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RESUMO  

 

AROUCHA, Dayse Célia Barbosa Lins, Investigação de polimorfismo de único 

nucleotídeo no promotor dos genes da interleucina-10 e fator de necrose tumoral-

alfa em pacientes com hepatite C e carcinoma hepatocelular causado pelo vírus da 

hepatite C. 169 f. Tese de Doutorado Universidade Federal de Pernambuco - Centro 

de Ciências da Saúde. Programa de Pós Graduação em Medicina Tropical. Recife. 

Pernambuco 

 

A infecção crônica pelo vírus da hepatite C (HCV) é uma das principais causas de 

doença hepática crônica, cirrose e carcinoma hepatocelular (CHC) em todo o 

mundo. A progressão para o CHC pode ser influenciada por fatores genéticos, como 

os polimorfismos de único nucleotídeo (SNPs) no promotor dos genes da 

interleucina 10 (IL-10) e do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), que regulam os 

níveis de expressão dessas citocinas. A interleucina 10 (IL-10) apresenta ação anti-

inflamatória, antiangiogênica, possui um efeito modulatório na fibrogenese hepática 

e atua promovendo ou inibindo o desenvolvimento do tumor. Já o TNF-α é uma 

citocina pró-inflamatória que apresenta múltiplas funções no desenvolvimento e na 

progressão tanto in vitro como in vivo do câncer. Nossos objetivos foram determinar 

as freqüências gênicas e genotípicas (SNPs) no promotor dos genes da IL-10 e do 

TNF-α, verificar sua associação com atividade inflamatória e o grau de fibrose 

hepática, determinar os níveis séricos de IL-10 e do TNF-α e verificar sua 

associação com atividade inflamatória e o grau de fibrose hepática, em pacientes 

com hepatite C e o carcinoma hepatocelular causado pelo HCV (CHC-HCV). Foram 

avaliados 174 pacientes com hepatite C, sendo 54 com fibrose leve e 65 com fibrose 

grave, além de 52 com CHC-HCV. A biópsia hepática foi classificada pelo score 

METAVIR e o diagnóstico do CHC-HCV seguiu os critérios da Barcelona Clinic Liver 

Cancer . Foi utilizada a PCR em tempo real para a investigação do SNPs e o ensaio 
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imunoenzimático para dosagem sérica do IL-10 e TNF-α segundo instruções de 

cada fabricante. As análises estatísticas utilizadas foram a univariada e multivariada. 

As concentrações séricas da IL-10 foram menores nos casos de CHC e mais 

elevadas na fibrose leve (p<0, 0007), atividade inflamatória A1 (p<0, 0087) e A2 

(p<0, 0079) nos pacientes com hepatite C. Já a concentração sérica do TNF-α foi 

mais elevada nos pacientes com CHC-HCV quando comparadas aos pacientes com 

hepatite C com fibrose leve (p<0,0001), fibrose grave (p=0,004), atividade 

inflamatória leve (p=0.0004) e atividade inflamatória grave (p<0,001). Não houve 

diferença significativa entre as freqüências alélicas e genotípicas ou entre haplótipos 

e diplótipos do SNP no promotor do gene da IL-10 nos grupos avaliados. Por outro 

lado, as freqüências do alelo -308 G e do genótipo GG do SNP no promotor do gene 

do TNF-α foram significativamente maiores nos pacientes com CHC-HCV quando 

comparados aos pacientes com hepatite C que apresentavam fibrose leve e 

atividade inflamatória leve. Em conclusão, houve uma relação inversa da 

concentração da IL-10 e TNF-α na hepatite C com fibrose grave e nos pacientes 

com CHC-HCV. Não foi encontrada relação com SNPs no promotor do gene da IL-

10 nos pacientes com hepatite C e CHC. Houve uma maior freqüência do alelo G e 

do genótipo GG do SNP no promotor do gene do TNF-α nos pacientes com CHC. O 

alelo GG foi fator de risco para a hepatite C com inflamação grave. 

 

Palavras-chave: Interleucina 10, fator de necrose tumoral alfa, polimorfismo de único 

nucleotídeo, hepatite C, carcinoma hepatocelular, atividade inflamatória, fibrose 

hepática. 
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ABSTRACT 

 

AROUCHA, Dayse Célia Barbosa Lins, Investigation of single 

nucleotide polymorphism in the promoter of the genes of interleukin-10 and tumor 

necrosis factor-alpha in patients with hepatitis C and hepatocellular 

carcinoma caused by hepatitis C. 169f. Tese de Doutorado Universidade Federal de 

Pernambuco - Centro de Ciências da Saúde. Programa de Pós Graduação em 

Medicina Tropical. Recife. Pernambuco 

 

Chronic infection with hepatitis C virus (HCV) is the major cause of chronic liver 

disease, cirrhosis and hepatocellular carcinoma (HCC) worldwide. The progression to 

HCC may be influenced by genetic factors, such as single nucleotide polymorphisms 

(SNPs) in the promoter of the genes of interleukin-10 (IL-10) and tumor necrosis 

factor alpha (TNF-α), which regulate expression levels of these cytokines. The IL-10 

is a multifunctional cytokine with anti-inflammatory and anti-angiogenics actions, has 

a modulator effect on hepatic fibrogenesis and acts by promoting or inhibiting tumor 

development. On the other hand, TNF-α is a pro-inflammatory cytokine with multiple 

roles, in vitro and in vivo, in the development and progression of cancer. Our aims 

were to determine the gene and genotypic frequencies of SNPs in the promoter of 

the IL-10 and TNF-α genes, determine the serum levels of IL-10 and TNF-α and 

assess its association with inflammatory activity and liver fibrosis in hepatitis C 

patients and patients with hepatocellular carcinoma caused by HCV (HCC-HCV). We 

evaluated 119 patients with hepatitis C (54 with mild fibrosis and 65 with severe 

fibrosis) and 52 with HCC-HCV. Liver biopsy was classified by the METAVIR score 

and HCV-HCC diagnosis followed the criteria of the Barcelona Clinic Liver Cancer. 

We used real-time PCR for the SNPs investigation and enzyme-linked 

immunosorbent assay for serum IL-10 and TNF-α following manufacturer’s 

instructions. Serum levels of IL-10 were higher in mild fibrosis (p <0, 0007), A1 

inflammatory activity (p <0. 0087) and A2 (p <0. 0079) in hepatitis C patients. The 

TNF-α serum levels were higher in patients with HCC-HCV compared to hepatitis C 

patients with mild fibrosis (p <0.0001), severe fibrosis (p = 0.004), mild inflammatory 

activity (p = 0.0004) and severe inflammatory activity (p <0.001). In the groups 

evaluated showed no significant differences in allelic or genotypic frequencies or in 

haplotypes or diplotypes at positions -1082 (G/A), -819 (C/T) and -592 (C/A) in IL-10 
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gene promoter. However, the frequencies of the -308 G allele and GG genotype of 

SNP in TNF-α gene promoter were significantly higher in patients with HCV-HCC 

compared to hepatitis C patients with mild fibrosis and mild inflammatory activity. In 

conclusion, we found that serum levels of IL-10 were higher in hepatitis C patients, 

whereas patients with HCV-HCC showed elevated TNF-α serum levels. The SNP in 

IL-10 gene promoter did not influence the degree of inflammatory activity and liver 

fibrosis, however, patients with HCV-HCC had a higher frequency of the G allele and 

GG genotype in TNF-α gene. 

 

Keywords: Interleukin 10, tumor necrosis factor-alpha single nucleotide 

polymorphism, hepatitis C, hepatocellular carcinoma, inflammatory activity, liver 

fibrosis. 
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1. APRESENTAÇÃO  

  

A infecção crônica pelo vírus da hepatite C (HCV) é uma das principais 

causas de doenças hepáticas crônicas em todo o mundo (SHIFMANN, 2003; 

PALADINO et al., 2006; CRAXI et al., 2011). Estima-se que 20% dos pacientes 

cronicamente infectados progredirão para a cirrose hepática num período que varia 

entre 13 a 23 anos e, desse percentual, de 1 a 4% ao ano, desenvolverão o 

carcinoma hepatocelular (HCC) (NITA et al., 2002; SHIFMANN, 2003; REHERMANN 

e NASCIMBENI, 2005). A hepatite C crônica  conduzindo a doença hepática terminal 

constitui a principal indicação de transplante hepático em muitos países (BURRA,  

2009). 

O CHC é um dos cânceres mais prevalentes no mundo, sendo reportado 

como o quinto tipo de tumor sólido mais comum (ALJARIB; FRANCESCA e 

BURROUGS, 2007), a terceira causa de mortalidade por câncer no mundo (BRUIX e 

SHERMAN, 2005; FERENCI et al., 2010) e responsável por 500.000 mortes/ano 

(ALJARIB; FRANCESCA e BURROUGS, 2007). Nas áreas de baixa prevalência tem 

aumentado a incidência de casos de CHC relacionados à hepatite C (CHC-HCV) 

(EL-SERAG e RUDOLPH, 2007). O risco de desenvolver o CHC aumenta com a 

gravidade da inflamação e fibrose hepática, entretanto, os fatores genéticos do 

hospedeiro que poderiam afetar o prognóstico clínico não são esclarecedores 

(WANG et al., 2003). 

Investigar a base genética da doença em humanos é uma questão de grande 

importância na medicina (SANTAMARIA et al., 2010). Com a incorporação da 

genética e genômica, marcadores genéticos da doença são utilizados no diagnóstico 

e freqüentemente estão presentes antes do aparecimento dos sintomas clínicos e, 

com a informação genética o tratamento instituído pode ser mais precoce (JOSHI e 

KUCHERLAPATI, 2008). 

Nos últimos anos foram descritos cerca de um milhão e meio de mutações ou 

polimorfismos no genoma humano, que podem afetar a expressão ou função das 

proteínas. A variabilidade fenotípica, a susceptibilidade individual, a resistência ou a 

progressão das doenças e diferentes respostas terapêuticas podem ser 

influenciadas por estes polimorfismos (SANTAMARIA et al., 2010).  
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O impacto dos estudos genéticos na prática médica ainda é limitado, embora 

possam explicar o motivo de diferentes evoluções clínicas de doenças hepáticas 

crônicas de mesma etiologia (JOSHI e KUCHERLAPATI, 2008). 

Assim, considerando a influência de polimorfismos genéticos sobre a 

evolução clínica de doenças hepáticas crônicas, como o HCC, e o elevado número 

de atendimentos de pacientes com a hepatite C que apresentam cirrose com 

potencial de desenvolvimento do CHC nos serviços incluídos na pesquisa, fomos 

motivados a investigar os polimorfismos no promotor dos genes da interleucina (IL-

10) e do fator de necrose tumoral (TNF-α). 
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2.  REVISÃO DA LITERATURA  

 

2.1 Características gerais do HCV  

O HCV pertence à família Flaviviridae, do gênero Hepacivirus, possui RNA de 

fita simples de polaridade positiva de 9,6 quilobases de extensão. Foi identificado 

por Choo et al., (1989) e mede em torno de 50 a 60nm de diâmetro e contém um 

envoltório lipídico de aproximadamente 7nm de espessura que envolve o 

nucleocapsídeo de morfologia esférica. Quando visualizado pela microscopia 

eletrônica apresenta um tamanho em torno de 30 a 35nm (KAITO et al., 1994) 

conforme mostra a figura 1. 

 

 

Figura 1.Eletromicrografia do vírus da hepatite C 

Fonte: PENIN et al., (2004) 

 

Esse vírus possui uma única fase de leitura aberta, que codifica uma 

poliproteína de aproximadamente 3.000 aminoácidos, flanqueadas por duas regiões 

terminais não codificadoras nas extremidades 5' (5'NCR) e 3' (3'NCR) (SHIMOIKE et 

al., 1999; PENIN  et al., 2004).  

Após a clivagem dessa poliproteína pela ação combinada de proteases virais 

e do hospedeiro, origina-se um grande número de proteínas, denominadas 

estruturais e não estruturais (SHARMA, 2010). 
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As proteínas estruturais , codificadas por genes localizados próximos à região 

5'NCR, são: as proteínas do nucleocapsídeo, glicoproteínas do envelope (E1, E2)  e 

a proteína p7. A 5'NCR é formada por 340 nucleotídeos, sendo a porção do genoma 

escolhida para amplificação pela reação em cadeia da polimerase (PCR) e 

caracterização dos diversos genótipos do HCV. Essa região é composta pelo sítio 

que proporciona a síntese da fita de RNA e o sítio de entrada interno para os 

ribossomos que dá inicio a tradução da poliproteína viral (PENIN et al., 2004; 

SHARMA, 2010). 

A figura 2 mostra as proteínas não estruturais designadas de NS2, NS3, 

NS4A, NS4B, NS5A, NS5B, codificadas por genes situados  próximo a região 3' 

NCR e estão envolvidas na replicação e maturação do vírus (CHOO et al., 1989; 

PENIN et al., 2004; CRISTINA, 2005).  

 

  

Figura 2. Organização genômica do HCV. 

Fonte: Penin et al., (2004). 

 

 Já as proteínas do envelope do HCV estão envolvidas na ligação com 

receptores, entrada e fusão do vírus. A função da proteína p7 ainda não é conhecida 

(BARONE, 2008) e as proteínas do nucleocapsídeo interagem com várias proteínas 

celulares e afetam algumas funções das células do hospedeiro como a transcrição 

gênica, o metabolismo dos lipídeos, apoptose e várias vias de sinalização celular 

(PENIN et al., 2004; VISO, 2008). 
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A análise filogenética de cepas isoladas do HCV em diferentes regiões do 

mundo levou à identificação de seis genótipos. A classificação mais utilizada foi 

proposta por Simmonds et al. (1993) e baseia-se na similaridade da seqüência de 

nucleotídeos. Foram identificados seis grandes grupos ou genótipos, numerados de 

1 a 6, em algarismo arábico e mais de 50 subtipos que são identificados por letras 

minúsculas em ordem alfabética (NIHA, 2002). Há diferenças em torno de 31 a 33% 

nas seqüências de nucleotídeos dos genótipos (SIMMONDS et al., 2005) . 

Os subtipos, por sua vez, apresentam um complexo de variantes genéticas 

com divergência na sequência de nucleotídeos de 1,0% a 9,2%. Essas variantes 

genéticas encontradas dentro de um único indivíduo são denominadas quasispecies 

e são resultantes do acúmulo de mutações durante a replicação viral (ZEIN, 2000). A 

coexistência destes múltiplos mutantes oferece um mecanismo rápido e eficiente 

para o vírus se evadir da resposta imune e permanecer no hospedeiro (BARONE, 

2008). 

A identificação do genótipo é importante por razões epidemiológicas e para 

definição do tempo e o tipo de tratamento (NOUSBAUM; POL e NALPAS, 1995). 

 

2.2  História natural da infecção pelo HCV        

 

A exposição ao HCV pode ocorrer em várias ocasiões durante a vida, não 

sendo possível estabelecer um tempo definido para a infecção inicial. A progressão 

da doença é extremamente lenta, por décadas com alta percentagem de casos que 

desenvolverão fibrose hepática progressiva, culminando em cirrose e/ou câncer de 

fígado (Di BISCEGLIE, 2000; SEEF, 2002; MISSIHA; OSTROWSKI e 

HEALTHCOTE, 2008; MARCELIN, 2009; SEEF, 2009). Estas complicações devidas 

a infecção crônica do HCV,  é a indicação mais comum para o transplante de fígado 

na maioria dos países ocidentais (ALBERTI et al., 2004; BURRA, 2009).    

O estadiamento da fibrose e a graduação da atividade necroinflamatória são 

excelentes preditores de progressão da hepatite crônica pelo HCV (MASSARD et al., 

2006). A fibrose desenvolve-se em conseqüência da resposta imunológica do 

hospedeiro (FRIEDMAN, 2008). A inflamação local e a produção de fatores que 

ativam a fibrogênese são determinantes para o desenvolvimento da fibrose, cirrose e 

do carcinoma hepatocelular (PAWLOTSKY et al., 2010). A taxa de progressão da 
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fibrose hepática é determinante no prognóstico da doença, variando marcadamente 

entre os pacientes (HISSAR et al., 2009; MARCELIN, 2009).  

A biópsia hepática continua a ser um método padrão ouro para avaliar o grau 

e estágio de lesão hepática, embora não seja isenta de contraindicações e 

complicações. Um método não invasivo como a elastografia utilizando o Fibroscan 

tem sido usado para identificar estágios de fibrose em pacientes cronicamente 

infectados pelo HCV (ALEH, 2010). 

 

2.2.1 Fatores de progressão da doença 

 

  Dentre os fatores que têm um papel na progressão da doença podemos 

considerar aqueles relacionados ao vírus, ao hospedeiro e os ambientais (SEEF, 

2009). 

Em relação ao vírus, a carga viral e o genótipo não influenciam a taxa de 

progressão da doença (FREEMAN et al., 2003; FRIEDMAN, 2008; MARCELIN, 

2009; SEEF, 2009). Há relatos de progressão mais rápida em pacientes com 

genótipo 1 do HCV (KOBAYASHI et al., 1996). Entretanto os pacientes analisados 

pertenciam a uma área geográfica onde outros cofatores para fibrose não foram 

controlados (MISSIHA; OSTROWSKI e HEALTHCOTE, 2008) e essas observações 

não foram reproduzidas por outros autores (POYNARD et al., 2001; HEZODE et al., 

2005).  

Por outro lado existem inúmeros fatores do hospedeiro que podem influenciar 

a progressão da fibrose, como o sexo, idade e raça (Di BISCEGLIE, 2000). Os 

homens possuem maior prevalência de hepatite C (PALADINO et al., 2006; SEEF, 

2009) e  demonstram maior progressão para cirrose do que as mulheres; como ficou 

evidente no estudo de mulheres irlandesas que receberam imunoglobulina anti-D 

contaminada com o HCV (KENNY-WALSH, 1999). Além disso, 70% dos transplantes 

hepáticos ocorrem em pacientes do sexo masculino infectados com HCV (MISSIHA; 

OSTROWSKI e HEALTHCOTE, 2008). 

Nos pacientes infectados com idade superior a 40 anos há uma maior taxa de 

progressão da doença (HARRIS et al., 2001),  de modo que cerca de 20% desses 

individuos desenvolverão cirrose num prazo de 20 anos. Esta faixa etária constitui 

um fator de risco importante para a doença hepática avançada, provavelmente 

devido ao processo natural do envelhecimento atuando no sistema imunológico e 
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sobre o fígado (SEEF, 2002). Já nos individuos infectados com idade entre 20 e 40 

anos, a incidência de cirrose é de 3% a 8% (SEEF, 2002; 2009).  

Os afro-americanos com hepatite C crônica apresentam uma elevada taxa de 

evolução para o CHC e uma menor taxa de resposta à terapia quando comparados 

com indivíduos brancos (WILEY; BROWN e CHAN, 2002; SEEF, 2009). Por outro 

lado, a progressão da doença parece ser mais lenta e as alterações histológicas no 

fígado com menor gravidade, apresentando baixa progressão para cirrose (WILEY; 

BROWN e CHAN, 2002).  

A progressão rápida para a cirrose em pacientes latinos morando nos 

Estados Unidos e um curso mais benigno da doença em populações aborígenes são 

explicados pelas variações que ocorrem na resposta imune ao vírus e por influência 

de polimorfismos géneticos (MISSIHA, OSTROWSKI e HEALTHCOTE, 2008; SEEF, 

2009) 

O consumo de álcool está entre os principais fatores ambientais associados à 

progressão da fibrose (MARCELIN, 2009; SIU; FOONT e WANDS, 2009). Vários 

trabalhos demonstraram que nos pacientes infectados pelo HCV que fazem o uso 

crônico de álcool, a cirrose (SIU; FOONT e WANDS, 2009; SZABO et al., 2010) e o 

carcinoma hepatocelular (EL-SERAG, 2002; YUAN, et al., 2004; ASCHA et al., 2010; 

BRUIX e SHERMAN, 2010) desenvolvem-se mais rapidamente.   

Diversos estudos mostram que a progressão da fibrose na hepatite C varia 

em função da dose diária de ingestão de álcool. Poynard, Bedossa e Opolon (1997) 

relataram que pacientes com ingestão de álcool superior a 50g/dia apresentavam 

chance de progressão para fibrose na ordem de 34%. Harris  et al., (2001) 

mostraram um risco de desenvolver cirrose 4 vezes maior entre individuos com 

ingestão >80 g/dia. Peters e Terrault (2002) demonstraram uma taxa de 32% de 

progressão para cirrose com ingestão superior a 30g/dia. Boccato et al., (2006) 

encontraram progressão da doença com a ingestão de álcool maior que 40g/dia. 

Entretanto, outros descreveram um risco de 1,3 vezes maior de progressão para 

cirrose com a ingestão de álcool nas doses de 40g/dia em homens e 20 g/dia em 

mulheres (LEVISTKY e MAILLIARD, 2004; REUBEN, 2006).  

Os mecanismos pelos quais o álcool provoca lesão hepática e prejudica a 

depuração do vírus ainda não estão totalmente esclarecidos (SZABO et al.,  2010). 

Fatores importantes como maior replicação viral, aumento dos stress oxidativo, 

citotoxidade nos hepatócitos, redução da resposta ao tratamento e sobrecarga de 
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ferro têm sido postulados como fatores indutores na progressão da doença hepática 

(GITTO et al., 2009; SIU; FOONT e WAND, 2009).  

          O tabagismo também tem sido implicado no maior desenvolvimento da fibrose 

e da atividade histológica (PESSIONE et al., 2001; HEZODE et al., 2005) na hepatite 

C crônica, elevação do risco para o carcinoma hepatocelular e menor taxa de 

resposta à terapia com o Interferon (PESSIONE et al., 2001; EL-ZAYADI, 2006; 

SCOGNAMIGLIO et al., 2007).  

El-Zayadi et al., (2006) têm relatado uma associação entre o tabagismo e 

lesão celular hepática sobre a forma de necroinflamação, apoptose e deposição de 

ferro em excesso no fígado de pacientes com hepatite C crônica. Além, disso o 

tabaco induz efeitos tóxicos (aumentando o processo necroinflamatório e fibrose), 

imunológico (aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias IL-1, IL-6 e TNF-

alfa) e oncogênico (em virtude da presença de produtos químicos com atividade 

citotóxica, genotóxica e tumorigênca na fumaça do cigarro) sob o fígado (PESSIONE 

et al., 2001).  

As co-infecções constituem importantes fatores de progressão da hepatite C 

crônica. Nos co-infectados com o vírus da imunodeficiência humana (HIV) há 

menores taxas de clareamento do HCV após infecção aguda, maior carga viral e 

menor resposta ao tratamento (SULKOWSKI, 2008). A fibrose hepática é mais 

acelerada (SEEF, 2009) pelas alterações na resposta imune celular e aumento das 

taxas de apoptose, levando à progressão mais rápida da doença hepática e ao 

desenvolvimento do carcinoma hepatocelular (ROE e HALL, 2008), quando 

comparados com indivíduos sem a infecção pelo HIV.  

Pacientes com hepatite C crônica co-infectados pelo vírus da hepatite B 

(HVB) podem apresentar resposta imunológica e virológica diferentes (LIN et al., 

2006), pois o HCV pode suprimir a replicação do HBV, resultando na redução dos 

títulos séricos do HBsAg, anti-HBc, HBeAg e HVB-DNA. Esta co-infecção está 

associada a formas mais graves da doença hepática, resultando no desenvolvimento 

mais rápido de fibrose e cirrose (CHU e LEE 2008; MISSIHA; OSTROWSKI e 

HEALTHCOTE, 2008). Adicionalmente, a prevalência do CHC é cerca de quatro 

vezes maior nesses pacientes do que naqueles monoinfectados pelo HCV 

(CHERUVU; MARKS e TALAL, 2007).  

Outro fator de risco que poderia aumentar a progressão da fibrose em 

pacientes com o HCV é a infecção concomitante com o Schistosoma mansoni, 
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descrita no Egito associada ao genótipo 4,  onde a infestação poderia prejudicar a 

resposta imune, promovendo uma elevada carga viral que afetaria um fígado já 

comprometido pela doença da esquistossomose (SEEF, 2002). 

