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RESUMO 
 

Introdução: A infecção pelo vírus da hepatite C (VHC) é a principal causa de doença 

hepática em todo mundo. Aproximadamente 170 milhões de pessoas estão infectadas com o 

vírus. A resposta imune contra o VHC conduz a secreção de citocinas e ativação e 

proliferação de células T efetoras para atuarem nos hepatócitos infectados e assim iniciam o 

processo inflamatório no fígado. Objetivo: o estudo teve como objetivo caracterizar a 

resposta imune e estimar a frequência do polimorfismo do TNF-α -308 G/A em pacientes com 

hepatite C crônica atendidos na Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira 

Dourado. Material e Métodos: Foram utilizadas amostras de 30 de pacientes com hepatite C 

e 28 amostras de indivíduos não infectados com o VHC. As análises dos linfócitos T e 

moléculas de adesão foram realizadas por citometria de fluxo. As citocinas séricas foram 

analisadas por citometria de fluxo utilizando o kit CBA. A caracterização do polimorfismo de 

TNF-α- 308 foi obtida por PCR-RFLP. A fibrose foi determinada após análise histológica de 

biópsia hepática de acordo com o escore METAVIR. Resultados: Os pacientes com hepatite 

C apresentaram porcentagem de linfócitos T regulatórios (T regs) e citocinas aumentadas 

quando comparados ao grupo controle. Na fibrose ≥F3 (N=10) foi caracterizada relevante 

frequência (100%) de indivíduos com alta produção de IL-2 e baixa frequência (50%) de 

indivíduos com alta produção de IL-10 e na fibrose ≤F2 foi caracterizada relevante frequência 

(85%) de indivíduos com alta produção de IL-4 e frequência (55%) de indivíduos com alta 

produção de IL-10. Conclusão: Os linfócitos T efetores são regulados pelos linfócitos T regs. 

Na fibrose ≥F3 foi caracterizado um perfil de citocinas Th1 enquanto na fibrose ≤F2 um perfil 

de citocinas Th2. A baixa produção de IL-10 foi associada com uma atividade fibrogênica 

aumentada em pacientes com hepatite C. 

 

Palavras- chave: Resposta imune, polimorfismo genético, Hepatite C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 
Introduction: Hepatitis C virus (HCV) infection is the major cause of liver disease 

worldwide. Approximately 170 million more people are infected with the virus . The immune 

response against HCV leads to secretion of cytokines and activation and proliferation of 

effector T cells to act in infected hepatocytes and thus initiate the inflammatory process in the 

liver. Objective: This study aimed to characterize the immune response and to estimate the 

frequency of polymorphism of TNF - α -308 G / A in patients with chronic hepatitis C treated 

at the Tropical Medicine Foundation Dr. Heitor Vieira Dourado. Material and Methods: In 

this study we used samples from 30 patients with hepatitis C virus infection and 28 samples 

from individuals not infected with HCV . The analysis of T lymphocyte and adhesion 

molecules were performed by flow cytometry. The cytokine levels were assessed by flow 

cytometry using the CBA kit. The characterization of TNF- α -308 polymorphism was 

obtained by PCR-RFLP. The fibrosis was determined after histological analysis of liver 

biopsy according to the METAVIR score. Results: Our data revealed that percentage of 

regulatory T lymphocytes (T regs) and cytokines are increased in patients with hepatitis C 

when compared to the control group. Patients with fibrosis ≥F3 (N = 10) was characterized 

relevant frequency ( 100%) of individuals with high production of IL-2 and low frequency 

(50%) of individuals with high production of IL-10 and patients with fibrosis ≤F2 was 

characterized relevant frequency ( 85%) of individuals with high production of IL-4 and 

frequency ( 55%) of individuals with high production of IL-10. Conclusion: The effector T 

cells are regulated by T lymphocytes regs. In the fibrosis ≥F3 was characterized Th1 cytokine 

profile while in fibrosis ≤F2 ws characterized TH2 cytokine profile. The low IL-10 

production was associated an increased fibrogenic activity in patients with hepatitis C. 

 

Keywords: Immune response, Genetic polymorphism, Hepatitis C Virus 
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17 

 

INTRODUÇÃO  

 

 

A hepatite C é um problema de saúde pública que afeta mais de 170 milhões de 

pessoas no mundo. Aproximadamente 80% dos casos evoluem para hepatite c crônica e as 

principais complicações decorrentes da evolução da doença são a cirrose hepática e o 

carcinoma hepatocelular, os quais elevam as chances de óbitos de etiologia relacionadas ao 

vírus da hepatite C (WHO, 2011).  

A resposta imune desempenha um papel importante na infecção pelo VHC, pois tem 

um potencial de contribuir não somente com a eliminação viral e em alguns casos imunidade 

protetora, mas também ocasionar lesão hepática. O VHC interfere em vários aspectos das 

respostas efetivas de células T e B, reduzindo assim a probabilidade de sua eliminação e 

também como o grau de lesão no fígado, mediadas pelas células imunes, permitindo assim sua 

coexistência com as células infectadas (REHERMANN, 2009).  

Estudos que envolvem pesquisa do perfil da resposta imunológica e perfil genotípico 

nos indivíduos infectados pelo VHC são alvos de intensa investigação, pois é necessário 

conhecer o comportamento da resposta imune ao vírus e os principais mecanismos que 

determinam a imunopatogênese, progressão e as principais complicações relacionadas à 

hepatite C.  

Deste modo, os resultados obtidos nesta pesquisa ajudam a descrever os mecanismos 

imunológicos e características dos indivíduos com hepatite c crônica, como o perfil de 

resposta de linfócitos T, citocinas e polimorfismos genéticos que podem interferir diretamente 

na lesão hepática e consequentemente na evolução da fibrose, cirrose e carcinoma 

hepatocelular. Conhecer os fenômenos evolutivos desta doença poderia direcionar as condutas 

no tratamento e prognósticos dos pacientes infectados e assim melhorar qualidade de vida 

destes indivíduos. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Hepatite C 

A infecção pelo vírus da hepatite C afeta 130-170 milhões de pessoas em todo mundo 

(Figura 01) e representa um importante problema de saúde global (SHEPARD et al., 2005; 

ALTER, 2007; LAVANCHY, 2011; HAJARIZADEH et al., 2013). Em média 12% a 25% 

dos pacientes infectados alcançam a eliminação viral espontânea, no entanto, a maioria 

desenvolve a forma crônica da doença (GERLACH et al., 2003) com evolução principalmente 

para fibrose, cirrose hepática e carcinoma hepatocelular (SEMMO & KLENERMAN, 2007). 

Por ano, mais de 350.000 mortes relacionadas à hepatite C são registradas (WHO, 2011). 

 

Figura 01: Prevalência estimada da infecção pelo vírus da hepatite C. 
Fonte: Hajarizadeh ET AL., 2013. 

 

As principais vias de transmissão do VHC acontecem por exposição percutânea direta 

com sangue contaminado, transfusão sanguínea ou transplante de doadores infectados e 

usuários de drogas injetáveis (ALTER, 2007). 

A terapia antiviral para infecção pelo VHC consiste na combinação do interferon 

peguilado (IFN- PEG) associado à ribavirina- RBV (MANNS et al., 2001; FRIED et al., 

2002) e objetiva alcançar a resposta virológica sustentada (RVS), definida como níveis de 

RNA do VHC indetectáveis no soro em 6 meses após término do tratamento (JANG & 

CHUNG, 2011). No entanto somente 50% dos pacientes infectados com o genótipo VHC 1 

alcançam a RVS comparado com 80% dessas taxas em pacientes infectados com o genótipo 2 

ou 3 (NIH, 2002). 
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Atualmente os inibidores da protease viral NS3/4A, boceprevir e telaprevir estão 

aprovados para o tratamento de pacientes infectados com o VHC genótipo 1 (POORDAD et 

al., 2011; JACOBSON et al., 2011) e que usados em combinação com o IFN- PEG e RBV em 

pacientes virgens de tratamento aumentam as taxas de RVS em 70–80%. O boceprevir e 

telaprevir são eficientes também em pacientes com falhas em alcançar a RVS com o 

tratamento prévio com IFN- PEG e RBV (BACON et al., 2011; ZEUZEM et al., 2011). 

No Brasil, entre 1999 a 2010 foram confirmados 69.952 casos de hepatite C. Os 

maiores índices provêm da região sudeste com 47.830 casos confirmados, sendo 41.033 casos 

provenientes do estado de São Paulo e da região sul com 15.095 sendo 9.143 casos oriundos 

do Rio Grande do Sul. As duas regiões representam 90% dos casos confirmados do país. Ao 

considerar somente as causas básicas de óbitos por hepatites virais, o maior número de casos 

foi decorrente do vírus da hepatite C com 14.873 eventos de 2000 a 2010. Destes, 58,3% 

(8.672) ocorreram na região Sudeste e 23,4% (3.482) na região Sul (BRASIL, 2011).  

No estado do Amazonas, entre o ano de 2005 a 2007 foi constatado um índice de 

descarte sorológico para o marcador para Hepatite C de 0,32% em 82.851 doadores de 

sangue. Entre doadores VHC- RNA positivo foi observada a frequência de 87,1% do genótipo 

1 e 12,9% do genótipo 3. Sendo que o genótipo 1 foi encontrado na capital, Manaus, e no 

interior do estado, enquanto o genótipo 3 foi observado somente na capital (TORRES, 2009). 

 Outros estudos, realizados com 69 pacientes VHC+ confirmaram a prevalência do 

genótipo 1 (54,2%), 2 (20,8%) e 3 (25%) nas mulheres e 1 (76,1%), 2 (4,3%) e 3 (19,6%) nos 

homens. Foi observada maior prevalência do genótipo 1, seguido do 3 e 2. Os genótipos 2 e 3 

foram encontrados somente na capital, o que reforça a hipótese de que a cidade de Manaus é a 

porta de entrada para diferentes genótipos do VHC e posterior distribuição para o interior do 

estado (ARAÚJO et al., 2011). 

2. 2. Estrutura do Vírus da Hepatite C 

O vírus da hepatite C pertencente à família Flaviviridae e o gênero Hepacivirus. O 

VHC é constituído por um envelope lipídico e uma fita de RNA com polaridade positiva 

(Figura 02) que codifica uma única poliproteína de aproximadamente 3.000 aminoácidos 

(Figura 03). A poliproteína é clivada por proteases virais e do hospedeiro em 10 diferentes 

proteínas: as estruturais Core, E1 e E2, o canal iônico p7 e as não estruturais NS2, NS3, 

NS4A, NS4B, NS5A e NS5B (LINDENBACH et al, 2007). 
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Figura 02. RNA genômico e proteínas estruturais do vírus da hepatite C 

Fonte: James, 2001 

 

 

A proteína estrutural do capsídio viral também chamada de Core do VHC é altamente 

conservada. Esta proteína exerce múltiplas funções biológicas nas células do hospedeiro como 

regulação na transcrição gênica (KATO et al., 2000), apoptose ( ZHU et al., 1998) e 

alterações nas sinalizações dos interferons (MILLER et al., 2004). Os efeitos biológicos da 

proteína do núcleocapsídeo são considerados importantes no avanço da sobrevivência do vírus 

nas células (JANG
 
& CHUNG, 2011). 

As proteínas estruturais E1 e E2 são glicoproteínas da superfície viral e desempenham 

um importante papel na entrada do vírus nos hepatócitos. A E1 serve como unidade 

subgenômica e a E2 como subunidade ligante do envelope do vírus (DRUMMER et al., 2003; 

GOFFARD et al., 2005). Além disso, a E2 contém regiões hiper-variáveis, as quais sofrem 

seleção constante por mutação (BOULESTIN et al., 2002), dificultando a geração de 

anticorpos efetivos para a neutralização viral. Também tem sido relatado que a E2 pode 

interagir com a proteína celular PKR, a qual sinaliza as vias antivirais de indução do IFN 

(TAYLOR et al., 1999).
 

 

E1/E2 
Core 

Envelope RNA gênomico 

Vírus da Hepatite C 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jang%20JY%5Bauth%5D
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Figura 03. Genoma do vírus da hepatite C. 

Fonte: Adaptado de TAN et al., 2002 e MORADPOUR et al., 2007. 

 

A proteína p7 é um canal iônico necessário para a reunião e liberação de partículas 

virais. A NS2 é a autoprotease do VHC e desempenha funções na reunião viral, mediando a 

clivagem entre NS2 e NS3. A NS3 codifica a protease serina do VHC e cliva a poliproteina 

viral em 4 sítios, localizado entre NS3/4A, NS4A/4B, NS4B/NS5A, NS5A/NS5B. A NS4 

forma um complexo estável com NS3 e é um co-fator para a serina protease NS3. A NS4B é 

conhecida por induzir a formação de um complexo de membranas, relacionada a replicação 

viral. A NS5A é uma metaloproteinase que liga o RNA viral e vários fatores do hospedeiro. A 

NS5B é a polimerase RNA dependente que também tem sido considerado com um marcador 

para o desenvolvimento de terapias antivirais. Estas proteínas contribuem em vários aspectos 

do ciclo de vida do VHC, incluindo ligação, entrada, fusão, tradução do RNA e replicação 

(CHANG & CHANG, 2013). 

 O VHC tem 6 genótipos bem descritos e muitos subtipos, que incluem 1a, 1b, 1c etc. 

Os genótipos 1, 2 e 3 são mundialmente distribuídos. Os subtipos 1a e 1b são responsáveis 

por aproximadamente 60% das infecções em todo mundo. O genótipo 2 é mais encontrado na 

Europa e América do Norte, enquanto o genótipo 3 é encontrado principalmente na Ásia, os 

genótipos 4 e 5 encontrados no Oriente Médio e África e os genótipos 6 no sudeste da Ásia 

(MONDELLI et al., 1999; NGUYEN & KEEFFE, 2005; FISHMAN & BRANCH, 2009).  
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2.3. O ciclo do vírus da hepatite C 

O ciclo do VHC no indivíduo inicia com muitos fatores de entrada do vírus e da célula 

alvo. O primeiro fator de entrada identificado na célula alvo foi o receptor scanvenger classe 

B tipo I (SRBI), considerado como padrão de ligação à proteína viral E2, através da região 

hipervariável- I (SCARSELLI et al., 2002). O SBRI é o principal receptor para a lipoproteína 

de alta densidade- HDL (ACTON et al., 1996), que é altamente expressa no fígado e promove 

a captura seletiva do colesterol HDL para dentro dos hepatócitos (MEREDITH et al., 2012).  

Outro fator de entrada é a tetrasparina CD81 humana que está envolvida em muitas 

funções incluindo adesão, morfologia, proliferação e diferenciação celular. A CD81 constitui 

4 domínios transmembrânicos, que são dois domínios curtos intracelulares e dois longos 

extracelulares (MEREDITH et al., 2012). O SBRI e CD81 estão envolvidos nas fases iniciais 

de entrada do VHC promovendo uma troca conformacional nas glicoproteínas do envelope 

E1/E2 para facilitar a fusão e endocitose viral (SHARMA et al., 2011). 

As proteínas claudin- 1 (CLDN1) e ocludina (OCLN) também são essenciais na 

entrada nas células alvo (EVANS et al., 2007; PLOSS et al., 2009) apesar de não interagirem 

diretamente com o vírus. No entanto, a CLDN1 pode interagir com a CD81 como parte do 

complexo receptor para o VHC (HARRIS et al., 2010).  

Após o processo de entrada do VHC na célula alvo através dos receptores que 

medeiam a endocitose, inicia o ciclo de replicação do vírus (Figura 04). As partículas virais 

encontram-se num compartimento endossomal, que posteriormente passa por um processo de 

fusão para liberar o RNA genômico no citoplasma (ALVISI et al., 2011; TSCHERNE et al., 

2006; BLANCHARD et al., 2006) e assim iniciar a tradução de proteínas e replicação viral. A 

tradução do RNA viral é iniciada pela ligação do iniciador 5`-IRES (sítio de entrada do 

ribossomo interno) ao ribossomo no retículo endoplasmático e produz a poliproteína viral 

(EL-HAGE & LUO, 2003). 

O processamento da poliproteina está associado ao complexo de membranas ( EGGER 

et al., 2002; GOSERT et al., 2003), local onde se acredita que ocorra a replicação do RNA 

viral com a fita de RNA positiva como molde para gerar a fita de RNA negativa intermediária 

para produzir mais fitas genômicas positivas, que podem ser traduzidas para produzir novas 

proteínas virais; atuando como molde para a replicação do RNA ou formando virions 

infecciosos para  iniciar um novo ciclo (YANG et al., 2008; FOSTER et al., 2011). 

Para continuar seu processo de replicação, o VHC interfere em várias vias de 

sinalização das respostas imunes antivirais. Uma das proteínas que participa desse processo é 

a NS3/4, que bloqueia a ativação do gene de indução pelo ácido retinóico I (RIG- 1) e a 
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tradução do fator regulador de IFN- 3 (IRF- 3). A proteína core interfere na via Janus Kinase- 

tradutores de sinais e ativadores de transcrição (JAK- STAT) pela ativação dos supressores da 

sinalização de citocinas- 3 (SOCS-3). A proteína E2 inibe o receptor de proteína Kinase R 

(PKR) e as funções das células naturais killer (NK). A NS5A tem propriedades importantes 

no escape da ação antiviral dos IFNs.  Outra forma de escape do VHC do sistema 

imunológico é através do processo de mutação que suas partículas sofrem e falhas nas 

respostas das células T específicas (ASHFAQ et al., 2011) 

 

 
 

 

Figura 04: O ciclo do vírus da hepatite C. 
Fonte: Adaptado de Ploss et al. 2012. 
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2. 4. Imunopatogênese da infecção pelo vírus da hepatite C 

 A infecção viral dispara os mecanismos da resposta imune na tentativa de erradicar o 

vírus e minimizar os danos causados ao indivíduo infectado. A defesa imunológica antiviral 

tem como evento inicial a produção de IFNs e subsequente expressão de genes estimuladores 

de IFN (ISGs) que vão limitar a replicação do patógeno. A resposta imune é essencial, pois, 

conduz a eliminação viral ou ao estabelecimento da infecção crônica, determinando assim o 

curso da doença (ZHU et al., 2003).   

Durante as infecções, células imunes são estimuladas pela presença do vírus e 

produzem citocinas para inibir a replicação viral. As citocinas ativam as células residentes no 

local da infecção e também tem o potencial de recrutar células imunes para este local e ativá-

las para desempenharem suas funções efetoras. A ativação e atração de células imunes inatas, 

incluindo neutrófilos, células dendríticas, macrófagos, células natural killer (NK) e células 

NKT constituem a primeira linha de defesa da resposta imunológica (MEDZHITOV, 2007; 

MEDZHITOV, 2008). 

Na resposta imune não específica na infecção pelo VHC, as células dendríticas 

produzem os IFN-I (α e β) para inibir a replicação do vírus. Os IFN- I aumentam a expressão 

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

antígenos, e assim reforçam a resposta imune. As células NK e NKT são ativadas pelo IFN- I 

e eliminam os hepatócitos infectados pelo VHC, iniciando assim o processo da hepatite. A 

destruição dos hepatócitos pelas células NK e NKT estimula as células dendríticas mielóides a 

secretarem o IFN-γ que então ativa os macrófagos hepáticos (Células de Kupffer) e aumentam 

a inflamação local (HIROISHI et al., 2008). 

