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Editoriale

Nel 1977 il dottor Mario Rizzetto in un articolo comparso sulla rivista Gut ed intitolato
“Immunofluorescence detection of a new antigen-antibody system (delta/anti-delta)
associated with hepatitis B virus in liver and serum of HBSAg carriers” comunicava
l'individuazione di un nuovo sistema antigene-anticorpo presente nel siero e nel fegato
di alcuni portatori del’HBsAg.

Questa descrizione rappresenta una pietra miliare della epatologia ed ha aperto un
nuovo importante capitolo sulle “epatiti virali”.

Non avremmo quindi potuto trovare autorita maggiore per questo volume di revisione
dedicato all’epatite delta che ormai ha una sua ben individuata dignita nosografica in tutti
gli aspetti che vanno dalla epidemiologia, alle manifestazioni cliniche, alla diagnostica
sierologica, alla evoluzione sino al trattamento.

Tanto piu che dopo quella descrizione il Professor Rizzetto ha continuato e continua
le Sue ricerche coordinando studi multicentrici internazionali su vari aspetti dell’epatite
delta: dalla possibilita di trattamento con interferone alfa nelle forme croniche all'approc-
cio con il trapianto epatico

Vorrei ricordare soltanto alcune delle fondamentali tappe e dei riconoscimenti
ottenuti dal Professor Rizzetto, non tanto per fare un panegirico dell’Autore ma perché
possa rappresentare un esempio ed uno stimolo a tanti giovani ricercatori.

L'originalita dei risultati e la qualita della ricerca é stata riconosciuta con numerosi
premi sia nazionali che internazionali: il Premio Internazionale Chianciano 1984 per la
Ricerca Epatologica (Italia), Il Premio Internazionale “Re Faisal” per la Medicina 1985
(Arabia Saudita); il Premio Internazionale “Fiuggi” per la Medicina 1986 (ltalia), il Premio
Internazionale Robert Koch per la Medicina 1987 (Germania), il Premio William
Beaumont, American Gastroenterology Association 1988 (USA), la Medaglia d’Oro per
la Sanita, 1988 (ltalia) ed il Premio Internazionale dell’Accademia dei Lincei per la
Virologia, 1989 (Italia).

Notevole importanza hanno avuto le esperienze internazionali che lo hanno portato
prima al Dipartimento di Immunologia del Middlesex Hospital Medical School di Londra
diretto dalla Dottoressa Deborah Doniach e poi al National Institute of Health di Bethesda
sezione Epatiti virali, diretta dal Dr. John Gerin e dal Dr. Robert Purcell.

Il Professor Rizzetto e stato segretario dell'Associazione Italiana per lo studio del
Fegato e dell’European Association for the Study of the Liver, ed & socio dell’American
Assaociation for the Study of Liver Diseases e dell'International Association for the Study
of the Liver.



E' stato consulente per l'epatite all'Organizzazione Mondiale della Sanita, del
comitato di studio ltalia-USA dell'epatite virale e del comitato scientifico Italia-URSS
sulla virologia.

Il Professor Rizzetto fa parte o ha fatto parte del Comitato Editoriale di numerose
Riviste: Journal of Hepatology, Italian Journal of Gastroenterology, La Ricerca in Clinica
e Laboratorio, Argomenti di Gastroenterologia Clinica, The Ligand Quarterly I'European
Journal of Epidemiology e Tribuna Biologica e Medica.

Attualmente & Professore Associato di Gastroenterologia presso I'Universita di
Torino.

Sergio Rassu



Premesse

La scoperta del virus dell’epatite Delta (Hepatitis Delta Virus= HDV) prende origine
dalla descrizione dell’antigene Delta nel 1977 (1); tale antigene si € rivelato negli anni
successivi essere I’espressione proteica specifica di un nuovo agente virale dalle carat-
teristiche insolite.

L'antigene delta venne inizialmente considerato un epifenomeno della infezione da
virus B (HBV) con la quale era costantemente associato. Successivi studi di infettivita
negli scimpanzeé (2) hanno invece dimostrato che esso era il componente di un nuovo
agente virale che dipendeva per la sua espressione dalla concomitante infezione da
HBV. Gli studi sperimentali hanno fornito il materiale biologico necessario ad isolare il
virione ed estrarne il genoma. La caratterizzazione molecolare ha confermato I’esistenza
di un virus fino ad allora sconosciuto: di pari passo, con la disamina di ampie casistiche
permessa dallo sviluppo di tests diagnostici, I'orizzonte epidemiologico e clinico
dell’infezione HDV si e aperto dall’ambito italiano, in cui era stato inizialmente
riconosciuto, ad una prospettiva globale.

Il virus

Struttura

Il virus Delta é una particella sferica di circa 36 nm di diametro (Fig. 1) (3). E’ avvolto
in un involucro costituito dall’antigene di superficie dell’lHBV (HBsAQ) e contiene
all’interno una ribonucleoproteina senza apparente simmetria (Fig.2); non & infatti
identificabile una struttura capsidica rigida all’interno dell’HBsAg (3). La composizione
del mantello lipoproteico € piu simile alle particelle di 22 nm dell’HBsAg che al mantello
del virus B maturo; contiene moltissime molecole di HBsAg del tipo “small” ma poche
del tipo “large” (4). Il trattamento della particella virale con detergenti solubilizza un
antigene specifico, I’antigene Delta (HD Ag), composto di 2 proteine affini con pesi
molecolari di 27 KDa e 29 KDa (Fig. 3) (4). La localizzazione intra-epatocitaria dell’HD-
Ag é principalmente nucleare (Fig. 4) ; puo tuttavia essere presente anche nel citoplasma
(5). Il genoma dell’HDV é una molecola singola di RNA a struttura circolare (Fig. 5)
nell’ambito della quale vi sono varie sequenze tra loro complementari (6,7). Sono stati
clonati e sequenziati numerosi ceppi di HDV. Il prototipo isolato da sangue di scim-
panzé contiene circa 1700 basi (6,7). Sono state identificate cinque regioni poten-
zialmente capaci di codificare per prodotti proteici, ma nessun altra proteina tranne
I"'THDA(g ¢ stata finora dimostrata in vivo (8).
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Figura 2. Virus dell'epatite Delta: struttura del virione.
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Figure 3. I due polipeptidi costituenti I'antigene Delta (27 KD e 29 KD) (4).

Figura 4. Localizzazione nucleare dell'antigene Delta negli epatociti. Immunofluore-
scenza diretta.



DV: microscopia elettronica (A in condizioni native,

B dopo denaturazione) (7).

Similitudine con i viroidi

La natura singolare del’HDV & emersa sin dai primi studi di infettivita negli
scimpanzé (9) che dimostrarono come esso fosse incapace di infezione autonoma ma
venisse sollecitato a replicare in presenza di infezione da HBV. Si comportava dunque
come un virus difettivo la cui infezione dipendeva da funzioni biologiche complemen-
tari (“helper”, di aiuto, nella terminologia anglosassone) fornite esclusivamente
dall’HBV. Gli studi sperimentali dimostrarono altresi che, una volta attecchita la sua
infezione, I'HDV era capace di inibire la replicazione del virus “helper”, secondo un
comportamento analogo a quello delle particelle difettive interferenti prodotte nel corso
di varie infezioni virali umane. Mentre tuttavia le particelle difettive interferenti sono
costituite da frammenti dello stesso genoma contenuto nel virus maturo competente
(rappresentano genomi incompleti del virus helper) il virus Delta era costituito da un
genoma ad RNA del tutto differente dal genoma a DNA del virus B. Una simile
dipendenza biologica da un virus geneticamente eterogeneo, inusitata in virologia
animale, e nota in virologia vegetale dove esistono popolazioni di RNA “difettivi” che
si attivano solo in presenza di un altro virus completo delle piante e sono pertanto
chiamati RNA satelliti (10) (Tab. 1).

L’ipotesi avanzata all’inizio degli anni 80 di una analogia fra gli RNA satelliti delle
piante e ’'HDV (9) ha trovato successive clamorose conferme nella biologia molecolare.
Il genoma dell’HDV, clonato da un gruppo americano ed uno olandese alla meta degli



anni “80 (6,7), & costituito da una minuscola catena circolare di RNA, nell’ambito della
guale vi sono estese aree di complementarieta nucleotidica che in condizioni native
appaiano la molecola in una catena apparentemente lineare. Nessuna di queste carat-
teristiche strutturali & propria dei virus ad RNA animali ma tutte sono tipiche dei viroidi
delle piante, termine con il quale si definiscono agenti patogeni non convenzionali
finora ritenuti capaci di infezione solo nel mondo vegetale (10). La loro nomenclatura &
in evoluzione; al momento si separano i viroidi veri e propri, minutissimi RNA infettivi
che rappresentano I’estremo del parassitismo biologico in quanto capaci di replicare in

Viroidi  RNA HDV PDI Virus
satelliti convenzionali

Replicazione:

autonoma + - - - +

helper dipendente - + + + -
Incapsidati - s ¥ " +
Traslazione del’lRNA - + + + +
Analogia con il virus helper - - +

Piante Animali

* In proteina di rivestimento fornita dal virus helper

Tabella 1. Analogie e divergenze biologiche dell'HDV con i viroidi, gli RNA satelliti
delle piante, le particelle difettive interferenti (PDI) ed i virus ad RNA degli animali.

assenza di proteine proprie, dagli RNA satelliti, che presentano dimensioni piu cospi-
cue, sono capaci di rudimentali espressioni proteiche, sono difettivi e dipendenti nella
loro infezione da un altro virus maturo delle piante (10).