  O impacto do sobrepeso e/ou obesidade sobre a hepatite C é indiscutível, 

devido à incidência mundial da síndrome metabólica. O excesso de peso está 

associado à esteatose, inflamação e resistência à insulina, os quais contribuem para 

o aumento da fibrose hepática (NEGRO e CLEMENT, 2009). 

A esteatose hepática é uma característica histológica comum em 

aproximadamente 50% dos pacientes com hepatite C crônica (ASSELAH  et al., 

2007), mesmo na ausência de outros possíveis fatores esteatogênicos como o 

álcool, drogas ou síndrome metabólica (MIRANDOLA et al., 2010). 

A importância da esteatose, obesidade e diabetes tem sido investigada a fim 

de compreender a relação entre os distúrbios metabólicos, a resistência à insulina, 

replicação do HCV e progressão da fibrose (MARCELIN, 2009; SEEF, 2009). 

Existem dois tipos de esteatose nos pacientes com HCV. A esteatose 

metabólica está relacionada com o genótipo 1 do HCV, com aumento do índice de 

massa corporal (IMC), presença de hiperlipidemia e resistência à insulina. O outro 

tipo denomina-se esteatose viral, relacionada com o genótipo 3 do HCV 

desenvolvendo-se na ausência de outros fatores esteatogênicos por influência direta 

do vírus (ASADULAH; STERRY e VOLK, 2003; MIRANDOLA et al., 2010; PATEL et 

al., 2010; SERFATY e  CAPEAU, 2009). 

Um estudo com 3.068 pacientes com hepatite C crônica demonstrou que a 

esteatose hepática está associada ao aumento da atividade inflamatória e 

progressão da fibrose hepática.  Os mecanismos envolvidos nessa progressão são o 

stress oxidativo, citocinas pró-inflamatórias, resistência à insulina e o aumento da 

susceptibilidade à apoptose que podem mediar o efeito fibrogênico da esteatose 

(LEANDRO et al., 2006; ASSELAH  et al., 2007). 

 Em relação ao diabetes, foi relatada uma prevalência de 5 a 12% em 

pacientes com hepatite C, ou seja, superior àquela encontrada na população em 

geral (SERFATY e CAPEAU, 2009). Jadon et al., (2010) encontraram uma 

prevalência de 13,7% do HCV em 3.000 diabéticos quando comparada com  4,9% 

em doadores de sangue (não diabéticos). Outro estudo de caso-controle mostrou 

prevalência de 4,2% de infecção pelo HCV em diabéticos versus 1,6% nos pacientes 

controles (MASON  et  al., 1999). 
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A ocorrência de diabetes como fator de risco para o desenvolvimento de CHC 

em pacientes com hepatite C crônica foi relatada em diversos estudos (CONTE, 

2000; BRUIX e SHERMAN, 2005, DAVILA et al., 2005; CHEN et al., 2008; VELDT et  

al., 2008;  ASCHA et al., 2010).  Esse fato ocorre porque a doença hepática causada 

pelo HCV pode causar intolerância à glicose e resistência à insulina, resultando no 

desenvolvimento de diabetes mellitus (DAVILA et al., 2005; VELDT et al., 2008). 

A resistência à insulina (RI) é uma condição complexa que occore quando 

são necessárias concentrações de insulina superiores às normais para manter a 

glicemia normal e adequada utilização de glicose nos tecidos alvo (ARRESE; 

RIQUELME e SOZA, 2010). Essa condição é encontrada, em 30% a 70% dos 

pacientes cronicamente infectados com o HCV (HARRISON, 2006).             

O HCV pode levar à RI através de um mecanismo direto do vírus ou devido à 

ativação da inflamação sistêmica e hepática. Tem sido sugerido que um aumento 

dos níveis de leptina e citocinas pró-inflamatórias, como a IL-1, IL-6 e TNF-α, assim 

como a redução  dos níveis de adiponectina podem contribuir diretamente para 

promoção da RI induzida pelo HCV (ARRESE; RIQUELME e SOZA, 2010). Além 

disso, a RI pode causar esteatose hepática e resistência ao tratamento antiviral 

(KAWAGUCHI e SATA, 2010). 

 

2.3 Aspectos epidemiológicos do HCV 

 

Estima-se que 170 milhões de indivíduos estejam infectados pelo HCV em 

todo o globo, correspondendo a cerca de 3% da população mundial (ALTER, 2007; 

TE e JENSEN, 2010; CRAXI et al., 2011). A prevalência na região da Europa 

ocidental é 0,4 a 3%, enquanto na região do Norte da África corresponde a uma taxa 

maior que 2,9%, e é verificada no Egito a maior prevalência, de 9% (CRAXI et al., 

2011; ALTER, 2007).  Estima-se que a incidência anual de infecções sintomáticas 

seja de 1/100.000 pessoas, embora a real incidência seja muito mais elevada, 

devido à grande frequência de formas assintomáticas (CRAXI et al., 2011). 

A prevalência da hepatite C crônica varia de 0,1 a 5% em diferentes países 

(MARCELLIN et al., 2008). Estados Unidos da América, Austrália, Turquia, Espanha, 

Itália e Japão apresentam uma prevalência média global de 1,0% a 1,9%, havendo 

diferentes padrões em relação à idade (TE e JENSEN, 2010).  
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Nos Estados Unidos da América, a prevalência é maior entre as pessoas de 

30 a 49 anos de idade, indicando que a transmissão do HCV ocorreu nos últimos 20 

a 40 anos, padrão semelhante àquele observado na Austrália. Por outro lado, na 

Turquia, Espanha, Itália, Japão e China, a descoberta da doença ocorreu entre as 

pessoas acima de 50 anos, sugerindo que a transmissão tenha ocorrido há um 

período de 40 a 60 anos (ALTER, 2007).  

Em relação aos genótipos do HCV, os tipos 1, 2, e 3 têm distribuição mundial 

e sua prevalência varia de uma região geográfica para outra. Os subtipos 1a e 1b 

são os mais comuns nos Estados Unidos da América e Europa. No Japão 

predomina o subtipo 1b com 73% dos casos de hepatite C. O subtipo 2a e 2b são 

comuns na América do Norte, Europa e Japão e o 2c é comum na Itália. O genótipo 

3 é prevalente em usuários de drogas intravenosas na Europa e Estados Unidos da 

América. Na África, América do Norte e Oriente Médio o genótipo 4 parece ser o 

mais prevalente e o genótipo 5 e 6 limitam-se à África do Sul e a Hong Kong (ZEIN, 

2000). 

No Brasil, estima-se que cerca de 1,5% da população esteja infectada pelo 

HCV. A soroprevalência varia nas diferentes regiões (LAMPE et al., 2010), sendo 

maior no Norte do Brasil, que apresenta 2,1%. Os genótipos mais freqüentes são 1, 

3 e 2 (PEREIRA et al., 2002; OLIVEIRA-FILHO et al., 2010). 

A distribuição dos genótipos e suas freqüências relatadas nos Estados Unidos 

da América são: 64,9% para o genótipo 1;  4,6% para o genótipo 2;  30,2% para o 

genótipo 3; 0,2% para o genótipo 4 e 0,1% para o genótipo 5. Os subtipos 1a, 1b e 

3a são as cepas mais prevalentes no Brasil (PEREIRA et al., 2002; LAMPE et al., 

2010). O genótipo 1 predomina na região do Norte (OLIVEIRA-FILHO et al., 2010), o 

tipo 2 na região Centro-Oeste e o genótipo 3 é comum no Sul. No Nordeste, o 

genótipo 1 é o mais prevalente, com 60,7% em Pernambuco, seguido do tipo 3 

(36,9%) e o tipo 2 (2,4%) (CAMPIOTO et al., 2005).  

A transmissão do HCV sofreu um grande impacto com a implantação da 

triagem obrigatória de doadores de sangue na maioria dos países no mundo. No 

entanto, o uso de drogas venosas ilícitas continua a ser um das principais fontes de 

infecção do HCV e na prática pode ser a origem dessa infecção em diferentes 

regiões (TE e JENSEN, 2010).  

Os fatores de risco para a transmissão do HCV incluem procedimentos como 

cirurgia, hemotransfusão antes do ano de 1992 e hemodiálise; o uso de drogas 
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injetáveis e de cocaína intra-nasal; a utilização de equipamento contaminado, a 

promiscuidade sexual, a colocação de percing, tatuagem, entretanto, em alguns 

casos nenhum fator de risco é identificado (ALTER , 2002).  

 

2.4 Imunopatologia do HCV 

 

  O mecanismo pelo qual o HCV causa lesão hepática aguda e inicia uma 

cascata de eventos conduzindo ao estabelecimento de uma infecção persistente e o 

desenvolvimento de doença hepática crônica não estão claramente estabelecidos 

(SEEF, 2002). 

Muitos fatores influenciam a progressão da doença incluindo idade, sexo, 

consumo de álcool, IMC, esteatose hepática, co-infecção com HIV ou HBV afetam o 

prognóstico da doença, mas são insuficientes para explicar esta evolução. Fatores 

virais e do hospedeiro, como genéticos e imunológicos podem ter importante papel 

na cronificação da doença (PALADINO et al., 2006).  

O  HCV infecta o hospedeiro susceptível, penetra na corrente sanguínea 

tendo tropismo primariamente pelos hepatócitos, embora diversos tecidos como 

pâncreas, tiróide, glândulas adrenais, baço, medula óssea, linfócitos B e T 

periféricos também possam ser comprometidos. No soro, as proteínas do envelope 

E1 e E2 do HCV penetram na célula por endocitose, mediada por um receptor CD81 

da superfície dos hepatócitos e linfócitos, incluindo o CD81 e o receptor de 

lipoproteína de baixa densidade. Após a entrada na célula, há liberação do RNA viral 

no citoplasma (VISO, 2008). 

O HCV é traduzido em proteínas estruturais e não estruturais. As proteínas 

estruturais estão envolvidas na ligação do RNA e ribossomos promovem a formação 

do capsídeo. As proteínas não-estruturais codificam enzimas específicas que são 

importantes para a replicação viral. As proteínas virais se acumulam no retículo 

endoplasmático e no complexo de Golgi, onde se fundem e o processo de liberação 

do vírion é iniciado (CHANG, 2003; POLIAK, 2003; THIMME; LOHMANN e WEBER, 

2006; VISO, 2008). 

Portanto, logo após a infecção pelo HCV, o sistema imunológico responde ao 

RNA viral ativando uma cascata de sinalização nas células infectadas, acionando a 

resposta imune não especifica, resultando na produção do interferon (IFN) tipo I e de 

células natural killer (NK) (PAWLOSTKY, 2004; VISO, 2008; CASTELO et al., 2010). 
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O  IFN ativa proteínas antivirais, que são responsáveis pela expressão dos genes 

que inibem a replicação do vírus no interior dos hepatócitos, na tentativa de debelar 

a infecção (POLIAK, 2003; VISO, 2008). 

As populações celulares do fígado que participam da resposta inata são as 

células NK, células de Kuppfer e células dendríticas (CHANG, 2003; ISHII e KOZIEL, 

2008). As células NK inibem a replicação viral através da citólise das células 

infectadas, da produção de citocinas, como o interferon gama (IFNγ) que recruta 

células inflamatórias intra-hepáticas e estimulam a resposta Th1 (ISHII e KOZIEL, 

2008).  

Estudos sugerem que o HCV inibe genes de receptores da ativação de 

células NK, diminuindo a ação e número destas células em pacientes infectados 

(POLIAK, 2003; THIMME; LOHMANN e WEBER, 2006). As células NK de indivíduos 

com HCV estão com sua capacidade comprometida devido a um aumento da IL-10 e 

fator de crescimento tumoral beta (TGF-β), que pode inibir a ação das células 

dendríticas (THIMME; LOHMANN e WEBER, 2006). 

Na resposta imune adaptativa participam a resposta imune humoral com os 

anticorpos produzidos pelos linfócitos B e a resposta imune celular com produção 

dos linfócitos T CD4+ e T CD8+ (TILG, 2009). Os anticorpos da hepatite C (anti-

HCV) são detectáveis com sete a oito semanas após a infecção. O HCV sofre 

pressão seletiva do hospedeiro, o que estimulará alterações na seqüência da região 

hipervariável da glicoproteína de envelope E2, um dos principais alvos da resposta 

dos anticorpos, conduzindo ao aparecimento de mutações nestas proteínas, levando 

ao escape viral (THIMME; LOHMANN e WEBER, 2006; VISO, 2008). 

 Uma ampla resposta imunológica multi-específica e sustentada ao HCV pelos 

linfócitos T CD4+ e T CD8+ está associada à eliminação viral e à resolução da 

infecção (THIMME; LOHMANN e WEBER, 2006). Por outro lado, a persistência viral 

está associada a uma resposta deficiente e disfuncional das células T específicas 

(BILLEBERT; BOTTLEER e THIME, 2007). Os linfócitos T CD8+ podem eliminar o 

HCV através da indução da apoptose em hepatócitos infectados ou pela supressão 

da replicação por produção de IFNγ (VISO, 2008). 

 Nos pacientes cronicamente infectados a resposta imune é menos vigorosa e 

pode ser resultado da imunotolerância ou da exaustão da resposta dos linfócitos T 

CD8+ ou pela alta carga viral que persiste nestes indivíduos (THIMME; LOHMANN e 

WEBER, 2006; VISO, 2008). Os linfócitos T CD4+ também parecem estar evolvidos 
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na lesão viral, mediados pelo aumento da expressão do complexo principal de 

histocompatibilidade de classe II (VISO, 2008).  

Os linfócitos T CD4+ e T CD8+ vírus especificos são detectáveis no sangue 

aproximadamente 3 a 4 semanas após a infecção pelo HCV, e a infiltração de 

células T no fígado correlaciona-se com o aumento das transaminases 

(REHERMANN, 2000).  

As respostas e a atividade imunomoduladora das citocinas dos linfócitos T 

CD4+ podem ser categorizadas em duas respostas funcionais: a de tipo 1 ou Th1 

(resposta da citocina pró-inflamatória que produz interleucina-2 (IL-2), IFNү e fator 

de necrose tumoral alfa (TNF- α ) e a de tipo 2 ou Th-2 (resposta da citocina 

antiinflamatória que inclui a IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e ativação das células B). Os 

pacientes com infecção aguda auto-limitada pelo HCV tem uma resposta 

predominantemente do tipo Th1 enquanto um perfil de citocinas do tipo Th2 

predomina naqueles com infecção crônica (MIZUKOSHI e REHERMANN, 2001; 

CHANG, 2003).  

 

2.5  Evolução clínica da hepatite C 

 

         A hepatite C apresenta perfis distintos de evolução, mas em geral apresenta 

curso lentamente progressivo. A infecção pelo HCV geralmente é descoberta 

durante doação de sangue, exames de rotina ou exames de diagnóstico realizados 

por outras doenças . A infecção se torna crônica em 85% dos casos (KATO et al., 

2002).  

Pacientes com infecção aguda pelo HCV são frequentemente assintomáticos 

em 50 a 90% dos casos (CRAXI et al., 2011) . Após a exposição inicial, o HCV-RNA 

pode ser detectado no sangue com 1 a 3 semanas e o anti-HCV está positivo em 50-

70% com o ínicio dos sintomas  de fadiga, perda de peso, náuseas, dor abdominal, 

anorexia, artralgias, dores musculares e icterícia (NIHA, 2002).Uma pequena 

proporção de pacientes após a infecção aguda têm resolução espontânea mas a 

maioria evolui para a cronicidade (REHERMANN e NASCIMBENI, 2005). 

A progressão da forma aguda para a hepatite crônica é definida pela elevação 

das aminotransferases persistentemente por mais de 6 meses, com a persistência 

do vírus no sangue e esta transição acontece de forma assintomática (SEEF, 2002). 
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A cirrose representa o estágio final de qualquer doença crônica hepática e 

atualmente a hepatite C e o álcool são as principais causas dessa doença nos 

Estados Unidos da América (GARCIA-TSAO et al., 2009).Uma vez que os pacientes 

tenham desenvolvido a cirrose, terão risco de descompensação pelas complicações 

da hipertensão portal, como o sangramento das varizes, ascite e encefalopatia 

(SHIFFMAN, 2003). Outra complicação importante desta infeccção crônica é o 

desenvolvimento do carcinoma hepatocelular (DI BISCEGLIE, 2000; SEEF, 2002).  

  

2.6 Diagnóstico da hepatite C 

 

2.6.1 Teste sorológico 

 
O ELISA é o método mais utilizado no diagnóstico da infecção pelo HCV. O 

teste utilizando antígenos recombinantes do vírus (PAWLOTSKY, 1999; STRAUSS, 

2001; GHANY et al., 2009) adquiriu maior sensibilidade e especificidade ao passar 

para segunda e terceira gerações (especificidade> 99%) (STRAUSS, 2001; GHANY 

et al., 2009).  

 

2.6.2 Testes moleculares 

 
a) Teste de detecção de ácidos nucléicos  

Os testes moleculares que detectam o RNA viral no sangue periférico são a 

reação em cadeia da polimerase (PCR) qualitativa ou PCR em tempo real 

(PAWLOTSKY, 1999; STRAUSS, 2001; GHANY et al., 2009). 

 

b) Teste de genotipagem 

O exame de genotipagem utiliza testes moleculares baseados em amplificação 

do RNA viral, capaz de identificar os diversos genótipos, subtipos e populações 

mistas do HCV, sendo indicado na ocasião da confirmação do diagnóstico 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2011). 

 

2.6.3 Biópsia hepática 

 
A biópsia hepática ainda é uma ferramenta valiosa para definição do estadio 

de fibrose e grau de atividade inflamatória na hepatite C crônica e avaliação dos 
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efeitos do tratamento (BEDOSSA e POYNARD, 1996).Desmet et al. (1994) 

propuseram uma classificação das hepatites crônicas incluindo a atividade 

necroinflamatória e a fibrose hepática. Os sistemas de estadiamento são baseados 

na avaliação dos graus da fibrose, sendo o score METAVIR considerado o melhor 

para o diagnóstico histológico da hepatite C crônica (BEDOSSA e POYNARD, 

1996). 

 

2.7 Carcinoma hepatocelular  

 

 O CHC é o câncer primário derivado das principais células do fígado, os 

hepatócitos. 

 O câncer de fígado a terceira principal causa de morte, após o câncer de 

pulmão e de estômago, de acordo com os dados do Instituto Nacional do Câncer 

(INCA, 2008; FERENCI et al., 2010). O CHC é o quinto tumor mais frequente entre 

os homens e o oitavo entre as mulheres (FERENCI et al., 2010). 

O Sudeste da Ásia, Japão e África dos Sul apresentam uma incidência 

particularmente alta do CHC e a China responde por 50% dos casos no mundo, 

enquanto que nos Estados Unidos, América do Sul, Grã-Betanha, nordeste da 

Europa e Oceania são consideradas regiões de baixa prevalência (BRUIX e 

SHERMAN, 2005; EL-SERAG e RUDOLPH, 2007; TSAI e CHUNG, 2010). Devido à 

história natural da hepatite C, nos últimos 20 a 30 anos a freqüência do CHC vem 

aumentando nos Estados Unidos da América e Europa (ALJARIB, FRANCESCA e 

BURROUGS, 2007). 

Na Ásia, a infecção crônica pelo HBV é responsável por 70% dos casos de 

CHC, enquanto que 20% são causados por HCV. No entanto, no Japão 75% dos 

casos do CHC são relacionados ao HCV (CHENG et al., 2009). 

A incidência do CHC em relação às raças e sexo varia não somente entre as 

regiões, mas também entre diferentes grupos populacionais de uma mesma região. 

Nos Estados Unidos da América, as taxas são duas vezes mais elevadas em 

asiáticos do que em afro-americanos, que por sua vez apresentam taxas duas vezes 

maiores do que os brancos (EL-SERAG e RUDOLPH, 2007). 

 Em relação ao sexo, o CHC ocorre em uma frequência de duas a quatro 

vezes maior em homens do que em mulheres (CONTE, 2000; BRUIX e  SHERMAN, 

2005). 
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A faixa etária mais acometida nos Estados Unidos da América e Europa está 

entre a sexta e sétima década de vida e, em áreas de grande incidência, como África 

e Ásia, o tumor ocorre em pacientes mais jovens, entre a terceira e quinta década 

(INCA, 2008). 

Um taxa superior a 80% dos casos de CHC ocorre em pacientes com doença 

hepática crônica causada pela infecção pelo HBV ou HCV (McGLYNN, 2005). Entre 

as maiores causas de cirrose nos pacientes com CHC estão a infecção por HBV, 

HCV, a doença hepática alcoólica e esteatohepatite não-alcoólica (BRUIX e 

SHERMAN, 2005; ALJARIB, FRANCESCA e BURROUGS, 2007; ASCHA et al., 

2010; BRUIX e SHERMAN, 2010). Entre outros fatores de risco para o 

desenvolvimento do CHC estão o uso do cigarro e condições genéticas como a 

hemocromatose, a tirosinemia e as porfirias (CONTE, 2000). 

Outro importante fator de risco é a exposição à aflatoxina B1, produzida pelo 

fungo Aspergillus flavus. Em várias regiões da África, a quantidade estimada de 

aflatoxina ingerida nos alimentos correlacionou-se com a frequência do CHC (EL-

SERAG e RUDOLPH, 2007). 

 O desenvolvimento do CHC em pacientes co-infectados pelo HIV e HCV é 

mais agressivo do que aquele observado em pacientes monoinfectados (BRUIX e 

SHERMAN, 2010). A associação entre obesidade, diabetes e CHC tem sido 

relacionada à progressão da esteatose para cirrose (CONTE, 2000; BRUIX e 

SHERMAN, 2005; ASCHA et al., 2010).  

 

2.8 Hepatite C e CHC 

 

O CHC é um tumor altamente heterogêneo e a hepatocarcinogênese é um 

processo complexo que envolve uma série de alterações genéticas, epigenéticas, 

rearranjos cromossomais, ativação de oncogenes celulares, ativação e ou inativação 

de genes supressores do tumor e a desrregulação de várias vias de transdução de 

sinal, conduzindo a tranformação maligna dos hepatócitos (CASTELO et al., 2010, 

THORGEIRSSON e GRISHAM, 2002; LLOVET; BURROUGHS e BRUIX, 2003; TSAI 

e CHUNG, 2010). Esta neoplasia surge em condições de fígado normal, fígado 

anormal sem cirrose e em 80% dos casos com cirrose (LLOVET e BRUIX, 2008). 

A patogênese molecular do CHC em pacientes com hepatite C não está clara. 

A proteína do nucleocapsídeo do HCV pode esta envolvida na apoptose, transdução 
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de sinal, formação de espécies reativas do oxigênio, no metabolismo lipídico e na 

transformação e modulação da imunidade (CHA e DEMATTEO, 2005; TSAI e 

CHUNG, 2010).A  resposta imune do hospedeiro desenvolve um papel ao redor da 

hepatocarcinogenese relacionada ao HCV, sugerindo que uma melhor compreensão 

dos eventos humorais e celular envolvidos na transformação hepática podendo 

conduzir a medidas preventivas, atingindo o microambiente pró e anti-tumoral. 

(CASTELO et al., 2010).A maioria do CHC desenvolve no fígado  cirrótico, mas a 

ligação entre a cirrose e o CHC é provavelmente multifatorial (TSAI e CHUNG, 

2010). 

 

2.9 Evolução clínica e diagnóstico do CHC 

 

Os pacientes com CHC podem apresentar grande diversidade de sinais 

clínicos. Caso o tumor seja pequeno pode não apresentar sintomas ou sinais da 

doença, mas também pode apresentar sinais relacionados com a doença hepática 

crônica ou cirrose (FERENCI et al., 2010). 

 As principais queixas incluem dor em quadrante superior direito e perda de 

peso. Outros sintomas incluem deterioração da função hepática, ascite de inicio 

recente, aumento da icterícia, febre, encefalopatia de início recente, sangramento 

varicoso em pacientes com cirrose, dor abdominal aguda com sinais de choque 

hipovolêmico pela rotura do tumor com sangramento intra-abdominal (CONTE, 2000; 

BEFELERR e  DI BISCEGLIE, 2002; EL-SERAG et al., 2008; FERENCI et al., 2010). 

