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RESUMO

Introdução: A hepatite C é um problema de saúde pública que afeta mais de 150
milhões de pessoas no mundo. É uma doença de prognóstico muito variável que
pode evoluir para cura ou para o desenvolvimento de hepatite C crônica, cirrose
hepática, carcinoma hepatocelular e morte. A identificação de regiões polimórficas
que interferem nas concentrações de citocinas é algo que tem sido estudado para
justificar a suscetibilidade de determinados indivíduos em desenvolver hepatite C
crônica.Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar a influência dos polimorfismos
de IL28B (rs8103142) , -308TNFα, -174IL6 e -1082IL10 sobre o perfil de citocinas
TH1, TH2 e TH17, em amostras de pacientes com Hepatite C crônica antes do início
do tratamento e candidatos a doadores de sangue. Métodos: As técnicas
empregadas neste estudo foram: Citometria de Fluxo para a dosagem de citocinas,
PCR-RFLP e qPCR para determinação dos polimorfismos. Resultados: No total de
116 indivíduos foram estudados, sendo 69 HCV+ e 47 controles. Foi observado
maior prevalência em relação ao sexo masculino, em ambos os grupos, com média
de idade acima de 40 anos para os HCV+. O genótipo de maior frequência para
IL28B foi o CT, seguido do CC e TT, em ambos os grupos. Para o TNFα, o genótipo
GG foi o de maior prevalência, tanto nos pacientes como nos controles. Foi
observada diferença estatística significativa para o genótipo GA entre pacientes
HCV+ e controles. Para -174IL6, o genótipo GG foi o mais prevalente nos dois
grupos estudados, seguido de GC. O genótipo CC não foi encontrado no grupo
controle. O genótipo AA foi o mais prevalente para a -1082IL10, em pacientes HCV+

e controles, seguido de AG e GG. As citocinas IL-2, IL-6, IFN-y, IL-17A,
apresentaram-se aumentadas nos pacientes HCV+ quando comparado aos
controles. A concentração de IL-10 foi maior em indivíduos do grupo controle em
relação aos pacientes HCV+.  Pacientes com genótipo GA para -308TNFα
apresentaram concentrações mais elevadas de TNF-α em comparação com
indivíduos controles. Também foi observado que pacientes HCV+ com os genótipos
GG e GC para IL-6 apresentaram uma maior concentração de IL-6 em relação aos
controles, Não foram observadas associações significativas entre as freqüências
genotípicas de IL10 e as concentrações de citocinas em pacientes HCV+.
Conclusão: Os resultados sugerem uma possível influência dos polimorfismos de
TNF-α e IL-6 sobre a produção e liberação de citocinas.

Palavras-chaves: IL-28B; TNF-α, IL-6, IL-10; Polimorfismos; Hepatite C
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ABSTRACT

Introduction: Hepatitis C is a public health problem that affects over 150 million
people worldwide. It is a very variable disease prognosis that may progress to
healing or the development of chronic hepatitis C, liver cirrhosis, hepatocellular
carcinoma and death. Identification of polymorphic regions that influence the
concentrations of cytokines is something that has been studied to justify the
susceptibility of certain individuals in developing hepatitis C crônica. Objective: The
aim of this study was to evaluate the influence of polymorphisms: IL28B
(rs8103142), -308TNFα, -174IL6 and -1082IL10 on the cytokine profile TH1, TH2 and
TH17, in samples from patients with chronic hepatitis C before treatment begins and
blood donors candidates. Méthods: The techniques used in this study were: Flow
Cytometry for the cytokine dosages, PCR-RFLP and qPCR to determine
polymorphisms.Results: A total of 116 subjects were studied, 69 HCV+ and 47
controls. We observed a higher prevalence males in both groups, with an average
age above 40 years for HCV +. The most frequent genotype for the IL28B was CT,
TT and CC followed in both groups. For -308TNFα, the GG genotype was the most
prevalent, both in patients and in controls. We observed statistically significant
differences in genotype GA HCV+ among patients and controls. To -174IL6, the GG
genotype was the most prevalent in both groups, followed by GC. The CC genotype
was not found in the control group. The AA genotype was more prevalent for -
1082IL10, HCV + patients and controls, followed by AG and GG. The cytokines IL-2,
IL-6, IFN-y, IL-17A, showed to be increased in HCV+ patients compared to controls.
The concentration of IL-10 was higher in the control group compared to HCV +
patients. Patients with genotype GA for -308TNFα showed higher concentrations of
TNF-α compared with control subjects. It was also observed that patients HCV + with
genotypes GG and GC for IL-6 had a higher concentration of IL-6 compared to
controls, were not observed significant associations between genotype frequencies
of -1082IL10 and the concentrations of cytokines in patients HCV+. Conclusion:
The results suggest a possible influence of polymorphisms of TNF-α and IL-6 on the
production and release of cytokines.

