu a
analise imunocitoquimica de 120 biépsias hepaticas
para o AgHBc, AgHBs e AgHD, das quais 39 perten-
ciam a doentes com infec¢do cronica Delta (anti-HD
positivos) e 81 eram de portadores do VHB sem infec-
¢do associada pelo VHD (anti-HD negativos). Nos 81
doentes anti-HD negativos, 35 eram AgHBe positivos
e 46 negativos para o0 AgHBe. Em 39 doentes anti-HD
positivos, 12 eram positivos para o AgHBe e 27 anti-
-HBe positivos. A classificagio histoldgica foi efec-
tuada de acordo com os critérios Internacionais 3.
Nenhum doente foi previamente submetido a terapéu-
tica imunossupressora ou anti-virica. Todos eram
negativos para o Virus da Imunodeficiéncia Humana.
As caracteristicas clinicas e laboratoriais estdo indica-
das no Quadro 1.

Deteccio dos Marcadores do VHB ¢ VHD — O
AgHBs, AgHBe e anti-HBe foram determinados por
Kits comerciais de radioimunoensaio, € o anti-HD foi
inicialmente determinadc por um método imunoenzi-
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QUADRO 1 — Dados clinicos e laboratoriais dos doentes
estudados

Anti-HD + vos Anti-HD -vos

N.° casos 39 81
Idade média
(anos) 27.1 (9-70) 33.5(8-72)
H/M 32/7 70/11
AgHBc+/
| AgHBe - 12/27 35/46
HCA+/-C 75.5% 35.3 P <0.00001
ALT. (UI/L-
-média) 508.3%* 231 P<0.02

matico modificado’ e posteriormente por um método
comercial.

Deteccio dos Antigénios viricos no Figado — As
bidpsias hepaticas foram obtidas por pungdo percuta-
nea com agulha de Menghini e processadas ¢ exami-
nadas segundo os métodos standard. O AgHBc foi
determinado pelo método da imunoperoxidase indi-
recta e o AgHBs pela técnica da peroxidase-anti-
-peroxidase como anteriormente descrito®. O AgHD
foi inicialmente determinado por imunofluorescéncia ¢
posteriormente por imunoperoxidase directa’. A rela-
¢do topografica entre o AgHBc, o AgHBs e a distri-
buigdo do AgHD no figado foi determinada pela ava-
liagdo das mesmas areas nas sec¢des seriadas do
material de bidpsia.

Anidlise Estatistica — Para analisar a significancia
estatistica das associa¢des entre as diferentes variaveis,
aplicaram-se os testes ndo paremétricos do X2 com
correcgdo de Yates e o teste exacto de Fisher. A ava-
liagido do grau de associa¢do entre as variaveis foi
determinada pelo coeficiente de Contingéncia em tabe-
las Kx2 ou 2xK. A verificagdo das varia¢Ses e da
interdependéncia foi realizada pelos coeficientes da
correlagio linear Gama ou de Kendall.

RESULTADOS

O AgHD foi detectado no nicleo dos hepatdcitos
em 12 portadores cronicos do VHB positivo para o
AgHBe e em 27 anti-HBe positivos. A expressdo do
VHD no figado e seu perfil serolégico, mostra uma
associagdo altamente significativa com os portadores
negativos para o AgHBe (p <0.00001; coeficiente
Gama + 1). Em nenhum dos casos anti-HD negativos
foi observada expressdo intra-hepatica do AgHD. A
distribuicio do AgHBc e do AgHBs em relagio com a
expressdo do AgHD ¢é mostrada nos quadros 2 e 3. Da
analise de 120 fragmentos de bidpsias hepaticas,
verifica-se que o AgHBc foi detectado em 57, das
quais 47 (39.2%) eram doentes sem infec¢do Delta e 10
(8,3%) de portadores do VHB com superinfec¢do pelo
VHD (p<0.01). Nestes, a distribuigdo do AgHBc foi
exclusivamente nuclear em 4 casos (40%), citoplasma-
tica em 3 (30%) e nos restantes simultaneamente no
nicleo e no citoplasma. Nos doentes anti-HD negati-
vos, o AgHBc localizou-se apenas no nicleo dos hepa-
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QUADRO 2 — Padrdes de distribui¢io do AgHBc intra-
-hepitico e a sua relagiio com a infec¢do pelo VHD