Entre os diversos marcadores tumorais hepáticos, aquele mais 

frequentemente investigado é a alfa-fetoproteína (FORNER, 2009). Níveis 

persistentemente elevados podem ser úteis como critérios de diagnóstico do câncer 

hepático, desde que associados a outros exames, tais como a ultrassonografia 

abdominal, a tomografia computadorizada e a ressonância magnética (FERENCI, 

2010).  

No entanto, a alfa-fetoproteína possui baixa sensibilidade, pois há relatos de 

valores normais mesmo quando o tumor já está presente. Por isso é considerada um 

marcador de doença avançada, não sendo mais uma ferramenta de rastreamento 

eficaz (FORNER, 2010). Portanto, necessita de sensibilidade e especificidade 

adequadas para uma vigilância eficaz e diagnóstico do CHC (BRUIX e SHERMAN, 

2010). 
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Há diversos sistemas para o manejo do CHC, mas o sistema de estadiamento 

proposto pela Barcelona Clinic  Liver Cancer (BCLC) (BRUIX e SHERMAN, 2010) foi 

proposta como a classificação padrão. Este sistema considera variáveis ligadas ao 

estadio de evolução do tumor, à função hepática, ao estado físico e os sintomas 

ligados ao câncer correlacionando estas variáveis com as opções de tratamento e a 

expectativa de vida (BRUIX e SHERMAN, 2010; FERENCI et al., 2010; GIGLIA et 

al., 2010). 

Essa classificação foi endossada pela Associação Americana para o Estudo 

das doenças do Fígado (AASLD) e Associação Européia para o Estudo do Fígado 

(EASL) (FERENCI et al., 2010; LLOVET e BRUIX, 2008) e vem sendo amplamente 

aceita na prática clínica como também para muitos ensaios clínicos de novos 

medicamentos para o tratamento do carcinoma hepatocelular tais como a utilização 

da quimioterapia sistêmica (BRUIX e SHERMAN, 2011, LLOVET e BRUIX, 2008) 

 

2.10 Interleucina IL-10 

 

2.10.1 Proteína, estrutura gênica 

 
 Descrita inicialmente como um fator inibidor da síntese de citocinas por 

Fiorentino em 1989, posteriormente identificada por Mosmann et al., (1990) e 

denominada de IL-10 (MOORE et al., 1990). O gene da IL-10 contém cinco éxons e 

ocupa aproximadamente 5,1Kb no cromossomo 1 (KIM et al., 1992) entre 1q31 e 

1q32, sendo esta região rica em genes que codificam proteínas importantes para o 

sistema imunológico (ESKDALE et al., 1997). 

A IL-10 é uma citocina da resposta Th2, que pertence a uma família de 

citocinas com organização genômica exon-intron similar, ligam-se a receptores com 

estruturas semelhantes e ativam a via de sinalização, transdução de sinal e ativador 

de transcrição Janus quinase (JAK/STAT) (MOSSER e ZHANG, 2008), resultando 

na inibição de ativação dos macrófagos (MOORE et al., 2001).  

 

2.10.2 Função biológica da IL-10 

 
 Os monócitos e macrófagos ativados são os tipos celulares predominante 

responsáveis pela síntese da IL-10. A lista de células produtoras de IL-10 se 
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expandiu rapidamente, assim como o número de células que são capazes de 

responder a essa citocina. As quatro principais fontes  de células T de IL-10 são as 

células da resposta Th2 e células da subpopulação de células T reguladoras 

(MOSSER e ZHANG, 2008). Outros produtores são as células B, eosinófilos, células 

dendríticas e queratinócitos (ASSADULLAH; STERRY e VOLK, 2003). 

 A principal função biológica da IL-10 parece ser exercida sobre as células 

apresentadoras de antígenos e os linfócitos (ASSADULLAH; STERRY e VOLK, 

2003; VICARI e TRINCHIERI, 2004; MOSSER e ZHANG, 2008). Os efeitos diretos 

sobre essas populações explicam o grande impacto desta citocina, incluindo a 

regulação do equilíbrio Th1/Th2 (ASSADULLAH; STERRY e VOLK, 2003). 

A IL-10 inibe a síntese de vários mediadores inflamatórios secretados por 

monócitos e macrófagos ativados, tais como TNF, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, a expressão 

de moléculas do complexo de histocompatibilidade, fator estimulador de colônias de 

granulócitos e monócitos, fator inibidor da leucemia e fator ativador de plaqueta 

(NELSON et al., 2000; MOORE et al., 2001; ASSADULLAH; STERRY e VOLK, 

2003). 

 A IL-10 apresenta efeitos imunossupressores sobre as células dendríticas 

que são consistentes com a inibição da resposta Th1 (NELSON et al., 2000; 

MOORE et al., 2001), inibindo a produção de IL-2, INFγ e TNF-α, que são 

necessárias a resposta imune celular (EDWARDS-SMITH et al., 1999).  

A IL-10 pode bloquear a nível regional uma etapa de maturação das células 

dendríticas (tem elevada capacidade de captura, mas potência estimulativa baixa) e 

o resultado é uma célula inativada que não vai estimular as células T, mas vai se 

ligar a quimiocinas pró-inflamatórias, sem, no entanto, responder a elas (D’AMICO et 

al., 2000; MOSSER e ZHANG, 2008).  

A inibição das células da resposta Th1 pela IL-10 parece ser mediada via 

inibição da síntese de IL-12, um co-estimulador que é necessário para a produção 

de citocinas deste perfil. A secreção das diferentes citocinas contribui de forma 

eficaz para as diferenças entre os subtipos de células T e assim, a regulação da 

resposta humoral e celular pode ser explicada, em parte, pela regulação cruzada da 

diferenciação e ativação das células das respostas Th1 e Th2 no processo de 

resposta imune (MOSSER e ZHANG, 2008). 

A presença da base nitrogenada adenina na posição -1082 do promotor do 

seu gene foi correlacionada com baixa produção da IL-10 após estimulação de 
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células T in vitro (TURNER et al., 1997). Esta variante parece ter aplicabilidade 

clínica tendo em vista que alguns alelos da região promotora podem determinar a 

produção da IL-10 (ESKDALE et al., 1998) 

 

2.11 Fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) 

 

2.11.1 Proteína, estrutura gênica 

 
 O TNF-α é uma citocina inflamatória pleiotrópica que foi isolada pela primeira 

vez por Carswell et al., (1975) na tentativa de identificar uma substância ou um fator 

que produzia hemorragia e necrose em sarcoma. 

 O gene do TNF-α foi clonado em 1985, está mapeado no cromossoma 6 

região p213, mede cerca de 3Kb e contem 4 éxons. O TNF-α liga-se a receptores 

específicos na membrana celular denominados receptores do TNF I e II. Estão 

presentes em quase todas as células do nosso organismo, e no citoplasma ativam 

uma família de proteínas denominadas de fatores associados aos receptores do 

fator de necrose tumoral (VITALE e RIBEIRO, 2007). 

 

2.11.2 Função biológica do TNF-α 

 
 Os efeitos biológicos do TNF-α podem variar dependendo da sua 

concentração, do tempo de exposição da célula e da presença de outros mediadores 

(HIRONO et al., 2000). A principal função do TNF-α é promover a ativação dos 

neutrófilos e monócitos para o local da infecção (VITALE e RIBEIRO, 2007).  

Nas células endoteliais, atua promovendo vasodilatação, estimulando a 

secreção de um grupo de quimiocinas com ação quimiotáxica para leucócitos, 

juntamente com outras interleucinas (IL-1 e IL-6), como estimulação do eixo 

hipotálamo-hipófise-adrenal, levando à liberação do hormônio liberador de 

corticotropina, suprimindo a febre e o apetite (VITALE e RIBEIRO, 2007).  

No fígado, participa da resposta de fase aguda, estimulando a produção das 

proteínas de fase aguda do processo inflamatório (proteína C-reativa) e uma série 

de outros mediadores (TILG, 2009). Tem sido atribuída ao TNF-α propriedades anti-

cancerígenas pelos efeitos citolíticos e ou citostáticos diretos sobre as células 

tumorais renais (CARSWELL et al., 1975). 
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2.12 Polimorfismos dos genes da IL-10 e TNF-α no CHC  

 
Foi descrita a associação de níveis elevados de IL-10   em certos tipos de 

câncer, como o de ovário, melanomas, mieloma e linfomas, podendo ser um 

indicador de uma resposta inflamatória ou de uma imunossupressão (MOORE et al., 

2001). Nos últimos anos, tem havido enorme esforço por numerosos laboratórios de 

todo o mundo para identificar as mutações genéticas que desempenham um papel 

importante na predisposição genética para a progressão de doenças e determinados 

cânceres (HOWEEL e ZERILLIS, 2007). 

Polimorfismo do nucleotídeo simples (SNPs) são variações da sequência do 

DNA que ocorrem quando um único nucleotídeo (adenina, timina, citosina ou 

guanina) na sequência do genoma é alterado (SNP, 2010). 

Muitos polimorfismos podem não ter efeito sobre a função das células, no 

entanto, as variações na sequência do DNA podem ter um impacto importante sobre 

a forma de como os seres humanos respondem a doenças, fatores ambientais, tais 

como bactérias, vírus, toxinas, produtos químicos, drogas e outras terapias (SNP, 

2010). 

Estudos revelam uma forte correlação entre a prevalência de doenças e 

polimorfismos do gene IL-10, no entanto, faz-se necessário desenvolver estudos que 

correlacionem “causa e efeito” para demonstrar como estes polimorfismos 

contribuem para o desenvolvimento destas doenças (MOSSER e ZHANG, 2008). 

 A extraordinária diferença individual entre a habilidade de produzir IL-10, 

TNF-α ou INFγ após estimulação in vitro tem sido atribuída aos polimorfismos dentro 

das regiões reguladoras do genoma ou dentro da seqüência dos sinais dos 

respectivos genes. Vários locais de polimorfismos dentro das regiões promotoras do 

gene da IL-10 foram descritos e a combinação de três polimorfismos nucleotídeos 

simples da transcrição iniciam a produção local de três diferentes haplótipos (GCC, 

ACC, e ATA) que são associados a diferentes expressões de IL-10 (HAUKIM et al., 

2002; MANGIA et al., 2004).Os seis SNPs são por convenção agrupados em distais 

e proximais, de acordo com a sua localização na seqüência do gene IL-10, em 

relação ao início da transcrição. Consideram-se distais os SNPs situados nas 

posições –3575 (T/A), -2849 (G/A) e -2763 (C/A), e proximais os situados nas 

posições –1082 (G/A), -819(C/T) e –592(C/A) (ESKDALLE et al., 1999; MOOSER e 

ZHANG, 2008).  
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Uma análise dos efeitos sinérgicos dos diferentes polimorfismos pode ser 

realizada a partir da combinação destes em haplótipos. Os diferentes genótipos e 

haplótipos do gene da IL-10 foram associados, em estudos in vitro e in vivo, com 

uma produção diferencial da proteína (ESKDALE, KUBE e GALLAGHER, 1996). Isto 

é condizente com estudos que identificaram seqüências reguladoras negativas e 

positivas nessa região. Desta maneira, as diferenças herdáveis na produção de IL-

10 estão fortemente relacionadas à estrutura gênica (ESKDALLE et al., 1998). 

        O haplótipo distal dos SNPs –3575T/-2849G/-2763C foi associado com uma 

alta produção de IL-10, enquanto o haplótipo –3575A/-2849(A/G)/-2763A  foi 

associado com baixa produção de IL-10 (ESKDALE et al., 1998; MOOSER e 

ZHANG, 2008). Entretanto, para o haplótipo proximal –1082A/-819T/–592A existem 

diferentes interpretações, segundo o método utilizado para aferir os níveis de 

produção de IL-10.  

Estudos com linfócitos de sangue periférico estimulados in vitro associaram o 

haplótipo ATA com baixa produção de IL-10 e resultados opostos foram encontrados 

em estudos in vivo (HELMINEN; LAMDENPOHJA e HUME, 1999). No SNP –1082, 

quando analisado isoladamente, o alelo (G) foi associado com uma produção maior 

de IL-10 (TURNER et al., 1997).  

Um polimorfismo genético que afeta diretamente a regulação do TNF-α está 

localizada na posição -308 na região do promotor do gene de TNF-α, que define os 

alelos TNF1 (-308G) e TNF2 (-308A). Associações positivas foram encontradas 

entre o alelo TNF2 e alguns tumores malignos como linfomas não-Hodgkin, 

carcinomas de mama e próstata. Entretanto nenhuma associação foi encontrada 

entre o promotor do TNF-α -308 e câncer de estômago, colo do útero, câncer de 

colón e carcinoma de células renais. O TNF-α foi detectado em altas concentrações 

em pacientes com câncer e, alguns relatos sugerem que ele pode agir como um 

promotor endógeno do tumor in vivo, tendo, portanto um papel na 

hepatocarcinogênese (HO et al.,  2004). 

A maior parte das doenças hepáticas são caracterizadas por processos 

inflamatórios com maior expressão local de diferentes citocinas pró- e anti-

inflamatórias. Estas citocinas são a força motriz de muitos distúrbios hepáticos 

inflamatórios e muitas vezes resultam em fibrose e cirrose (TILG, 2009). 

A distribuição do polimorfismo do promotor do gene do TNF-α foi relatada por 

diversos autores. Yee et al., (2000) verificaram a associação entre os SNPs no 
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promotor do gene do TNF nas posições -238A e -308A em pacientes com hepatite 

C; demosntrando um risco de cirrose de 3,2 vezes e 5,1 vezes para cada 

polimorfismo, respectivamente. Kusumoto et al., (2006) estudaram os mesmos 

polimorfismos em pacientes com HCV, analisando adicionalmente o clareamento 

viral, níveis de transaminases e o colágeno tipo IV (um marcador de fibrose 

hepática). Este marcador foi significativamente maior em indivíduos que 

apresentaram com os polimorfismos estudados, demonstrando uma associação com 

a fibrose hepática. Ho et al., (2004),  estudando pacientes com CHC por HVB e HCV 

encontraram uma associação do alelo TNF2 com o risco aumentado de desenvolver 

o CHC.  

Estudos sobre os polimorfismos na região promotora dos genes da IL-10 e 

TNF-α, indicam que estes influenciam a eliminação espontânea da infecção pelo 

HCV, embora outros afirmem que não existe associação significativa destes 

polimorfismos. Estas discrepâncias podem ser devidas as diferenças étnicas entre 

as populações analisadas. Sendo assim o papel destes polimorfismos na infecção 

pelo HCV continua sendo um desafio (KUSUMOTO et al., 2006) . 

Há uma grande variação inter-individual na produção da IL-10 que pode ser 

transmitida geneticamente (VICARI, TRINCHIERI, 2004). Por isso, alguns estudos 

SHIN et al., 2003; PALADINO et al., 2006) investigaram um possível papel da IL-10 

em doenças virais e outras patologias, analisando a correlação entre o polimorfismo 

na IL-10 e parâmetros clínicos. Shin et al., (2003) demonstraram  uma associação 

entre o haplótipo  genótipo do polimorfismo do promotor do gene da IL-10 nas 

posições HT2 com a progressão ao  CHC. 

A influência dos genótipos dos polimorfismos das citocinas sobre diferentes 

características clínicas da doença hepática ou sobre a resposta terapia antiviral foi 

avaliada em vários estudos e os dados são controversos, com alguns mostrando 

uma possível associação e outros rejeitando esta ligação (CACCIARELI et al., 1996; 

EDMITH-SMITH et al., 1999),  evido às diferenças entre as amostras clínicas e 

avaliação do clareamento viral (CONSTANTINI et al., 2002).  

             Mangia et al., (2004) identificaram uma associação entre o haplótipo ATA do 

promotor do gene da IL-10 e o curso favorável da infecção HCV, refletindo em uma 

redução da expressão da IL-10 que poderia favorecer o clareamento viral. Os 

achados neste trabalho levantam a possibilidade que a variabilidade individual da IL-

10 poderia justificar algumas diferenças no curso clínico de pacientes com HCV, 
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sendo indivíduos geneticamente baixos produtores de IL-10 mais propensos a 

clarear o HCV-RNA. 

 A IL-10 possui considerável importância no desenvolvimento do câncer 

humano (ESKDALE et al., 1998), devido a sua ação anti-angiogênica e 

imunossupressora, levando a uma modulação da  susceptibilidade ao câncer 

(HOWELL e ZERILLIS, 2007). Wang et al., (2003), estudando  o polimorfismo da 

gene da  IL-1β associado ao carcinoma hepatocelular  nos pacientes com hepatite C 

relataram que o genótipo IL-1β-31T/T e  o haplótipo  IL-1β-511/-31 foram associados 

com o HCC em japoneses com hepatite C crônica.  

Uma série 23 estudos em 13 diferentes tipos de cânceres investigou a 

associação entre os polimorfismos da IL-10, susceptibilidade ao câncer e 

prognóstico clínico. Em alguns dos cânceres (melanoma cutâneo, câncer gástrico e 

carcinoma de células renais), os genótipos associados com baixa expressão de IL-

10 constituíram um fator risco para desenvolvimento da doença. Já outros cânceres 

como cervical, hepático causado pelo HBV e mieloma múltiplo, os genótipos ou 

haplótipos estavam associados com alta expressão de IL-10 (HOWELL e ZERILLIS, 

2007). 

Diante do exposto fomos motivados a investigar em nossa região a presença 

dos polimorfismos no promotor dos genes da IL-10 e TNF- alfa em pacientes com 

hepatite C e carcinoma hepatocelular causado pelo vírus da hepatite C. 
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3. HIPÓTESE  

 

A presença dos polimorfismos no promotor dos genes da IL-10 e do TNF- α 

está associada com a histologia hepática em pacientes com hepatite C e o 

carcinoma hepatocelular . 
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4. OBJETIVOS  

 

4.1.Geral  

 

 Determinar os níveis séricos de IL-10 e TNF-α, as freqüências alélicas e 

genotípicas dos polimorfismos no promotor dos genes da IL-10 e do TNF-α e 

verificar sua associação com a histologia hepática em pacientes com hepatite 

C e o carcinoma hepatocelular. 

 

4.2. Específicos  

 

Nos pacientes com hepatite C e o carcinoma hepatocelular : 

 

 Determinar os níveis séricos de IL-10 e do TNF-α  e verificar sua associação 

com a atividade inflamatória e o grau de fibrose hepática;  

 Determinar as freqüências alélicas e genotípicas dos polimorfismos em 

substituições nas posições -1082 AG,  -819 CA   e -592 CT no promotor do 

gene da IL-10; 

 Determinar as freqüências alélicas e genotípicas do SNP em substituição na 

posição -308 GA no promotor do gene do TNF-α; 

 Comparar as freqüências alélicas e genotípicas dos SNPs no promotor dos 

genes da IL-10 e do TNF-α;  

 Verificar a associação entre os SNPs com atividade inflamatória e o grau de 

fibrose hepática  
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5. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

5.1 Desenho do estudo 

  

 Foi realizado um estudo prospectivo do tipo corte transversal com 

comparação de grupos. 

 

5.2 Local do estudo 

 

  Serviço de Gastrohepatologia do Hospital Universitário Oswaldo Cruz da 

Universidade de Pernambuco e Instituto do Fígado de Pernambuco, centros de 

referência para tratamento de doenças hepáticas na cidade do Recife, Pernambuco.  

 

5.3 População do estudo 

 

  Pacientes maiores de 18 anos com diagnóstico da hepatite C através do 

exame sorológico, molecular e genotipagem. Todos submetidos à biópsia hepática 

para definição do estadiamento da fibrose e grau de atividade inflamatória pelo 

Score METAVIR (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2002)  

Pacientes maiores de 18 anos com diagnóstico do CHC definido por exames 

de ultrassonografia, tomografia computadorizada, ressonância magnética, 

arteriografia hepática e alguns com a biópsia do tumor, seguindo os critérios de 

BCLC (Bruix & Sherman (2005). 

Os dados da biópsia hepática dos pacientes com hepatite C foram coletados 

em prontuários médicos e classificados segundo o Score METAVIR [16]. Foi 

considerada fibrose leve com gradação de F1 a F2 e fibrose avançada, caso com 

gradação de F3 a F4 (BOUZGARROU  et al., 2010). Com relação à atividade 

inflamatória, foi considerada caso leve com gradação igual a A1 e atividade 

inflamatória grave, caso com gradação de A2 a A3 (ASSELAH  et al., 2009).  
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5.4 Definição do tamanho amostral  

 

Para comparação da frequência dos genótipos do polimorfismo do promotor 

do gene da TNF-alfa -308 e IL-10 (-819, -1082, -519) entre os grupos foram 

utilizados os seguintes dados:  

 

 Comparação 

Frequência 1 2 

Proporção no grupo com fibrose leve 59.2% 43.4% 

Proporção no grupo CHC-HCV 82.6% 82.6% 

Nível de significância 5% 5% 

Poder do teste 80% 80% 

Teste de hipótese bicaudal bicaudal 

Tamanho da amostra calculado para TNF-alfa -308  58 23 

Tamanho da amostra calculado para IL-10 -819 48 48 

Tamanho da amostra calculado para IL-10 -1082 46 46 

Tamanho da amostra calculado para IL-10 -519 43 43 

 

5.5 Critérios de inclusão 

 

Pacientes maiores de 18 anos portadores do HCV e pacientes com carcinoma 

hepatocelular causado pelo HCV  

 

5.6 Critérios de exclusão 

 

Foram excluídos os pacientes menores de 18 anos de idade, que 

apresentaram positividade para o HBsAg e anti-HIV ou em tratamento antiviral para 

hepatite C, uso de imunossupressores e os transplantados. 
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5.7 Definição e categorização das variáveis de coleta de dados 

 

5.7.1 Variáveis dependentes 

 
Nome da variável Definição/categorização 

  

Fibrose Hepática Definida como acúmulo de componentes da matriz extracelular no 
hepatócito em resposta a uma lesão aguda ou crônica por vírus, auto-
imune e metabólicos tóxicos (FRIEDMANN, 2008; MANNING; AFDHAL, 
2008), sendo categorizada pelo escore METAVIR (BEDOSSA, 
POYNARD, METAVIR COOPERATIVE STUDY GROUP, 1996) 
 

Score METAVIR Significado clínico 

F0 Ausência de fibrose hepática      

F1 Fibrose septal sem pontes 

F2 Fibrose septal com raras pontes 

F3 Numerosas pontes sem cirrose hepática 

F4 Cirrose hepática 
 

Atividade inflamatória Definida pela intensidade das lesões necroinflamatórias periportal e 
intralobular sendo categorizada em pelo score METAVIR (BEDOSSA, 
POYNARD, METAVIR COOPERATIVE STUDY GROUP, 1996) 
 

Score METAVIR Significado clínico 

A0 Ausência de atividade inflamatória 

A1 Atividade inflamatória leve                                                     

A2 Atividade inflamatória moderada 

A3 Atividade inflamatória grave                                                   

 

 
 
5.7.2 Variáveis independentes 

 

Nome da variável Definição/categorização 

Gênero Definida pelo gênero do paciente, sendo categorizada como variável 
nominal dicotômica (masculino / feminino). 

Idade Definida como o intervalo de tempo entre a data do nascimento e a data de 
realização da coleta sangüínea, sendo categorizada como variável 
quantitativa discreta. 

Tabagismo Considerou-se tabagista todo indivíduo que declarou ser fumante no 
momento da entrevista, independentemente da quantidade de cigarros ou 
que fumou pelo menos um dia nos últimos 30 dias, sendo categorizado 
como fumantes (diário e ocasional), ex-fumantes e pessoas que nunca 
fumaram (PESSIONE et al., 2001; STRAMARI;   KURTZ e  SILVA 2009). 

Consumidor de 
bebida alcoólica 

Considerou-se todo aquele que referir fazer uso de tal bebida, 
independentemente do tipo, quantidade ou freqüência de uso Sendo 
categorizada em homens com ingestão de >40g/dia e em mulheres 
>20g/dia (REUBEN, 2006; LEVISTKY e MAILLIARD, 2004). 
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Diabetes mellitus Definida pelo nível da glicose sanguínea em jejum ≥ 126 mg/dl, de acordo 
com  a American Diabetes Association e a Sociedade Brasileira de 
Diabetes (2011). Categorizada como variável nominal (Presente / 
Ausente). 