L’HDV possiede dimensioni compatibili con quelle degli RNA satelliti ma inferiori a
quelle degli altri virus animali, i piu piccoli dei quali (i picornavirus) contengono piu di
7000 nucleotidi (Tab. 2).

Non esiste virus animale dotato di una catena singola circolare di RNA che é invece
una conformazione propria di molti viroidi e satelliti, come loro propria & la complemen-
tarieta inframolecolare; la localizzazione nucleare del’lHDV-RNA nell’epatocita € simi-
le alla localizzazione prevalentemente nucleare dei viroidi nelle piante, ma differisce
dalla localizzazione citoplasmatica dei virus animali ad RNA (11).




Le similitudini si confermano con I’'omologia molecolare fra alcune sequenze
dell’HDV e sequenze dei viroidi conservate nel corso della loro evoluzione. Sebbene
queste sequenze siano state identificate sin dalla prima descrizione dell’anatomia
molecolare dell’HDV (6,7), il loro ruolo é stato solo di recente elucidato. Si tratta di due
sequenze simili, una nel genoma ed una nell’antigenoma, capaci da sole, senza la
partecipazione di alcuna funzione proteica, di spezzare e rilegare la catena di RNA
del’HDV (12-14). La reazione avviene attraverso un processo di transesterificazione per

Viroidi HDV Virus
animali
Dimensioni (nucleotidi) <1700 1700 > 7000
Struttura circolare, circolare lineare
lineare
Complementarieta ++ ++ -
intramolecolare
Localizzazione cellulare nucleare nucleare citoplasmatica
P — >
Omologie genomiche + + -

Tabella 2. Analogie e divergenze strutturali del’lHDV-RNA con i viroidi delle piante
ed i virus ad RNA degli animali.

il quale é necessaria e sufficiente una sequenza di non piu di 100 nucleotidi, costituita in
struttura terziaria complessa; il senso della reazione dipende dalla temperatura e dalla
concentrazione di magnesio (15). Per queste caratteristiche i segmenti autocatalitici
dell’HDV si qualificano come ribozimi, termine con il quale si definisce una nuova classe
di molecole di RNA, che contengono in sé stesse sia I'informazione genetica che una
funzione enzimatica (16). Simili funzioni sono state identificate nei viroidi, nelle regioni
omologhe al’lHDV (17) . Sia 'HDV-RNA che i viroidi contengono anche in regioni
omologhe un elemento strutturale sensibile ai raggi ultravioletti, capace sotto lo stimolo
UV di legarsi in modo covalente con un segmento non contiguo della catena genomica
(18) (Fig.6).

E’ dunque verosimile che I’'HDV sia originato in parte da queste molecole sub-virali,
ritenute finora capaci di infezione nelle piante ma non negli animali (19). Il ruolo e la
posizione filogenetica dei viroidi e dei ribozimi &€ al momento incerta, ma é possibile
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Genoma

793 1636
769 613 ~ 85 1663
954 -
900 934 1010 1598
843
793 1636
Antigenoma 8 1663

Q = gito ribozimico O = segnale di poliadenilazione
S = sito di poliadenilazione ‘= regione che codifica per I'HD-Ag

Figura 6. Anatomia molecolare dell'HDV-RNA. Taylor 1990.

trattarsi di molecole biologiche antichissime, preesistenti ad ogni forma di vita cellulare
(20). In epoca prebiotica i ribozimi potrebbero essersi costituiti in complessi multimole-
colari capaci di replicazione autonoma ed attivita biochimica rudimentale; potrebbero
quindi rappresentare la prima forma biologica esistita, la differenziazione dell’infor-
mazione genetica nel DNA e di quella enzimatica nelle proteine rappresentando un
processo successivo, legato all’evoluzione in meccanismi di vita piu complessi. Secondo
guest’ipotesi, I'HDV sarebbe una molecola composta, formata in parte da un fossile
“molecolare” (la componente “viroide”) ed in parte dalla sequenza codificante per HD
Ag (Fig. 7), lacuiacquisizione nell’evoluzione deve avere conferito al viroide un preciso
vantaggio biologico (21).

11



Regione che codifica per I'HD-Ag
Sito ribozimico

957
843\900 1000 1200 1400 1597

Regione
793 viroide iorie che codificager protei 1636
simile
85 185

769,685 585 3 1663

Elemento sensibile a'f
raggi UV
Sito ribozimico

Figura 7. Natura composita dell'HDV-RNA, costituito dalla parte viroide e dalla parte
che codifica per I'HD-Ag.

Funzioni dell’antigene Delta

La funzione del’lHD Ag non & al momento nota. Potrebbe giocare un ruolo cruciale
nell’attivare e regolare la sintesi dell’lHDV, possedendo la proprieta di legarsi specifi-
catamente all’RNA genomico ed antigenomico; potrebbe, come in altri modelli virali,
giocare un ruolo funzionale nel differenziare la copiatura del genoma nell’antigenoma
(replicazione) o nel’RNA messaggero dell’HD Ag (espressione proteica). Almeno due
regioni dell’lRNA genomico possono legarsi all’HD Ag (23); la specificita del legame
sarebbe dovuta alla struttura conformazionale dell’lRNA. Una volta associatosi al’lHD
Ag, 'RNA viene indotto a replicare massivamente mentre I'RNA genomico da solo é in
grado di produrre una replica molto debole (24).

L’antigene costringerebbe I'RNA nell’ambito del nucleo cellulare, sito di elezione per
la sua replica e la relativa proporzione dei due polipeptidi del’HDAg (la forma “small”
di 195 aminoacidi e la forma “large” di 214 aminoacidi) modulerebbero la velocita di
replicazione, la forma “small” promuovendo la replicazione, la forma “large” eserci-
tando un ruolo inibitore dominante (24). Variazioni quantitative dei due polipeptidi
potrebbero rappresentare un fenomeno “fisiologico” nel corso dell’infezione; é stato
ipotizzato che una mutazione puntiforme, mediata da enzimi cellulari, trasformi lo
stop-codone che determina la fine del’HDAg “small” in un codone per il triptofano; in
tal modo la trascrizione della catena polipeptidica procederebbe fino al prossimo stop-
codone aggiungendo 19 ulteriori aminoacidi e generando I’antigene “large” (25).
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Strategia replicativa

L’analogia con i viroidi ha permesso di predire per ’'HDV un modello replicativo a
“cerchio rotante” tipico dei pseudovirus vegetali (26,27); I’esistenza di un simile modo
di replicazione nel virus umano ha di fatto trovato supporto dall’analisi dei suoi
intermedi replicativi (28). Nell’epatocita infettato, ’'RNA dell’lHDV ¢é presente nella sua
forma genomica ed anti-genomica in una proporzione di 5-30 forme genomiche per 1
antigenomica. Per il suo eccesso la forma genomica € per la maggior parte a catena
singola mentre la forma antigenomica € appaiata alla catena genomica in un RNA a
doppio cerchio.

Secondo il meccanismo replicativo a “cerchio rotante” le forme genomiche circolari
fungono da matrice per la sintesi di polimeri lineari delle catene antigenomiche sulle
guali si copia successivamente un multimero lineare di sequenze genomiche (Fig. 8).

s () :
e ég'éﬁfb

d =)

Figura 8. Meccanismo replicativo a cerchio rotante dell'HDV-RNA (28). La catena
circolare genomica (a) funge da matrice sulla quale si srotola un multimero lineare
dell'antigenoma (b, c). Sul multimero antigenomico si copia un multimero genomico (d)
che viene poi clivato nei monomeri genomici dal sito ribozimico (e). | monomeri
genomici lineari vengono quindi circolarizzati dall'attivita "'legante” del sito ribozi-
mico (f).
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In accordo con quest’ipotesi I’analisi dei prodotti replicativi del’HDV-RNA nel fegato
di scimpanzé ha dimostrato che I’'RNA genomico ed antigenomico si ritrovano sia in
forma monomerica che sotto forma di dimeri (28). | multimeri genomici vengono poi
clivati in corrispondenza di siti specifici per generare dei monomeri lineari del genoma
che si ridispongono successivamente nella forma circolare del prototipo per iniziare
nuovamente il ciclo di replicazione; il clivaggio e la ricostituzione degli intermedi
genomici sono mediati dai siti autocatalitici. Il ciclo replicativo avviene nel nucleo
cellulare.