Keywords: IL-28B, TNF-α, IL-6, IL-10; polymorphisms; Hepatitis C
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INTRODUÇÃO

A hepatite C é um problema de saúde pública que afeta mais de 150 milhões

de pessoas no mundo (OMS, 2012). É uma doença de prognóstico muito variável

que pode evoluir para cura ou para o desenvolvimento de hepatite C crônica, cirrose

hepática, carcinoma hepatocelular e morte (MELO, 2008).

O processo de erradicação do vírus depende da interação de forma dinâmica

do sistema imune com o agente infeccioso que, por sua vez, apresenta mecanismos

que favorecem a sua entrada e permanência nas células do hospedeiro. Logo,

observa-se o importante papel das citocinas em inibir a replicação viral através da

comunicação celular e humoral (COELHO-CASTELO et al., 2009).

Neste aspecto, variações nas concentrações séricas de citocinas estão

associadas principalmente a fatores genéticos, como polimorfismos em regiões

regulatórias dos genes das citocinas. Algumas dessas variações podem resultar em

expressão alterada do gene e, por conseguinte, alterar a funcionalidade dessas

proteínas (CLARK et al., 2011).

A identificação de regiões polimórficas que interferem nas concentrações de

citocinas é algo que tem sido estudado para justificar a suscetibilidade de

determinados indivíduos em desenvolver hepatite C crônica.

Por isso, embora os protocolos de tratamento preconizados para hepatite C

crônica já estejam bem estabelecidos, é de conhecimento geral que, é uma terapia

demorada, de alto custo e mal tolerada. Isto reforça a necessidade de se identificar

um preditor de resposta ao tratamento da hepatite C, afim de que se torne uma

ferramenta que contribua para o sucesso do tratamento ressaltando a peculiaridade

genética de cada indivíduo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
 Avaliar a influência dos polimorfismos dos genes das citocinas IL28B, TNF-α,

IL6 e IL10 sobre o perfil de citocinas TH1, TH2 e TH17, em amostras de

pacientes com Hepatite C crônica antes do início do tratamento e candidatos

a doadores de sangue.

2.2 Objetivos Específicos

 Determinar a frequência dos polimorfismos dos genes das citocinas IL28B,

TNF-α, IL10 e da IL6 nos referidos indivíduos e candidatos a doadores de

sangue (controles);

 Avaliar o perfil de citocinas TH1, TH2 e TH17 em sangue periférico de

pacientes com hepatite C crônica e controles.

 Associar os polimorfismos descritos acima ao perfil de citocinas de pacientes

HCV+ não tratados com interferon peguilado e ribavirina.
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Tipo de estudo
Trata-se de um estudo descritivo, transversal, constituindo subprojeto de

estudos maiores da linha de pesquisa sobre o vírus da hepatite C, desenvolvidos

pelo grupo de Pesquisa “Aspectos Hemoterápicos do Amazonas” da Fundação de

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas em parceria com a Fundação de

Medicina Tropical do Amazonas.

3.2 População de estudo e critérios de inclusão e exclusão
Foram analisadas 69 amostras de pacientes infectados pelo vírus da hepatite

C, que se apresentaram na Fundação de Medicina Tropical do Amazonas (FMTAM)

no período de 01/08/2007 a 30/08/2009 (ARAÚJO et al., 2011) e 47 amostras de

candidatos a doadores de sangue que se apresentaram na Fundação de

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) no período de 01/03/2006 a

01/03/2007 (CUNHA et al., 2012).

Vale ressaltar que, foram obedecidos os mesmos critérios de inclusão e

exclusão descritos por Araújo et al., (2011) e CUNHA et al., (2012), para o grupo de

pacientes HCV+ e  grupo controle, respectivamente.

Desta forma, para o grupo HCV+ foram considerados critérios de inclusão:

pacientes adultos com mais de 18 anos, com diagnóstico de infecção pelo HCV

confirmado por, pelo menos, um anti-HCV pela técnica de ELISA, Imunoblot positivo

e confirmadas por RT-PCR. Foram considerados critérios de exclusão: pacientes

gestantes (triagem com beta-HCG), pacientes que apresentaram co-infecção,

detectada por meio de reação positiva para marcadores da Hepatite B (anti-HBc,

HBsAg), HIV (anti-HIV-I e II), HTLV (anti-HTLV I e II), doença de Chagas (teste

ELISA), sífilis (VDRL), pacientes que apresentaram quadro clínico-laboratorial de

cirrose hepática descompensada, pacientes diabéticos descompensados, pacientes

com história de uso de drogas ilícitas nos últimos sete anos, pacientes com relato de

consumo diário de bebida alcoólica, pacientes com distúrbios psiquiátricos,

pacientes renais crônicos e pacientes com síndrome plurimetabólica.

Para o grupo controle, foram selecionados candidatos à doação de sangue,

residentes em Manaus, que não apresentaram reatividade para Hepatite B (anti-
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HBc, HBsAg), HCV( anti-HCV), HIV (anti-HIV-I e II), HTLV (anti-HTLV I e II), doença

de Chagas (teste ELISA), sífilis (VDRL).