As células dendríticas mielóides capturam os antígenos do VHC no fígado e seguem 

para os linfonodos, onde maturam e expressam antígeno leucocitário humano (HLA) classe I, 

classe II e moléculas co- estimulatórias em sua superfície, estimulando assim as células T 

helper (Th) “naive” a se diferenciarem em células Th1 através da produção da interleucina 12 

(IL-12). As células Th1 ativadas secretam IL-2 e IFN- γ que induzem a ativação e 

proliferação de células NK e linfócitos T citotóxicos (CTLs) que seguem para o fígado e 

reconhecem peptídeos do vírus junto ao HLA classe I na superfície do hepatócitos infectados 

e liberam perforinas, granzimas e TNF- α (Figura 05), o que conduz à morte das células 

infectadas, aumento do processo inflamatório e o desenvolvimento da hepatite C (HIROISHI 

et al., 2010) 

As respostas imunes inata e adaptativa aos patógenos são essenciais para eliminar o 

VHC, incluindo as citocinas produzidas pelos linfócitos T CD4
+
, assim também como as 
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atividades efetoras dos linfócitos T CD8
+
, que eliminam diretamente a célula infectada ou 

ativa outras células do sistema imune como macrófagos para eliminar os patógenos 

(SHEVACH, 2002; BELKAID, 2007). 

Os linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 nos indivíduos com a forma aguda da hepatite C 

possuem respostas anti-virais quantitativamente maiores do que nos indivíduos com a forma 

crônica ( WEIDEMAYER et al., 2002), porém, as respostas de células T específicas na 

hepatite crônica, apesar de diminuídas, são as principais responsáveis pelo desenvolvimento 

de fibrose e cirrose (POYNARD et al., 2003).  

Estudos detectaram que em pacientes com hepatite C crônica, as alterações na 

estrutura hepática estão relacionadas também as concentrações de citocinas do perfil Th1, 

enquanto, as citocinas do perfil Th2 podem suprimir as respostas de Th1 e tornar a resposta 

imune mais branda (GIGI et al., 2008). Como exemplo o IFN- γ, uma citocina pró- iflamatória 

do perfil Th1 que está relacionada  a patologia hepática (WYNN, 2008). A síntese desta 

citocina é regulada pela IL-10, uma potente citocina anti- inflamatória que também tem um 

efeito modulatório na fibrose hepática (ZHANG et al., 2006). 

A regulação da resposta imune é fundamental para o curso de progressão da doença, 

pois a excessiva atividade efetora das células pode conduzir a progressão das lesões teciduais 

no indivíduo (SHEVACH, 2002; BELKAID, 2007). 

Os linfócitos T regulatórios CD4
+
CD25

+
Foxp3 (Tregs) regulam a atividade das células 

T efetoras de forma direta ou indiretamente, inibindo as atividades das células apresentadoras 

de antígenos, reduzindo a expressão das moléculas de MHC II e expressão de proteínas co- 

estimulatórias,  e assim alterando as habilidades das células T em secretar citocinas 

(MANIGOLD & RACANELLI, 2007) e desempenhar suas funções efetoras antivirais. No 

entanto, as T regs podem conduzir ao aumento de citocinas anti- inflamatórias, o que 

caracteriza suas funções supressoras, alterando a resposta imune e assim contribuem para 

progressão da doença (STURM et al., 2010). 
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Figura 05: Mecanismos das células imunes no reconhecimento e apresentação de antígenos do VHC para a 

estimulação e proliferação dos CTLs.  

Fonte: HIROISHI et al., 2010 

 

A resposta imune nos processos inflamatórios requer o recrutamento dos leucócitos da 

circulação sanguínea para o local de infecção. Durante esse processo, moléculas de adesão do 

endotélio vascular interagem com seus respectivos ligantes na superfície dos leucócitos 

(Figura 06), facilitando seu rolamento pela parede endotelial e posterior transmigração para 

os espaços extras vasculares (NODA et al., 2011).  

As principais moléculas de adesão envolvidas neste processo são as selectinas, 

expressas pelo endotélio e as integrinas, que são expressas predominantemente por leucócitos. 

A atividade insuficiente das integrinas contribui para recorrentes episódios infecciosos e um 

aumento da sua atividade pode desencadear uma resposta inflamatória exagerada e lesão 

tecidual (HYUN et al., 2009).  

As integrinas são receptores transmembrânicos que intercedem a transmissão de sinais 

de forma bidirecional entre a célula e seu ambiente. A sinalização das integrinas é 

frequentemente estimulada por quimiocinas e citocinas que regulam a afinidade do receptor 

em ligar aos seus respectivos ligantes. As principais integrinas envolvidas no processo de 

migração dos leucócitos para os locais de inflamação são Very Late Antingens- VLA-4, 

lymphocyte function-associated antigen-1- LFA-1 e macrophage antigen-1- Mac- 1 (YOUNG 

et al., 2010). 
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Figura 06: Expressão das moléculas de adesão na rolagem dos leucócitos para os locais de inflamação. 

Fonte: LEY et al., 2007  

 

A integrina VLA-4 (α4β1, CD49d/CD29) é expressa pelos linfócitos, eosinófilos e 

monócitos (LOBB & HEMLER, 1994; LUO et al., 2007) e desempenha funções na 

diferenciação e migração (homing) de linfócitos  para o tecido durante a inflamação 

(BUTCHER et al., 1999). A VLA-4 também desempenha papeis no desenvolvimento e 

diferenciação de vários tecidos e tipos celulares (GONZALEZ-AMARO et al., 2005). 

 A integrina LFA-1 (αLβ2, CD11a/CD18) é expressa exclusivamente pelos leucócitos e 

desempenha papel importante no recrutamento destes para os locais de inflamação e tecidos 

linfóides (SPRINGER, 1994). A LFA-1 está envolvida em varias interações célula – célula 

como as células T - células apresentadoras de antígenos, células B – células T e NK- células 

alvo (SHIMAOKA & SPRINGER, 2003).  

A importância de LFA-1 é evidenciada em pacientes deficientes em integrina β2, que 

demonstram dificuldades na adesão de leucócitos e em eliminar os patógenos e assim 

apresentam episódios recorrentes de infecção e morte precoce (SPRINGER, 1994).  

A integrina Mac-1 (αMβ2, CD11b/CD18) é expressa por neutrófilos, monócitos, 

macrófagos, células dendríticas e com extensão limitada por certas populações de linfócito T 

(MCFARLAND et al.,1992). A Mac-1 tem mais de 30 ligantes que incluem a família das 

ICAM (DIAMOND et al.,1990; GAHMBERG, 1997). 

Na infecção pelo VHC é essencial o recrutamento de leucócitos para promoverem a 

eliminação viral dos hepatócitos infectados. Porém uma resposta exacerbada pode ocasionar 

lesão tecidual (GUIDOTTI & CHISARI, 2006). 
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A resposta imune na infecção pelo VHC traça um perfil celular no sangue e acarreta 

mudanças na estrutura do fígado na tentativa de eliminação viral. Essas mudanças são fatores 

recorrentes na fisiopatologia das doenças hepáticas crônicas. No entanto, uma resposta imune 

deficiente ou exacerbada pode resultar em complicações como fibrose, cirrose, carcinoma 

hepatocelular e morte (COULON et al., 2010).  

O controle apropriado da resposta imune pode contribuir para erradicação do VHC e 

impedir o estabelecimento da hepatite C crônica, mas muito ainda tem que se conhecer dos 

mecanismos imunológicos e virais. 

 

2. 5 Polimorfismo de TNF-α – 308 

 O fator de necrose tumoral alfa (TNF- α) é uma potente citocina pro inflamatória que 

afeta o crescimento, diferenciação, função e sobrevivência de muitas células. Esta citocina é 

produzida por macrófagos, neutrófilos, fibroblastos, células tumorais entre outros tipos 

celulares (ANDERSON et al., 2004) e desempenha funções importantes na resposta imune 

contra a infecção pelo VHC. 

O gene codificante do TNF- α está localizado no cromossomo 6p21.3 (HAJEER  & 

HUTCHINSON , 2000) na região do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) 

classe III entre HLA-B e –DR (Figura 07). A expressão desse gene é controlada nos níveis 

transcricional e postranscricional. Sete polimorfismos bialélicos foram descritos dentro da 

região promotora do TNF- α, nas posições e pares de bases -1031T/C, -863C/A, -857C/T, -

376G/A, -308G/A, -238G/A e -163G/A (HAJEER  & HUTCHINSON , 2000). 
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Figura 07: Localização do polimorfismo genético do TNF- α – 308 no cromossomo 6p21.3 

Fonte: Bayley et al., 2004 

 

O polimorfismo de TNF-α -308 G/A envolve a substituição da guanina(G) pela 

adenosina (A) num alelo incomum, os quais estão associados a várias doenças infecciosas e 

desordens inflamatórias (WILSON et al., 1997) 

A sequência polimórfica do TNF-α– 308 G/A (WILSON et al., 1993) na região 

promotora influencia a expressão gênica da citocina. Três genótipos potenciais (GA, GG e 

AA) correspondem a dois fenótipos diferentes, alto ou baixo produtor de TNF-α (PERREY et 

al., 1998). O alelo A do TNF-α – 308 G/A está associado com maior produção da citocina 

(ABRAHAM et al., 1993) e considerado o fator transcricional mais potente que o alelo G, 

afetando diretamente a regulação do gene e sua associação com as altas concentrações de 

TNF-α (TAMBUR et al., 2001). 

A frequência dos genótipos TNF- α -308 GA e AA foi significativamente maior em 

pacientes com cirrose hepática e carcinoma hepatocelular que indivíduos controles, sugerindo 

que o polimorfismo está diretamente relacionado a estas doenças por estimular a produção do 

TNF- α (CHUANG et al., 2004). 

Classe I Classe III Classe II Centrômero Telômero 

Promotor TNF- 1300bp 

Promotor “Core” 

Gene TNF 



30 

 

 O TNF- α também é encontrado em altas concentrações na angiogênese hepática, 

sítios de inflamação (LEIBOVICH et al., 1987), metástase (BALASUBRAMANIAN et al., 

2002) e pode acelerar a progressão da fibrose e lesão no fígado, o que agrava a doença 

hepática associada à infecção pelo VHC e conduz ao desenvolvimento precoce da cirrose 

hepática e carcinoma hepatocelualar (GITTO et al., 2009). 

Portanto, inflamação crônica na hepatite C, combinada com a alta produção de TNF- α 

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

hepatocelular e risco de morte, elevando os índices de mortalidade relacionados a essa 

doença. 
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3. OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo Geral 

  Caracterizar a resposta imune e estimar a frequência do polimorfismo do TNF-α -308 

G/A em pacientes com hepatite C crônica atendidos na Fundação de Medicina 

Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado. 

 

3.2 Objetivos específicos  

 Descrever o perfil das respostas Th1, Th2, T regulatórias e as moléculas de adesão 

VLA-4, LFA-1, Mac-1 no sangue periférico de pacientes com hepatite C crônica; 

 Caracterizar o perfil das citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF- α, IFN- γ e IL-17 no 

soro e sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico de 

pacientes HCV
+
; 

 Relacionar o perfil de citocinas séricas com a fibrose hepática em pacientes com 

hepatite C crônica;  

 Estimar a frequência do polimorfismo de TNF-α -308 G/A em pacientes com hepatite 

C crônica. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Modelo de Estudo  

Trata-se de um estudo transversal, descritivo de indivíduos infectados pelo vírus da 

hepatite C atendidos no ambulatório de hepatites virais da Fundação de Medicina Tropical 

Doutor Heitor Vieira Dourado. 

 

4.2. Área de Estudo 

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

Amazonas (FHEMOAM) em colaboração com a Fundação de Medicina Tropical Doutor 

Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD). 

 

4.3 Amostragem, critérios de inclusão e exclusão 

O número de indivíduos envolvidos no projeto foi de acordo com a demanda 

espontânea do centro de pesquisa da FMT-HVD no período de setembro de 2011 a fevereiro 

de 2013. Foram incluídos no estudo pacientes com diagnóstico sorológico positivo para 

hepatite C (anti- VHC) pelo método imunoenzimático ELISA e posteriormente confirmados 

com o teste de detecção do RNA viral ( VHC RNA+) através da técnica PCR ( Reação em 

cadeia da polimerase), de ambos os sexos, com idade entre 18 e 65 anos e sem tratamento 

prévio para infecção pelo vírus da hepatite C. Foram excluídos os pacientes co-infectados 

com os vírus da hepatite A, B, D, E , vírus da imunodeficiência adquirida (HIV), os que já 

haviam iniciado o tratamento para hepatite C e aqueles que apresentaram cirrose 

descompensada (Child-Pugh B ou C). 

O grupo controle para as análises procedentes do sangue periférico foi a partir de 

candidatos a doadores de sangue da Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do 

Amazonas que não apresentaram resultados positivos nos testes de triagem sorológica, que 

incluem hepatites virais, HIV, Sífilis, Doença de Chagas e HTLV 1 e 2. 

 

4.3. Aspectos Éticos 

 Este é um subprojeto do projeto: Avaliação da angiogênese hepatocelular em pacientes 

infectados pelo vírus da hepatite C  portadores de Doença Hepática Gordurosa Não Alcoólica 

(DHGNA), aprovado pelo Comitê de Ética da FMT- HVD – CAAE: 00330114000-09 
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4.4. Coleta, armazenamento e processamento de material biológico para a pesquisa 

Nesta pesquisa foram analisadas amostras biológicas de sangue periférico e tecido 

hepático dos pacientes que atenderam aos requisitos nos critérios de inclusão.  

As amostras do sangue periférico foram coletadas através de punção venosa e as de 

tecido hepático foram coletados através de biópsia hepática transparietal, ambos os 

procedimentos foram realizados na FMT-HVD e processados no mesmo dia na FHEMOAM . 

Foram coletados, com sistema a vácuo, 20 mL de sangue venoso de cada paciente, distribuído 

em cinco tubos de coleta: 1 tubo com gel separador (Gel BD SST
®
 II Advance

®
) para coleta de 

soro e posterior dosagem de citocinas e 4 tubos com o anticoagulante EDTA (BD Vacutainer
®

 

EDTA K2) para extração de DNA para a caracterização dos polimorfismos do TNF-α- 308, 

realização de cultura de células mononucleares do sangue periférico e análise de células por 

citometria de fluxo. A amostra de biópsia hepática foi separada em 2 seções: 1. Análise 

histológica para definir o grau de fibrose hepática. 2. Análise de células do tecido por 

citometria de fluxo. 

As análises foram realizadas de acordo com a viabilidade das amostras de sangue 

periférico e tecido hepático de cada paciente e obedecendo o seguinte fluxo como ilustra a 

figura 8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.  Fluxograma das análises realizadas nas amostras dos pacientes com hepatite C.  
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4.5. Isolamento das células mononucleares do sangue periférico e cultura celular 

O procedimento foi realizado dentro da capela de fluxo laminar nível II, previamente 

esterilizado por 15 minutos com luz ultravioleta (UV) ligada. O sangue periférico obtido foi 

adicionado em um tubo falcon de 15 mL contendo o gradiente Ficoll-Hypaque e após 

submetido a centrifugação a 0,5g por 30 minutos, a 18 °C e sem freio na centrífuga. Após a 

centrifugação, os componentes sanguíneos foram separados e os leucócitos foram coletados e 

transferidos para um tubo falcon de 15 mL, o qual foi acrescentado 10 mL do meio de cultivo 

RPMI (Roswell Park Memorial Institute-1640- Sigma-Aldrich) e centrifugado a 0,3g por 7 

minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido em 10 mL de RPMI e 

centrifugado novamente . O sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido em 4 mL de 

RPMI e centrifugado novamente. O sobrenadante foi desprezado e posteriormente as células 

foram ressupendidas em 2 mL de RPMI completo (RPMI + o antibiótico streptomicina  + 

soro bovino fetal). Foi realizada a contagem celular em câmera de Neubauer utilizando a 

solução de Turk. Para verificar a viabilidade celular foi utilizado o corante Azul de Tripan. O 

volume final de 2 mL (1x10
6
/mL) foi distribuído em dois poços na placa de cultura, na qual 1 

poço foi preenchido com 1 mL de suspensão celular, 477 µL de RPMI completo, 15 µL do 

estimulante celular forbol 12-meristato 13-acetato (PMA) e 8µL de ionóforo de cálcio. O 

outro poço foi preenchido com 1 mL de suspensão celular e 500 µL de RPMI completo. A 

placa foi submetida à incubação por 14 horas em estufa de CO2 a 37º C. Após a incubação da 

placa foi coletado o sobrenadante da cultura para dosagem de citocinas por citometria de 

fluxo, utilizando-se o kit CBA. 

4.6. Obtenção do sobrenadante do macerado tecido hepático 

  Uma seção da amostra de tecido hepático de aproximadamente 4cm foi macerada com 

1 mL de RPMI e em seguida transferida para um tubo falcon de 15 mL, ao qual foi 

acrescentado mais 2 mL de RPMI e deixado em incubação por 30 minutos, sob movimentos 

de inversão e à temperatura ambiente. Após este período, a amostra foi centrifugada a 0,3g 

por 7 minutos. O sobrenadante do tecido hepático foi transferido para um microtubo e 

congelado (-80ºC) para estudos posteriores. O pellet restante no tubo foi lavado com 3 mL de 

PBS-W e centrifugado a 1300 0,3g por 7 minutos- 2 vezes. Após a lavagem o sobrenadante 

foi descartado e o pellet ressuspendido em 1100 µL de PBS- W e utilizado para citometria de 

fluxo do tecido hepático. 
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4.7. Dosagem de citocinas no soro e sobrenadante de cultura celular 

A dosagem de diferentes citocinas no soro e sobrenadante de cultura celular foi 

realizada por citometria de fluxo, utilizando o kit Th1, Th2 e Th17 BD, Cytometric Bead 

Array (CBA) com o Kit BD
TM

 Human Th1/Th2/ Th17 Cytokine (BD
®

 Biosciences, San Diego, 

CA, USA), de acordo com as especificações do fabricante.  Foram quantificadas as citocinas 

IL-2, IL- 4, IL-6, IL- 10, TNF-α, IFN- γ e IL- 17. O citômetro de fluxo FACSCalibur
®

 

(Becton, Dickinson and company, San Jose, CA, USA). foi utilizado para leitura e aquisição 

das amostras. A identificação das citocinas foi realizada utilizando o software FCAP-array
TM

 

(v3.01). 

4.8. Imunofenotipagem celular do sangue periférico por citometria de fluxo 

 Os tubos de citometria de fluxo foram marcados com anticorpos monoclonais com 

seus marcadores de superfície celular específicos, de acordo com as populações de linfócitos e 

moléculas de adesão de interesse. Para esta marcação foi adicionado 50 μL de sangue 

periférico em cada tubo de citometria (10 tubos), que foram incubadas com anticorpos 

monoclonais por 20 minutos à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. 

 Os anticorpos utilizados foram: anti-CD8 FITC (Isotiocinato de Fluoresceína, Cat. 

Nº 555634, lote 15483, clone HIT8a, marca BD
®

 Biosciences, San Diego, CA, USA), anti-

CD4 PE (Ficoeritina, Cat. Nº 555346, lote 75982, clone RPA- T4 marca BD
®

 Biosciences, 

San Diego, CA, USA), anti-CD3 percP (Clorofilpiridina, Cat. Nº 347344, lote 41864, clone 

SK7, marca BD
®

 Biosciences, San Diego, CA, USA), anti-CD69 APC ( Aloficocianina, Cat. 

N 555533, lote 68183, clone FN50 marca BD
®

 Biosciences, San Diego, CA, USA) para a 

identificação de linfócito T CD4
+
 e TCD8

+
 ; anti-CD4 FITC (Isotiocinato de Fluoresceína, 

Cat. Nº 555346, lote 75982, marca BD
®

 Biosciences, San Diego, CA, USA) e anti-CD25 

APC ( Aloficocianina, Cat. N 555434, lote 17468, marca BD
®

 Biosciences, San Diego, CA, 

USA) para a marcação de linfócitos T regulatórios; anti- CD49d PE ( Ficoeritina, Cat. N 

555503, lote 20137, clone 9F10, marca BD
®

 Biosciences, San Diego, CA, USA) para 

identificação de VLA-4, anti- CD11a PE (Ficoeritina, Cat. N 301208, lote b119504, clone 

HI111, marca BioLegend
®

, San Diego, CA, USA) para identificação de LFA-1, anti- CD11b 

PE (Ficoeritina, Cat. N 555388, lote 12263, clone ICRF44, marca BD
®

 Biosciences, San 

Diego, CA, USA) para identificação de MAC-1.  