Seppure il “cerchio rotante” provvede un modello replicativo plausibile, rimane al
momento oscuro il meccanismo enzimatico che promuove la sintesi di nuovo genoma
virale. L’'RNA dell'HDV é troppo piccolo per codificare per un’attivita polimerasica
propria, che del resto non & mai stata dimostrata nel virione. In teoria, la funzione
necessaria alla sintesi potrebbe essere provvista dal meccanismo retrovirale con cui
replica I’'HBV; cio implicherebbe la trascrizione del’lRNA in DNA ma non sono stati
ritrovati nell’organismo infetto copie di DNA dell’lHDV. E’ dunque verosimile che il
virus venga replicato dagli enzimi cellulari dell’ospite senza la partecipazione di alcuna
polimerasi HDV od HBYV specifica (2).

Poiché non esistono nei mammiferi RNA-polimerasi RNA dipendenti, I’ipotesi piu
plausibile &€ che ’'HDV-RNA venga riconosciuto come un DNA endogeno da qualche
RNA polimerasi DNA- dipendente cellulare ('RNA polimerasi II° ?). Similmente ai
viroidi che replicano in assenza di enzimi propri sovvertendo a proprio vantaggio il
normale meccanismo replicativo delle piante (29), ’THDV-RNA ingannerebbe il normale
meccanismo replicativo dell’epatocita costringendolo a riprodurre la sua molecola
estranea (30). Da sottolineare come I'efficienza replicativa € enorme: in un singolo
epatocita possono essere contate fino a 300.000 copie genomiche all’apice dell’infezione.

Ruolo del virus “helper”

La funzione complementare che I'HDV richiede all’HBV per stabilire I’'infezione
naturale, consiste probabilmente solo nel fornire al virus difettivo il mantello di HBsAg
con cui esso penetra negli epatociti e dai quali viene esportato in circolo. Una volta
penetrato nella cellula, 'HDV ¢ capace di replicazione autonoma indipendentemente da
un effetto “helper” dell’ HBV, come dimostrato da esperimenti in vitro in colture di
epatociti di marmotta (31) ed in fibroblasti e cellule ovariche di criceto transfettati con
cDNA dell’HDV (32). Quest’ultimi esperimenti indicano chiaramente che ’'HDV-RNA
non ha di per sé un tropismo cellulare specifico; I'epatotropismo é verosimilmente
conseguenza della specificita “epatica” dell’HBsAg, che funge da vettore del virus in
condizioni “naturali”. L'infezione da HDV non é sostenuta solo dall'HBV umano ma
anche da un altro hepadnavirus, quello che infetta la marmota monax (33), (il wood-
chuck degli anglosassoni donde il nome di Woodchuck Hepatitis Virus [WHV] per
I'agente infettivo). Al passaggio dell'HDV dallo scimpanzé al woodchuck, il virus si
spoglia del mantello di HBsAg che lo riveste nel primate per assumere il mantello
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(WHsAQ) provvisto dal WHV del roditore.

L’apparente autonomia dell’HDV non & limitata al modello in vitro ma e confermata
nell’infezione umana, seppure in un modello particolare come il trapianto epatico; in
pazienti con infezione da HDV trapiantati € stata osservata reinfezione precoce
dell’HDV in assenza di marcatori dimostrabili di infezione da HBV (34).

Storia naturale

Per instaurare infezione “in vivo” I’'HDV richiede selettivamente ed obbligatoria-
mente un’infezione concomitante da HBV. Ne consegue che suscettibili all’epatite Delta
sono i soggetti non immuni all’HBV e quelli gia infetti dall’lHBV; i meccanismi di
infezione sono diversi nei due contesti, come diversa é la storia naturale e I'impatto
clinico della malattia. | soggetti immuni all’HBV sono anche protetti dall’lHDV (35).

1) Coinfezione HDV/HBV

Nel soggetto suscettibile al’lHBV, I'HDV & necessariamente trasmesso insieme
all’HBV. In questa situazione chiamata coinfezione, I’ HDV viene espresso in funzione
della virulenza dell’HBV. Quanto piu rapidamente e completamente il virus B diffonde
negli epatociti, tanto piu numerosi sono gli epatociti vulnerabili al’HDV e tanto piu la
sua infezione é sostenuta e massiva; quando I'infezione da HBV diffonde lentamente ed
incompletamente I’'’HDV pud non attecchire o sviluppare solo infezione abortiva. La
trasmissione sperimentale nei modelli animali dimostra che il periodo di incubazione &
inversamente proporzionale al titolo dell’HBV co-infettante (36).

La coinfezione ha un decorso quasi sempre acuto in quanto I'infezione concomitante
da HBV si esaurisce di regola in poche settimane togliendo all’lHDV il substrato
biologico necessario a perpetuare la propria sintesi; la coinfezione da HDV cronicizza
secondo il rischio intrinseco di evoluzione verso la cronicita dell’infezione acuta da
HBV, valutabile a non piu del 2% negli individui adulti (37).

2) Sovrainfezione

S’intende per sovrainfezione da HDV, I'infezione da parte di questo virus di un
portatore di HBsAg.

L’infezione preesistente da HBV fornisce il terreno biologico ideale alla replicazione
del’lHDV, permettendone la rapida amplificazione indipendentemente dalla virulenza
del virus B che I'accompagna nell’inoculo infettivo; la funzione helper in questo caso

15



non é fornita dal virus B che sostiene ’'HDV nel materiale infettivo originale ma
dall’HBV che precedentemente ed indipendentemente ha colonizzato gli epatociti del
portatore sovrainfettato (38).

Da notare che la preesistente infezione da HBV puo attivare quantita infinitesimali di
HDV tali da non venire attivate in un processo coinfettivo montato dal virus B che gli &
partner nel materiale infettivo originale; ne deriva che materiale contenente HBV/HDV
pud non riuscire infettivo per una persona normale (in quanto la virulenza dell’HBV in
€SS0 contenuta € troppo scarsa per sostenere la sintesi dell’HDV) ma pud nondimeno
trasmettere I’epatite D al portatore di HBsAg (38).

Sebbene la sovrainfezione puo risolvere spontaneamente, nella maggioranza dei casi
progredisce verso I'infezione cronica da HDV; lo stato di portatore di HBsAg fornisce
infatti la nicchia biologica nella quale il virus difettivo puo replicare indefinitivamente.

Patogenesi dell’epatite da HDV

La patogenesi dell’epatite Delta e controversa. Studi istologici suggeriscono un effetto
citopatico diretto (39, 40) mentre uno studio immuno-istologico ha suggerito un
meccanismo indiretto, attraverso una risposta immunitaria citotossica analoga a quella
postulata per spiegare il danno da HBV (41).

Esistono piu ipotesi per spiegare un danno citopatico diretto. Poiché alcune sequenze
della catena antigenomica dell’lHDV sono complementari ad un RNA cellulare 7S
implicato nel trasporto delle proteine nel reticolo endoplasmatico (42), 'RNA anti-
genomico dell’HDV potrebbe appaiarsi con ’'RNA 7S cellulare, bloccandone alcune
tappe del ciclo biologico. Alternativamente il sito ribozimico dell’HDV potrebbe clivare
sequenze di RNA ribosomiali necessarie al controllo dei normali processi metabolici.
Simili ipotesi sono postulate per spiegare il danno esercitato dai viroidi nelle piante,
dove la malattia non puo essere che la conseguenza di un effetto patogeno diretto
dell’RNA, in quanto i viroidi non codificano per proteine e le piante non sviluppano
risposta immunitaria.

E’ possibile altresi che il danno citopatico diretto sia mediato dall’HD Ag piuttosto che
dal genoma virale, poiché é stato dimostrato che I’espressione in vitro di HD Ag provoca
morte cellulare (43), mentre I’espressione del solo RNA virale (incapacitato ad esprime-
re I'antigene) non comporta conseguenze citopatiche.

Nel caso di un meccanismo citopatico diretto legato alla sequenza dell’HDV, differen-
ze nell’effetto patogeno potrebbero dipendere da variazioni di sequenza del genoma
virale. Come tutti i virus ad RNA, I’'HDV mostra una discreta eterogeneita genetica,
guantitativamente misurabile nell’11-17% di variabilitd genomica. Variazioni nelle
sequenze del genoma sono state identificate sia tra i diversi ceppi isolati finora che
nell’ambito di ogni singolo ceppo (6, 7, 44, 46); sono conservate come sequenze
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fondamentali le due regioni implicate nei siti di clivaggio dell’RNA genomico ed
antigenomico e la regione che codifica I'HDAg responsabile dell’interazione con I'HDV-
RNA. Al momento, le funzioni dei geni dell’lHDV ed il significato delle variazioni inter
ed intraspecie non sono chiariti. Una diversita antigenica identificata nella presenza di
una singola proteina di 28Kd, anziché delle due proteine di 27 e 29 Kd proprie del ceppo
selvaggio, é stata segnalata nel ceppo di HDV responsabile di epatiti fulminanti
riportate a Bangui, nella Repubblica Centro Africana (47).

