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O vírus da hepatite C crônica (VHC) é causa de doença hepática crônica afetando cerca de 3% 

da população mundial, aproximadamente 170 milhões de pessoas. Investigações sobre a 

resposta imune em indivíduos infectados com HCV é justificável pelo fato desta constituir 

doença infecciosa cujas alterações imunológicas têm relação direta com o desenvolvimento e a 

manutenção da infecção. Este projeto visou avaliar aspectos que compõem a resposta imune 

de pacientes com hepatite C crônica com diferentes graus de lesão hepática. Foram incluídos 

no estudo pacientes VHC+ (n=83), genótipo 1, pré-tratamento, os quais foram estratificados 

conforme o grau de fibrose hepática determinada por biópsia (classificação METAVIR), 

compondo: G1 (n = 15) pacientes nos estágios F0 (nenhuma fibrose) + F1 (fibrose em 

expansão dos espaços porta); G2 (n = 21) pacientes no estágio F2 (poucas fontes de fibrose 

nos espaços porta); G3 (n = 15) pacientes em estágio F3 (início da formação de nódulos); G4 (n 

= 32) pacientes em estágio F4 (fibrose severa); G5 (n = 16) doadores de sangue voluntários 

(grupo controle). Foram avaliadas características imunofenotípicas de subpopulações de 

leucócitos do sangue periférico (células NK totais, NKdim, NKbright, células dendríticas mielóides e 

plasmocitóides, monócitos clássicos e pro-inflamatórios, linfócitos T CD4+/CD8+), níveis de 

citocinas e quimiocinas plasmáticas (TGF-β, TNF-α, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL8, 

CXCL9, CXCL10), analisando a relação destes com a progressão da fibrose. Todas as 

frequências das subpopulações leucocitárias avaliadas estão alteradas em portadores de 

hepatite C crônica comparados com indivíduos saudáveis. Além disso, há correlação entre o 

grau de fibrose e a quantidade de linfócitos T CD4, T CD8, monócitos pro-inflamatórios e 

células NKbright circulantes. Níveis aumentados de TNF-α foram observados em pacientes 

cirróticos (G4) e TGF-β nos grupos VHC+ com moderada fibrose hepática (G2 e G3). As 

quimiocinas plasmáticas CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10, CXCL8/IL-8, CCL2/MPC-1, 

CCL5/RANTES, MIP-1α estão aumentadas em pacientes com hepatite C crônica e CXCL10/IP-

10 tem correlação positiva com a severidade da lesão hepática. Os resultados sugerem que, em 

conjunto, biomarcadores circulantes, podem ser úteis na predição de estágios de inflamação e 

fibrose hepática nos pacientes portadores de hepatite C crônica. 
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The chronic hepatitis C virus (HCV) is the cause of chronic liver disease affecting about 

3% of world population, approximately 170 million people.  Investigations of the immune 

response in individuals infected with HCV is justifiable because this form infectious 

disease whose immunological changes are directly related to the development and 

maintenance of infection. This project aimed to evaluate aspects that make up the 

immune chronic hepatitis C patients with different degrees of liver damage response. 

The study included patients HCV+ (n = 83), genotype 1, pretreatment, which were 

classified according to the rate  of hepatic fibrosis determined by biopsy (METAVIR 

classification), composed of: G1 (n = 15) patients in stages F0 (no fibrosis) + F1 (fibrosis 

expansion of port spaces), G2 (n = 21) patients in the F2 stage (few sources of fibrosis 

in portal ), G3 ( n = 15 ) patients with stage F3 (early nodule formation),  G4 (n = 32) 

patients with stage F4 (severe fibrosis), G5 (n = 16) volunteer blood donors (control 

group). Immunophenotypic characteristics of subpopulations of peripheral blood 

leukocytes (total NK cells, NKdim , NKbright , myeloid dendritic cells and plasmacytoid , 

classical monocytes, pro- inflammatory CD4 + / CD8 + cells), cytokine levels and plasma 

chemokines (were evaluated TGF-	
  β , TNF - α , CCL2 , CCL3 , CCL4 , CCL5 , CXCL8 , 

CXCL9, CXCL10), analyzing their relationship with the progression of fibrosis.  All 

frequencies of evaluated leukocyte subpopulations are altered in patients with chronic 

hepatitis C compared with healthy subjects. In addition, no correlation between the 

degree of fibrosis and the amount of CD4, CD8, pro-inflammatory monocytes and 

circulating NKbright cells.  Increased levels of TNF-α were observed in cirrhotic patients 

(G4) and TGF - β in HCV + groups with moderate hepatic fibrosis (G2 and G3). Plasma 

chemokine CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10, CXCL8/IL-8, CCL2/MPC-1, CCL5/RANTES, 

MIP-1α are increased in patients with chronic hepatitis C and CXCL10/IP-10 has 

positive correlation with the severity of liver injury. The results suggest that use of the 

circulating biomarkers together can be useful predicting stages of inflammation and 

hepatic fibrosis in patients with chronic hepatitis C. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A hepatite C é uma das principais causas de doenças crônicas do fígado, 

afetando cerca de 3% da população mundial, aproximadamente 170 milhões de 

pessoas. A maioria das pessoas infectadas, cerca de 70%, progride para a fase crônica 

da doença, podendo desenvolver cirrose ou carcinoma hepatocelular. (KUO et al., 

1989; LLOYD, 2006;DUSTIN; RICE, 2007; SOLDEVILLA et al., 2011; WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2012). 

 

1.1. Morfologia do vírus, ciclo de replicação e transmissão do HCV 
  

A hepatite C é consequência de uma infecção por vírus hepatotrópico 

denominado Hepatitis C Virus (HCV) ou vírus da hepatite C (VHC). É um vírus de RNA, 

pertencente à família Flaviviridae, gênero Hepacivirusde pequeno tamanho, variando de 

30 a 80nm, possuindo uma cadeia de 9.600 nucleotídeos. (FERREIRA; SILVEIRA, 

2004; THIMME et al., 2006; MAJEAU et. al., 2009; SKLAN, 2009) (Figura 1). 

O genoma do vírus é constituído por uma molécula de RNA que contém 

aproximadamente cerca de 9500 nucleotídeos que codificam as informações para a 

replicação viral. A cadeia de RNA é composta por duas regiões terminais altamente 

conservadas e não codificadoras (UTR) 5’ e 3’, e entre estas uma única fase de leitura 

aberta (ORF do inglês open reading frame), que codifica uma poliproteína com cerca de 

3011 aminoácidos. No polo N-terminal essa proteína é clivada em três proteínas 

estruturais o nucleocapsídeo viral (core), envelope um (E1), envelope dois (E2), que 

estão envolvidas na organização arquitetural do VHC. No polocarboxi-terminal a 

poliproteína é clivada em seis proteínas não estruturais NS2, NS3, NS4 (NS4A e 

NS4B), NS5 (NS5A e NS5B), e NS6, responsável pelo ciclo biológico do vírus (Figuras 

1 e 2). (WELLNITZ et al., 2002; MAUS et al., 2010; CHAYAMA et al., 2011; ROQUE- 

CUÉLLAR et al., 2013).  

Cada proteína estrutural exerce uma função específica com relação ao ciclo 

biológico do vírus. NS2, NS3 e NS4A, são proteínas envolvidas nas atividades 

proteolíticas, NS4B está relacionada com a formação de complexos de replicação, 



	
  

	
  

NS5A com a ligação do RNA, epor fim a formação da RNA dependente RNA 

polimerase. (LLOYD et al., 2007) (Figura 2). 

 
Figura 1: Morfologia do vírus da hepatite C. 

  (Fonte:http://www.torontoliver.ca/content/hepatitisc.html). 

 

 
 

Figura 2 – Estrutura do genoma do vírus VHC  
(DUSTIN; RICE, 2007) 

 
 
 

 

 
 

 

 

 

O VHC apresenta ampla variabilidade genômica, que pode estar associada à 

atividade da enzima RNA polimerase no momento da transcrição. Devido a essa 

variação houve uma caracterização de seis genótipos enumerados de 1 a 6, que ainda 

são subdivididos em grupos. As cepas variam entre si, podendo ainda obter variações 

do VHC que são denominadas de quasispecies, que sugere mutações acumuladas 

durante a replicação viral. Sua taxa de replicação é de 1012vírions ao dia, e sua taxa de 

mutação é relativamente alta, perfazendo 10-3 substituições de nucleotídeos ao ano. 



	
  

	
  

(MELO et al., 2003). No Brasil os genótipos mais frequentes encontrados são os 

genótipos 1, genótipo 3, seguido respectivamente do genótipo 2. (LIANG et al.,2000; 

STRAUSS, 2001; CHAVALIEZ ; PAWLOSTSKY, 2007; SKLAN et al., 2009 ; DST-AIDS 

E HEPATITES VIRAIS, 2011 ; BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO, 2012).  

O VHC penetra no organismo através da corrente sanguínea, e por tropismo 

segue para o fígado, podendo passar por diversos órgãos e infectá-los. Sabe-se que o 

VHC é um vírus hepatotrópico e linfotrópico, podendo também se replicar em linfócitos 

T e B de indivíduos que possuam hepatite C crônica. (MAC DONALD et al., 2002). O 

VHC também possui a capacidade de infectar sítios extra-hepáticos, favorecendo então 

o aparecimento de variantes virais e diminuir o seu reconhecimento pelo sistema imune 

do hospedeiro. (GIANNINI; BRÉCHOT, 2003).  

A entrada do VHC na célula se dá através da ligação da proteína do envelope 

lipídico E2 com a molécula de superfície CD81 presente em hepatócitos e linfócitos. 

(PILERI et al., 1998; FANG et al., 2006; SKLAN et al., 2009).  

A molécula CD81 é um membro da família das tetraspaninas, contém quatro 

domínios transmembranares, sendo dois domínios extracelulares e dois intracelulares. 

As tetraspaninas estão envolvidas em diversas funções fisiológicas e numerosos 

processos relacionados a doenças infecciosas. CD81 é expresso na superfície de 

vários tipos de células e possui um grande espectro de atividades biológicas. O CD81 é 

descrito na literatura como um dos receptores de células B, T e hepatócitos, que facilita 

a entrada do vírus VHC. (PILERI et al., 1998; SOLDEVILLA et al., 2010). 

Após a interação da proteína E2 com a molécula CD81, o VHC entra na célula 

por endocitose e no citoplasma acontece a tradução do RNA mensageiro e o 

processamento de suas poliproteínas, depois disso, há a replicação do RNA viral e 

novos vírus são envelopados e liberados para infectar novas células hospedeiras, 

completando novo ciclo. (LINDEBACH; RICE, 2005; FANG et al.,2006; SKLAN et al., 

2009). (Figura 3) 

 
 
  



	
  

	
  

 
 
 

Figura 3: Ciclo de replicação do VHC. 

(Fonte: http://thebileflow.wordpress.com/2011/02/07/lecture-hcv-viral-kinetics/). 