Índice de massa 
corporal (IMC) 

Definida pelo peso (kg)/ dividido pelo quadrado da sua altura(m)².  Sendo o 
resultado comparado com um quadro que indica o grau de obesidade do 
indivíduo, categorizada da seguinte forma 
 

IMC Resultado 

< 18,5 Abaixo do peso 

18,5 – 24,9 Peso normal 

25,0 – 29,9 Sobrepeso 

30,0 – 34,9 Obesidade grau I 

35,0 – 39,9 Obesidade grau II 

> 40,0 Obesidade grau III 
 

AST Definida como enzima predominantemente mitocondrial e obtida pela 
dosagem sérica da aspartato aminotransferase, categorizada como 
variável quantitativa discreta. 

ALT Definida como enzima predominantemente citoplasmática e obtida pela 
dosagem sérica da alanino aminotransferase, categorizada como variável 
quantitativa discreta. 

GGT Definida como enzima mais relacionada com fenômenos colestáticose 
obtida pela dosagem sérica da gamaglutamiltranspeptidase, categorizada 
como variável quantitativa discreta. 

FA Definida como uma enzima encontrada principalmente nos microvilos dos 
canaliculos biliares e obtida pela dosagem sérica da fosfatase alcalina, 
categorizada como variável quantitativa discreta. 

BT Definida como o principal componente dos pigmentos biliares e obtida pela 
dosagem sérica da bilirrubina toal, categorizada como variável quantitativa 
discreta. 

Glicemia Definida pela dosagem sérica do nível de glicose, categorizada como 
variável quantitativa discreta 

Plaquetas Definido como a contagem das células plaquetárias obtida através do 
hemograma do paciente e categorizada como variável quantitativa discreta. 

AFP Definida como uma glicoproteína produzida normalmente no 
desenvolvimento fetal  e neonatal pelo fígado,  saco gestacional e trato 
gastrointestinal, obtida pela dosagem sérica de alfafetoproteina e  
categorizada como variável quantitativa discreta. 

Seringa de vidro Definida como utilização de seringas de vidro para aplicação intra-venosa 
ou intra-muscular de qualquer substância. Categorizada como variável 
nominal (Presente / Ausente). 

Cirurgia Definida pela realização de qualquer procedimento operatório. 
Categorizada como variável nominal (Presente / Ausente). 

Hemotransfusão Definida pelo recebimento transfusão de sangue e/ou derivados. 
Categorizada como variável nominal (Presente / Ausente). 

UDI Definida pelo usuário de drogas que compartilha equipamentos para auto-
administração de drogas injetáveis. Categorizada como variável nominal 
(Presente / Ausente). 

Tatuagem Definida como a prática de marcar a pele com pinturas, desenhos, 
utilizando agulha para inserir os pigmentos. Categorizada como variável 
nominal (Presente / Ausente). 

Alelo IL-10-1082 
(G/A) 

Definido pela presença do nucleotídeo guanina ou adenina na posição -
1082 da seqüência no promotor do gene da IL-10, em relação ao início da 
transcrição. Categorizada como variável nominal (IL-10-1082 G / IL-10-
1082 A). 

Alelo IL-10-819 
(C/T): 

Definido pela presença do nucleotídeo citosina ou timina na posição -819 
da seqüência no promotor do gene da IL-10, em relação ao início da 
transcrição. Categorizada como variável nominal (IL-10-819 C / IL-10-819 
T) 
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Alelo IL-10-592 (C/A) Definido pela presença do nucleotídeo citosina ou adenina na posição -592 
da seqüência no promotor do gene da IL-10, em relação ao início da 
transcrição. Categorizada como variável nominal (IL-10-592 C / IL-10-592 
A). 

Alelo TNF-α-308 
(G/A) 

Definido pela presença do nucleotídeo guanina ou adenina na posição -308 
da seqüência no promotor do gene do TNF-α, em relação ao início da 
transcrição. Categorizada como variável nominal (TNF-α-308 G / TNF-α-
308 A). 

Genótipos do SNPs 
IL-10-1082 

Definido pela junção dos alelos IL-10-1082 G e IL-10-1082 A da posição -
1082 da seqüência no promotor do gene da IL-10, em relação ao início da 
transcrição. Categorizada como variável nominal (GG / GA / AA). 

Genótipos do SNPs 
IL-10-819 

Definido pela junção dos alelos IL-10-819 C e IL-10-819 T da posição -819 
da seqüência no promotor do gene da IL-10, em relação ao início da 
transcrição. Categorizada como variável nominal (CC / CT / TT). 

Genótipos do SNPs 
IL-10-592 

Definido pela junção dos alelos IL-10-592 C e IL-10-592 A da posição -819 
da seqüência no promotor do gene da IL-10, em relação ao início da 
transcrição. Categorizada como variável nominal (CC / CA / AA). 

Genótipos do SNP 
TNF-α -308 

Definido pela junção dos alelos TNF-α-308 G e TNF-α-308 A da posição -
819 da seqüência no promotor do gene da IL-10, em relação ao início da 
transcrição. Categorizada como variável nominal (GG / GA / AA). 

Haplótipos do SNP 
no promotor do gene 
IL-10 

Definido pela junção dos alelos referentes aos SNPs nas posições -1082, -
819 e -592 da seqüência no promotor do gene da IL-10, em relação ao 
início da transcrição. Categorizada como variável nominal (GCC / ACC / 
ATA). 

Diplótipos do SNP no 
promotor do gene IL-
10 

Definido pela junção dos haplótipos nas posições -1082, -819 e -592 da 
seqüência no promotor do gene da IL-10, em relação ao início da 
transcrição. Categorizada como variável nominal (GCC/GCC, GCC/ACC, 
GCC/ATA, ACC/ACC, ACC/ATA, ATA/ATA). 

 

5.8 Coleta dos dados 

  

Após a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (APÊNDICE 

A), os dados de cada paciente foram coletados em um protocolo previamente 

elaborado para este estudo. Os dados referentes à identificação, anamnese e 

exame físico foram obtidos exclusivamente pelo pesquisador durante a consulta 

médica segundo a rotina dos serviços de Gastrohepatologia. Foram solicitados 

exames laboratoriais, de imagem e os resultados registrados na ficha clínica e no 

protocolo de avaliação (APÊNDICES B e C). 

 

5.9 Coleta e processamento das amostras 

 

Foram coletados dois tubos de 05 mL de sangue periférico por punção 

venosa, sendo um tubo com anticoagulante (EDTA) e outro sem anticoagulante. 

A amostra com anticoagulante foi encaminhada para o Laboratório de Biologia 

Molecular e Vírus, do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade de 

Pernambuco(UPE) para a realização dos testes moleculares. 
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A amostra sem anticoagulante foi encaminhada ao setor de Virologia do 

Laboratório de Imunopatologia Keizo-Asami (LIKA) na Universidade de Federal de 

Pernambuco (UFPE) para processamento, que consistiu na centrifugação a 1500 g 

por 10 minutos para obtenção do soro, aliquotado em microtubos e armazenados à - 

20ºC até a realização dos testes sorológicos.  

 

5.10 Exames laboratoriais 

 

Durante atendimento dos pacientes, foram solicitadas sorologias para HIV 

(anti-HIV), HBV (HBsAg, anti-HBs, anti-HBc-total) e HCV (anti-HCV). Nos pacientes 

com anti-HCV positivo foram solicitados a PCR qualitativa e genotipagem do HCV. 

Todos os exames laboratoriais foram realizados no Laboratório Central de Saúde 

Pública de Pernambuco: 

 

5.11 Exames de imagem  

 
  Os pacientes foram submetidos a exames de ultrassonografia do abdômen 

superior, tomografia computadorizada, ressonância nuclear magnética e arteriografia 

hepática realizadas no Hospital Oswaldo Cruz da Universidade de Pernambuco 

(HUOC-UPE), Instituto do Fígado de Pernambuco e na rede credenciada do HUOC-

UPE.  

 

5.12 Dosagem sérica da IL-10 e TNF-α 

 

As dosagens séricas da IL-10 (Quantikine Human  IL-10, R&D System) e do 

TNF-α (Quantikine Human TNF-α, R&D System) foram realizadas por meio do 

ensaio imunoenzimático seguindo as instruções do fabricante. 

 

5.13 Extração do DNA genômico  

 
A extração do DNA genômico foi realizada com o Wizard Genomic Blood DNA 

Isolation Kit (Promega, UK), de acordo com as instruções do fabricante. Após a 

extração, o DNA foi armazenado a -80°C até a realização da reação em cadeia da 

polimerase (PCR) em tempo real. 
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5.14 Polimorfismos de único nucleotídeo no promotor do gene da IL-10 

 
Para análise do polimorfismo do gene promotor da IL-10 três substituições 

nas posições -1082 (G/A), -819 (C/T) e -592 (C/A) foram determinados por PCR em 

tempo real utilizando o TaqMan® SNP Genotyping Assays ID: C___1747360_10, 

C___1747362_10 e C___1747363_10 (Applied Biosystems, Foster City, CA) de 

acordo com instruções do fabricante. 

 

5.15 Polimorfismo de um único nucleotídeo no promotor do gene do TNF- α 

 
 Para análise do SNP do gene promotor do TNF- α na posição -308 (G/A) foi 

utilizando o TaqMan® SNP Genotyping Assays por PCR em tempo real com ID: 

C___7514879_10 (Applied Biosystems, Foster City, CA) de acordo com instruções 

do fabricante. 

 

5.2 Análise estatística 

 

Os testes de Mann-Whitney or Kruskal-Wallis foram empregados, quando 

apropriado, para comparação das variáveis quantitativas entre os pacientes com 

hepatite C e com CHC-HCV, utilizando o programa. O teste de qui-quadrado (2) foi 

utilizado para as variáveis categóricas, foi considerado significativo um p < 0.05. O 

programa GraphPad Prism (versão 5.0, San Diego, USA) foi utilizado para essas 

análises e construção das figuras.  

Para verificar o equilíbrio de Hardy-Weinberg o programa ARLEQUIN (version 

3.11, Bern, Swiss) foi utilizado.  Na análise multivariada foi utilizado o método 

Stepwise com backward utilizando o software SSPS v.17 (Statistical Package for 

Social Science). 

 

5.3 Considerações éticas 

 

O estudo foi aprovado pelo comitê em de pesquisa em seres humanos do 

Hospital Universitário (HUOC) da Universidade de Pernambuco sob o protocolo 

número 144/2008 (ANEXO A). 
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RESUMO 

 

Introdução e objetivos: Interleucina-10(IL-10) é uma citocina com ação na resposta 

imune do hospedeiro  à infecção  pelo  vírus da hepatite C (HCV). Foi investigado a 

associação dos níveis séricos da IL-10 e os polimorfismos(SNPs) no promotor do 

gene da IL-10 com a histologia hepática na infecção pelo HCV e carcinoma 

hepatocelular(CHC) em pacientes do nordeste do Brasil.  

Métodos: Foram avaliados 171 pacientes com HCV, sendo 119 sem câncer, com 

biópsia hepática classificada de acordo com o escore METAVIR e 52 com CHC, 

diagnosticados segundo os critérios de BCLC.Para o estudo dos SNPs foi utilizando 

a PCR em tempo real e a dosagem sérica da IL-10 o ELISA. As análises estatísticas 

utilizadas foram a univariada e multivariada.  

Resultados: Nos pacientes com HCV-CHC houve maior freqüência de diabetes 

mellitus tipo II (p<0,01), níveis elevados de aspartato aminotransferase, 

gamaglutamiltranspeptidase, fosfatase alcalina, alfa-fetoproteína, bilirrubina total e 

plaquetopenia (p<0, 0001).Níveis séricos de IL-10 foram mais elevados nos 

pacientes com HCV, F1/F2 (p<0, 0007), A1 (p<0, 0087) e A2 (p<0, 0079) quando 

comparadas aos pacientes com HCV-CHC. Não houve diferença significativa entre 

as freqüências alélicas, genotípicas, haplótipos e diplótipos nas posições -1082 

(G/A), -819 (C/T) e -592 (C/A) no promotor do gene da IL-10.  

Conclusão: Nós concluímos que os SNPs na região promotora  da IL-10 não 

influenciaram a progressão da fibrose e  atividade inflamatória na hepatite C e no 

HCV-CHC.No entanto, os pacientes apresentaram níveis séricos de IL-10 menores à 

medida que houve a  progressão da atividade inflamatória, fibrose e o CHC. 

 

Palavras-chave: Interleucina 10, polimorfismo de único nucleotídeo, hepatite C, 

carcinoma hepatocelular, fibrose hepática. 
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Introdução 

 

A infecção pelo vírus da hepatite C (HCV) é a causa mais comum das 

doenças crônicas hepáticas em todo o mundo.1 Estima-se que 20% dos pacientes 

cronicamente infectados progredirão para a cirrose hepática num período de 13 a 23 

anos e 1 a 4 % destes pacientes desenvolverão carcinoma hepatocelular (CHC).2,3  

A hepatocarcinogênese é um processo complexo que envolve alterações 

genéticas, epigenéticas, rearranjos cromossomais, ativação de oncogenes celulares, 

ativação e/ou inativação de genes supressores do tumor e a desrregulação de várias 

vias de transdução de sinal.4,5,6  

O risco para o desenvolvimento do CHC aumenta com a gravidade da 

inflamação e fibrose hepática.7 A inflamação hepática causada pelo HCV envolva 

diversos mecanismos, como a resposta imune regulatória do hospedeiro por meio 

das citocinas7 e os polipeptideos virais que interagem com as células envolvidas na 

imunidade inata e adaptativa.8  

Os pacientes com infecção aguda autolimitada pelo HCV apresentam uma 

resposta predominantemente T-helper 1 (Th1), enquanto um perfil de citocinas da 

resposta T-helper 2 (Th2) com expressão da interleucina 10 (IL-10), predomina 

naqueles com infecção crônica, estimulando a formação de anticorpos e inibindo a 

resposta Th1.9,10 A resposta Th1 tem sido associada à eliminação viral11 e a resposta 

Th2, promove a persistência viral.12  

Assim, constituiu objetivo deste estudo investigar a presença de polimofismos 

de única base (SNPs) nas posições -1082, -819, -592 no promotor do gene da IL-10, 

determinar os níveis séricos desta citocina e verificar sua associação com a 

histologia hepática em pacientes com hepatite C e outros com carcinoma 

hepatocelular causado pelo HCV.  

 

Métodos  

 

Seleção dos pacientes 

Este estudo é do tipo corte transversal com comparação de grupos, onde 

foram avaliados 119 pacientes com hepatite C, sendo 54 com fibrose leve e 65 com 

fibrose avançada, além de 52 pacientes com carcinoma hepatocelular causado pelo 

HCV (CHC-HCV) atendidos no Serviço de Gastrohepatologia do Hospital 
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Universitário Oswaldo Cruz, da Universidade de Pernambuco e do Instituto do 

Fígado de Pernambuco no período de Janeiro 2009 a Março de 2011.  

Os pacientes foram submetidos a dosagens de alanina aminotransferase 

(ALT), aspartato aminotransferase (AST), gamaglutamiltranspeptidase (GGT), 

fosfatase alcalina (FA), bilirrubina total (BT), glicemia, alfa-fetoproteína (AFP), 

contagem de plaquetas e sorologia para HIV (anti-HIV), hepatite B (HBsAg, anti-

HBs, anti-HBc total) e  hepatite C (anti-HCV). Nos casos com anti-HCV positivo, 

foram realizados a pesquisa do HCV-RNA e genotipagem viral.  

O diagnóstico do carcinoma hepatocelular pelo HCV foi definido por exames 

de ultrassonografia, tomografia computadorizada, ressonância magnética, 

arteriografia hepática e biópsia do tumor, seguindo os critérios de BCLC13 

Os dados da biópsia hepática dos pacientes com hepatite C foram coletados 

em prontuários médicos e classificados segundo o Score METAVIR.14 Foi 

considerada fibrose leve com gradação de F1 a F2 e fibrose avançada, caso com 

gradação de F3 a F4.15 Com relação à atividade inflamatória, foi considerada caso 

leve com gradação igual a A1 e atividade inflamatória grave, caso com gradação de 

A2 a A3.16  

Foram excluídos pacientes com soropositividade para o HBsAg e HIV, além 

daqueles em tratamento antiviral para hepatite C, transplantados e em uso de 

imunossupressores. 

O estudo foi aprovado pelo comitê em de pesquisa em seres humanos do 

Hospital Universitário (HUOC) da Universidade de Pernambuco sob o protocolo 

número 144/2008. 

 

Coleta de dados 

Após a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, os dados 

sobre idade, sexo, fontes de infecção, consumo de álcool (homens>40g/dia; 

mulheres>20g/dia), tabagismo, diabetes mellitus tipo II e índice de massa corpórea 

foram coletados por meio de questionário aplicado por único pesquisador. 

 

Dosagem sérica da IL-10  

Foi coletado por punção venosa um tubo de 5,0 mL de sangue periférico sem 

anticoagulante de cada paciente. Os soros foram obtidos por centrifugação e 

armazenados a -20°C até a realização da dosagem. A dosagem sérica da IL-10 foi 
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realizada pelo método imunoenzimático utilizando o Quantikine® Human IL-10 (R&D 

System, USA), executado de acordo com as instruções do fabricante.  

 

Extração do DNA genômico 

Utilizando-se o Wizard Genomic Blood DNA Isolation Kit (Promega, UK) de 

acordo com as instruções do fabricante, foi extraído o DNA genômico de uma 

amostra de 5,0 mL de sangue periférico coletado por punção venosa com 

anticoagulante (EDTA) de cada paciente. O DNA extraído foi armazenado a -80°C 

até a realização da reação em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real.  

 

Polimorfismos de único nucleotídeo no promotor do gene da IL-10 

Três substituições nas posições -1082 (G/A), -819 (C/T) e -592 (C/A) foram 

investigados no promotor do gene da IL-10 por PCR em tempo real utilizando o 

TaqMan® SNP Genotyping Assays ID: C___1747360_10, C___1747362_10 e 

C___1747363_10 (Applied Biosystems, Foster City, CA) de acordo com instruções 

do fabricante. 

 

Análise estatística 

Os testes de Mann-Whitney or Kruskal-Wallis foram empregados, quando 

apropriado, para comparação das variáveis quantitativas entre os pacientes com 

hepatite C e com CHC-HCV. O teste de qui-quadrado (2) foi utilizado para 

comparação das variáveis categóricas, sendo considerado significante um p < 0,05.  

O programa GraphPad Prism (versão 5.0, San Diego, USA) foi utilizado para 

essas análises e construção das figuras. Para verificar o equilíbrio de Hardy-

Weinberg foi utilizado o programa ARLEQUIN (version 3.11, Bern, Switzerland) e 

para a análise multivariada foi aplicado o método Stepwise com backward utilizando 

o software SSPS v.17 (Statistical Package for Social Science, Chicago, IL). 

 

Resultados  

 

Características clínicas  

 Houve maior freqüência do sexo masculino (p = 0,005) e idade média mais 

elevada (p = 0,0001) nos pacientes com CHC-HCV. Quanto às características 

clínicas e laboratoriais, foi identificada maior freqüência de diabetes mellitus tipo II (p 
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= 0.01), maiores níveis séricos de AST, GGT, FA, BT, AFP (p < 0,0001) e 

plaquetopenia (p < 0,0001) nos pacientes com CHC-HCV quando comparados aos 

pacientes com hepatite C e fibrose leve e/ou grave (tabela 01). 

 

Níveis séricos de IL-10 

 Foram detectados níveis séricos mais elevados de IL-10 nos pacientes com 

hepatite C e fibrose leve quando comparados àqueles com fibrose grave (p = 

0.00176) e HCC-HCV (p < 0.0007) (figura 01).  

 Além disso, observaram-se maiores níveis séricos de IL-10 nos pacientes 

com hepatite C e atividade inflamatória leve (p = 0,0087) e grave (p < 0.0079) 

quando comparados aos pacientes com CHC-HCV (figura 02). 

 

Polimorfismos de único nucleotídeo no promotor do gene da IL-10 

 A distribuição das freqüências genotípicas encontra-se em equilíbrio de 

Hardy-Weinberg, entretanto não houve diferença significativa entre as freqüências 

alélicas e genotípicas (tabela 02) ou entre haplótipos e diplótipos (tabela 03) dos 

SNPs no promotor do gene da IL-10 nas posições -1082 (G/A), -819 (C/T) e -592 

(C/A) nos grupos avaliados. 

 

Análise multivariada dos fatores de risco associados à fibrose hepática 

Os níveis elevados de GGT, BT e AFP foram fatores de risco independentes 

para o HCC em pacientes com hepatite C e fibrose leve (tabela 04). Por outro lado, 

plaquetopenia e níveis séricos elevados de IL-10 foram fatores de proteção para o 

CHC-HCV (tabela 04). 

O sexo masculino e os níveis elevados de BT e AFP foram fatores de risco 

independentes para o CHC em pacientes com hepatite C e fibrose grave (tabela 04). 

No entanto, níveis séricos elevados de IL-10 foram fatores de proteção para o CHC-

HCV (tabela 04). 

 

Análise multivariada dos fatores de risco associados à atividade inflamatória 

Níveis elevados de GGT, BT e AFP foram fatores de risco independentes 

para o CHC em pacientes com hepatite C e atividade inflamatória leve (tabela 05). 

Ao passo que, plaquetopenia e níveis séricos elevados de IL-10 foram fatores de 

proteção para o CHC-HCV (tabela 04). 
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O sexo masculino, níveis elevados de BT e AFP foram fatores de risco 

independentes para o CHC em pacientes com hepatite C e atividade inflamatória 

grave (tabela 05). Enquanto níveis séricos elevados de IL-10 foram fatores de 

proteção para o CHC-HCV (tabela 05). 

 

Discussão  

  
 A presente pesquisa não encontrou associação entre as variantes alélicas, 

genotípicas e haplotípicas do gene IL-10 com a gravidade da inflamação e fibrose na 

hepatite C crônica. Da mesma forma, numa metanálise sobre o polimorfismo no 

promotor do gene da IL-10 -592 (A/C) em pacientes com infecção pelo HCV não foi 

evidenciado que o alelo A fosse associado com esta infecção na população mundial. 

No entanto, quando a meta-ánalise foi realizada por etnia, envolvendo as apenas 

populações da Ásia, a associação foi encontrada17 .  

 Uma outra pesquisa também não encontrou associação da suscetibilidade à 

infecção pelo HCV com os  polimorfismos de várias citocinas (TNF-alfa,  IL-10 -1082, 

-819, -592, IL-6 e IFN-γ) em indivíduos sadios e infectados pelo vírus18 . 

           A associação do polimorfismo da IL-10 na posição -1082 (G/A) com a 

atividade necroinflamatória e na -819 (C/T) com o grau de fibrose hepática,  foi 

demonstrada por Abbas et al.,(2005) estudando 40 pacientes com hepatite C crônica 

e que apresentavam o genótipo 3 19 . 

 A correlação de polimorfismos do gene da IL-10 com HVB e HCV é 

importante pelo papel desses polimorfismo na progressão da fibrose e cirrose .Foi 

demonstrado que o polimorfismo deste gene pode afetar a transcrição, tradução e 

secreção de Il-10 e interferindo na resposta imunológica dos vírus17 . 

 A divergência dos nossos resultados com a literatura pode ser explicada pelo 

tamanho amostral uma vez que ao dividirmos a nossa amostra em dois grupos tanto 
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para os graus de fibrose (F1+F2 e F3+F4) como para os graus de atividade 

inflamatória (A1, A2+A3). Assim, o número de pacientes em cada subgrupo tornou-

se pequeno o que pode ter interferido na confirmação da associação da IL-10 com 

as lesões na hepatite C crônica. 