 Após a marcação dos glóbulos brancos, as hemácias presentes foram lisadas com 2 mL 

de solução de lise (BD FACS
TM

 Lysing Solution, Cat, N 349202, Lot.:24299, BD
®

 

Biosciences, San Diego, CA, USA). Em seguidas as células foram lavadas com 2mL de PBS- 
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W (solução fisiológica tamponada com fosfato) e centrifugadas 0,3g por 7 minutos. 

Posteriormente, o sobrenadante foi desprezado por inversão e adicionado 300µL de PBS-W. 

O marcador intracelular anti-Foxp3 PE ( Ficoeritina, Cat. N 560046, lote 15169, clone 

259D/C7, marca BD
®

 Biosciences, San Diego, CA, USA)  foi acrescentado junto ao tubo do 

marcador de superfície anti- CD25 para se obter a marcação de linfócitos T regulatórios. 

 A leitura das amostras foi realizada no laboratório de Citometria de Fluxo da 

Fundação HEMOAM, no citômetro de fluxo FACScalibur
®

 (Becton, Dickinson e Company, 

San Jose, CA, USA). A identificação das populações celulares de interesse tanto do tecido 

hepático quanto do sangue periférico foi realizada com o programa FlowJo (v9.4). 

Primeiramente identificou-se a população de linfócitos, neutrófilos, monócitos e eosinófilos, 

utilizando gráficos “dot plot” onde a população de interesse ocupa uma região característica 

após ajustes na obtenção do seu tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). Posteriormente da 

seleção da região de interesse foi analisada a intensidade de fluorescência apresentada pelas 

células marcadas nessa região. Após a definição das regiões, o percentual de células positivas 

foi determinado utilizando-se um histograma simples de análise da região.  

 

4.9. Imunofenotipagem celular do tecido hepático por citometria de fluxo  

O pellet restante no tubo falcon da obtenção do sobrenadante de tecido hepático foi 

lavado com 3 mL de PBS- W com agitação magnética. Em seguida foi centrifugado a 0,3g 

por 7 minutos e o sobrenadante descartado. Em seguida o pellet restante foi ressuspendido em 

400 µL de PBS-W para posterior marcação nos tubos de citometria de fluxo. 

Os 4 tubos de citometria de fluxo foram marcados com anticorpos monoclonais com 

seus marcadores de superfície celular específicos, de acordo com as populações de linfócitos 

de interesse. Em cada tubo foi adicionado 100 μL da suspensão do tecido hepático, que foi 

incubada com anticorpos monoclonais por 20 minutos à temperatura ambiente e ao abrigo da 

luz. Os anticorpos utilizados foram: anti-CD8 FITC (Isotiocinato de Fluoresceína, Cat. Nº 

555634, lote 15483, clone HIT8a, marca BD
®

 Biosciences, San Diego, CA, USA), anti-CD4 

PE (Ficoeritina, Cat. Nº 555346, lote 75982, clone RPA- T4 marca BD
®

 Biosciences, San 

Diego, CA, USA), anti-CD3 percP (Clorofilpiridina, Cat. Nº 347344, lote 41864, clone SK7, 

marca BD
®

 Biosciences, San Diego, CA, USA), anti-CD69 APC ( Aloficocianina, Cat. N 

555533, lote 68183, clone FN50 marca BD
®

 Biosciences, San Diego, CA, USA) para a 

identificação de linfócito T CD4
+
 e TCD8

+
 ; anti-CD4 FITC (Isotiocinato de Fluoresceína, 

Cat. Nº 555346, lote 75982, marca BD
®

 Biosciences, San Diego, CA, USA) e anti-CD25 
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APC ( Aloficocianina, Cat. N 555434, lote 17468, marca BD
®

 Biosciences, San Diego, CA, 

USA) para a marcação de linfócitos T regulatórios. 

 Após a marcação dos glóbulos brancos, as hemácias presentes foram lisadas com 2 mL 

de solução de lise. Em seguida as células foram lavadas com 2 mL de PBS- W e centrifugadas 

0,3g por 7 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi desprezado por inversão e adicionado 

300µL de PBS-W. O marcador intracelular anti-Foxp3 PE ( Ficoeritina, Cat. N 560046, lote 

15169, clone 259D/C7, marca BD
®

 Biosciences, San Diego, CA, USA)  foi acrescentado junto 

ao tubo do marcador de superfície anti- CD25 para se obter a marcação de linfócitos T 

regulatórios. 

 A leitura das amostras foi realizada no laboratório de Citometria de Fluxo da 

Fundação HEMOAM, no citômetro de fluxo FACScalibur
®

 (Becton, Dickinson e Company, 

San Jose, CA, USA), como descrtio no item 4.8. 

 

4.10. Polimorfismo de TNF- α – 308 

Para caracterizar os polimorfismos de TNF- α - 308 foi utilizada a técnica da reação 

em cadeia da polimerase (PCR) associada à análise de polimorfismos por fragmentos de 

restrição (RFLP), como descrito abaixo. 

 

 4.10.1 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

Para a genotipagem foi preparado um mix para PCR contendo 14,55 μL de H2O (água) 

MiliQ; 2,5 μL de tampão de reação 10x; 0,75 μL de MgCl2; 2,5 μL de dNTPs; 0,25 μL de 

primer TNF147F; 0,25 μL de primer TNF147R; 0,2 μL de Taq polimerase. Foi utilizado 21 

μL da Mix de PCR para 4,0 μL de DNA extraído de cada amostra. Para a amplificação foi 

utilizado o termociclador Applied Biosystems (Veriti 96 Well Thermal Cycler, Carlsbad, USA) 

 

Tabela 01: Descrição dos primers, temperaturas de pareamento (Tp) utilizadas para a 

amplificação por PCR e tamanhos dos fragmentos que foram obtidos após a PCR e reação de 

restrição (RFLP). 

TNF
1
 LSR

2
 e ER

3
 Primers Seqüências 5’ → 3’ Tp

4 
(ºC) PCR RFLP 

TNF-α 

G 308 A –  

NcoI 

TNF147F GAGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT 

60°C 147pb 

147pb 

126pb 

21pb 
TNF147R GGGACACACAAGCATCAAG 

1. Fator de Necrose Tumoral; 2. Localização do Sítio de Restrição; 3. Enzima de Restrição; 4. Temperatura de 
Pareamento.  
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4.10.2. Reação de restrição  

Após a amplificação do DNA, o produto da PCR foi digerido com a Enzima Ncol ( 

Biolabs, New England, Ipswich, MA, USA), de acordo coma o seguinte mix de ração de 

clivagem: produto da PCR (10,0 µL); tampão especifico para a enzima (2,0 µL); H2O 

ultrapura (7,0 μL) e enzima de restrição específica (1,0 μL), totalizando volume final de 20,0 

μL. As amostras foram incubadas a 37ºC overnight. 

Os produtos da PCR e reação de restrição foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose a 2% em tampão TBE 1x (Tris- borato- EDTA) e visualizados por fluorescência UV 

no transluminador de luz azul da Invitrogen Corporation ( Safer Imager
TM

 S3702, Carlsbad, 

CA, USA) após a coloracão com SYBR
® 

safe DNA Gel Stain ( Invitrogen
TM

 Molecular 

Probes, Carlsbad, CA, USA). O marcador de peso molecular de 50pb foi utilizado como 

referência para o tamanho dos fragmentos de DNA obtidos.  

 

4.11. Análise histológica para identificar a fibrose hepática 

Após a biópsia do fígado, foi realizada a análise histológica no centro de patologia da 

FMT-HVD. O tecido hepático foi fixado em formaldeído tamponado a 3,7% e após 

desidratado com alcoóis e clareficado com xilol. Em seguida foi incluída em um bloco de 

parafina para os cortes de 4-5µm, os quais foram colocados em lâminas e corados com 

hematoxilina-eosina, reticulina, tricromina e PERLS. As lâminas histológicas foram 

examinadas ao microscópio e suas imagens capturadas digitalmente para obtenção dos 

resultados de acordo com o escore METAVIR (Bedossa & Poynard, 1996), que avalia a 

fibrose em F 0-4, onde 0 representa ausência de fibrose e 4 representa cirrose.  

 

4.12. Análises Estatísticas 

Para as análises estatísticas de todos os dados foi utilizado o software GraphPad prism 

( San Diego, CA, EUA). As características clínicas e demográficas e a média de intensidade de 

fluorescência das cticocinas séricas entre os grupos controle e pacientes com hepatite C foram 

realizadas com o teste não paramétrico Mann- Whitney. A análise de variância ANOVA, 

seguida pelo teste Kruskal Wallis e pós- teste Comparação Múltipla de Dunn foi utilizado 

para a comparação da média de intensidade de fluorescência (MIF) das citocinas entre os 

grupos controle e pacientes com hepatite C distribuídos em dois grupos de fibrose ≤F2 e ≥F3. 

Para a análise da frequência dos alelos do polimorfismo TNF-α- 308 foi realizado o teste Qui- 

quadrado com correção de Yates, Exato de Fisher e o equilíbrio de Hardy- Weinberg. Nos 

testes estatísticos foi considerado o valor de p<0,05 significante. 
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Adicionalmente para as análise das MIF das citocinas foi utilizado a comparação do 

perfil ascendente das citocinas entre os grupos controle,  ≤F2 e ≥F3 de acordo com a 

frequência que cada citocina demonstrou entre os grupos. Após obter uma mediana global 

para cada citocina foi considerado alto produtor de citocinas o indivíduo com valor de MIF 

acima da mediana, e baixo produtor o indivíduo com MIF abaixo desse valor. A análise 

referenciada como “assinatura de citocinas” proposta por Luiza- Silva et al., (2011) considera 

relevante quando a frequência (%) de pacientes alto produtores de citocinas for acima do 

percentil 50. 
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5. RESULTADOS 

 Para este estudo foram coletadas 30 amostras de sangue periférico de pacientes 

infectados pelo vírus da Hepatite C atendidos na FMT-HVD. Nestas amostras foram 

realizadas caracterização do polimorfismo de TNF-α- 308, quantificação das citocinas séricas 

e análise histológica para determinação do grau de fibrose hepática. Em 20 destas amostras foi 

realizada a análise das populações de linfócitos T do sangue periférico, juntamente com a 

análise das moléculas de adesão e quantificação das citocinas do sobrenadante de cultura de 

células mononucleares do sangue periférico (PBMC). Adicionalmente, em 11 destas amostras, 

foi realizada a análise da população de linfócitos T do tecido após a biópsia hepática como 

resumido na figura 8. 

 

5.1. Dados demográficos e características clínicas e epidemiológicas 

Os dados demográficos, características clínicas e epidemiológicas dos indivíduos 

envolvidos no estudo estão resumidos na tabela 2. 

O grupo de pacientes com Hepatite C mostrou faixa etária média maior que os 

indivíduos do grupo controle (50 anos e 40 anos). O gênero masculino predominou sobre o 

gênero feminino nos dois grupos estudados. Os genótipos do VHC nos indivíduos infectados 

foram representados em 70% pelo genótipo VHC- 1, 13% pelo genótipo VHC- 2 e 17% pelo 

genótipo VHC- 3. 

Com relação aos leucócitos totais não foram observadas diferenças estatísticas 

significativas, no entanto entre os linfócitos foi observado aumento significativo nos pacientes 

infectados (p= 0,0010) e diminuição nas plaquetas com relação ao grupo controle (p= 0,0455). 

Nos pacientes com hepatite C, 20 foram diagnosticados com fibrose moderada ≤F2 e 10 com 

fibrose avançada ≥F3. As transaminases que indicam danos hepáticos, AST e ALT, 

mostraram-se significativamente em maiores concentrações nos paciente com relação ao 

grupo controle. 
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Tabela 02. Dados demográficos, características clínicas e epidemiológicas de pacientes com 

hepatite C e grupo controle. 

Características 
Controle (n= 28) 

[M ± DP] 

Pacientes (n=30) 

[M± DP] 
P value 

Idade 40,29 ± 9,05 50,27 ± 8,65 - 

Masculino/Feminino 20/8 19/11 - 

Genótipo VHC 

VHC- 1 - 21 (70%) - 

VHC- 2 - 4 (13%) - 

VHC- 3 - 5 (17%) - 

Fibrose 
≤ F2 - 20 (75%) - 

≥ F3 - 10 (25%) - 

Leucócitos (Unid.x106/mm3) 6,82 ± 2,01 6,05 ± 1,75 0,2865 

Linfócitos (Unid.x10
6
/mm

3
) 1,96 ± 0,60 2,53 ± 0,54 0,0010 

Plaquetas (Unid.x106/mm3) 242,2 ± 51,67 237,9 ± 152,7 0,0455 

AST (U/L) 26,75 ± 13,72 69,83 ± 65,13 < 0,0001 

ALT (U/L) 38,89 ± 38,27 95,93 ± 75,73 < 0,0001 

O teste não paramétrico Mann- Whitney foi utilizado para obter o p value 

M- média; DP- Desvio padrão  

 

5.2. Perfil dos Linfócitos T CD4
+
, T CD8

+
 e T regulatórios  

Os linfócitos T CD4
+
, TCD8

+
 e T regs foram analisados no sangue periférico de 20 

pacientes e comparados ao grupo controle com 28 indivíduos. Os linfócitos T CD4
+
 e 

TCD4
+
/CD69

+
 [marcador de ativação celular] (p= 0,3548 e p= 0,2501, Figura 9A e 9B), T 

CD8
+
 e T CD8

+
/CD69

+
 (p= 0,6669 e p=0,4836, Figura 9C e 9D) dos pacientes com hepatite 

C não mostraram diferenças significativas com relação ao grupo controle, assim também 

como a razão dos linfócitos T CD4
+
/ T CD8

+
 e T CD4

+
CD69

+
/ T CD8

+
CD69

+ 
(p= 0,9742 e 

p= 0,7458, Figura 9E e 9F). Os linfócitos T regs (CD4
+
/ CD25

+
/FOXp3

+
) mostraram-se 

aumentados nos indivíduos com hepatite C em relação ao grupo controle (p= 0,0144, Figura 

10).  

Ao comparar os linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 no sangue periférico pode-se observar 

percentual significativamente maior de linfócitos T CD4
+
 do que T CD8

+
 (p< 0.0001). Com 

relação aos linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 no tecido hepático demonstrou-se a predominância de 

células TCD8
+
 significativa com relação a linfócitos T CD4

+
 (p= 0,0488), como mostra a 

Figura 11A. A razão de linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 no sangue periférico mostra que em 

média há 2 linfócitos T CD4
+
 para cada T CD8

+
 (2:1), enquanto no tecido hepático essa razão 

fica em 0,6 linfócitos T CD4
+
 para cada T CD8

+
 (0,6:1) Figura 11B. 
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Figura 09. Porcentagem de linfócitos T CD4+ totais (A), T CD4+ ativados (B), T CD8+ totais (C), T CD8+ 

ativados (D), razão entre os linfócitos T CD4+/ T CD8+ totais (E) e razão entre linfócitos T CD4+/ T CD8+ 

ativados (F) entre grupo controle (     ) e pacientes com Hepatite C (      ). Os resultados são expressos em 

gráficos de dispersão de valores individuais apresentando média e desvio padrão.  Foi utilizado o teste não 

paramétrico Mann- Whitney e considerado (p<0,05) estatisticamente significativo, representado por “*”. 



43 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Porcentagem de linfócitos T CD4+ e TCD8+ no sangue periférico e tecido hepático (A) e razão de 

linfócitos T CD4+ e TCD8+ no sangue periférico e tecido hepático (B) de pacientes com Hepatite C. Os 

resultados são expressos em gráficos de dispersão de valores individuais apresentando média e desvio padrão. O 

teste não paramétrico Mann- Whitney foi utilizado para obter valores significativamente diferentes (p<0,05) 

entre os grupos e representado por “*”. 

 

5.3. Expressão das moléculas de adesão LFA-1, Mac-1 e VLA-4 em linfócitos T CD4
+
 e T 

CD8
+
 

A expressão das moléculas de adesão LFA-1, Mac-1 e VLA-4 foram analisadas nos 

linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 do sangue periférico dos grupos controle e pacientes com 

hepatite C.  Não houve diferenças significativas entre a expressão das moléculas LFA-1 e 

Mac-1 dos pacientes e grupo controle tanto nos linfócitos T CD4
+
 (p= 0,9294 e p= 0,1652, 

Figura 12A e 12B) quanto nos linfócitos T CD8
+
 (0,2026 e 0,0690, Figura 12C e 12D). A 
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Figura 10. Porcentagem de linfócitos T regulatórios no sangue entre grupo controle (      ) e pacientes  com 

Hepatite C (      ). Os resultados são expressos em gráficos de dispersão de valores individuais apresentando 

média e desvio padrão. O teste não paramétrico Mann- Whitney foi utilizado para obter valores 

significativamente diferentes (p<0,05) entre os grupos e representado por “*”. 
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expressão de VLA-4 mostrou- se significativamente diminuída nos linfócitos T CD4
+
 e T 

CD8
+
 (p= 0,0084 e p < 0.0001, Figura 12E e 12F) de pacientes com hepatite C em relação ao 

grupo controle. 

 

 

 

 

 

A B 

C D 

E B 

Figura 12. Expressão das moléculas de adesão LFA-1, Mac- 1 e VLA-4 nos linfócitos T CD4+ (Figuras A, C e 

D) e linfócitos T CD8+ (Figuras B, D e F ) entre o grupo controle (       )  e pacientes com Hepatite C (        ) . Os 
resultados são expressos em gráficos de dispersão de valores individuais apresentando média e desvio padrão. O 

teste não paramétrico Mann- Whitney foi utilizado para obter valores significativamente diferentes (p<0,05) 

entre os grupos e representado por “*”. 
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5.4. Análise das citocinas séricas Th1, Th2 e Th17 

A análise das citocinas séricas IL- 2, IL- 4, IL- 6, IL-10, TNF- α, IFN- γ e IL-17 entre 

grupo controle e pacientes com Hepatite C foi caracterizada pelas médias de intensidade de 

fluorescência (MIF) de cada citocina, adquiridas após a utilização do kit de citometria de 

fluxo CBA (Cytometric beads array).  

5.4.1. Média de intensidade de fluorescência de citocinas pró-inflamatória e de 

perfil Th1 entre grupo controle e pacientes com Hepatite C 

Em relação às citocinas pro- inflamatórias e do perfil Th1 observou aumento 

significativo de todas as citocinas analisadas, quando comparou- se o grupo de pacientes 

HCV
+ 

ao controle, IL-2 (p < 0.0001, Figura 13A), IL- 6 (p=0,0001, Figura 13B), TNF- α (p= 

0,0001, Figura 13C) e IFN- γ (p< 0.0001 Figura 13D).  

 

 

 

A B 

C D 

Figura 13. Média de intensidade de fluorescência (MIF) de citocinas séricas IL-2 (A), IL-6 (B), TNF- α (C) e 

IFN- γ (D) entre grupo controle (       ) e pacientes com Hepatite C (       ). As citocinas foram determinadas por 

citometria de fluxo utilizando o kit CBA ( Cytometric beads array). Os resultados são expressos  com média e 

desvio padrão. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste não paramétrico Mann Whitney. Foi considerada 

diferença estatística significante quando p < 0,05, representado por “*”. 
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          5.4.2. Média de Intensidade de Fluorescência de citocinas séricas do perfil Th2, 

Th17 e regulatória entre grupo controle e pacientes com Hepatite C 

 

Nas análises das citocinas séricas do perfil Th2, IL-4 (p < 0.0001, Figura 14A), Th17, 

IL- 17 (p= 0,0001, Figura 14B) e regulatória IL-10 ( p= 0,0489, Figura 14C) foi observado 

aumento significativo destas citocinas nos pacientes em relação ao grupo controle. 