3.3 Aspectos éticos
As amostras utilizadas no presente estudo foram obtidas a partir de projetos

aprovados nos CEPs da FMT-AM (CAAE - 0913/2007) e Fundação HEMOAM –

(CAAE - 0015/2005).

3.4 Coleta e conservação das amostras
As amostras analisadas neste estudo foram coletadas através de punção

venosa. O volume total de 10 mL de sangue periférico foram distribuídos em dois

tubos: 5 mL em tubo PPT (Plasma Preparation Tube, Vacuntainer BD) para

procedimentos referentes à determinação dos polimorfimos das citocinas propostas

e 5 mL em um tubo sem anticoagulante, no qual  foi reservado para dosagem de

citocinas previstas pelos projetos.

O material foi processado no Laboratório Multidisciplinar da Fundação

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, sendo separado em alíquotas (plasma e

buffy coat) e estocadas a -80°C até o momento em que as análises foram realizadas

em colaboração com o Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA) e com a

Universidade Federal do Pará (UFPA).
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Figura 08: Fluxograma demonstrativo das etapas desenvolvidas no projeto.

Amostras obtidas a partir
de pesquisas anteriores

(Araújo et
al.,2011;Cunha  et al.,

2012).
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3.5 Quantificação de citocinas de padrão TH1,TH2 e TH17  por citometria de
fluxo (Cytometric Bead Array - CBA)

As dosagens das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ e IL17A foram

realizadas pela técnica de citometria de fluxo CBA, utilizando o Kit TH1, TH2 e TH17

(BD Cytometric Bead Array (CBA) Human TH1/TH2/TH17 Cytokine Kit - Cat. N°

560484, Lot.: 29132, marca BD® Biosciences, San Jose,CA), seguindo as

orientações técnicas contidas nos protocolos preconizados pelo fabricante.

O BDTM CBA utiliza uma série de partículas (microesferas ou beads com

intensidade de fluorescência distinta) para detectar simultaneamente as várias

citocinas solúveis através de uma superfície de captura.

Cada microesfera de captura está conjugada a um anticorpo específico para

cada citocina. A detecção das citocinas presentes na amostra é analisada através

do fluorocromo ficoeritrina (PE) – conjugado a anticorpos, que fornece um sinal

fluorescente, em proporção a quantidade de citocina da amostra ligada a bead.

Os complexos formados de partículas de capturas, citocina da amostra e

reagente de detecção são mensurados através da citometria de fluxo. A intensidade

da fluorescência PE de cada complexo revela a concentração em pg/ml de cada

citocina.

Para aquisição das amostras foi utilizado o citômetro de fluxo FACSCanto II

(BD Biosciences) do Instituto Leônidas e Maria Deane (ILMD) - Fiocruz Amazônia.

Para o cálculo das concentrações em pg/mL de cada citocina foi utilizado o

software FCAP-ArrayTM (v 3.0.1).

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

total utilizando-se o Kit Brazol® (Cat. N° 13-BR188, marca LGC tecnologia), versão

otimizada do método passo-único do isolamento total de DNA/RNA, baseado na

metodologia desenvolvida por Chomozynski & Sanchi (2006).

As amostras foram inicialmente lisadas em solução de Trizol (Kit Brazol® Cat.

N° 13-BR188, marca LGC tecnologia) a 4°C sob agitação vigorosa. Após

homogeneização, adicionou-se clorofórmio a 4°C nas amostras, sob agitação

vigorosa e, em seguida, centrifugou-se as mesmas por 15 minutos a 10.000 RPM

em temperatura ambiente. Por conseguinte, observou-se que o produto resultante
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apresentou duas fases visíveis. Retirou-se cuidadosamente a fase superior

contendo DNA genômico e transferiu-se para tubos de 1,5 mL previamente

identificados. O DNA extraído foi precipitado através da adição de 500 μL de etanol

100% a 4°C, seguido de centrifugação por 15 minutos a 10.621 g em temperatura

ambiente e descarte do sobrenadante. A etapa de precipitação foi repetida, seguida

de centrifugação por 12 minutos a 10.621 g em temperatura ambiente e descarte do

sobrenadante. Removeu-se o etanol residual em banho seco a 56°C por 10 minutos.

Por fim, o precipitado foi hidratado em 200 μL de água ultrapura e armazenado em

freezer a -20 °C.

3.7 Padronização dos marcadores dos polimorfismos dos genes das
citocinas: IL28B, TNFα, IL6 e IL10

A padronização dos marcadores dos polimorfismos de IL28B foi realizada

pela técnica de PCR em Tempo Real enquanto os polimorfismos de TNFα, IL6 e

IL10 foram realizados pela técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR),

seguida de reação de restrição com endonucleases (RFLP). Os primers utilizados

encontram-se descritos na quadro abaixo (Tabela 01) :

Tabela 01: Sequência dos primers que foram usadas nas análises dos genes das

citocinas IL28B, TNF α, IL10 e IL6 (Eurofins Mwg Operon,Hutsvill,AL-US).

