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RESUMO 

INTRODUÇÃO: O vírus da hepatite Delta é um dos principais fatores responsáveis 

pela hepatite fulminante nos casos de infecção aguda e causa a progressão acelerada da 

doença hepática em portadores crônicos do VHB. Os SNPs localizados nas regiões 

promotoras dos genes TNFɑ -308G/A, IL6 -174G/C e IL10 -1082A/G podem estar 

relacionados à progressão da fibrose, cirrose hepática, desenvolvimento de CHC e risco 

de morte. OBJETIVO: Avaliar a influência dos polimorfismos nos genes das 

interleucinas Fator de Necrose Tumoral α (TNF-α), da Interleucina 6 (IL-6) e da 

Interleucina 10 (IL-10) em pacientes com Hepatite Delta. MATERIAIS E 

MÉTODOS: A população do estudo consistiu de setenta e sete (77) pacientes com 

hepatite Delta e cento e trinta e sete (137) doadores de sangue elegíveis que compõem o 

grupo controle. As regiões genômicas de interesse dos genes IL6, TNFα e IL10 foram 

amplificadas por PCR-RFLP. A dosagem das citocinas foi realizada por citometria de 

fluxo. RESULTADOS: Os genótipos G/A (TNFα -308G/A)  e G/C (IL6 -174G/C)  

parecem ser fatores de risco para infecção por HDV. A análise das concentrações de 

citocinas séricas no grupo HDV mostrou que as citocinas IL-2 (p<0,0001), IL-4 

(p<0,0001), IL-6 (p<0,0001), IL-10 (p<0,0031) encontraram significativamente 

aumentou no grupo HDV. Os níveis séricos de citocinas para indivíduos do grupo HDV 

IL-6G/C+C/C + IL-10A/G+G/G demonstraram níveis mais elevados de citocinas IL-2 

(p<0,0066), IL-4 (p<0,0053) , IL-6 (p<0,0076), IL-10 (p<0,0309) e IFN-γ (p<0,0199). 

CONCLUSÃO: Nossos achados demonstram relevância na influência dos SNPs 

estudados em pacientes com HDV no perfil de citocinas. TNFɑ -308G / A e IL6 -174G / 

C podem predispor indivíduos à infecção por hepatite D. A presença dos genótipos 

combinados IL-6G / C + CC + IL-10A / G + G / G altera o perfil das citocinas IL-2, IL-

4, IL-6, IL-10 e IFN-γ. No entanto, estudos futuros devem ser realizados para melhor 

elucidar a influência desses SNPs na patogênese da Hepatite Delta. 

 

 

Palavras Chaves: Vírus da Hepatite Delta; Fibrose; polimorfismos; Citocinas. 
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ABSTRACT 

Background: The hepatitis Delta virus is one of the main factors responsible for 

fulminant hepatitis in cases of acute infection and causes the accelerated progression of 

liver disease in chronic HBV carriers. The SNPs located in the promoter regions of the 

TNFɑ -308G/A, IL6 -174G/C and IL10 -1082A/G genes may be related to fibrosis 

progression, liver cirrhosis, development of CHC and risk of death. Objective: To 

evaluate the influence of polymorphisms on the genes for Tumor Necrosis Factor alpha 

(TNF-α), Interleukin 6 (IL-6) and Interleukin 10 (IL-10) genes in patients with Delta 

Hepatitis. Study design: The study population consisted of seventy-seven (77) patients 

with hepatitis Delta and one hundred and thirty-seven (137) eligible blood donors who 

make up the control group. The genomic regions of interest of the IL6, TNFα and IL10 

genes were amplified by PCR-RFLP. The measurement of cytokines was performed by 

flow cytometry. Results: The G/A genotypes (TNFα -308G/A) and G/C (IL6 -174G/C) 

appear to be risk factors for HDV infection. The analysis of serum cytokine 

concentrations in the HDV group showed that cytokines IL-2 (p<0.0001), IL-4 

(p<0.0001), IL-6 (p<0.0001), IL-10 (p<0.0031) found significantly increased in the 

HDV group. Serum cytokine levels for individuals in the HDV group IL-6G/C+C/C + 

IL-10A/G+G/G demonstrated higher levels of cytokines IL-2 (p<0.0066), IL-4 

(p<0.0053), IL-6 (p<0.0076), IL-10 (p<0.0309) and IFN-γ (p<0.0199). Conclusion: Our 

findings demonstrate relevance on the influence of the studied SNPs in patients with 

HDV on the cytokine profile. TNFɑ -308G/A and IL6 -174G/C may predispose 

individuals to Hepatitis D infection. The presence of the combined IL-6G / C + CC + 

IL-10A / G + G / G genotypes alters the profile of the cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 

and IFN-γ. However, future studies must be carried out to better elucidate the influence 

of these SNPs on the pathogenesis of Hepatitis Delta. 

 

 

 

Keywords: Hepatitis D virus; Fibrosis; polymorphisms; Cytokines. 
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INTRODUÇÃO 

As hepatites virais, de modo geral, representam um grave problema de saúde pública 

em todo o mundo. Esta patologia caracteriza-se como uma inflamação no fígado causada por 

agentes infecciosos, como o vírus da hepatite B (HBV), C (HCV) e Delta (HDV) (1,2). 

O vírus da hepatite Delta é um vírus de RNA que requer a presença do antígeno de 

superfície da Hepatite B (HBsAg) para tornar-se infeccioso, este vírus é apontado como um 

dos principais responsáveis pela hepatite fulminante em quadros de infecção aguda e como a 

causa da progressão acelerada de doença hepática em portadores crônicos do HBV, 

apresentando taxas de fibrose acelerada, cirrose e risco carcinoma hepatocelular (CHC) 

aumentados (3,4).  

A história natural da hepatite D não se apresenta de forma uniforme, podendo ou não 

apresentar sintomas. Sua infecção pode discorrer de duas formas diferentes, denominadas de 

coinfecção e superinfecção (5,6). A coinfecção é caracterizada pela infecção simultânea pelos 

dois vírus HBV/HDV em individuo susceptível, por sua vez a superinfecção ocorre em 

indivíduos cronicamente infectado com o HBV e possui um prognóstico muito mais grave, 

uma vez que a infecção prévia pelo HBV dispõe de condições ideais para a replicação do 

HDV de forma mais intensa, favorecendo o aparecimento de lesões hepáticas muito mais 

graves (7–9). 

A avaliação do grau de fibrose é um dos meios de prognósticos mais utilizados para 

avaliar o risco de desenvolvimento de cirrose hepática, sendo este o estágio mais avançado da 

fibrose. A superinfecção da hepatite D tem sido associada a uma forma mais grave de doença 

hepática, levando à rápida progressão para cirrose. A descompensação hepática é o primeiro 

sinal clínico observado durante o curso da infecção pelo HDV, antes mesmo do 

desenvolvimento de CHC (8,10,11). 

O diagnóstico da hepatite Delta varia de acordo com a fase de evolução clínica da 

doença. Os primeiros sinais de anormalidades são identificados pela elevação das 

transaminases séricas, transaminase glutâmico-oxaloacética (TGO) e transaminase glutâmico-

pirúvica (TGP), indicativos de dano hepático. O diagnóstico sorológico especifico para o 

HDV é feito através da detecção do antígeno da Hepatite Delta (HDAg) e quantificação do 

HDV-RNA (12–14). 
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A resposta do sistema imunológico do hospedeiro é o principal meio de prevenção 

contra infecções virais, e dependem da ação conjunta da imunidade inata (células fagocíticas) 

e adaptativa (linfócitos B e T), a fim de combater a infecção, eliminando as células infectadas 

e produzindo memória imunológica, além de recrutar uma série de células para o controle da 

inflamação estabelecida à partir da infecção (13). 

 Associados a resposta imunológica do hospedeiro, pode-se notar a presença de 

inúmeras citocinas que podem agir agravando a inflamação existente, como o Fator de 

Necrose Tumoral (TNF- α) e a interleucina 6 (IL-6), ou podem regular positivamente quadros 

inflamatórios, como a interleucina 10 (IL-10). Os polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) 

localizados nas regiões promotoras de IL-6 –174G/C e IL-10 –1082G/A podem afetar a 

transcrição e a tradução e desempenham um papel importante no desenvolvimento do câncer 

de fígado, do mesmo modo a inflamação crônica combinada com a alta produção de TNF- α 

pode aumentar a progressão da fibrose, cirrose hepática, desenvolvimento de carcinoma 

hepatocelular e risco de morte (15,16). 

Os estudos relacionados ao perfil de resposta imunológica e perfil genotípico de 

indivíduos infectados por HDV ainda são questões que não estão bem consolidadas, muitos 

estudos ainda buscam responder essas perguntas, uma vez que isso seja essencial para gerar 

conhecimento a respeito da resposta imunológica, os mecanismos envolvidos na 

imunopatogênese, progressão e possíveis complicações relacionadas a esta infecção.  

Nesse contexto, este estudo busca gerar novos conhecimentos acerca dos mecanismos 

imunológicos e as características dos indivíduos infectados por HDV na região Amazônica, o 

perfil de citocinas e os polimorfismos que podem interferir na gravidade de lesão hepática e 

consequentemente a suas formas mais graves como a fibrose, cirrose e o carcinoma 

hepatocelular. Os achados deste estudo poderão agregar novos conhecimentos para que 

sirvam como base para estudos futuros.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA  

2.1. Aspectos Epidemiológicos da Hepatite Delta 

Estima-se que existam aproximadamente 2 bilhões de pessoas em todo o mundo 

infectadas com o vírus da hepatite B (HBV), representando aproximadamente um terço da 

população mundial e mais de 350 milhões de pessoas infectadas cronicamente com o vírus, 

gerando em média 500.000 mortes por ano em decorrência de suas complicações, como a 

cirrose e carcinoma hepatocelular (CHC) (17,18). 

Assim como o HBV, o HDV também é considerado endêmico. Estima-se que pelo 

menos 20 milhões de pessoas também estejam coinfectados ou superinfectados pelo HDV.  

No entanto, esta estimativa torna-se inconsistente, podendo este número ser muito maior, uma 

vez que, lugares com alta prevalência de HBV nem sempre são associados com a presença do 

HDV e seus genótipos (19–21). 

A região Amazônica brasileira ocupa aproximadamente 61% do território nacional 

(5,2 milhões de km²) com uma população relativa de 3.67 hab/km², apesar de estar sob forte 

expansão demográfica nas últimas décadas. Estima-se que cerca de 40% da população ainda 

esteja vivendo em áreas rurais de difícil acesso, dificultando ações preventivas de saúde 

pública tornando-se o ambiente propício para a propagação de doenças (22). 

Segundos dados do Sistema de Informação de Agravos de Notificação (SINAN) a 

região norte apresenta 75% (3.984) dos casos de hepatite D registrados entre os anos de 1999 

a 2018 (23). A Amazônia ocidental brasileira é considerada área de alta endemicidade para 

HBV e HDV, especialmente as regiões situadas as calhas dos rios Purus, Juruá e Solimões, 

onde nota-se facilmente casos graves de hepatite aguda e crônica relacionadas a infecção por 

HDV (12,24,25). 
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Figura 1. Prevalência de Hepatite D no Brasil. 

Fonte: Adaptado de Ministério da Saúde (23) 

 

2.2. Hepatite Delta 

2.2.1. O vírus da Hepatite Delta 

O vírus da hepatite D, foi descrito primeiramente por Rizzetto e colaboradores (1977). 

O HDV foi classificado como o único membro da família Deltaviridae e gênero Deltavírus. 

Seu genoma é formado a partir de um RNA fita simples (ssRNA) de polaridade negativa, 

contendo em média 1.700 nucleotídeos, devido ao seu extenso emparelhamento as bases 

dentro da molécula aparecem como uma estrutura em forma de bastão de fita dupla (26,27).  

O HDV é envolto pelo mesmo envelope do HBV, contendo as três isoformas do 

HBsAg (S, M e L do inglês, respectivamente, pequeno, médio e grande), do qual o HDV 

depende para que consiga exercer sua função patogênica e replicativa. Estas três isoformas 

tem em comum o C terminal,  o S-HBsAg possui apenas o domínio S uma vez que o M-

HBsAg, além do domínio S possui um domínio hidrofílico no N terminal denominado de Pré-

S2, e por sua vez o L-HBsAg, além do domínio S e Pré-S2, possui um domínio adicional 

denominado de Pré-S1 (26,27) (Figura 2). 
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A ribonucleoproteína (RNP) presente nas partículas virais, e posteriormente nas 

células infectadas, contém o genoma do vírus e está associado as duas isoformas de HDAg, 

sendo elas: S-HDAg (pequeno), pesando aproximadamente 24Kda, composto por 195 

aminoácidos, sendo um componente importante na replicação viral; L-HDAg (grande), 

pesando aproximadamente 27Kda, composto por 215 aminoácidos, sendo importante para o 

empacotamento de novos vírus. Este complexo, formado por RNP somado as duas isoformas 

do HDAg formam uma estrutura essencial para o tráfego nuclear de RNA do HDV e para a 

montagem viral (27,28). 

 

Figura 2. Representação esquemática do vírus da hepatite D. 

Fonte: Adaptado de Alfaiate (28) 

2.2.2. Ciclo de replicação viral 

O HDV é considerado um vírus defectivo, ou seja, necessita da presença da proteína 

HBsAg. Para um ciclo viral eficiente é necessário que a mesma célula esteja infectada com o 

HBV, no entanto demonstram seguir vias de replicação independentes (4).  

Embora o ciclo replicativo do HDV ainda seja pouco definido, sabe-se que o processo 

de entrada do vírus no hepatócito seja similar a entrada do HBV, desta forma é possível que o 

HDV compartilhe o mesmo receptor de membrana do HBV, porem segue processo de 

replicação totalmente independente (4) (Figura 3). 
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Estudos anteriores destacam dois diferentes receptores que parecem estar envolvidos 

no mecanismo de entrada do vírus nos hepatócitos, sendo eles: o proteoglicano de sulfato 

heparan (PGHS) de baixa afinidade, e o polipeptídio de controle de taurocolato de sódio 

(NTCP) de alta afinidade (29,30).  

A principal função do NTCP é o transporte sódio e ácidos biliares por meio da 

membrana celular como parte da circulação entero-hepática, expresso principalmente em 

indivíduos que demonstraram suscetibilidade ao HBV. É considerado de alta afinidade pois o 

N-terminal da região pré-S1 do vírus se liga diretamente a NTCP, deste modo facilitando a 

entrada de HBV nos hepatócitos (31). 

 

Figura 3. Representação esquemática do ciclo de replicação viral. 

Fonte: Adaptado de Mentha (27) 

O HDV possui uma via de replicação chamada de “duplo círculo rolante” (double-

rolling circle) que utiliza uma fita de RNA circular como seu molde, que posteriormente é 

transcrito por uma RNA polimerase dependente do hospedeiro (Pol II) ou de um outro vírus. 

Após sua entrada as novas fitas de RNA formadas são submetidas um processo de auto-

clivagem mediadas por ribozimas para a produção de antigenomas HDV-RNA, que servirá 

como molde para RNAs multiméricos de polaridade genômica (32,33). 
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O RNA genômico (gRNA) do HDV associado ao seu antígeno formam uma 

ribonucleoproteína (RNP), essencial para a montagem de novos vírus e é um importante 

auxiliar no desnudamento e transporte nuclear. A RNP é importada para o núcleo da célula, 

onde o gRNA é transcrito em RNA mensageiro (mRNA) e RNA antigenomico (agRNA). O 

mRNA é exportado para o citoplamas onde é traduzido para S-HDAg no retículo 

endoplasmático (RE). Essas novas moléculas retornam ao núcleo, e juntamente como o L-

HDAg associam-se ao gRNA para formação de novas RNPs, que são exportadas ao 

citoplasma, onde interagem com as proteínas HBsAg formando novas partículas virais, 

liberados através da via do corpo multivesicular (MVB) (28,34) (Figura 3). 