La variabilita della gamma clinica della malattia da HDV nell’'uomo, dall’epatite acuta
benigna alla cirrosi terminale (38), induce a configurare dei meccanismi patogenetici
complessi. Da notare inoltre che seppur negati dai primi studi clinici, I’esistenza di
portatori sani di HBsAg con HDV nel fegato o nel siero sembra stabilita sulla base di
nuovi dati sperimentali ed epidemiologici; il follow-up a lungo termine di scimpanzé
portatori di HBsAg, sovrainfettati con HDV, ha rivelato che in pit del 50% degli animali
I’ HDV replicava in assenza di significanti lesioni epatiche (48) ed in Grecia, I'esistenza
di portatori asintomatici di HDV é stata confermata dai molti casi sub-clinici tra i
soggetti infetti dall’lHDV in un villaggio ad elevata endemia per questo virus (49). Infine,
le osservazioni cliniche dei malati dopo trapianto di fegato mostrano I’'assenza di un
effetto citopatico nei casi in cui si & verificata la sola reinfezione da HDV disgiunta da
quella dell’HBV (34).

In analogia alle variazioni nell’espressione dell’ epatite Delta umana, studi di infettivi-
ta negli scimpanzé hanno dimostrato differenze individuali nella gravita della malattia,
non correlate al livello di virus circolante, cosi come differenze individuali nella durata
della malattia in animali che avevano ricevuto identici inoculi (40).

Ugualmente importanti potrebbero essere le differenze tra i ceppi dell’ HBV che
sostengono I'infezione delta; la sintesi di HDV é generalmente piu florida in pazienti con
infezioni attive da HBV, espresse dalla presenza di HBeAg nel siero, rispetto ai portatori
di HBsAg con anti-HBe. La recente identificazione di significative variazioni geo-
grafiche nelle varianti dell’HBV che non possono esprimere I'HBeAg (50,51) pone il
guesito se i ceppi mutanti dell’HBV siano altrettanto efficienti nel sostenere ’'HDV
guanto il ceppo selvaggio.
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Diagnostica

L’ interpretazione dell’infezione Delta richiede la conoscenza delle tecniche diagno-
stiche attualmente disponibili (Tab. 3) e della storia naturale dell’infezione.

Data I’associazione con I’'HBV, i marcatori del’HDV vengono normalmente ricercati
solo nei soggetti positivi per I’'HBsAg. La diagnosi specifica si basa su tests che
determinano il genoma del virus (HDV-RNA), la sua espressione antigenica (HDAQ) e
I'anticorpo prodotto dall’ospite (anti-HD) (52, 53).

Il clonaggio dell’lRNA ha fornito all’analisi clinica sonde genetiche per la determina-
zione diretta del virus nel sangue e nel fegato; sono state sviluppate varie sonde di DNA
complementari all’lRNA genomico ma la piu sensibile e stabile appare una sonda a RNA
(riboprobe) capace di misurare viremia nell’80% dei pazienti con epatite cronica Delta
(54).

L’HDAg e dimostrabile nel fegato congelato o fissato con metodiche immunoisto-
chimiche quali 'immunofluorescenza o I'immunoperossidasi (1,5). Per la sua determi-
nazione nel sangue sono disponibili metodi commerciali che prevedono il trattamento
del siero con detergenti (55). Poiché, tuttavia, la determinazione dell’antigene e del
genoma dell’HDV in immunoistochimica nel fegato richiede una biopsia epatica e le
tecniche di ibridizzazione molecolare per la loro determinazione sierologica sono
disponibili solo in laboratori di ricerca, queste metodiche sono d’impiego limitato nello

Marcatori diretti Marcatori indiretti

HDAg siero

fegato siero anti-HD totale *

(immunofluorescenza* RIA*, EIA* (prevaentemente 1gG)

immunoperossidasi) immuno (western) blot RIA, EIA

IgM anti-HD*

HDV-RNA RIA*, EIA*
siero e fegato

ibridizzazione molecolare (Northern blot, Slot blot)
con sonde genetiche complementari dell’ RNA

* disponibile commerciamente

Tabella 3. Pannello dei marcatori di infezione.
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screening dell’HDV e la diagnosi si basa essenzialmente sulla misura dell’anticorpo
omologo (55).

Le metodiche RIA ed EIA disponibili in commercio determinano gli anticorpi contro
I'HDV totali (anti-HD), e gli anticorpi della classe IgM (IgM anti-HD).

L’anti-HD totale & determinato con tests competitivi nei quali la presenza dell’anti-
corpo viene misurato dalla percentuale di inibizione causata dal siero in esame nella
reazione fra una quantita nota di anti-HD (marcato con iodio radioattivo o con un
enzima) e I’'HD Ag legato alla fase solida; queste metodiche misurano tutti i tipi di
anticorpo anti-HD ma sono soprattutto sensibili all’anticorpo di classe IgG.

La determinazione dell’anti-HD di tipo IgM si basa sulla cattura delle molecole IgM
del siero in esame da parte di anti-mlegato alla fase solida; la presenza di reattivita
specifica viene rivelata dall’aggiunta al sistema di HDAg e quindi di anti-HD marcati
(56).

Nonostante la disponibilita di test per la determinazione dell’HD Ag, la sua utilizzazi-
one é limitata agli stadi precoci dell’infezione; quando viene suscitato I’anticorpo anti-
HD, come normalmente avviene nei pazienti immunocompetenti, I’antigene & masche-
rato sotto forma di immunocomplessi e non & pit determinabile con i tests convenzionali
disponibili in commercio. L'immunoelettroforesi (tecnica “western-blot™) é in grado di
determinare I’'HD Ag sierico anche in presenza dell’omologo anticorpo (4,57), ma il test
non ¢ disponibile commercialmente.

Le modalita e I'efficienza della risposta anticorpale contro I’'HDV differiscono nella
coinfezione e nella sovrainfezione

a) Coinfezione HBV/HDV

Il profilo sierologico dell’infezione HBV concomitante & quello tipico dell’infezione
acuta con produzione quindi di HBsAg ed HBV-DNA, HBeAg ed IgM anti-HBc ad
elevati titoli (basse concentrazioni di IgM anti-HBc possono infatti essere riscontrabili
anche in soggetti che hanno gia contratto I’epatite B).

Per I'inibizione sulla replica dell’HBV esercitata dall’HDV, & possibile che I'HBsAg
non sia determinabile nel siero con le correnti metodiche in un numero consistente di
coinfezioni. Questa eventualita deve essere valutata di fronte ad un’epatite acuta
negativa per HBsAg ma positiva per IgM anti-HBc (58); tale circostanza costituisce uno
dei motivi di sottostima nella frequenza delle coinfezioni.

Sul profilo sierologico dell’infezione HBV si sovrappone la risposta sierologica
allHDV (Fig. 9). Quest’ultima varia dalla comparsa della batteria completa dei
marcatori HDV, (antigenemia seguita dalla produzione di anticorpi anti-HD prima
della classe IgM e successivamente 1gG) ad una risposta isolata e transitoria di tipo IgM
o di tipo 1gG (Fig. 10).

I marcatori di replicazione del’lHDV, ’'HD Ag e 'HDV-RNA, possono essere deter-
minati durante un periodo che va da 1 a 4 settimane dall’esordio clinico. Gli anticorpi
anti-HD della classe IgM compaiono in genere dopo 2-5 settimane, seguiti dopo altre 1-
2 settimane da quelli della classe IgG; I'anti-HD di classe 1gG, tuttavia pud comparire;
alcuni mesi dopo I'infezione acuta (59).
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Figura 9. Coinfezione: decorso tipico.