 

 

A 

transmissão do vírus VHC ocorre de duas formas: transmissão parenteral e a não 

parenteral. A infecção parenteral acomete indivíduos que receberam transfusão de 

sangue e/ou hemoderivados, antes de 1993, sendo o VHC encontrado nos 

concentrados de hemácias, plasmas, plaquetas e fatores da coagulação. Usuários de 

drogas intravenosas, pessoas que tiveram exposição percutânea, como tatuagem, 

piercing, em consultórios odontológicos, podólogos, manicures, com uso de material 

não estéril. Já a infecção não parenteral é a possibilidade de se adquirir o vírus pela 

transmissão sexual, porém esta via de transmissão é pouco freqüente, ocorrendo mais 

em pessoas com múltiplos parceiros e com prática sexual de risco. Líquidos orgânicos 



	
  

	
  

como leite materno e sêmen também podem conter o vírus e constituir-se como fonte 

de infecção. (BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO, 2011; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2012). 

 
1.2. Fatores virais e do hospedeiro 

 
Alguns fatores virais contribuem para a progressão da doença crônica do VHC, 

idade no momento da infeção pelo vírus, o inóculo da infecção, citopatogenicidade 

direta do vírus, genótipo viral, esteatose hepática, síndrome colestática, hepatite aguda 

lobular induzida por VHC, e apoptose. (GREMION; CERNY, 2005, SILVA et al., 2005). 

Estudos de Cholet e colaboradores (2004) demonstram que a proteína do core e 

NS5A, estão presentes nas superfícies de vesículas lipídicas, alterando seu 

metabolismo, causando a esteatose, que influencia a progressão da doença em relação 

ao grau de fibrose na hepatite C crônica. 

Em relação ao genótipo do vírus, o mais frequente é o genótipo 1b, que acarreta 

pior resposta terapêutica, porém discutível de ser o causador de lesões hepáticas mais 

graves. O genótipo viral 3 é frequentemente relacionado com a formação de esteatose 

e por isso considerado citopático. (NEGRO, 2006; STRAUSS, 2001). 

Fatores do hospedeiro são classificados como extrínsecos e intrínsecos. Os 

fatores intrínsecos estão relacionados à idade, gênero masculino, raça negra, diabete 

mellitus, índice de massa corpórea e obesidade, sistema imune, fatores genéticos e 

grande quantidade de ferro encontrada no fígado. Fatores extrínsecos são aqueles que 

poderiam ser evitados para amenizar os efeitos causados no individuo com hepatite C 

como uso de álcool, tabagismo, coinfecção com outros vírus (HIV, HBV, HTLV, entre 

outros). (SILVA etal., 2012). 

 

1.3. Fibrose – lesões hepáticas 
 

A fibrose resulta de um processo dinâmico onde ocorre desequilíbrio entre 

síntese da matriz extracelular (extracellularmatrix - ECM) e sua degradação. Alguns 

estudos têm relacionado ativação das células estreladas hepáticas (hepaticstellatecells 



	
  

	
  

- HSCs) e dos miofibroblastos (myofibroblasts - MF) na patogênese da fibrose hepática. 

(POYNARD et al., 1997; SCHUPPAN et al., 2003; BATALLER; BRENNER, 2005; XU et 

al., 2011). 

Na fase aguda de doenças hepáticas a fibrogênese é balanceada pela fibrinólise, 

pela remoção do ECM por enzimas proteolíticas, sendo as metaloproteinases (MMPs) 

as mais importantes. Com a repetição da injúria a fibrogênese prevalece sobre a 

fibrinólise, resultando no excesso de deposição de ECM, caracterizando fibrose.  

A fibrose hepática ocorre durante doenças hepáticas crônicas e é dirigida por 

respostas inflamatórias a injúria tecidual, a qual frequentemente leva a um estágio final 

de cirrose, caracterizado pela formação de nódulos densos, fluxo sanguíneo hepático 

alterado e disfunção imune. (BATALLER; BRENNER, 2005; ALLOMAN; TACKE, 2010; 

ALLOMAN et al., 2011). 

Recentes achados experimentais têm fornecido evidências de que a inflamação 

intra-hepática é altamente regulada por processo envolvendo o recrutamento e a 

diferenciação de distintas populações de células imunes dentro do microambiente 

hepático. (BATALLER; BRENNER, 2005; ALLOMAN; TACKE, 2010;  ALLOMAN et al., 

2011). 

Alterações iniciais na histologia do fígado são caracterizadas pelo acúmulo de 

células inflamatórias e deposição de ECM em torno da veia porta. Em doenças 

hepáticas, inclusive na hepatite C, a fibrose é definida pelo acúmulo anormal de matriz 

extracelular, tendo a inflamação papel crucial. HSCs são as principais produtoras de 

matriz no fígado, quando ativadas atuam na injúria, diferenciando-se em miofibroblastos 

e adquirindo propriedades contráteis, pró-inflamatórias e fibrogênicas. Há evidências 

que um substancial número de citocinas pró-inflamatórias regula a função das HSCs. 

As vias de ativação das HSCs incluem aquelas que provocam a iniciação e também 

mantém a perpetuação da fibrogênese. Dentre os estímulos de iniciação podemos citar 

a infecção pelo VHC. Após a iniciação, miofibroblastos são caracterizados pelo 

aumento da proliferação, migração e relativa resistência a apoptose. (BATALLER; 

BRENNER, 2005) (Figura 4). 

 



	
  

	
  

Figura 4: Formação da fibrose hepática. A) Mudanças na arquitetura do fígado associada com avançada 
fibrose hepática. B) Injúria hepática crônica com infiltrado de linfócitos inflamatórios no parênquima 
hepático. 

(BATALLER; BRENNER, 2005) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sabe-se que a taxa de progressão da fibrose define a história natural da hepatite 

C, pois, em última análise, a progressão da fibrose leva à distorção da arquitetura 

hepática e cirrose. A realização da biópsia hepática permite identificar o grau de 

envolvimento histológico da doença, de tal forma que se pode avaliar o grau de 

estadiamento estrutural e necro-inflamatório apresentado pelo paciente. (SANTOS; 

CORREA, 2004).  

Uma forma de avaliar a gravidade da doença é através do estadiamento da 

fibrose hepática. Para isso, a classificação mais utilizada atualmente é o escore do 

sistema METAVIR, onde F0 significa ausência de fibrose, F1 fibrose portal sem septos, 

F2 expansão fibrosa com poucos septos, F3 numerosos septos podendo visualizar 

esboços de nódulos e F4 cirrose. O grau de fibrose é o maior preditor na progressão da 

hepatite C crônica. (POYNARD, 1997;  BOUSIER et al., 2009; CASTERA, 2011). 

 



	
  

	
  

1.4. Sistema Imune e alterações hepáticas causadas pelo HCV 
 

O balanço entre a sensibilidade, efetividade, especificidade e rapidez da resposta 

imune inata e adaptativa do hospedeiro associadas à replicação do vírus contribuem 

para a eliminação ou persistência da infecção. (BROWN; NEUMAN, 2001). 

O hospedeiro responde rapidamente à infecção viral pela resposta imune inata, 

produzindo citocinas pró-inflamatórias como IFN-γ, TNF-α, que favorecem a ativação de 

células NK, bem como a atividade de apresentação de antígenos por fagócitos, dentre 

os quais se destacam as células dendríticas e monócitos. (KANTO; HAYASHI, 2006; 

DUSTIN; RICE, 2007; ISAGLUTIANS 2003; LLOYD et al.,2007; AKIRA, 2011). 

O alto percentual de infecção crônica pelo VHC pode ser devido à possibilidade 

do VHC não induzir uma resposta imune eficiente ou pela ativação de mecanismos de 

escape agindo contra a resposta imune protetora. 

 
1.4.1. Subpopulações de Monócitos 

Monócitos constituem uma população de leucócitos circulantes que mediam 

funções essenciais da imunidade inata incluindo fagocitose e produção de citocinas. 

Têm importante papel na patogênese de desordens inflamatórias, pois são precursores 

de macrófagos teciduais e células dendríticas Apesar de não se conhecer a função dos 

monócitos de forma esclarecida, estudos sugerem que os mesmos atuariam em 

mecanismos da homeostase do vaso sanguíneo. Sendo assim em processos 

inflamatórios e infecciosos, eles seriam as primeiras células a extravasarem para o 

tecido nas primeiras duas horas do processo e a se diferenciarem em macrófagos oito 

horas depois, desenvolvendo rápida e transitória resposta inflamatória. (ROBBINS; 

SWIRSKY, 2010).  

Macrófagos derivados de monócitos perpetuam respostas inflamatórias após 

dano hepático como uma condição prévia para a fibrose do órgão. Em humanos, 

monócitos consistem em células CD14+/CD16- denominados em clássicos ou 

inflamatórios, e CD14+/CD16+, como não clássicos, residentes ou pró-inflamatórios. 

(ZIMMERMANN et al., 2010). 



	
  

	
  

Zimmemann e colaboradores (2010) apontam a necessidade de investigar a 

relevância das subpopulações de monócitos para a fibrose do fígado e hipotetizam que 

grandes níveis de monócitos não clássicos circulantes apontam funções inflamatórias e 

pró-fibrogênicas em pacientes durante a progressão da doença do fígado. Em seus 

trabalhos verificaram que a subpopulação CD14+/CD16+ foi significantemente 

aumentada em pacientes com doença hepática crônica em comparação ao grupo 

controle. Além disso, segundo os mesmos, monócitos CD14+/CD16+, mas não 

CD14+/CD16-, podem diretamente, ativar a produção de colágeno. Durante a 

progressão da fibrose em modelos murinos, macrófagos derivados de monócitos 

liberam citocinas perpetuando a inflamação crônica, como também, ativam diretamente 

as HSC, resultando em sua proliferação e diferenciação em MF produtores de 

colágeno. 

Zimmermann e colaboradores (2010) ressaltam ainda que monócitos 

CD14+/CD16+ que se acumulam no fígado fibrótico/cirrótico, são importantes fontes de 

mediadores pró-inflamatórios, assim perpetuando a inflamação crônica. 

Robbins & Swirsky (2010) sugerem que estudos que avaliem as diferentes 

funções de subgrupos de monócitos são relevantes para compreender os processos 

envolvidos na iniciação e resolução de processos inflamatórios. 

 

1.4.2. Subpopulações de Células Dendríticas 
As células dendríticas (DendriticCells - DCs) são apresentadoras de antígenos 

especializadas, as quais desempenham papel importante na imunidade frente às 

infecções, constituindo um elo entre imunidade inata e adaptativa. (MAC DONALD et 

al., 2002). 

DCs circulantes migram para o sítio da inflamação, capturam o vírus ou 

antígenos virais, processam e migram para os tecidos linfóides para induzir a resposta 

imune antígeno-específica in vivo.  