 

 

 

 

 

5.5. Análise de citocinas Th1, Th2 e Th17 em sobrenadante de cultura de células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC). 

Assim como para o sangue periférico, as citocinas, IL- 2, IL- 4, IL- 6, IL-10, TNF- α, 

IFN- γ e IL-17 em sobrenadante de cultura de PBMC foram determinadas pela MIF, por 

citometria de fluxo.  

 

Figura 14. Média de intensidade de fluorescência (MIF) de citocinas séricas IL- 4 (A), IL- 17 (B) e IL-10 (C) 

entre grupo controle (        ) e pacientes com Hepatite  C  (        ). As citocinas foram determinadas por citometria 
de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric Beads Array). Os resultados são com média e desvio padrão. As 

análises estatísticas foram realizadas pelo teste não paramétrico Mann Whitney. Foi considerada diferença 

estatística significante quando p < 0,05, representado por “*”. 

 

A B 

C 
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5.5.1 Média de intensidade de fluorescência de citocinas pró-inflamatória e de 

perfil Th1 entre grupo controle e pacientes com hepatite C. 

Como demonstrado na Figura 15, observou-se diferenças significativas nas MIF das 

citocinas pro- inflamatórias e do perfil Th1, IL-2 (p < 0.0001, Figura 15A), IL- 6 (p=0,0166, 

Figura 15B), TNF- α ( p= 0,0001, Figura 15C),  e IFN- γ (p< 0.0001, Figura 15D) quando 

comparou-se os pacientes VHC+ e controles.  

 

 

 

5.5.2. Média de intensidade de fluorescência de citocinas do perfil Th2, Th17 e 

regulatória entre grupo controle e pacientes com hepatite C. 

Quando analisou-se as citocinas Th2, IL-4 (p < 0.0001, Figura 16A), Th17, IL- 17 

(P= 0,0032, Figura 16B) e regulatória IL-10 ( P= 0,7655, Figura 16C) foi observado 

aumento significativo nas citocinas IL-4 e IL-17 dos pacientes quando comparou-se com o 

grupo controle saudável. A IL-10 não mostrou diferenças significativas entre os grupos. 

 

Figura 15. Média de intensidade de fluorescência (MIF) de citocinas em sobrenadante de cultura de PBMC, IL-

2 (A), IL-6 (B), TNF-α (C) e IFN-γ (D) entre grupo controle (     )   e pacientes com Hepatte C (     ). As 

citocinas foram determinadas por citometria de fluxo utilizando o kit CBA ( Cytometric beads array). Os 
resultados são expressos com média e desvio padrão. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste não 

paramétrico Mann Whitney. Foi considerada diferença estatística significante quando p < 0,05, representado por 

“*”. 

 

A 
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5.6. Associação das citocinas séricas Th1, Th2, Th17 e regulatória e o grau de progressão 

da fibrose em paciente com hepatite C 

A comparação das citocinas séricas IL- 2, IL-4, IL- 6, IL- 10, TNF- α, IFN- γ e IL-17 

entre o grupo controle e os grupos de pacientes com hepatite C, classificados de acordo com o 

grau de fibrose, segundo o escore METAVIR, que classifica a fibrose em F0, F1, F2, F3 e F4 

foi realizada entre os grupos (Controle versus ≤ F2), (Controle versus ≥ F3) e (≤ F2versus ≥ 

F3). As citocinas séricas foram analisadas pela média de intensidade de fluorescência (MIF) 

de cada citocina, adquiridas após a utilização do kit de citometria de fluxo CBA. 

 

A B 

C 

Figura 16. Média de intensidade de fluorescência (MIF) de citocinas em sobrenadante de cultura de PBMC, 

IL-4 (A), IL-17 (B), IL-10 (C) entre grupo controle (       ) e pacientes com Hepatite C (      ). As citocinas 

foram determinadas por citometria de fluxo utilizando o kit CBA ( Cytometric beads array). Os resultados são 

expressos com média e desvio padrão. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste não paramétrico 

Mann Whitney. Foi considerada diferença estatística significante quando p < 0,05, representado por “*”. 
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5.6.1 Associação entre o grau de fibrose e média de intensidade de fluorescência 

das citocinas séricas pro- inflamatórias e do perfil Th1 

Para esta análise, o grupo de 30 pacientes foi classificado em dois novos grupos, 

levando-se em consideração o grau de fibrose ≤F2 (20 pacientes) e ≥F3 (10 pacientes). Os 

resultados demonstraram que houve diferenças significativas nas MIF de citocinas pro- 

inflamatórias e do perfil Th1 quando comparou-se o grupo controle com ≤F2 e ≥F3, 

respectivamente, sendo , IL-2 (p<0,0001 e p< 0,0001, Figura 17A), IL- 6 (p<0,0001 e p= 

0,0007, Figura 17B), TNF- α (p<0,0001 e p< 0,0001 Figura 17C), e IFN- γ (p<0,0004 e p< 

0,0023, Figura 17D). Na comparação entre os dois grupos de fibrose (≤F2 e ≥F3) não foram 

observadas diferenças estatísticas significativas para estas citocinas. 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

C D 

Figura 17. Média de intensidade de fluorescência (MIF) de citocinas séricas entre grupo controle (        ) e 

pacientes com hepatite c de acordo com o grau de progressão da fibrose  em ≤F2 (        ) e  ≥F3 (        ) . As 

citocinas foram determinados por citometria de fluxo utilizando o kit CBA ( Cytometric beads array). São 

representadas as citocina IL-2 (A), IL-6 (B), TNF-α (C) e IFN-γ (D). Os resultados são apresentados em 

gráficos em formato de box plot. A mediana de cada grupo é representada pela linha que atravessa cada 

caixa. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste não paramétrico Kruskal- Willis. Foram 

consideradas diferenças estatísticas quando p < 0,05 e representadas pelo traço e asterisco (*). 
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5.6.2 Associação entre o grau de fibrose e média de intensidade de fluorescência 

das citocinas séricas do perfil Th2, Th17 e regulatória IL-10  

Nas análises da concentração de citocinas do perfil Th2, Th17 e a regulatória IL-10 

entre o grupo controle e os grupos ≤F2 e ≥F3de pacientes com hepatite C foram observadas 

diferenças estatísticas significativas somente entre os grupos (controle e ≤F2) e (controle e  

≥F3) de IL- 4 (p<0,0001 e p< 0,0001, Figura 18A) e IL-17 (p<0,0002 e p< 0,0015, Figura 

18B). Não foram observadas diferenças estatísticas significativas para a IL-10 entre o controle 

e os grupos ≤F2 e ≥F3. Também não foi observada diferença estatística significativa na 

comparação entre os grupos de fibrose para estas citocinas. 
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Figura 18. Média de intensidade de fluorescência (MIF) de citocinas séricas entre grupo controle (      ) e 

pacientes com hepatite c de acordo com o grau de progressão da fibrose  em ≤F2 (      ) e  ≥F3    (        ). As 

citocinas foram determinadas por citometria de fluxo utilizando o kit CBA ( Cytometric beads array). São 

representadas as citocina IL-4 do perfil Th2 ( A ), a regulatória IL- 10 ( B ) e a IL- 17 do pefil Th17 ( C ). Os 

resultados são apresentados em gráficos em formato de box plot. A mediana de cada grupo é representada pela 

linha que atravessa cada caixa. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste não paramétrico Kruskal- 
Willis. Foram consideradas diferenças estatísticas quando p < 0,05 e representadas pelo traço e asterisco (*). 
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5.7.  Média de intensidade de fluorescência das citocins séricas do perfil Th1, Th2 e Th17 

e assinatura de citocinas no grau de progressão da fibrose em pacientes com hepatite c. 

Adicionalmente as análises de citocinas séricas, foi realizada a análise de indivíduo 

altos produtores de citocinas, denominada assinatura de citocinas. Nesta análise foi calculada 

a mediana de cada citocina reunindo todos os grupos (Controle, ≤F2, ≥F3) e obtendo os 

valores de mediana para IL- 2= 123.69 , IL-4= 132.99, IL- 6= 147.29, IL- 10= 95.81, TNF- α 

= 85.08, IFN- γ= 58.63 e IL-17= 62.20.  Foram considerados baixos produtores de citocinas 

aqueles indivíduos com os valores de MIF abaixo da mediana, e altos produtores os 

indivíduos com os valores das MIF acima desse valor. O diagrama foi utilizado para reunir as 

citocinas séricas e calcular as frequências (%) dos indivíduos altos produtores de cada citocina 

como ilustra a figura 19.  
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Figura 19. Digrama de frequência de indivíduos com alta produção de citocinas nos grupos controle, ≤F2 e ≥F3. 

A frequência de indivíduos com alta produção de citocinas foi considerada relevante quando apresentou valor 

acima do percentil 50 e foram destacadas e sublinhadas. Cada retângulo representa um indivíduo. O (      ) 

representa indivíduo baixo produtor de citocina e o (        ) indivíduo baixo produtor de citocinas. N= número de 

indivíduos, High= indivíduo alto produtor de citocinas, (%) Frequência de indivíduos alto produtor de citocina. 
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A frequência de indivíduos com alta produção de citocinas foi utilizada para traçar o 

perfil de citocinas ascendente, referenciado com assinatura de citocinas para cada grupo 

(Figura 20).  

No grupo controle nenhum individuo apresentou-se como alto produtor de citocina. 

No entanto nos grupos ≤F2 e ≥F3 observou-se indivíduos altos produtores de citocinas para 

todas as citocinas analisadas, com exceção da IL-10 que mostrou-se no limite mínimo do 

percentil 50 no grupo  ≥F3, portanto não considerada com concentração alta nesse grupo. 

 

Assinatura de citocinas 

 

 

 
Figura 20. Assinatura de citocinas sobrepostas entre o grupo controle e grupos de pacientes com hepatite c de 

acordo com o grau de progressão da fibrose (≤F2 e ≥F3). Foram consideradas relevantes apenas as frequências 

acima do percentil 50 e destacadas por um retângulo. 
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5.8. Frequência do polimorfismo de TNF- α – 308 e associação com citocinas séricas em 

pacientes com Hepatite C 

 

5.8.1. Frequência do polimorfismo TNF- α – 308 G/A 

Para analisar a frequência do polimorfismo de TNF- α – 308 G/A e associa-lo com a 

citocinas séricas foi utilizada amostras de 30 pacientes com a Hepatite C e 28 amostras do 

grupo controle. 

A frequência dos genótipos (GG, GA e AA) de TNF- α – 308 G/A nos pacientes com 

hepatite C revelou que 77% são homozigoto com genótipo GG, 23% heterozigoto com 

genótipo GA e não foi encontrado nenhum homozigoto de genótipo AA. No grupo controle 

82% são homozigotos com genótipo GG, e 14% heterozigoto com genótipo GA e 4% com 

genótipo AA, como resumido na tabela 3. 

 

Tabela 03 . Frequência do polimorfismo de TNF- α-308 G/A entre grupo controle e pacientes 

com Hepatite C. 

 

5.8.2. Média de intensidade de fluorescência de citocinas do perfil Th1, Th2 e 

Th17 entre os genótipos do polimorfismo TNF- α- 308 

As citocinas séricas IL- 2, IL- 4, IL- 6, IL-10, TNF- α, IFN- γ e IL-17 entre os 

genótipos (GG e GA) de TNF-α- 308 G/A em pacientes com Hepatite C foi analisada pelas 

médias de intensidade de fluorescência (MIF) de cada citocina, adquiridas após a utilização 

do kit de citometria de fluxo CBA. 

As citocinas analisadas entre os genótipos de GG e GA do TNF-α – 308 G/A, IL-2 (p 

< 0.4915, Figura 21A), IL- 6 (p=0,1937, Figura 21B), IFN- γ (p< 0.2684, Figura 21D), IL-4 

(p < 0.3145, Figura 21E), IL-17 (p< 0.4322 Figura 20F) não mostraram diferenças 

estatísticas significativas entre os genótipos, assim também com a citocina TNF- α (p= 

0,7209, Figura 21C), produzida a partir da transcrição do gene TNF-α. Somente a citocina 

IL-10 mostrou aumento significativo no genótipo GG em relação ao GA (p= 0,0006, Figura 

21G) 

 

Polimorfismo Genótipo N° Controles (28) N° Pacientes (30) P valor 

TNF-α – 308 

GG 23 (82%) 23 (77%) 0,8492 

GA 4 (14%) 7 (23%) 0,5079 

AA 1 (4%) 0 (0%) 0,4828 
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Figura 21. Média de intensidade de fluorescência de citocinas séricas IL-2 (A), IL-6 (B), TNF- α (C), IFN-γ 
(D), IL-4 (E), IL17 (F) e IL-10 (G) entre os diferen\tes genótipos GG (      )  e GA (        ) do polimorfismos de 

TNF- α- 308 G/A. As citocinas foram determinadas por citometria de fluxo utilizando o kit CBA ( Cytometric 

beads array). Os resultados são com média e desvio padrão. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste 

não paramétrico Mann Whitney. Foi considerada diferenças estatísticas significantes quando p < 0,05, 

representado por “*”. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 



55 

 

6. DISCUSSÃO 

 

 

6.1. Análise dos linfócitos T em pacientes com hepatite C 

A resposta imune celular desempenha um mecanismo essencial na imunopatogênese 

da hepatite C. As funções dos linfócitos T específicos são comumente associadas com o 

controle da replicação viral durante a fase aguda da infecção (LECHNER et al., 2000; 

THIMME et al., 2001). 

 Na resposta imune à infecção pelo VHC, as células dendríticas ativadas apresentam os 

antígenos virais para os linfócitos T CD4
+
, que vão se proliferar e produzir citocinas como IL-

2, IFN-γ e IL-4, necessárias para o desenvolvimento de linfócitos T CD8
+
. Em situações 

ideais, os linfócitos T CD8
+
 ativados são capazes de eliminar os hepatócitos infectados pelo 

VHC através de mecanismo citolítico, destruindo diretamente as células infectadas ou 

mecanismo não citolítico, que inclui a secreção de citocinas como IFN-γ e TNF- α que inibem 

a replicação viral sem destruir a célula infectada diretamente (GUIDOTTI CHISARI, 2001; 

SPAAN et al., 2012).  

 Em nosso estudo analisamos os linfócitos T CD4
+
, T CD8

+
 e T regulatórios (CD4

+
 

CD25
+
 Foxp3) do sangue periférico de pacientes com hepatite C e grupo controle. Não foram 

observadas diferenças significativas nos linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
, enquanto os linfócitos T 

regs demonstram maior porcentagem celular nos indivíduos com hepatite C em relação ao 

controle. 

  Estudos revelam que no início da infecção pelo VHC, uma reposta vigorosa de células 

T CD4
+
 especificas são essências para limitar a replicação do vírus, e os indivíduos que 

conseguem uma eliminação viral espontânea apresentam precocemente essa resposta vigorosa 

de células T CD4
+
, independentes do nível em que se encontra a replicação viral. Em 

contraste, nos sujeitos que demonstram persistência da infecção, as respostas proliferativas de 

linfócitos T CD4
+
 estão quase ausentes, embora possam ser observadas em alguns indivíduos 

com o controle temporário do VHC ( GERLACH et al., 1999). 

 Grakoui et al., (2003), Rehermann, (2009) e Schulze et al., (2012) também 

demonstraram essas diferentes características da proliferação de linfócitos T CD4
+
 no curso 

da infecção pelo VHC e revelaram que estas células estão presentes em quase todos os 

indivíduos infectados durante a fase inicial da resposta imune adaptativa e são vigorosas e 

com especificidade a muitos antígenos do vírus. Mas não consideram que pacientes que 

evoluíram para a infecção crônica não tem uma resposta efetiva de linfócitos T CD4
+
. 
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 Segundo Urbani et al., (2006) e Kaplan et al., (2007) as células T CD4
+
 específicas 

para o VHC não são detectadas facilmente na maioria dos pacientes na fase crônica da 

infecção, o que pode provavelmente contribuir para o comprometimento das células T CD8
+
. 

Esse comprometimento pode também ser mediado por expressão de receptores inibitórios, os 

quais conduzem os linfócitos T CD8
+
 a exaustão e depleção.   

 O sucesso da eliminação viral é mediado principalmente por linfócitos T CD8
+
 

específicos, os quais dependem de uma forte resposta de linfócitos T CD4
+
 (SHOUKRY et 

al., 2003). Segundo Wedemeyer et al., (2002) e Spangenberg et al., (2005) os linfócitos T 

CD8
+
 ainda são detectáveis na infecção crônica pelo VHC, mas frequentemente tem fenótipos 

disfuncionais como funções efetoras comprometidas, como a produção de citocinas antivirais, 

citotoxidade e proliferação. 

 Em nosso estudo não foram observadas diferenças entre estas células nos pacientes e 

grupo controle, sugerindo que estes pacientes não alteraram significativamente a porcentagem 

de linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 no sangue, apesar da infecção pelo VHC. Isso provavelmente 

é devido os pacientes estarem na fase crônica da infecção, concordando com os dados dos 

estudos citados. 

Mecanismos adicionais de disfunção das células T podem incluir a ação de linfócitos 

T regulatórios (Tregs), que suprimem as funções efetoras de linfócitos T específicos por 

citocinas inibitórias (NEUMANN et al., 2007; ALATRAKCHI & KOZIEL et al., 2009; 

WALKER, 2010). 

Os Linfócitos T regs regulam a atividade de linfócitos T de forma direta ou 

indiretamente por modular as células apresentadoras de antígenos (ZHU & PAUL, 2010). Os 

linfócitos T regs do sangue periférico podem estar envolvidos na regulação negativa das 

respostas imunes especificas durante as doenças infecciosas e ajudam a conter uma potencial 

lesão pela resposta imune excessiva, no entanto podem facilitar a infecção crônica (ROUSE et 

al., 2006)  

 Cabrera et al., (2004) encontraram uma alteração significativa de linfócitos T regs no 

sangue de indivíduos cronicamente infectados quando compararam ao grupo que eliminou o 

vírus espontaneamente ou o grupo controle, sugerindo que estas células desempenham um 

papel na supressão de linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 na resposta ao VHC e assim promovem a 

persistência da infecção. 

 No presente estudo foi observado que no sangue periférico de pacientes com hepatite 

C a porcentagem de linfócitos T regs é maior que o grupo controle, o que está de acordo com 
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Sugimoto et al., (2003) e Claassen et al., (2010) , que demonstraram que número de T regs na 

circulação, assim como no fígado de pacientes com VHC apresentou-se aumentado quando 

comparados com indivíduos saudáveis. 

 O primeiro sítio de replicação e inflamação crônica na resposta imune ao VHC é o 

fígado, onde a infiltração das células TCD4
+
 e TCD8

+
 são as populações de linfócitos mais 

abundantes, assim como a expressão de vários receptores de quimiocinas, marcadores de 

ativação e outros subpopulacões de linfócitos e tendem a aumentar com a severidade da 

inflamação hepática (WANG et al., 2004; WANG et al., 2006). 

 Em nosso estudo, foi realizada adicionalmente, a análise de linfócitos T CD4
+
, T CD8

+
 

e T regs do tecido hepático de 11 pacientes com hepatite C e comparados com os linfócitos do 

sangue periférico. Os dados demonstraram que no sangue periférico existe maior porcentagem 

de linfócitos T CD4
+
 do que T CD8

+
, enquanto no fígado, encontra- se maior porcentagem de 

linfócitos T CD8
+
 do que T CD4

+
 e com relação aos linfócitos T regs não houve diferença 

entre sangue periférico e tecido hepático. 