Da rilevare che nella maggioranza dei casi le risposte sierologiche nella coinfezione
acuta sono deboli e ritardate rispetto alla presentazione clinica, tali da richiedere la
determinazione dei marcatori HDV su piu campioni di siero dilazionati per un periodo
di alcune settimane, prima di poter escludere una coinfezione HBV/HDV. La diagnosi
postuma di coinfezione é spesso impossibile, poiché I'anti-HD generalmente non
persiste a lungo dopo I’eliminazione dell’HBsAg. Un’eccezione si verifica nell’infezione
tra i tossicodipendenti: in questo caso I'anticorpo € di regola misurabile anche dopo
intervalli di tempo prolungati dalla coinfezione.

b) Sovrainfezione

La crescita vigorosa dell’HDV nei soggetti in cui é gia presente infezione da HBV da
luogo ad un’aumentata espressione del’lHDV-RNA e del’lHDA(g sierico ed intraepatico
e stimola la rapida e sostenuta produzione di anti-HD di tipo IgM e di tipo IgG da parte
dell’organismo infetto (Fig. 11); gli anticorpi sviluppano in genere durante la fase clinica
della sovrainfezione. Il quadro sierologico é rappresentato dal comparire della batteria
completa dei marcatori dell’lHDV (antigenemia e HDV-RNA seguiti da IgM ed IgG anti-
HD) oppure dalla comparsa di anti-HD di tipo IgM ed IgG ad alti titoli (60). Nella
sovrainfezione che risolve, I'lgM anti-HD declina rapidamente mentre I’'omologo
anticorpo di tipo IgG rimane determinabile per vari mesi. Nella sovrainfezione che
evolve cronicamente la replicazione virale continua ed entrambi gli anticorpi persistono
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Figura 10. Coinfezione: variabilita del decorso sierologico.
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a titolo elevato. | marcatori inconfutabili di infezione cronica da HDV sono dunque
I’THDAg intraepatico e ’'HDV-RNA sierico; la diagnosi sierologica si basa sulla persis-
tenza dell’anti-HD totale e delle IgM a titoli elevati. In una minoranza dei portatori
sovrainfettati persiste I’anti-HD totale ma non le IgM; poiché si tratta in genere di
persone non malate o con danno epatico cicatriziale, € verosimile che in questo contesto
I’anti-HD rappresenti una risposta sierologica anamnestica non correlata a replicazione
dell’HDV in atto (61).
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Figura 11. Sovrainfezione: decorso tipico.

In pazienti con infezione da HIV simultaneamente infettati con ’'HDV possono
comparire profili sierologici atipici, dovuti all'immunodepressione che abolisce la
risposta anticorpale all’HDV. In questi pazienti non & misurabile anti-HD mentre é
invece persistentemente misurabile I'HD Ag; I’antigene non ¢ piu complessato con
I'anticorpo omologo ed é quindi disponibile alla reazione con I’anti-HD sulla fase solida
del sistema rivelatore (62).
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Epidemiologia

L’infezione da HDV ¢ ubiquitaria; sembra presente in non meno del 5% dei portatori
di HBsAg nel mondo ed essendo questi circa 300.000.000, & verosimile che il numero dei
soggetti infettati dall’HDV non sia inferiore ai 15 milioni.

L’epidemiologia dell’HDV e caratterizzata da ampie differenze geografiche e non
ricalca esattamente quella dell’lHBV. Le modalita di trasmissione sono evidentemente
simili ma differiscono nell’efficienza con cui i due virus vengono trasmessi; la via
verticale da madre a figlio, ad esempio, rappresenta un modo importante di trasmis-
sione dell’lHBV ma interviene in maniera molto trascurabile nella trasmissione
dell’lHDV (63). Analogamente, la prevalenza geografica del’lHDV non segue esat-
tamente quella dell’lHBV. Mentre in zone dell’Africa tropicale e del bacino Amazzonico
la proporzione dei portatori di HBsAg infettati dall’lHDV e molto alta rispetto ai
portatori senza infezione Delta (spesso supera il 60%) (64), nel Sud-Est Asiatico e tra gli
eschimesi dell’ Alaska tale proporzione scende a bassi valori malgrado I’elevata endemi-
cita dell’HBV (65,66). Sostanziali discrepanze esistono anche in aree ad endemia di
infezione da HBV intermedia, come il bacino Mediterraneo ed il Giappone; I'infezione
Delta, presente in circa il 20-30% dei portatori malati di HBsAg in Grecia (67) ed in Italia
(65), lo € in meno del 3% dei portatori malati in Giappone (68).

Malgrado queste divergenze, si possono configurare tre profili epidemiologici
dell’HDV: 1) di bassa endemia (con bassa, media o elevata endemia dell’HBV); 2) di
intermedia endemia (con intermedia od elevata endemia dell’HBV); 3) di elevata
endemia (con elevata endemia dell’HBV) (Fig. 12) (69).

1) Aree a bassa endemia

Sono a bassa endemia tutte le zone a clima freddo o temperato dove I’'HBV & poco
diffuso. La prevalenza dell’HDV e modesta anche nel Sud-Est asiatico ed in altre zone
a clima temperato come il Giappone dove la prevalenza dell’HBV é invece elevata (65).

Nei paesi industrializzati a scarsa circolazione di HBV, i cui prototipi epidemiologici
piu studiati per I'epatite Delta sono la Svezia e I’ Australia (65) I' HDV é quasi totalmente
confinata ai gruppi a rischio per infezione da HBV (70,74) e solo occasionalmente si
osserva nella popolazione generale HBsAg positiva; in questi casi solitamente si tratta
di emigranti da aree ad elevata endemia da HDV. Nei paesi industriali del Nord Europa
I'infezione é stata introdotta all’inizio degli anni “70, interessando quasi esclusivamente
la categoria dei tossicodipendenti. In Svezia (75), la frequenza dell’infezione fra questi
soggetti & andata progressivamente crescendo dal 1971 fino all’inizio degli anni “80 (Fig.
13),ma ha dimostrato in seguito una sensibile diminuzione, attribuibile verosimilmente
all’attuazione delle misure di prevenzione nei confronti dell’HIV. Nei tossicodipenden-
ti 'acquisizione dell’lHDV riconosce di solito come fonte di contagio i soggetti coinfettati
piuttosto che quelli con infezione cronica da sovrainfezione; pertanto la trasmissione
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Figura 12. Prevalenza geografica dellI'HDV. (% portatori di HBsAg positivi per anti-
HD nella popolazione HBsSAg generale).

avviene di forma acuta in forma acuta ma non da singoli epicentri infettivi che
funzionano come serbatoi epidemiologici. Poiché la diffusione si verifica tra soggetti
suscettibili all’lHBV essa é funzione del turn-over dei nuovi tossicodipendenti ai centri
di assistenza.

Nelle aree a bassa endemia per HDV ma elevata per I’'HBV dell’' Estremo Oriente,
I'infezione Delta si verifica sporadicamente ed in genere per sovrainfezione seguita
spesso dalla cronicizzazione (76). Rimane insoluto come I’'HDV, segnalato gia negli
anni “70, non sia riuscito finora a diffondere in queste aree malgrado la mobilita di
massa dei tempi moderni. Tuttavia, nonostante I’'HDV non sembri al momento interes-
sare la popolazione generale e rurale dell’Estremo Oriente, la sua infezione sta rapi-
damente diffondendo tra i tossicodipendenti e le prostitute di Taiwan (77,78), alla
stregua del pattern epidemiologico caratteristico delle aree a bassa endemia dell’Euro-
pa e degli Stati Uniti.
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2) Aree ad endemia intermedia

L’Italia e la Grecia rappresentano i prototipi epidemiologici piu studiati dell’endemia
“media” di HDV. In questi paesi I’epidemiologia della infezione appare composita,
risultando da un profilo endemico nella popolazione generale e da una tendenza
epidemica tra le categorie a rischio di infezione da HBV (79, 80); le modalita di
trasmissione ed il decorso dell’infezione epidemica nei gruppi a rischio non differiscono
sostanzialmente da quanto osservato nei paesi a bassa endemia (Tab. 4).

I soggetti tossicodipendenti costituiscono il gruppo piu esposto nelle aree urbane con
frequenza d’infezione superiore al 50%, ma sono stati identificati anche altri gruppi a
rischio numericamente meno importanti (79, 80).

Sebbene la trasmissione dell’lHDV per via trasfusionale sia rara, un tasso elevato di
infezioni e stato riscontrato alla fine degli anni “70 tra emofilici portatori di HBV trattati
con fattori della coagulazione commerciali ottenuti da migliaia di plasma (81). All’in-
verso, soggetti emofilici trattati con fattori derivati da singoli donatori o pool ristretti
non hanno dimostrato positivita sierologica per i marcatori dell’HDV, ad indicare un
rischio di trasmissione selettivo e cospicuo nei preparati commerciali (82). Lo screening
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Drogati
Carcerati
Ritardati mentali
emodializzati
Operatori Sanitari
Emofilici *

* Rischio notevolmente diminuito
allafine degli anni “80

Tabella 4 - Gruppi a rischio di infezione da HDV (soggetti HBsAg positivi)

di emofilici trattati con fattori commerciali in epoca piu recente ha evidenziato invece
assenza di infezione da HDV; poiché il trattamento degli emoderivati col calore istituito
negli anni “80 per la prevenzione dell’AIDS non é efficace nei confronti dell’HDV, il
controllo recente della diffusione dell’ HDV negli emoderivati si fonda verosimilmente
in una piu accurata selezione dei donatori ed un piu preciso screening per I'HBV.