Usando citometria de fluxo pesquisadores têm analisado a frequência de DCs 

circulantes em infecções virais crônicas, enquanto outros tem focado a migração e 

mobilização induzida por fatores hematopoiéticos. Para avaliar DCs por citometria de 



	
  

	
  

fluxo são necessárias peculiaridades para assegurar a caracterização fenotípica destas 

células distinguindo-as das demais. Células NK e NKT podem expressar níveis 

intermediários de CD11c, e a exclusão dessas células durante análise de DC é 

importante devido ao envolvimento destas durante a fibrose. (WERTHEIMER, 2004; 

CICINNATI, 2008;  GOUTAGNY, 2004; TSUBOUCHI, 2004; SWIECHI, 2011; 

ALLOMAN; TACKE, 2010; ALLOMAN et al., 2011). 

 No sangue, DCs estão presentes de forma imatura e podem ser distintas por não 

expressarem marcadores específicos de linhagens (CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, 

CD56) e expressarem altos níveis de HLA-DR. Células dendríticas humanas são 

divididas em duas populações celulares baseadas em marcadores fenotípicos e função:  

§ DC mielóide (mDC) expressam CD11c e estão associadas com captura de 

antígenos, ativação de células T e habilidade para secretar IL-12;  

§ DC plasmocitóides (pDC) expressam CD123 e produzem altos níveis de IFN-α 

que tem importante papel no controle de infecções virais (WERTHEIMER et al., 

2004, ALMEIDA et al., 2005; CRUVINEL et al., 2010; GONÇALVES et al., 2010; 

MAECKER et al., 2012). 

 

Poucos estudos tem retratado a frequência de subpopulações de DCs (mDC e 

pDC) no sangue periférico de pacientes portadores de hepatite C crônica, mostrando 

uma tendência à diminuição quando comparados com controles saudáveis. Há uma 

correlação positiva entre a diminuição destas células e o nível de IFN-I circulante. 

Pacientes que estão em tratamento com IFN-α também apresentam baixos níveis de 

pDCs e mDC periféricas, assim como ocorre em pacientes infectados pelo HIV. 

(TSOUBOUCHI et al., 2004; SZABO; DOLGANIUC, 2005 ; CICINNATI, 2008; LAI et al., 

2007; KUSHWAH ; HU, 2011). 

Não há um consenso sobre a frequência de mDC no sangue periférico de 

pacientes VHC. Alguns estudos confirmam ser similar entre pacientes e grupo controle, 

enquanto outros reportam ser significantemente menor. Com relação às pDCs trabalhos 

têm mostrado frequência significantemente reduzida em pacientes com hepatite 

crônica. 



	
  

	
  

DCs podem potencialmente ser capazes de modular a regressão da fibrose 

através da secreção de metaloproteinases (MMPs) que podem ajudar no 

remodelamento da matriz extracelular após a causa da injúria ser descontinuada. Além 

disso, DCs ativam células NKs, uma população de linfócitos conhecida por atenuar na 

progressão da fibrose hepática através da eliminação de células produtoras de matriz. 

(DOLGANIUC; SZABO, 2011; ALLOMAN et al., 2011). 

Intensos esforços objetivando compreender o papel das DCs no sucesso do 

clearance viral versus o estabelecimento da infecção crônica são emergentes. 

(DOLGANIUC; SZABO, 2011). 

 

1.4.3. Células Natural Killers 
Células natural killers (NK) são essenciais na resposta imune inata, 

correspondem a aproximadamente 30% do total de células linfóides no fígado e 

representam 15% do total de linfócitos no sangue periférico. (DOHETY; O’FAREELY, 

2000; KANTO; HAYASHI, 2007; SRIVASTAVA et al., 2008; NALESNIK; KANTO, 2010). 

Recentemente estudos têm sugerido que subpopulações de NKs respondem à 

ativação principalmente com produção de citocinas. A maioria das NKs (>95%) constitui 

subpopulação citolítica e expressa fenotipicamente CD56lowCD16+. Essas migram para 

sítios inflamatórios e portam perforinas que rapidamente medeiam citotoxicidade. Uma 

menor subpopulação de NK no sangue (<5%) tem fenótipo CD56highCD16-, não têm 

perforinas, mas secretam grande quantidade de IFN-γ e TNF-β após ativação e são 

superiores às NKs CD56low nestas funções (FERLAZZO; MUNZ, 2004).  

Em viroses hepatotrópicas, como a hepatite C, para sobreviver no órgão, o vírus 

tem que evitar ou superar a resistência antiviral inata oriunda das células NKs 

(GOLDEN-MASON; ROSEN, 2006; MELHEM et al., 2006; GAO et al., 2007).  

Kondo e colaboradores (2011) verificaram que células NK regulam e balanceiam 

a ativação e inibição de sinais mediados por diferentes expressões de receptores. Uma 

importante função é a produção de IFN-γ que recruta células inflamatórias intra-

hepáticas, e ativa outras células NKs, macrófagos, células apresentadoras de antígeno, 



	
  

	
  

linfócitos B e elementos da imunidade adaptativa como a linfócitos T e suas respostas 

Th1 e Th2. (AGRATI et al.,2002). 

A maioria das células NK está presente no fígado exercendo papel citotóxico, 

produzindo IL-4 e IFN-γ, porém também produzem outras citocinas como IL-1, IL-12 e 

estimulam a maturação de células dendríticas. Desta forma, na infecção pela hepatite 

C, atuam induzindo necrose ou apoptose da célula infectada, sinalizando a presença do 

vírus (JANEWAY et al., 2007; NORRIS, et al., 2003). 

SegundoThimme e colaboradores (2006) o VHC inibe os genes receptores de 

ativação das células NK, diminuindo a ação dessas células, reduzindo o número e 

função das mesmas nos indivíduos cronicamente infectados.  

Golden-Mason e colaboradores (2008) têm demonstrado que na infecção crônica 

pelo VHC a frequência de CD56low é reduzida e CD56high aumentada com resposta 

inadequada, contribuindo à persistência viral e diminuição de seus níveis tanto no 

fígado quanto no sangue (GOLDEN-MASON; ROSEN, 2006; KANTO; HAYASHI, 2007). 

(Figura 5). 
 
Figura 5:Subpopulações de células NK e as suas principais características fenotípicas e funcionais. a) 

Representa a subpopulação CD56bright e b) representa a subpopulação CD56dim (COPPER, 
2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



	
  

	
  

Dados clínicos mostram que a atividade de células NKs é inversamente  

correlacionada com a regeneração hepática em pacientes VHC e pacientes com 

hepatite fulminante. Todavia, células NKs não apenas desenvolvem papel importante 

contra patógenos, mas também estão envolvidas na indução da injúria hepática e na 

inibição da reparação. Recentes estudos têm mostrado que células NKs estão 

envolvidas na regulação da fibrose hepática. 

Embora não exista consenso se a atividade das células NKs está diminuída em 

pacientes infectados pelo VHC, existe uma correlação inversa entre atividade das 

células NKs e a fibrose hepática na infecção crônica pelo VHC, sugerindo que células 

NKs podem regular negativamente a fibrose. Entretanto o tratamento com IFN-α, 

potente ativador de células NKs, tem sido utilizado para amenizar fibrose hepática em 

pacientes infectados com VHC que respondem à terapia, bem como em pacientes com 

falha terapêutica na resposta à eliminação do vírus. Os efeitos antifibrogênicos de IFN-

α são importantes para mediar, através de inibição direta, a proliferação e ativação das 

células HSC (GAO et al., 2007) 

O papel das células NKs na fibrose hepática em humanos ainda é pouco claro. 

Alguns autores demonstraram que elas podem induzir a apoptose de células HSC in 

vitro. Uma correlação inversa foi verificada entre atividade de células NKs e o grau de 

fibrose hepática em pacientes com VHC crônico, sugerindo a inibição da fibrose pelas 

células NKs (GAO et al., 2007). 

 
1.4.4. Linfócitos T CD4+/CD8+ 

Na imunidade adaptativa, linfócitos T possuem uma ampla variedade de funções 

em relação à infecção viral. São identificados por receptores específicos denominados 

de receptores de células T (TCR), que expressam receptores αβ ou γδ. (CHANG, 2003; 

BOWEN; WLAKER, 2005).  

Linfócitos T αβ são subdivididos em populações conhecidas como CD4+ e CD8+, 

que reconhecem as moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de 

classe II e I respectivamente. As células T CD4+ são denominadas de células T 

auxiliares e as células T CD8+  denominadas de células T citotóxicas. 



	
  

	
  

A produção de citocinas pelas células T CD4+ e CD8+ pode desempenhar 

importantes funções na resposta do hospedeiro contra o vírus, e em alguns casos, 

contribuir para o desenvolvimento de danos hepatocelulares (ABAILY et al., 2003). 

 

1.4.5. Papel de citocinas e quimiocinas na inflamação e fibrose hepática 
induzidas pelo vírus HCV 

 Muitas citocinas e quimiocinas têm sido relacionadas na literatura com 

importante papel em pacientes infectados pelo vírus VHC e/ou no processo da 

fibrogênese.  

 Quimiocinas são pequenas citocinas quimiotáticas (8-12 kDa), as quais recrutam 

diretamente células imunes para sítios específicos. Elas têm papel importante em 

doenças hepáticas agudas e crônicas, podem afetar diretamente a biologia de células 

residentes no fígado, como células estreladas hepáticas e hepatócitos durante as 

respostas inflamatórias e teciduais. É salutar o potencial destas moléculas tanto no 

processo inflamatório quanto na fibrogênese, os quais conduzem a progressão da 

doença hepática. Tem sido mostrado que quimiocinas tem relevante participação na 

patogênese da infecção pelo VHC, pelos altos níveis detectados no sangue periférico e 

no fígado. (KANG; SHIN 2011, WASMUTH et al., 2010, LARRUBIA et al., 2008). 

Metade das quimiocinas conhecidas pertence à família CC. Muitas são 

detectadas em sítios inflamatórios ativos e em tecidos lesados e são os principais 

atraentes de células T, células B, monócitos, eosinófilos e basófilos. 

Em resposta à injúria hepática neutrófilos migram para o local da infecção 

através do estímulo de citocinas e quimiocinas. Tendências distintas da expressão de 

quimiocinas têm sido observadas em células de Kupffer (CXCL8), células do endotélio 

sinusoidal (CCL2), hepatócitos (CXCL8), linfócitos (CCL3), células estreladas hepáticas 

(CCL2), regulação de linfócitos T (CCL5), atividade de células estreladas hepáticas 

(TIMPs) (SHUPPAN et al., 2003; NEUMAN et al., 2012). 

A CCL2 (monocytechemoattractantprotein 1- MCP-1) é uma das melhores 

quimiocinas caracterizadas no fígado. Ela é secretada por hepatócitos, células de 



	
  

	
  

Kupffer e células do epitélio biliar após dano biliar ou tóxico. Células estreladas 

hepáticas são também rica fonte de CCL2.  