AgHBc Intra-Hepdtico
Citoplasma Nucleo Negativo Total

Anti-HD +vo 6(3) 4 29 39
Anti-HD -vo 29 (8) 18 34 81

( ) Indica localizagio exclusivamente citoplasmatica

QUADRO 3 — Padrdes de distribui¢io do AgHBs intra-
-hepdtico e a sua rela¢fio com a infec¢io pelo VHD

AgHBs Intra-Hepatico

Citoplasma Niicleo Negativo Total

Anti-HD +vo 19 8 12 39
Anti-HD -vo 35 31 15 81

tocitos em 18 (38.3%), em 21 (44.7%) no citoplasma ¢
nucleo ¢ em 8 (17%) foi de localizagio apenas no cito-
plasma. Nos portadores anti-HD negativos ¢ AgHBe
positivos (quadro 4), a expressio intra-hepatica do
AgHBc foi observada em 32 doentes (91.4%). Em con-
traste, nos doentes negativos para o AgHBe, o AgHBc
foi apenas detectado em 15 de 46 (32.6%) casos. A
expressio do AgHBc no figado, nos portadores anti-
-HD negativos, esta significativamente associada a
presenga no soro do AgHBe (p<0.00001; coeficiente
Gama + 0.92). Nos doentes com infec¢do crénica
Delta, em 74.4% dos casos (29 de 39) ndo foi encon-
trada expressdo hepatica do AgHBc. Destes, 10 eram
AgHBe positivos e 19 tinham anticorpos, anti-HBe.
Em contraste com os portadores do VHB sem infecgdo
Delta, nio foi observada associagéio significativa da
expressio do AgHBc com o AgHBe no soro (p=1). O
AgHBs intra-hepatico foi positivo em 27 de 39 doentes
anti-HD positivos (69.2%) € estava ausente em apenas
18.5% dos portadores do VHB sem infecgdo Delta. A
expressio membranosa do AgHBs foi menos frequen-
temente observada nos doentes infectados com o
VHD, do que nos doentes anti-HD negativos (8/27 vs
31/66; p<0.05). Este tipo de expressio do AgHBs,
nestes ultimos doentes, associou-se de uma forma sig-
nificativa com o AgHBe sérico, pois foi encontrado em
24 de 35 (68.8%) portadores com este marcador
(p<0.00001; coeficiente Gama +0.84). A expressio
membranosa do AgHBs correlacionou-se com a pre-
sen¢a do AgHBc no figado, dado que 31 de 47 doentes
com AgHBc tinham expressio membranosa do

QUADRO 4 — Correlagdio da distribui¢io intra-hepatica do
AgHBc e AgHBs com o perfil serolégico do VHB com e sem
infec¢do Delta

AgHBc Intra-Hepéatico AgHBs Intra-Hepatico

Positivo Negativo Positivo Negativo
Anti-HD +vo
AgHBe + 2 10 9 3
AgHBe- 8 19 18 9
Anti-HD -vo
AgHBe + 32 3 33 2

AgHBe - 15 31 33 13

AgHBs, enquanto que os casos sem AgHBc, nenhum
tinha este tipo de expressédo e 21 (61.8%) apresentavam
AgHBs no citoplasma (p <0.0008).