L’infezione da HDV é frequente anche tra i soggetti istituzionalizzati e tra i carcerati
(83,84); tuttavia in questi ultimi & spesso presente la tossicodipendenza che puod pertanto
costituire il reale rischio primitivo in ambiente carcerario.

In alcuni centri di emodialisi italiani € stata osservata una considerevole diffusione
dell’lHDV ma il problema & limitato a situazioni locali, poiché I'infezione non risulta
interessare altri centri (65).

Non si riscontra infezione Delta tra gli omosessuali maschi contrariamente al rischio
di infezione da HBV in questi soggetti; in 4 campioni esaminati negli Stati Uniti ed in
Germania (84-86), il tasso di infezione tra i soggetti portatori di HBsAg e risultato
inferiore al 4%.

Studi condotti a Napoli indicano infine un rischio legato all’esposizione professionale
(87); tra il personale ospedaliero la positivita per marcatori dell’HDV é stata osservata
nel 20% dei casi HBsAQ positivi, un rischio decisamente superiore rispetto ad altri
gruppi lavorativi.

Tra la popolazione generale il numero di infezioni croniche da HDV ¢ superiore al
numero di infezioni acute ed il meccanismo della coinfezione si verifica solo occasion-
almente. Queste caratteristiche suggeriscono che I’endemia dell’HDV é sostenuta dalla
trasmissione del virus per sovrainfezione fra portatori di HBsAg, piuttosto che dalla
diffusione di forma acuta in forma acuta per coinfezione; I’estensione dell’infezione dal
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serbatoio costituito dai portatori cronici nella popolazione generale esita in genere in
una infezione a risoluzione spontanea che evolve senza sequele epidemiologiche. Oltre
lo stato di portatore di HBsAg, il fattore pit importante per la trasmissione dell’HDV
nelle aree endemiche é risultato essere la convivenza con soggetti infettati dall’HDV
(80,88). La notevole differenza tra le curve di prevalenza osservate tra i bambini e gli
adulti suggerisce inoltre che la via sessuale costituisca un meccanismo primario di
trasmissione non parenterale dell’infezione.

Il contributo relativo della tendenza endemica e di quella epidemica nel disegnare il
profilo epidemiologico in una data area a media endemia dipende dalle condizioni locali
e dal fattore socio-economico. Cio é particolarmente evidente in Italia dove esistono
sostanziali differenze socio-culturali tra Nord industrializzato, culturalmente affine al
medio Europa transalpino ed il Sud, dove I’assetto socio-culturale & simile a quello degli
altri paesi del Bacino Mediterraneo (79).

Nei centri urbani del Nord I'infezione Delta & presente nei tossicodipendenti o nei
soggetti portatori di HBV provenienti dal Sud e resta, al momento, confinata tra questi
gruppi; solo sporadicamente interessa contatti promiscui dei tossicodipendenti.

Al contrario, in Italia Meridionale ed in Grecia, I'infezione Delta continua a diffondere
oltre che tra i tossicodipendenti anche tra la popolazione generale, sostenuta dall’alto
tasso di portatori di HBsAg suscettibili all’HDV; negli ultimi anni, tuttavia, I'incidenza
dell’infezione appare essere significativamente diminuita nel Napoletano.

3) Aree ad elevata endemia

Nelle aree ad elevata endemia , tutte contraddistinte da uno scarso livello socio-
culturale ( zone del Sud-America e Africa), I'epatite Delta &€ trasmessa prevalentemente
attraverso la modalita della sovrainfezione in un contesto di elevata endemia dell’infezi-
one da HBV (69). A causa della sua intensa circolazione, I'HBV diffonde tra la popolazio-
ne nei primi anni di vita e la sua infezione esita frequentemente nello stato di portatore
cronico di HBsAg. L’infezione da HDV interviene come un evento secondario su un
substrato epidemiologico ricco di soggetti infetti dall’HBV fin dall’infanzia; in eta adulta
la maggior parte dei portatori di HBV ha contratto I'infezione Delta mentre i non
portatori sono immuni dall’HBV e non piu suscettibili allHDV.

L’epatite Delta predomina pertanto nei bambini ed adolescenti e diffonde in forma
epidemica causando spesso epatiti fulminanti o in forma endemica evolvendo in
patologia cronica.
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La malattia

1) Epatite Delta da coinfezione

Poiché I'attecchimento dell’HDV & condizionato dalla virulenza dell’ HBV, la presen-
tazione clinica € un’ epatite B nel cui contesto lo sviluppo dell’infezione Delta é
contrassegnato dalla comparsa dei marcatori specifici relativi (38).

L’espressione morbosa della coinfezione deriva dalla somma del danno provocato dal
virus B piu quello provocato dal virus Delta. Se I’espressione dell’lHDV é scarsa, la
gravita del quadro viene sostanzialmente determinata dalla sola infezione da HBV; in
questi casi la viremia HDV ¢ di breve durata, la coinfezione puo sfuggire e la risposta
anticorpale relativa mancare o essere limitata alla comparsa di IgM anti-HD. Quando
invece I’espressione dell’HDV ¢ elevata, la malattia & severa e talora fulminante; la
risposta anticorpale € completa, segue ad una precoce antigenemia ed é sostenuta da
anticorpi anti-HD delle classi IgM ed 1gG (89).

Nella maggioranza dei casi clinicamente evidenti si tratta di epatiti di severita medio-
grave; caratteristico della coinfezione € la tendenza ad un andamento bifasico, con due
picchi di necrosi epatica intervallate da poche settimane (90).

Nelle forme clinicamente intermedie puo mancare la fase precoce di antigenemia; la
diagnosi si basa su un incremento di IgM ed IgG anti-HD, piu raramente di uno solo dei
due anticorpi (91). Da notare che la risposta anticorpale & spesso relativamente lenta;
I'lgM anti-HD puo comparire giorni o settimane dopo I’esordio dell’epatite e I'lgG anti-
HD talora sviluppa durante la convalescenza. Per questo motivo, di fronte ad un
paziente con un episodio di epatite HBsAg positiva € opportuno ricercare ripetutamente
I’'anti-HD al fine di escludere o dimostrare con certezza la coinfezione.

2) Epatite da sovrainfezione

L’infezione Delta che colpisce un soggetto gia portatore di HBsAg ha presentazioni
cliniche diverse a seconda della situazione basale del paziente.

Se questo era sano ed ignaro del suo stato di portatore di HBV I'infezione puo essere
scambiata per un’epatite B acuta, per la positivita dell’HBsAg (92). Similmente, per il
persistere dell’HBsAg nel suo successivo decorso I’epatite da HDV puo essere scambiata
per un’epatite B che cronicizza (in tale gruppo rientrano di fatto molti casi di epatite
cronica una volta spiegati come evoluzione di un’epatite B acuta) (Fig. 14).

Nel caso di un portatore asintomatico noto, il quadro puo assumere le caratteristiche
di un’epatite autonoma, spesso interpretata in passato come non A-non B.

Un’altra eventualita € quella del paziente affetto da epatite cronica di tipo B nel quale
un episodio acuto di epatite da HDV puo venire scambiato per un’improvvisa riacutiz-
zazione del processo morboso sottostante (93).
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In tali casi & dirimente il profilo sierologico completo sia per ’'HDV che I'HBV, tenendo
presente che nei portatori di HBV sovrainfettati I'lgM anti-HBc pud essere assente
mentre é presente I'anti-HBe sin dall’esordio dell’epatite (Fig. 14).

Il quadro sierologico della sovrainfezione da HDV dimostra una rapida e consistente
risposta in anti-HD sia del tipo IgM che IgG; entrambe le reattivita aumentano e
rimangono a titoli elevati se I’epatite evolve in senso cronico. Se invece la sovrainfezione
esita in guarigione I'HDAg viene eliminato e si ha una rapida clearance degli anticorpi
di tipo IgM mentre la caduta delle IgG & piu lenta (91).

IgM anti HBc - - - - - - -
anti-HBe + + + + + + +
HBeAg - - - - - - -
150
10° I o
10 |je—eo —e
10?
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5
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"~
L 211 i }\ |
+12345678910111§4812
esordio ) )
clinico Settimane mesi
0—o0 = titolo anticorpale reciproco
(- = MQ/mi)
(w—w = Ul/IX10)
(e—e = P/N)

Figura 14. Decorso sierologico e clinico della sovrainfezione da HDV in un soggetto
portatore inconsapevole di HBsAg . La mancata conoscenza dell'infezione preesistente
da HBV puo simulare epatite B acuta che cronicizza. La presentazione, tuttavia, €
atipica in quanto sono assenti I'lgM anti-HBc e I'HBeAg, ma ¢ presente l'anti-HBe.
Compareincircolo I'lgM anti-HD (  e—e). L'HBSAQ( 4 . ) diminuisce (per I'inibizione
dell'infezione acuta da HDV) ma poi risale in circolo. L'anticorpo anti-HD totale ( o
appare dopo qualche settimana e persiste insieme all'lgM anti -HD.