CCL3 (MIP-1α) e CCL4 (MIP-1β) são produzidas por hepatócitos, células 

epiteliais sinusoidais hepáticas e células epiteliais biliares. Estudos mostram aumento 

destas quimiocinas no fígado e no sangue periférico de pacientes infectados 

cronicamente pelo VHC (KANG; SHIN, 2011; FLORHOLMEN et al., 2010).  

CCL5 (RANTES) é outra quimiocina potencialmente importante no fígado. Ela 

estimula a proliferação de HSCs humanas. Estudos têm mostrado alta expressão de 

mRNA do CCL5 em pacientes com doenças hepáticas crônicas. Outros reportam o 

aumento do nível desta quimiocina no soro de pacientes HCV comparado ao grupo 

controle (WASMUTH et al., 2010; FLORHOLMEN et al., 2010) 

 Quimiocinas CXC, caracterizadas por um único aminoácido não conservado 

entre os resíduos de cisteína N-terminal, são o segundo maior grupo de quimiocinas. A 

função principal é atrair neutrófilos para o tecido lesado e inflamação, são importantes 

na fase inicial da inflamação e durante a reparação no fígado.  

Dentre elas podemos citar CXCL8 (também denominada IL-8). Altos níveis 

séricos estão associados com a severidade da fibrose hepática. Pacientes com 

estágios mais severos de fibrose (F2 a F4) tem níveis significativamente mais elevados 

de CXCL8 que pacientes com grau mais leve de fibrose (F0/F1). Estes dados estão em 

concordância com a alta expressão de mRNA CXCL8 dentro do fígado de infectado por 

VHC (WASMUTH et al., 2010; KANG; SHIN, 2011). 

CXCL9 (MIG), CXCL10 (IP-10), CXCL11 (I-TAC; IP-9) e CXCL4 (PF-4) têm sido 

consideradas interessantes na inflamação hepática e correlacionadas com a severidade 

da inflamação em pacientes infectados pelo VHC. A CXCL9 é produzida em altas 

concentrações por células endoteliais hepáticas, hepatócitos e HSC. Com a injúria 

hepática a produção desta quimiocina no fígado por células residentes promove a 

retenção de células que expressam CXCR3 (ligante de CXCL9). Quando a resposta 

imune falha no controle da replicação viral, células infectadas no fígado secretam IFN-γ, 

que induz quimiocinas como CXCL9, CXCL10 e CXCL11, as quais resultam na 

migração de células mononucleares não específicas para o fígado, sendo estas 



	
  

	
  

incapazes de controlar a infecção, mas resultam em dano hepático persistente. Vários 

fatores estão envolvidos no processo de inflamação crônica, incluindo citocinas como 

IL-6, TNF-α, TGF-β, fator de crescimento de hepatócitos, fator de crescimento 

epidermal, CCL21 e PDGF (XU et al., 2011; WASMUTH et al., 2010).  

O TGF-β é um forte indutor da fibrogênese em células efetoras de fibrose 

hepática, especialmente em HSCs e MFs. Ele é liberado durante a inflamação, a 

regeneração tecidual e fibrogenese. O dano imunomediado é ligado à fibrogenese, mas 

o caráter da resposta imune determina a progressão da fibrose. (SCHUPPAN et al., 

2003; NEUMAN et al., 2012). 

Uma forte correlação entre o grau de inflamação e TNF-α tem sido encontrada, 

apontando a possibilidade de utilizá-lo como biomarcador do grau de inflamação 

hepática.  

 

1.5. Biópsia Hepática 
Baseado no “Protocolo clínico e diretrizes terapêuticas para Hepatite Viral C e 

coinfecções”, publicado pelo Ministério da Saúde em 2011, a biópsia hepática é um 

procedimento invasivo essencial para o estadiamento da hepatite crônica e definição da 

necessidade do tratamento. É indicada por permitir a retirada de fragmentos das áreas 

distantes da cápsula de Glisson, já que as áreas subcapsulares mostram muitas 

alterações inespecíficas. 

Na hepatite crônica, a inflamação é predominantemente portal. O diagnóstico 

histológico baseia-se na presença de infiltrado inflamatório portal predominantemente 

linfocitário, número variável de plasmócitos e histiócitos seguidos de grau variável de 

atividade periportal, atividade parenquimatosa e fibrose. O padrão histológico hepático 

complementa a abordagem de pacientes com doença hepática, sendo que o tratamento 

será definido com base no grau de fibrose. Quando não recomendado o tratamento, a 

avaliação histológica hepática deve ser realizada em intervalos de três a cinco anos.  

A biópsia hepática percutânea não deve ser realizada quando o paciente 

apresentar obesidade mórbida e possibilidade de lesões hepáticas vasculares. 



	
  

	
  

De acordo com o consenso, as aminotransferases [transaminases – 

aspartatoaminotransferase (AST) e alaninoaminotransferase (ALT)] são marcadores de 

agressão hepatocelular. Na hepatite C crônica elas apresentam-se elevadas chegando 

a quinze vezes o valor normal. Em indivíduos assintomáticos, pode ser o único exame 

laboratorial sugestivo de dano hepático. 

Acreditamos que outros marcadores laboratoriais não invasivos, de maior 

sensibilidade e especificidade, possam auxiliar na avaliação de dano hepático em 

pacientes com hepatite C crônica, incluindo aqueles para os quais a biopsia não é 

indicada. 

 

1.6. Ação das enzimas alanino aminotransferase (ALT) e aspartato 
aminotransferase (AST) na hepatite C crônica. 
 
 As enzimas séricas alanino aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase 

(AST), as transaminases, monitoram as funções hepáticas. Apesar de não serem 

totalmente específicas para o fígado (em particular AST), níveis elevados de soro 

podem indicar possível injúria hepática de causas variadas como por hepatites virais, 

alcoolismo, toxicidade hepática relacionada a excesso de drogas entre outras. (TSUI et 

al., 2012). 

 Alguns pacientes infectados pelo vírus C apresentam persistência de níveis 

normais de ALT durante todo o processo de infecção. (GRAMENZI et al., 2005; SINN et 

al., 2013). 

 A quantificação das transaminases constitui uma ferramenta de baixo custo 

utilizada para detectar doenças hepáticas. Os valores de referencia variam de acordo 

com gênero, sendo considerados como constituídos da média da dosagem no soro de 

indivíduos saudáveis com variação de até dois desvios (SINN et al., 2013). 

 Alguns pacientes apresentam persistência de níveis normais de ALT, os quais 

geralmente apresentam doença hepática leve, porém quando níveis de ALT tornam-se 

anormais esses pacientes podem exibir uma significante progressão para fibrose 

hepática ou desenvolvem carcinoma hepatocelular. (CALLEJA et al., 2012). 



	
  

	
  

 Níveis de ALT e AST também são fatores associados à progressão da hepatite 

C, assim como níveis de alfa-fetoproteína, além de outros fatores já conhecidos. Uma 

análise de regressão verificou que níveis de plaquetas, idade, níveis de AST e ALT 

foram significantemente associada com a progressão da doença em homens (SIIN et 

al., 2013). 

 

Investigações sobre a resposta imune em indivíduos infectados com HCV são 

justificáveis pelo fato desta constituir doença infecciosa cujas alterações imunológicas 

têm relação direta com o desenvolvimento e a manutenção da infecção. Nossa 

proposta baseia-se na avaliação de uma combinação de biomarcadores circulantes, os 

quais podem ser úteis na predição e monitoramento de estágios de inflamação e fibrose 

hepática nos pacientes portadores de hepatite C crônica. 

	
  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	
  

	
  

2. Objetivo Principal: 
 

Avaliar aspectos da imunidade inata e adaptativa, incluindo fenótipos celulares, 

níveis de citocinas e quimiocinas plasmáticos e correlacionar os achados com 

diferentes graus de lesão hepática em portadores de hepatite C crônica. 

	
  

3. Objetivos Específicos 
 

§ Avaliar a frequência de subpopulações de leucócitos circulantes nos portadores 

de hepatite C crônica comparados a indivíduos saudáveis; 

§ Correlacionar as frequências das subpopulações celulares circulantes com o 

grau de lesão hepática dos pacientes, segundo a classificação METAVIR; 

§ Dosar citocinas plasmáticas TGF-β e TNF-α, correlacionando com lesão 

hepática; 

§ Dosar quimiocinas plasmáticas CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10, CXCL8/IL-8, 

CCL2/MPC-1, CCL5/RANTES, CCL3/MIP- MIP-1α, CCL4/MIP-1β e avaliar se há 

associação dos seus níveis com o grau de lesão hepática nos pacientes 

VHC+comparados ao grupo controle. 

	
  

	
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	
  

	
  

4. CASUÍSTICA E MÉTODOS 

Foram incluídos neste estudo 83 indivíduos portadores crônicos do vírus VHC, 

genótipo 1, pré-tratamento, atendidos no ambulatório de Gastroenterologia da 

Faculdade de Medicina de Botucatu e no Serviço de Atendimento Especializado de 

Infectologia “Domingos Alves Meira”, UNESP, separados em grupos conforme a 

classificação METAVIR, que classifica os graus de fibrose hepática. Os grupos foram 

constituídos conforme descrição abaixo: 

G1 – n = 15: pacientes nos estágios F0 (nenhuma fibrose) + F1 (fibrose em 

expansão dos espaços porta);  

G2 – n = 21: pacientes no estágio F2 (poucas fontes de fibrose nos espaços porta);  

G3 – n = 15: pacientes em estágio F3 (início da formação de nódulos);  

G4 – n = 32: pacientes em estágio F4 (fibrose severa);  

G5 – n = 16: indivíduos sadios, doadores de sangue voluntários, os quais 

representarão o grupo controle.  

Critérios de Inclusão: Foram incluídos no estudo pacientes e doadores que 

forneceram consentimento livre e esclarecido (TCLE) por escrito,idade superior ou igual 

a18 anos, de ambos os sexos, pacientes VHC com diagnóstico confirmado por PCR, 

estabilidade clínica e função hepática preservada. 

Critérios de Exclusão: Coinfecções com HIV, HBV, HTLV, uso de álcool 

frequente (mais de duas respostas afirmativas no teste CAGE - vide ficha clínica) e 

gestantes. 

 

A coleta de dados foi realizada em ficha clínica própria (Anexo 1)incluindo: 

Nome, RG, data de nascimento, sexo, grau de fibrose, genótipo, data da biópsia 



	
  

	
  

hepática, data do diagnóstico sorológico, data provável do contágio, causas (prováveis) 

da infecção, avaliação de consumo de álcool (Teste CAGE). 

O presente trabalho obteve parecer favorável do Comitê de Ética em Pesquisa 

da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, local de realização da pesquisa sob o 

protocolo número 4173-2012. 