2.2.3. Mecanismos imunes inatos e adaptativos no desenvolvimento da Hepatite 

Delta e fibrose hepática 

A resposta imunológica contra o vírus da hepatite D ainda não é bem compreendida, 

no entanto, supõe-se que a infecção pelo HDV induz resposta imune celular semelhante a 

resposta imunológica especificas para a hepatite aguda clássica causada por HBV. (35,36).  

A fase inicial da infecção viral é caracterizada pela ativação de células natural killer 

(NK), a fim de limitar a disseminação da infecção e para iniciar o desenvolvimento eficiente 

de uma resposta imunitária adaptativa (37). Essas células estão envolvidas na citotoxidade 

direta de células infectadas, e induz a produção de citocinas como interferon-α e γ (IFN-α e 

IFN- γ) que desenvolve um estado antiviral contra os vírus, e fator de necrose tumoral (TNF-

α) que apresenta interação com ligante indutor de apoptose (TRAIL), que induz morte celular 

dos hepatócitos (38) 

O mecanismo de reconhecimento de células infectadas por vírus (DNA e RNA) e 

outros agentes infecciosos (fungos, protozoários e bactérias) é atribuído primeiramente a 

imunidade inata. Através do reconhecimento de estruturas virais e que possuem uma ampla 

variedade de moléculas ligadas em sua superfície que constituem os Padrões Moleculares 

Associados a Patógenos (PAMPs) que interagem com diferentes receptores, dentre os quais 

estão presentes os receptores do tipo Toll-like (TLRs) que são uma classe de Receptores de 

Reconhecimento de Padrões (PRR). Nos humanos, dos 10 TLRs funcionais descritos, quatro 

deles reconhecem ácidos nucleicos (TLR3,7,8 e 9) e estão localizados nos endossomos e são 

capazes de estimular e iniciar o processo de reconhecimento e resposta ao agente infeccioso 

(39,40).  
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Após o reconhecimento, as células dendríticas (DC), iniciam respostas imunitárias 

primárias, combinando a imunidade inata e adaptativa, o vírus é internalizado, ativa os 

linfócitos T CD4+, CD8+ e subpopulações de células Th (37). Após estimulação antigênica, 

as células T CD4+ se proliferam e se diferenciam em vários subconjuntos de células efetoras 

caracterizadas pela produção de citocinas distintas e por suas funções efetoras distintas (Th1, 

Th2, Th17, Treg), determinadas pelo perfil de citocinas produzidas e pelas propriedades 

funcionais (41,42). 

A resposta celular mediada por linfócitos T CD4+ coordena subpopulações específicas 

e produção de citocinas na resposta imune, como produção de citocinas inflamatórias do perfil 

Th1 tais como, IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, IFN, TNF, que estão envolvidos na imunidade celular 

efetora. As citocinas IL-4, IL-5, IL-13,IL-15 do perfil Th2 desencadeiam uma resposta 

humoral, junto com os linfócitos B levando a neutralização e opsonização do vírus, 

impedindo sua entrada nos hepatócitos (43–45). 

Em resposta a produção de citocinas inflamatórias exacerbada contra os vírus, são 

produzidas citocinas T regulatórias como IL-10 e Fator de transformação de crescimento beta 

(TGF-β), caracterizadas por regular as respostas imune, causando um efeito antagonista na 

ação de citocinas inflamatórias, que induz a supressão viral (39).  

Os linfócitos T citotóxicos exercem papel importante na imunidade adaptativa, 

principalmente contra células infectadas por vírus e células tumorais. O reconhecimento do 

antígeno através da interação do TCR com o MHC de classe I e desencadeia a liberação de 

proteínas citotóxicas (perforinas, granzimas) pelos linfócitos T citotóxicos caracterizadas por 

levar a processos citolíticos e eliminação dos reservatórios virais (46,47). 
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Figura 4. Representação esquemática da resposta imunológica contra vírus. 

Fonte: Adaptado de Man-Fung Yuen (48) 

A desregulação dessa resposta imunológica desencadeia um processo de inflamação 

hepática crônica levando a um processo fibrótico, onde o fígado torna-se incapaz de se 

regenerar, consequentemente formas mais graves como cirrose hepática e o HCC tendem a 

manifestar-se (49,50).  

A proteína do HDAg ativa o fator de transcrição de NF-kB através do ácido 

hidrofosfórico oxidase-4 levando a um estado de estresse oxidativo dos hepatócitos que 

contribui para o processo de necroinflamação grave na infecção por HDV e sua progressão 

para HCC (4,51). O L-HDAg pode estimular a produção da citocina TGF-β que, por sua vez, 

induz a transformação das células estreladas em miofibroblastos, este processo leva a perda da 

microvilosidade da matriz extracelular ocasionando a fibrose. As células de Kupffer induz a 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) pela NADPH oxidase que possibilita a 

toxidade celular e consequentemente o estresse oxidativo e morte dos hepatócitos (4,52). 
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2.2.3.1. Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-α) 

O TNF-α é uma citocina pró-inflamatória, atua na resposta imune inata e adaptativa, 

seu gene está localizado na posição 6p21.3, sendo uma região considerada altamente 

polimórfica, possui um peso molecular de aproximadamente 17Kd (53) (Figura 5).  

O TNF-α tem como sua principal função o recrutamento de neutrófilos e mastócitos 

para a região infectada, além de promover inflamação e apoptose sobre as células do endotélio 

vascular e leucócitos. Em processos infecciosos agudos a produção de TNF-α é aumentada, 

ocorrendo a expressão de moléculas de adesão, além do recrutamento de neutrófilos e 

monócitos para o local da infecção. Além disso, células endoteliais e macrófagos que 

secretam quimiocinas que estimulam a ação de quimiotaxia e recrutamento de leucócitos (54). 

Os polimorfismos associados ao gene TNF-α estão diretamente relacionados ao seu 

nível de produção, impactando diretamente na resposta inflamatória desenvolvida pelo 

indivíduo. Os polimorfismos mais investigados do gene TNF-α encontram-se nas posições -

308G/A (rs1800629) e -238G/A (rs361525) (53,55).  

 

Figura 5. Representação esquemática da localização do polimorfismo rs1800629 do gene TNF-α. 

 Fonte: Adaptado de www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7124 e ghr.nlm.nih.gov/gene/TNF#location 

 

 Estudos demonstram que o polimorfismo no gene TNFɑ -308G/A no HBV pode 

estar relacionado a diversos fatores como, por exemplo, o controle da infecção, 

susceptibilidade à infecção crônica pelo vírus da hepatite B ou ainda podendo ser associado 

com a progressão de doença hepática. O alelo -308A no gene TNF-α pode estar associado a 

quadros mais graves, como a progressão da fibrose e aumento na atividade 

necroinflamatória (56–58). No HCV este alelo também está pode estar associado a fibrose 

hepática avançada ou o risco de cirrose em infecção crônica pelo vírus (59). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7124
https://ghr.nlm.nih.gov/gene/TNF#location


26 

 

A associação entre o polimorfismo genético do TNFɑ -308G/A e a suscetibilidade a 

outras patologias crônicas também foram relatadas (60–65). Em um estudo de revisão 

sistemática foi demonstrado que a variante homozigoto -308 A/A está associada a um risco 

aumentado de desenvolvimento de câncer do colo do útero (60). Os níveis elevados de 

TNF-α associados ao SNP rs1800629 foram observados em pacientes com cardiomiopatia 

dilatada indicando papel importante na patogênese da doença (61). A doença celíaca 

também demonstra ser influenciada pelo polimorfismo do gene TNFɑ -308G/A onde foram 

observadas associações significativas em quatro modelos genéticos (variante A vs. G; 

variante homozigoto A/A vs. G/G; recessivo A/A vs. G/G; e dominante A/A + A/G vs. 

G/G) (65). 

2.2.3.2. Interleucina-6 (IL-6) 

A IL-6 é uma citocina pleiotrópica, participa na promoção da síntese de proteínas de 

fase aguda em hepatócitos e caracteristicamente possui propriedades pró-inflamatórias e 

anti-inflamatórias, é produzida por diferentes tipos celulares, principalmente por linfócitos 

T, macrófagos e monócitos. Esta citocina contribui para a defesa do hospedeiro durante a 

infecção, lesão tecidual, inflamação e hematopoese (66). 

Seu gene codificador está situado na posição 7p15, possuindo 5 éxons. Dentro desta 

região promotora já foram descritos vários polimorfismos que são relacionados a níveis 

alterados de transcrição do gene, bem como o rs1800795 (-174G/C), o rs1800796 (-572G/C), 

e rs1800797 (-597C/A). Os genótipos -174G/G e -174G/C foram relacionados aos níveis 

elevados de IL-6, enquanto o genótipo -174C/C foi relacionado como um baixo produtor de 

IL-6 (67,68).  

 

Figura 6. Representação esquemática da localização do polimorfismo rs1800795 do gene IL-6. 

 Fonte: Adaptado de www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3569 e ghr.nlm.nih.gov/gene/IL6#location 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3569
https://ghr.nlm.nih.gov/gene/IL6#location
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Este polimorfismo foi descrito pela primeira vez em 1998, em pacientes com artrite 

crônica juvenil de início sistêmico, onde foi examinado a região flanqueadora 5' do gene da 

IL-6 em busca de polimorfismos, sendo então detectado na posição -174. Este estudo 

demonstrou que o alelo C estava relacionado a níveis significativamente mais baixos de IL-6 

plasmática atribuindo função protetora contra o desenvolvimento da doença ao contrário do 

que aconteceria com os genótipos G/G ou G/C (69). 

A associação entre o polimorfismo genético da IL-6 na posição -174G/C na região 

promotora também foi relacionado a outras patologias, como diabetes tipo 2 (70), 

cardiopatias (71), obesidade (72), linfoma de Hodgkin (73), em diferentes tipos de 

câncer (74–76),  doença de Alzheimer (77), derrame (78) e complicações após transplantes ou 

enxertos de órgãos (79). 

Há descrito na literatura que o polimorfismo na posição -174G/C na região promotora 

do gene IL-6 pode estar envolvido na modulação da atividade inflamatória, bem como na 

progressão da fibrose em indivíduos infectados com HCV (80,81). Em estudo realizado por 

Barret et al. o genótipo C/C observado neste polimorfismo se caracteriza a uma menor 

produção de IL-6, estando associado com a depuração do HCV, enquanto que a presença dos 

genótipos G/C ou G/G estar relacionada a uma maior produção da citocina (82). 

Um estudo conduzido por Giannitrapani e colaboradores com portadores de 

polimorfismo na região promotora -174G/C (rs1800795) da IL-6 possuem predisposição 

genética para produzir níveis mais altos de IL-6, que pode ser um dos fatores que contribuem 

para o desenvolvimento do CHC em pacientes cirróticos (83). 

2.2.3.3. Interleucina-10 (IL-10) 

O gene interleucina-10 (IL-10), cujo gene codificador está localizado no cromossomo 

1 (1q31-1q32), é responsável pela citocina imunorreguladora produzida por células do perfil 

Th2, pode ser produzida por uma variedade de células imunes adaptativas, incluindo 

macrófagos, células dendríticas (DCs), células natural killer (NK), Células T CD4, CD8 e 

células B, podendo tanto estimular quanto suprimir a resposta imune. Possui 5 éxons e 

aproximadamente 5,2 Kb. Dentro desta região promotora já foram descritos vários 

polimorfismos −1082A/G (rs1800896), −819C/T (rs1800871) e −592C/A (rs1800872) 

chamados de bialélicos (84,85). 
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Figura 7. Representação esquemática da localização do polimorfismo rs1800896 do gene IL-10. 

Fonte: Adaptado de www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3586 e ghr.nlm.nih.gov/gene/IL10#location 

 

É comum que a IL-10 atue como um regulador á respostas inflamatórias, embora seu 

efeito antiviral dependa das particularidades do vírus, do local da infecção, tempo de resposta 

e assim por diante. Os polimorfismos existentes na região promotora -1082, expressam 

genótipos A/A, A/G e G/G, que correspondem a níveis baixos, intermediários e altos na 

produção de citocinas, respectivamente. Em infecções persistentes, como as hepatites a IL-10 

atua inibindo a ativação das células T CD4+ e CD8+, fenômeno chamado esgotamento (ou 

exaustão) de células T, ou seja, perdem a capacidade de produzir citocinas antivirais, eliminar 

as células infectadas e proliferar em resposta à estimulação do antígeno (86,87). 

É relatado que os polimorfismos relacionados ao gene IL10 -1082A/G estão 

relacionados a infecção a longo prazo da hepatite B crônica. Alguns estudos demonstram que 

o polimorfismo na região promotora -1082 pode estar associado a progressão da fibrose 

hepática e na suscetibilidade à cirrose nos indivíduos infectados por HBV ou HCV (88–90). 

No estudo de Gao et al. foi relatado que o genótipo A/A do polimorfismo no gene IL10 -

1082A/G  está associado a risco aumentado de persistência viral, enquanto o genótipo A/G foi 

associado a um menor risco de persistência da infecção tanto por HBV quanto por HCV (88).  

A relação entre o polimorfismo no gene IL10 -1082A/G  e a suscetibilidade a outras 

patologias também foram descritas, incluindo a predisposição genética ao lúpus 

eritematoso sistêmico (LES) onde foi observada uma tendência de predisposição genética 

para o LES para o genótipo IL10 -1082 G/G, aumentou significativamente o risco de 

desenvolver LES (91); suscetibilidade à diabetes mellitus tipo 2, cujo os pacientes 

portadores do genótipo -1082 G/G apresentaram risco significativamente aumentado de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3586
https://ghr.nlm.nih.gov/gene/IL10#location
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diabetes mellitus tipo 2 (92); suscetibilidade ao câncer de mama onde a associação entre 

o genótipo  G/G e o aumento do risco de câncer de mama foi mais significativa  (93). 

Diante do exposto este trabalho se propõe em compreender a influência dos 

polimorfismos de nucleotídeo único (SNP) nos genes da citocina Fator De Necrose 

Tumoral α (TNF-α), Interleucina 6 (IL-6) e Interleucina 10 (IL-10) em pacientes com 

Hepatite Delta no Estado do Amazonas e seus desdobramentos sobre o curso da doença. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. GERAL 

• Avaliar a influência dos polimorfismos nos genes das interleucinas Fator de Necrose 

Tumoral Alfa (TNF-α), da Interleucina 6 (IL-6) e da Interleucina 10 (IL-10) em pacientes com 

Hepatite Delta. 

 

3.2. ESPECÍFICOS 

• Determinar a frequência dos SNPs das citocinas TNFɑ -308G/A, IL6 -174G/C e IL10 -

1082A/G em pacientes com Hepatite Delta e no grupo controle; 

• Investigar a associação dos SNPs das citocinas TNFɑ -308G/A, IL6 -174G/C e IL10 -

1082A/G em pacientes com Hepatite Delta com as alterações laboratoriais e clínicas; 

• Associar os polimorfismos nos genes das citocinas TNFɑ -308G/A, IL6 -174G/C e 

IL10 -1082A/G ao perfil de citocinas de pacientes com Hepatite Delta, buscando 

descrever possíveis associações com a progressão da doença. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Modelo de Estudo 

Trata-se de um estudo observacional, descritivo do tipo caso-controle, transversal e 

retrospectivo realizado em pacientes com Hepatite Delta, atendidos no ambulatório de 

hepatologia da Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD). 

O presente estudo constitui subprojeto de um projeto maior da linha de pesquisa sobre 

Hepatites virais intitulado: “Estadiamento da fibrose hepática de pacientes infectados pelo 

vírus da Hepatite Delta por métodos não invasivos na região Norte do Brasil”. 