Polimorfismo Primes

IL28B

Senso
5’- GCCTCAGGTCCCAGGTC - 3′

Anti-Senso
5′ - GCCTTTGCTGTCTAGGAAGAGT - 3′

TNFα

Senso
5’- GAGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT - 3′

Anti-Senso
5′ - GGGACACACAAGCATCAAG - 3′

IL6
Senso

5’- AAAGGAAGAGTGGTTCTGCTTCT - 3′
Anti-Senso

5′ - ATCTTTGTTGGAGGGTGAGG - 3′

IL10
Senso

5’- TCTGAAGAAGTCCTGATGTC - 3′
Anti-Senso

5′ - CTCTTACCTATCCCTACTTCC - 3′
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3.7.1 Ensaio para identificação do polimorfismo de IL28B (rs8103142)

O sistema TaqMan® (Assay name: rs8103142, Lot.: AH39YBJ, marca Applied

Biossistems by Life Technologies) foi a ferramenta utilizada para a genotipagem em

PCR tempo real. Os primes que amplificam a região genômica de interesse e as

sondas que permitem a identificação das variantes alélicas foram construídos

através dos serviços oferecidos pelo próprio fornecedor (Applied Biossistems by Life

Technologies, São Paulo, SP) e suas sequências encontram-se descritas na tabela

02.

As reações de PCR foram realizadas com 10 µL de enzima TaqMan®

genotyping Master Mix (2x),  1 µL de ensaio TaqMan® (20x) contendo 36µM de

cada primer e 8 µM de cada sonda TaqMan®, 7,5 µL de água ultrapura e 2 µL de

DNA genômico, em reação final de 20 µL. O início da reação ocorreu com

incubação a 60°C por 2 minutos, seguido de 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de

desnaturação a 95°C por 15 segundos e hibridação e extenção a 60°C por 1 minuto.

Tabela 02. Sequências (5′-3′) dos primers e das sondas utilizados para a genotipagem do

polimorfismo IL28B

Polimorfismo Primes (Fe R) Sondas*

rs 8103142
GCCTCAGGTCCCAGGTC

GCCTTTGCTGTCTAGGAAGAGT

VIC - CGGCACCTGCAGTC

FAM- CGGCACTTGCAGTC

*Identificação dos Fluoróforos (VIC e FAM) do alelo específico para sonda e do sítio de anelamento ao SNP

AH39YBJ

3.7.2 Ensaio para identificação do polimorfismo do gene da citocina TNFα

O sítio polimórfico GA na posição -308 da região promotora do gene da

citocina TNFα (147 pares de bases) foi amplificado com os iniciadores 5’-

GAGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT - 3′ e 5′ - GGGACACACAAGCATCAAG - 3′.

O DNA extraído foi adicionado à PCR, em um volume final de 50 µL, contendo 50

mM KCl, 10 mM Tris-HCl pH 8.3, 1,5 mM MgCl2, 200 µM dNTP, 0,3 µM de cada

iniciador e 1,25 U Taq DNA Polimerase. Os parâmetros de amplificação no

termociclador da Applied Biosystems (Veriti® 96 Thermal Cycler) de acordo com

programa descrito: 1 ciclo a 95ºC por 10 minutos, 35 ciclos de 95oC por 30

segundos, 60oC por 30 segundos, e 72oC por 30 segundos e extensão final a 72oC
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por 10 minutos. O polimorfismo -308GA do TNFα foi detectado após a digestão do

produto de PCR com a enzima de restrição Nco I a 37ºC por 8 horas. Os produtos

de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2,5% visualizados

por fluorescência UV no transiluminador de luz azul após coloração com SYBR®

Safe. Foram definidos como genótipo GG os que apresentaram os fragmentos de

126 e 21 pb, GA com 147, 126 e 21 pb e AA com o fragmento 147 pb.

3.7.3 Ensaio para identificação do polimorfismo do gene da citocina IL6

O sítio polimórfico CG na posição -174 da região promotora da citocina

IL6(169 pares de bases-pb) foi amplificado com os iniciadores 5’-

AAAGGAAGAGTGGTTCTGCTTCT - 3′ e 5′ - ATCTTTGTTGGAGGGTGAGG - 3′. O

DNA extraído foi adicionado a PCR, em um volume final de 50 μL, contendo 1,5 mM

MgCl2, 1,25 mM dNTP, 10pM de cada iniciador e 0,5 U Taq DNA Polimerase. Os

parâmetros de amplificação no termociclador de acordo com programa descrito: 1

ciclo a 95ºC por 2 minutos, 35 ciclos a 94ºC por 40 segundos, 59oC por 30

segundos, 72oC por 40 segundos e extensão final a 72oC por 10 minutos. O

polimorfismo -174CG da IL6 foi detectado após a digestão do produto de PCR com

a enzima de restrição Nla III a 37ºC over-night e a eletroforese em gel de agarose a

4% foram visualizados por fluorescência UV no transluminador de luz azul após

coloração com brometo de etídio. Foram definidos como genótipo GG os que

apresentaram os fragmentos de 169 pb, CG com 169 e 87 pb e CC com o

fragmento 87 e 88 pb.