 

4.1. Coleta da amostra para imunofenotipagem e armazenamento de plasma 
 

Foram coletados dois tubos de sangue total (5mL de cada) com anticoagulante 

EDTA ou K2 (Vacutainer), levados ao Laboratório de Citometria de Fluxo do 

Hemocentro de Botucatu – UNESP, para processamento em até duas horas após 

coleta, para assegurar a integridade de proteínas circulantes (citocinas e quimiocinas), 

objetos do estudo. Um tubo foi destinado às imunofenotipagens realizadas em sangue 

total, no mesmo dia da coleta. Para tanto, foram mantidas à temperatura ambiente até o 

momento do processamento. Outra amostra, foi destinada às dosagens de citocinas e 

quimiocinas, foi  mantida à 4ºC imediatamente após a coleta, centrifugada a 300g por 

10 minutos, o plasma aliquotado em microtubos Eppendorf® e congelado a -80ºC em no 

máximo 2 horas após a coleta. O concentrado de hemácias e a camada de buffy-coat 

que restaram no tubo-mãe foram desprezados. 

4. 2. Imunofenotipagens por citometria de fluxo 

 Alíquotas de 100uL de sangue total foram inseridas em tubos de poliestireno 

(12X75mm), próprios para uso em citômetro de fluxo, incubadas com anticorpos 

monoclonais conjugados com fluorocromos, por 20 minutos à temperatura ambiente e 

protegidas de luz. Após marcação, as hemácias foramlisadas com 900uL de FACS 

LysingSolution® - BD, para otimizar a posterior análise de leucócitos. Após 15 minutos 

de incubação, a amostra foi centrifugada a 300g por 5 minutos. Retirou-se o 

sobrenadante e adicionou-se500uL de PBS (0,015M pH 7,4) e o processo de lavagem 

é repetido. Ao final, acrescentou-se 300uL de PBS para ressuspender as células e 



	
  

	
  

procedeu-se à leitura em citômetro de fluxo modelo FACSCalibur® (BD), constituído de 

4 detectores de fluorescência. Controles isotípicos apropriados são utilizados. 

 

Os marcadores de superfície celulares avaliados foram:  

4.2.1. Monócitos 

− Monócitos Clássicos CD45+/CD14+/CD16- 
− Monócitos Não Clássicos (Pró-inflamatórios)  
− CD45+/CD14+/CD16+ 

4.2.2. Células Natural Killers 

− CD45+PerCP/CD3-FITC/CD16+APC/CD56+PE 

4.2.3. Células Dendríticas 

− Lineage Cocktail (CD3/CD14/CD16/CD19/CD20/CD56)FITC 
− HLA-DR-PerCP 
− CD123-PE 
− CD11c-APC 

o Dendríticas plasmocitóides (pDC) Cocktail-/HLA-
DR+/CD123+/CD11c- 

o Dendríticas mielóides (mDC) Cocktail-/HLA-DR+/CD123-/CD11c+ 

A aquisição e análise dos dados foram realizadas no programa CellQuest™, 

empregando-se diferentes estratégias de análises. 

4. 3. Imunofenotipagens 
 
4.3.1. Imunofenotipagem de Células Dendríticas 

 

Para determinação de subclasses de células dendríticas (DCs) em sangue 

periférico, caracterizando células dendríticasplasmocitóides (pDC) e mielóides (mDC), 

dois marcadores específicos foram utilizados: CD123 (Anti-IL-3Ra) e CD11c 

respectivamente. Ambas populações de DCs expressam altos níveis de HLA-DR e 



	
  

	
  

baixos níveis de marcadores de outras linhagens celulares expressos em monócitos, 

linfócitos e células NK. Os marcadores de linhagem específicos são marcados com um 

único fluorocromo, sendo denominadococktail de linhagem,o qual contém CD3, CD14, 

CD16, CD19, CD20 e CD56, marcados com fluorocromo FITC. Além disso, o ensaio 

permite identificação de basófilos que são negativos para o cocktail de linhagem e 

expressam níveis similares de CD123 como a subclasse de DCsplasmocitóide (CD123), 

mas podem ser distintos por sua falta de expressão de HLA-DR. 

 Foi realizado ensaio de quatro cores com os anticorpos monoclonais: 

LineageCocktail 1 (Lin 1) - FITC com os marcadores: CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, 

e CD56. Anti-CD123-PE, Anti-CD11c-APC e Anti-HLA-DR-PerCP. 

 Para aquisição, inicialmente foi feito gráfico do tipo dotplotdos parâmetros 

tamanho celular versus granulosidade (forwardscatter-FSC x sidescatter-SSC), com 

gatedenominado R1 na região de leucócitos totais, excluindo debris (restos celulares, 

hemácias, plaquetas, etc.) (Figura 6). 
 
Figura 6: DotPlot tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) com gate R1 selecionando toda população 

de leucócitos, excluindo debris. 
 

 

 

 

 

 
 

 Em relação ao gate R1, um segundo dotplot foi feito correlacionando os 

marcadores Anti-HLA-DR (PerCP) e LineageCocktail (FITC). Dot Plot  (Lineage 

Cocktail) FITC x (Anti-HLA-DR) PerCP. Desenhou-se Gate R2 que seleciona população 

HLA-DR+ e LineageCocktaildim ou negativa, de modo a excluir  outras linhagens 

celulares (linfócitos, monócitos e células NK), positivas para Lineage Cocktail-FITC. 

(Figura 7) 

 



	
  

	
  

Figura 7: Ensaio de quatro cores em sangue total. Região R2 inclui HLA-DR+ e LineageCocktaildim ou 
negativo. 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Em seguida, outros dois dotplots foram criados. Sendo os eventos oriundos do 

gate R2. (Figura 8). 

 
Figura 8: Ensaio de 4 cores com sangue total. Região R3 define basófilos, R4 define DCs CD123+ e R5 

define CD11c+. 
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Dois dot plots criados para aquisição das DCs mielóides e plasmocitóides. A) 

Anti-HLA-DR (PerCP) x CD123 (PE), gate R4 na região duplo positiva caracterizando 

DCsplasmocitóides. B) Anti-HLA-DR (PerCP) x CD11c (APC), R5 em HLA-DR+/CD11c+ 

caracterizando DCs mielóides. Um quinto dot plot foi feito usando CD123 (PerCP) e 

CD11c (APC), através de um gate lógico R6, cuja fórmula foi G6 = NOT R3 AND R1 



	
  

	
  

AND R2 AND (R4 OR R5), permitindo selecionar apenas as populações de DCs de 

interesse, dentro dos gates R4 e/ou R5 excluindo as demais populações dos outros 

gates. É importante ressaltar que o gate R3 foi feito no dotplot Anti-HLA-DR x CD123 

para excluir a população de basófilos que expressa altos níveis de CD123. Foram 

adquiridos 50.000 eventos em R1 para cada amostra. 

 
4.3.2. Imunofenotipagens de células NK 
 

 A tela de aquisição foi desenhada para permitir a separação das subpopulações 

de células NK, baseadas na expressão de CD56 (dim - baixa expressão e bright - alta 

expressão), perfazendo as subpopulações CD16+/CD56+, CD16+/CD56++e CD16-

/CD56++. O número total de eventos adquiridos foi 30.000. Os dot plots sequenciais 

estão representados abaixo: (Figura 9) 

 
Figura 9:  Estratégia de gates para seleção de subpopulações de células NK: A) Seleção de linfócitos 

totais (FSCxSSC); B) Isolamento de linfócitos CD3-; C) Identificação de células NK totais (CD3-

/CD16+/CD56+); D) Subpopulações de NK (CD3/CD16+/-/CD56bright; CD3-/CD16+/CD56dim). 
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4.3.3. Imunofenotipagens de monócitos 
 

Para separação de monócitos dos demais leucócitos utilizou-se um marcador de 

linhagem monocítica anti-CD14 (FITC) x granulosidade (SSC). Sequencialmente, 

avaliou-se a coexpressão de CD14+/CD16+, para verificação da frequência de 

monócitos clássicos e pro-inflamatórios. Para adequada identificação das 

subpopulações foi padronizada aquisição de  50.000 eventos no total de células. 

(Figura 10) 

 
Figura 10: Estratégias de aquisição e análises de monócitos utilizando anticorpos monoclonais anti-

CD14 (FITC) e anti-CD16 (APC). 
 

 

	
  

 
 
 
 
 
 
5. Dosagens de citocinas e quimiocinas pelo método de CBA (Cytometric Bead 
Array®) 
 

As quantificações de quimiocinas e citocinas foram realizadas com uso dos kits 

CBA Human Chemokine Kit (CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10, CXCL8/IL-8, CCL2/MPC-1, 

CCL5/RANTES) e CBA Single Plex Enhanced Sensitivity TGF-β, TNF-α, CCL3/MIP- 

MIP-1α  e CCL4/MIP-1β, seguindo as instruções do fabricante.  

 Neste ensaio cada uma das beads fluorescentes é conjugada a um anticorpo 

específico (exemplo: anti-quimiocina CXCL10) e a detecção de ligação entre anticorpo 

e proteína de interesse é feita por anticorpos de detecção conjugados com 

fluorocromos PE (fluorescência distinta das beads), fornecendo um sinal de 



	
  

	
  

fluorescência proporcional à quantidade da quimiocina presente na amostra, avaliados 

por  citometria de fluxo. Ao final do ensaio as aquisições foram analisadas no software 

BD FCAPArray®. 

 
6.  Análise Estatística 
 

Todos os testes estatísticos foram realizados utilizando-se o software 

GraphPadPrism® versão 4.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) 

e o nível de significância estabelecido para verificar a hipótese de nulidade foi de 5,0%. 

A comparação de duas variáveis independentes foi feita pelo teste U de Mann-Whitney, 

enquanto as análises de mais de duas variáveis independentes foi feita pelo teste de 

Kruskal-Wallis.	
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	
  

	
  

6. Resultados e Discussão 
 
Existem fatores que podem influenciar na progressão mais rápida da fibrose na 

hepatite C crônica, como o gênero (indivíduos do sexo masculino geralmente progridem 

mais rapidamente), idade no momento da infecção, consumo de álcool, coinfecção com 

HIV e VHB, diabetes mellitus e obesidade (SILVA, et al. 2012). A caracterização 

amostral dos grupos foi realizada considerando as variáveis gênero e idade pré-

tratamento dos sujeitos da pesquisa, visto que demais fatores foram critérios de 

exclusão neste estudo (exceto diabetes e obesidade, não avaliados).  

O perfil demográfico dos grupos de estudo estão sumarizados na tabela abaixo. 

(Tabela 1) 

 
Tabela 1: Caracterização qualitativa da amostra 

 

 
 
 
 
 

 
Quanto à frequência de subpopulações de leucócitos periféricos em portadores 
de hepatite C crônica comparados ao grupo controle (indivíduos sadios) e relação 
com grau de fibrose; 
 

 De modo geral, foram observados perfis de frequencia celular periférica distintas 

entre os pacientes VHC+ quando comparados com indivíduos saudáveis e, em alguns 

casos, entre os grupos de doentes estratificados de acordo com o grau de fibrose.  