4.2. Área de Estudo 

O estudo foi desenvolvido na Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do 

Amazonas em parceria com a Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado 

(FMT-HVD), centro de referência no ensino, pesquisa e assistência às doenças tropicais, 

infecciosas e parasitárias no Estado do Amazonas.  

4.3. População de Estudo 

A população de estudo foi composta por setenta e sete (77) pacientes diagnosticados 

com Hepatite Delta que foram incluídos no estudos os pacientes que foram convocados a 

comparecerem no ambulatório de hepatologia da FMT-HVD, no período de janeiro a março 

de 2016, e cento e trinta e sete (137) doadores de sangue elegíveis para o estudo que 

compõem o grupo controle. O software Quantum Geographic Information Systems (QGIS) 

versão 2.18 (OSGeo, Beaverton, OR, EUA) foi utilizado para construção do mapa de 

distribuição da população do grupo HDV de acordo com o local de nascimento. 

4.4. Critérios de Inclusão e Exclusão 

Foram incluídos neste estudo pacientes com diagnóstico de hepatite D confirmados 

com testes sorológicos, de ambos os sexos, maiores de 18 anos, em tratamento com 

 análogos de nucleosídeos, com e sem a presença de fibrose (≤F2 e >F2), que procurarem 

atendimento na Fundação de Medicina Tropical do Amazonas Dr. Heitor Vieira Dourado 

(FMT-HVD) e aceitaram participar do projeto, mediante assinatura do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido – TCLE. 
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Foram excluídos indígenas, pacientes com história de uso de drogas ilícitas nos 

últimos sete anos, pacientes com relato de consumo diário de bebida alcoólica, pacientes com 

distúrbios psiquiátricos, pacientes renais crônicos, pacientes com síndrome plurimetabólica e 

pacientes grávidas. Além dos pacientes que apresentarem co-infecção com os vírus da 

hepatite C (anti-HCV), vírus da imunodeficiência adquirida-HIV (anti-HIV-1 e 2), HTLV 

(anti-HTLV I e II), confirmados por RT-PCR e Teste de Ácido nucleico (NAT). 

Para o grupo controle, foram selecionados doadores de sangue da Fundação Hospitalar 

de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), de ambos os sexos, com faixa 

etária entre 18 a 65 anos e residentes em Manaus, que não apresentaram reatividade para 

Hepatite B (anti-HBc, HBsAg), HCV (anti-HCV), HIV (anti-HIV-1 e 2), HTLV (anti-HTLV I 

e II), doença de Chagas (teste ELISA), sífilis (VDRL). 

4.5. Aspectos Éticos 

Este trabalho foi julgado e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 

Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD). As amostras do 

grupo HDV foram obtidas a partir do projeto intitulado “Estadiamento da fibrose hepática de 

pacientes infectados pelo vírus da Hepatite Delta por métodos não invasivos na região Norte 

do Brasil” aprovado sob o número de CAAE 46865015.8.3001.5262. 

As amostras do grupo controle utilizadas neste estudo foram obtidas a partir dos 

projetos “Identificação e Seleção de Peptídeos Miméticos Reativos aos soros de pacientes 

HCV+ e sua influência no desenvolvimento da fibrose hepática in vitro” aprovado sob o 

número de CAAE 49652815.8.0000.0009  e  “Avaliação o perfil celular humoral e molecular 

em doadores de sangue com sorologia reativa ao vírus da hepatite B (HBV) na cidade de 

Manaus” aprovado sob o número de CAAE 0024.0.112.000-10.   

4.6. Coleta de Material Biológico 

As amostras para este estudo foram coletadas por punção venosa. O volume total de 

10 mL de sangue periférico foram distribuídos em dois tubos, onde 5 mL em tubo PPT 

(Plasma Preparation Tube, Vacuntainer BD) para procedimentos referentes à determinação do 

polimorfismo das citocinas propostos, e 5 mL em um tubo sem anticoagulante, no qual foi 

reservado para dosagem de citocinas previstas pelos projetos. 
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As amostras foram processadas no Laboratório Multidisciplinar da Fundação 

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, os quais soro e plasma foram separados por 

centrifugação a 1400 g por 5 minutos (rpm), e, juntamente com a fração celular. O material 

biológico foi congelado à -80 °C até o momento de serem realizados os procedimentos. As 

análises bioquímicas (TGO, TGP) e hematológicas (Hemograma) foram processadas no 

Laboratório de Análises Clínicas da Fundação Hemoam. 

4.7. Extração de DNA 

A extração do DNA das amostras foi realizada a partir de 200μL de sangue total 

utilizando-se o Kit Brazol® (Cat. N° 13-BR188, LGC Biotecnologia) e seguindo as instruções 

do fabricante (94). 

As amostras foram inicialmente lisadas em solução de Brazol a 4°C sob agitação 

vigorosa. Após a homogeneização, adicionou-se 100 μL de clorofórmio a 4°C nas amostras, 

sob agitação vigorosa e, em seguida, centrifugou-se as mesmas por 12 minutos a 10.000 rpm 

em temperatura ambiente. Posteriormente, observou-se que o produto resultante apresentou 

duas fases visíveis. Retirou-se cuidadosamente a fase superior contendo DNA genômico e 

transferiu-se para tubos de 1,5 mL previamente identificados. O DNA extraído foi precipitado 

através da adição de 500 μL de etanol 100% a 4°C, seguido de centrifugação por 15 minutos a 

10.000 rpm em temperatura ambiente e descarte do sobrenadante.  

A etapa de precipitação foi repetida, seguida de centrifugação por 12 minutos a 10.000 

rpm em temperatura ambiente e descarte do sobrenadante. Removeu-se o etanol residual em 

banho seco a 56°C por 10 minutos. Por fim, o precipitado foi hidratado em 100 μL de água 

ultrapura e armazenado em freezer a -20 °C. 

4.1. Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)  

As regiões genômicas de interesse dos genes IL-6, TNF e IL-10 foram amplificadas 

pela Reação em Cadeia da Polimerase (do inglês, PCR, Polymerase Chain Reaction) sob 

condições uniformes, seguida por análise dos polimorfismos do comprimento do fragmento 

de restrição (RFLP). A amplificação foi realizada utilizando o termociclador da Applied 

Biosystems (Veriti 96 Well Trermal Cycler, Carlsbad, USA), os produtos amplificados foram 

submetidos a eletroforese a 100 V por 45 min em gel de agarose com tampão de Tris-Acetato-

EDTA (TAE 1X) (estoque TAE 40 - trisase 1,6 M, acetato de sódio 0,8 M e sal dissódico do 

ácido etilenodiaminotetraacético 40 mM / 1000 mL de água desionizada) contendo brometo 
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de etídeo e posteriormente foram visualizados pelo transiluminador de luz UV ChemiDoc 

XRS+ System (Bio-Rad), conforme descrita por Tarragô e colaboradores (95).  

4.2. Genotipagem dos Polimorfismos nos Genes Fator De Necrose Tumoral Alfa 

(TNF-α), Interleucina 6 (IL-6) e Interleucina 10 (IL-10) 

O sítio polimórfico G/A na posição -308 da região promotora do gene da citocina 

TNF-α (147pb), C/G na posição -174 da região promotora da citocina IL-6(169pb), e G/A na 

posição –1082 da região promotora da citocina IL-10 (125pb), seguiram as referências para a 

realização da genotipagem dos SNPs, conforme especificado na tabela 1. 

 

Tabela 1. Descrição dos polimorfismos. 

Polimorfismo Sequência 5' → 3' 
Enzima de 

Restrição 
Alelos e Fragmentos (bp) 

TNF-α 5' GAGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT 3' 

Nco I 

147, 126, 21pb G/A 

(rs1800629) 5' GGGACACACAAGCATCAAG 3' 126, 21pb G/G 

  147pb A/A 

IL-6 5' AAAGGAAGAGTGGTTCTGCTTCT 3' 

Nla III 

169, 87pb C/G 

(rs1800795) 5' ATCTTTGTTGGAGGGTGAGG 3' 87, 88pb C/C 

  169pb G/G 

IL-10 5' TCTGAAGAAGTCCTGATGTC 3' 

Mnl I 

125, 93, 65pb A/G 

(rs1800896) 5' CTCTTACCTATCCCTACTTCC 3' 125, 65pb A/A 

    93, 65pb G/G 
*rs: Sequência de referência; *bp: Pares de bases 

4.3. Dosagem de Citocinas Plasmáticas por CBA (Cytometric Bead Array) 

A dosagem de citocinas das amostras de plasma dos pacientes com hepatite Delta e do 

grupo controle foram realizadas por citometria de fluxo, utilizando o kit Th1, Th2 e Th17 BD, 

Cytometric Bead Array (CBA) com o Kit BDTM Human Th1/Th2/Th17 Cytokine 

(BD®Biosciences, San Diego, CA, USA), de acordo com as especificações descritas pelo 

fabricante. Foram quantificadas as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-γ e IL17A. 

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 a um anticorpo específico para cada citocina. A detecção das citocinas presentes na 

amostra é realizada através do fluorocromo ficoeritrina (PE) conjugado a anticorpos que 

fornecem um sinal fluorescente em proporção a quantidade de citocina da amostra ligada a 
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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 BD FACS Canto II (Becton, Dickinson and 

Company, San Jose, CA, USA) do HEMOAM.  

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). 

4.4. Avaliação do Estadiamento da Doença Hepática 

O grau de acometimento hepático pode ser estabelecido por meio da avaliação da 

biópsia hepática (padrão ouro), elastografia hepática transitória e também por meio da 

aplicação de índices APRI (AST to Platelet Ratio Index) e FIB-4 (Fibrosis-4). O APRI e o 

FIB-4 são métodos não invasivos, recomendados pela Organização Mundial de Saúde desde 

2014 e podem ser obtidos por meio do cálculo matemático simples utilizando os resultados de 

exames laboratoriais (96,97).  

O APRI é calculado a partir da fórmula: 

 

O FIB-4 é calculado a partir da fórmula: 

 

Os resultados de fibrose ausente/inicial ou avançada, são obtidos por meio de pontos 

de corte preestabelecidos conforme observados no Quadro 01. 

METAVIR 
APRI 

(Baixo corte) 

APRI 

(Alto corte) 

FIB-4 

(Baixo corte) 

FIB-4 

(Alto corte) 

METAVIR F2 

(Fibrose 

moderada) 

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

METAVIR F4 

(Cirrose) 
1,0 2,0 - - 

Quadro 1. Detecção de cirrose e fibrose moderada conforme valores de APRI e FIB-4.  

Fonte: BRASIL (97) 
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4.5. Análise Estatística 

Os resultados desde estudo foram tabulados e armazenados por meio do Software 

Microsoft Excel® (versão 2017 para Windows). O software Graphpad Prism v.5 (San Diego, 

CA, EUA) foi utilizado para análise comparativa de citocinas circulantes entre os genótipos 

dos SNPs estudados. As variáveis contínuas foram analisadas pelos testes não paramétricos de 

Mann-Whitney/Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de comparação múltipla de Dunns para 

comparar pares. O equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi determinado pela comparação 

das frequências observadas e esperadas dos genótipos e alelos estudados, sendo aplicadas nos 

dois grupos, através do site http://ihg.gsf.de/cgibin/hw/hwa1.pl. 



37 

 

 

5. RESULTADOS 

5.1. Dados demográficos e características clínicas 

Foram incluídos neste estudo 214 indivíduos, dos quais 137 doadores de sangue 

(grupo controle) e 77 eram pacientes diagnosticados com HDV. Dentre os indivíduos inclusos 

neste estudo, observou-se maior predomínio do sexo masculino, tanto no grupo controle 

(69%) quanto em pacientes HDV (53%). O sexo feminino demonstrou frequência de 31% 

para o grupo controle e 47% em pacientes HDV.  

A mediana de idade observada para os indivíduos constituintes do grupo controle foi 

de 30 [22 – 39] anos e para os pacientes HDV foi de 45 [38 – 53]. As informações demográficas 

encontram-se resumidas na tabela 2. 

Tabela 2. Dados demográficos de indivíduos submetidos ao estudo. 

Grupo 
Sexo Idade 

(Mediana [IQR]) Feminino Masculino 

Controle 

(n = 137) 
42 (31%) 95 (69%) 30 [22 – 39] 

HDV 

(n = 77) 
36 (47%) 41 (53%) 45 [38 – 53] 

  M- mediana; IQR- amplitude interquartil 
 

Distribuímos os 77 indivíduos que compuseram o grupo HDV por naturalidade tendo 

como base as calhas dos principais rios da região, sendo que 11 indivíduos (12%) declararam 

sua naturalidade de outros estados brasileiros, como Acre, Roraima e Maranhão. Pode-se 

observar alta prevalência na população nascida na área do vale do rio Juruá (38%), seguida do 

vale do Purus (20%), médio Solimões (14%), alto Solimões (11%) (Figura 8).  
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Figura 8. Distribuição da população do grupo HDV segundo a naturalidade. 

Fonte: Próprio autor. 
 

Em relação ao perfil hematológico, os valores do hematócrito (Hct) (p <0,0012) e dos 

eritrócitos (RBC) (p <0,0001) apresentaram valores médios aproximados entre os dois grupos, 

embora tenham sido estatisticamente significativos. Em relação à faixa de distribuição dos 

glóbulos vermelhos (RDW), o grupo HDV também apresentou valores estatisticamente 

superiores ao grupo controle (p<0,0001) (Tabela 3). 

A contagem global do número de leucócitos totais (WBC) também demonstrou 

significância estatística (p<0,0001) entre os grupos, onde o grupo HDV (4,5 [3,5 - 6,4]) 

apresentou mediana menor que o grupo controle (6,9 [5,8 - 8]). Na contagem diferencial de 

cada tipo de célula para os dois grupos, foram analisados os valores de neutrófilos, linfócitos, 

monócitos e eosinófilos, onde apenas linfócitos e eosinófilos se mostraram estatisticamente 

significativos (p<0,0002 e p<0,0079, respectivamente). Os linfócitos mostraram uma mediana 

significativamente menor em pacientes com HDV (24,8 [19,7 - 31,6]) quando comparados ao 
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grupo controle (30,1 [25,2 - 34,7]), enquanto a mediana de eosinófilos estava 

significativamente aumentada em indivíduos do grupo HDV (4 [2,1 - 7,1]) quando comparado 

ao grupo de controle (2,7 [1,7 - 7,1]) (Tabela 3). 

Em relação à contagem de plaquetas, o grupo HDV (104 [39,5 - 152]) apresentou 

mediana inferior em comparação ao grupo controle (313 [264 - 368]) (p<0,0001). Contudo, o 

volume médio plaquetário (VPM) não apresentou diferença significativa (p<0.1542) entre os 

grupos (Tabela 3). 

O perfil hematológico do grupo HDV também foi analisado de acordo com a 

gravidade de doença hepática através do FIB-4 score, onde os pacientes foram classificados 

como ≤F2 e >F2. O valor de WBC no grupo HDV >F2 apresentou média estatisticamente 

menor do que o grupo HDV ≤F2 (p<0.0001). Por outro lado, os valores de VCM (p<0,0492) e 

RDW (p<0.0036) demonstraram ser estatisticamente maior no grupo HDV >F2 quando 

comparado com o grupo HDV ≤F2. Na contagem diferencial de tipo celular para o grupo 

HDV ≤F2 e HDV >F2 demonstrou diferença estatística significativa apenas para linfócitos 

(p<0,0243) e monócitos (p<0,0295). O plaquetograma também apresentou valores 

estatisticamente menores para o número de plaquetas (p<0.0001) e para o Volume Plaquetário 

Médio (VPM) (p<0,0101) em pacientes HDV >F2 quando comparados com o grupo de 

pacientes HDV ≤F2 (Tabela 3). 