3.7.4 Ensaio para identificação do polimorfismo do gene da citocina IL10

O sítio polimórfico GA na posição –1082 da região promotora da citocina IL10

(190 pares de bases-pb) foi amplificado com os iniciadores 5’-

TCTGAAGAAGTCCTGATGTC - 3′ e 5′ - CTCTTACCTATCCCTACTTCC - 3′. O

DNA extraído foi adicionado à PCR, em um volume final de 50 μL, contendo 1,5 mM

MgCl2, 1,25mM dNTP, 10 pM de cada iniciador e 0,5 U Taq DNA Polimerase. Os

parâmetros de amplificação no termociclador de acordo com programa descrito: 1

ciclo a 94ºC por 2 minutos,  35 ciclos a 94ºC por 1 minuto, 60oC por 1 minuto, 72oC

por 1 minuto e extensão final a 72oC por 10 minutos. O polimorfismo AG para IL10

foi detectado após a digestão do produto de PCR com a enzima de restrição MnLI a
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37ºC por 4 horas e a eletroforese em gel de agarose a 4% foram visualizados por

fluorescência UV no transiluminador de luz azul após coloração com Brometo de

etidio. Foram definidos como genótipo AA os que apresentaram os fragmentos de

125 pb e 65 pb, AG com 125, 93 e 65 pb e GG com os fragmentos 93 e 65 pb.

3.8 Análises Estatísticas
Os resultados variáveis foram tabulados e armazenados por meio do

Software Microsoft Excel® (versão 2007 para windows). Os dados foram

apresentados por meio de gráficos e tabelas de frequência.

Para as análises dos resultados da concentração de citocinas por CBA e

confecção dos gráficos foi utilizado o programa GrahPadPrism® (versão 5.0). A

avaliação das associações entre os genótipos do HCV e os níveis de citocinas

foram feitos através do teste Kruskal Wallis e o cálculo de correlação linear entre os

níveis de citocinas foi feito através do teste de Pearson's.

O cálculo do equilíbrio de Hardy-Weiberg foi feito por meio do programa

BioEstat 5.0. A comparação das frequências genotípicas dos genes estudados tanto

nos pacientes HCV+ quanto no grupo controle foram realizadas por meio do

programa GrahPadPrism® (versão 5.0) através do teste Exato de Fisher ou teste

qui -quadrado.

A avaliação das associações entre os genótipos e os níveis de citocinas nos

indivíduos positivos para o vírus c foi efetuada pelo teste de Mann-Whitney por meio

do programa GrahPadPrism® (versão 5.0).
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Resultados
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4. RESULTADOS

4.1.Caracterização das amostras
Para este estudo foram incluidos 116 indivíduos brasileiros, sendo que,

dentre eles 69 eram pacientes HCV+ e 47 eram candidatos a doadores de sangue

(grupo controle). Do total de indivíduos inclusos na pesquisa observou-se maior

prevalência do sexo masculino tanto em pacientes HCV+ (67%) quanto em

indivíduos controle (78%) em comparação ao sexo feminino, grupo de pacientes

HCV+(33%) e indivíduos controle (22%).

A média de idade para o sexo feminino foi 45,65±15,13 no grupo de

pacientes HCV+ e 36,44±7,51 no grupo de doadores de sangue e para o sexo

masculino a média de idade foi de 46,71±12,06 no grupo de pacientes HCV+ e de

37,6±11,43 no grupo controle, não apresentando diferença estatistica significativa

entre ambos os sexos. Na tabela 03, estão resumidas as caracteristicas

demográficas da população de estudo.

Tabela 03: Dados demográficos dos indivíduos submetidos ao
estudo.

Pacientes HCV+

Sexo Média de Idade

Feminino
23(33%) 45,65±15,13

Masculino
46(67%) 46,71±12,06

Grupo Controle

Feminino
10(22%) 36,44±7,51

Masculino
37(78%) 37,6±11,43

4.2.Frequências alélicas e genotípicas
A análise dos desvios entre as proporções alélicas e genotípicas observadas

e esperadas não foram significativas nos grupos estudados ( p>0.05), revelando que

ambos  os grupos populacionais encontram-se em equilíbrio de Hardy-Weinberg

para este estudo (Tabela 04).
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A distribuição das frequências genotípicas mostrou que os três genótipos

estavam presentes em ambos os grupos nos marcadores IL28B (rs8103142) e

-1082IL10, enquanto nos marcadores -308TNFα, o genótipo AA apresentou-se

ausente em ambos os grupos avaliados, em -174IL-6 o genótipo CC apresentou-se

ausente apenas no grupo controle.