A tabela 2 (abaixo) sumariza os dados da análise estatística descritiva (mediana, 

valores mínimo e máximo) de cada subpopulação celular avaliada, estratificadas nos 

grupos de estudo.   

Variável G1 (F0+F1) 

(n=15) 

G2 (F2) 

(n=21) 

G3 (F3) 

(n=15) 

G4 (F4) 

(n=32) 

G5 (Controle) 

(n=16) 

Idade 45 (30; 64) 49 (32; 64) 48 (31; 61) 52 (38, 71) 31,5 (23; 52) 

Sexo 

Masculino 

71% 54% 82% 71% 60% 



	
  

	
  

Tabela 2: Freqüência das subpopulações celulares periféricas e níveis de transaminases (mediana, 
valores mínimo e máximo) distribuídas nos grupos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Subpopulações 
Celulares 

G1 (F0+F1) G2 (F2) G3 (F3) G4 (F4) G5 (Controle) 

Linfócitos T Totais 
(CD3+) 

n=15 
1847  

(965; 3683) 

n = 23 
1819  

(915; 3734) 

n = 18 
1465  

(832; 2625) 

n = 38 
1092  

(315; 2783) 

n = 18 
1389  

(947; 2236) 
Linfócitos T 
auxiliares 

(CD3+CD4+) 

n = 15 
1129 

(476; 1893) 

n = 23  
1066 

(443; 1710) 

n = 18 
986 

(449; 1704) 

n = 38  
619 

(180; 1945) 

n = 18  
788 

(520; 1351) 
Linfócitos T 
citotóxicos 

(CD3+CD8+) 

n = 15 
650  

(452; 958) 

n = 23 
617  

(213; 1347) 

n = 18 
429  

(267; 850) 

n = 38 
349  

(118; 899) 

n = 18 
506  

(188; 800) 
Relação 

CD4+/CD8+ 
n = 15 
1,42  

(1,0; 2,5) 

n = 23 
1,49  

(0,8; 3,5) 

n = 18 
2,07  

(1,2; 4,4) 

n = 38 
2,10  

(0,9; 4,2) 

n = 18 
1,59  

(1,1; 4,0) 
Monócitos 
Clássicos 

(CD14+/CD16-) 

n = 14 
85,72 

(69,0;91,2) 

n = 22 
84,48 

(78,1;95,2) 

n = 16 
87,49 

(75,5;91,0) 

n = 33 
87,61 

(79,9;99,5) 

n = 10 
91,04 

(88,3;95,9) 
Monócitos 

Próinflamatórios 
(CD14+/CD16+) 

n = 14 
14,27 

(8,8;31,0) 

n = 22 
15,73 

(4,8;21,9) 

n = 16 
12,50 

(8,9;24,5) 

n = 33 
12,39 

(0,4;20,0) 

n = 10 
8,96 

(4,1;11,8) 
Monócitos Totais n = 14 

7,01 
(4,6;10,9) 

n = 22 
7,13 

(3,7;14,9) 

n = 16 
6,74 

(0,9;10,3) 

n = 33 
7,69 

(2,6; 15,9) 

n = 10 
5,64 

(4,9;9,0) 
Células NK Bright 
(CD56bright/CD16) 

n = 14 
6,35 

(3,0;14,6) 

n = 22 
5,86 

(1,0;25,9) 

n = 17 
9,05 

(0,0;25,6) 

n = 29 
12,59 

(5,2;45,3) 

n = 18 
5,39 

(1,9;11,0) 
Células NK Dim 
(CD56dim/CD16) 

n = 14 
93,17 

(76,7;97,0) 

n = 22 
94,13 

(74,0;98,9) 

n = 17 
89,57 

(74,3;98,8) 

n = 29 
87,90 

(12,4;97,6) 

n = 18 
93,83 

(63,2;98,0) 
Células NK Totais n = 14 

26,45 
(4,9;45,8) 

n = 22 
29,53 

(8,3; 51,1) 

n = 17 
19,82 

(0,0;42,6) 

n = 29 
19,61 

(0,5;52,4) 

n = 18 
32,13 

(3,2;61,3) 
Células Dendríticas 
mielóides (CD11c+) 

n = 9 
78,02 

(65,1;96,8) 

n = 15 
72,54 

(42,4;84,5) 

n = 16 
77,41 

(48,4;87,6) 

n = 23 
70,52 

(50,9;81,7) 

n = 16 
64,56 

(50,5;71,3) 
Células Dendríticas 

plasmocitóides 
(CD123+) 

n = 9 
22,69 

(3,2;47,9) 

n = 15 
26,61 

(14,6;41,7) 

n = 16 
22,58 

(5,9;52,8) 

n = 23 
26,57 

(9,8;42,6) 

n = 16 
34,08 

(28,8;47,3) 
Relação  

mDC:pDC 
n = 9 
3,25 

(1,1;6,7) 

n = 15 
2,63 

(1,4;4,2) 

n = 16 
3,18 

(0,9;8,6) 

n = 23 
2,95 

(1,3;9,1) 

n = 16 
1,83 

(1,0;2,5) 
Nível de AST n = 14 

38,0 
(23,0; 101,0) 

n = 17 
40,0 

(30,0; 164,0) 

n = 14 
72,0 

(38,0; 200,0) 

n = 29 
91,0 

(21,0; 408,0) 

n = 17 
34,0 

(9,0; 85,0) 
Nível de ALT n= 14 

57,5 
(26,0;106,0) 

n = 17 
80,5 

(23,0;163,0) 

n = 14 
83,0 

(50,0; 231,0) 

n = 29 
99,5 

(17,0;216,0) 

n = 17 
28,0 

(8,0; 66,0) 



	
  

	
  

6.1. Linfócitos T CD4/CD8 

Os linfócitos T CD4/CD8 estão intimamente ligados à infecção crônica pelo VHC. 

Essas células podem atuar em múltiplos caminhos e são peças fundamentais na 

iniciação e manutenção da imunidade adaptativa. 

Em nossos achados, observou-se diminuição da frequência de linfócitos T CD4 e 

T CD8 periféricos com o avanço da lesão hepática, havendo assim, correlação invertida 

entre níveis destas células e o grau de fibrose nos grupos de pacientes (Figura 11). 
 

Figura 11: Frequência (valores absolutos) de subpopulações de linfócitos T periféricos nos grupos. A)  

Linfócitos T auxiliares (CD3+/CD4+); B) Linfócitos T citotóxicos (CD3+/CD8+). Teste de Mann-

Whitney, p <0,05 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Essas diferenças foram observadas inclusive entre os diferentes graus de 

fibrose, o que aponta essas populações celulares como possíveis contribuintes à 

avaliação imunológica de pacientes VHC+, que, de maneira semelhante à infecção pelo 

HIV, parecem apresentar declínio com o avanço da fibrose hepática. Esses resultados 

vão de encontro com Rashkin e colaboradores que reportaram que pacientes com HIV 

a diminuição das células T CD4+ está envolvida com a disfunção do sistema imune e 

consequentemente com a progressão da doença, e na infecção pelo VHC com a 

progressão da doença hepática.  

A)	
  

B)	
  A)	
  



	
  

	
  

Semmo et. al. (2007) em seus estudos verificaram que no sangue periférico de 

pacientes crônicos do vírus C células T CD4+ encontram-se diminuídas. Numa 

avaliação comparando-se pacientes VHC versus saudáveis, estas observações podem 

ser confirmadas, no entanto, quanto estratificam-se os pacientes de acordo com o grau 

de fibrose, observamos que em pacientes com grau mais leve de fibrose (G1 e G2) 

linfócitos T CD4+ estão aumentados e em pacientes com estágios mais severos de 

fibrose (especialmente G4), apresentam-se diminuídos.  

Estudos realizados com pacientes HIV reportaram que a contagem de células T 

CD4+ demonstraram ser importante na disfunção imune e na progressão da doença. 

(RASHKIN et. al., 2009). 

Há evidências que células T CD4+ e CD8+ VHC-específicas desempenham um 

papel importante controle da replicação viral e na injúria hepática. (THIMME et. al., 

2006). 

Segundo Spaan et. al. (2012) na fase crônica da infeção pelo VHC células T CD4 

e CD8 são encontradas em frequência mais baixa tanto no sangue quanto no fígado. A 

baixa contagem de CD4 está associada com a fibrose hepática tanto em pacientes 

coinfectados quanto em monoinfectados pelo VHC. 

 

6.2. Monócitos 

Foram observadas diferenças na frequência de subpopulações de monócitos 

circulantes nos pacientes VHC+ quando comparados com indivíduos saudáveis e 

intergrupos de pacientes. 

A população de monócitos clássicos (CD14+/CD16-) encontra-se diminuída em 

todos os grupos em relação ao grupo controle, porém demonstra tendência a aumentar 

de acordo com maior grau de lesão hepática (Figura 12A). 



	
  

	
  

Figura 12: Frequência das subpopulações de monócitos nos grupos. A) Monócitos Clássicos 

CD14+/CD16-; B) Monócitos Pró-inflamatórios (CD14+/CD16+). Teste de Mann-Whitney, p < 

0,05. 

 

 

 

As análises demonstraram que monócitos pró-inflamatórios estão aumentados 

em pacientes VHC comparados ao grupo controle, porém com relação invertida entre o 

percentual destas células e o grau de fibrose (Figura 10B). Tal subpopulação 

CD14+CD16+ perfaz cerca 10% de monócitos totais em indivíduos saudáveis (BELGE, 

2002; SÁNCHEZ-TORRES, 2001). Níveis aumentados destas células tem sido relatado 

em uma série de doenças inflamatórias e infecciosas no homem como hepatite B, 

hepatite C, HIV e dengue, sugerindo um papel importante para monócitos CD14+CD16+ 

em tais processos (SÁNCHEZ-TORRES, 2001; ZIEGLER-HEITBROCK, 2007; WONG 

et. at., 2012). 

Segundo Wong et al. (2012) ocorre aumento de monócitos pró-inflamatórios em 

pacientes VHC crônicos assim como já observado na infecção pelo vírus B (VHB). No 

entanto, segundo os autores, o VHC pode infectar monócitos CD14+/CD16+, mas não 

monócitos CD14+/CD16-. A preferência por esta subpopulação pode ser atribuída ao 

marcador CD81, molécula que o vírus VHC utiliza para entrar na célula, a qual está 

A)	
   B)	
  



	
  

	
  

presente em maior quantidade na superfície celular destes monócitos. Zimmermanet al. 

(2011) relatam que monócitos intra-hepáticos não clássicos, em contraste com a 

subpopulação clássica, estão criticamente envolvidos na progressão da fibrose hepática 

em seres humanos, por produzir citocina pró-inflamatória no microambiente hepático 

ativando diretamente células estreladas hepáticas produtoras de colágeno, agravando a 

fibrogênese. Deste modo, podemos sugerir que esta subpopulação CD14+/CD16+ atue 

como sítio extrahepático de replicação viral, embasando-se em diversos estudos que 

sugerem que diferentes subpopulações de leucócitos no sangue periférico de pacientes 

com infecção crônica pelo VHC parecem representar um reservatório extrahepático do 

HCV, assim como ocorre com DCs (LAPORTE et al., 2003; GOUTAGNY et al., 2003; 

TSUBOUCHI et al., 2004; LAI et al., 2007). 