Os marcadores hepáticos, transaminase glutâmico-oxaloacética (TGO) e transaminase 

glutâmico-pirúvica (TGP), mostraram maiores concentrações no grupo HDV (p<0.0001) 

quando comparados ao grupo controle (p<0.0001), ambos sendo estatisticamente significantes 

(Tabela 4).  

O grupo HDV também foi analisado de acordo com a gravidade de doença hepática 

através do FIB-4 score, onde os pacientes foram classificados como ≤F2 e >F2. Onde o grupo 

HDV ≤F2 (p<0.0001) e >F2 (p<0.0001) demonstraram ser estatisticamente significantes 

(Tabela 4). 



40 

 

Tabela 3. Características clínicas da população de estudo. 

Variáveis hematológicas 

Controle 

(n=137)  

(M ±DP) 

HDV  

(n=77)  

(M ±DP) 

P 

Score FIB-4 

(grupo HDV) 

≤F2 >F2 
p 

(n = 39) (n = 38) 

Hemograma 

Hb (g/dl) 14.3 [12.2 – 15.3] 13.9 [12.2 – 15.1] 0.0764 13.9 [12.8 – 15.4] 13.7 [11.8 – 15] 0.5821 

Hct (%) 44.4 [40.8 – 47.1] 41.3 [36.8 – 46.2] < 0.0012 41.3 [38.3 – 45.8] 41.2 [34.8 – 46.3] 0.6948 

RBC (µl) 4.9 [4.6 – 5.3] 4.5 [4 – 5] < 0.0001 4.6 [4.1 – 5.2] 4.4 [3.8 – 4.7] 0.1239 

WBC (µl) 6.9 [5.8 – 8] 4.5 [3.5 – 6.4] < 0.0001 6.7 [4.9 – 7.2] 3.7 [2.9 – 4.4] < 0.0001 

MCV (fL) 89.1 [86.5 – 91.6] 91.9 [83.5 – 94.7] 0.0824 89.4 [82.2 – 92.8] 92.6 [86.9 – 98.4] < 0.0492 

MCH (pg) 28.8 [28 – 29.8] 30.8 [28.6 – 32.2] < 0.0001 30.2 [28.4 – 31.4] 31.3 [29 – 32.6] 0.0988 

MCHC (g/dL) 32.4 [31.8 – 32.8] 31.7 [30.5 – 33.2] 0.0313 32 [31.1 – 34] 31.5 [30.2 – 32.4] 0.0932 

RDW (%) 13.2 [12.7 – 13.8] 14.9 [13.9 – 15.9] < 0.0001 14.6 [13.5 – 15.1] 15.5 [14.4 – 16.5] < 0.0036 

Leucograma 

Neutrófilos (%/mm3) 58.2 [52.6 – 63.4] 56.7 [47.4 – 64.5] 0.4890 56.6 [46.2 – 63.5] 56.7 [47.6 – 64.5] 0.9878 

Linfócitos (%/mm3) 30.1 [25.2 – 34.7] 24.8 [19.7 – 31.6] 0.0002 27.9 [23 – 32.6] 23.1 [17.3 – 28] < 0.0243 

Monócitos (%/mm3) 5.7 [5 – 6.7] 6 [5.3 – 7.9] 0.0779 5.7 [5.1 – 6.7] 6.2 [5.4 – 8.7] < 0.0295 

Eosinófilos (%/mm3) 2.7 [1.7 – 7.1] 4 [2.1 – 7.1] 0.0079 3.1 [1.9 – 5.5] 4.7 [2.8 – 10] 0.0779 

Plaquetograma 

PLT (/mm3) 313 [264 – 368] 104 [39.5 – 152] < 0.0001 149 [116 – 182] 41.5 [29 – 66] < 0.0001 

MPV (fL) 8.4 [7.4 – 9.5] 8 [7.3 – 9] 0.1542 7.8 [7.1 – 8.4] 8.4 [7.5 – 9.9] < 0.0101 
O teste não paramétrico Mann-Whitney foi utilizado para obter o p-valor; M- média; DP- desvio padrão 
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Tabela 4. Características bioquímicas dos marcadores de dano hepático. 

Variáveis 

bioquímicas 

Controle 

(n = 137)  

(M ±DP) 

HDV 

(n = 77)  

(M ±DP) 

p 

Score FIB-4  

(grupo HDV) 

≤F2  

(n = 39) 

>F2  

(n = 38) 
p 

Marcadores hepáticos 

TGO (U/L) 24.10 ±23.81 54.16 ±34.63 < 0.0001 32.87 ±16.40 76.00 ±34.92 < 0.0001 

TGP (U/L) 25.20 ±22.85 47.68 ±31.79 < 0.0001 36.36 ±27.94 59.29 ±31.64 < 0.0001 

O teste não paramétrico Mann-Whitney foi utilizado para obter o p-valor; M- média; DP- desvio padrão 

 

5.2. Frequências alélicas e genotípicas 

Os grupos populacionais foram submetidos ao teste de equilíbrio de Hardy-Weinberg 

para este estudo (para TNFɑ -308G/A p(HWE)= 0.4583; IL6 -174G/C p(HWE)= 0.8407; IL10 

-1082A/G p(HWE) = 0.4727), onde foram comparadas as frequências alélicas e genotípicas 

para os SNPs TNF-α, IL-6 e IL-10 entre os grupos controle e grupo HDV (Tabela 05). 

Com relação ao gene TNFɑ -308G/A, a maior frequência genotípica observada foi G/G 

tanto para o grupo controle (94.2%) quanto para o grupo HDV (84.4%), seguido do genótipo 

G/A no grupo HDV (15,6%) quando comparado ao grupo controle (5.8%). O cruzamento 

entre as variantes dos genótipos G/G vs. G/A (p<0.0187) demonstrou resultado estatístico 

significativo (Tabela 5).  

Quando segregamos o grupo HDV de acordo com o grau de fibrose observamos que o 

genótipo G/G foi mais frequente tanto para HDV ≤F2 (82%) quanto para HDV >F2 (86.8%). 

O cruzamento entre as variantes dos genótipos e alelos G vs. A não demonstrou resultado 

estatístico significativo (Tabela 5). 

Quanto ao gene IL6 -174G/C a frequência do genótipo G/G no grupo controle e HDV 

foi de 81.8% e 66.2%, respectivamente. A presença do genótipo heterozigoto G/C apresentou 

frequência de 16.8% para o grupo controle e 29.9% para o grupo HDV, enquanto o genótipo 

C/C demonstrou baixa frequência tanto no grupo controle 1.5% quanto no grupo HDV 3.9%. 

A associação entre os genótipos G/G vs. G/C (p<0.0191) e G/G vs. G/C+C/C (p<0.0106) 

demonstraram ser estatisticamente significantes, bem como o cruzamento alélico G vs. C 

(p<0.0082) (Tabela 5). 
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A frequência do genótipo G/G no grupo HDV ≤F2 e >F2 foi de 74.3% e 57.8%, 

respectivamente. Para o genótipo G/C a frequência foi de 25.6% para HDV ≤F2 e 34.2% para 

HDV >F2. O genótipo C/C foi observado apenas no grupo HDV >F2 (7.8%). Apenas a 

associação entre os alelos G vs. C demonstrou ser estatisticamente significativo (p<0.05326) 

(Tabela 5). 

Para o gene IL10 -1082A/G a frequência genotípica de A/A foi de 54% para o grupo 

controle e 49,4% para o grupo HDV. O genótipo heterozigoto A/G apresentou frequência de 

40.1% para o grupo controle e 44.2% para o grupo HDV, enquanto o genótipo G/G foi de 

5.8% para o grupo controle e 6.5% para o grupo HDV. As associações dos genótipos não 

apresentaram resultados estatísticos significantes (Tabela 5).  

A frequência do genótipo A/A no grupo HDV ≤F2 e >F2 foi de 51.2% e 47.3%, 

respectivamente. Para o genótipo A/G a frequência foi de 41% para HDV ≤F2 e 47.3% para 

HDV >F2. A frequência do genótipo G/G foi 7.6% para HDV ≤F2 e 5.2% para HDV >F2. A 

associação dos genótipos não apresentaram resultados estatísticos significantes (Tabela 5). 

Quanto a frequência alélica observada para os genes TNFɑ -308G/A, IL6 -174G/C e 

IL10 -1082A/G foram os alelos G, G e A, respectivamente (Tabela 5).  
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Tabela 5. Distribuição das frequências genotípicas e alélicas nos genes das citocinas TNFɑ -308G/A, IL6 -174G/C e IL10 -1082A/G. 

Perfil 

Genotípico 

e Alélico 

Controle HDV 
OR (CI 95%) P 

HDV 
OR (CI 95%) p   

(n=137) (n=77) ≤F2 (n=39) >F2 (n=38)   

TNFɑ -308G/A (rs1800629) 

G/G 129 (94.2%) 65 (84.4%) 2.977 (1.159 - 7.645) 0.0187 32 (82%) 33 (86.8%) 0.693 (0.216-2.357) 0.56227 G/G vs. G/A 

G/A 8 (5.8%) 12 (15.6%)   7 (17.9%) 5 (13.1%)    

A/A  -    -     -    -     

G 266 (97%) 142 (92%) 2.810 (1.122 - 7.035) 0.0219 71 (91%) 71 (93,4%) 
0.714 (0.216-2.357) 0.57927 G vs. A 

A 8 (3%) 12 (8%)   7 (8.9%) 5 (6.5%) 

IL6 -174G/C (rs1800795) 

G / G 112 (81.8%) 51 (66.2%) 2.196 (1.128 - 4.276) 0.0191 29 (74.3%) 22 (57.8%) 1.714 (0.635-4.627) 0.28582 G/G vs. G/C 

G / C 23 (16.8%) 23 (29.9%) 2.284 (1.203 - 4.336) 0.0106 10 (25.6%) 13 (34.2%) 2.109 (0.803-5.536) 0.12667 G/G vs. G/C+C/C 

C / C 2 (1.5%) 3 (3.9%) 3.294 (0.534 - 20.322) 0.1757  -   3 (7.8%) 9.178 (0.451-186.854) 0.05491 G/G vs. C/C 

G 247 (90%) 125 (81%) 
2.122 (1.204 - 3.741) 0.0082 

68 (87.1%) 57 (75%) 
2.267 (0.976-5.265) 0.05326 G vs. C 

C 27 (10%) 29 (19%) 10 (12.8%) 19 (25%) 

IL10 -1082A/G (rs1800896) 

A / A 74 (54%) 38 (49.4%) 1.204 (0.6743 - 2.149) 0.5302 20 (51.2%) 18 (47.3%) 1.250 (0.495-3.158) 0.63683 A/A vs. A/G 

A / G 55 (40.1%) 34 (44.2%) 1.206 (0.6892 - 2.109) 0.5121 16 (41%) 18 (47.3%) 1.170 (0.478-2.860) 0.73128 A/A vs. A/G+G/G 

G / G 8 (5.8%) 5 (6.5%) 1.217 (0.3724 - 3.977) 0.7447 3 (7.6%) 2 (5.2%) 0.741 (0.1111-4.948) 0.75616 A/A vs. G/G 

A 203 (74%) 110 (71%) 
1.144 (0.7351 - 1.779) 0.5514 

56 (71.7%) 54 (71%) 

1.037 (0.515-2.087) 0.91881 
A vs. G 

G 71 (26%) 44 (29%) 22 (28.2%) 22 (28.9%) 
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5.3. Análise das citocinas séricas Th1, Th2 e Th17  1 

O perfil de citocinas do grupo controle e do grupo HDV, foi traçado com a análise das 2 

citocinas IL- 2, IL- 4, IL- 6, IL-10, TNF, IFN- γ e IL-17A obtidas a partir da média de 3 

intensidade de fluorescência (MIF) de cada citocina (Figura 9). 4 

Ao analisar a concentração de citocinas séricas do grupo controle e grupo HDV 5 

observamos que as citocinas IL-2 (p < 0.0001), IL- 4 (p < 0.0001), IL- 6 (p < 0.0001), IL-10 6 

(p<0.0031) encontram-se significativamente aumentadas no grupo HDV, ao contrário do que 7 

foi observado para as citocinas TNF (p<0.0001) e IL-17A (p<0.0001) cujo os níveis séricos 8 

aumentados foram observados no grupo controle. A citocina IFN- γ (p<0.0529) não 9 

apresentou diferença estatística significativa entre os grupos analisados. 10 
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 11 

Figura 9. Associação das médias de intensidade de fluorescência de citocinas séricas IL-2 (A), IL4 (B), IL-6 12 
(C), IL-10 (D), TNF (E), IFN-γ (F) e IL17A (G) no grupo controle ( ), grupo HDV ( ). As citocinas foram 13 
quantificadas por citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array). Os resultados apresentados 14 
através da média e desvio padrão dos analitos. O teste utilizado para avaliar a significância estatística foi o teste 15 
de Mann-Whitney. Diferença estatística significativa foi considerada quando * p <0,05, ** p <0,01 e **** 16 
<0,0001. 17 

 18 

19 
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5.4. Concentrações de citocinas associadas aos genótipos dos marcadores TNF-α -20 

308G/A, IL6 -174G/C e IL10 -1082A/G  21 

Foi observado a associação entre os genótipos dos polimorfismos estudados e as 22 

concentrações das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-γ e IL-17A no soro dos 23 

indivíduos do grupo controle e grupo HDV.  24 

Ao fazer a associação do polimorfismo do gene da citocina TNF-α –308G/A com o 25 

perfil de citocinas analisadas foi observado que indivíduos com o genótipo G/G apresentaram 26 

níveis séricos de citocinas mais elevados para IL-2, IL-4, IL-6, TNF e IL-17A, exceto apenas 27 

em IFN-γ que apresentou níveis elevados para indivíduos com o genótipo G/A. Na análise 28 

entre os genótipos G/G vs. G/A para as citocinas IL-2 (p<0,9906), IL-4 (p<0,9971), IL-6 29 

(p<0,9911), IL-10 (p<0,7557), TNF (p<0,4138), IFN-γ (p<0,5945) e IL-17A (p<0,9289) não 30 

observou-se diferença estatística significativa para nenhum dos testes não paramétricos 31 

empregados (Figura 10).  32 

A associação do polimorfismo do gene da citocina IL-6 –174G/C para as citocinas 33 

propostas, foi observado um padrão variado de perfil de citocinas, onde níveis mais elevados 34 

de TNF e IFN-γ foram observados nos indivíduos de genótipo G/G. Para as citocinas IL-2 e 35 

IL-4 foram observados níveis séricos mais elevados nos indivíduos de genótipo G/C enquanto 36 

as citocinas IL-6, IL-10 e IL-17A demonstraram ser mais elevadas nos indivíduos de genótipo 37 

C/C.  38 

No entanto, as análises entre os genótipos G/G vs. G/C para as citocinas IL-2 39 

(p<0,0714), IL-4 (p<0,7107), IL-6 (p<0,9304), IL-10 (p<0,4582), TNF (p<0,1485), IFN-γ 40 

(p<0,6379) e IL-17A (p<0,1109), G/G vs. C/C para as citocinas IL-2 (p<0,5343), IL-4 41 

(p<0,7943), IL-6 (p<0,6587), IL-10 (p<0,1167), TNF (p<0,0531), IFN-γ (p<0,9209) e IL-17A 42 

(p<0,7693) e G/C vs. C/C para as citocinas IL-2 (p<0,1564), IL-4 (p<0,7482), IL-6 43 

(p<0,5613), IL-10 (p<0,1438), TNF (p<0,1870), IFN-γ (p<0,6917) e IL-17A (p<0,9190) não 44 

demostraram diferenças estatísticas significativas (Figura 10). 45 

Para a análise do polimorfismo do gene da citocina IL-10 –1082A/G também se 46 

observou um padrão variado de perfil de citocinas. As concentrações séricas das citocinas IL-47 