DISCUSSAO

Os estudos iniciais da infec¢fio Delta em animais !,
mostram que esta uma vez estabelecida, parece inibir a
sintese dos produtos genéticos do VHB, traduzida pelo
desaparecimento ou declinio do AgHBs no soro ¢ do
AgHBc do figado. Os primeiros estudos no homem 415
mais vieram reforgar este conceito da interferéncia do
VHD com o VHB. Contudo outros mostram, ao invés,
evidéncia de replicagio do VHB na infec¢éo crénica
Delta4!6.17 Estes factos vém levantar a questio do
verdadeiro significado da relac¢iio da replicagdo do
VHD com o VHB. Um método simples ¢ que ndo
envolve tecnologia sofisticada para o estudo da relagdo
do VHD com o VHB“ aquele que passa pelo estudo
imunohistoquimico da expressdo de particulas viricas
do VHB ¢ nomeadamente o AgHBc ¢ do AgHD do
VHD, nos portadores crénicos do AgHBs com infec-

cdo associada a este Gltimo virus.
Os nossos resultados ao mostrarem uma redugio

significativa da expressdo do AgHBc (8.3%) nos doen-
tes infectados com o VHD em contraste com os porta-
dores do VHB sem esta infec¢do (39.2%), confirmam
os achados prévios 1.6:10.18-20 nog quais se observou uma
diminui¢do franca da replicagdo do VHB nos portado-
res superinfectados com o VHD. Por outro lado os
nossos dados, como de outros 821, a0 mostrarem dife-
rencas significdativas quanto a expressdo do AgHBs
(quadro 3) nos portadores do VHB, independente-
mente da associacdo ou ndo a infecgdo pelo VHD,
sugere que apenas uma fracgio do genoma do VHB, a
que codifica o AgHBs, € necessdria para a expressdo
patogénica do VHD. Podera também explicar, em
parte, o porqué de muitos doentes infectados com o
VHD n#o apresentarem formas livres do VHB, quer
no figado quer no soro. Todavia a observagdo em
20.5% (8/39) dos doentes com infecgdo crénica Delta e
anti-HBe positivos, de que havia simultaneamente
expressdo do AgHBc e AgHD, pode sugerir que em
certos doentes a replicagdo dos dois virus possa coexis-
tir sem inibi¢do mutua. Por outro lado, o exame dos
fragmentos de bidpsias hepaticas revelam que o
AgHBc e 0 AgHD estdo na maioria dos casos distri-
buidos em 4reas separadas, sugerindo que os dois virus
raramente s¢ multiplicam na mesma célula. Se a loca-
lizagio dos dois virus é mutuamente exclusiva € uma
questdo que necessita de estudos posteriores. Os nos-
sos resultados mostram claramente e reforgam os nos-
sos trabalhos prévios 322 de que a expressdo do AgHBc
no figado dos portadores do VHB sem infec¢éo asso-
ciada com o VHD, est4 intimamente ligada ao AgHBe
no soro (p<0.00001) e que ¢ um marcador muito util
para o diagnéstico das fases iniciais de replicagdo do
VHB. Talvez o achado mais interessante deste estudo,
seja que a distribuicdo do AgHBc foi mais vezes de
localizag¢do exclusiva ao citoplasma dos hepatécitos
dos doentes com infec¢do crénica Delta, enquanto
que, como em observagdes anteriores®2325, a expres-
sdo nuclear em conjunto com a do citoplasma ocorre
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na maioria dos portadores sem infecgdo pelo VHD.
Igualmente o nosso estudo mostra o efeito modelador
¢ inibitério do VHD sobre o VHB, ao demonstrar a
perda da relagdo do AgHBc e do seu tipo de expressido
nuclear no figado com o AgHBe no soro de doentes
infectados com o VHD. Naqueles com anticorpos para
o AgHBe, h4a uma tendéncia significativa para a
expressdo do AgHBc no citoplasma. A implicagdo cli-
nica da diminuigao da expressdo do AgHBc no nucleo
dos hepatdcitos de doentes com infecgdo Delta é uma
incognita. Num outro trabalho de Ramalho e colabo-
radores?®, foi mostrado que a distribuigdo intra-
-hepética do AgHBc na infecg@o crénica B se correla-
ciona de uma forma muito estreita com os niveis de
replicagdo do VHB. Aos valores mais elevados de
ADN-VHB no soro corresponde uma expressdo do
AgHBc predominantemente no micleo dos hepatdcitos
€ aos mais baixos uma localiza¢do no citoplasma. Por-
tanto, teoricamente, a diminuig¢do da expressio
nuclear do AgHBc na infec¢do crénica Delta, pode
sugerir uma diminui¢do da replicagio do VHB. Esta
hipétese necessita de ser confirmada, embora os nos-
sos resultados anteriores 3 pare¢gam confirma-la. De
facto 77.8% dos doentes com infecgdo Delta perderam
0 ADN-VHB sérico durante o seu follow-up, em con-
traste com apenas 35.7% daqueles que tinham apenas
infec¢do cronica associada ao VHB e num tempo
médio mais reduzido (15.4 meses vs 27 meses, respecti-
vamente). Isto ¢, o VHD néo s6 parece.inibir a repli-
cagiio do VHB como a suprime.