( wm) =aminotransferasi.
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3) Epatite Delta atipica e fulminante

In corso di coinfezione, I'HDV ha talora un effetto inibitorio cosi marcato sulla
replicazione del virus B da reprimere la sintesi dell’HBsAg sotto la soglia misurabile con
i piu sensibili tests disponibili e da determinare quindi la comparsa di quadri di epatite
simile all’epatite non A- non B (92).

Un’altra possibilita di confusione diagnostica, causata anche in questo caso dalla
soppressione temporanea della viremia da HBV, & quello dei portatori di HBsAg in cui
a volte scompare I’'HBsAg ed addirittura si assiste a momentanea sieroconversione ad
anti-HBs; I'antigenemia, tuttavia, ricompare al termine dell’infezione acuta da HDV.

L’HDV pud indurre quadri di epatite fulminante, sia in caso di coinfezione che di
sovrainfezione (94). Nelle zone in cui € molto elevato il tasso di portatori di HBsAg, come
nei paesi tropicali, I’epatite fulminante fa seguito per lo piu a sovrinfezioni; nelle zone
industrializzate & invece pil spesso associata a coinfezione, soprattutto nei tossicodip-
endenti.

Dal punto di vista microscopico € possibile dimostrare nei casi esotici di epatite
fulminante da HDV un quadro istologico epatico somigliante a quello caratteristico dei
bambini con sindrome di Reye e dei pazienti con danno epatico da tossici, costituito da
steatosi microvescicolare o degenerazione schiumosa degli epatociti (39). Simili aspetti
sono rari nei casi di epatite fulminante da HDV nei paesi industrializzati (95).

4) Epatite Delta cronica

Nell’ambito dei portatori di HBsAg, I'HDV & maggiormente rappresentato in quelli
con danno epatico e la sua prevalenza aumenta in relazione diretta alla gravita del
quadro (1). | marcatori dell’HDV sono quindi piu diffusi nei pazienti con epatite cronica
attiva o cirrosi piuttosto che in quelli affetti da epatite cronica persistente od in quelli
asintomatici (96-100); se é presente I'anti-HD, la biopsia dimostra danno istologico
anche in molti portatori apparentemente sani (101).

Valgono le stesse considerazioni nei bambini, tranne per il fatto che I'epatite Delta &
meno frequente in questa fascia della popolazione (102).

La sottostante infezione da HBV é solitamente inattiva, con presenza di anti-HBe e
mancanza dei segni di sintesi del virus B; in alcuni casi, in genere quelli piu gravi,
I'infezione B rimane attiva (positivita al test per 'HBeAg) (103).

Il guadro anatomo-patologico é aspecifico, con lesioni necroinfiammatorie simili a
quelle dell’epatite B; aspetti tipici dell’epatite Delta sono una marcata infiammazione
lobulare con degenerazione eosinofila granulare degli epatociti (95).

Dal punto di vista clinico non é possibile delineare un quadro tipico di epatite Delta:
la sintomatologia & aspecifica, simile a quella delle altre epatopatie virali. Mentre
tuttavia i portatori di HBsAg non riferiscono di solito episodi pregressi di epatite
sintomatica nella loro vita, i soggetti affetti da epatite cronica Delta spesso presentano
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all’anamnesi un episodio acuto corrispondente, con ogni probabilita, al momento della
sovrainfezione.

Un’altra caratteristica dell’epatite cronica da HDV € la presenza in molti pazienti di
splenomegalia sproporzionatamente elevata rispetto ai livelli di ipertensione portale.
Sierologicamente é frequente il reperto di anticorpi contro le membrane dei microsomi
epatici (104) e renali (LKM= liver-Kidney microsonal) (13-20%) e di anticorpi contro la
membrana basale dello stomaco di ratto (Fig. 15) (50%) (105); questi ultimi cross-
reagiscono con le cellule timiche dell’'uomo (106).

Figura 15. Autoanticorpi contro i microsomi epatici e renali (A) e contro la membrana
basale dello stomaco di ratto (B) nel siero di Pazienti con epatite cronica da HDV (104,
105).
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Profilassi e terapia

a) Profilassi

La vaccinazione contro I’'HBV previene I'epatite Delta nei soggetti normali; la preven-
zione dell’infezione da HBV implica necessariamente la prevenzione dell’infezione da
HDV.

Irrisolto invece il problema della profilassi nei portatori di HBsAg, per i quali sono
proponibili solo misure di ordine generale volte ad evitare il contatto con il virus, quali
evitare la promiscuita con altri portatori dell'HDV; non ¢ infatti disponibile un vaccino
specifico contro I’'HDV.

b) Terapia

Nell’infezione cronica I’esperienza terapeutica é limitata all’interferone (IFN) alfa.

Quando all’inizio degli anni “80 I’epatite Delta venne individuata come un’entita
clinica distinta dall’epatite B, I’analisi retrospettiva dei casi misconosciuti trattati con
steroidi non assegno a questi farmaci efficacia terapeutica (96). Altrettanto inefficace si
e dimostrato il levamisolo (107), un antielmintico capace di stimolare T linfociti e
macrofagi.

La scelta dell’lFN si & basata sulla nota capacita della citochina di inibire la replicazio-
ne sia di virus a DNA (come I’'HBV) che ad RNA (come I’'HDV), sulla dimostrata efficacia
nei confronti dell’HBV di cui I’'HDV é simbionte obbligato e sulle proprieta immuno-
stimolanti.

Studi terapeutici con interferone (Tab. 5)

In uno studio multicentrico condotto in Italia, 61 pazienti anti-HIV negativi sono stati
randomizzati a ricevere IFN ricombinante alfa-2b (5 MU/m2 per 4 mesi e 3 MU/m2 per
8 ulteriori mesi) 0 nessun trattamento (108); il periodo di mantenimento con la dose
ridotta di IFN mirava a ridurre al minimo gli effetti collaterali. Al termine dell’anno di
trattamento i pazienti sono stati seguiti per altri 12 mesi. Si &€ osservata una risposta
biochimica (definita come normalizzazione dell’ aminotransferasi (ALT) o riduzione
superiore al 50% rispetto ai valori basali) nel 42% dei casi dopo i 4 mesi di terapia a
dosaggio pieno ma questa percentuale si é ridotta al 26% al 12° mese ed al 3% al 24° mese
(Fig. 16). L’andamento della replicazione dell’lHDV e stato sovrapponibile nei trattati e
nei controlli, con ampie fluttuazioni della viremia in entrambi i gruppi. Nel 56% dei
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RISULTATI

FINE TERAPIA FOLLOW-UP
(mesi)
No pazienti Protocollo HDV-RNA ALT HDV-RNA ALT
trattati NEG.VO NORMALI NEG.VO NORMALI
(15 mesi)
PORRES 10 Alfa2aRec o7 0/10 217 0/10
1989 10 Mu/m2 (28%)
X2 [sett.
X6 mesi
(6 mesi)
BUTI 4* Alfa2aRec. 3/4 3/4 3/4 3/4
1989 aMU (75%) (75%) (75%) (75%)
x3 / sett.
X6 mesi
TAILLAN 8" Alfa2b Rec. ? 2/8 .
1989 5MU (non specificato)
Xx3/sett.
X6 mesi
MARINUCCI 8 Alfa2aRec. 3/8 1/8 -
1990 6MU x 3/ sett. x 12mesi | (37%) (12%) (non specificato)
1 MU x 3/ sett. x 12 mesi
Alfa2aRec. (6 mesi)
FARCI 14 [ 9IMU x 3/ sett. ? 10/14 ? 7/14 ( 50%)
L (71%)
14 3 MU x 3/ sett. ? 3/ 14 ? 2/ 14 ( 14%)
[ 12 mesi (21%)
DI BISCEGLIE 12 ) Alfa2b Rec. 6/9 1/12 (in corso)
1990 5MU / die (66%) (8%)
(6 mesi)
MARZANO 7 Linfoblastoide 57 5/7 3/7 3/7
1990 10 MU x 3/ sett. X 4 mesi (71%) (71%) (42%) (42%)
6 MU x 3/sett.x 8 mesi
ROSINA 31 Alfa2b Rec. (12mesi)
1991 5 MU/m2x 3/ sett. X 4 mesi 8/31 14/31 1/31
3MU/m2 x3/ sett. x 8 mesi (25%) (45%) (3%)
* 2/4 anti -HIV+
A 8/8 anti-HIV+

Tabella 5. L'interferone nell'epatite cronica delta. Sommario degli studi.
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Figura 16. Mediana dei valori di aminotransferasi (ALT) in soggetti con epatite cronica
Delta trattati con interferone alfa ricombinante ( @ ---e) e in controlli non trattati
(O---0) (108).

pazienti trattati era presente un miglioramento istologico (riduzione dell’infiltrato
inflammatorio portale e periportale) nella biopsia epatica praticata durante I'ultimo
mese di trattamento; un apparente miglioramento istologico era tuttavia osservabile
anche nel 36% dei controlli.