 Gruener et al., 2001; Wedemeyer et al., 2002; Lucas et al., 2004 demonstraram que 

funções efetoras de células T CD8
+
 específicas para VHC podem estar comprometidas no 

sangue periférico e assim teria uma capacidade proliferativa diminuída. Essa diminuição de 

linfócitos T CD8
+
 no sangue não seria uma consequência da possível concentração destas 

células no fígado. Spangenberg et al., 2005 relata que as respostas de células T CD8
+
 e T 

CD4
+
 no sangue periférico foram baixas quando comparadas com o compartimento intra-

hepático.  

 Estudos demonstraram que em pacientes com hepatite C crônica a habilidade de 

linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 em produzir IFN- γ, assim também como a porcentagem 

proporcional de perforinas das células TCD8
+
 foi menor no fígado do que no sangue 

periférico. Contrariamente, a porcentagem de linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 expressando FasL 

foi maior no fígado do que no sangue periférico. Estes resultados sugerem que FasL/Fas 

desempenham importante papel na apoptose no fígado e pode ser a provável via que direciona 

a imunopatogênese da hepatite C crônica (WANG et al., 2006). 

 Além do mais, foi demonstrado que os linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 com fenótipos de 

células de memória e diferenciação foram encontradas em maiores concentrações no fígado 

com relação ao sangue periférico e aumentaram significativamente na progressão da lesão e 

inflamação hepática, o que sugere uma associação entre a frequência dos linfócitos T de 

memória no fígado e severidade da inflamação (DUTTON et al., 1998; APPAY et al., 2002; 
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WANG et al., 2006). No entanto, Curtsinger et al., (2005) demonstraram que os linfócitos 

TCD8
+
 são menos responsivos no fígado do que no sangue periférico. 

 Os linfócitos T regs estão presentes no fígado de pacientes com hepatite C crônica 

(Sakaki et al., 2008; Miyaaki et al., 2009) e correlacionado negativamente com o 

desenvolvimento da fibrose hepática, enquanto no fígado de indivíduos saudáveis estão 

virtualmente ausentes (CLAASSEN et al., 2010).  

 Segundo Grabowska et al., (2001) e Cabrera et al., (2004) a distribuição de linfócitos 

T regs em seus estudos sugere que estas células acumulam principalmente no sangue 

periférico e não no sítio da inflamação, o fígado. Tipicamente, linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 

específicos estão presentes principalmente no fígado e não no sangue periférico, assim a 

deficiência de linfócitos T regs no fígado podem conduzir a lesão hepática progressiva.  

 Em resumo, os linfócitos T desempenham um importante papel na imunopatogênese 

da hepatite C. O conhecimento sobre os mecanismos de atuação destas células nos diferentes 

ambientes imunológicos,fígado ou sangue periférico, podem conduzir novos estudos e 

contribuir com marcadores que possam predizer os mecanismos que diminuíam a persistência 

desta infecção.  

   

6.2. Análise da expressão das moléculas de adesão LFA-1, Mac-1 e VLA-4 nos linfócitos 

T CD4
+
 e T CD8

+
 em pacientes com hepatite C.  

 O movimento dos leucócitos do sangue para o tecido periférico é critico na resposta 

imune do individuo. No entanto, o tráfico excessivo de leucócitos contribui para a patogênese 

de doenças inflamatórias e autoimunes. Este mecanismo é orquestrado e controlado por uma 

quantidade de moléculas quimioatraentes e de adesão localizadas tanto nos leucócitos como 

no endotélio vascular (ROSE et al., 2007). As moléculas de adesão das células envolvidas 

neste processo são principalmente as integrinas LFA-1, Mac-1 e VLA-4 (LUSTER et al., 

2005). 

 A integrina LFA-1 é expressa exclusivamente pelos leucócitos e desempenha papéis 

importantes no recrutamento destas células para o sitio de inflamação (SPRINGER, 1994), 

além de estar envolvida em várias interações célula- célula (SHIMAOKA, 2003). A integrina 

Mac-1 é expressa pelas células de linhagem mielóide (VARGA et al., 2007), incluindo 

neutrófilos, monócitos, macrófagos, células dendríticas e em certas subpopulações de 

linfócitos T. A VLA- 4 desempenha importantes funções na diferenciação e homing de 
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linfócitos, regulando as funções de rolamento e aderência dos leucócitos no endotélio vascular 

(UDAGAWA et al., 1996; DOUCEY et al., 2003; CARRASCO & BATISTA, 2006;). 

 Em nosso estudo foi analisado a expressão das integrinas LFA-1, Mac-1 e VLA- 4 na 

superfície dos linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 do sangue periférico de pacientes com hepatite C. 

Nossos resultados revelaram que a expressão das integrinas LFA-1 e Mac-1 não mostraram 

diferenças significativas entre os linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 de pacientes com hepatite C em 

relação ao grupo controle. Enquanto que a expressão de VLA-4 foi maior nos linfócitos T 

CD4
+
 e T CD8

+
 dos indivíduos controle do que nos pacientes VHC

+
. 

 Estudos demonstram que em pacientes com deficiência na subunidade β2 de LFA-1, 

tem funções comprometidas na adesão de leucócitos, dificuldades em eliminar os patógenos e 

assim apresentam recorrentes episódios infecciosos e morte precoce (SPRINGER, 1994). 

Ulyanova et al., (2007) demonstraram em modelos animais que a deficiência nas subunidades 

de LFA-1 podem comprometer a resposta imune, incluindo o recrutamento atenuado de célula 

mielóides. Ghosh et al., (2006) demonstraram que comprometimentos nas subunidades 

CD11a e CD18 de LFA-1 podem conferir resistência contra bactérias, especificamente 

Mycobacterium tuberculosis. 

 Shimaoka et al., (2003) demonstraram  o uso de um antagonista especifico para LFA-1 

no tratamento de doenças com base na resposta dos linfócitos, incluindo psoríase, artrite 

reumatóide e rejeição no transplante de órgãos. A utilização de um anticorpo monoclonal, 

Efalizumab, para a subunidade αL de LFA-1, seletivamente e reversivelmente inibe o tráfico 

de linfócitos T e assim ameniza a psoriase por bloquear a interação dos linfócitos T com 

células de langerhans, células endoteliais e queratinócitos (LEBWOHL et al., 2003; 

SIMMONS, 2005). 

 Na resposta a estímulos inflamatórios, a expressão aumentada de Mac-1 na superfície 

dos neutrófilos (SPRINGER et al., 1994) e monócitos (MILLER et al., 1987) é insuficiente 

para as funções de adesão durante o recrutamento de leucócitos e transmigração (VEDDER & 

HARLAN, 1988). No entanto, Phillipson et al., (2006) demonstraram que a deficiência de 

Mac-1 não prejudica significativamente a adesão de neutrófilos no endotélio vascular durante 

a inflamação, mas sugeriram que somente a integrina Mac-1 é intermediária na transmigração 

dos neutrófilos, após sua aderência no endotélio. A expressão aumentada de Mac-1 na 

superfície dos neutrófilos após a desgranulação não persiste quando estas células são expostas 

a estímulos por um longo tempo (DAVEY et al.,2000). 
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Estudos demonstraram que VLA-4 é importante nos mecanismos de interações e adesão, e 

estão diretamente relacionadas na manutenção das células através da hematopoiese (IMAI et 

al., 2010), assim como as respostas imunes intrínsecas. A aderência de VLA-4 no endotélio 

depende de quimiocinas (CHIGAEV & SKLAR, 2012) e tem implicações na patogênese de 

doenças autoimunes e inflamação crônica como esclerose múltipla (YEDNOCK et al.,1992), 

doença de Crohn (GHOSH et al., 2003), asma (LABERGE et al., 1995) e artrite reumatóide 

(LAFFON et al., 1991).  

 Estudos realizados por Kadioglu et al., (2011) demonstraram que no pulmão durante a 

infecção por Streptococus pneumonia, o recrutamento de linfócitos T depende unicamente de 

VLA-4, enquanto o de neutrófilos depende também de Mac-1. Wang et al., (2008) 

demonstram que VLA-4 é crítica para a maturação de fagossomas e que a deficiência desta 

integrina nos macrófagos pode ter comprometimento da atividade bactericida destas células. 

 Estudos que relacionam a atividade destas integrinas nos linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 

com a infecção pelo VHC ainda são escassos, no entanto, nossos estudos podem contribuir 

para compor dados que possam delinear o comportamento destas moléculas nesta doença. 

Investigar estas moléculas nas diferentes populações de linfócitos T durante a evolução da 

hepatite C poderia contribuir para a melhor compreensão dos mecanismos imunes envolvidos 

na complexa inflamação hepática desenvolvida na infecção pelo VHC. 

 

6.3. Análise de citocinas séricas pró- inflamatórias Th1 e anti-inflamatória, Th2 e Th17 e 

o grau de progressão da fibrose em pacientes com hepatite C 

 A hepatite C é a doença hepática relacionada com os maiores índices de morbidade e 

mortalidade devido as recorrentes complicações como progressão da fibrose, cirrose hepática 

e carcinoma hepatocelular (LAUER & WALKER, 2001; RAUCH et al., 2010). A resposta 

imune na hepatite C tem um potencial de contribuir não somente com a eliminação viral e em 

alguns casos imunidade protetora, mas também ocasionar lesão hepática (REHERMANN, 

2009). 

As citocinas são proteínas secretadas por células imunes ativadas e apresentam funções 

pleiotrópicas essenciais na resposta imunológica contra agentes infecciosos (HOFMANN et 

al., 2002). Estudos demonstraram que na hepatite C crônica, há correlação entre as 

concentrações de citocinas do perfil Th1 e lesão hepática progressiva, enquanto as citocinas 

do perfil Th2 suprimem as respostas de Th1 e tornam a resposta imune mais branda (GIGI et 

al., 2008). Doenças hepáticas, como a hepatite C, causam inflamação no fígado e estão 
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associadas a produção de citocinas e destruição dos hepatócitos, o que pode resultar em  

progressão da fibrose (PAWLOTSKY, 2004). 

A fibrose hepática tem implicações importantes para o prognóstico de doenças e 

decisões de terapia. As informações sobre os estados da fibrose não somente indicam resposta 

ao tratamento mas também reflete/indica o desenvolvimento das principais complicações 

como a cirrose (AFDHAL et al., 2004; ZIOL et al., 2005). 

Neste estudo, foram comparadas as citocinas do soro de pacientes com hepatite C e 

grupo controle. Nossos dados demonstram que as citocinas do perfil inflamatório, Th1 (IL-2, 

IFN-γ, IL- 6, TNF-α) e anti- inflamatório Th2 (IL-4) tem maiores concentrações significativas 

no soro dos indivíduos com hepatite C do que no grupo controle.  

Dados semelhantes foram demonstrados em alguns estudos como os de Cacciarelli et 

al., (1996), que relataram o aumento das citocinas do perfil Th1, como IFN- γ e IL-2, as do 

perfil Th2, IL- 4 e a regulatória IL-10 no soro de pacientes com hepatite C em relação ao 

grupo controle, no entanto, o perfil Th2 foi mais elevado que Th1. Assim também como Fan 

et al., (2000) que demonstraram que em pacientes com hepatite C o perfil Th2 predomina ao 

Th1. Estudos realizados por Spanakis et al., 2002 descreveram uma diminuição de IL-4, 

enquanto Zhang et al., 2011 relataram uma diminuição de IL-2 no soro de indivíduos 

portadores do VHC.  

Chen et al., (2007) mostraram que a concentração de IL-4 e IL-10 foram 

significativamente aumentadas em relação ao grupo controle, em concordância com o que foi 

demonstrado por Reiser et al.,(1997) e Abayli et al., (2003). No entanto, Sofian et al., 2012 

demonstram que tanto as concentrações de IL-2 e IFN-γ, quanto de IL- 4 e IL-10 

apresentaram-se aumentadas no soro de pacientes com VHC em relação ao grupo controle.  

Posteriormente, as concentrações de citocinas do soro dos pacientes com hepatite C 

foram analisadas e relacionadas ao grau de fibrose, obtido a partir da biópsia hepática, seguida 

pela análise histológica de acordo com o escore METAVIR. Os pacientes foram segregados 

em um grupo com fibrose moderada ≤F2 e outro com fibrose avançada ≥F3. Não foram 

observadas diferenças significativas nas concentrações de citocinas séricas entre esses grupos.  

No entanto, analisando os indivíduos em altos e baixos produtores de citocinas séricas 

nesses grupos e controle, demonstrou-se que o grupo controle não apresenta nenhuma 

porcentagem de indivíduos com elevada produção de citocinas, enquanto no grupo de fibrose 

moderada ≤F2 observou-se uma elevada porcentagem de indivíduos com altas concentrações 

principalmente de IL-4, perfil Th2, seguida de TNF-α, IL-2, IL-6, IL-17, IFN-γ e IL-10,                                  
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enquanto o grupo de fibrose avançada ≥F3 demonstrou uma porcentagem elevada de 

indivíduos com altas concentrações principalmente de IL- 2, do perfil Th1, seguido de TNF-α, 

IL-4, IL-6, IL-17, IFN-γ. A porcentagem de indivíduos altos produtores de IL-10 não mostra- 

se relevante nesse grupo. O desenvolvimento do perfil Th2 é promovido pela IL-4, que 

antagoniza o desenvolvimento de Th1, enquanto IFN-γ e IL-2 promovem o desenvolvimento 

de Th1 e antagoniza o desenvolvimento de Th2 (WICK et al., 2013). 

 Esses dados sugerem um papel importante da citocina IL-4 em controlar o 

desenvolvimento de lesões hepáticas, no grupo de fibrose moderada, enquanto IL-2 poderia 

contribuir para a evolução da fibrose avançada, como sugerido por Sobue et al., (2001) e 

Yamaki et al., (2005). Estes autores demonstram que a troca de citocinas do perfil Th2 para 

Th1 tem sido associada com o aumento da atividade necroinflamatória e fibrose hepática. 

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatória que regula negativamente a expressão de MHC 

II e moléculas co-estimulatórias nas células apresentadoras de antígenos (STEINBRINK et 

al., 1997), e inibe a ativação de células T via inibição da molécula co- estimulatória CD28 

(TAYLOR et al., 2007). A permanência da concentração de IL-10 aumentada durante a 

infecção pode promover persistência do processo patológico por suprimir as atividades de 

células T, contribuindo assim para o declínio da resposta efetora contra os vírus (COX et al., 

2005), no entanto também previne o desenvolvimento de lesões mediadas pela excessiva 

resposta imune protetora (MEGE et al., 2006). 

Tanto a deficiência ou superprodução de IL-10 pode ser responsável por lesões. A baixa 

produção desta citocina pode resultar no aumento das reações inflamatórias e 

consequentemente doenças autoimunes. Do contrário, a superprodução pode resultar no 

aumento da suscetibilidade a infecção viral ou câncer (MIYAZOE et al., 2002).  

No presente estudo a concentração de IL-10 no soro apresentou -se elevada somente nos 

indivíduos do grupo de fibrose moderada ≤F2 em relação ao grupo de fibrose avançada ≥F3, 

sugerindo uma atividade regulatória e anti-inflamatória protetora nesse grupo. 

Estudos realizados por Aroucha et al., (2013) indicam um papel protetor de IL-10 em 

pacientes com fibrose moderada, pois apresentaram maiores concentrações de IL-10 quando 

comparados com indivíduos com fibrose avançada, reforçando a nossa hipótese de que a IL-

10 pode exercer um papel protetor na infecção pelo VHC em relação a evolução da fibrose 

hepática. Outros estudos enfatizaram o papel protetor de IL-10 utilizado no tratamento da 

hepatite C crônica, o qual teve diminuição da severidade da fibrose nos indivíduos envolvidos 

(NELSON et al., 2000). Em outros estudos com modelos animais, foi demonstrado que a 
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ausência de IL-10 teve associação com a fibrose hepática (LOUIS et al., 1997; THOMPSOM 

et al., 1998). Em contraste a estes dados em um estudo realizado por Abayli et al., (2003) 

utilizando IL-10 e atividade histológica, não foi encontrada relação entre esses parâmetros. 

Em resumo, a assinatura de citocinas demonstra que em pacientes com fibrose 

moderada ≤F2 foi caracterizado um aumento principalmente de IL-4 e IL-10, enquanto, nos 

pacientes com fibrose avançada ≥F3 foi caracterizado um aumento principalmente IL-2 e 

diminuição de IL-10, reforçando a nossa hipótese do efeito protetor de IL-10 nestes 

indivíduos, como citado anteriormente.  

Portanto, a ação das citocinas inflamatórias e anti-inflamatórias é um evento dinâmico 

que vai influenciar a progressão da lesão hepática, contribuindo para amenizar os danos 

causados pelos agentes patogênicos ou ainda regulando a resposta excessiva de células 

efetoras. Conhecer os mecanismos que controlam a produção e secreção das citocinas, durante 

a progressão da fibrose hepática pode contribuir na identificação de um potencial marcador 

terapêutico para avaliar a evolução da doença e amenizar as complicações relacionadas à 

infecção pelo vírus da hepatite C. 

 

6.4. Análise da produção de citocinas em sobrenadante de cultura de células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC) em pacientes com Hepatite C 

 Para melhor caracterização das citocinas nos indivíduos VHC
+
, o próximo passo neste 

estudo foi determinar a concentração das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ e 

IL-17 em cultura de PBMC. Nossos dados demonstraram que estas citocinas apresentaram 

MIF maior nos pacientes com hepatite C em relação ao controle. No entanto, não foi 

observada diferenças na concentração de IL-10 quando comparado os dois grupos, VHC
+
 e 

controle.  

 Dong et al., 2004 compararam as citocinas no sobrenadante de PBMC de indivíduos 

com hepatite C e controle e demonstraram que a concentração de IFN-γ, TNF-α e IL-10 

aumentou significativamente nos pacientes VHC+, enquanto IL-2, IL-4 e IL-12 não foram 

detectadas no sobrenadante das culturas, tanto de indivíduos com hepatite C, quanto grupo 

controle. Estes autores sugeriram que PBMC de pacientes infectados com VHC tendem a 

secretar citocinas do perfil Th2 e que a perda da secreção de IL-2 poderia ser devido ao 

escape viral do sistema imune e que a restauração do desequilíbrio de Th1/Th2 poderia ajudar 

a eliminar este vírus (DONG et al., 2008). 
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 Em contraste ao estudo acima, nossos dados demonstraram que PBMC de pacientes 

VHC+ secretam concentrações maiores de citocinas do que indivíduos saudáveis, com 

exceção a IL-10, que não demonstrou diferenças estatísticas entre os grupos. Apesar deste 

contraste, podemos inferir que diferentes mecanismos poderiam ocorrer nestes pacientes, 

causados pelo tempo da infecção, grau do desenvolvimento da doença e os diferentes 

genótipos do VHC. Portanto, novos estudos serão necessários para a melhor compreensão dos 

mecanimos envolvidos nesta infecção.  

 

6.5. Análise da frequência do polimorfismo de TNF-α – 308 em pacientes com hepatite C 

 As citocinas desempenham um importante papel na iniciação e regulação da resposta 

imune (GRUNHAGE et al., 2010). A presença do polimorfismo na posição -308 G/A no gene 

da citocina TNF- α pode estar ligada a suscetibilidade de doenças infecciosas, inclusive 

hepatite C (YEE et al.,2000; ROSEN et al., 2002). 

 Estudos realizados por Dogra et al., (2011) demonstraram uma significante associação 

do polimorfismo TNF- α- 308 G/A em pacientes com hepatite C quando comparados ao grupo 

controle. Em nossos estudos, nos pacientes com hepatite C, a frequência do genótipo TNF-α 

GG foi de 82%, enquanto no grupo controle foi de 77%. Com relação ao genótipo TNF-α – 

308 GA foi de 23% e no grupo controle foi 14%. O genótipo TNF- α- 308 AA não foi 

detectado no grupo de pacientes com hepatite C, enquanto que no grupo controle representou 

4%. 