Com relação à citocina IL-28B, a frequência do genótipo CC foi de 30% no

grupo controle e 27% no grupo de pacientes HCV+. Já o genótipo heterozigoto CT

apresentou frequências de 43% no grupo controle e 52% em pacientes HCV+. Para

o genótipo TT a frequência foi de 27% e 21%, em grupo controle e HCV+,

respectivamente.

Para o TNF- α observou-se a frequência do genótipo GG em 87% e 98% nos

grupos, controle e HCV+, respectivamente. O genótipo heterozigoto GA foi maior no

grupo controle (13%) quando comparado aos pacientes HCV+ (2%), sendo

estatisticamente significativo.

Diferente dos demais marcadores, IL28B (rs 8103142), -308TNFα, -174IL6 e

-1082IL10 a análise estatística apresentou diferença significativa entre os dois perfis

estudados (Tabela 04).

Quanto a interleucina IL-6, a frequência do genótipo GG foi de 61% no grupo

controle e 62% no grupo HCV+. O genótipo heterozigoto GC apresentou frequências

de 39% no grupo controle e 35% no grupo HCV+, enquanto o genótipo CC

apresentou-se ausente no grupo controle (0%) e apresentou baixa frequência no

grupo HCV+ (3%).

Vale ressaltar que as frequências das variantes de IL28B (rs8103142),

-308TNFα , -174IL6 e -1082IL10, foram investigadas em todos os sujeitos deste

trabalho. No entanto, nem todos os indivíduos foram genotipados em virtude da

qualidade e quantidade das amostras, não sendo possível a confirmação do

genótipo. É possível que o número de amostras poderia ser uma limitação e ter

influenciado os resultados obtidos.
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Tabela 04: Distribuição das frequências genotípicas nos genes das citocinas IL28B,
-308TNFα, -174IL6 e -1082IL10 em pacientes HCV+ e grupo controle.

Gene Genótipo
Grupo

controle
Pacientes

HCV+ p valor
n (%) n(%)

IL-28B
(rs 8103142 )

CC 13 (30) 18 (27)
0.1649CT 19 (43) 34 (52)

TT 12 (27) 14(21)

-308TNF-α
GG 39 (87) 61 (98)

˂0.0001*GA 6 (13) 8 (2)
AA 0 0

-174IL-6
GG 28 (61) 43 (62)

0.1761GC 18 (39) 24 (35)
CC 0 2 (3)

AA 17 (48) 27 (40)
-1082IL-10 AG 16 (46) 35 (52) 0.2475

GG 2 (6) 5 (8)
n: Número de indivíduos analisados

*p˂0,05

4.3.Concentrações de citocinas associadas aos genótipos do vírus C em
pacientes HCV+

Os genótipos do vírus C foram publicados por Araújo et al., (2011) e esses

dados foram utilizados para verificar o perfil de citocinas em relação aos genótipos

encontrados no Amazonas.

As concentrações das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ e IL17A

foram determinadas por citometria de fluxo em soro de pacientes HCV+ e

comparados com o grupo controle. Os pacientes HCV+ com genótipos 2 e 3 foram

analisados juntos pois apresentaram-se em menor número quando comparados

com o genótipo 1.

Como mostra a figura 09, os resultados demostraram  uma diferença

significativa  nas concentrações séricas de IL-2(A), IL-6(C), IFN-γ (F) e IL17A(G),

apresentando-se aumentadas em pacientes HCV+ quando comparados com o grupo

controle (p ˂ 0, 0001). Não obstante, os indivíduos HCV+ que possuem o genótipo

do vírus 1 apresentaram as concentrações séricas de IL-2(A), IL-6(C), IFN-γ (F) e
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IL17A(G) maiores que os indivíduos HCV+ que possuem genótipos 2 e 3, sendo

estatisticamente significativo.

Além disso, as concentrações séricas de IL-4(B), IL-10(D) e TNF-α (E) foram

maiores em indivíduos do grupo controle quando comparados com o grupo de

pacientes HCV+, sendo que destes somente IL-10 apresentou significancia

estatistica entre os grupos.
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Figura 09. Associação das concentrações das citocinas de IL-2 (A), IL-
4 (B), IL-6 (C), IL-10 (D), TNF-α (E), IFN-γ e IL17A em doadores de
sangue (controles) e em pacientes HCV+ sobre os genótipos do HCV
(G1, G2 + G3). Foram consideradas significativas as diferenças com p ˂
0,001 (*** p). Os Dados foram demonstrados  como  media ± DP. Foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis para comparação da concentração
sérica de citocinas e os grupos com diferentes genótipos do HCV.
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4.4.Concentrações de citocinas associadas aos genótipos dos marcadores
-308TNFα, -174IL6 e -1082IL10

A associação entre os genótipos e as concentrações das citocinas IL-2, IL-4,

IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ e IL17A no soro de indivíduos HCV+ e grupo controle pelo

foi feita pelo teste de Mann-Whitney ( figura 10,11 e 12).