 Nenhuma associação entre o CHC na hepatite C e os polimorfismos do gene 

da IL-10 foi encontrada em nosso estudo, assim como na meta-análise conduzida 

por Yang et al.( 2011 ).20 Por outro lado, também uma meta-análise realizada por 

Wei et al. ( 2011 ) relataram que a presença do alelo da IL-10 na posição -592 (A/C) 

aumentou o risco para CHC na população asiática, enquanto que os polimorfismos 

IL-10 nas posições  -1082 (G/A) e  -819 (T/C) não se relacionaram ao CHC 21. Assim, 

os resultados dos estudos acima são discordantes, seja pelo pequeno tamanho 

amostral ou pela etnicidade unificada. 

 Em relação aos níveis séricos da IL-10, nossos resultados demonstraram uma 

associação interessante e significante dessa citocina na hepatite C crônica e no 

CHC, os quais apresentaram expressão reduzida à medida que houve progressão 

da fibrose e da atividade inflamatória até o CHC. 

 Vários estudos forneceram evidências das propriedades anti-inflamatórias e 

anti-fibrogênicas da Il-10. Louis et al., ( 1998 ) 22 demonstraram que a deficiência da 

IL-10 potencializaria a fibrogenese hepática aumentando a inflamação ou um efeito 

sobre a regulação da matrix, já Thompson et al., ( 1998 ) 23 estudaram camundongos 

com deficiência da IL-10 que apresentaram fibrose mais severa e maior níveis 

hepáticos de TNF-alpha do que outros animais.Estes pesquisadores demonstraram 

a importância e complexidade do papel da IL-10 na inflamação crônica e 

fibrogenese. 22,23 
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 A ineficiente erradicação do HCV na doença crônica poderia ser responsável 

para uma continua estimulação da resposta imune celular conduzindo a danos 

hepáticos e uma inflamação de longa duração aumentaria o risco do 

desenvolvimento da hepatocarcinogenese. De fato, na hepatite C crônica um 

tratamento com drogas anti-inflamatórias demonstrou redução desse risco24 e o 

tratamento com Il-10 recombinante demonstrou uma redução da lesão histológica . 25
  

 Foi detectado que os níveis séricos de IL-10 no soro dos pacientes com CHC-

HCV apresentaram concentrações mais baixas quando comparados aos pacientes 

com HCV. Nosso  resultados corroboram com os relatados por Hassoba et al.,  que 

encontraram níveis indetectáveis de IL-10 em pacientes egípcios com cirrose e CHC 

relacionada ao HCV. 26 No entanto os achados são bastante  diferentes de outros 

estudos,  onde os  níveis  desta citocina estavam elevados em pacientes com CHC 

ressecáveis e  irressecáveis27,28, possivelmente devido  a  um relativo estado de 

imunossupressão, como um mecanismo de escape das celulas tumorais de 

vigilância do sistema imune do hospedeiro e potencialização de metastase ou a 

progressão da doença.27,28,29,30   

 Em conclusão, os níveis séricos da IL-10 foram mais elevados nos pacientes 

com hepatite C e os SNPs no promotor do gene da IL-10 não influenciaram o grau 

de atividade inflamatória e fibrose hepática. 

 
Comunicado 

 

Os autores que participaram deste estudo declaram que não têm nada a 

declarar sobre financiamento ou conflito de interesses com relação a este 

manuscrito. 

 

 



 

 

60  
Investigação de polimorfismos de único nucleotídeo no promotor dos genes da Interleucina-10...         AROUCHA, D. C. B. L   

Referências 

 

1. Paladino N, Fainboim H, Theiler G  et al. Gender susceptibility to chronic 

hepatitis C virus infection associated with interleukin 10 promoter polymorphism. 

J. Virol. 2006; 80(18): 9144-50. 

2. Shiffman ML. Natural history and risk factors for progression of hepatitis C virus 

disease and development of hepatocellular cancer before liver transplantation. 

Liver Transpl. 2003; 9(11): S14-20. 

3. Rehermann B, Nascimbeni M. Immunology of hepatitis B virus and hepatitis C 

virus infection. Nat. Rev. Immunol. 2005; 5(3): 215-29. 

4. Thorgeirsson S, Grisham JW. Molecular pathogenesis of human hepatocellular 

carcinoma. Nat. Genet. 2002; 31: 339-46. 

5. Llovet JM, Burroughs A, Bruix J. Hepatocellular carcinoma. Lancet. 2003; 

362(9399): 1907-17. 

6. Llovet JM, Bruix J. Novel advancements in the management of hepatocellular 

carcinoma in 2008. J. Hepatol. 2008; 48(1): S20-S37. 

7. Wang YY, Lo GH, Lai KH, Cheng JS, Lin CK, Hsu PI. Increased serum 

concentrations of tumor necrosis factor-alpha are associated with disease 

progression and malnutrition in hepatocellular carcinoma. J. Chin. Med. Assoc. 

2003; 66(10): 593-98. 

8. Mondelli MU, Barnaba V. Viral and host immune regulatory mechanisms in 

hepatitis C virus infection. Eur. J. Gastroenterol. Hepatol. 2006; 18(4): 327-31. 

9. Chang KM. Immunopathogenesis of hepatitis C virus infection. Clin. Liver. Dis. 

2003; 7(1): 89-105. 

10. Mizukoshi E, Rehermann B. Immune responses and immunity in hepatitis C virus 

infection. J. Gastroenterol. 2001; 36(12): 799-808. 

11. Cramp M, Carucci P, Rossol S et al. Hepatitis C virus (HCV) specific immune 

responses in anti-HCV positive patients without hepatitis C viraemia. Gut. 1999; 

44(3): 424–29. 

12. Reiser M, Marousis CG, Nelson DR et al. Serum interleukin 4 and interleukin 10 

levels in patients with chronic hepatitis C virus infection. J. Hepatol. 1997; 26(3): 

471-78.  

13. Bruix J, Sherman M. Management of hepatocellular carcinoma. Hepatology. 

2005; 42(5): 1208-36. 



 

 

61  
Investigação de polimorfismos de único nucleotídeo no promotor dos genes da Interleucina-10...         AROUCHA, D. C. B. L   

14. Bedossa P, Poynard T. An algorithm for the grading of activity in chronic hepatitis 

C. The METAVIR Cooperative Study Group. Hepatology. 1996; 24(2): 289-93. 

15. Bouzgarrou N, Hassen E, Gabbouj S et al. Lack of effect of tumor necrosis 

factor-alpha-308 G/A polymorphism on severity of liver fibrosis in Tunisian 

hepatitis C virus (HCV)-infected patients. Gastroenterol Clin Biol 2010; 34: 297–

304.  

16. Asselah T, Boyer N, Guimont M-C et al. Liver fibrosis is not associated with 

steatosis but with necroinflammation in French patients with chronic hepatitis C. 

Scand. J. Gastroenterol. 2009; 44(6): 1638-43. 

17.  Lu YL, Wu X, Huang HL, Dai LC. Allele polymorphisms of interleukin-10 and 

hepatitis B, C virus infection. Chin. Med. J. (Engl). 2010; 123(10): 1338-44 

18. Pereira FA, Pinheiro da Silva NN, Rodart JF et al.Association of TGF-beta1 

codon 25 (G915C) polymorphism  with hepatitis C virus infection.J Med Virol 

2008;  80(1):58-64). 

19. Abbas Z, Moatter T, Hussainy A, Jafri W. Effect of cytokine gene polymorphism 

on histological activity index, viral load and response to treatment in patients with 

chronic hepatitis C genotype 3. World J. Gastroenterol. 2005; 11(42): 6656-61. 

20. Yang Y, Luo C, Feng R, Bi S. The TNF-α, IL-1B and IL-10 polymorphisms and 

risk for hepatocellular carcinoma: a meta-analysis. J. Cancer Res. Clin. Oncol. 

2011; 137(6): 947-52. 

21. Wei YG, Liu F, Li B et al. Interleukin-10 gene polymorphisms and hepatocellular 

carcinoma susceptibility: A meta-analysis. World J. Gastroenterol. 2011; 17(34): 

3941–47. 

22. Louis H, Van Laethem J-L, Quertinmont E et al.Interleukin-10 controls 

neutrophilic infiltration, hepatocyte proliferation and liver fibrosis induced by 

carbon tetrachloride in mice.Hepatology 1998; 28(6):1607-1615. 

23. Thompson K, Maltby J, Fallowfield J et al. Interleukin-10 expression and function 

in experimental murine liver inflammation and fibrosis.Hepatology, 1998; 

28(6):1597-606 

24. Ikeda K, Saitoh S, Arase Y  et al.Effect of interferon therapy on hepatocelular 

carcinogenesis in patients with chronic hepatits type C:A long-term observation 

study of 1,643 patients using statistical bias correction with proportional hazard 

analysis.Hepatology, 1999; 29(4):1124-30. 



 

 

62  
Investigação de polimorfismos de único nucleotídeo no promotor dos genes da Interleucina-10...         AROUCHA, D. C. B. L   

25. Nelson DR, Lauwers GY, Lau JY, Davis GL.Interleukin 10 treatment reduces 

fibrosis in patients with chronic hepatitis C : a pilot trial of interferon 

nonresponders.Gastroenterology 2000; 118(4):655-60. 

26. Hassoba H, Leheta O, Sayed A et al.IL-10 and IL-12p40 in Egyptian patients with 

HCV-related  chronic liver disease.Egypt J Immunol 2003; 10 (1): 1-8. 

27. Chau GY, Wu CW, Lui WY et al. Serum interleukin-10 but not interleukin-6 is 

related to clinical outcome in patients with resectable hepatocellular carcinoma. 

Ann. Surg. 2000; 231(4): 552-58. 

28. Hattori E, Okumoto K, Adachi T.Possible contribution of circulating interleukin-10 

(IL-10) to anti-tumor immunity and prognosis in patients with unresectable 

hepatocelular carcinoma.Hepatol Res 2003; 27(4):309-314 

29. Kitaoka S, Shiota G, Kawasaki H. Serum levels of interleukin-10, interleukin-12 

and soluble interleukin-2 receptor in chronic liver disease type C. 

Hepatogastroenterology. 2003; 50(53): 1569-74. 

30. Shin HD, Park BL, Kim LH et al.Interleukin 10 haplotype associated with 

increased risk of hepatocellular carcinoma.Human Mol Genet 2003;12 (8):901-6 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

63  
Investigação de polimorfismos de único nucleotídeo no promotor dos genes da Interleucina-10...         AROUCHA, D. C. B. L   

Legenda das figuras 

 

Figura 1. Associação dos níveis séricos de IL-10 entre pacientes com CHC-HCV e 

pacientes com HCV com fibrose hepática leve e grave. Medianas: fibrose leve 

(33,60pg/mL), grave (25,10pg/mL) e CHC-HCV (14,15pg/mL). 

 

Figura 2. Associação dos níveis séricos de IL-10 entre pacientes com CHC-HCV e 

pacientes com HCV com atividade inflamatória leve e grave. Medianas: A1 

(34pg/mL), A2 (29.5pg/mL), A3 (25.1pg/mL) e CHC-HCV (14.1pg/mL).  
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Tabela 1. Distribuição dos pacientes com hepatite C e fibrose leve ou grave e CHC-

HCV segundo a faixa etária, sexo, fatores de risco para infecção, dosagens 

bioquímicas e genótipos do HCV. 
 

 Fibrose Leve 
(n=54) 

Fibrose Grave 
(n=65) 

CHC-HCV  
(n=52) 

p 

Idade (anos) 
 

53.5±11.0 59.7±10.1 61.6±8.8 0.0001 

Gênero (M:F) (%) 31:23 (57:43) 24:41 (37:63) 34:18 (65:35) 0.005 
     

Fontes de 
infecção 

    

Seringa de vidro 44 (81.4%) 48 (73.8%) 45 (86.5%) 0.22 
Cirurgia 37 (68.5%) 41 (63.0%) 37 (71.1%) 0.63 
Hemotransfusão 17 (31.4%) 34 (52.3%) 19 (36.5%) 0.05 
UDI 9 (16.6%) 4 (6.1%) 4 (7.6%) 0.13 
Tatuagem 3 (5.5%) 1 (1.5%) 0 0.14 

     
Fatores de risco     

Consumo de 
álcool 

8 (14.8%) 3 (4.4%) 7 (13.4%) 0.13 

Tabagismo 4 (7.4%) 2 (2.9%) 4 (7.6%) 0.48 
Diabetes mellitus  
tipo II 

3 (5.5%) 11 (16.9%) 14 (26.9%) 0.01 

IMC 26.9±6.4 26.4±4.6 26.0±3.9 0.69 
     
Dosagens 
bioquímicas 

    

     AST (UI/mL)   50 (20-286) 76 (24-438) 94 (18-257) <0.0001 
     ALT (UI/mL)    63 (12-271) 79 (25-458) 74 (22-307) 0.09 
     GGT (UI/mL)   67 (11-588) 106 (23-849) 179 (52-778) <0.0001 
     FA (UI/mL)   69 (16-392) 92 (23-418) 144 (61-354) <0.0001 
     BT (mg/dL) 0.69 (0.2-4.0) 0.96 (0.3-4.0) 1.40 (0.5-7.2) <0.0001 
     AFP (ng/mL)   2.8 (0.5-45.1) 6.5 (0.8-112.0) 87.4 (1.9-100000) <0.0001 

Contagem de 
plaquetas  

193500 
(55000-391000) 

140000 
(10800-252000) 

106000  
(13000-314000) 

<0.0001 

     
Genótipos do HCV     
     1 35 (64.8%) 49 (75.3%) 37 (71.1%) 0.44* 
     2 1 (1.8%) 0 1 (1.9%)  
     3 18 (33.4%) 16 (24.7%) 14 (27.0%)  

CHC-HCV: carcinoma hepatocelular causado pelo vírus da hepatite C, UDI: usuário de droga injetável, IMC: índice de 
massa corporal; ALT: alanina aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase, GGT: gamaglutamiltranspeptidade, FA: 
fosfatase alcalina, BT: bilirrubina total, AFP: alfa-fetoproteína. 
*
Genótipo 1 vs. Não-1. 
Variáveis contínuas com distribuição normal estão representadas como média ± desvio padrão. As demais estão 
representadas como mediana (intervalo). 
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Tabela 2. Distribuição alélica e genotípica dos alelos IL-10 -1082, IL-10 -819, IL-10 -

592 e seus níveis séricos em pacientes com hepatite C com fibrose leve e grave e 

CHC-HCV. 

 

 Leve 
(n=54) 

Grave 
(n=65) 

CHC-HCV 
(n=52) 

            p 

IL-10 -1082     
Alelos     

A 71 (65.7%) 82 (63.0%) 67 (64.4%) 0.9 
G 37 (34.3%) 48 (37.0%) 37 (35.6%)  

Genótipos     
AA 22 (40.7%) 25 (38.4%) 22 (42.3%) 0.9 
GA 27 (50.0%) 32 (49.2%) 23 (44.2%) 
GG 5 (9.3%) 8 (12.4%) 7 (13.5%)  

IL-10 -819     
Alelos     

C 73 (67.5%) 90 (69.2%) 67 (64.4%) 0.7 
T 35 (32.5%) 40 (30.8%) 37 (35.5%)  

Genótipos     
CC 25 (46.2%) 31 (47.6%) 21 (40.3%) 0.7 
CT 23 (42.5%) 28 (43.0%) 25 (48.0%)  
TT 6 (11.3%) 6 (9.4%) 6 (11.7%)  

IL-10 -592     
Alelos     

C 73 (67.5%) 90 (69.2%) 67 (64.4%) 0.7 
A 35 (32.5%) 40 (30.8%) 37 (35.6%)  

Genótipos     
CC 25 (46.2%) 31 (47.6%) 21 (40.3%) 0.7 
CA 23 (42.5%) 28 (43.0%) 25 (48.0%)  
AA 6  (11.3%) 6 (9.4%) 6 (11.7%)  

HCC-HCV: carcinoma hepatocelular causado pelo vírus da hepatite C, IL-10: interleucina 10. 
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Tabela 3. Distribuição dos haplótipos e diplótipos do SNP no promotor do gene IL-10 

de acordo com a gravidade da fibrose em pacientes com hepatite C com fibrose leve 

e grave e CHC-HCV. 

 

 Leve 

(n=54) 

Grave 

(n=65) 

CHC-HCV 

(n=52) 

Leve vs 

CHC 

p 

Grave vs 

CHC 

p 

Haplótipo      

GCC 37 (34.2%) 48 (36.9%) 37 (35.5%) 0.8 0.8 

ACC 36 (33.3%) 42 (32.3%) 30 (28.8%) 0.4 0.5 

ATA 35 (32.5%) 40 (30.8%) 37 (35.7%) 0.6 0.4 

Diplótipo      

GCC/GCC 5 (9.2%) 8 (12.3%) 7 (13.4%) 0.5 0.9 

GCC/ACC 15 (27.7%) 16 (24.6%) 7 (13.4%) 0.09 0.1 

GCC/ATA 12 (22.2%) 16 (24.6%) 16 (30.7%) 0.3 0.5 

ACC/ACC 5 (9.2%) 7 (10.7%) 7 (13.4%) 0.5 0.7 

ACC/ATA 11 (20.3%) 12 (18.4%) 9 (17.3%) 0.8 0.9 

ATA/ATA 6 (11.4%) 6 (9.4%) 6 (11.8%) 0.9 0.7 

CHC-HCV: carcinoma hepatocelular causado pelo vírus da hepatite C. 
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Tabela 4. Análise multivariada dos fatores de risco associados à gravidade da 

fibrose hepática em pacientes com hepatite C com fibrose leve e grave e CHC-HCV. 

 

CHC-HCV: carcinoma hepatocelular causado pelo vírus da hepatite C, OR: Odds Ratio, 95% IC: intervalo de 
confiança de 95%, GGT: gamaglutamiltranspeptidase, BT: bilirrubina total, AFP: alfa-fetoproteína, IL-10: 
interleucina 10. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  Fibrose leve vs. CHC Fibrose grave vs. CHC 

 OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p 

Gênero masculino 2.27 (0.39-14.3) 0.363 8.33 (1.75-50.0) 0.008 

Plaquetopenia 0.98 (0.96-0.99) 0.002 0.99 (0.99-1.01) 0.219 

GGT (UI/mL)   1.01 (1.02-1.01) 0.035 1.01 (1.00-1.01) 0.239 

BT (mg/dL) 5.26 (1.64-20.0) 0.006 2.77 (1.09-7.14) 0.034 

AFP (ng/mL)   1.10 (1.04-1.16) 0.002 1.07 (1.04-1.11) <0.0001 

Níveis séricos 

elevados de IL-10  

0.87 (0.79-0.94) 0.001 0.88 (0.82-0.96) 0.002 
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Tabela 5. Análise multivariada dos fatores de risco associados à atividade 

inflamatória causada pelo HCV e CHC. 

 

AI: Atividade inflamatória, A1: atividade inflamatória grau 1, A2: atividade inflamatória grau 2, A3: atividade 
inflamatória grau 3, CHC-HCV: carcinoma hepatocelular causado pelo vírus da hepatite C, OR: Odds Ratio, 95% 
IC: intervalo de confiança de 95%, GGT: gamaglutamiltranspeptidase, BT: bilirrubina total, AFP: alfa-fetoproteína, 
IL-10: interleucina 10. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 AI A1 vs. CHC AI A2/A3 vs. CHC 

 OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p 

Gênero masculino 2.22 (0.06-3.09) 0.420 7.14 (1.51-33.3) 0.013 

GGT (UI/mL)   1.02 (0.97-0.99) 0.024 1.01 (1.00-1.01) 0.193 

BT (mg/dL) 4.54 (0.05-0.89) 0.034 2.94 (1.15-7.69) 0.026 

AFP (ng/mL)   1.17 (0.73-0.99) 0.049 1.07 (1.04-1.11) <0.0001 

Plaquetopenia 0.98 (1.00-1.04) 0.008 0.99 (0.98-1.01) 0.097 

Níveis séricos elevados 

de IL-10 

0.88 (1.04-1.25) 0.003 0.88 (0.82-0.96) 0.002 
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Figura 1 
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Figura 2 
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RESUMO 

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

interferir no desenvolvimento e progressão da fibrose hepática, persistência viral e 

resposta terapêutica na hepatite C. O polimorfismo de único nucleotídeo (SNP) TNF-

α-308 (G/A) no promotor do gene do TNF-α pode influenciar seus níveis séricos e 

pode exercer papel na patogênese da fibrose hepática causada pelo vírus da 

hepatite C (HCV). O objetivo deste estudo foi determinar os níveis séricos do TNF-α 

e o SNP TNF-α-308 (G/A) e verificar suas associações com a histologia hepática em 

174 pacientes com hepatite C, sendo 54 com fibrose leve e 65 com fibrose grave, 

além de 52 com carcinoma hepatocelular causado pelo HCV (CHC-HCV).  Foi 

utilizada a PCR em tempo real para a investigação do SNP TNF-α-308 (G/A) e o 

ensaio imunoenzimático para dosagem sérica do TNF-α. A concentração sérica de 

TNF-α foi mais elevada nos pacientes com CHC-HCV quando comparada aos 

pacientes com hepatite C com fibrose leve (p<0,0001), fibrose grave (p=0,004), 

atividade inflamatória leve (p=0.0004) e atividade inflamatória grave (p<0,001). As 

freqüências do alelo -308 G e do genótipo GG do SNP TNF-α-308 (G/A) foram 

significativamente maiores nos pacientes com CHC-HCV quando comparados aos 

pacientes com hepatite C que apresentavam fibrose leve e atividade inflamatória 

leve. Em conclusão, constatamos que pacientes com CHC-HCV apresentaram 

elevada concentração sérica do TNF-α e maior freqüência do alelo G e do genótipo 

GG do SNP TNF-α-308 (G/A). 

 

Palavras-chaves: Atividade inflamatória, carcinoma hepatocelular, fator de necrose 

tumoral alfa, fibrose hepática, hepatite C, polimorfismo de único nucleotídeo. 
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Introdução  

 

Cento e setenta milhões de pessoas no mundo estão cronicamente infectadas 

com o vírus da hepatite C (HCV) [1]. Cerca de 60-80% dos pacientes com hepatite C 

crônica, podem evoluir para cirrose e destes 20% para o carcinoma hepatocelular 

(CHC), cuja incidência mundial é de 2% a 8% ao ano [2-4]. O CHC é o quinto tipo de 

tumor mais freqüente no mundo e quando causado pelo HCV é uma das indicações 

para o transplante hepático [5].  

As citocinas estão entre os mecanismos de defesa do hospedeiro contra a 

ação do HCV, podendo induzir a resposta inflamatória com lesão hepática [6] devido 

a respostas imunes ou ação citopática do vírus. Células T citotóxicas e citocinas 

podem ser responsáveis por grande parte do dano que ocorre no fígado de 

pacientes infectados pelo HCV [7].  

As lesões hepáticas na hepatite C crônica se caracterizam por infiltração 

linfóide portal, necrose focal em pontes e lesões lobulares degenerativas, 

provavelmente devido à resposta imune local [8,9]. Estes danos podem ser 

influenciados pela expressão local de citocinas da resposta T-helper (Th1), como o 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interferindo no desenvolvimento e progressão 

da fibrose hepática, persistência viral e resposta terapêutica [10,11].  

O TNF-α é uma citocina pró-inflamatória produzida principalmente por 

macrófagos ativados e em menor quantidade por outros tipos de células [12]. Vários 

polimorfismos genéticos do TNF-α têm sido descritos. O polimorfismo de um único 

nucleotídeo (SNP) TNF-α-308 G/A no promotor do gene do TNF-α apresenta duas 

formas alélicas. A presença de guanina (G) define a forma mais comum, o alelo 

TNF1 e, a presença de adenina (A) define a variante menos comum, o alelo TNF2 

[13]. O SNP TNF-α-308 (G/A) tem sido associado à inflamação grave, doenças 

autoimunes, infecciosas e malignas [14].  

Devido à ação do TNF-α como promotor de tumores, o objetivo deste estudo 

foi realizar a sua dosagem sérica e avaliar as freqüências gênicas e genotípicas do 

SNP TNF-α-308 G/A em pacientes com hepatite C e com carcinoma hepatocelular 

causado pelo HCV. 
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Materiais e métodos 

 

Seleção dos pacientes 

 Este estudo é do tipo corte transversal com comparação de grupos, onde 

foram avaliados 119 pacientes com hepatite C, sendo 54 com fibrose leve e 65 com 

fibrose avançada, além de 52 pacientes com carcinoma hepatocelular causado pelo 

HCV (CHC-HCV) atendidos no Serviço de Gastrohepatologia do Hospital 

Universitário Oswaldo Cruz, da Universidade de Pernambuco e do Instituto do 

Fígado de Pernambuco no período de Janeiro 2009 a Março de 2011.  