 

6.3. Células NK 

Células NK totais apresentaram-se diminuídas em relação ao grupo controle, 

sendo a diminuição mais evidente nos grupos com maior severidade de lesão (G3 e 

G4), conforme figura 13A. Estes resultados estão de acordo com Yoshida e 

colaboradores (2011) que verificaram que células NK periféricas foram diminuídas em 

pacientes VHC e inversamente proporcionais com a progressão da fibrose hepática. 

Gao & Radaeva recentemente reportaram que células NK derivadas do sangue e 

células NK residentes nas mucosas dos tecidos produzem a citocina IL-22, importante 

na proteção contra injúria hepática e inibição da fibrose. Não achamos relatos sobre o 

nível desta citocina em pacientes com diferentes graus de fibrose, mas esta informação 

vem contribuir com nossos achados, visto que em pacientes com menor lesão (G1 e 

G2) observamos os percentuais mais elevados de células NK. 

 Células NKdim apresentaram-se de forma semelhante ao grupo controle nos 

grupos com menor lesão hepática, porém as mesmas tendem a diminuir conforme o 

avanço de lesão hepática. (Figura 13B) 

Células NKbright apresentaram-se aumentadas em todos os grupos avaliados, 

sendo este aumento diretamente proporcional à severidade da lesão hepática, havendo 

maior relevância nos grupos G3 e G4 (Figura 13C). 



	
  

	
  

Figura 13: Frequência das subpopulações de células NK nos grupos.A) Células NKdim; B) Células 

NKbright; C) NK total.Teste de Mann-Whitney, p < 0,05. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nossos achados estão de acordo com os trabalhos de Xu e colaboradores 

(2011) e Notas (2009) mostrando que a atividade citolítica (NKdim) tem associação 

inversa com o estágio da fibrose hepática, sugerindo que a presença destas células 

proteja contra progressão da doença. Contrariamente, o aumento de NKbright, está 

diretamente relacionada a progressão da fibrose. 

Gonzales et. al. (2004) observaram resultados semelhantes aos nossos,com 

aumento de células NKbright empacientes cronicamente infectados pelo vírus da hepatite 

A)	
   B)	
  C)	
  



	
  

	
  

C em relação a indivíduos saudáveis. Além disso, quando estratificamos os pacientes 

segundo o grau de fibrose, observamos a correlação positiva, sugerindo ser relevante a 

avaliação desta subpopulação celular os pacientes VHC.  

Na infecção crônica pelo VHC ocorre alteração da diferenciação das células NK. 

A população NKbright é expandida e consequentemente o perfil de citocinas Th2, tanto 

na periferia como dentro do fígado, levando à falha de maturação da subpopulação 

NKdim. A estimulação crônica por receptores de ativação e citocinas intra-hepáticas 

pode também causar diferenciação acelerada de NKdim, gerando uma subpopulação 

com defeito funcional CD56-/CD16+, a qual é também expandida. Esses processos 

levam à redução da frequencia de células funcionalmente maduras, CD56dim/CD16+ 

citotóxica, e aumento relativo de células CD56bright/CD16-(CHEENT; KHAKOO, 2011). 

Gonzales e colaboradores (2004) verificaram que pacientes tratados com 

interferon-peguilado (PEG-IFN) e ribavirina tendem a aumentar o número de células 

NKbright e diminuir células NKdim. Estes dados sugerem que o perfil de células NK que 

encontramos em pacientes VHC+pré-tratamento deve manter-se durante do tratamento, 

fato que pretendemos confirmar em estudos posteriores, em pacientes submetidos a 

diferentes terapias. 

6.4. Células Dendríticas 

 Observou-se aumento das células dendríticas mielóides e diminuição das pDCs com 

relação ao grupo controle, não havendo diferenças estatisticamente significativas entre os 

grupos de fibrose (Figura 14). 
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Figura 14: Frequência de subpopulações de células dendríticas nos grupos. A) mDC (CD11c+); B) pDC 

(CD123+). Teste de Mann-Whitney, p < 0,05. 

 

Diferentemente de nosso resultados, Losikoff et. al. (2012) relataram ambas 

subpopulações de DCs,mDCs e pDCs, estão reduzidas no sangue periférico em 

pacientes infectados com hepatite C crônica. Observamos esta diminuição na 

subpopulação pDC, mas as células mDC estão significativamente aumentadas nos 

pacientes VHC, não diferindo em relação à fibrose.  

Pacientes com hepatite C aguda exibem baixa frequência e prejudicada função 

aloestimulatoria de mDCs e possuem alta chance de desenvolver a persistência viral, 

enquanto que alta prevalência de pDCs na circulação sanguínea durante a infecção 

aguda pode ser um preditor do sucesso do clearance viral (SZABO; DOLGANIUC, 

2011).  

Estudos têm demonstrado que na infecção pelo VHC as funções das DCs estão 

normais no início da infecção, mantendo o papel no desenvolvimento de resposta 

efetiva anti-VHC mediada por células T. No entanto, eles indicam que DCs podem ser 

sequestradas muito precocemente durante o curso da infecção aguda e estar limitadas 

após o estabelecimento da infecção (fase crônica) (SZABO; DOLGANIUC, 2011). 

A ocorrência de infecção de DCs circulantes pelo VHC pode acarretar maiores 

consequências na progressão da doença (GOUTAGNY et al., 2003). 

A relação mDC/pDC apresentou-se aumentada no sangue periférico. De acordo 

com a literatura, indivíduos saudáveis têm relação de mDC/pDC variando entre 1,5 a 

4,0, estando nosso resultado condizente com estudos prévios (Figura 15). Embora haja 

aumento em todos os grupos de pacientes, este é mais relevante naqueles com maior 

lesão hepática (G3 e G4). 

 
 

 

 

 



	
  

	
  

Figura 15: Relação mDC:pDC nos grupos. Teste de Mann-Whitney, p < 0,05. 

 

A disfunção das DCs pode afetar potencialmente a imunidade adaptativa em 

pacientes com infecção por VHC persistente, prejudicando o estímulo para maturação 

das células T CD4+ e a capacidade de secretar IL-12, citocina importante na resposta T 

CD4+ (KANTOet al., 1999; AUFFERMANN-GRETZINGER et al., 2001; BAIN et al., 

2001; KANTO et al., 2004; TSUBOUCHI et al., 2004). 

Tsubouchi et al. (2004) analisaram a capacidade estimulatória de DCs 

circulantes de pacientes com hepatite C crônica, estando estas altamente prejudicadas 

quando comparadas aos grupos controle e de pacientes com doença no fígado crônica 

não-VHC.  Esses achados podem contribuir para baixa resposta imune anti-VHC e a 

persistência viral, tipicamente observadas na infecção crônica pelo VHC.  

Após uma injuria hepática DCs secretam muitas citocinas pró-inflamatórias como 

TNF-α e ganham marcante capacidade de induzir HSCs, NKs, e células T para mediar 

inflamação, proliferação e produção de potente resposta imune. Esses achados 

apontam uma interessante potencialidade no aspecto de ativação de células imunes 

pró-fibrogênicas (ALLOMAN; TACKE, 2010). 

Verificou-se que as enzimas hepáticas encontram-se aumentadas em pacientes 

infectados cronicamente pelo vírus C.  

Os níveis do grupo controle estão dentro dos valores normais adotados no 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP. 

Em nossos achados verificamos correlação positiva entre os níveis de ALT/AST 

e a severidade de lesão hepática. 

  
 

 

 

 

 

 
 



	
  

	
  

Figura: Perfil das enzimas ALT e AST em pacientes VHC crônicos e indivíduos saudáveis. 
 

Embora as dosagens das transaminases hepáticas sejam úteis às avaliações de 

dano hepático, tem sido reportado na literatura situações em que estas não contribuem 

por não refletirem a real evolução da fibrose.  

Segundo Calleja et al., 2012, aproximadamente 25% dos pacientes VHC 

crônicos tem persistência de atividade normal de ALT, e 20 – 30% destes progridem 

para fibrose ou carcinoma hepatocelular. 

Konerman e colaboradores (2013) em seus estudos verificaram que níveis 

elevados de ALT e AST no soro estão correlacionados com a progressão da fibrose. 

Afirmaram também que altos níveis de AST foram associados com uso abusivo de 

álcool.  

Os níveis de ALT foram positivamente associados aos níveis de IFN-γ, IL-8, 

MCP-1 e IP-10. (FARCI et al., 2012). 

 

Quanto à dosagem de citocinas/quimiocinas plasmáticas e avaliação de 
associação destas com o grau de lesão hepática dos pacientes VHC+. 
	
  
 O perfil de citocinas e quimiocinas avaliado no trabalho está sumarizado na 

Tabela 4, que inclui número de indivíduos por grupo, mediana, valor mínimo e valor 

máximo. 
 

Tabela 4: Dosagens de citocinas e quimiocinas plasmáticas (mediana, valores mínimo e máximo) 
distribuídas nos grupos.  

Citocina/ 
Quimiocina 

G1 (F0+F1) G2 (F2) G3 (F3) G4 (F4) G5 (Controle) 

CXCL9 
/MIG 

n = 14 
30,3 

(7,7; 89,7) 

n = 19 
47,1 

(7,8; 98,9) 

n = 17 
32,8  

(12,9; 58,9) 

n = 22 
52,7 

(11,1; 134,5) 

n = 16 
7,3 

(3,0;13,9) 
CXCL10/ 

IP-10 
n = 14 
198, 8 

(46,8;653,3) 

n = 19 
247,5 

(61,3;1348,4) 

n = 17 
361,6 

(61,8; 811,4) 

n = 22 
330,3 

(157,1; 905,6) 

n = 16 
44,8 

(18,1;181,0) 
CXCL8/ 

IL-8 
n = 14 

2,7 
(1,2; 5,3) 

n = 19 
3,1 

(1,2; 7,9) 

n = 17 
2,5 

(1,8;4,0) 

n = 22 
4,1 

(1,5; 7,9) 

n = 16 
1,1  

(0,0; 1,9) 
CCL2/ 
MCP-1 

n = 14 
11,3 

n = 19 
15,6 

n = 17 
24,5 

n = 22 
15,9 

n = 16 
6,0  



	
  

	
  

 

As quimiocinas dosadas com uso do kit CBA Human Chemokine Kit, que inclui 

CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10, CXCL8/IL-8, CCL2/MPC-1, CCL5/RANTES, apresentaram 

níveis plasmáticos elevados nos pacientes VHC+ quando comparados aos indivíduos 

saudáveis, conforme demonstrado na figura abaixo. 