2, IL-4, IL-6, TNF, IFN-γ e IL-17A nos indivíduos de genótipo A/G apresentaram-se elevadas 48 

quando comparadas com os dois outros genótipos. A citocina IL-10 foi a única que a 49 

expressão mais elevada fora nos indivíduos de genótipo G/G. As citocinas associadas ao 50 

genótipo A/A, no geral, permaneceram em baixas concentrações.  51 
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A análise entre os cruzamentos dos genótipos A/A vs A/G para as citocinas IL-2 52 

(p<0,2990), IL-6 (p<0,3301), IL-10 (p<0,3976), TNF (p<0,7861), IFN-γ (p<0,1427) e IL-17A 53 

(p<0,1956), apenas IL-4 demonstrou ter concentrações séricas significativamente maiores 54 

(p<0.0395) em indivíduos que carregam o genótipo A/G comparados aos indivíduos que 55 

carregam genótipo A/A, o cruzamentos dos genótipos A/A vs G/G para as citocinas IL-2 56 

(p<0,5604), IL-4 (p<0,0659), IL-6 (p<0,8608), IL-10 (p<0,2054), TNF (p<0,8660), IFN-γ 57 

(p<0,8577) e IL-17A (p<0,7991) e o cruzamento entre os genótipos A/G vs A/A para as 58 

citocinas IL-2 (p<0,5664), IL-4 (p<0,5334), IL-6 (p<0,6985), IL-10 (p<0,2754), TNF 59 

(p<0,5963), IFN-γ (p<0,2847) e IL-17A (p<0,5078) não demostraram diferenças estatísticas 60 

significativas (Figura 10). 61 

 62 
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Figura 10. Associação da média de intensidade de fluorescência de citocinas séricas IL-2 (A), IL4 (B), IL-6 (C), 63 
IL-10 (D), TNF-α (E), IFN-γ (F) e IL17A (G) entre os genótipos variantes do SNP TNFɑ -308G/A, IL6 -174G/C 64 
e IL10 -1082A/G entre os genótipos categorizados em homozigoto selvagem ( ), heterozigoto ( ) e 65 
homozigoto mutante ( ).Os testes utilizados para avaliar a significância estatística foram Kruskal-66 
Wallis/Mann-Whitney. Diferença estatística significativa foi considerada quando * p <0,05, ** p <0,01 e **** 67 
<0,0001. NA = Não Aplicável. 68 

 69 
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5.5. Relação entre os níveis séricos de citocinas e associação dos genótipos de 70 

pacientes com Hepatite Delta 71 

Ao avaliarmos os níveis séricos de citocinas dos indivíduos do grupo HDV sem a 72 

presença dos alelos polimórficos para os polimorfismos de IL-6 e IL-10 (IL-6G/G+IL-73 

10A/A), com presença dos alelos polimórficos de IL-6 e IL-10 (IL-6G/C+CC + IL-74 

10A/G+G/G), pode-se notar que o grupo com a presença dos alelos polimórficos expressou 75 

níveis mais elevados das citocinas IL-2 (p<0.0066), IL-4 (p<0.0053), IL-6 (p<0.0076), IL-10 76 

(p<0.0309) e IFN-γ (p<0.0199), quando com parados com o grupo sem a presença dos alelos 77 

polimórficos (Figura 11). 78 

Quando segregamos os indivíduos do grupo HDV de acordo com o grau de gravidade 79 

da doença (Score FIB-4 ≤F2 ou >F2) observamos que o subgrupo com Score FIB-4 ≤F2 os 80 

indivíduos com a combinação IL-6G/C+CC + IL-10A/G+G/G apresentam níveis séricos mais 81 

elevados de IL-4 (p<0.0209) em indivíduos que carregam a combinação IL-6G/G + IL-10A/A 82 

quando comparados aos indivíduos que carregam o genótipo sem a presença do alelo mutado. 83 

Nota-se também um aumento nas concentrações de IL-2 e IFN-γ, embora não tenham 84 

apresentado resultados estatísticos significantes (Figura 11). 85 

 86 
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 87 

Figura 11. Média de intensidade de fluorescência de citocinas séricas IL-2, IL4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-γ e 88 
IL17A entre os genótipos variantes do SNP IL6 -174G/C e IL10 -1082A/G (barras pretas). (A) Os indivíduos 89 
com HDV foram segregados em subgrupos de acordo com a combinação de genótipos IL-6G/G+IL-10A/A, IL-90 
6G/C+CC + IL-10A/G+G/G e Outros. (B) Indivíduos com HDV formaram subgrupos de acordo com a 91 
combinação de genótipos IL-6G/G+IL-10A/A, IL-6G/C+CC + IL-10A/G+G/G e Outros classificados com score 92 
FIB-4 ≤F2. (C) Indivíduos com HDV formaram subgrupos de acordo com a combinação de genótipos IL-93 
6G/G+IL-10A/A, IL-6G/C+CC + IL-10A/G+G/G e Outros classificados com score FIB-4 >F2. O teste utilizado 94 
para avaliar a significância estatística foi Kruskal-Wallis Diferença estatística significativa foi considerada 95 
quando * p <0,05, ** p <0,01 e  **** <0,0001. 96 

 97 

 98 

99 
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 100 

6. DISCUSSÃO 101 

No presente estudo foi observado maior prevalência da infecção pelo HDV em 102 

indivíduos do sexo masculino com média de idade de 45 anos, estes dados corroboram com 103 

estudos anteriores realizados na região amazônica com indivíduos positivos para hepatite B 104 

(98–101). Todavia, um estudo realizado por Oliveira e colaboradores (102) com indivíduos 105 

diagnosticados com hepatite Delta demonstraram idade precoce, entre 12 e 31 anos de idade, 106 

considerando a transmissão horizontal intrafamiliar como principal via de infecção. 107 

Em relação a região de procedência dos indivíduos do grupo HDV, neste estudo foram 108 

registrados 25 municípios do estado do Amazonas, onde os municípios situados nas calhas do 109 

vale do Juruá e vale do Purus apresentaram maiores números de casos registrados. Nossos 110 

dados vão de encontro a estudos anteriores que descrevem que as regiões situadas nas bacias 111 

dos rios Juruá, Solimões e Purus são localidades consideras, durante anos, áreas de grande 112 

endemicidade deste vírus (25,102).  113 

Quanto aos resultados das análises das variáveis hematológicas, foi observado que os 114 

indivíduos do grupo HDV apresentam um discreto aumento de monócitos e eosinófilos, além 115 

de apresentar quadro de plaquetopenia quando comparados com o grupo controle. Não foram 116 

encontrados estudos recentes que relacione a hepatite viral com o aumento de monócitos e 117 

eosinófilos apesar de infecções virais, como infecção por citomegalovírus (CMV) e infecção 118 

viral do trato respiratório serem causas comuns de monocitose (103,104). Contudo, um estudo 119 

demonstrou que pacientes infectados com hepatite B crônica apresentaram linfócitos em 120 

grande quantidade no sangue periférico (105).  121 

Quadros de plaquetopenia foram observados na população deste estudo, a análise geral 122 

do grupo HDV mostrou leve diminuição das plaquetas circulantes. Por outro lado, indivíduos 123 

do grupo HDV classificados como >F2 apresentaram quadros de plaquetopenia moderados. 124 

Esta condição, é comumente observada em portadores do vírus da hepatite C, sendo associada 125 

ao desenvolvimento das formas mais graves de doença hepática, embora também esteja 126 

presente em portadores de hepatite B crônica e, consequentemente, hepatite D, uma vez que 127 

essas alterações hematológicas podem estar associadas a vários fatores relacionados 128 

principalmente a anticorpos antinucleares/ antifosfolipídios/ anticardiolipina/ antiplaquetários, 129 

além de doença linfoproliferativa e, principalmente, hiperesplenismo (106–109).  130 
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O hiperesplenismo, condição médica caracterizada pelo aumento do baço 131 

(esplenomegalia), que outrora foi relatada como uma característica consistente e peculiar 132 

presente na infecção crônica por HDV, posteriormente foi relacionada a uma condição de 133 

necro-inflamação hepática, levando a hipertensão portal (110). No entanto, já foram 134 

registrados na literatura que os quadros de trombocitopenia são persistentes mesmo após 135 

esplenectomia ou após a descompressão portal, sendo provável que outros fatores devem ser 136 

levados em consideração como redução da liberação de trombopoietina pelo fígado, 137 

trombocitopenia autoimune, terapia antirretroviral ou supressão da medula óssea (111–114). 138 

Um estudo coreano, realizado com 122.200 pacientes portadores de HBV, com 139 

ausência de cirrose hepática e esplenomegalia, destacou outros mecanismos desencadeantes 140 

de trombocitopenia, como idade (indivíduos com 40 anos ou mais), sexo (homem) e peso 141 

(obesos), tornando estes indivíduos mais predispostos a  terem níveis mais baixos de glóbulos 142 

brancos (WBC), neutrófilos, plaquetas e altos níveis de TGO e TGP do que em indivíduos 143 

saudáveis (107).  144 

Estas características que definem um pior prognóstico podem, em parte, ser explicada 145 

pela imunossenescência e "envelhecimento da inflamação" (do inglês, Inflammaging), que se 146 

referem, respectivamente, à diminuição natural da resposta do sistema imune causado pelo 147 

envelhecimento e reformulação do padrão de expressão de citocinas (com IL-6, IL-10, IFN-γ, 148 

TNF-α e IL-1α) levando a um fenótipo pró-inflamatório do organismo e que contribuem 149 

significativamente ao surgimento de diversas patologias relacionadas à idade (115–117). 150 

Fatores hormonais também devem ser levados em conta, com por exemplo, o estradiol em 151 

concentrações fisiológicas normais pode produzir um efeito benéfico na progressão de 152 

doenças crônicas no fígado uma vez que inibe a secreção espontânea de citocinas pró-153 

inflamatórias (118).  154 

Na região amazônica o HDV é a principal causa de cirrose hepática em crianças e 155 

adultos jovens. O carcinoma hepatocelular (CHC) é uma complicação substancial da cirrose 156 

hepática, sendo o câncer primário no fígado mais comum e está relacionado a infecções 157 

crônicas (119). Tendo em vista o curso clínico acelerado do HDV, o qual colabora para a 158 

progressão de fibrose para cirrose em anos, a razão dos marcadores bioquímicos de dano 159 

hepático TGO/TGP vem sendo utilizada há vários anos como um método não invasivo para a 160 

avaliação da gravidade de doenças hepáticas crônicas (120). 161 
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Em nosso estudo as análises bioquímicas dos marcadores de dano hepático 162 

demonstraram altos níveis no grupo HDV, cujo os valores de referência para TGO e TGP foi 163 

de 38 U/L e 44 U/L, respectivamente (98). Este achado encontra-se de acordo com os já 164 

descritos na literatura que relatam que níveis de TGO e TGP são persistentemente elevados na 165 

maioria dos pacientes (121). Resultados semelhantes foram descritos na literatura, onde um 166 

estudo comparativo de coorte de HCV, HBV e HDV relatou que indivíduos com HDV 167 

apresentaram TGO e TGP mais altos quando comparados com as outras duas coortes (120). 168 

Nosso estudo buscou também estabelecer os valores para os marcadores de dano 169 

hepático de acordo com o grau de gravidade de doença hepática, onde indivíduos pertencentes 170 

do grupo HDV ≤F2, sem lesões hepáticas, apresentaram resultados normais, ao contrário dos 171 

indivíduos pertencentes do grupo HDV >F2. Um estudo realizado com 209 indivíduos 172 

infectados cronicamente com HBV, dos quais 19 indivíduos apresentaram coinfecção com 173 

HDV, 9 foram classificados como F0 – F1 (≤F2) e 10 com F2 – F4 (>F2) onde os indivíduos 174 

F2 – F4 apresentaram resultados bioquímicos discrepantes quando comparados com os 175 

indivíduos F0 – F1 (122).  176 

As citocinas são moléculas imunomoduladoras capazes de conferir proteção contra 177 

vírus, os SNPs presentes na região moduladora dessas moléculas tendem a afetar sua 178 

produção causando grande desequilíbrio imunológico (123). Nosso estudo buscou analisar os 179 

polimorfismos em regiões promotoras presentes nos genes das citocinas de TNFɑ -308G/A, 180 

IL6 -174G/C e IL10 -1082A/G, sendo estes responsáveis pelo risco aumentado de progressão 181 

de fibrose hepática como citado anteriormente. 182 

Em relação ao polimorfismo no gene TNFɑ -308G/A, nossos resultados demonstraram 183 

maior predominância do genótipo G/G para ambos os grupos estudados, seguido dos 184 

genótipos G/A e A/A. Nossos dados reforçam os achados de estudos anteriores realizado na 185 

região Amazônica com pacientes infectados cronicamente com HBV e HCV demonstraram 186 

que as proporções genotípicas e alélicas estão em concordância com os nossos resultados 187 

encontrados, sendo o genótipo G/G e o alelo G os mais frequente e o genótipo mutante A/A e 188 

o alelo A os menos frequentes (95,124). 189 

Abraham & Kroeger (125) descreveram em seu estudo que que o genótipo G/G está 190 

presente na maior parte da população, sendo considerando o genótipo selvagem e o genótipo 191 

A/A o mutante, sendo o alelo A associado a maior produção de citocinas e a maiores níveis de 192 
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transcrição genica quando comparado ao alelo G, resultando em altas concentrações de TNF-193 

α. 194 

Um estudo realizado por Jeng e colaboradores (126) descreveu que o alelo A do gene 195 

TNFɑ -308G/A é fortemente associado com o risco de desenvolvimento de fibrose hepática 196 

significativa além de ser um fator de risco relacionado ao surgimento do cirrose e CHC, sendo 197 

este alelo também responsável por aumentar a expressão de TNF-α. Mais tarde, um estudo 198 

realizados com pacientes infectados com HCV que apresentaram quadros de cirrose e CHC 199 

expressaram frequência elevada do genótipo G/A e A/A demonstrando também níveis séricos 200 

elevados de TNF-α. Nossos resultados mostraram que indivíduos com o genótipo G/A 201 

apresentaram maior concentração de TNF-α em relação aos indivíduos do grupo controle 202 

(127). 203 

Em relação ao polimorfismo no gene IL6 -174G/C foi observado que o genótipo G/G 204 

apresentou maior frequência frente aos outros genótipos, G/C e C/C tanto no grupo controle, 205 

quanto no grupo HDV. O Alelo G mostrou-se mais frequente nessa população em relação ao 206 

Alelo C. Fishiman e colaboradores (68) descreveu em seu estudo que os genótipos G/G e G/C 207 

expressam altos níveis de IL-6 circulantes quando comparados com o genótipo C/C.  208 

Resultados semelhantes foram obtidos em estudo com um grupo de 62 pacientes com 209 

hepatite B crônica no qual foi observado que o genótipo G/G apresentou maior frequência 210 

entre os genótipos encontrados, seguidos de G/C e C/C, foi relatado ainda que não há 211 

associação entre o polimorfismo na posição -174 na região promotora do gene de IL-6 e o 212 

desenvolvimento da infecção crônica pelo HBV, embora seja relacionado diretamente na 213 

capacidade de produção da IL-6 no plasma (128). Posteriormente, resultados controversos 214 

foram relatados, no qual descrevem que a correlação entre a presença dos genótipos altos 215 

produtores de IL-6 (G/G) e a piora na evolução da doença hepática crônica (129).  216 

Estes mesmos perfis genotípicos foram relatados em pacientes cronicamente 217 

infectados com HCV em estudo realizado na região Amazônica, onde foi descrito alta 218 

frequência do genótipo G/G e alelo G seguido dos genótipos G/C e C/C, não sendo 219 

observados diferenças significativas nas frequências genotípicas entre o grupo HCV e grupo 220 

controle. O autor também descreve que esses pacientes apresentaram altos níveis de citocina 221 