Os pacientes foram submetidos a dosagens de alanina aminotransferase 

(ALT), aspartato aminotransferase (AST), gamaglutamiltranspeptidase (GGT), 

fosfatase alcalina (FA), bilirrubina total (BT), glicemia, alfa-fetoproteína (AFP), 

contagem de plaquetas e sorologia para HIV (anti-HIV), hepatite B (HBsAg, anti-

HBs, anti-HBc total) e  hepatite C (anti-HCV). Nos casos com anti-HCV positivo, 

foram realizados a pesquisa do HCV-RNA e genotipagem viral.  

O diagnóstico do carcinoma hepatocelular pelo HCV foi definido por exames 

de ultrassonografia, tomografia computadorizada, ressonância magnética, 

arteriografia hepática e biópsia do tumor, seguindo os critérios BCLC[15]. 

Os dados da biópsia hepática dos pacientes com hepatite C foram coletados 

em prontuários médicos e classificados segundo o Score METAVIR [16]. Foi 

considerada fibrose leve com gradação de F1 a F2 e fibrose avançada, caso com 

gradação de F3 a F4 [17]. Com relação à atividade inflamatória, foi considerada caso 

leve com gradação igual a A1 e atividade inflamatória grave, caso com gradação de 

A2 a A3 [18].  

Foram excluídos pacientes com a positividade para o HBsAg e HIV, além 

daqueles em tratamento antiviral para hepatite C. 

O estudo foi aprovado pelo comitê em de pesquisa em seres humanos do 

Hospital Universitário (HUOC) da Universidade de Pernambuco sob o protocolo 

número 144/2008. 

 

Coleta de dados 

Após a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, os dados 

sobre idade, sexo, fontes de infecção, consumo de álcool (homens>40g/dia; 
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mulheres>20g/dia), tabagismo, diabetes mellitus tipo II e índice de massa corpórea 

foram coletados por meio de questionário aplicado por único pesquisador. 

 

Dosagem sérica do TNF- α  

Foi coletado por punção venosa um tubo de 5,0 mL de sangue periférico sem 

anticoagulante de cada paciente. Os soros foram obtidos por centrifugação e 

armazenados a -20°C até a realização da dosagem. A dosagem sérica do TNF-α foi 

realizada pelo método imunoenzimático utilizando o Quantikine Human TNF- α (R&D 

System, Minneapolis, MN, USA), executado de acordo com as instruções do 

fabricante.  

 

Extração do DNA genômico 

Utilizando-se o Wizard Genomic Blood DNA Isolation Kit (Promega, UK) de 

acordo com as instruções do fabricante, foi extraído o DNA genômico de uma 

amostra de 5,0 mL de sangue periférico coletado por punção venosa com 

anticoagulante (EDTA) de cada paciente. O DNA extraído foi armazenado a -80°C 

até a realização da reação em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real.  

 

Polimorfismo de um único nucleotídeo no promotor do gene do TNF- α  

Para análise do SNP TNF-α-308 (G/A) foi utilizando o TaqMan® SNP 

Genotyping Assays por PCR em tempo real com ID: C___7514879_10 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA) de acordo com instruções do fabricante. 

 

Análise estatística 

Os testes de Mann-Whitney or Kruskal-Wallis foram empregados, quando 

apropriado, para comparação das variáveis quantitativas entre os pacientes com 

hepatite C e com CHC-HCV. O teste de qui-quadrado (2) foi utilizado para 

comparação das variáveis categóricas, sendo considerado significante um p < 0,05.  

O programa GraphPad Prism (versão 5.0, San Diego, USA) foi utilizado para 

essas análises e construção das figuras. Para verificar o equilíbrio de Hardy-

Weinberg foi utilizado o programa ARLEQUIN (version 3.11, Bern, Switzerland) e 

para a análise multivariada foi aplicado o método Stepwise com backward utilizando 

o software SSPS v.17 (Statistical Package for Social Science, Chicago, IL). 
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Resultados  

 

Características clínicas  

  Houve maior freqüência do sexo masculino (p=0.005) e idade média mais 

elevada (p=0.0001) nos pacientes com CHC-HCV. Quanto às características clínicas 

e laboratoriais, foi identificada maior freqüência de diabetes mellitus tipo II (p=0.01), 

maiores níveis séricos de aspartato aminotransferase, gamaglutamiltranspeptidase, 

fosfatase alcalina, bilirrubina total, alfa-fetoproteína (p<0.0001) e plaquetopenia 

(p<0.0001) nos pacientes com CHC-HCV quando comparados aos pacientes com 

hepatite C com fibrose leve e/ou avançada (tabela 1). 

 

Níveis séricos do TNF-α 

 Os pacientes com CHC-HCV apresentaram níveis séricos do TNF-α em maior 

concentração quando comparados aos pacientes com hepatite C com fibrose leve 

(p<0001) e grave (p<0.004) (figura 1).  

 Com relação à atividade inflamatória observaram-se maiores níveis séricos do 

TNF-α nos pacientes com CHC-HCV quando comparados aos pacientes com 

hepatite C com atividade inflamatória leve (p=0.0004) e com os indivíduos com 

atividade inflamatória grave (p<0.001) (figura 2). 

 

Polimorfismo de um único nucleotídeo no promotor do gene do TNF- α  

 A distribuição das freqüências genotípicas encontra-se em equilíbrio de 

Hardy-Weinberg nos grupos analisados. As freqüências do alelo -308 G (p=0.007) e 

do genótipo GG do SNP TNF-α-308 (G/A) (p=0.014) foram significativamente 

maiores nos pacientes com CHC-HCV quando comparados aos pacientes com 

hepatite C que apresentavam fibrose leve (tabela 2).  

 Da mesma forma, as freqüências do alelo -308 G (p=0.011) e do genótipo GG 

(p=0.005 do SNP TNF-α-308 (G/A) foram significativamente maiores nos pacientes 

com CHC-HCV quando comparados aos pacientes com hepatite C e atividade 

inflamatória leve (tabela 2). 

 

Análise multivariada dos fatores de risco associados à fibrose hepática 

 A presença de diabetes mellitus tipo II (p=0,049), maior idade média 

(p<0.0001) e níveis séricos elevados do TNF-α (p=0,003) foram fatores de risco 
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independentes para o CHC-HCV quando comparados pacientes com hepatite C e 

fibrose leve (tabela 3).  

 Com relação aos pacientes com hepatite C e fibrose grave, o sexo masculino 

(p=0,001) e níveis séricos elevados do TNF-α (p=0,002) foram fatores de risco 

independentes para o CHC-HCV (tabela 3). 

 

Analise multivariada dos fatores de risco associados à atividade inflamatória 

 A presença do genótipo GG do SNP TNF-α-308 (G/A) foi fator de risco 

independente na atividade inflamatória grave dos pacientes com hepatite C quando 

comparados àqueles com a atividade leve (p=0,034) (tabela 4). 

 A trombocitopenia foi fator de proteção para a atividade inflamatória grave 

(p=0,013) e para o CHC-HCV (p<0,0001). Os níveis séricos elevados de AFP 

(p=0,046) e FA (p=0,010) foram fator de risco independente para o CHC-HCV em 

pacientes com hepatite C e atividade inflamatória leve (tabela 4). 

 

Discussão  

A pesquisa demonstrou nos pacientes com CHC-HCV associação do 

polimorfismo do TNF308.1(GG) com grau de fibrose e atividade inflamatória leve 

comparando com portadores do HCV. Além disso, constituiu fator de risco 

independente para pacientes com atividade inflamatória grave e fibrose grave. Estes 

achados apoiam a idéia que as variantes alélicas e genotípicas representam fatores 

genéticos importantes para a gravidade da infecção pelo HCV e  a susceptibilidade 

ao desenvolvimento do CHC.  

Os nosso resultado está de acordo com o relatado por Taalat et al (19). No 

entanto, outros estudos encontraram o polimorfismo do TNF-308.2 como sendo o 

mais frequente em pacientes com cirrose e CHC. Jeng et al (13) demonstraram  que 

o polimorfismo do TNF-308 2 foi associado com a fibrose hepática mais grave e 

constituiu fator de risco independente para o CHC, embora o trabalho tenha sido 

realizado em Taiwan e com pacientes portadores do HCV e HVB. 
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Em relação ao desenvolvimento da cirrose nos pacientes com hepatite C, Yee 

et al. (20) demonstraram um risco de 5,1 vezes maior naqueles com o polimorfismo  

do TNF -308.A. Este polimorfismo também foi encontrado em pacientes portadores 

do CHC com HCV E HVB. 

A identificação do polimorfismo do TNF-308.GG em nosso estudo poderia ser 

explicada em parte pelo aspectos étnicos, embora essa afirmação poderia ser 

confirmada em estudos posteriores com um maior número de pacientes e numa 

população de indivíduos saudáveis. 

O dano hepatocelular provoca uma resposta inflamatória e ativação das 

células de Kuppfer e hepáticas estreladas, que amplificam o processo inflamatório e 

dentre os fatores envolvidos estão as citocinas antiinflamatórias e as pró-

inflamatórias como o TNF- α (8) 

O resultado de uma maior concentração dos níveis séricos do TNF-α nos 

pacientes de CHC-HCV comparados ao grupo de hepatite C com fibrose e atividade 

inflamatória leve e grave, foi também descrito por Taalat RM, 2010, que observaram 

uma gradual elevação dos níveis do TNF- α nos pacientes infectados com o HCV em 

diferentes estágios da doença e no CHC. Outras pesquisas relataram níveis 

elevados do TNF-α em pacientes com cirrose e hepatite crônica ou aguda e 

comparando com indivíduos saudáveis ( 21,22,23) 

 Assim, o aumento do risco de desenvolver o CHC está associado aos níveis 

elevados do TNF-α e poderia esta relacionado com a angiogênese no local da 

inflamação e a metástase (24) 

         Concluímos que o aumento dos níveis de TNF-α com a progressão gradual da 

fibrose até a cirrose, em pacientes com doenças hepáticas crônicas associadas ao 

HCV é um fator de risco para o desenvolvimento do câncer. 
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Tabela 1. Distribuição dos pacientes com fibrose leve, grave e CHC segundo a faixa 

etária, sexo, fatores de risco para infecção, dosagens bioquímicas e moleculares. 

 

 Fibrose Leve 
(n=54) 

Fibrose Grave 
(n=65) 

CHC-HCV  
(n=52) 

p 

Idade (anos) 53.5±11.0 59.7±10.1 61.6±8.8 0.0001 

Gênero (M:F) (%) 31:23 (57:43) 24:41 (37:63) 34:18 (65:35) 0.005 

     

Fontes de infecção     

    Seringa de vidro 44 (81.4%) 48 (73.8%) 45 (86.5%) 0.22 

    Cirurgia 37 (68.5%) 41 (63.0%) 37 (71.1%) 0.63 

    Hemotransfusão 17 (31.4%) 34 (52.3%) 19 (36.5%) 0.05 

    UDI 9 (16.6%) 4 (6.1%) 4 (7.6%) 0.13 

    Tatuagem 3 (5.5%) 1 (1.5%) 0 0.14 

     

Fatores de risco     

     Consumo de álcool 8 (14.8%) 3 (4.4%) 7 (13.4%) 0.13 

     Tabagismo 4 (7.4%) 2 (2.9%) 4 (7.6%) 0.48 

     Diabetes mellitus 
tipo II 

3 (5.5%) 11 (16.9%) 14 (26.9%) 0.01 

     IMC 26.9±6.4 26.4±4.6 26.0±3.9 0.69 

     

Dosagens 
Bioquímicas 

    

AST (UI/mL)   50 (20-286) 76 (24-438) 94 (18-257) <0.0001 

ALT (UI/mL)    63 (12-271) 79 (25-458) 74 (22-307) 0.09 

GGT (UI/mL)   67 (11-588) 106 (23-849) 179 (52-778) <0.0001 

FA (UI/mL)   69 (16-392) 92 (23-418) 144 (61-354) <0.0001 

BT (mg/dL) 0.69 (0.2-4.0) 0.96 (0.3-4.0) 1.40 (0.5-7.2) <0.0001 

AFP (ng/mL)   2.8 (0.5-45.1) 6.5 (0.8-112.0) 87.4 (1.9-100000) <0.0001 

Plaquetas  193500 
(55000-391000) 

140000 
(10800-252000) 

106000  
(13000-314000) 

<0.0001 

     

Genótipos do HCV     

1 35 (64.8%) 49 (75.3%) 37 (71.1%) 0.441 

2 1 (1.8%) 0 1 (1.9%)  

3 18 (33.4%) 16 (24.7%) 14 (27.0%)  
CHC-HCV: carcinoma hepatocelular causado pelo vírus da hepatite C, UDI: usuário de droga injetável, IMC: índice de 
massa corporal; ALT: alanina aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase, GGT: gamaglutamiltranspeptidase, FA: 
fosfatase alcalina, BT: bilirrubina total, AFP: alfa-fetoproteína. 
1
Genótipo 1 vs. Não-1.Variáveis contínuas com distribuição normal estão representadas como média ± desvio padrão. As 

demais estão representadas como mediana (intervalo). 
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Tabela 2. Distribuição (painel A) e associação (painel B) das freqüências alélicas e 

genotípicas do SNP TNF-α-308 (G/A) em pacientes com hepatite C e CHC-HCV.  

 

PAINEL A Fibrose 

leve 

(n=54) 

Fibrose  

grave 

(n=65) 

AI 

A1 

(n=23) 

AI 

A2/A3 

(n=96) 

CHC-HCV 

(n=52) 

Alelos      

G 83 (76.8%) 119 (91.5%) 31 67.3%) 171 (89.0%) 95 (91.3%) 

A 25 (23.2%) 11 (8.5%) 15(32.7%) 21 (11.0%) 9 (8.7%) 

Genótipos      

GG 32 (59.2%) 55 (84.6%) 10(43.4%) 77 (80.2%) 43 (82.6%) 

GA 19 (35.1%) 9 (13.8%) 11(47.8%) 17 (17.7%) 9 (17.4%) 

AA 3 (5.7%) 1 (1.6%) 2 (8.8%) 2 (2.1%) 0 

PAINEL B     

Analise estatística  OR IC p 

Fibrose leve vs HCV-CHC 
Alelo (G vs A) 3.18 1.34-8.16 0.007 

Genótipo (GG vs GA+AA) 3.28 1.34-8.16 0.014 

Fibrose grave vs HCV-CHC 
Alelo (G vs A) 0.97 0.38-2.45 0.95 

Genótipo (GG vs GA+AA) 0.86 0.32-2.32 0.80 

A1 vs HCV-CHC 
Alelo (G vs A) 3.75 1.26-11.17 0.011 

Genótipo (GG vs GA+AA) 5.26 1.49-18.58 0.005 

A2/A3 vs HCV-CHC 
Alelo (G vs A) 1.29 0.57-2.94 0.68 

Genótipo (GG vs GA+AA) 1.17 0.49-2.83 0.82 

AI: Atividade inflamatória, A1: atividade inflamatória grau 1, A2: atividade inflamatória grau 2, A3: atividade 
inflamatória grau 3, CHC-HCV: carcinoma hepatocelular causado pelo vírus da hepatite C, OR: Odds Ratio, 95% 
IC: intervalo de confiança de 95%. 
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Tabela 3. Análise multivariada dos fatores associados à progressão da fibrose  

em pacientes com hepatite C e CHC-HCV. 

 

Variáveis Fibrose leve vs. CHC-HCV Fibrose grave vs. CHC-HCV 

 OR (95% CI) p OR (95% CI) P 

Diabetes mellitus tipo II 5.26 (1.01-33.3) 0.049 1.64 (0.59-4.54) 0.342 

Idade 1.09 (1.05-1.16) <0.0001 1.04 (1.00-1.09) 0.104 

Gênero masculino 2.56 (0.96-7.14) 0.061 4.76 (1.96-11. 1) 0.001 

Níveis séricos 

elevados de TNF-α 
1.07 (1.03-1.12) 0.003 1.06 (1.03-1.01) 0.002 

CHC-HCV: carcinoma hepatocelular causado pelo vírus da hepatite C, TNF-α: fator de necrose tumoral alfa, OR: 
Odds Ratio, 95% IC: intervalo de confiança de 95%. 
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Tabela 4. Análise multivariada dos fatores associados à progressão da atividade 

inflamatória em pacientes com hepatite C e CHC-HCV. 

 

Variáveis A1 vs. A2/A3 A1 vs. CHC-HCV 

 OR (95% IC) p OR (95% IC) p 

Genótipo GG do 

TNF-α  

4.11 (1.11-15.21) 0.034 2.43 (0.31-18.97) 0.397 

AFP (ng/mL)   1.16 (0.94-1.43) 0.160 1.24 (1.00-1.54) 0.046 

BT (mg/dL) 1.08 (0.31-3.70) 0.902 2.46 (0.62-9.71) 0.198 

AST (UI/mL)   1.00 (0.98-1.02) 0.809 0.99 (0.97-1.01) 0.390 

Gênero masculino 0.49 (0.13-1.84) 0.291 3.62 (0.48-27.11) 0.211 

FA (UI/mL)   1.00 (0.99-1.01) 0.291 1.01 (1.00-1.03) 0.010 

Plaquetopenia 0.98 (0.97-0.99) 0.013 0.96 (0.94-0.98) <0.0001 

A1: atividade inflamatória grau 1, A2: atividade inflamatória grau 2, A3: atividade inflamatória grau 3, CHC-HCV: 
carcinoma hepatocelular causado pelo vírus da hepatite C, TNF-α: fator de necrose tumoral alfa, AST: aspartato 
aminotransferase, FA: fosfatase alcalina, BT: bilirrubina total, AFP: alfa-fetoproteína, OR: Odds Ratio, 95% IC: 
intervalo de confiança de 95%. 
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Legenda das figuras 

 

Figura 1. Associação dos níveis séricos do TNF-α entre pacientes com CHC-HCV e 

pacientes com HCV com fibrose hepática leve e grave. Medianas: fibrose leve (11 

pg/mL), fibrose grave (11 pg/mL) e HCC-HCV (20.4 pg/mL). 

 

Figura 2. Associação dos níveis séricos do TNF-α entre pacientes com CHC-HCV e 

pacientes com HCV com atividade inflamatória leve e grave. Medianas: atividade 

inflamatória A1(9.01 pg/mL), A2 (11.4 pg/mL), A3 (15.8 pg/mL) e CHC-HCV (20.4 

pg/mL). 
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Figura 1 

 

Fibrose leve Fibrose grave CHC-HCV
0

10

20

30

40

50

60 p<0.0001

p<0.004

T
N

F


  
(p

g
/m

L
)

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

88  
Investigação de polimorfismos de único nucleotídeo no promotor dos genes da Interleucina-10...         AROUCHA, D. C. B. L   

Figura 2 
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7. CONCLUSÕES DA TESE 

 

 

 Não houve diferença significativa entre as freqüências alélicas e genotípicas 

ou entre haplótipos e diplótipos dos polimorfismos de único nucleotídeo 

(SNPs) no promotor do gene da IL-10 nas posições -1082, -819 e -592 nos 

grupos avaliados; 

 Não foi identificada associação dos SNPs investigados no promotor do gene 

da IL-10 com o grau de atividade inflamatória e fibrose hepática; 

 A presença do genótipo GG do SNP TNF-α-308 (G/A) foi fator de risco 

independente para atividade inflamatória grave dos pacientes com hepatite C 

quando comparados àqueles com a atividade leve; 

 Os níveis séricos elevados da IL-10 foram mais elevados nos pacientes com 

hepatite C e fibrose leve, atividade inflamatória A1 e A2 quando comparadas 

aos pacientes com CHC-HCV;  

 Os níveis séricos do TNF-α apresentaram maior concentração nos pacientes 

com CHC-HCV quando comparadas aos pacientes com hepatite C com 

fibrose leve, fibrose grave, atividade inflamatória leve e atividade inflamatória 

grave.  
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8. RECOMENDAÇÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

  

Estudar as citocinas e seu papel na progressão e desenvolvimento do câncer 

é um desafio. Por isso, há a necessidade de prosseguirmos com investigações 

nessa área, uma vez que tais estudos podem auxiliar no tratamento futuro de 

pacientes com câncer.  

Sugerimos prosseguir com a pesquisa incluindo um maior número de 

pacientes com CHC-HCV e investigando polimorfismos genéticos de outras 

citocinas, como a IL-1β, IL-2, IL-6 e fator de crescimento transformante-beta (TGF-

β), a fim de identificar pacientes com maior risco para o desenvolvimento de 

carcinoma hepatocelular. 

Assim, seria possível realizar um acompanhamento mais efetivo, reduzindo a 

mortalidade através do diagnóstico precoce do carcinoma hepatocelular.  

Adicionalmente, é importante dar continuidade à investigação de 

polimorfismos genéticos destas citocinas em pacientes com hepatite C, haja vista 

que estes fatores poderiam aumentar a progressão da fibrose hepática para o 

carcinoma hepatocelular 
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APÊNDICE A – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO 

 

UNIVERSIDADE DE PERNAMBUCO - HOSPITAL OSWALDO CRUZ 

 

Nome da pesquisa: Determinação do polimorfismo dos genes da Interleucina-10 e 

fator de necrose tumoral em pacientes portadores de carcinoma hepatocelular 

causado pelo vírus da hepatite C 

Pesquisador responsável: Dayse Célia Barbosa Lins Aroucha 

 

Eu, paciente abaixo assinado, portador do vírus da hepatite C, que realiza 

tratamento no ambulatório deste serviço concordo em participar voluntariamente 

desta pesquisa sobre a Determinação do polimorfismo dos genes da interleucina-10 

e fator de necrose tumoral em pacientes portadores de carcinoma hepatocelular 

causado pelo vírus da hepatite C Sei que a razão deste estudo é saber se eu tenho 

uma alteração no meu sistema imunológico que poderia contribuir para o 

desenvolvimento do câncer de fígado. 

Admito ter sido esclarecido sobre as perguntas feitas e do procedimento onde 

será retirada uma amostra de 10 ml de sangue de uma veia, por profissionais da 

unidade estudada., para  fazer um estudo laboratorial (imunogenético). 

Sei que essa pesquisa irá me ajudar, porque se for detectado a alteração 

genética, a orientação ambulatorial e conduta poderão ser modificadas, com isto 

ajudando o meu tratamento. Fui informado que, quando da apresentação dos 

resultados da pesquisa, não serão vinculados dados que possam me identificar 

como participante da mesma. Sei que tenho a liberdade de retirar meu 

consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem que isso 

traga qualquer prejuízo para mim. 

Visto que nada tenho contra a pesquisa, concordo em assinar o presente 

termo de consentimento. 

                                                          Recife,_____ de _____________ de 200__. 

Assinatura do paciente _________________________________________________                                    

Assinatura do Pesquisador______________________________________________ 
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Nome: _______________________________________   

Registro:________________                       

Data: _____ / ______ / _____ 

Idade: ______               Sexo: _________________    Profissão: 
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_________________   
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A- Banhos de rio (localidade: _________________): _________________    sim  
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D- Hemotranfusão: _________________   Sim, Não 

E- Medicações injetáveis: _________________    Sim, Não 

F- Drogas(UDI) : _________________   Sim, Não 

G- Cirurgias: _________________   Sim, Não 

H- Tatuagens: _________________   Sim, Não 

I- Tabagismo: _________________    Sim, Não 

_____ fumantes (diario e ocasional)           _____ex-fumantes         _____nunca 

fumou 

L- Outras observações (ingestão de amendoim):  _________________   Sim, Não 

Exame físico: 

Peso: ______  Altura: ______   IMC: ______ 

Normal ______ Sobrepeso ______  Obesidade grau______ 

Icterícia: ______                                             

Ascite: ______  Perímetro abdominal: ______ 

Ginecomastia: ______ Aranhas vasculares: ______ 

Eritema palmar: ______  Circulação colateral: ______ 
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Outras observações:  

___________________________________________________________________

___________________________________________________________________

___________________________________________________________________ 
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AFP: ______  BT: ______  BI/BD:______        

 

HBsAg: ______ Anti-HBc total: ______ Anti-HBs: ______ 

Anti-HCV: ______ HCV-RNA: ______  Genótipo: ______ 

Anti-HIV: ______ 

 

Biópsia hepática:  

___________________________________________________________________

___________________________________________________________________ 

 

EXAMES DE IMAGEM  

ULTRASSONOGRAFIA 

___________________________________________________________________

___________________________________________________________________ 

 

Nódulo: _________________  Tamanho: _________________   
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___________________________________________________________________

___________________________________________________________________ 
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___________________________________________________________________

___________________________________________________________________ 

 

ARTERIOGRAFIA 
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Abstract 

 

Background and Aims: Interleukin 10 (IL-10) is a cytokine with action in the host 

immune response to infection by the hepatitis C virus (HCV). We investigated the 

association of the serum IL-10 and polymorphisms (SNPs) in IL-10  gene promoter  

with liver histology in HCV infection and hepatocellular carcinoma (HCC) in patients 

in northeastern Brazil.   