 Jeng et al., (2007) relataram que o alelo TNF-α–308 A está associado 

significativamente com fibrose hepática. Ho et al., (2004) e Akkız et al., (2009) demonstram 

que o alelo TNF-α – 308 A está associado com o risco aumentado de desenvolver cirrose 

hepática e carcinoma hepatocelular. Assim também como Chuang et al., (2004) e Radwan et 

al., (2012) demonstram que em paciente com as doenças citadas anteriormente, a frequência 

dos genótipos GA e AA foi significativamente maior do que nos indivíduos controle, e que o 

aumento da produção de TNF- α sérico foi observado em  indivíduos com o genótipo AA. 

Isso pode sugerir que o polimorfismo TNF-α-308 G/A está diretamente relacionada à essas 

patologias por estimular maior produção de TNF-α. 

 A inflamação crônica combinada com a alta produção de TNF- α pode aumentar o 

risco de desenvolver carcinoma hepatocelular, o que indica que os indivíduos portadores do 

alelo A podem ser suscetíveis ao desenvolvimento destas complicações. Porém, em uma 

análise associando o polimorfismo de TNF-α – 308 G/A e características clinicas não houve 

diferenças significantes entre a distribuição dos genótipos ou frequência alélica entre os 
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pacientes, indicando que embora o polimorfismo possa contribuir na ocorrência e 

desenvolvimento de cirrose e carcinoma hepatocelular em pacientes com infecção crônica, 

isto pouco influencia na progressão do carcinoma hepatocelular, cujo desenvolvimento 

depende de vários fatores genéticos e ambientais (Radwan et al., 2012).  

 Nos estudos realizados por Dogra et al., (2011) foi demonstrado que a frequêmcia do 

genótipo GG foi maior em indivíduos com hepatite C que responderam a terapia com IFN 

peguilado, do que naqueles pacientes que não responderam ao tratamento. Dai et al. (2006) 

mostraram que o alelo A pode ser um preditor independente na falha da terapia antiviral em 

pacientes com hepatite C, particularmente naquele com genótipo 1b. Pasha et al., (2013) 

encontraram significante associação do alelo A em pacientes com hepatite C e que não 

responderam ao tratamento, demonstrando que os genótipos GA e AA parecem afetar a 

produção de TNF-α e podem estar associados com a suscetibilidade a infecção pelo VHC e 

resistência a terapia antiviral. 

 Neste estudo não foi observada diferenças na produção séricas de TNF- α entre os 

diferentes genotipos GA e GG encontrados nos pacientes com hepatite C, assim também 

como não foi obsevada diferenças na produção das citocinas IL-2, IL-4, IL-6 e IFN- γ, com 

exceção da IL-10 que mostrou-se aumentada significativamente em indivíduos com genótipo 

GG.  

 Estudos realizados por Yee et al., (2001), Donaldson et al., (2002) relataram que o 

genótipo GG não contribui para a eliminação do VHC. Em contraste, Hohler et al. (1998) e 

Vidigal et al., (2002) não encontraram diferenças na frequência dos genótipos TNF- α -308 

G/A em pacientes infectados cronicamente. Além disso, Yee et al. (2000) e Yu et al. (2003) 

não demonstraram nenhuma associação entre variantes da região promotora de TNF- α -308 e 

resposta na terapia com IFN. Kusumoto et al. (2006) não detectaram nenhuma associação do 

polimorfismo de TNF-α com a eliminação do VHC. Pereira et al., (2008) não demonstraram 

correlação entre o polimorfismo de TNF-α e suscetibilidade a infecção pelo VHC. 

 Talaat et al., (2012) relataram que o polimorfismo de TNF-α – 308 não está associado 

com características clinicas da infecção, sugerindo que o polimorfismo pode não ser um fator 

genético do hospedeiro associado com a severidade da infecção pelo VHC, mas pode ser um 

fator de risco independente para o carcinoma hepatocelular. 

 

  



66 

 

 Em conclusão, sugerimos que o polimorfismo de TNF- α, pode não ser suficiente para 

predizer a produção desta citocina sérica. Para tanto seria necessário uma associação com 

outros fatores genéticos do indivíduo, até mesmo, polimorfismos em outras citocinas, pois, 

essa associação poderia conduzir o curso da infecção pelo VHC por influenciar a produção de 

citocinas séricas e interferir na evolução da hepatite C. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



67 

 

CONCLUSÃO 

 

 A porcentagem de linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 do sangue periférico de pacientes com 

hepatite C equiparou-se ao encontrado em indivíduos saudáveis, sugerindo que 

possivelmente estas células estejam migrando para o fígado, local da infecção. 

  O aumento de linfócitos T regs no sangue periférico de pacientes com hepatite C 

indica uma resposta regulatória, o que poderia estar relacionado com a o percentual de 

dos linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 encontrados no sangue durante esta avaliação. 

 Os linfócitos T CD8
+
 encontram- se em maior porcentagem no tecido hepático do que 

no sangue periférico corroborando a nossa hipótese de que estas células estejam 

migrando para o local da infeção.  

 Os dados demonstraram um padrão misto de liberação de citocinas no sangue, tanto 

pro-inflamatórias, como anti-inflamatórias e reguladoras. 

 O aumento de IL-10 em pacientes com padrão de fibrose hepática ≤F2 sugere um 

efeito protetor desta citocina nas lesões hepáticas induzidas pela resposta imune. 

  A frequência do polimorfismo de TNF- α – 308 foi semelhante a outros estudos e 

mostrou maior prevalência de indivíduos homozigotos. No entanto, um número 

amostral maior seria necessário para resultados conclusivos. 
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APÊNDICES 

 

Apêndice 01: Termo de aprovação do comitê de ética  
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Apêndice 2: Termo de Consentimento Livre E Esclarecido (TCLE) dos pacientes com 

hepatite C 

  

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 

 

 Você está sendo convidado para participar de um estudo que irá avaliar os efeitos 

provocados pelo vírus da hepatite e pela gordura depositada nas células do seu fígado, 

este estudo será conduzido na FMTAM, av pedro teixeira no 25, manaus am, fone 3238 17 

11, tendo como investigador principal o médico Flamir da Silva Victoria Fone (092) 998-

20583, CRM AM 2166.  

 As autoridades de saúde exigem que você tome conhecimento do propósito e possíveis 

riscos desta investigação. Pedimos que você lesse este formulário de consentimento 

completamente e faça todas as perguntas que você possa ter antes de concordar em participar 

deste estudo. 

  

PROPÓSITO(S) DO ESTUDO:  

 Determinar o nível de funcionamento do seu fígado na presença de esteatohepatite 

(tipo de hepatite provocada por depósito de gordura nas células do seu fígado); Estudar os 

fatores risco para o desenvolvimento de alterações em outros órgãos; Avaliar as reações de 

defesa de seu organismo com esta forma de hepatite.  

 

DESCRIÇÃO DO ESTUDO: 

 Se você for um voluntário para este estudo, será solicitado durante as consultas que 

responda a perguntas sobre seu histórico médico e será feito um exame físico. Serão coletadas 

amostras de sangue de uma de suas veias do braço para confirmar a presença do vírus da 

hepatite B, C, D ou HIV em seu sangue. Outros testes de sangue também irão verificar como 

o seu fígado funcionando e como o seu organismo reage a este tipo de doença. Se você não 

estiver infectado por um destes vírus, estiver grávida, apresentar etnia indígena ou tiver menos 

que 18 anos ou mais que 65 anos não irá participar deste estudo ou apresentar cirrose 

descompensada. Você deverá ser submetido a um exame de ultrassom do fígado para verificar 

o tamanho e o aspecto do órgão.  
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NOVOS ACHADOS:  

 Você será informado sobre qualquer nova informação obtida durante o curso do 

estudo, que possa afetar a evolução da sua doença.  

 

CONFIDENCIALIDADE: 

 Você tem o direito à privacidade. Todas as informações obtidas neste estudo que 

possam ser identificadas com o seu nome permanecerão de forma confidencial tanto quanto 

possível. Seu nome não será revelado em nenhum relatório ou publicação resultante deste 

estudo sem seu expresso consentimento. Os indivíduos envolvidos neste estudo e em seus 

cuidados médicos, monitores qualificados e autoridades de saúde podem inspecionar e copiar 

seus registros médicos quando apropriados e necessários. 

 

PARTICIPAÇAO VOLUNTÁRIA:  

 Sua decisão em participar deste estudo é voluntária. Você pode decidir por não 

participar deste estudo. Uma vez que você decida por participar neste estudo, você pode 

retirar seu consentimento e finalizar sua participação a qualquer momento. Se você decidir 

por não participar ou se retirar a sua participação do estudo, você não será punido ou perderá 

quaisquer benefícios aos quais você tem direito. Isto não ira afetar seus cuidados médicos 

futuros.  

 

DESCONTINUAÇAO DO ESTUDO:  

 Seu médico, o responsável pelo estudo ou seu representante legal poderá finalizar a 

sua participação neste estudo a qualquer momento sem seu consentimento. Você será retirado 

do estudo caso você deixe de seguir as orientações para a participação no estudo.  

 

COMPENSAÇAO DE DANOS:  

 Se você vier a sofrer qualquer dano físico como resultado direto do estudo, você 

receberá todos os cuidados médicos providos pela Instituição na qual o estudo se realizou. A 

reparação de eventuais danos está disponível a você sem quaisquer compensações financeiras 

decorrentes do dano. Você não abrirá mão de seus direitos legais ao assinar o termo de 

consentimento informado. 
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DÚVIDAS:  

 Se você tiver alguma duvida sobre a pesquisa ou seus direitos como paciente de 

pesquisa durante ou após o estudo, você pode contatar o Dr Flamir da Silva Victoria no 

telefone (092) 9982-0583. Você pode também contatar o presidente do Comitê de Ética da 

FMTAM Dr Luis Carlos Lima Ferreira no telefone 3238-1711 (ramal 241).  

 

DECLARAÇAO DE CONSENTIMENTO:  

 Eu li neste formulário de consentimento. Tive a oportunidade de fazer todas as 

perguntas referentes a este estudo e minhas duvidas foram respondidas. Os riscos e benefícios 

deste estudo foram explicados a mim. Concordo livremente em participar deste estudo. Eu 

receberei uma cópia deste acordo. 

Paciente__________________________________________  

Responsável _______________________________________________  

Sexo do paciente: Masculino ( ) Feminino ( );  

Idade do paciente: __________anos;  

RG (do paciente ou do responsável legal);____________CPF______________  

Endereço_______________________________  

Cidade_________________________ Estado: AM  

CEP__________________ Fone_______________________  

 

Assinatura do Paciente ou Representante Legal 
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Apêndice 3: Termo para a realização de biópsia hepática em pacientes com hepatite C 

 

TERMO PARA A REALIZAÇÃO DE BIÓPSIA HEPÁTICA 

 

 O paciente abaixo identificado e firmado declara, para todos os efeitos legais, que 

foi informado de todas as contra-indicações, potenciais riscos e benefícios, e advertências 

relativas à indicação e contra-indicação da coleta da biópsia hepática.  

 O paciente abaixo identificado e firmado declara que foi informado pelo seu 

médico assistente abaixo identificado e firmado que apresenta evidências primárias de uma 

hepatopatia (doença hepática), porém, sem outros elementos de juízo (clínicos, laboratoriais, 

por diagnóstico de imagem) que permitam chegar a um diagnóstico adequado. Expressa, 

ainda, sua concordância e vontade em submeter-se ao procedimento cirúrgico (biópsia 

hepática) indicado e já referido, assumindo inteira responsabilidade e risco pelos eventuais 

efeitos indesejáveis que venham a ocorrer em decorrência do mesmo. 

Assim declara que:  

 1. Foi claramente informado pelo seu médico assistente abaixo identificado e 

firmado que a indicação da biópsia hepática estaria explicita em um instrumento de 

diagnóstico, avaliação prognóstica e possível indicação e/ou monitorização terapêutica.  

 2. Foi claramente informado pelo seu médico assistente abaixo identificado e firmado 

que a realização de biópsia hepática apresenta as seguintes contra-indicações:  

 

Concentração de protrombina inferior a 65%;  

Plaquetas inferiores a 80.000;  

Evidências de diversas diáteses hemorrágicas, previamente diagnosticadas;  

Níveis de glicemia superior a 200 mg/dL;  

Níveis de albumina sérica menor que 1,5 g/dL;  

Empiema pleural direito ou abscesso sub-frênico;  

Existência de cisto hidático, abscesso ou hemangiomas (tumor vascular) do fígado;  

Processo séptico peritoneal;  

Icterícia obstrutiva extra-hepática com colangite; 

Falta de colaboração do paciente (psicoses, estados demenciais, excitação psicomotora); 

Estados extremos de desnutrição ou caquexia;  

Qualquer tipo insuficiência respiratória;  

Impossibilidade de poder delimitar a macicez hepática. 
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 3. Foi claramente informado pelo seu médico assistente abaixo identificado e firmado 

que será internado na Unidade Hospitalar da Fundação de Medicina Tropical, com os 

seguintes exames de rotina, realizados previamente (uma semana antes da biópsia):  

- Bilirrubinas  

- Glicemia  

- Albumina  

- TAP/RNI  

- Hemograma  

- Ultra-som hepático  

 4. Foi claramente informado pelo seu médico assistente abaixo identificado e firmado 

que antes (24 horas) da internação, vários exames laboratoriais serão realizados, para 

avaliação (prévia) do ato e risco cirúrgico:  

 5. Foi claramente informado pelo seu médico assistente abaixo identificado e firmado 

das possíveis complicações e que os acidentes devidos a biópsia hepática são raros. A 

mortalidade habitualmente é menor que 0,002%. As complicações mais freqüentes são:  

 

- Dor no local da punção (25% dos casos);  

- Sensação de queimação na pele em decorrência da solução anestésica;  

- Sensação de queimação na pele em decorrência da solução anti-séptica;  

- Dor epigástrica no ato inspiratório;  

- Hemorragia, com aparecimento nas primeiras 24 horas, caracterizando-se por: dor 

abdominal espontânea ou na palpação, a princípio localizada no hipocôndrio direito, podendo 

estender-se para todo o abdome; quadro de abdome agudo cirúrgico; quadro de hipotensão 

(pressão baixa);choque (falência de alguns órgãos);  

- Hemotórax (sangue na pleura) f) pneumotórax (ar no pulmão);  

- Peritonite (infecção abdominal); 

- Punção de outras vísceras, tipo intestino delgado ou grosso (pneumperitônio);  

- Reações desfavoráveis pos anestésicos. 

 

 6. Foi claramente informado pelo seu médico assistente abaixo identificado e firmado 

que a coleta da biópsia hepática no centro cirúrgico da Fundação de Medicina Tropical será da 

seguinte maneira e procedimentos:  
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fígado por aspiração através de uma agulha, denominada de agulha de Menghini;  

a biópsia, será mantido repouso absoluto no leito cirúrgico 2 horas;  

 

 

 assistente, sempre 72 horas 

pós-biópsia hepática, sempre que necessário.  

abaixo identificado e firmado que 

após alta hospitalar seguirá piamente as seguintes orientações médicas:  

r 72 horas (relação sexual, caminhadas, levantar-se bruscamente quando 

deitado ou sentado, andar de cavalo, subir escadas, carregar peso, etc);  

trabalhos que exijam esforços físicos como levantar peso etc).  

 

Declaração final de consentimento  

 O paciente declara estar ciente de que pode suspender este procedimento a qualquer 

momento, inclusive no centro cirúrgico, sem que este ato implique em qualquer forma de 

constrangimento entre ele e seu médico, o qual se dispõe a continuar a orienta-Io e tratá-Io em 

quaisquer circunstâncias.  

 O paciente declara, ainda. Eu li este formulário de consentimento. Tive a 

oportunidade de fazer todas as perguntas referentes a este procedimento cirúrgico e firmo 

abaixo que todas as minhas dúvidas foram respondidas. Os riscos e benefícios deste 

procedimento cirúrgico foram explicados a mim. Concordo livremente em realizar tal 

procedimento cirúrgico (biópsia hepática). Eu receberei uma cópia deste acordo.  

 Finalmente, assim, o paciente faz sua adesão ao procedimento cirúrgico (biópsia 

hepática) de forma livre, por espontânea vontade e por decisão conjunta dele com seu 

médico assistente. 

Paciente:______________________________________________________  

Responsável Legal (quando for o caso):______________________________  

Sexo do paciente: ( ) Masculino ( ) Feminino; Idade do paciente:_____(anos)  

R.G. (do paciente ou responsável legal): _____________________________  

CPF (do paciente ou representante legal):_____________________________  

Endereço: _____________________________________________________  
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Cidade:____________UF________CEP___________Telefone___________  

_____________________________________________________________ 

Assinatura do Paciente  

_____________________________________________________________ 

Assinatura do Representante Legal  

(quando for o caso)  

Investigador Responsável: Flamir da Silva Victoria, CRMAM 2166, CPF: 19069430010. 

Endereço: Av. Pedro Teixeira, 25, Manaus. AM – Amazonas, CEP: 690400-00 Fone: (092) 

32381711. 
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Apêndice 4: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) dos candidatos a 

doadores de sangue. 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 

 

Você está sendo convidado para participar do grupo controle de pessoas saudáveis do 

projeto intitulado “Avaliação da angiogênese hepatocelular em pacientes infectados pelo vírus 

da hepatite C (VHC), portadores de Doença Gordurosa Não Alcoólica (DHGNA)”, este 

estudo será conduzido na Fundação de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas -

FHEMOAM em parceria com a FMT-HVD.  

O objetivo do projeto é estudar a angiogênese hepatocelular e traçar um perfil 

imunológico dos pacientes infectados pelo vírus da hepatite C no Amazonas.  

Se você for um doador de sangue voluntário e aceitar participar deste estudo, será 

solicitado durante a doação sanguínea a coleta de 20 ml do seu sangue periférico, que serão 

distribuídos em tubos com EDTA e gel separador, os quais serão processados com a 

finalidade de investigar as células do seu sistema imunológico e compará-las com as células 

de pessoas infectadas com o vírus da hepatite c. Assim poderá se observar quais as diferenças 

entres as células de pessoas saudáveis e pessoas infectadas com o vírus da hepatite c. Em 

nenhum momento você ou o seu sangue entrará em contato com o sangue de outro doador ou 

paciente. 

Todas as informações obtidas neste estudo que possam ser identificadas com o seu 

nome permanecerão de forma confidencial. Seu nome não será revelado em nenhum relatório 

ou publicação resultante deste estudo sem seu expresso consentimento.  

Sua decisão em participar deste estudo é voluntária. Você pode decidir por não 

participar deste estudo. Uma vez que você decida participar neste estudo, você pode retirar 

seu consentimento e finalizar sua participação a qualquer momento. 

Se você tiver alguma duvida sobre a pesquisa ou seus direitos como doador de sangue 

para a pesquisa durante ou após o estudo, você pode contatar Soriane de Souza Cruz , 

presencialmente ou pelos fones (092) 93569981/81816577.  

Eu li este formulário de consentimento livre e esclarecido e tive a oportunidade de 

fazer todas as perguntas referentes a este estudo e minhas duvidas foram respondidas. Os 

riscos e benefícios deste estudo foram explicados a mim. Concordo livremente em participar 

deste estudo como doador de sangue para representar o grupo controle saudável. Eu receberei 

uma cópia deste acordo.  

Voluntário doador de sangue__________________________________________  

Sexo do paciente: Masculino (  ) Feminino (  ); Idade do paciente: __________anos;  

RG: ____________________CPF:____________________  

Endereço:___________________________________________  

Cidade:_________________________ Estado:  

CEP:__________________ Fone:_______________________  

_____________________________________ 

Assinatura do doador de sangue 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



92 

 

ANEXOS 

 

Anexo 01: Artigo de Revisão 

 

FIBROSIS PROGRESSION IN CHRONIC HEPATITIS C 

 

PROGRESSÃO DA FIBROSE NA HEPATITE C CRÔNICA 

 

Soriane de Souza Cruz 
1, 2

, Adriana Malheiro
1,2 

 

1. Programa de Pós graduação em Imunologia Básica e Aplicada do Instituto de Ciências 

Biológicas da Universidade Federal do Amazonas – UFAM, Manaus, AM. 2. Departamento 

de Ensino e Pesquisa, Fundação de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas – FHEMOAM,  

Manaus, AM. 3. Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieria Dourado – FMT-HVD. 