IL-6 circulantes do que os controles saudáveis (95). 222 

Os estudos citados anteriormente relatam que altos níveis de IL-6 circulantes no curso 223 

da infecção tanto para HBV quanto para HCV ocasionado especialmente pela presença do 224 
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alelo G, logo esta exposição contínua a níveis elevados de IL-6 circulante pode resultar em 225 

lesões hepáticas graves chegando ao CHC (130).  226 

Diferentes estudos buscam descrever a relação dos polimorfismos localizados na 227 

região promotora do gene IL10 -1082A/G  com a progressão da fibrose hepática e a 228 

susceptibilidade ao desenvolvimento de cirrose tanto para indivíduos infectados pelo HBV e 229 

HCV (90,131).  230 

Para este estudo foi avaliado o polimorfismo no gene IL10 -1082A/G sendo observado 231 

que o genótipo A/A apresentou maior frequência frente aos outros genótipos, A/G e G/G tanto 232 

no grupo controle, quanto no grupo HDV. O Alelo A mostrou-se mais frequente em relação 233 

ao Alelo G. Os genótipos associados ao polimorfismo desse gene G/G, A/G e A/A estão 234 

relacionados, respectivamente, a alta, média e baixa produção de IL-10 (84). 235 

Um estudo realizado por Ramos e colaboradores (132) em uma população de 178 236 

indivíduos infectados com hepatite C, onde 161 indivíduos estavam infectados cronicamente, 237 

observou-se maior frequência no genótipo A/A seguidos dos genótipos A/G e G/G. Os 17 238 

indivíduos que apresentavam infecção aguda também demonstraram maior frequência dos 239 

genótipos A/A, A/G e G/G. Ainda, conforme descrito pelo autor os baixos níveis séricos de 240 

IL-10 e levando a uma deficiência na resposta imunológica contra vírus e a produção 241 

exacerbada de IL-10 pode estar associada a depuração viral espontânea . 242 

No estudo de Conde e colaboradores (124), realizado com 53 indivíduos infectados 243 

cronicamente por HBV também apresentaram frequência genotípica e alélica similares as que 244 

foram descritas em nosso estudo, sendo A/A, A/G e G/G, ainda que não fosse possível 245 

estabelecer diferenças significativas para as frequências genotípicas e alélicas entre os grupos 246 

estudados. 247 

Como mencionado anteriormente, as citocinas exercem papel importante na iniciação 248 

e regulação da resposta imunológica do hospedeiro (133). Estudos demonstram que citocinas 249 

de perfil Th1 estão relacionadas com a atividade inflamatória levando a lesão hepática 250 

progressiva, uma vez que citocinas de perfil Th2 estão relacionadas a persistência viral 251 

(123,134).  252 

Citocinas de perfil Th1 que desempenham papel pró-inflamatório já estão bem 253 

definidos na infecção crônica por HCV onde encontram-se aumentadas. Os fatores genéticos 254 

do hospedeiro também têm demonstrado ser responsáveis pelo desequilíbrio de citocinas pró-255 
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inflamatórias e citocina regulatória alterando significativamente os resultados clínicos e de 256 

gravidade dos pacientes (135).   257 

As citocinas de perfil Th2 estão relacionadas à proliferação e diferenciação de células 258 

B, bem como a produção de anticorpos. Essas citocinas exercem papel importante na resposta 259 

imunológica humoral, especialmente por secretar IL-4. Quando a resposta do perfil Th1 260 

encontra-se diminuída pela resposta de Th2 o hospedeiro tem sua capacidade antiviral 261 

reduzida. Este distúrbio do equilíbrio Th1/Th2 pode refletir diretamente no tipo de infecção a 262 

ser desenvolvida. Pacientes infectados por HBV que demonstraram perfil Th1 dominante 263 

desenvolveram hepatite fulminante autolimitada ou aguda, no entanto, quando o perfil Th2 264 

mostrou-se mais elevado os pacientes desenvolveram hepatite crônica (136).  265 

Nosso estudo demonstrou que citocinas de perfil Th1 (IL-2, IL-6, TNF-α, IFN-γ), Th2 266 

(IL-4) e a citocina regulatória IL-10 estão em maiores concentrações no soro dos indivíduos 267 

do grupo HDV quando comparados com indivíduos do grupo controle. Este perfil de citocinas 268 

pode estar relacionado diretamente com os genótipos identificados nesta população de estudo, 269 

onde o genótipo G/G do SNP no gene IL6 -174G/C apresentou maior frequência levando esta 270 

população a expressar níveis de IL-6 séricos mais elevados.  271 

Sabe-se que níveis elevados de IL-6 modulam a resposta inflamatória aguda levando a 272 

produção do antagonista do receptor de IL-1 (IL1-Ra) receptor solúvel do fator de necrose 273 

tumoral p55 (sTNF-R55), que suprime a citocina TNF-α (117). A citocina IL-10 suprime as 274 

ações da IL-6, TNF-α e IL-8 (137,138) e nossa população de estudo representa 275 

aproximadamente 6% dos indivíduos portadores do genótipo G/G que está relacionado a altos 276 

níveis de IL-10 o que torna favorável a alta expressão de IL-6.  277 

Alguns estudos corroboram com nossos resultados, segundo Cacciarelli e 278 

colaboradores (135)  pacientes infectados por HCV apresentaram níveis séricos de citocinas 279 

Th1 (IFN- γ e IL-2) Th2 (IL-4) e a regulatória (IL-10) aumentados quando comparados com 280 

os pacientes do grupo controle, no entanto, o perfil Th2 se sobressaiu ao perfil Th1. Do 281 

mesmo modo o estudo de conduzido por Fan e colaboradores (139) demonstrou que há o 282 

predomínio do perfil Th2 em pacientes com hepatite C. O estudo realizado por Spanakis e 283 

colaboradores (140) descreveram uma diminuição de IL-4 (Th2), enquanto no estudo de 284 

Zhang e colaboradores (141) relataram a diminuição de IL-2 (Th1) no soro de indivíduos 285 

infectados por HCV. Desse modo a análise desses estudos sugere que as características 286 
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imunológicas podem estar associadas a fatores genéticos e ambientais particulares do 287 

hospedeiro como mencionado anteriormente.  288 

A citocina de perfil Th17 (IL-17A) induz a produção de citocinas pró-inflamatórias 289 

(IL-6, TGF-β, IL-22 e IL-23) e tem sido visto que esta resposta contribui para a progressão da 290 

fibrose hepática em pacientes crônicos infectados pelo HBV (142). Nosso estudo demonstrou 291 

que os níveis séricos de IL-17A em indivíduos do grupo controle foi mais elevado do que nos 292 

indivíduos do grupo HDV.  293 

Dados publicados na literatura evidenciaram que as concentrações IL-17A aumentada 294 

na hepatite B crônica e na indução da progressão da fibrose hepática. Isso sugere que a IL-295 

17A pode não apenas induzir a inflamação, mas também pode contribuir para a progressão da 296 

doença e cronicidade em pacientes com infecção crônica. Níveis séricos diminuídos dessa 297 

citocina foram relatados após pacientes serem submetidos a tratamento com telbivudina por 298 

48-52 semanas, sugerindo que essa citocina induz respostas excessivas e inespecíficas 299 

envolvidas na patogênese da inflamação hepática crônica e do dano hepatocelular associados 300 

ao HBV (143,144). 301 

O rigor na categorização dos pacientes de acordo com seu grau de fibrose pode variar 302 

(≤F2 ou >F2), o que pode levar a divergências nos resultados obtidos. No estudo descrito por 303 

Soriane e colaboradores (145) foram analisados citocinas no soro do grupo controle, fibrose 304 

moderada ≤F2 e fibrose grave ≥F3, onde não foi evidenciado altos produtores de citocinas no 305 

grupo controle, enquanto no grupo de fibrose moderada (≤F2), há uma frequência elevada de 306 

altos produtores de citocinas com concentrações particularmente altas de IL-4, seguidas por 307 

TNF-α, IL-2, IL-6, IL-17A, IFN-γ e IL-10, sugerindo que um papel importante da IL-4 no 308 

controle do desenvolvimento de lesões hepáticas no grupo de fibrose moderada, enquanto a 309 

IL-2 pode contribuir para o desenvolvimento de fibrose grave. 310 

Ainda de acordo com o estudo citado acima pacientes com HCV com fibrose 311 

moderada (≤F2), foram caracterizados principalmente por um aumento de IL-4 e IL-10, 312 

enquanto pacientes com fibrose grave (≥F3) foram caracterizados por um aumento da IL-2 e 313 

diminuição da IL-10, reforçando a hipótese proposta sobre o efeito protetor das citocinas 314 

reguladoras. 315 

Em nosso estudo realizamos combinações com as variantes dos genótipos dos 316 

polimorfismos nos genes das citocinas IL6 -174G/C e IL10 -1082A/G que podem afetar a 317 

síntese de citocinas levando a níveis séricos distintos nesses indivíduos. Nossos achados 318 
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demonstraram que pacientes HDV com presença dos alelos polimórficos (IL-6G/C+CC + IL-319 

10A/G+G/G) apresentaram um proeminente perfil pró-inflamatório mediado por níveis mais 320 

altos de IL-2, IL-6 e IFN-γ, enquanto para os indivíduos com Score FIB-4 ≤F2 os indivíduos 321 

com a combinação IL-6G/C+CC + IL-10A/G+G/G apresentam níveis séricos mais elevados 322 

de IL-4.  323 

Dados na literatura demonstram que os níveis séricos das citocinas IL-6 e IL-10 324 

podem auxiliar na investigação clinica como potenciais biomarcadores para o CHC e estão 325 

fortemente associados ao tamanho do tumor (146). Em um estudo realizado com pacientes 326 

com HCV crônicos que possuíam diversos polimorfismos nas regiões promotoras nos genes 327 

das citocinas IL-6 e IL-10 e que produziam estas citocinas exacerbadamente estavam mais 328 

susceptíveis a desenvolverem o CHC e complicações do que aqueles pacientes que 329 

apresentaram níveis séricos diminuídos (147). 330 

Esses achados corroboram achados anteriores que descrevem que fatores genéticos e 331 

ambientais contribuem para alterações no perfil imunológico e no histórico genético do 332 

hospedeiro. Estudos que correlacionam mais tipos de alterações polimórficas que interagem 333 

entre si podem determinar melhor as alterações no perfil de citocinas e na gravidade da 334 

doença (95).  335 

 336 

337 
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 338 

7. CONCLUSÃO 339 

Os resultados deste trabalho demonstraram achados relevantes sobre a influência dos 340 

polimorfismos no gene do TNFɑ -308G/A, IL6 -174G/C e IL10 -1082A/G  em pacientes com 341 

Hepatite Delta sobre o perfil de citocinas, apontando que: 342 

• A frequência genotípica dos polimorfismos nos genes das citocinas TNFɑ -308G/A, 343 

IL6 -174G/C e IL10 -1082A/G foi mais prevalente em indivíduos homozigotos 344 

selvagens; TNF-308G/A e IL6 -174G/C podem predispor indivíduos a infecção por 345 

hepatite D.  346 

• Há um padrão misto de citocinas no séricas tanto pro-inflamatórias, como anti-347 

inflamatórias e reguladoras nos pacientes com hepatite Delta podendo ser influenciado 348 

pela presença dos polimorfismos analisados, sobretudo na concentração sérica de IL-4 349 

dos pacientes que carregam os genótipos A/G do polimorfismo no gene da citocina IL-350 

10; 351 

• A presença dos genótipos combinados de IL-6G/C+CC + IL-10A/G+G/G altera o 352 

perfil das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IFN-γ dos pacientes em diferentes fases de 353 

comprometimento hepático. No entanto, estudos adicionais com maior tamanho 354 

amostral devem ser considerados para validar esses resultados. 355 

356 
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Abstract 928 

Background: The hepatitis Delta virus is one of the main factors responsible for fulminant 929 

hepatitis in cases of acute infection and causes the accelerated progression of liver disease in 930 

chronic HBV carriers. The single-nucleotide variants located in the promoter regions of the 931 

cytokines genes may be related to fibrosis progression. Objective: To evaluate the influence 932 

of polymorphisms on the genes for Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-α), Interleukin 6 (IL-933 

6) and Interleukin 10 (IL-10) genes in patients with Delta Hepatitis. Study design: The study 934 

population consisted of seventy-seven (77) patients with hepatitis Delta and one hundred and 935 

thirty-seven (137) eligible blood donors who make up the control group. The genomic regions 936 

of interest of the IL6, TNFα and IL10 genes were amplified by PCR-RFLP. The measurement 937 

of cytokines was performed by flow cytometry. Results: The G/A genotypes (TNFα -938 

308G/A) and G/C (IL6 -174G/C) appear to be risk factors for HDV infection. The analysis of 939 

serum cytokine concentrations in the HDV group showed that cytokines IL-2 (p<0.0001), IL-940 

about:blank
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4 (p<0.0001), IL-6 (p<0.0001), IL-10 (p<0.0031) found significantly increased in the HDV 941 

group. Serum cytokine levels for individuals in the HDV group IL-6G/C+C/C + IL-942 

10A/G+G/G demonstrated higher levels of cytokines IL-2 (p<0.0066), IL-4 (p<0.0053), IL-6 943 

(p<0.0076), IL-10 (p<0.0309) and IFN-γ (p<0.0199). Conclusion: Our findings demonstrate 944 

relevance on the influence of the studied SNVs in patients with HDV on the cytokine profile. 945 

TNFɑ -308G/A and IL6 -174G/C may predispose individuals to Hepatitis D infection. The 946 

presence of the combined IL-6G / C + CC + IL-10A / G + G / G genotypes alters the profile 947 

of the cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 and IFN-γ. However, future studies must be carried 948 

out to better elucidate the influence of these SNVs on the pathogenesis of Hepatitis Delta. 949 

Keywords: Hepatitis D virus; Fibrosis; Polymorphisms; Cytokines. 950 

951 
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Introduction 952 

Hepatitis delta virus (HDV) infections remain a major health issue in endemic areas such as 953 

the Middle East, Central Africa, and the western Amazon basin in South America (1). HDV 954 

infection can occur simultaneously in patients with the hepatitis B virus (HBV) or in patients 955 

with chronic hepatitis B, which are known as co-infection or superinfection, respectively 956 

(2,3). HDV superinfection might lead to a more rapid progression of liver fibrosis to cirrhosis 957 

and the development of hepatocellular carcinoma (HCC), when compared to those with HBV 958 

mono-infection or HDV-HBV co-infections (4–6). 959 

Historically, a liver biopsy has been used to identify the stage of liver fibrosis and/or to detect 960 

advanced fibrosis/cirrhosis. However, this invasive method is costly, not well accepted by 961 

patients and can be associated with potential complications and sampling error (7). 962 

Fortunately, non-invasive tools have been described and validated to assess liver fibrosis 963 

and/or to diagnose cirrhosis as an alternative to liver biopsy (5,8,9). 964 

The immune response against the hepatitis D virus is not well understood, however, it is 965 

assumed that an HDV infection induces a cellular immune response similar to the specific 966 

immune response for an acute hepatitis caused by HBV (10,11). Associated with the host's 967 

immune response, one can notice the presence of numerous cytokines that can act to 968 

exacerbate the existing inflammation, such as tumor necrosis factor (TNF-α) and interleukin 6 969 