Methods: We evaluated  171 patients with HCV and 119 without cancer, with liver 

biopsy classified according to the METAVIR score and  52 patients with HCC, 

diagnosed according to criteria of BCLC.For the study of SNPs was using real time 

PCR and dosage serum IL-10 ELISA.The statistical analysis used both univariate 

and multivariate approaches.  

Results: In patients with HCV-HCC showed a higher frequency of type II diabetes 

mellitus (p<0.01), and elevated aspartate aminotransferase, gamma-glutamyl 

transpeptidase, alkaline phosphatase, alpha-fetoprotein and total bilirubin levels plus 

thrombocytopenia (p<0.0001). Serum IL-10 levels were higher in patients with HCV, 

F1/F2 (p<0.0007), A1 (p<0.0087) and A2 (p<0.0079) compared to patients with HCV-

HCC. There was no significant difference between the  allelic or genotypic 

frequencies or in haplotypes or diplotypes at positions -1082 (G/A), -819 (C/T) and -

592 (C/A) in IL-10 gene promoter. 

Conclusion: We conclude that SNPs in IL-10 gene promoter did not influence the 

progression of fibrosis and inflammatory activity in hepatitis C and HCV-HCC.No 

however , the patients had serum IL-10 levels was smaller as the progression of 

inflammatory activity, fibrosis and HCC.   

 

Keywords: Interleukin 10, Single nucleotide polymorphisms, Hepatitis C, 

Hepatocellular carcinoma, Liver fibrosis. 
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Introduction 

 

Hepatitis C viral infection (HCV) is the most common cause of chronic liver 

disease worldwide.1 Approximately 20% of chronically infected patients will progress 

to liver cirrhosis within 13 to 23 years, and 1 to 4% of these patients will develop 

hepatocellular carcinoma (HCC) .2,3   

Hepatocarcinogenesis is a complex process involving genetic alterations, 

epigenetics, chromosomal rearrangements, oncogenes activation and/or inactivation 

of tumor suppressor genes and the deregulation of several signal transduction 

pathways.4,5,6   

The risk for the development of HCC increases with the severity of liver 

inflammation and fibrosis.7 The hepatic inflammation caused by HCV involves various 

mechanisms that include the regulatory immune response of the host, which is 

mediated by cytokines that play important roles against viral infections,7 and viral 

polypeptides, which interact with cells involved in innate and adaptive immunity.8  

Patients with acute self-limited HCV infection display a predominant T-helper 

type 1 (Th1) response, whereas patients with chronic HCV infection display a T-

helper type 2 (Th2) cytokine profile, in which the expression of interleukin 10 (IL-10) 

predominates, stimulating antibody formation and inhibiting the Th1 response.9,10 The 

Th1 response has been associated with viral clearance,11 and the Th2 response 

promotes viral persistence.12  

Thus, our aims of this study was to investigate the presence of single 

nucleotide polymorphisms (SNPs) at positions -1082 (G/A), -819 (C/T) and -592 

(C/A) in IL-10 gene promoter, determine the serum levels of this cytokine and assess 

the associations between IL-10 SNPs and/or IL-10 levels and the degree of 

inflammatory activity and liver fibrosis in hepatitis C patients and patients with 

hepatocellular carcinoma caused by HCV (HCC-HCV). 

 

Materials and Methods 

 

Study population 

This cross-sectional study with comparison groups evaluated 119 hepatitis C 

patients (54 with mild fibrosis and 65 with severe fibrosis) and 52 patients with 

hepatocellular carcinoma caused by HCV. All subjects who attended the 
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Gastrohepatological Center of the University of Pernambuco Oswaldo Cruz Hospital 

and at the Liver Institute of Pernambuco, both located in northeastern Brazil, 

between January 2009 and March 2011. 

The patients were tested for aspartate aminotransferase (AST), alanine 

aminotransferase (ALT), gamma-glutamyl transpeptidase (GGT), alkaline 

phosphatase (ALP), total bilirubin (BT), fasting glucose, alpha-fetoprotein (AFP), 

platelet count, HIV (anti-HIV), hepatitis B (HBsAg, anti-HBs, anti-HBc), and hepatitis 

C (anti-HCV) serologies. In cases of reactive anti-HCV, HCV-RNA and viral 

genotyping tests were performed. 

Hepatocellular carcinoma caused by HCV was diagnosed by ultrasound, 

computerized tomography, magnetic resonance imaging, arteriography and tumor 

biopsy according to the Barcelona criteria. 13 

Liver biopsy data from the hepatitis C patients were collected from medical 

records and classified according to the METAVIR score.14 It was considered mild 

fibrosis the gradation of F1 to F2 and severe fibrosis, the cases with gradation of F3 

to F4.15 With regard to inflammatory activity, mild activity was defined like  gradation 

equal to A1 and severe activity, the cases with gradation of A2 to A3.16 

Patients that were seropositives for HBsAg and anti-HIV were excluded, as 

were those undergoing antiviral treatment for hepatitis C.  

This study was approved by the research committee of the University of 

Pernambuco, protocol number 144/2008. 

 

Data Collection 

 After signing a free and informed consent form, the data were collected 

through a questionnaire applied by a single researcher. The variables studied 

included age, gender, source of infection, alcohol consumption (men >40g/day; 

women >20g/day), smoking, diabetes mellitus type II status and body mass index. 

 

Serum IL-10 levels 

Five milliliters of peripheral blood was collected by venipuncture in a tube 

without anticoagulant. Serum was obtained by centrifugation and stored at -20°C until 

IL-10 levels were measured by enzyme-linked immunosorbent assay  using the 

Quantikine® Human IL-10 Kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) according to 

the manufacturer’s instructions. 
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Extraction of genomic DNA 

Using the Wizard Genomic Blood DNA Isolation Kit (Promega, UK) according 

to the manufacturer's instructions, genomic DNA was extracted from a sample of 5.0 

mL of peripheral blood collected by venipuncture in a tube with anticoagulant (EDTA) 

for each patient. The samples were stored at -80 ° C until real-time polymerase chain 

reaction (PCR) was performed. 

 

Single nucleotide polymorphisms in IL-10 gene promoter 

Three substitutions at positions -1082 (G/A), -819 (C/T) and -592 (C/A) were 

investigated in IL-10 gene promoter by real-time PCR using TaqMan® SNP 

Genotyping Assays, with the IDs C___1747360_10, C___1747362_10 and 

C___1747363_10 (Applied Biosystems, Foster City, CA), according to the 

manufacturer’s instructions. 

 

Statistical Analysis 

When appropriate, either the Mann-Whitney or Kruskal-Wallis test was used to 

compare the quantitative variables among hepatitis C patients and patients with 

HCC-HCV. The chi-squared (2) test was used for categorical variables. 

The GraphPad Prism (version 5.0, San Diego, USA) was used to perform the 

analysis and construct the figures. Multivariate analysis was performed using the 

backward stepwise method with the software SPSS v.17 (Statistical Package for the 

Social Sciences, Chicago, IL). To verify the Hardy-Weinberg equilibrium and for the 

construction of haplotypes, the ARLEQUIN (version 3.11, Bern, Switzerland) program 

was used. In all analyses, significance was assigned at p < 0.05. 

 

Results  

 

Clinical characteristics 

 A higher proportion of males (p = 0.005) and a higher average age (p = 

0.0001) were present among the patients with HCC-HCV. Clinical features and 

biochemical parameters revealed an increased frequency of diabetes mellitus type II 

(p = 0.01), higher levels of AST, GGT, AP, BT, and AFP (p < 0. 0001), and 

thrombocytopenia (p < 0.0001) in patients with HCC-HCV compared to hepatitis C 

patients with mild or severe fibrosis (Table 1). 
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Serum IL-10 levels   

 Higher serum IL-10 levels were detected in hepatitis C patients and mild 

fibrosis compared to patients with severe fibrosis (p = 0.00176) and patients with 

HCC-HCV (p < 0.0007) (figure 1).  

 In addition, higher serum IL-10 levels were observed in hepatitis C patients 

and either mild (p = 0.0087) or severe (p < 0.0079) inflammatory activity compared to 

patients with HCC-HCV (figure 2). 

 

Single nucleotide polymorphisms in IL-10 gene promoter 

 The genotype frequencies were found to be in Hardy-Weinberg equilibrium. 

However, the groups evaluated showed no significant differences in allelic or 

genotypic frequencies (Table 2) or in haplotypes or diplotypes (Table 3) at positions -

1082, -819, and -592 in IL-10 gene promoter. 

  

 

Multivariate analysis of risk factors associated with liver fibrosis 

Elevated levels of GGT, BT and AFP were all determined to be independent 

risk factors for HCC in hepatitis C patients with mild fibrosis (Table 4). 

Thrombocytopenia and elevated IL-10 serum levels were protective factors for HCC-

HCV (Table 4). 

Male gender, high BT and AFP levels, were determined to be independent risk 

factors for HCC in hepatitis C patients with severe fibrosis (Table 4). However, 

elevated IL-10 serum levels were protective factor for HCC-HCV (Table 4). 

 

Multivariate analysis of risk factors associated with inflammatory activity 

High levels of GGT, BT and AFP were determined to be independent risk 

factors for HCC in hepatitis C patients with mild inflammatory activity (Table 5). 

Thrombocytopenia and elevated IL-10 serum levels were protective factors for HCC-

HCV (Table 4). 

Male gender, high BT and AFP levels were determined to be independent risk 

factors for HCC in hepatitis C patients with severe inflammatory activity (Table 5). 

However, elevated IL-10 serum levels were protective factor for HCC-HCV (Table 5). 
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Discussion 

The present study found no association between allelic variants, genotype and 

haplotype of IL-10 gene with the severity of inflammation and fibrosis in chronic 

hepatitis C infection. Likewise, a meta-analysis of the polymorphism in the promoter 

of the gene IL-10 -592 (A / C) in patients with HCV infection showed no association 

regarding the A allele with infection susceptibility. However, when the meta-analysis 

was performed by ethnicity, only involving the Asian populations, the A allele was 

significantly associated 17. 

           Another study also found no association between susceptibility to HCV 

infection with the polymorphisms of several cytokines (TNF-alpha, IL-10 -1082, -819, 

-592, IL-6 and IFN-γ) in both healthy and infected individuals18. 

           The association of the polymorphism of IL-10 at position -1082 (G / A) with 

necroinflammatory activity and -819 (C / T) with degree of hepatic fibrosis was 

demonstrated by Abbas et al. (2005) when they studied 40 patients with chronic 

hepatitis C genotype 319 . 

 The correlation of IL-10 polymorphism with HBV and HCV is important for its 

role in the progression of fibrosis and cirrhosis. It was shown that this gene 

polymorphism may affect the transcription, translation and secretion of IL-10 and 

interfere with the immune response against the virus 17. 

         The divergence of our results with the literature can be explained by the sample 

size, once we divided our sample into two groups, mild fibrosis and severe fibrosis, 

the same was made regarding the degree of inflammatory activity (A1 vs. A2 + A3). 

Thus, the number of patients in each subgroup became too small which may have 

interfered with the confirmation of the association of IL-10 with lesions in chronic 

hepatitis C infection. 

No association between HCC in hepatitis C and polymorphisms of the gene for 

IL-10 was found in our study, as well as a meta-analysis conducted by Yang et al. 

(2011) 20 . In addition, also a meta-analysis by Wei et al. (2011) reported that the 

presence of IL-10 allele at position -592 (A / C) increased the risk for HCC in Asians, 

while IL-10 polymorphisms at positions -1082 (G / A) and -819 (T / C) were not 

related to HCC21 . Thus, the results of the above studies are discordant, either by 

small sample size or unified by ethnicity. 

          In relation to serum levels of IL-10, our results demonstrated an interesting and 

significant association of this cytokine in chronic hepatitis C and HCC, which showed 
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reduced expression in severe fibrosis and inflammatory activity  as to the HCC 

          Several studies provide evidence of anti-inflammatory and anti-fibrogenic role 

of IL-10. Louis et al. (1998) 22  demonstrated that IL-10 deficiency potentiate the liver 

fibrogenesis inflammation or an increased effect on the regulation of the matrix, on 

the other hand Thompson et al. (1998) studied 22-deficient mice, which was 

demonstrated that mice with higher levels of TNF-alpha had more liver fibrosis23. 

These researchers have demonstrated the importance of the role and complexity of 

IL-10 in chronic inflammation and fibrogenesis22,23.  

The inefficient eradication of HCV in chronic disease could be responsible for 

a continuous stimulation of the cellular immune response leading to liver damage and 

inflammation and consequently to an increase risk of HCC development. In fact, in 

chronic hepatitis C treatment with anti-inflammatory drugs showed a reduction of 

risk24 of HCC and the treatment with recombinant IL-10 showed a reduction of the 

histological lesions25,    

It was detected that patients with HCC-HCV presented low serum levels of IL-

10 than patients with HCV. Our results corroborate the results reported by Hassoba 

et al. who found undetectable levels of IL-10 in Egyptian patients with cirrhosis and 

HCC related to HCV  26 . However, the findings are quite different from other studies, 

where the levels of cytokines were elevated in patients with  resectable HCC and 

unresectable 27, 28, possibly due to a relative state of immunosuppression, such as an 

escape mechanism of tumor cell surveillance system host immune and potentiation 

of metastasis or disease progression27,28,29,30. 

                        In conclusion, the serum levels of IL-10 were higher in patients with 

hepatitis C and the SNPs in the gene promoter of the IL-10 did not influence the 

degree of inflammatory activity and hepatic fibrosis. 
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Figure legends 

 

 

Figure 1. Association of serum IL-10 levels among HCV patients with mild and severe 

liver fibrosis and patients with HCC-HCV. Average values are as follows: mild fibrosis 

(33.60 pg / mL), severe (25.10 pg / mL) and HCC-HCV (14.15 pg / mL). 

 

Figure 2. Association of serum IL-10 levels among among HCV patients with mild 

and severe inflammatory activity and patients with HCC-HCV. Average values are as 

follows: A1 (34pg/mL), A2 (29.5pg/mL), A3 (25.1pg/mL) and HCC-HCV (14.1pg/mL).  
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Table 1. Distribution of hepatitis C patients with mild fibrosis, severe fibrosis, and HCC according 

to age, gender, risk factors for infection, biochemical parameters and HCV genotypes. 

 

 Mild Fibrosis 
(n=54) 

Severe 
Fibrosis 
(n=65) 

HCC-HCV  
(n=52) 

p 

Age (years) 53.5±11.0 59.7±10.1 61.6±8.8 0.0001 

Gender (M:F) (%) 31:23 (57:43) 24:41 (37:63) 34:18 (65:35) 0.005 

     

Source of infection     

    Glass syringe 44 (81.4%) 48 (73.8%) 45 (86.5%) 0.22 

    Surgery 37 (68.5%) 41 (63.0%) 37 (71.1%) 0.63 

    Blood transfusion 17 (31.4%) 34 (52.3%) 19 (36.5%) 0.05 

    UDI 9 (16.6%) 4 (6.1%) 4 (7.6%) 0.13 

    Tattoo 3 (5.5%) 1 (1.5%) 0 0.14 

     

Risk factors     

     Alcohol consumption 8 (14.8%) 3 (4.4%) 7 (13.4%) 0.13 

     Smoking 4 (7.4%) 2 (2.9%) 4 (7.6%) 0.48 

     Diabetes mellitus type II 3 (5.5%) 11 (16.9%) 14 (26.9%) 0.01 

     BMI 26.9±6.4 26.4±4.6 26.0±3.9 0.69 

     

Biochemical parameters     

   AST (IU/mL) 50 (20-286) 76 (24-438) 94 (18-257) <0.0001 

   ALT (IU/mL)    63 (12-271) 79 (25-458) 74 (22-307) 0.09 

  GGT (IU/mL)   67 (11-588) 106 (23-849) 179 (52-778) <0.0001 

   ALP (IU/mL)   69 (16-392) 92 (23-418) 144 (61-354) <0.0001 

   BT (mg/dL) 0.69 (0.2-4.0) 0.96 (0.3-4.0) 1.40 (0.5-7.2) <0.0001 

   AFP (ng/mL)   2.8 (0.5-45.1) 6.5 (0.8-112.0) 87.4 (1.9-
100000) 

<0.0001 

   Platelets count  193500 
(55000-
391000) 

140000 
(10800-
252000) 

106000  
(13000-314000) 

<0.0001 

     

HCV genotypes     

   1 35 (64.8%) 49 (75.3%) 37 (71.1%) 0.44* 

   2 1 (1.8%) 0 1 (1.9%)  

   3 18 (33.4%) 16 (24.7%) 14 (27.0%)  
HCC-HCV: hepatocellular carcinoma caused by HCV, UDI: injecting drug user, BMI: body mass index; ALT: alanine 
aminotransferase, AST: aspartate aminotransferase, GGT: gamma-glutamyl transpeptidase, ALP: alkaline phosphatase (ALP), 
BT: total bilirubin, AFP: alpha-fetoprotein. 
*
Genotype 1 vs. Non-1. 
Continuous variables with normal distribution are presented as the means +/- standard deviations. All others are presented as 
medians (ranges). 
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Table 2. Allelic and genotypic distributions of the IL-10 -1082, IL-10 -819, IL-10 -592 

alleles according to serum IL-10 levels in hepatitis C patients with mild or severe 

fibrosis and patients with HCC-HCV. 

 

 Mild 

(n=54) 

Severe 

(n=65) 

HCC-HCV 

(n=52) 

            p 

IL-10 -1082     

Alleles     

A 71 (65.7%) 82 (63.0%) 67 (64.4%) 0.9 

G 37 (34.3%) 48 (37.0%) 37 (35.6%)  

Genotypes     

AA 22 (40.7%) 25 (38.4%) 22 (42.3%) 0.9 

GA 27 (50.0%) 32 (49.2%) 23 (44.2%) 

GG 5 (9.3%) 8 (12.4%) 7 (13.5%)  

IL-10 -819     

Alleles     

C 73 (67.5%) 90 (69.2%) 67 (64.4%) 0.7 

T 35 (32.5%) 40 (30.8%) 37 (35.5%)  

Genotypes     

CC 25 (46.2%) 31 (47.6%) 21 (40.3%) 0.7 

CT 23 (42.5%) 28 (43.0%) 25 (48.0%)  

TT 6 (11.3%) 6 (9.4%) 6 (11.7%)  

IL-10 -592     

Alleles     

C 73 (67.5%) 90 (69.2%) 67 (64.4%) 0.7 

A 35 (32.5%) 40 (30.8%) 37 (35.6%)  

Genotypes     

CC 25 (46.2%) 31 (47.6%) 21 (40.3%) 0.7 

CA 23 (42.5%) 28 (43.0%) 25 (48.0%)  

AA 6  (11.3%) 6 (9.4%) 6 (11.7%)  

HCC-HCV: hepatocellular carcinoma caused by HCV, IL-10: interleukin 10 
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Table 3.Distribution of IL-10 gene haplotypes and diplotypes of polymorphism 

polymorphisms in IL-10 gene promoter according to the severity of fibrosis in 

hepatitis C patients with mild or severe fibrosis and patients with HCC-HCV. 

 

 Mild  

(n=54) 

Severe 

(n=65) 

HCV-HCC 

(n=52) 

Mild vs.  

HCC 

p 

Severe vs. 

HCV-HCC 

p 

Haplotype      

GCC 37 (34.2%) 48 (36.9%) 37 (35.5%) 0.8 0.8 

ACC 36 (33.3%) 42 (32.3%) 30 (28.8%) 0.4 0.5 

ATA 35 (32.5%) 40 (30.8%) 37 (35.7%) 0.6 0.4 

Diplotype      

GCC/GCC 5 (9.2%) 8 (12.3%) 7 (13.4%) 0.5 0.9 

GCC/ACC 15 (27.7%) 16 (24.6%) 7 (13.4%) 0.09 0.1 

GCC/ATA 12 (22.2%) 16 (24.6%) 16 (30.7%) 0.3 0.5 

ACC/ACC 5 (9.2%) 7 (10.7%) 7 (13.4%) 0.5 0.7 

ACC/ATA 11 (20.3%) 12 (18.4%) 9 (17.3%) 0.8 0.9 

ATA/ATA 6 (11.4%) 6 (9.4%) 6 (11.8%) 0.9 0.7 

HCC-HCV: hepatocellular carcinoma caused by HCV,   
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Table 4. Multivariate analysis of risk factors associated with the severity of liver 

fibrosis in hepatitis C patients with mild or severe fibrosis and patients with HCC-

HCV. 

 

HCC-HCV: hepatocellular carcinoma caused by HCV, OR: Odds ratio. 95% CI: 95% interval confidence, GGT: 

gamma-glutamyl transpeptidase, BT: total bilirubin, AFP: alpha-fetoprotein, IL-10: interleukin 10.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Mild vs. HCC-HCV Severe vs. HCC-HCV 

 OR (95% CI) p OR (95% CI) p 

Male gender 2.27 (0.39-14.3) 0.363 8.33 (1.75-50.0) 0.008 

Thrombocytopenia 0.98 (0.96-0.99) 0.002 0.99 (0.99-1.01) 0.219 

GGT (IU/mL)   1.01 (1.02-1.01) 0.035 1.01 (1.00-1.01) 0.239 

BT (mg/dL) 5.26 (1.64-20.0) 0.006 2.77 (1.09-7.14) 0.034 

AFP (ng/mL)   1.10 (1.04-1.16) 0.002 1.07 (1.04-1.11) <0.0001 

High IL-10 serum levels 0.87 (0.79-0.94) 0.001 0.88 (0.82-0.96) 0.002 



 

 

127  
Investigação de polimorfismos de único nucleotídeo no promotor dos genes da Interleucina-10...         AROUCHA, D. C. B. L   

Table 5. Multivariate analysis of risk factors associated with inflammatory activity in 

hepatitis C patients with mild or severe fibrosis and patients with HCC-HCV. 