 
Figura 16: Níveis de quimiocinas plasmáticas nos grupos (pg/mL). A) CXCL9/MIG; B) 

CXCL10/IP-10; C) CXCL8/IL-8; D) CCL2/MPC-1; E) CCL5/RANTES.  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2,4; 49,5) (1,8; 57,3) (6,7; 58,7) (1,3; 43,7) (0,0; 18,4) 
CCL5/ 

RANTES 
n = 14 
1111,3 

(565,9; 1993,7) 

n = 19 
1289,4 

(664,7; 2700,6) 

n = 17 
1336,9 

(350,3; 2127,1) 

n = 22 
1185,8 

(259,9; 2737,4) 

n = 16 
782,6 

(142,2; 1420,8) 
TNF-α n = 14 

0,0 
(0,0; 384,6) 

n = 17 
0,0 

(0,0; 419,5) 

n = 12 
0,0 

(0,0; 202,2) 

n = 21 
38,2 

(0,0; 581,3) 

n = 14 
0,0 

(0,0; 29,3) 
TGF-β n = 14 

736,3 
(539,9;1930,1) 

n = 21 
1207,3 

(233,1; 6176,4) 

n = 19 
1723,1 

(522,8;4255,4) 
 

n = 23 
1104,4 

(454,6; 3245,9) 

n = 14 
480,2 

(153,8;2638,7) 

MIP 1-α n = 13 
2,5 

(0,0; 8,9) 

n = 18 
2,6 

(0,0;19,3) 

n = 19 
3,8 

(0,0; 19,3) 

n = 21 
2,3 

(0,0; 16,6) 

n = 14 
0,7  

(0,0;3,7) 

A)	
   B)	
  

C)	
  

D)	
  C)	
  



	
  

	
  

 

 

 

 

 

 

 

 

Observou-se elevada concentração de CXCL9/MIG em todos os grupos quando 

comparados ao grupo controle, sendo os níveis mais relevantes observados nos grupos 

G2 e G4 (Figura 16A). 

Zeremski et. al. (2007) em seus estudos afirmaram que durante a hepatite C um 

maior número de células intrahepáticas expressa essa quimiocina, a qual está 

aumentada e correlacionada com maior grau de inflamação, corroborando com nossos 

resultados em sangue periférico.  

Esses mesmos autores relatam que após terapia com IFN-α e ribavirina, níveis 

plasmáticos de CXCL9/MIG apresentaram-se diminuídos, comparando-se com 

indivíduos saudáveis. 

 

A quimiocina CXCL10/IP-10 está aumentada no plasma dos pacientes VHC+ e 

diretamente correlacionada à severidade da lesão hepática (Figura 16B). 

De acordo com dados da literatura esta quimiocina tem sido encontrada em 

níveis aumentados tanto no fígado quanto no soro de pacientes VHC comparados com 

saudáveis, contudo, quando estratificamos os pacientes VHC+ de acordo com o grau de 

fibrose, encontramos correlação positiva, indicando esta quimiocina como potencial 

biomarcador. 

Está reportado que existe positiva correlação das quimiocinas CXCL9, CXCL10 e 

CXCL11 com os diferentes graus de fibrose em dosagens intrahepáticas, indicando que 

a persistência da inflamação hepática, produzidas por células mononucleares atraídas 

E)	
  



	
  

	
  

por essas quimiocinas, pode indicar a ativação da cascata que causa fibrose hepática. 

(Zeremski et. al., 2007; Larrubia et. al., 2008). 

Zeremski e cols (2007) sugerem que essa quimiocina também pode ser um 

marcador de resposta positiva ao tratamento dos pacientes com intérferon-α e 

ribavirina, pois após o tratamento seus níveis foram encontrados diminuídos. 

 

Os níveis de CXCL8/IL-8 estão aumentados em todos os grupos de pacientes 

em relação ao controle, havendo crescimento ascendente conforme maior grau de 

lesão hepática, salvo no grupo G3, onde observa-se ligeira diminuição com relação a 

G2. No entanto, esta quimiocina tem os menores níveis plasmáticos (pg/mL) 

mensurados quando comparada às demais, de modo que esta diminuição entre G2 e 

G3 representa 0,6pg/mL somente (diferença entre as medianas). Possivelmente, numa 

análise envolvendo maior número de indivíduos essa diferença possa ser minimizada. 

(Figura 16C). 

Esse achado corrobora com a literatura onde, em estágios mais avançados de 

fibrose (F3-F4) a concentração desta é maior que em estágios iniciais (F0-F2), 

contribuindo para um maior dano hepático. (KUSHNER et. al., 2013; WASMUTH et. al., 

2013). 

Níveis significantemente maiores de CXCL8 (IL-8) e CCL5 (RANTES) em 

pacientes VHC+ com grau moderado de inflamação hepática comparados àqueles de 

baixo grau de inflamação, também foram observados. (NEUMAN, et al., 2011). 

 

A quimiocina CCL2/MCP-1 está aumentada em todos os grupos de pacientes, 

porém com maior concentração no grupo G3. (Figura 16D). 

Estudos de Kushner e cols (2013), demonstraram que em indivíduos portadores 

VHC monoinfectados não observou-se aumento de CCL2/MCP-1 no soro, mas sua 

concentração em indivíduos que obtiveram resposta virológica sustentada em relação a 

indivíduos não respondedores foi maior. Outra observação realizada por esse grupo foi 

em relação a indivíduos co-infectados com HIV que CCL2/MCP-1 apresentou-se 

aumentada.  



	
  

	
  

Sendo assim, podemos associar nossos achados com dados de Kushner, visto 

que existe aumento dessa quimiocina em todos os grupos de pacientes em relação aos 

indivíduos saudáveis, porém com maior significância no grupo G3, possivelmente 

devido a constante inflamação periportal. 

 

Constatamos que níveis de CCL5/RANTES estão elevados em todos os grupos 

de pacientes VHC quando comparados ao grupo controle, de acordo com dados da 

literatura. No entanto, não ocorrem mudanças intergrupos. Como esta quimiocina está 

envolvida tanto no processo inflamatório quanto na fibrogenese, este perfil pode ser 

justificável, sugerindo que esta quimiocina não seja um bom marcador para avaliar a 

progressão da fibrose, embora possa contribuir se associada com outros 

biomarcadores. (Figura 16E).  

Zeremski et. al., 2007, avaliando pacientes com VHC, observaram que a 

expressão de RANTES intrahepática está aumentada em hepatócitos e células do 

epitélio biliar, afirmando que a atividade de RANTES está associada com o grau de 

inflamação hepática. 

Neuman e cols (2011) encontraram níveis de RANTES, TNF-α, IL-6, IL-8, IL-12, 

TGF-β aumentados em soro de pacientes VHC, comparando estes com grupo controle. 

 

Os níveis de MIP-1α estão aumentados nos pacientes VHC dos grupos G2 e G3. 

No entanto, observa-se uma tendência ao aumento também nos grupos G1 e G4, 

embora sem valor estatístico (Figura 17). 

 
Figura 17: Nível plasmático de MIP-1α nos grupos avaliados. 
 

 

 

 

 

 



	
  

	
  

Nossos dados corroboram com os estudos de Zeremski e cols (2007), visto que 

também foi encontrado aumento de MIP-1α no soro de pacientes infectados pelo VHC 

em todos os graus de lesão hepática. 

 

Os resultados de MIP-1beta não estão demonstrados, pois ocorreram problemas 

técnicos na realização do ensaio de dosagem desta quimiocina e não havia material 

biológico suficiente para repetição. 

 

Encontramos aumento de TNF-α nos grupos G2 e G4, mas somente entre G4 e 

G5 (controle) houve diferença significativa (Figura 18). 
 

Figura 18: Nível plasmático de TNF-α nos grupos avaliados (fg/mL). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na literatura há relatos que níveis de TNF-α encontram-se muito aumentados em 

pacientes VHC crônicos, especialmente pela atuação constante desta citocina desde o 

processo inflamatório precoce, sugerindo que a presença de altos níveis da citocina 

TNF-α reflita a severidade da doença em relação aos níveis inflamatórios. Embora 

tenhamos nos preocupado em utilizar kit de alta sensibilidade na detecção desta 

citocina, não obtivemos resultados semelhantes. 



	
  

	
  

Neuman e colaboradores, avaliando níveis de citocinas em pacientes VHC com 

diferentes graus de lesão hepática, observaram correlação positiva entre o nível de 

TNF-α e o grau de inflamação, indicando a possibilidade do TNF-α atuar como um 

marcador para inflamação. (Neuman et. al., 2011). 

Estudos prévios de Neuman e cols (2001), identificaram que TNF-α pode atuar 

caracterizando a severidade da doença e ser um preditor para resposta virológica 

sustentada de pacientes VHC crônicos. 

Acreditamos que repetições das dosagens com adaptações metodológicas sejam 

necessárias, visto que esta é uma citocina que pode sofrer alterações com elevação de 

temperatura, condições de armazenamento, tempo de processamento. 

 

Pacientes com hepatite C crônica têm níveis aumentados da citocina TGF-β, 

especialmente aqueles com lesão hepática moderada (G2 e G3), como pode ser 

observado na figura 19.  

 
Figura 19: Nível plasmático de TGF- β nos grupos avaliados (pg/mL). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Nossos resultados estão alinhados com os resultados de Neuman e cols, que 

relataram altos níveis de TGF-β, significantemente maiores em pacientes com fibrose 

de grau leve a moderado (F2-F3), sugerindo importante papel desta citocina 



	
  

	
  

principalmente em pacientes VHC em estágios iniciais da doença, antes da cirrose 

estabelecer-se (NEUMAN et al., 2012). 

 

Em conjunto, os resultados sugerem que avaliações celulares e de proteínas de 

sinalização (como citocinas/quimiocinas) em associação com as transaminases, 

possam contribuir de modo considerável, aumentado a sensibilidade e especificidade 

dos resultados na avaliação do dano hepático. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	
  

	
  

7. Conclusão 

	
  
De acordo com nossos resultados concluímos que: 

 

 

- Frequências das subpopulações leucocitárias avaliadas estão alteradas em 

portadores de hepatite C crônica comparados com indivíduos saudáveis. 

 

- Existe associação entre o grau de fibrose e as frequências das subpopulações de 

linfócitos T CD4, T CD8, monócitos proinflamatórios e células NKbright. 

 

- TNF-α está elevada em pacientes com cirrose (G4). 

 

- O nível de TGF-β está aumentado em pacientes VHC+, especialmente naqueles com 

moderada fibrose hepática (G2 e G3);   

 

- Dosagens das quimiocinas plasmáticas CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10, CXCL8/IL-8, 

CCL2/MPC-1, CCL5/RANTES, MIP-1α estão aumentadas em pacientes com hepatite C 

crônica comparados com indivíduos saudáveis; 

 

- A quimiocina CXCL10/IP-10 tem correlação positiva com a severidade da lesão 

hepática. 
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