4.4.1. Concentrações de citocinas associadas aos genótipos GG e GA do
marcador -308TNFα
Como demonstra a figura 10A concentração da IL-2 apresentou-se

significativamente maior em pacientes HCV+ com genotipo GG, comparados com

indivíduos do grupo controle com mesmo genótipo (p ˂ 0,0001), enquanto pacientes

com genótipo GA não apresentaram diferença estatistica significativas em virtude da

concentração de IL-2  no grupo controle ter sido próximo a zero.

Diferente da IL-2, para IL-4 (Fig. 10B) não foi observado diferença estatística

significativa entre os grupos controle e de pacientes HCV+ com ambos genótipos GG

e GA (p=0,5720).

Por outro lado, observou-se diferença significativa na concentração das

citocinas IL-6 (Fig.10C) (p ˂ 0,0001) e IFN-γ (Fig.3F) (p ˂ 0,0001), em pacientes

HCV+ com genotipo GG, comparados com indivíduos do grupo controle, enquanto

pacientes com genótipo GA não apresentaram diferença estatística significativa para

ambas as citocinas

A concentração das citocinas IL-10 (Fig. 10D) foi significativamente menor

em pacientes HCV+ com genotipo GG, comparados com indivíduos do grupo

controle  (p ˂ 0,0001), diferentemente pacientes com genótipo GA não

apresentaram diferença estatistica significativa entre ambos os grupos (controle e

HCV+).

Para o TNF-α (Fig. 10E) foi observado menor concentração em pacientes

HCV+ com genotipo GG, comparados com indivíduos do grupo controle

(p = 0,0234), enquanto pacientes com genótipo GA não apresentaram diferenças

estatísticas significativas, porém foi possível observar que houve um aumento ainda

que não seja significativo na concentração de TNF-α em pacientes HCV+ com

genótipo GA.
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Surpreendentemente a IL-17A (Fig.10G) apresentou-se significativamente

maior tanto em pacientes HCV+ com genotipo GG (p ˂ 0,0001), quanto com

genótipo GA (p ˂ 0,0100), quando comparados com individuos do grupo controle

com os mesmos genótipos.

Figura 10. Associação dos níveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10, TNF- α, IFN- γ e IL17A e as variantes de TNF-α. Foram
consideradas significativas as diferenças com p ˂ 0.001 (*** p),
p=0.0234 (*p) e p=0.0100 (*p).Os dados foram demonstrados em Media
±SD.  O teste utilizado para avaliar a significância estatística foi Mann
Whitney.



48

4.4.2. Concentrações de citocinas associadas aos genótipos GG, GC e CC
do marcador -174IL6
Para o melhor entendimento do perfil imunológico nestes indivíduos

avaliamos também a associação da produção das citocinas com os diferentes

genótipos estudados da IL-6.

Pode-se observar que a concentração da IL-2 (Fig. 11A) apresentou-se

significativamente maior em pacientes HCV+ com genotipo GG, comparados com

indivíduos do grupo controle com mesmo genótipo (p ˂ 0,0001), enquanto pacientes

com genótipo GC e CC não apresentaram diferença estatística significativas entre

os grupos.

Por outro lado, não foi observado diferenças estatísticas significativas na

concentracão sérica da IL-4 (Fig. 11B) entre os grupos controle e de pacientes

HCV+ com todos os genótipos estudados, ou seja, GG, GC e GA (p=0,5860).

A IL-6 (Fig. 4C), apresentou-se significativamente maior em pacientes HCV+

com genotipo GG e GC, comparados com indivíduos do grupo controle com os

mesmo genótipos (p˂0,0001), enquanto pacientes com genótipo CC não

apresentaram diferença estatistica entre os grupos.

Ao contrário da IL-6, a IL-10 (Fig. 11D) apresentou-se significativamente

menor em pacientes HCV+ com genotipo GG, comparados com indivíduos do grupo

controle (p ˂ 0,0001), enquanto pacientes com genótipo GC e CC não apresentaram

diferença estatistica entre os grupos.

A concentração do TNF-α (Fig. 11E) apresentou-se significativamente menor

em pacientes HCV+ com genotipo GG, comparados com indivíduos do grupo

controle com o mesmo genótipo (p ˂ 0,0001), enquanto pacientes com genótipo GC

e CC não apresentaram diferença estatistica entre os grupos.

Em relação ao IFN-γ (Fig. 11F), foi observado aumento significativo em

pacientes HCV+ com genotipo GG, comparados com indivíduos do grupo controle

com o mesmo genótipo (p ˂ 0,0001), enquanto em pacientes com genótipo GC e CC

não houve diferença estatistica entre os grupos.