E bem possivel que a modelagdo da replicacdo do
VHB, mais do que a sua inibi¢3o, seja um passo
determinante para a sobrevivéncia do VHD. O AgHD
localiza-se na matrix citoplasmatica sob a forma livre
ou aderente aos ribossomas?. Aparentemente migra
destes para a matrix citoplasmatica e esta fase parece
representar a transferéncia de parte do material gené-
tico do VHD destinado & incooperagdo na particula
Delta. Poder-se-ia especular que na fase de migragéo
do AgHD, este necessitaria da presenga simultanea do
AgHBs para a formagdo da particula virica completa.
Os nossos dados, ao demonstrarem na infec¢do cré-
nica Delta a expressdo do AgHBs no figado de 70.3%
dos doentes € de que esta ocorre em 69.2% no cito-
plasma, é um argumento compativel com a hipotese
formulada anteriormente.

A expressdo membranosa do AgHBs esta significa-
tivamente suprimida na infec¢do crénica Delta, com-
parativamente aos portadores do VHB nao superinfec-
tados com o VHD. Foi demonstrado que na infecgdo
cronica B, a localizagdo membranosa do AgHBs se
correlaciona estreitamente com os niveis mais elevados
de ADN-VHB no soro?2325, A significativa diminui-
¢do da expressdo do AgHBs na membrana dos hepa-
tocitos dos doentes com infecgdo Delta, sugere igual-
mente um efeito inibitorio na replicacdo do VHB
exercida pelo VHD. Finalmente 3 demonstragdo da
associagdo muito significativa (p<<0.0001) da expres-
sdo do AgHD no tecido hepatico com os anticorpos,
anti-HBe, no soro dos doentes com infecgdo crénica
Delta, equaciona a questdo de que estariamos na pre-
senga, ndo tanto da inibicdo do VHB, mas provavel-
mente na associagdo com mutantes deste virus, induzi-
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dos no momento da superinfecgdo dos portadores
crénicos do AgHBs pelo VHD. Na realidade, estudos
de biologia molecular mostram que o genoma do VHB
¢ altamente variavel e de que a pressdo imunolégica é
um mecanismo responsavel pela indugio expontanea
da mutacdo na regido do pré-core do VHB?. Nio é
dificil de aceitar que gravidade de infecgdo crénica
Delta ndo esteja s6 ligada ao VHD, como anterior-
mente demonstrado 5, mas tdo somente a infec¢io
simultanea com mutantes do VHB, nos quais se tem
demonstrado um maior poder patogénico que o atri-
buido ao virus selvagem 28, Estudos nesta area sdo
necessarios para clarificar esta questdo.

CONCLUSAO

Os nossos resultados mostram um aumento da
expressdo do AgHBc nos portadores crénicos do
VHB, comparativamentef@queles infectados com o
VHD. A reversibilidade da expressdo do AgHBc, pas-
sando de um predominio citoplasméatico a um predo-
minio membranoso na infecgio crénica B sem infecgdo
associada ao VHD, vem reforgar e apoiar os estudos
quer no animal quer no homem, que parecem demons-
trar um efeito inibitério, talvez modelador, do VHD
na sintese dos produtos genéticos do VHB. Os meca-
nismos subjacentes que regulam a expressdo do
AgHBc e do AgHBs no figado dos doentes com infec-
¢do crénica associada ao virus da hepatite Delta per-
manecem por esclarecer.
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