 

 

 

Endereço para correspondência: Fundação de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas- 

FHEMOAM, Av. Constantino Nery, N° 4.397, CEP: 69050- 002, Chapada, Manaus, 

Amazonas, Brasil; 

Tel: 55 92 3655-0013; 9114-9478 

E-mail: malheiroadriana@yahoo.com.br 
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Resumo: A infecção pelo vírus da hepatite C (VHC) é a doença hepática relacionada com os 

maiores índices de morbidade e mortalidade devido as recorrentes complicações como 

progressão da fibrose e evolução para cirrose hepática e carcinoma hepatocelular. Em resposta 

a infecção pelo VHC, diferentes tipos celulares, como  miofibroblastos, células epiteliais e 

células imunes são ativadas e ocorre liberação de citocinas inflamatórias e fibrogênicas para a 

eliminação  viral. As falhas em eliminar o vírus resultam em agressão persistente do fígado, 

criando um ambiente favorável à fibrose, caracterizada pelo acúmulo excessivo de 

componentes da matriz extracelular, que inclui colágeno, fibronectina e ácido hialurônico, 

proporcionando um rearranjo histológico e molecular no tecido hepático. Este mecanismo 

conduz a uma diminuição funcional e em alguns casos falência do fígado. Estudos 

epidemiológicos revelam que a fibrose em pacientes expostos a infecção pelo VHC é 

altamente variável, pois, fatores do hospedeiro, incluindo consumo de álcool, co- infecção 

com VHB ou HIV são co- fatores que influenciam a evolução da doença. O conhecimento da 

progressão fibrose hepática tem implicações importantes para o prognóstico de doenças e 

indicam não somente resposta ao tratamento mas também reflete o desenvolvimento de 

cirrose. 

 

Descritores: Hepatites C, Fibrose, Cirrose 

 

 

Abstract: Hepatitis C virus (HCV) infection is related to higher rates of morbidity and 

mortality due to recurrent complications such as fibrosis progression, cirrhosis and 

hepatocellular carcinoma. In response to HCV infection , different cell types such as 

myofibroblasts , epithelial cells and immune cells are activated and occurs release of 

inflammatory and fibrogenic cytokines for viral clearance . The failure to eliminate the virus 

results in persistent liver injury, creating a favorable environment for fibrosis , characterized 

by excessive accumulation of extracellular matrix components , including collagen, 

fibronectin and hyaluronic acid , providing a histologic and molecular rearrangements in liver 

tissue . This mechanism leads to a decrease and in some cases functional failure of the liver. 

Epidemiological studies show that fibrosis in patients exposed to HCV infection is highly 

variable , therefore, host factors , including alcohol consumption , co -infection with HBV or 

HIV are co - factors that influence disease progression . The knowledge about liver fibrosis 

progression has important implications for the prognosis of disease, indicating not only 

treatment response, but also reflects the development of cirrhosis. 

 

Keywords: Hepatitis c, fibrosis, cirrhosis 
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INTRODUÇÃO 

A infecção pelo vírus da hepatite C (VHC) é a principal causa de doenças hepáticas 

em todo mundo. Estima- se que 170 milhões de pessoas estão infectadas pelo vírus, o que 

representa 3% da população mundial
45

. Em média 12% a 25% dos pacientes infectados 

alcançam a eliminação viral de forma espontânea e a maioria desenvolve a forma crônica da 

doença
9
 com evolução principalmente para fibrose, cirrose hepática e o carcinoma 

hepatocelular
36

. Por ano, mais de 350.000 mortes relacionadas à infecção pelo VHC são 

registradas
45

. 

A via de transmissão do VHC ocorre principalmente por exposição percutânea direta 

com sangue contaminado. Assim, o principal grupo de risco para adquirir a infecção são os 

usuários de drogas injetáveis, pessoas que realizaram transfusões sanguíneas antes de 1992 e 

profissionais da área de saúde
13

. 

A maioria dos indivíduos com hepatite C não demonstra qualquer sintoma durante a 

fase aguda da infeccão, dessa forma, muitos não sabem que tem doença, o que dificulta 

conhecer e investigar a fase inicial. No entanto, vários estudos têm demonstrado que 81% dos 

pacientes durante a fase aguda apresentaram diversos sintomas, que inclui fadiga, dor 

abdominal, falta de apetite, febre moderada e mialgia
5,22,43

. 

O tratamento para hepatite C realizado com interferon peguilado e ribavirina é 

frequentemente mal tolerado. Atualmente, outra terapias aprovada são com os inibidores de 

protease viral, telaprevir e boceprevir que agem diretamente no vírus e reacendem mairores 

chances de eliminação viral
10

, o que pode prevenir a evolução da doença em sua forma mais 

severa e assim diminuir os impactos na saúde global.  
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O VÍRUS DA HEPATITE C 

O vírus da hepatite C é um vírus de RNA envelopado de fita simples com polaridade 

positiva pertencente à família Flaviviridae, gênero Hepacivirus e codificado por uma 

poliproteína de aproximadamente 3.000 aminoácidos. Essa poliproteína é processada para 

produzir as proteínas estruturais Core, E1 e E2, a viroporin p7 e as proteínas não estruturais 

NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B
24

. 

A core forma o nucleocapsídeo viral e pode afetar as funções celulares do hospedeiro 

como transcrição gênica, metabolismo lipídico, apoptose e várias vias de sinalização
41

. As 

glicoproteínas do envelope viral, E1 e E2 são altamente glicosiladas e desempenham um 

importante papel na entrada do vírus nos hepatócitos
7,12

.  

As proteínas estruturais e não estruturais são separadas por uma membrana peptídica p7, 

que contribui na reunião de partículas virais juntamente com a NS2
38

. A NS3 forma um 

complexo estável com o co-fator NS4A e contribui para a clivagem da poliproteína viral. A 

NS4B induz alterações de membranas intracelulares, que participam no processo de 

replicação viral, com a contribuição da NS5A e NS5B que é a polimerase RNA dependente 
18

. 

O VHC tem 6 genótipos e subtipos descritos. Os genótipos 1 e 3 são mundialmente 

distribuídos e representam mais de 60% das infecções por VHC no mundo todo. O genótipo 2 

é frequentemente mais encontrado na Europa. O genótipo 3 é endêmico no sudeste da Ásia, o 

genótipo 4 é característico do oriente médio, Egito e África Central. Os genótipos 5 e 6 são 

encontrados respectivamente na África do Sul e Ásia
17

.  
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O CICLO DO VHC  

A entrada do VHC nos hepatócitos é dependente da molécula CD81
50

 e outros fatores 

adicionais como o receptor scavenger classe B tipo I (SR-B1), que junto com CD81 são as 

principais moléculas para a ligação da E2 do vírus na célula alvo
35

, além da proteína claudina 

1 ( CLDN-1), bem como as CLDN- 6, CLDN-9
23

  e a ocludina
21

. O VHC também liga a 

outras moléculas como os glicosaminoglicanos, o receptor da lipoproteína de baixa densidade 

(LDL) e algumas lectinas
33

. 

Após se ligar nos receptores das células alvos através de suas moléculas de ligação, o 

VHC faz a internalização e seu nucleocapsídeo é dispensado no citoplasma da célula. O RNA 

é então liberado do nucleocapsídeo e usado para a tradução de proteínas e replicação viral. A 

tradução do RNA viral começa pela ligação do iniciador 5`-IRES (sítio de entrada do 

ribossomo interno) ao ribossomo no retículo endoplasmático e produz uma única poliproteína 

processada por proteases celular e viral
8
. 

A proteína NS5A replica o genoma pela síntese da fita de RNA negativa, que serve 

como molde para a síntese da fita de RNA positiva. O processo de formação do 

nucleocapsídeo acontece no retículo endoplasmático. Posteriormente, o nucleocapsídeo 

envelopado matura-se no complexo de Golgi e novos vírus são produzidos e liberados por 

exocitose e começarão um novo ciclo
27

. 

Para continuar seu processo de replicação, o VHC interfere em várias vias de 

sinalização das respostas imunes antivirais através de processos de mutação que suas 

partículas sofrem e falhas nas respostas,4nj das células T específicas
2
. 
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IMUNOPATOGÊNESE DO VHC  

A primeira linha de defesa imunológica contra a infecção viral são os Interferons tipo I 

(IFNs I), uma citocina que combate a replicação viral nas células por estimular as respostas 

imunes inatas e adaptativas
39

. 

Na infecção pelo VHC, o IFN-I produzido células dendríticas plasmocitóides ativam 

as células naturais killer (NK) para eliminarem os hepatócitos infectados e assim estimulam as 

células dendríticas mielóides a secretarem o interferon-gama (IFN- γ), que por sua vez, ativa 

os macrófagos residentes no fígado, iniciando assim o processo inflamatório hepático
16

. 

As células dendríticas mielóides capturam os antígenos do VHC no fígado e seguem 

para os linfonodos, onde maturam e expressam o antígeno leucocitário humano (HLA) classe 

I e classe II e moléculas co- estimulatórias em sua superfície e iduzem as células T helper 

(Th) “naive” a se diferenciarem através da produção da citocina IL-12 em células Th1, que 

quando ativadas secretam IL-2 e IFN- γ e conduz à ativação e proliferação de células NK e 

linfócitos T citotóxicos (CTLs), que vão reconhecer os peptídeos do vírus junto ao HLA 

classe I na superfície da célula dendrítica e posteriormente seguirão para o fígado, onde 

reconhecem os antígenos do VHC na superfície do hepatócitos infectados e liberaram 

perforinas, granzimas e TNF- α , conduzindo à morte das células infectadas, aumento do 

processo inflamatório e o desenvolvimento da hepatite C
16

.  

A atividade inflamatória e formação de novas estruturas são fatores recorrentes na 

fisiopatologia das doenças hepáticas crônicas e suas complicações. Estes processos de reparo 

aos danos teciduais podem progredir para fibrose, cirrose, esteatose, carcinoma hepatocelular 

e morte
4
. 
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PROGRESSÃO DA FIBROSE NA HEPATITE C CRÔNICA 

A infecção pelo vírus da hepatite C é a doença hepática relacionada com os maiores 

índices de morbidade e mortalidade devido as recorrentes complicações como progressão da 

fibrose, cirrose hepática e carcinoma hepatocelular
20, 32

.  

Durante o processo de agressão hepática, a resposta inicial ao agente patológico é a 

inflamação aguda, nesta fase as alterações do fígado são transitórias e a arquitetura hepática 

pode ser restaurada em sua composição normal. Porém, se a lesão e inflamação crônica forem 

mantidas  podem conduzir a uma substituição progressiva do parênquima hepático por tecido 

cicatricial
15

. 

O recrutamento de células inflamatórias é um processo fundamental nas primeiras 

etapas do reparo tecidual. Inicialmente a inflamação é caracterizada por uma rápida infiltração 

de neutrófilos polimorfonucleares, acompanhados pelos monócitos, que se diferenciam em 

macrófagos na resposta às lesões e fazem parte da primeira linha de defesa da resposta 

imune
37,25 

A ativação de neutrófilos e macrófagos libera citocinas inflamatórias e fibrogênicas
19

 

conduzindo a erradicação do agente patogênico. As falhas em eliminar os patógenos resultam 

em agressão persistente no local de infecção e inflamação crônica, criando um ambiente 

favorável à fibrose
3
. A inflamação crônica e a fibrose contribuem em 45% das mortes no 

hemisfério ocidental
46

.  

A fibrose é caracterizada pelo acúmulo excessivo de componentes da matriz 

extracelular (CME), que inclui colágeno, fibronectina e ácido hialurônico, provenientes da 

interação entre diferentes tipos celulares, como os macrófagos, miofibroblastos e células 

epiteliais. Este mecanismo proporciona um rearranjo histológico e molecular no tecido 

lesionado, o que pode conduzir a uma diminuição funcional e em alguns casos falência do 

órgão afetado
47

. 
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A fibrose hepática é uma resposta dinâmica da lesão no fígado e resulta em deposição 

de matriz extracelular no espaço de Disse, área entre o hepatócito e sunusoide hepático no 

quais as células estreladas hepáticas residem e são as principais responsáveis pela fibrogenese 

do órgão, embora muitas células hepáticas sejam envolvidas neste processo. Nas fases 

iniciais, as células estreladas agem principalmente como reservatório de vitamina A e são 

ativadas pelas citocinas produzidas em resposta às lesões e macrófagos, promovendo a 

inflamação e fibrose
34

. 

Os macrófagos ativados regulam os CME através da liberação de quimiocinas, 

citocinas, espécies reativas de oxigênio (ROS) e fatores de crescimento.  Os fragmentos 

hialuronicos são fortes ativadores de células mononucleares e fibroblastos, assim induzem a 

expressão de várias citocinas (IL-1, IL-12 e TNF-α), quimiocinas (MPI-1A, MCP-1, IL-8), 

síntese de óxido nítrico induzível (iNOS) e disparam a expressão e secreção de macrófagos 

derivados da matriz metaloproteinases (MMP)
40

, enzima essencial na fibrose hepática, onde 

usam  MMP-13 para remodelar o tecido fibrótico. 

As espécies reativas de oxigênio (ERO) causam lesão através das mutações de DNA, 

oxidação de lipídios, proteínas e são produzidos em diversas doenças hepáticas como 

hepatites virais, doenças induzidas por álcool e doença hepática gordurosa. Nos hepatócitos 

infectados pelo VHC, a proteína core fixa-se a membrana mitocondrial e altera a homeostase 

do cálcio, aumentando a produção de ERO
26

.  

As células e citocinas do sistema imune desempenham importante papel no inicio e 

progressão da fibrose
30

. Estudos detectaram que há correlação entre as concentrações de 

citocinas do perfil Th1 e injúria hepática progressiva em pacientes com hepatite C crônica, o 

que pode levar a fibrose hepatica, enquanto as citocinas do perfil Th2 suprimem as respostas 

de Th1 e tornam a resposta imune mais branda
11

. 
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Na hepatite C crônica a persistência do processo de fibrose progressiva pode resultar 

em cirrose hepática. O estabelecimento da cirrose é tipicamente variável e lento, 

desenvolvendo-se por mais de 20 a 40 anos em pacientes com lesão hepática crônica. Esse 

ritmo de progressão é influenciado pelos fatores genéticos e ambientais
15

. 

Estudos epidemiológicos revelam que a fibrose em pacientes expostos a infecção pelo 

VHC é altamente variável, pois fatores do hospedeiro, incluindo consumo de álcool, co- 

infecção com o vírus da hepatite B (VHB) ou HIV são co- fatores que influenciam a evolução 

da doença
14,31,6

. 

A idade avançada é um dos fatores de risco mais importante para a progressão da 

fibrose hepática, que se desenvolve lentamente e demonstra baixa prevalência em pacientes 

mais jovens
44

. Os mecanismos exatos pelo quais a progressão da fibrose é mais acelerada na a 

idade avançada não estão bem definidos. As alterações da capacidade de regeneração do 

fígado e alterações do sistema imune podem desempenhar papéis importantes nesse 

processo
29

.  

O gênero também pode influenciar na progressão da fibrose, pois, entre os homens 

acontece de forma mais acelerada que nas mulheres
28

, sugerindo que os fatores hormonais 

podem ser importantes na regulação desse processo. A duração prolongada da infecção 

também tem sido associada com maior grau de fibrose hepática
49

. 

As respostas de células T específicas na hepatite crônica, apesar de diminuídas, são as 

principais responsáveis pelo desenvolvimento de fibrose e cirrose hepática, apesar dos 

indivíduos com a forma aguda da hepatite C possuirem respostas anti-virais de células T 

CD4
+
 e T CD8

+
 específicas quantitativamente maiores que os indivíduos com a forma 

crônica
29

.  
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Para avaliar a extensão e progressão da fibrose é realizada a biópsia hepática e 

posteriomente análises histológicas. No entanto, a extensão e classificação ainda não são 

precisas, pois a progressão da fibrose pode não ser linear
48,29,42

  

O conhecimento da progressão fibrose hepática tem implicações importantes para o 

prognóstico de doenças. As informações sobre os estados da fibrose na hepatite C não 

somente indicam resposta ao tratamento mas também refletem o desenvolvimento de 

cirrose
1,51

. 

 

CONCLUSÃO 

 A imunopatogênese da hepatite C é alvo de constantes estudos, no entanto muitos 

mecanismos que conduzem a forma crônica da doença devem ser exaustivamente 

investigados, principalmente os aspectos imunológicos e os fatores que interferem na resposta 

imune e que consequentemete determinam as principais complicações relacionadas ao vírus 

da hepatite C. 
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RESUMO 

A infecção pelo vírus da hepatite C (VHC) afeta aproximadamente 180 milhões de pessoas 

em todo mundo, representando um importante problema de saúde global. As principais 

complicações decorrentes da forma crônica desta doença são fibrose, cirrose hepática e 

carcinoma hepatocelular e estão relacionadas com altas taxas de morbidade e mortalidade. A 

resposta imune na infecção pelo VHC é mediada principalmente por células e citocinas, 

proteínas com funções pleiotrópicas essenciais contra agentes infecciosos. Neste estudo, 

investigamos as citocinas séricas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF- α, IFN- γ e IL-17 por 

citometria de fluxo utilizando o kit CBA ( Cytometric Bead Array) e relacionamos ao grau de 

fibrose, após biópsia hepática de 30 pacientes com hepatite c crônica e comparamos ao grupo 

controle sem infecção pelo VHC. Indivíduos com hepatite c mostraram média de intensidade 

de fluorescência (MIF) de citocinas aumentadas com relação ao grupo controle. No grupo 

diagnosticado com fibrose severa ≥F3 (N=10) foi caracterizada relevante frequência de 

indivíduos com alta produção de IL-2 (MIF acima do cut off 123.69) e baixa produção de IL-

10 (MIF abaixo do cut off 95.81), enquanto na fibrose moderada ≤F2 foi caracterizada 

relevante frequência de indivíduos com alta produção de IL-4 (MIF acima do cut off  132.99) 

e IL-10 (MIF acima do cut off  95.81). Conclusão: A alta produção de IL-10 foi associada 

com um papel anti- fibrogênico em pacientes com hepatite C. A atividade de citocinas 

inflamatórias e anti- inflamatórias é um evento dinâmico que pode influenciar a lesão 

hepática. O conhecimento sobre o mecanismo que controla a produção e secreção de citocinas 

durante a fibrose hepática pode contribuir para a identificação de um potencial marcador 

terapêutico para predizer a pogressao da doença e amenizar as complicações relacionadas à 

hepatite c. 
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INTRODUÇÃO 

A infecção pelo vírus da hepatite C afeta aproximadamente 180 milhões de pessoas 

em todo mundo, representando um importante problema de saúde global (SHEPARD et al., 

2005; ALTER, 2007; LAVANCHY, 2011; HAJARIZADEH et al., 2013). Em média 12% a 

25% dos pacientes infectados alcançam a eliminação viral espontânea, no entanto, a maioria 

desenvolve a forma crônica da doença (GERLACH et al., 2003). As principais complicações 

da hepatite c incluem fibrose, cirrose hepática e carcinoma hepatocelular e estão relacionadas 

com altos índices de morbidade e mortalidade (Lauer & Walker, 2001; Rauch et al., 2010).  