 

IA: inflammatory activity, A1: IA grade 1, A2: IA grade 2, A3: IA grade 3, HCC-HCV: hepatocellular carcinoma 
caused by HCV, OR: Odds ratio. 95% CI: 95% interval confidence, GGT: gamma-glutamyl transpeptidase, BT: 
total bilirubin, AFP: alpha-fetoprotein, IL-10: interleukin 10. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 IA A1 vs. HCC IA A2/A3 vs. HCC 

 OR (95% CI) p OR (95% CI) p 

Male gender 2.22 (0.06-3.09) 0.420 7.14 (1.51-33.3) 0.013 

GGT (IU/mL)   1.02 (0.97-0.99) 0.024 1.01 (1.00-1.01) 0.193 

BT (mg/dL) 4.54 (0.05-0.89) 0.034 2.94 (1.15-7.69) 0.026 

AFP (ng/mL)   1.17 (0.73-0.99) 0.049 1.07 (1.04-1.11) <0.0001 

Thrombocytopenia 0.98 (1.00-1.04) 0.008 0.99 (0.98-1.01) 0.097 

High IL-10 serum 

levels 

0.88 (1.04-1.25) 0.003 0.88 (0.82-0.96) 0.002 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Abstract 

 

Tumor necrosis factor alpha (TNF-α) is a proinflammatory cytokine that may affect 

the development and progression of liver fibrosis, viral persistence and therapeutic 

response in hepatitis C. The TNF-α-308 (G/A) single nucleotide polymorphism (SNP) 

of the TNF-α gene promoter may influence TNF-α serum levels and play a role in the 

pathogenesis of liver fibrosis caused by hepatitis C virus (HCV). The aim of the 

present study was to analyze serum TNF-α levels and the TNF-α-308 (G/A) SNP and 

assess their associations with liver histology in 119 hepatitis C patients (54 had mild 

fibrosis and 65 had severe fibrosis) and 52 patients had hepatocellular carcinoma 

caused by HCV (HCC-HCV). Real-time PCR was used to investigate the TNF-α-308 

(G/A) SNP and an enzyme-linked immunosorbent assay was used to determine 

serum TNF-α levels. Serum TNF-α levels were higher in patients with HCC-HCV than 

in hepatitis C patients with mild fibrosis (p<0.0001), severe fibrosis (p=0.004), mild 

inflammatory activity (p=0.0004) and severe inflammatory activity (p<0.001). The 

frequencies of the TNF-α-308 G allele and the GG genotype of TNF-α-308 (G/A) 

SNP were significantly higher in patients with HCC-HCV than in hepatitis C patients 

who presented mild fibrosis and mild inflammatory activity. In conclusion, patients 

with HCC-HCV had elevated serum TNF-α levels and a higher frequency of allele 

TNF-α-308 G and genotype GG of TNF-α-308 (G/A) SNP. 

 

Keywords: Inflammatory activity, hepatitis C, hepatocellular carcinoma, liver fibrosis, 

single nucleotide polymorphism, Tumor necrosis factor alpha. 
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Introduction 

 

One hundred and seventy million people worldwide are chronically infected 

with hepatitis C virus (HCV) [1]. Approximately 60-80% of chronic hepatitis C patients 

may progress to cirrhosis and 20% of these cases may evolve to hepatocellular 

carcinoma (HCC), which the worldwide incidence is 2% to 8% per year [2-4]. HCC is 

the fifth most common type of tumor in the world and, when caused by HCV, 

constitutes the most common indication for liver transplantation [2,5]. 

Cytokines are among the host’s defense mechanisms against the actions of 

HCV and may induce an inflammatory response with liver damage [6] due to the 

immune responses or the cytopathic effects of the virus. Cytotoxic T cells and 

cytokines may be responsible for most of the liver damage in patients infected by 

HCV [7]. 

Liver damage in chronic hepatitis is characterized by portal lymphocytic 

infiltration, focal bridging necrosis and lobular degenerative lesions, likely due to local 

immune responses [8,9]. These types of damage may be influenced by the local 

expression of cytokines of the T-helper type 1 profile (Th1), such as tumor necrosis 

factor alpha (TNF-α), which interfere with the development and progression of liver 

fibrosis, viral persistence and therapeutic response [10,11]. 

TNF-α is a pro-inflammatory cytokine primarily produced by activated 

macrophages and, in smaller quantities, by other types of cells [12]. Several genetic 

polymorphisms of TNF-α have been described. The TNF-α-308 (G/A) single 

nucleotide polymorphism (SNP) of TNF-α gene promoter has two allelic forms. The 

presence of guanine (G) defines the most common form, the TNF1 allele, and the 

presence of adenine (A) defines the less common variant, the TNF2 allele [13]. The 

TNF-α-308 (G/A) SNP has been associated with severe inflammation and 

autoimmune, infectious and malignant diseases [14]. 

Given the role of TNF-α as a tumor promoter, the aim of the present study was 

to determine TNF-α serum levels and assess the genic and genotypic frequencies of 

the TNF-α-308 (G/A) SNP in hepatitis C patients and patients with hepatocellular 

carcinoma caused by HCV (HCC-HCV). 
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Materials and methods 

 

Patient selection 

 This cross-sectional study with comparison groups evaluated 119 hepatitis C 

patients (54 with mild fibrosis and 65 with severe fibrosis) and 52 patients with 

hepatocellular carcinoma caused by HCV. All subjects who attended the 

Gastrohepatological Center of the University of Pernambuco Oswaldo Cruz Hospital 

and at the Liver Institute of Pernambuco, both located in northeastern Brazil, 

between January 2009 and March 2011. 

The patients were tested for aspartate aminotransferase (AST), alanine 

aminotransferase (ALT), gamma-glutamyl transpeptidase (GGT), alkaline 

phosphatase (ALP), total bilirubin (BT), fasting glucose, alpha-fetoprotein (AFP), 

platelet count, HIV (anti-HIV), hepatitis B (HBsAg, anti-HBs, anti-HBc), and hepatitis 

C (anti-HCV) serologies. In cases of reactive anti-HCV, HCV-RNA and viral 

genotyping tests were performed. 

 Hepatocellular carcinoma caused by HCV was diagnosed by ultrasound, 

computerized tomography, magnetic resonance imaging, arteriography and tumor 

biopsy according to the Barcelona criteria [15]. 

Liver biopsy data from the hepatitis C patients were collected from medical 

records and classified according to the METAVIR score [16]. It was considered mild 

fibrosis the gradation of F1 to F2 and severe fibrosis, the cases with gradation of F3 

to F4 [17]. ). With regard to inflammatory activity, mild activity was defined like  

gradation equal to A1 and severe activity, the cases with gradation of A2 to A3 [18]. 

Patients that were seropositives for HBsAg and anti-HIV were excluded, as 

were those undergoing antiviral treatment for hepatitis C.  

This study was approved by the research committee of the University of 

Pernambuco (protocol number 144/2008), and was performed according to the World 

Medical Association Declaration of Helsinki. 

 

Data Collection 

 After signing a free and informed consent form, the data were collected 

through a questionnaire applied by a single researcher. The variables studied 

included age, gender, source of infection, alcohol consumption (men >40g/day; 

women >20g/day), smoking, diabetes mellitus type II status and body mass index. 
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Serum TNF- α levels  

Five milliliters of peripheral blood was collected by venipuncture in a tube 

without anticoagulant. Serum was obtained by centrifugation and stored at -20°C until 

IL-10 levels were measured by enzyme-linked immunosorbent assay  using the 

Quantikine Human TNF-α (R&D System, Minneapolis, MN, USA) performed 

according to the manufacturer’s instructions.  

 

Extraction of genomic DNA  

Using the Wizard Genomic Blood DNA Isolation Kit (Promega, UK) according 

to the manufacturer's instructions, genomic DNA was extracted from a sample of 5.0 

mL of peripheral blood collected by venipuncture in a tube with anticoagulant (EDTA) 

for each patient. The samples were stored at -80 ° C until real-time polymerase chain 

reaction (PCR) was performed. 

 

Single nucleotide polymorphisms in TNF-α gene promoter 

Real-time PCR TaqMan® SNP Genotyping Assays with ID: C___7514879_10 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) were used to analyze the TNF-α-308 

(G/A) SNP, according to the manufacturer’s instructions.   

 

Statistical analysis 

When appropriate, either the Mann-Whitney or Kruskal-Wallis test was used to 

compare the quantitative variables among hepatitis C patients and patients with 

HCC-HCV. The chi-squared (2) test was used to compare categorical variables. 

The software GraphPad Prism (version 5.0, San Diego, CA, USA) was used to 

perform the analysis and construct the figures. Multivariate analysis was performed 

using the backward stepwise method with the software SPSS v.17 (Statistical 

Package for the Social Sciences, Chicago, IL). To verify the Hardy-Weinberg 

equilibrium and for the construction of haplotypes, the ARLEQUIN (version 3.11, 

Bern, Switzerland) program was used. In all analyses, significance was assigned at p 

< 0.05. 
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Results  

 

Clinical characteristics 

   A higher proportion of males (p = 0.005) and a higher average age (p = 

0.0001) were present among the patients with HCC-HCV. Clinical features and 

biochemical parameters revealed an increased frequency of diabetes mellitus type II 

(p = 0.01), higher levels of AST, GGT, AP, BT, and AFP (p < 0. 0001), and 

thrombocytopenia (p < 0.0001) in patients with HCC-HCV compared to hepatitis C 

patients with mild or severe fibrosis (Table 1). 

 

TNF-α serum levels 

 Patients with HCC-HCV had higher serum TNF-α levels than hepatitis C 

patients with mild (p<0.001) and severe (p<0.004) fibrosis (Figure 1).  

 Regarding inflammatory activity, higher serum TNF-α levels were detected in 

patients with HCC-HCV compared to hepatitis C patients with mild (p=0.0004) and 

severe (p <0.001) inflammatory activity (Figure 2). 

 

Single nucleotide polymorphisms in TNF-α gene promoter 

 The genotype frequencies were found to be in Hardy-Weinberg equilibrium. 

The frequencies of the TNF-α-308 G allele (p=0.007) and the TNF-α GG genotype 

(p=0.014) of TNF-α-308 (G/A) SNP were significantly higher in patients with HCC-

HCV than in hepatitis C patients whit mild fibrosis (Table 2). 

 Similarly, the frequencies of the TNF-α-308 G allele (p=0.011) and the TNF-α 

GG genotype (p=0.005) of TNF-α-308 (G/A) SNP were significantly higher in patients 

with HCC-HCV compared to hepatitis C patients with mild inflammatory activity 

(Table 2).  

 

Multivariate analysis of risk factors associated with liver fibrosis  

 The presence of diabetes mellitus type II (p=0.049), higher mean age 

(p<0.0001) and elevated serum TNF-α levels (p=0.003) were independent risk 

factors for HCC-HCV compared to hepatitis C patients with mild fibrosis (Table 3).  

 Regarding patients hepatitis C with severe fibrosis, male gender (p=0.001) and 

elevated serum TNF-α levels (p=0.002) were independent risk factors for HCC-HCV 

(Table 3). 
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Multivariate analysis of risk factors associated with inflammatory activity  

 The presence of the GG genotype of the TNF-α-308 (G/A) SNP was an 

independent risk factor for severe inflammatory activity in hepatitis C patients 

compared to those with mild activity (p=0.034) (Table 4).  

 A thrombocytopenia was a protective factor for severe inflammatory activity 

(p=0.013) and HCC-HCV (p<0.0001). High AFP (p=0.046) and ALP (p=0.010) serum 

levels were independent risk factors for HCC-HCV in hepatitis C patients with mild 

inflammatory activity (Table 4). 

 

Discussion  

 

Our results showed that patients with HCV-HCC  presented a higher frequency 

of the TNF308.1 polymorphism (GG) than those with mild fibrosis and inflammatory 

activity. Also, it was an independent risk factor for patients with severe inflammatory 

activity and severe fibrosis. These findings support the idea that the genotypic and 

allelic variants represent important genetic factors for the severity of HCV infection 

and susceptibility to the development of HCC. 

Our results are consistent with the findings reported by Taalat et al (19).  

However, other studies found the polymorphism of TNF-308.2 as the most frequent in 

patients with cirrhosis and HCC. Jeng et al (13) demonstrated that the polymorphism 

of the TNF-2 308 was associated with more severe liver fibrosis and was an 

independent risk factor for HCC, although the work has been carried out in Taiwan 

and in patients with HCV and HBV. 

Regarding the development of cirrhosis in patients with hepatitis C, Yee et al. 

(20) showed a 5.1-fold greater risk of those with the polymorphism of TNF -308.A. 

This polymorphism was also found in HCC patients with HCV and HBV. 

  The identification of the polymorphism of TNF-308.GG in our study could be 

partly explained by ethnic aspects, although this statement could be confirmed in 

further studies with larger numbers of patients and a population of healthy individuals. 

            Hepatocellular damage causes an inflammatory response and activation of 

Kuppfer cells and hepatic stellate, which amplify the inflammatory process and 

among the factors involved are the anti-inflammatory cytokines and proinflammatory 

such as TNF-α (8) 
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The result of a higher concentration of serum TNF-α in HCV-HCC patients 

compared to the group of hepatitis C with fibrosis and mild and severe inflammatory 

activity, was also described by Taalat RM, 2010, who observed a gradual increase in 

the levels TNF-α in patients infected with HCV at different stages of the disease and 

HCC. Other studies have reported elevated levels of TNF-α in patients with cirrhosis 

and acute or chronic hepatitis when compared to healthy subjects (21,22,23) 

Thus, the increase risk of HCC development is associated with elevated levels 

of TNF-α and could be related to the angiogenesis process and metastasis in the site 

of inflammation (24) 

  We conclude that increased levels of TNF-α with the gradual progression of 

fibrosis to cirrhosis in patients with chronic liver disease associated with HCV is a risk 

factor for cancer development. 
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Table 1. Distribution of patients with mild and severe fibrosis and HCC according to 

age, gender, risk factors for infection and biochemical and molecular testing. 

 Mild Fibrosis 
(n=54) 

Severe 
Fibrosis (n=65) 

HCC-HCV  
(n=52) 

p 

Age (years) 53.5±11.0 59.7±10.1 61.6±8.8 0.0001 

Gender (M:F) (%) 31:23 (57:43) 24:41 (37:63) 34:18 (65:35) 0.005 

     

Source of infection     

    Glass syringe 44 (81.4%) 48 (73.8%) 45 (86.5%) 0.22 

    Surgery 37 (68.5%) 41 (63.0%) 37 (71.1%) 0.63 

    Blood transfusion 17 (31.4%) 34 (52.3%) 19 (36.5%) 0.05 

    UDI 9 (16.6%) 4 (6.1%) 4 (7.6%) 0.13 

    Tattoo 3 (5.5%) 1 (1.5%) 0 0.14 

     

Risk factors     

     Alcohol consumption 8 (14.8%) 3 (4.4%) 7 (13.4%) 0.13 

     Smoking 4 (7.4%) 2 (2.9%) 4 (7.6%) 0.48 

     Diabetes mellitus type II 3 (5.5%) 11 (16.9%) 14 (26.9%) 0.01 

     BMI 26.9±6.4 26.4±4.6 26.0±3.9 0.69 

     

Biochemical parameters     

   AST (IU/mL) 50 (20-286) 76 (24-438) 94 (18-257) <0.0001 

   ALT (IU/mL)    63 (12-271) 79 (25-458) 74 (22-307) 0.09 

   GGT (IU/mL)   67 (11-588) 106 (23-849) 179 (52-778) <0.0001 

   ALP (IU/mL)   69 (16-392) 92 (23-418) 144 (61-354) <0.0001 

   BT (mg/dL) 0.69 (0.2-4.0) 0.96 (0.3-4.0) 1.40 (0.5-7.2) <0.0001 

   AFP (ng/mL)   2.8 (0.5-45.1) 6.5 (0.8-112.0) 87.4 (1.9-
100000) 

<0.0001 

   Platelets count  193500 
(55000-391000) 

140000 
(10800-252000) 

106000  
(13000-314000) 

<0.0001 

     

HCV genotypes     

   1 35 (64.8%) 49 (75.3%) 37 (71.1%) 0.44* 

   2 1 (1.8%) 0 1 (1.9%)  

   3 18 (33.4%) 16 (24.7%) 14 (27.0%)  
HCC-HCV: hepatocellular carcinoma caused by the hepatitis C virus, IDU: injecting drug user, ALT: alanine aminotransferase, 
AST: aspartate aminotransferase, GGT: gama-glutamyl transpeptidase, ALP: alkaline phosphatase, BT: total bilirubin, AFP: 
alpha-fetoprotein. 
1
Genotype 1 vs. Non-1. 

Continuous variables with normal distribution are represented by the mean ± standard deviation. The remaining variables are 
represented as the median (range). 
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Table 2. Distribution (panel A) and association (panel B) of the allelic and genotypic 

frequencies of TNF-α-308 (G/A) SNP in patients with hepatitis C and HCC-HCV.  

 

Panel A Mild 

fibrosis 

(n=54) 

Severe  fibrosis 

(n=65) 

IA 

A1 

(n=23) 

IA 

A2/A3 

(n=96) 

HCC-HCV 

(n=52) 

Alleles      

G 83 (76.8%) 119 (91.5%) 31 67.3%) 171 (89.0%) 95 (91.3%) 

A 25 (23.2%) 11 (8.5%) 15(32.7%) 21 (11.0%) 9 (8.7%) 

Genotypes      

GG 32 (59.2%) 55 (84.6%) 10(43.4%) 77 (80.2%) 43 (82.6%) 

GA 19 (35.1%) 9 (13.8%) 11(47.8%) 17 (17.7%) 9 (17.4%) 

AA 3 (5.7%) 1 (1.6%) 2 (8.8%) 2 (2.1%) 0 

Panel B     

Statistical analysis  OR CI p 

Mild fibrosis vs. HCC-HCV 
Allele (G vs. A) 3.18 1.34-8.16 0.007 

Genotype (GG vs. GA+AA) 3.28 1.34-8.16 0.014 

Severe fibrosis vs. HCC-

HCV 

Allele (G vs. A) 0.97 0.38-2.45 0.95 

Genotype (GG vs. GA+AA) 0.86 0.32-2.32 0.80 

A1 vs. HCC-HCV 
Allele (G vs. A) 3.75 1.26-11.17 0.011 

Genotype (GG vs. GA+AA) 5.26 1.49-18.58 0.005 

A2/A3 vs. HCC-HCV 
Allele (G vs. A) 1.29 0.57-2.94 0.68 

Genotype (GG vs. GA+AA) 1.17 0.49-2.83 0.82 

IA: inflammatory activity, A1: inflammatory activity grade 1, A2: inflammatory activity grade 2, A3: inflammatory activity 
grade 3, HCC-HCV: hepatocellular carcinoma caused by the hepatitis C virus, OR: Odds Ratio, 95% CI: 95% confidence 
interval. 
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Table 3. Multivariate analysis of factors associated with the progression of fibrosis in 

patients with hepatitis C.  

 

Variables Mild fibrosis vs. HCC-HCV Severe fibrosis vs. HCC-HCV 

 OR (95% CI) p OR (95% CI) p 

Type II Diabetes mellitus  5.26 (1.01-33.3) 0.049 1.64 (0.59-4.54) 0.342 

Age 1.09 (1.05-1.16) <0.0001 1.04 (1.00-1.09) 0.104 

Male 2.56 (0.96-7.14) 0.061 4.76 (1.96-11. 1) 0.001 

TNF-α serum levels  1.07 (1.03-1.12) 0.003 1.06 (1.03-1.01) 0.002 

HCC-HCV: hepatocellular carcinoma caused by the hepatitis C virus, OR: Odds Ratio, 95% CI: 95% confidence interval. 
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Table 4. Multivariate analysis of the factors associated with the progression of 

inflammatory activity in patients with hepatitis C.  

 

Variables A1 vs. A2/A3 A1 vs. HCC-HCV 

 OR (95% CI) p OR (95% CI) p 

TNF-α GG genotype 4.11 (1.11-15.21) 0.034 2.43 (0.31-18.97) 0.397 

Alpha-fetoprotein 1.16 (0.94-1.43) 0.160 1.24 (1.00-1.54) 0.046 

Total bilirubin 1.08 (0.31-3.70) 0.902 2.46 (0.62-9.71) 0.198 

AST 1.00 (0.98-1.02) 0.809 0.99 (0.97-1.01) 0.390 

Male 0.49 (0.13-1.84) 0.291 3.62 (0.48-27.11) 0.211 

Alkaline phosphatase 1.00 (0.99-1.01) 0.291 1.01 (1.00-1.03) 0.010 

Platelets 0.98 (0.97-0.99) 0.013 0.96 (0.94-0.98) <0.0001 

A1: inflammatory activity grade 1, A2: inflammatory activity grade 2, A3: inflammatory activity grade 3, HCC-HCV: 
hepatocellular carcinoma caused by the hepatitis C virus, OR: Odds Ratio, 95% CI: 95% confidence interval. 
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Figure legends 

 

Figure 1. Association of TNF-α serum levels among patients with HCC-HCV and 

patients with HCV with mild and severe liver fibrosis. Medians: mild fibrosis (11 

pg/mL), severe fibrosis (11 pg/mL) and cancer (20.4 pg/mL). 

 

 

Figure 2. Association of TNF-α serum levels among patients with HCC-HCV and 

patients with HCV with mild and severe inflammatory activity. Medians: inflammatory 

activity A1 (9.01 pg/mL), A2 (11.4 pg/mL), A3 (15.8 pg/mL) and cancer (20.4 pg/mL). 
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Figure 1 
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Figure 2 
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ANEXOS 

 

ANEXO A – APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISAS EM SERES 

HUMANOS (HUOC/UPE) 
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The journal uses US spelling and authors should therefore follow the latest edition of the Merriam-Webster's 
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Symbols and Abbreviations: A Guide for Biological and Medical Editors and Authors (Royal Society of Medicine 
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b3.htm. The Journal of Gastroenterology and Hepatology retains the right to reject any manuscript on the basis of 
unethical conduct of either human or animal studies. All investigations on human subjects must include a 
statement that the subject gave informed consent, usually in writing. Patient anonymity should be preserved. 
Photographs need to be cropped sufficiently to prevent human subjects being recognized (or an eye bar should 
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Reporting of randomized controlled trials should follow the guidelines of The CONSORT Statement: 
http://www.consort-statement.org Any experiments involving animals must be demonstrated to be ethically 
acceptable and where relevant conform to international standards for animal usage in research. These include but 
are not limited to the NHMRC of Australia, NIH and European Union. 
 
ACCEPTED ARTICLES  

Journal of Gastroenterology and Hepatology offers Accepted Articles for selected articles. Accepted Articles is a 
Wiley-Blackwell service whereby peer-reviewed accepted articles are published online prior to their ultimate 
inclusion in a print or online issue. Articles published within Accepted Articles have been fully refereed, but have 
not been through the copy-editing, typesetting and proof correction process.  
 
ONLINE OPEN ARTICLES  

OnlineOpen is available to authors of primary research articles who wish to make their article available to non-
subscribers on publication, or whose funding agency requires grantees to archive the final version of their article. 
With OnlineOpen, the author, the author's funding agency, or the author's institution pays a fee to ensure that the 
article is made available to non-subscribers upon publication via Wiley Online Library, as well as deposited in the 
funding agency's preferred archive. For the full list of terms and conditions, see 
http://wileyonlinelibrary.com/onlineopen#OnlineOpen_Terms. Any authors wishing to send their paper 
OnlineOpen will be required to complete the combined payment and copyright license form available from our 
website at: https://wileyonlinelibrary.com/onlineopen. (Please note this form is for use with OnlineOpen material 
ONLY). Prior to acceptance there is no requirement to inform an Editorial Office that you intend to publish your 

paper OnlineOpen if you do not wish to. All OnlineOpen articles are treated in the same way as any other article. 
They go through the journal's standard peer-review process and will be accepted or rejected based on their own 
merit. 
 
PROOFS 

It is essential that corresponding authors supply an email address to which correspondence can be emailed while 
their article is in production. Notification of the URL from where to download a Portable Document Format (PDF) 
typeset page proof, associated forms and further instructions will be sent by email to the corresponding author. 
The purpose of the PDF proof is a final check of the layout, and of tables and figures. Alterations other than the 
essential correction of errors are unacceptable at PDF proof stage. The proof should be checked, and approval to 
publish the article should be emailed to the Publisher by the date indicated, otherwise, it may be signed off by the 
Editor or held over to the next issue. 
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ANEXO D – NORMALIZAÇÃO ADOTADA 
 

Esta tese está de acordo com: 

Associação Brasileira de Normas Técnicas NBR 14724 (dez. 2005), os princípios 

gerais para a elaboração de trabalhos acadêmicos. Constitui um estudo ao conteúdo 

da norma, apresentando por vezes o texto original. 

 

A NBR 14724 contém disposições de outras normas de documentação que também 

devem ser seguidas ao se elaborar um trabalho acadêmico: ABNT. NBR 6023: 

Informação e documentação: referências: elaboração. Rio de Janeiro, 2002. 

 

As bibliotecas da Universidade Federal de Pernambuco. Serviço de Biblioteca e 

Documentação disponibilizam para consulta as normas de documentação da 

Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) e oferecem à comunidade 

acadêmica o serviço de orientação para normalização de trabalhos acadêmicos. 

 

 

 