Marinucci e coll. (109) hanno trattato 8 pazienti con 6 MU di IFN alfa-2 per 3/settimana
per una anno; dopo un periodo di sospensione di un mese hanno ripreso il trattamento
alla dose di 1 MU per 3/settimana per un ulteriore anno. Al termine dell’anno di terapia
ad alto dosaggio ’'HDV-RNA era diventato indosabile in 3 pazienti con concomitante
normalizzazione dell’ ALT in due: in questi pazienti € stato notato una riduzione della
necrosi epatocitaria e dell’infiltrato infiammatorio alla biopsia di controllo eseguita al
12° mese di trattamento. Nessun miglioramento virologico o biochimico era invece
osservabile negli altri 5 pazienti. Nonostante il persistere della negativita del test per
I’HDV-RNA anche durante la dose di mantenimento, due dei tre pazienti che avevano
eliminato ’THDV-RNA nella fase di attacco presentavano ancora HDAg intraepatico: in
entrambi gli enzimi di citolisi sono risaliti durante il periodo di mantenimento. La
remissione & dunque persistita solo in uno degli otto pazienti trattati.

Di Bisceglie € coll. (110) hanno trattato 12 pazienti. L’IFN alfa-2b é stato somministrato
per almeno 4 mesi alla dose di 5 MU/die; in caso di comparsa di effetti collaterali il
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dosaggio veniva dimezzato. Se la tollerabilita era accettabile, la somministrazione
proseguiva fino a raggiungere in taluni casi i 36 mesi. Questa posologia, fatta di dosi
giornaliere relativamente contenute, ha condotto alla riduzione dei livelli di ALT in 11
pazienti (alla normalizzazione solo in uno) ed alla riduzione o scomparsa degli indici di
replicazione virale. Le biopsie epatiche effettuate in tempi diversi hanno evidenziato
una riduzione del numero di cellule infettate dall’lHDV con consensuale riduzione del
danno epatico.

In uno studio condotto da Farci e coll. (111), 10 su 14 pazienti trattati con 9 MU di IFN
ricombinante alfa-2b per 3/settimana per 12 mesi hanno normalizzato i livelli sierici di
ALT al termine della terapia; 7 di essi rimanevano in remissione 6 mesi dopo la
sospensione del farmaco. Meno efficace I'impiego di 3 MU per 3/settimana in altri 14
pazienti: dopo 12 mesi solo il 21% dei casi aveva normalizzato I’ALT.

Efficacia terapeutica dell’interferone

I dati suggeriscono che la somministrazione di IFN determina la normalizzazione o la
riduzione dei livelli di ALT in una discreta percentuale di pazienti con epatite cronica
Delta e che tale miglioramento biochimico usualmente si accompagna ad una riduzione
dell’infiammazione e della necrosi epatica. La risposta pud essere piti 0 meno precoce
(talora puo richiedere anche 10 mesi) ma & sempre caratterizzata da una regolare discesa
dei livelli di ALT, ricalcando quindi la risposta all’lFN dell’epatite C, piuttosto di quella
dell’epatite B.

Per ottenere tali effetti si richiede la somministrazione continuativa della citochina e
le percentuali di risposta sono proporzionali ai dosaggi impiegati: dosaggi bassi (3-6
MU), anche se utilizzati quotidianamente, raramente sono in grado di controllare a
pieno la malattia. Purtroppo I'infezione e la malattia tendono a recidivare quando il
farmaco viene interrotto, caratteristica anche questa che assimila I’infezione Delta
all’infezione da virus C in caso di recidiva i livelli di ALT possono essere di nuovo
controllati con un secondo ciclo di IFN.

Gli effetti collaterali sono di solito di portata minore: sindrome influenzale, astenia e
perdita di peso sono comuni alla quasi totalita dei pazienti.

Né la presenza di una concomitante infezione B attiva, né la presenza di autoanticorpi
circolanti, in particolare degli autoanticorpi LKM, appaiono in grado di modificare la
risposta all’interferone (112).

Adulti e bambini HBeAg positivi hanno eliminato questo antigene senza significativi
mutamenti nei livelli di ALT, a dimostrazione che seppure I'lFN rimane efficace nei
confronti dell’HBV, I'abolizione dell’attiva replicazione del virus B non & in grado di
influenzare 'andamento dell’infezione da HDV.

La giovane eta pu0 rappresentare un fattore prognostico sfavorevole nei confronti
della terapia dell’epatite D allo stesso modo in cui lo rappresenta per I'epatite cronica B.
Non e stato infatti osservato nessun rilevante miglioramento clinico o istologico in 10
bambini trattati con I'lFN ricombinante alfa -2b secondo lo schema terapeutico del Trial
Multicentrico Italiano (113).
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Seppure solo una parte di pazienti & in grado di rispondere all’lFN, non ¢ stato
identificato a tutt’oggi nessun elemento clinico, biochimico o virologico in grado di
identificare a priori tali pazienti ed & pertanto opportuno effettuare un tentativo
terapeutico in tutti i soggetti con malattia progressiva appena viene posta la diagnosi di
epatite cronica Delta (Tab. 6). Tali pazienti dovrebbero essere trattati con dosaggi elevati,
non inferiori a 9-10 MU per 3/settimana. Il periodo di trattamento non dovrebbe essere
inferiore all’anno anche nei pazienti che non rispondono immediatamente alla terapia
dal momento che sono relativamente frequenti le risposte tardive. La durata del
trattamento rimane a tutt’oggi insoluta ma deve probabilmente essere prolungata.

Chi trattare?
Ogni Paziente con epatite Delta evol utiva non cirrotica.
Quando trattare ?
Non appena & accertata o probabile la cronicita della malattia.
A chedosetrattare?
Non meno di 6 milioni di unita (possibilmente 5 milioni di unita&/m?) 3 volte ala
settimana
Per quanto trattare?
Il pitr alungo possibile compatibilmente con latolleranza del Paziente.
Con quali parametri seguirelaterapia?
Sull'andamento delle aminotransferasi. La viremia non riflette inequivocabilmente
I'evoluzione clinica
Quando é sicuramente debellata l'infezione da HDV?
Quando il Paziente sieroconverte in modo definitivo da HBsAg ad anti-HBs

Tabella 6. Raccomandazioni nell'uso dell'interferone nella terapia dell'epatite
cronica Delta.
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Il trapianto epatico

Il trapianto epatico rappresenta I’unica efficace terapia dell’insufficienza epatica
terminale causata da cirrosi o epatite fulminante da HDV.

Malgrado sia aggravato da un tasso cospicuo di recidiva dell’infezione da HDV
(>80%) la frequenza di recidive dell’epatopatia originale nei soggetti non protetti con
immunoglobulina anti-HBs & solo del 50% circa (34).

La spiegazione alla discrepanza tra la prevalenza della reinfezione e la prevalenza
della malattia e fornita dalla particolare dinamica dell’infezione Delta nel modello del
trapianto. In questo contesto I’'infezione puo attecchire nell’innesto epatico in assenza di
reinfezione manifesta da HBV.

La sola espressione dell’HDV, tuttavia, non risulta in un effetto patogeno ma la
recrudescenza della malattia richiede che riprenda nel trapianto anche I'infezione da
HBV che originariamente si accompagnava a quella da HDV (Fig. 17). Poiché I'infezione
da HBV originale & spesso inattiva e poco virulenta, tale da non trasmettere facilmente,
la recidiva della malattia é relativamente contenuta, malgrado I'alto tasso di reinfezione
apparentemente autonoma da HDV. La somministrazione di gammaglobuline immuni
contro I’'HBV fornisce adeguata protezione contro la reinfezione da HBV (ma non contro
guella da HDV) e pertanto rappresenta un utile presidio profilattico per prevenire la
recidiva della malattia nell’innesto (114). Non € al momento spiegata I'insolita biologia
dell’HDV nel modello del trapianto epatico.
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Figura 17. Decorso clinico e virologico in un trapianto epatico reinfettato dall'HDV, che
ha sviluppato recidiva di epatite nell'innesto (31). Il paziente presentava marcatori
sierologici ed intraepatici di epatite B e Delta prima del trapianto. L'HDV ha reinfettato
il fegato trapiantato subito dopo I'atto chirurgico ma il paziente é rimasto asinto-
matico e le transaminasi non si sono mosse. Alla reinfezione con I'HBV (4 mesi dopo il
trapianto) é comparsa epatite acuta che é progredita in cronicita. == =HBsAg
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