A resposta imune na hepatite C contribui não somente com a eliminação viral e 

imunidade protetora, mas também em alguns casos tem um potencial de ocasionar lesão 

hepática na resposta imune excessiva (Rehermann, 2009), que pode ser mediada por citocinas, 

proteínas secretadas por células imunes ativadas e apresentam funções pleiotrópicas 

essenciais contra agentes infecciosos (Hofmann et al., 2002).  

Estudos demonstraram que na hepatite C crônica, há correlação entre as concentrações 

de citocinas do perfil Th1 e lesão hepática progressiva, enquanto as citocinas do perfil Th2 

suprimem as respostas de Th1 e tornam a resposta imune mais branda (GIGI et al., 2008). A 

inflamação no fígado e destruição dos hepatócitos infectados estão associadas à produção de 

citocinas e pode resultar em  fibrose (Pawlotsky, 2004). 

A fibrose hepática tem implicações importantes para o prognóstico de doenças e 

decisões de terapia. As informações sobre os estados da fibrose não somente indicam resposta 

ao tratamento mas também refletem o desenvolvimento das principais complicações como a 

cirrose hepática (Afdhal et al., 2004; Ziol et al., 2005). 

 

 

 

 



109 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Aspectos Éticos: Os métodos utilizados no estudo e o termo de compromisso livre e 

esclarecido assinado por todos os indivíduos que aceitaram participar da pesquisa foram 

aprovados pelo comitê de Ética da Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira 

Dourado através do protocolo CAAE: 00330114000-09 e estão de acordo com a resolução 

196/96. 

Pacientes: Amostras de sangue periférico e tecido hepático foram coletados de 30 pacientes 

infectados pelo vírus da Hepatite C antes do início do tratamento para a infecção na Fundação 

de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT- HVD) em Manaus- Amazonas, 

Brasil, no período de setembro de 2011 a fevereiro de 2013. Foram incluídos no estudo 

pacientes com a infecção pelo VHC, de ambos os sexos, com idade entre 18 e 65 anos. Foram 

excluídos os pacientes co-infectados com os vírus da hepatite A, B, D, E, vírus da 

imunodeficiência adquirida (HIV), os que já haviam iniciado o tratamento para hepatite C e 

aqueles que apresentaram cirrose descompensada (Child-Pugh B ou C). O grupo controle para 

as análises das citocinas foi a partir de candidatos a doadores de sangue da Fundação 

Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas que não apresentaram resultados 

positivos nos testes de triagem sorológica, que incluem hepatites virais, HIV, Sífilis, Doença 

de Chagas e HTLV I e II. 

Análise histológica: para determinar a fibrose hepática, foi realizada biópsia do fígado em 30 

pacientes com a infecção pelo VHC, seguida de análise histológica no centro de patologia da 

FMT-HVD. O tecido hepático foi fixado em formaldeído tamponado a 3,7% e após 

desidratado com alcoóis e clareficado com xilol. Em seguida foi incluída em um bloco de 

parafina para os cortes de 4-5µm, os quais foram colocados em lâminas e corados com 

hematoxilina-eosina, reticulina, tricromina e PERLS. As lâminas histológicas foram 
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examinadas ao microscópio e suas imagens capturadas digitalmente para obtenção dos 

resultados de acordo com o escore METAVIR, que avalia a fibrose em F0, F1, F2, F3, F4, 

onde 0 representa a ausência de fibrose e 4 representa cirrose hepática. Foram diagnosticados 

20 pacientes com grau de fibrose moderada (≤F2) e 10 pacientes com grau de fibrose 

avançada (≥F3). 

Dosagem de citocinas no soro: A dosagem das citocinas séricas IL-2, IL- 4, IL-6, IL- 10, 

TNF-α, IFN- γ e IL- 17 foi realizada por citometria de fluxo, utilizando o kit Cytometric Bead 

Array (CBA, BD Biosciences Pharmigen, USA) de acordo com as especificações do 

fabricante.  

Análise Estatística: Para as análises estatísticas foi utilizado o software GraphPad prism ( 

San Diego, CA, EUA). As características clínicas e demográficas e a média de intensidade de 

fluorescência das cticocinas séricas entre os grupos controle e pacientes com hepatite C foram 

analisadas com o teste não paramétrico Mann- Whitney.  

Análise de indivíduos com alta produção de citocinas e assinatura de citocinas: Para esta 

análise foi utilizada a média de intensidade de fluorescência (MIF) das citocinas para realizar 

a comparação do perfil das citocinas entre os grupos controle, ≤F2 e ≥F3. Os grupos foram 

reunidos para obter- se um valor de cut off para cada citocina. Foi considerado indivíduo com 

alta produção de citocina quando o valor de MIF de cada citocina for acima do cut off, e com 

baixa produção de citocina o indivíduo abaixo do cut off. Esta análise referenciada como 

“assinatura de citocinas” proposta por Luiza- Silva et al., (2011) considera relevante quando a 

frequência (%) de indivíduos com alta produção de citocinas for acima do percentil 50. 

 

. 
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RESULTADOS 

Características da população de estudo 

Os pacientes com Hepatite C mostraram a média de faixa etária maior que os 

indivíduos do grupo controle (50 anos e 40 anos). O gênero masculino predominou o gênero 

feminino nos dois grupos estudados. Os genótipos do VHC nos indivíduos infectados foram 

representados em 70% pelo genótipo VHC- 1, 13% pelo genótipo VHC- 2 e 17% pelo 

genótipo VHC- 3.  As transaminases AST e ALT mostraram-se significativamente em 

maiores concentrações nos paciente com relação ao grupo controle (Tabela 1). 

 

Indivíduos com hepatite C crônica mostram altos níveis de citocinas na circulação 

A análise das citocinas séricas demonstrou um aumento significativo das citocinas 

pro- inflamatórias e de perfil Th1 (IL-2, IL-6, TNF-α e IFN-γ), perfil Th2, IL-4, perfil Th17, 

IL- 17 e a regulatória IL-10 nos indivíduos com hepatite C crônica quando comparada aos 

doadores saudáveis (Figura 1). 

Indivíduos com alta produção de citocinas entre grupos controle e pacientes com fibrose 

moderada e fibrose avançada na hepatite c crônica. 

Na análise de indivíduos com alta produção de citocinas, foi calculado o cut off de 

cada citocina reunindo todos os grupos (Controle, ≤F2, ≥F3) e obtendo cut off de IL- 2= 

123.69 , IL-4= 132.99, IL- 6= 147.29, IL- 10= 95.81, TNF- α = 85.08, IFN- γ= 58.63 e IL-

17= 62.20.  Foram considerados baixos produtores de citocinas aqueles indivíduos com os 

valores de MIF abaixo do cut off, e altos produtores os indivíduos com os valores das MIF 

acima do cut off ( Figura 2). A partir do cut off de cada citocina, foi utilizados os diagramas 

para calcular a frequências (%) dos indivíduos com alta produção de citocina em cada grupo 

(figura 3). Esta frequência foi utilizada para traçar o perfil de citocinas ascendente, 
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referenciado com assinatura de citocinas para cada grupo e posteriormente essas frequências 

foram sobrepostas com ilustra a Figura 4.  

No grupo controle nenhum individuo apresentou alta produção de citocinas, enquanto 

nos grupos ≤F2 e ≥F3 observou-se indivíduos com alta produção de IL-2, IL- 4, IL-6, TNF-α, 

IFN- γ e IL- 17. A citocina IL-10 mostrou- se no limite mínimo do percentil 50 no grupo de 

fibrose severa ≥F3, portanto não considerada com alta produção nos indivíduos deste grupo. 

Na fibrose severa ≥F3 é caracterizada uma assinatura de citocinas pro-

inflamatórias, enquanto na fibrose moderada ≤F2 é caracterizada uma assinatura de 

citocinas anti-inflamatórias. 

Na assinatura de citocinas é demonstrado alta produção de IL-2, IL-4, IL-6, TNF-α, 

IFN-γ e IL-17, nos indivíduos com hepatite c na fibrose moderada ≤F2 e fibrose avançada 

≥F3, enquanto o grupo controle não demonstrou esses parâmetros. A frequência de indivíduos 

com alta produção de IL-2 foi mais relevante na fibrose avançada ≥F3, enquanto a frequência 

de indivíduos com alta produção de IL-4 foi a mais relevante na fibrose moderada ≤F2 

(Figura 4). 

A alta produção de IL-10 tem um papel anti fibrogênico nos indivíduos com 

fibrose moderada ≤F2 em relação aos indivíduos com fibrose avançada ≥F3 

 A frequência de indivíduos com alta produção de IL-10, foi relevante somente no 

grupo de fibrose moderada ≤F2, quando comparados grupos (Controle, fibrose moderada ≤F2 

e fibrose avançada ≥F3). Quando comparados somente os grupos ( Fibrose moderada ≤F2 e 

Fibrose avançada ≥F3), obteve- se cut off de IL-2= 201.63, IL-4= 161.59, IL-6= 175.17, IL- 

10= 101.53, TNF= 120.835, IFN= 62.92, IL- 17= 104.39. Foi observado que a frequência de 

indivíduos com alta produção de IL-10 permaneceu relevante no grupo de fibrose moderada, 

sendo a única frequência acima do percentil 50 entre as citocinas neste grupo, enquanto no 
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grupo de fibrose avançada, a frequência de indivíduos com alta produção de IL-10 não 

mostrou- se relevante, sendo a de menor frequência (Figura 5). 

 

DISCUSSÃO 

 

A hepatite C é a doença hepática relacionada com os maiores índices de morbidade e 

mortalidade devido as recorrentes complicações como fibrose, cirrose hepática e carcinoma 

hepatocelular (Lauer & Walker, 2001; Rauch et al., 2010). A resposta imune na hepatite C 

tem um potencial de contribuir não somente com a eliminação viral e em alguns casos 

imunidade protetora, mas também ocasionar lesão hepática (Rehermann, 2009). 

Neste estudo, foram comparadas as citocinas do soro de pacientes com hepatite C e 

grupo controle. Nossos dados demonstram que as citocinas do perfil inflamatório, Th1 (IL-2, 

IFN-γ, IL- 6, TNF-α), anti- inflamatório Th2 (IL-4) e Th17 (IL-17) e a regulatória IL-10 tem 

concentrações significativas no soro dos indivíduos com hepatite C do que no grupo controle.  

Dados semelhantes foram demonstrados em alguns estudos que relataram o aumento 

das citocinas do perfil Th1, como IFN- γ e IL-2, as do perfil Th2, IL- 4 e a regulatória IL-10 

no soro de pacientes com hepatite C em relação ao grupo controle, apesar do perfil Th2 ter 

sido mais relevante que Th1 (Cacciarelli et al.,1996). Outros estudos enfatizam que em 

pacientes com hepatite C o perfil Th2 predomina ao Th1 ( Fan et al., 2000). No entanto, 

alguns autores relatam uma diminuição de IL-4 (Spanakis et al., 2002) e IL-2 (Zhang et al., 

2011), enquanto em outros estudos foi relatado um aumento significativo de IL-4 e Il-10 em 

pacientes com hepatite c com relação ao grupo controle (Reiser et al.,1997; Abayli et al., 

2003; Chen et al., 2007). Em contraste, outros autores não mostraram diferenças significativas 

entre os grupos estudados (Zekri et al., 2005). No entanto, outros estudos demonstram que 

tanto as concentrações de IL-2 e IFN-γ, quanto de IL- 4 e IL-10 apresentaram-se aumentadas 

no soro de pacientes com VHC em relação ao grupo controle (Sofian et al., 2012).  
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Na análise de indivíduos com alta e baixa produção de citocinas séricas entre o grupo 

controle e os grupos de pacientes com hepatite c com fibrose moderada (<F2) e o de fibrose 

avançada (>F3), demonstrou-se que o grupo controle não apresenta frequência relevante de 

indivíduos com alta produção de citocinas, enquanto no grupo de fibrose moderada (<F2) 

observou-se uma elevada frequência de indivíduos com alta produção de IL-4 (perfil Th2), 

principalmente, seguida de TNF-α, IL-2, IL-6, IL-17, IFN-γ e IL-10, enquanto o grupo de 

fibrose avançada >F3 demonstrou frequência elevada de indivíduos com alta produção de IL- 

2 (do perfil Th1),principalmente, seguido de TNF-α, IL-4, IL-6, IL-17, IFN-γ. A frequência 

de indivíduos com alta produção de IL-10 não mostra- se relevante nesse grupo. Estudos 

relatam que o desenvolvimento do perfil Th2 é promovido pela IL-4 e antagoniza o 

desenvolvimento de Th1, enquanto IFN-γ e IL-2 promovem o desenvolvimento de Th1 e 

antagoniza o desenvolvimento de Th2 (Wick et al., 2013). 

 Esses dados sugerem um papel importante da citocina IL-4 em controlar o 

desenvolvimento de lesões hepáticas, no grupo de fibrose moderada, enquanto IL-2 poderia 

contribuir para a evolução da fibrose avançada. Estudos demonstram que a troca de citocinas 

do perfil Th2 para Th1 tem sido associada com o aumento da atividade necroinflamatórias e 

fibrose hepática ( Sobue et al., 2001; Yamaki et al., 2005).  

No presente estudo a frequência de indivíduos com alta produção de IL-10 no soro 

mostrou- se relevante no grupo de fibrose moderada <F2 em relação ao grupo de fibrose 

avançada >F3, sugerindo uma atividade regulatória e anti- fibrogenica nesse grupo. 

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatória que regula negativamente a expressão de MHC 

II e moléculas co-estimulatórias nas células apresentadoras de antígenos (Steinbrink et al., 

1997), e inibe a ativação de células T via inibição da molécula co- estimulatória CD28 

(Taylor et al., 2007). A permanência da concentração de IL-10 aumentada durante a infecção 

pode promover persistência do processo patológico por suprimir as atividades de células T, 
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contribuindo assim para o declínio da resposta efetora contra os vírus (Cox et al., 2005), no 

entanto também previne o desenvolvimento de lesões mediadas pela excessiva resposta imune 

protetora (Mege et al., 2006). 

Tanto a deficiência ou superprodução de IL-10 pode ser responsável por lesões. A baixa 

produção desta citocina pode resultar no aumento das reações inflamatórias e 

consequentemente doenças autoimunes. Do contrário, a superprodução pode resultar no 

aumento da suscetibilidade a infecção viral ou câncer (Miyazoe et al., 2002).  

Estudos realizados por Aroucha et al. (2013) indicam um papel protetor de IL-10 em 

pacientes com fibrose moderada, pois apresentaram maiores concentrações de IL-10 quando 

comparados com indivíduos com fibrose avançada, reforçando a nossa hipótese de que a IL-

10 pode exercer um papel protetor na infecção pelo VHC em relação a evolução da fibrose 

hepática. Outros estudos enfatizaram o papel protetor de IL-10 utilizado no tratamento da 

hepatite C crônica, o qual teve diminuição da severidade da fibrose nos indivíduos envolvidos 

(Nelson et al., 2000). Em outros estudos com modelos animais, foi demonstrado que a 

ausência de IL-10 teve associação com a fibrose hepática (Louis et al., 1997; Thompsom et 

al., 1998). Em contraste a estes dados em um estudo realizado por Abayli et al., 2003, 

utilizando IL-10 e atividade histológica, não foi encontrada relação entre esses parâmetros. 

Em resumo, a assinatura de citocinas demonstra que em pacientes com fibrose 

moderada <F2 foi caracterizado maior frequência de indivíduos com alta produção de IL-4 

principalmente e presença de frequência relevante para IL-10, enquanto na fibrose avançada 

>F3 foi caracterizado maior frequência de indivíduos com alta produção de IL-2 

principalmente e menor frequência de IL-10, reforçando a hipótese do efeito protetor de IL-10 

nos indivíduos com fibrose moderada, como citado anteriormente.  

Portanto, a ação das citocinas inflamatórias, anti-inflamatórias e regulatórias é um 

evento dinâmico que vai influenciar a progressão da lesão hepática, contribuindo para 
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amenizar os danos causados pelos agentes patogênicos ou ainda regulando a resposta 

excessiva de células efetoras. Conhecer os mecanismos que controlam a produção e secreção 

das citocinas, durante a progressão da fibrose hepática pode contribuir na identificação de um 

potencial marcador terapêutico para avaliar a evolução da doença e amenizar as complicações 

relacionadas à infecção pelo vírus da hepatite C. 
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Tabela 1 

Característias clinicas, epidemiológicas e demográficas de pacientes com hepatite c e grupo 

controle. 

 

Características 
Controle (n= 28) 

[média ± SD] 

Pacientes (n=30) 

[média ± SD] 
P value 

Idade 40,29 ± 9,05 50,27 ± 8,65 - 

Masculino/Feminino 20/8 19/11 - 

 Genotipos VHC 

G- 1 - 21 (70%)          - 

G- 2 - 4 (13%)          - 

G- 3 - 5 (17%)         - 

Fibrose hepática 
≤ F2 - 20 (75%)          - 

≥ F3 - 10 (25%)          - 

AST (U/L) 26,75 ± 13,72 69,83 ± 65,13 < 0,0001 

ALT (U/L) 38,89 ± 38,27 95,93 ± 75,73 < 0,0001 
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Figura 01 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 
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Figura 1. Média de intensidade de fluorescência (MIF) de citocinas séricas IL-2 (A), IL-6 (B), TNF- α (C) e 

IFN- γ (D), IL-4 (E), IL-17 (F), IL-10 (G) entre grupo controle (     ) e pacientes com Hepatite C (     ). As 

citocinas foram determinadas por citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array). Os 

resultados são expressos  com média e desvio padrão. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste não 

paramétrico Mann Whitney. Foi considerada diferença estatística significante quando p < 0,05, representado 

por “*”. 
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Figura 02 
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Figura 2. Cut off de citocinas séricas entre grupo controle, pacientes VHC+ fibrose moderada, pacientes 

VHC+ fibrose avançada. Resultados são apresentados em média de intensidade de fluorescência (MIF). 

Indivíduos com valor de MIF acima da mediana (cut off) foram considerados com alta produção de citocinas 

(    ). Indivíduos com valor de MIF abaixo da mediana (cut off) foram considerados com baixa produção de 
citocinas (    ). 
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Figura 03 
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Figura 3 . Digrama de frequência de indivíduos com alta produção de citocinas nos grupos controle, ≤F2 e ≥F3. 

A frequência de indivíduos com alta produção de citocinas foi considerada relevante quando apresentou valor 

acima do percentil 50 e foram destacadas e sublinhadas. Cada retângulo representa um indivíduo. O retângulo 

branco (      ) representa indivíduo com baixa produção de citocina e o retângulo preto (        ) representa indivíduo 

com alta produção de citocinas. N= número de indivíduos, High= indivíduos com alta produção de citocinas, (%) 

Frequência de indivíduos com alta produção  de citocinas. 
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Figura 04 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 4: Assinatura de citocinas do grupo controle, pacientes VCH+ com fibrose moderada e paciente VHC+ 

com fibrose avancada (A). A frequência ascendente de indivíduos com alta produção de citocinas séricas 

reunidas e expressas no gráfico. A frequência foi considerada relevante quando o valor foi acima do percentil 50 

e destacado pelo (*). (B) Sobreposição das assinaturas de citocinasentre grupo controle, pacientes VCH+ com 

fibrose moderada e paciente VHC+ com fibrose avançada. Foram consideradas relevantes apenas as frequências 

acima do percentil 50 e destacadas por um retângulo 
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Figura 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Assinatura de citocinas entre pacientes VCH+ com fibrose moderada e paciente VHC+ com fibrose 

avancada (A). A frequência ascendente de indivíduos com alta produção de citocinas séricas reunidas e 

expressas no gráfico. A frequência foi considerada relevante quando o valor foi acima do percentil 50 e 

destacado pelo (*). (B) Sobreposição das assinaturas de citocinas entre pacientes VCH+ com fibrose moderada e 

paciente VHC+ com fibrose avançada. Foram consideradas relevantes apenas as frequências acima do percentil 
50 e destacadas por um retângulo. 
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