(IL-6), or that can positively regulate the symptoms of inflammatory diseases, such as 970 

interleukin 10 (IL-10) (12,13). 971 

Single-nucleotide variants (SNVs) are located in promoting regions and can affect 972 

transcription and translation and, as such, play an important role in the development of liver 973 

cancer. They are also responsible for chronic inflammation combined with a high-production 974 

of TNF-α, which contributes to the progression of fibrosis, liver cirrhosis, development of 975 

hepatocellular carcinoma and increases the risk of death (12,13). Many studies still seek to 976 

answer questions related to the profile of the immune response and genotypic profile of 977 

individuals infected by HDV, since the answers to these questions are essential for generating 978 

knowledge regarding immune response, the mechanisms involved in immunopathogenesis, 979 

progression and the possible complications related to this infection. 980 

In this context, this study seeks to generate further knowledge about the immunological 981 

mechanisms and characteristics of individuals infected by HDV, the profile of the cytokines 982 
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and the polymorphisms that can interfere with the severity of liver damage and, consequently, 983 

its most severe forms.  The combination of IL-6 and IL-10 genotypes appears to alter the 984 

cytokine profile in these patients. 985 

Materials and Methods 986 

Patients and sampling 987 

The cryopreserved DNA samples were genotyped from 77 patients diagnosed with Hepatitis 988 

D who attended the hepatology outpatient clinic at the Fundação de Medicina Tropical Doutor 989 

Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD). The control group consisted of 137 samples of blood 990 

donation candidates who attended to Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do 991 

Amazonas (HEMOAM). 992 

Ethical approval 993 

The samples used in this study were obtained from projects approved by the Research Ethics 994 

Committees of FMT-HVD and HEMOAM (process numbers: 46865015.8.3001.5262, 995 

49652815.8.0000.0009 and 0024.0.112.000-10). All the patients signed an informed consent 996 

form that was prepared in accordance with the guidelines established by the 466/12 resolution 997 

of the Brazilian National Health Council and followed the guidelines of the Declaration of 998 

Helsinki. 999 

Biological sample collection and data 1000 

The total volume of 12 ml of peripheral blood was distributed in three tubes, 4 ml in each PPT 1001 

tube (Plasma Preparation Tube™, Vacutainer®, BD) for procedures related to the 1002 

determination of the cytokine polymorphism in question, 4 ml in a tube without anticoagulant, 1003 

which was reserved for the measurement of cytokines, and 4ml in an EDTA tube for 1004 

performing hematological tests. The samples were processed at the Multidisciplinary 1005 

Laboratory at HEMOAM, where the serum and plasma were separated by centrifugation at 1006 

1.400 g for 5 minutes and, together with the cell fraction, frozen at -80 ° C until time of use. 1007 

Biochemical (aspartate transaminase (AST) and alanine transaminase (ALT)) and 1008 

hematological analyses were processed at the Clinical Analysis Laboratory at HEMOAM.  1009 

The following mathematical formulas were used to define APRI and FIB-4: (i) APRI = [AST 1010 

(/ ULN)/platelet count] 100; (ii) FIB-4 = [(ageAST)/(platelet count [sqrt (ALT)])] (14). The 1011 

cut-off points used to define the degree of advanced fibrosis were defined by APRI 1.5 and 1012 

FIB-4 3.25 (15,16).  1013 
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Evaluation of cytokine gene polymorphisms by PCR-RFLP 1014 

DNA samples were collected from all the study subjects in order to study the relationship 1015 

between host genetic factors and HDV disease. DNA was extracted from peripheral blood 1016 

leukocytes using a Brazol kit (LGC Biotechnologia, SP, Brazil) following the manufacturer’s 1017 

instructions (17). The PCR (Polymerase Chain Reaction) was performed according to the 1018 

protocol described by Tarragô et al. (18). The genomic regions of interest of the IL6, TNFα 1019 

and IL10 genes were amplified using PCR under uniform conditions, followed by analysis of 1020 

the polymorphisms of the length of the restriction fragment (RFLP). Amplification was 1021 

performed using a thermocycler (Applied Biosystems, Veriti 96 Well Thermal Cycler, 1022 

Carlsbad, USA), and the amplified products were electrophoresed at 100 V for 45 min in an 1023 

agarose gel with Tris-Acetate-EDTA buffer (TAE 1X ) (stock TAE 40 - 1.6 M tris, 0.8 M 1024 

sodium acetate and 40 mM ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt/deionized water) 1025 

containing ethidium bromide and were later visualized using the UV light Gel Doc™ XR+ 1026 

System (Bio-Rad Corporation, Hercules, CA, USA). 1027 

Determination of serum cytokines levels by flow cytometry 1028 

The serum levels of IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-γ, and IL-17A were determined by 1029 

means of flow cytometry with a BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2/Th17 1030 

Cytokine kit (BD Biosciences San Jose, CA), following the manufacturer’s technical 1031 

guidelines and protocols. A FACSCanto II flow cytometer (BD Biosciences) at HEMOAM 1032 

was used for sample acquisition, and FCAP-Array software (ver. 3.0.1) was used to calculate 1033 

cytokine levels (pg/mL) and the mean fluorescence intensity (MFI) of each cytokine. 1034 

Statistical and data analysis 1035 

Graphpad Prism v.5 software (San Diego, CA, USA) was used for comparative analysis of 1036 

circulating cytokines between the genotypes of the studied SNVs. The continuous variables 1037 

showed non-normal distribution and the data were analyzed using the Kruskal-Wallis non-1038 

parametric test, followed by the Dunn’s multiple comparison post-test to compare pairs. A 1039 

logistic regression analysis was performed to investigate the association of genotypes with the 1040 

presence of HDV infection. The Hardy-Weinberg (HW) equilibrium was determined by 1041 

comparing the observed and expected frequencies of the studied genotypes and alleles, and 1042 

was applied in both groups via the website https://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl. 1043 

https://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl
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The Quantum Geographic Information Systems (QGIS) software version 3.16 (OSGeo, 1044 

Beaverton, OR, USA) was used for mapping the distribution of the population of the HDV 1045 

group according to place of birth. 1046 

Results 1047 

Characterization, clinical and epidemiological baseline of the HDV patients  1048 

A total of 214 individuals were included in this study, of which 137 were candidates for blood 1049 

donation (control group) and 77 individuals made up the HDV group. Individuals from the 1050 

HDV group were grouped based on the names of the region's main rivers.  Of the individuals, 1051 

09 (11%) declared birth in other Brazilian states (Acre, Roraima, Pará and Maranhão), as can 1052 

be seen in Figure 1. Among the individuals included in this study, there was a greater 1053 

predominance of males, both in the control group (69%) and in HDV patients (53%). 1054 

Individuals of the female sex showed a frequency of 31% for the control group and 47% in 1055 

HDV patients. The mean age observed for individuals in the control group was 30 [22 – 39] 1056 

years old and, for patients with HDV, the mean age was 45 [38 – 53] years old (Table 1). 1057 

1058 
 Figure 1. Distribution of the population of the HDV group according to place of birth. 1059 
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Regarding the hematological profile, the values for hematocrit (Hct) (p <0.0012) and 1060 

erythrocytes (RBC) (p <0.0001) presented approximate mean values between the two groups, 1061 

although they were statistically significant. Regarding the range of distribution of red blood 1062 

cells (RDW), the HDV group also showed statistically higher values than the control group (p 1063 

<0.0001) (Table 1) 1064 

The global count of the number of total leukocytes (WBC) also demonstrated statistical 1065 

significance (p <0.0001) between the groups, where the HDV group (4.5 [3.5 – 6.4]) had a 1066 

lower median than the control group (6.9 [5.8 – 8]). In the differential counting of each cell 1067 

type for both groups, the values of neutrophils, lymphocytes, monocytes and eosinophils were 1068 

analyzed, and only differences in lymphocytes and eosinophils proved to be statistically 1069 

significant (p <0.0002 and p <0.0079, respectively). The mean of the lymphocytes were 1070 

significantly lower  in patients with HDV (24.8 [19.7 – 31.6]) when compared to the control 1071 

group (30.1 [25.2 – 34.7]), while the means for eosinophils were significantly increased in 1072 

individuals in the HDV group (4 [2.1 - 7.1]) when compared to the control group (2.7 [1.7 - 1073 

7.1]) (Table 1). 1074 

With regard to platelet count, the HDV group (104 [39.5 – 152]) had a lower mean when 1075 

compared to the control group (313 [264 – 368]) (p <0.0001). However, the mean platelet 1076 

volume (MPV) showed no significant difference (p <0.1542) between the groups. (Table 1). 1077 

The hematological profile of the HDV group was also analyzed according to the severity of 1078 

liver disease using the FIB-4 score, by which patients were classified as ≤F2 and >F2. The 1079 

RDW value in the HDV >F2 group showed a statistically lower value than that of the HDV 1080 

group ≤F2 (p<0.0001). On the other hand, the values of MCV (p<0.0492) and RDW 1081 

(p<0.0036) proved to be statistically higher in the HDV group >F2 when compared with the 1082 

HDV group ≤F2. In the differential cell type count for the HDV ≤F2 and HDV >F2 group, 1083 

there was only a statistically significant difference for lymphocytes (p<0.0243) and 1084 

monocytes (p<0.0295). The platelet count also showed statistically lower values for the 1085 

number of platelets (PLT) (p<0.0001) and for the mean platelet volume (MPV) (p<0.0101) in 1086 

HDV >F2 patients when compared with the HDV ≤F2 group (Table 1). 1087 

The hepatic markers, AST and ALT, showed higher concentrations in the HDV group 1088 

(p<0.0001) when compared to the control group (p<0.0001), and both were statistically 1089 

significant. The HDV group was also analyzed according to the severity of liver disease using 1090 
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the FIB-4 score, by which patients were classified as ≤F2 and >F2, and the HDV group ≤F2 1091 

(p<0.0001) and   >F2 (p<0.0001) proved to be statistically significant (Table 1). 1092 

 1093 
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of the study population 1094 

Demographic Characteristics 

Groups 
Gender 

Age (Mean [IQR]) 
Female Male 

CN (n = 137) 42 (31%) 95 (69%) 30 [22 – 39] 

HDV (n = 77) 36 (47%) 41 (53%) 45 [38 – 53] 

Laboratory Analysis 

Hematological and 

Biochemical 

Variables 

CN 

 (n=137)  

(M [IQR]) 

HDV  

(n=77)  

(M [IQR]) 

P 

Score FIB-4 (HDV patients) 

≤F2 >F2 
P 

(n = 39) (n = 38) 

Blood count 

Hb (g/dl) 14.3 [12.2 – 15.3] 13.9 [12.2 – 15.1] 0.0764 13.9 [12.8 – 15.4] 13.7 [11.8 – 15] 0.5821 

Hct (%) 44.4 [40.8 – 47.1] 41.3 [36.8 – 46.2] < 0.0012 41.3 [38.3 – 45.8] 41.2 [34.8 – 46.3] 0.6948 

RBC (µl) 4.9 [4.6 – 5.3] 4.5 [4 – 5] < 0.0001 4.6 [4.1 – 5.2] 4.4 [3.8 – 4.7] 0.1239 

WBC (µl) 6.9 [5.8 – 8] 4.5 [3.5 – 6.4] < 0.0001 6.7 [4.9 – 7.2] 3.7 [2.9 – 4.4] < 0.0001 

MCV (fL) 89.1 [86.5 – 91.6] 91.9 [83.5 – 94.7] 0.0824 89.4 [82.2 – 92.8] 92.6 [86.9 – 98.4] < 0.0492 

MCH (pg) 28.8 [28 – 29.8] 30.8 [28.6 – 32.2] < 0.0001 30.2 [28.4 – 31.4] 31.3 [29 – 32.6] 0.0988 

MCHC (g/dL) 32.4 [31.8 – 32.8] 31.7 [30.5 – 33.2] 0.0313 32 [31.1 – 34] 31.5 [30.2 – 32.4] 0.0932 

RDW (%) 13.2 [12.7 – 13.8] 14.9 [13.9 – 15.9] < 0.0001 14.6 [13.5 – 15.1] 15.5 [14.4 – 16.5] < 0.0036 

Leukogram 

Neutrophils (%/mm3) 58.2 [52.6 – 63.4] 56.7 [47.4 – 64.5] 0.4890 56.6 [46.2 – 63.5] 56.7 [47.6 – 64.5] 0.9878 

Lymphocytes (%/mm3) 30.1 [25.2 – 34.7] 24.8 [19.7 – 31.6] 0.0002 27.9 [23 – 32.6] 23.1 [17.3 – 28] < 0.0243 

Monocytes (%/mm3) 5.7 [5 – 6.7] 6 [5.3 – 7.9] 0.0779 5.7 [5.1 – 6.7] 6.2 [5.4 – 8.7] < 0.0295 

Eosinophils (%/mm3) 2.7 [1.7 – 7.1] 4 [2.1 – 7.1] 0.0079 3.1 [1.9 – 5.5] 4.7 [2.8 – 10] 0.0779 

Plaquetogram 

PLT (/mm3) 313 [264 – 368] 104 [39.5 – 152] < 0.0001 149 [116 – 182] 41.5 [29 – 66] < 0.0001 

MPV (fL) 8.4 [7.4 – 9.5] 8 [7.3 – 9] 0.1542 7.8 [7.1 – 8.4] 8.4 [7.5 – 9.9] < 0.0101 

Liver markers 

AST (U/L) 19 [16 – 24] 41 [26 -74] < 0.0001 28 [22 – 39] 71.5 [46.2 – 98.2] < 0.0001 

ALT (U/L) 18 [13 – 27] 39 [24 – 67.5] < 0.0001 28 [17 – 52] 54.5 [35.2 – 80.5] < 0.0001 

The Mann-Whitney non-parametric test was used to obtain the p-value. IQR= Interquartile range. CN = Healthy donors. 1095 
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Association between HDV disease and serum cytokine levels in HDV patients 1096 

The cytokine profile of the healthy donors and of the HDV group was plotted together with 1097 

the analysis of the cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-γ and IL-17A obtained from 1098 

the mean of fluorescence intensity (MFI) of each cytokine. 1099 

When analyzing the concentration of serum cytokines in the control group and HDV group, 1100 

we observed that the cytokines IL-2 (p<0.0001), IL-4 (p<0.0001), IL-6 (p<0.0001), IL-10 1101 

(p<0.0031) were significantly increased in the HDV patients. In contrast, TNF (p<0.0001) and 1102 

IL-17A (p<0.0001) serum levels were higher in the healthy patients (Figure 2). 1103 
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 1104 

Figure 2. Association of mean fluorescence intensity of serum cytokines IL-2 (A), IL4 (B), IL-6 (C), IL-10 (D), 1105 
TNF (E), IFN-γ (F) and IL17A (G) in the control group ( ), HDV group ( ). Cytokines were quantified by 1106 
flow cytometry using the CBA kit (Cytometric bead array). The results are presented through the mean and 1107 
standard deviation of the analytes. The Mann-Whitney test was used to assess statistical significance. Significant 1108 
statistical difference was considered when * p < 0.05, ** p < 0.01 and *** p < 0.0001. CN = Healthy donors. 1109 

1110 
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Association of genotypes and alleles of polymorphisms in patients with Hepatitis D 1111 

The population groups were submitted to the Hardy-Weinberg test and proved to be balanced, 1112 

and the allelic and genotypic frequencies were compared for TNF, IL6 and IL10 SNVs among 1113 

the control and HDV groups, as shown in Table 2. 1114 

The genotype distributions for TNFα -308G/A and IL6 -174G/C were significantly different 1115 

between the groups (p = 0.0187 and p = 0.0191, respectively). The G/A (TNFα -308G/A) and 1116 

G/C (IL6 -174G/C) genotypes appear to be risk factors for HDV infection (TNFα -308G/A: 1117 

G/G vs. G/A OR = 2.977  [95% CI: 1.159 - 7.645, p = 0.0187]; IL6 -174G/C: G/G vs. G/C 1118 

OR = 2.196, [95% CI: 1.128 - 4.276, p = 0.0191]; IL6 -174G/C: G/G vs. G/C+C/C OR = 1119 

2.284, [95% CI: 1.203 - 4.336, p = 0.0106]) (Table 2).  1120 
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Table 2. Distribution of genotypic frequencies of TNFα, IL6 and IL10 cytokine genes. 1121 

Genotypic 

and Allelic 

Profile 

CN HDV 
OR (CI 95%) p 

HDV 
OR (CI 95%) P   

(n=137) (n=77) ≤F2 (n=39) >F2 (n=38)   

TNFɑ -308G/A (rs1800629) 

G/G 129 (94.2%) 65 (84.4%) 2.977 (1.159 - 7.645) 0.0187 32 (82%) 33 (86.8%) 0.693 (0.216-2.357) 0.56227 G/G vs. G/A 

G/A 8 (5.8%) 12 (15.6%)   7 (17.9%) 5 (13.1%)    

A/A  -    -     -    -     

G 266 (97%) 142 (92%) 2.810 (1.122 - 7.035) 0.0219 71 (91%) 71 (93,4%) 
0.714 (0.216-2.357) 0.57927 G vs. A 

A 8 (3%) 12 (8%)   7 (8.9%) 5 (6.5%) 

IL6 -174G/C (rs1800795) 

G / G 112 (81.8%) 51 (66.2%) 2.196 (1.128 - 4.276) 0.0191 29 (74.3%) 22 (57.8%) 1.714 (0.635-4.627) 0.28582 G/G vs. G/C 

G / C 23 (16.8%) 23 (29.9%) 2.284 (1.203 - 4.336) 0.0106 10 (25.6%) 13 (34.2%) 2.109 (0.803-5.536) 0.12667 G/G vs. G/C+C/C 

C / C 2 (1.5%) 3 (3.9%) 3.294 (0.534 - 20.322) 0.1757  -   3 (7.8%) 9.178 (0.451-186.854) 0.05491 G/G vs. C/C 

G 247 (90%) 125 (81%) 
2.122 (1.204 - 3.741) 0.0082 

68 (87.1%) 57 (75%) 
2.267 (0.976-5.265) 0.05326 G vs. C 

C 27 (10%) 29 (19%) 10 (12.8%) 19 (25%) 

IL10 -1082A/G (rs1800896) 

A / A 74 (54%) 38 (49.4%) 1.204 (0.6743 - 2.149) 0.5302 20 (51.2%) 18 (47.3%) 1.250 (0.495-3.158) 0.63683 A/A vs. A/G 

A / G 55 (40.1%) 34 (44.2%) 1.206 (0.6892 - 2.109) 0.5121 16 (41%) 18 (47.3%) 1.170 (0.478-2.860) 0.73128 A/A vs. A/G+G/G 

G / G 8 (5.8%) 5 (6.5%) 1.217 (0.3724 - 3.977) 0.7447 3 (7.6%) 2 (5.2%) 0.741 (0.1111-4.948) 0.75616 A/A vs. G/G 

A 203 (74%) 110 (71%) 
1.144 (0.7351 - 1.779) 0.5514 

56 (71.7%) 54 (71%) 

1.037 (0.515-2.087) 0.91881 
A vs. G 

G 71 (26%) 44 (29%) 22 (28.2%) 22 (28.9%) 
OR=Odds ratio. CI= Confidence interval. CN = Healthy donors.1122 
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Polymorphism in TNFα -308G/A, IL-6 -174G/C and IL-10 -1082A/G in influenced 

circulating cytokines  

The influence between the marker genotypes and the concentrations of the cytokines IL-2, IL-

4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-γ and IL-17A was observed in the serum of individuals in the 

control group and in the HDV group. 

When associating the TNFα –308G/A cytokine gene polymorphism with the cytokine profile 

analyzed, it was observed that individuals with the G/G genotype had higher serum levels of 

cytokines for IL-2, IL-4, IL -6, TNF and IL-17A. On the other hand, individuals who carried 

G/A genotype showed high levels of   IFN-γ serum levels. In the analysis between the G/G vs. 

G/A genotypes, there were no statistically significant differences for any of the non-

parametric tests used (Figure 3). 

In the association of the IL6 –174G/C cytokine gene polymorphism for the proposed 

cytokines, a varied pattern of cytokine profile was observed, in which higher levels of TNF 

and IFN-γ were observed in individuals of G/G genotype. For the cytokines IL-2 and IL-4, 

higher serum levels were observed in individuals of genotype G/C, while the cytokines IL-6 

IL-10 and IL-17A showed to be higher in individuals of genotype C/C. However, analyses 

between genotypes did not show statistically significant differences in any of the non-

parametric tests used (Figure 3). 

In the analysis of the IL10 –1082A/G cytokine gene polymorphism, a varied pattern of 

cytokine profile was also observed. Serum concentrations of cytokines IL-2, IL-4, IL-6, TNF, 

IFN-γ and IL-17A in individuals of genotype A/G were high when compared with the two 

other genotypes. The cytokine IL-10 was the only one with a high expression level in 

individuals with G/G genotype. The cytokines associated with the A/A genotype, in general, 

remained in low concentrations. However, individuals who carry the A/G genotype have 

higher serum concentrations of IL-4 (p<0.0395) compared to individuals who carry the A/A 

genotype (Figure 3). 
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Figure 3. Association of mean fluorescence intensity of serum cytokines IL-2 (A), IL4 (B), IL-6 (C), IL-10 (D), 

TNF (E), IFN-γ (F) and IL17A (G) among SNV variant genotypes TNF, IL-6 and IL-10 among genotypes 

categorized as homozygote ( ), heterozygote ( ) and mutant homozygote ( ). The results are presented by 

means and standard deviations. The Kruskal-Wallis/Mann-Whitney tests were used to assess statistical 
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significance. Statistical analyses were performed using the non-parametric Mann-Whitney test. Significant 

statistical difference was considered when * p < 0.05, ** p < 0.01 and *** p < 0.0001. NA = Not applicable. 

The cytokine serum levels of HDV patients who carried the combined SNVs  (IL-6G/C + C/C 

+ IL-10A/G + G/G) expressed higher levels of cytokines IL-2 (p<0.0066), IL-4 (p<0.0053), 

IL-6 (p< 0.0076), IL-10 (p<0.0309) and IFN-γ (p<0.0199), when compared with the group 

without the presence of polymorphic alleles (IL-6G/G + IL-10A/A). 

HDV patients were segregated according to the degree of severity of the disease (FIB-4 Score 

≤F2 or> F2) and we observed that, in the subgroup with FIB-4 Score, ≤F2 individuals with the 

combination IL-6G/C + C/C + IL-10A/G + G/G have higher serum levels in individuals who 

carry the IL-6G/G + IL-10A/A combination in IL-4 (p<0.0209) compared to individuals that 

carry the genotype without the presence of the mutated allele. In addition, there is also an 

increase in the concentration of IL-2 and IFN-γ, although they did not show significant 

statistical differences (Figure 4). 
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Figure 4. Mean fluorescence intensity of serum cytokines IL-2, IL4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-γ and IL17A among 

the SNV variant genotypes IL-6 and IL-10. (A) The individuals with HDV formed subgroups according to the 

combination of genotypes IL-6G/G + IL-10A/A, IL-6G/C + CC + IL-10A/G + G/G and Others. (B) Individuals 

with HDV formed subgroups according to the combination of IL-6G/G + IL-10A/A, IL-6G/C + CC + IL-10A/G 

+ G/G genotypes and Others classified using FIB score -4 ≤F2. (C) Individuals with HDV formed subgroups 

according to the combination of IL-6G/G + IL-10A / A, IL-6G/C + CC + IL-10A/G + G/G genotypes and Others 

classified using FIB score -4> F2. The Kruskal-Wallis test was used to assess statistical significance. Significant 

statistical difference was considered when * p < 0.05, ** p < 0.01 and *** p < 0.0001. 
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Discussion 

In the present study, a higher prevalence of HDV infection was observed in male individuals 

(mean age of 45 years). These data corroborate with previous studies carried out in the 

Amazon region with individuals with hepatitis B (14,19–21). In this study, twenty-five 

municipalities in the state of Amazonas were registered. Of these, the municipalities located 

in the Vale do Juruá and Vale do Purus had the highest number of HDV cases registered. This 

is in line with previous studies that describe the regions located in the basins of the Juruá, 

Solimões and Purus Rivers as being areas of great endemicity of this virus (22,23). 

As for the results of the analysis of hematological variables, it was observed that HDV 

patients have a slight increase in monocytes and eosinophils, in addition to presenting a 

clinical picture of thrombocytopenia when compared with the healthy donors. No recent 

studies have been found that relate viral hepatitis to a decrease in monocytes and eosinophils, 

despite viral infections, such as cytomegalovirus (CMV) and respiratory infection, being 

common causes of monocytosis (24,25). However, one study demonstrated that patients 

infected with chronic hepatitis B had lymphocytes in large quantities in peripheral blood (26). 

Thrombocytopenia was observed in the population of this study, and a general analysis of the 

HDV group showed a slight decrease in circulating platelets. On the other hand, HDV patients 

classified as > F2 exhibit moderate thrombocytopenia. This condition, commonly seen in 

patients with the hepatitis C virus, is associated with the development of more severe forms of 

liver disease, although it is also present in patients with chronic hepatitis B and, hepatitis D 

and the hematological changes may be associated with several factors mostly related to 

antinuclear antibodies, antiphospholipid/antinuclear/antiplatelet antibodies and hypersplenism 

(27–29). 

A Korean study carried out with 122,200 patients with HBV, without liver cirrhosis and 

splenomegaly, highlighted other mechanisms that trigger thrombocytopenia, such as age 

(individuals aged 40 or over), gender (male) and weight (obese). The study reported them to 

be more predisposed to having lower levels of white blood cells (WBC), neutrophils, and 

platelets and high levels of AST and ALT when compared to healthy individuals (28). 

These characteristics, which define a worse prognosis, can, in part, be explained by 

immunosenescence and inflammaging, which refer, respectively, to the natural reduction of 

the immune system response and is affected by aging and to the reforming of the pattern of 
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expression of cytokines (IL-6 , IL-10, IFN-γ, TNF-α and IL-1α) that lead to a pro-

inflammatory phenomenon in the organism and that contribute significantly to the appearance 

of several age-related pathologies (30–32). 

In the Amazon region, HDV infection is the main cause of liver cirrhosis in children and 

young adults. Hepatocellular carcinoma (HCC) is a substantial complication in liver cirrhosis, 

and is the most common primary cancer in the liver and is related to chronic infections (33). 

In view of the accelerated clinical course of HDV, which contributes to the progression from 

fibrosis to cirrhosis over the years, the ratio of the biochemical markers of liver damage 

AST/ALT has been used for several years as a non-invasive method for assessing severity in 

chronic liver disease (34). 

It is known that cytokines are immunomodulatory molecules capable of providing protection 

against pathogens, and the SNVs present in the modulating region of these molecules tend to 

affect their production, which causes great immune imbalance (35) and contributes to these 

being responsible for the increased risk of the progression of liver fibrosis (36). 

The association of the -308G/A variant present in the promoter region of  TNFα with hepatitis 

D in this study corroborated other observations of association and reinforces the findings of 

previous studies carried out in the Amazon region with patients chronically infected with 

HBV and HCV (18,37). Abraham and Kroeger (38) associated the A allele with greater 

production of cytokines and higher levels of genetic transcription when compared to the G 

allele, resulting in high concentrations of TNF, while Jeng et al. (39) associated greater 

production of cytokines and higher levels of genetic transcription with the risk of developing 

liver fibrosis. Radwan et al. (40) associated these events with cirrhosis and HCC in HCV 

patients.  

The genotype G/G of the SNV IL6 -174G/C was also associated with HDV infection. 

Together, these data confirm recent studies with HDV infection and suggest that IL-6 may 

play a key role in the development of chronic HBV infection and that it is directly related to 

the production capacity of IL-6 in plasma and worsening in the evolution of chronic liver 

disease (38,41–43). 

Different studies have sought to describe the relationship of polymorphisms located in the 

promoter region of the IL10 -1082A/G gene with the progression of liver fibrosis and the 
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susceptibility to the development of cirrhosis for both HBV and HCV infected individuals 

(44,45). However, low serum levels of IL-10 may lead to a deficiency in the immune response 

against viruses and the exacerbated production of IL-10 may be associated with spontaneous 

viral clearance (46). SNV in the IL10 -1082A/G gene was evaluated and it was observed that 

the A/A genotype had a higher frequency, followed by the A/G and G/G genotypes for both 

the control and HDV groups. The genotypes associated with the polymorphism of these G/G, 

A/G and A/A genes are related, respectively, to high, medium, and low IL-10 production (47). 

The disturbance in the balance of inflammatory/anti-inflammatory cytokines can directly 

reflect on the type of infection to be developed. HBV-infected patients who showed a 

dominant inflammatory profile developed acute self-limited hepatitis and fulminant hepatitis. 

However, when the Th2 profile was higher, the patients developed chronic hepatitis (48). 

The profile of inflammatory cytokines and the regulatory cytokines are in higher 

concentrations in the serum of individuals in the HDV group when compared with healthy 

donors. This cytokine profile may be directly related to the genotypes identified in this study 

population, since the G/G genotype in the IL6 -174G/C gene showed a higher frequency and 

lead this population to express higher serum IL-6 levels. 

Elevated levels of IL-6 are known to modulate the acute inflammatory response and lead to 

the production of IL-1 receptor antagonist (IL-1ra) and tumor necrosis factor p55 (sTNF-

R55), which suppress the TNF-α cytokine (32). The cytokine IL-10 suppresses the actions of 

IL-6, TNF-α and IL-8 (49,50) and our study population represents approximately 6% of 

individuals with the G/G genotype that is related to high levels of IL-10. As such, this fact 

makes the high expression of IL-6 favorable. 

In our study, we performed combinations with the polymorphism genotype variants in the 

cytokine genes IL6 -174G/C and IL10 -1082A/G, which can affect cytokine synthesis and lead 

to distinct serum levels in these individuals. Our findings demonstrated that HDV patients 

with the presence of polymorphic alleles (IL-6G/C+C/C + IL-10A/G+G/G) had a prominent 

pro-inflammatory profile mediated by higher levels of IL-2, IL-6 and IFN-γ, while for 

individuals with an FIB-4 Score ≤F2, those with the combination IL-6G/G + IL-10A/A have 

higher serum levels of IL-4.  
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Data in the literature demonstrate that serum levels of the cytokines IL-6 and IL-10 can assist 

in clinical investigation when used as potential biomarkers for HCC and are strongly 

associated with tumor size (51). In a study carried out with patients with chronic HCV who 

had several polymorphisms in the promoter regions in the genes of the cytokines IL-6 and IL-

10 and which produced these cytokines in an exacerbated manner, the patients were more 

likely to develop HCC and complications when compared to those patients who had decreased 

serum levels (52). 

These findings corroborate previous findings that report that genetic and environmental 

factors contribute to changes in the immune profile and genetic background of the host. As 

such, studies that correlate more types of polymorphic changes that interact with each other 

can better determine changes in the profile of cytokines and thus disease severity (18). 

This study has some limitations. The blood donors that comprised the control group served as 

a normal parameter for analysis purposes. Although the Amazon region is one of the main 

endemic areas, the sample size is small and can influence the levels of association with HDV 

infection and the severity of the disease, and this reason also interferes in the intra-comparison 

of the combination of genotypes when studied with the cytokine profile. However, it showed 

that the combinations of these polymorphisms seem to influence the severity of chronic liver 

disease, although further studies are needed to confirm this preliminary finding. 

Conclusions 

In conclusion, our findings on the influence of the polymorphisms studied in patients with 

hepatitis delta demonstrated them to be relevant to the cytokine profile. TNFɑ -308G/A and 

IL6 -174G/C may predispose individuals to hepatitis D infection. The presence of the 

combined IL-6G/C+C/C + IL-10A/G+G/G genotypes alters the profile of the cytokines IL-2, 

IL-4, IL-6, IL-10 and IFN-γ. Therefore, the results of this study add further knowledge and 

can serve as a basis for future studies to better elucidate the influence of these SNVs on the 

pathogenesis of hepatitis delta. 
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