Mais uma vez foi observado aumento significativo na concentração da IL-17A

(Fig. 11G) tanto em pacientes HCV+ com genotipo GG (p ˂ 0,0001) quanto GC (p ˂
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0,0001), quando comparados com individuos do grupo controle com os mesmos

genótipos.
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Figura 11. Associação dos níveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10, TNF- α, IFN- γ e IL17A e as variantes de IL-6. Foram
consideradas significativas as diferenças com p ˂ 0.001 (*** p). Os
dados foram demonstrados como Media ±SD. O teste utilizado para
avaliar a significância estatística foi Mann Whitney.
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4.4.3. Concentrações de citocinas associadas aos genótipos AA, AG e GG
do marcador -1082IL10
A concentração da IL-2 (Fig. 12A) apresentou-se significativamente maior em

pacientes HCV+ com genotipo AA, comparados com indivíduos do grupo controle

com mesmo genótipo (p ˂ 0,016), enquanto pacientes com genótipo AG e GG não

apresentaram diferença estatistica entre os grupos.

Em relação a IL-4 (Fig. 12B) não houve diferença estatistica significativa

entre os grupos controle e de pacientes HCV+ com genótipos AA, AG e GG,

estudados (p=0,9122).

Enquanto que para a IL-6 (Fig. 12C), observou-se diferença estatística

significativamente maior em pacientes HCV+ com genotipo AA e AG, comparados

com indivíduos do grupo controle com os mesmo genótipos (p˂0,0001), enquanto

pacientes com genótipo CC não apresentaram diferença estatistica entre os grupos.

A IL-10 (Fig. 12D) foi significativamente menor em pacientes HCV+ com

genotipo AA  e AG, comparados com indivíduos do grupo controle (p˂0,0001),

enquanto indivíduos com genótipo GG não apresentaram diferença estatistica entre

os grupos estudados.

Para o TNF-α (Fig. 12E) não foi observada diferença estatística significativa

entre os grupos controle e pacientes HCV+ para genótipos AA, AG e GG (p=0,0873).

A concentração do IFN-γ (F) apresentou-se significativamente maior em

pacientes HCV+ com genotipo AA, comparados com indivíduos do grupo controle

com o mesmo genótipo (p ˂ 0,0001), enquanto pacientes com genótipo AG e GG

não apresentaram diferença estatistica entre os grupos.

Interessantemente, a concentração da IL-17A (12G) apresentou-se

significativamente maior tanto em pacientes HCV+ com genotipo AA (p ˂ 0,0001)

quanto AG (p ˂ 0,0001) quando comparados com individuos do grupo controle com

os mesmos genótipos, porém os indivíduos com genótipo GG não apresentaram

diferença estatistica entre os grupos, controle e HCV+.
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Figura 12. Associação dos níveis de citocina de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
TNF-α, IFN-γ e IL17A e as variantes de IL-10. Foram consideradas
significativas as diferenças com p˂ 0.0016 (** p)˂ 0.001 (*** p). Os dados
foram demonstrados em Media ±SD.  O teste utilizado para avaliar a
significância estatística foi Mann Whitney.
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4.4.4. Correlações entre as concentrações séricas das citocinas IL-2, IL-4,
IFN-γ e TNF-α em pacientes HCV+

Para melhor compreensão do perfil de produção de citocinas pacientes

HCV+, a correlação entre as concentrações das citocinas no soro também foi

determinada. Como mostra a figura 13, observou-se correlação positiva entre as

citocinas: IL-2 e IL-4 (p=0,0494; r=0,2375), IL-2 e IFN-γ (p ˂0,0001;r = 0,8652), IL-2

e TNF-α (p=0,0005; r=0,4086), IL-4 e TNF-α (p ˂0,0001; r =0,6352), e IFN-γ e TNF-

α (p=0,0004; r=0,4129). Isso demostra que existe uma dinâmica pertinente nas

concentrações das citocinas do perfil TH 1 sobre o perfil TH2 em pacientes HCV+ não

tratados.
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Figura 13. Correlação linear simples entre as citocinas no
sangue periférico de pacientes com HCV+.A associação
entre os níveis séricos de IL-2, IFN-γ, TNF-α, IL-10, IL-6 e
IL17A. Correlações estatisticamente significativas
identificadas por análise de Pearson são mostrados com
índices p e r na figura.
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5. DISCUSSÃO
No presente estudo foi observado maior prevalência da infecção pelo HCV

em indivíduos do sexo masculino, com idade acima de 40 anos. Estes dados estão

de acordo com trabalho Torres et al., (2009), publicados anteriormente na literatura

e nos permite sugerir que estes indivíduos tenham se infectado antes da introdução

de métodos diagnósticos importantes em bancos de sangue, de acordo com a

Portaria nº 1.376, de 19 de novembro de 1993 (Brasil,1993).

A infecção pelo HCV é uma doença crônica que pode modificar a dinâmica

das células do sangue e do perfil de citocinas. Nesta perspectiva, as mudanças na

citocinas séricas estão associadas principalmente a fatores genéticos, tais como

polimorfismos em regiões reguladoras de genes de citocinas. A identificação de

regiões polimórficas que interferem na concentração de citocinas é algo que tem

sido estudado para justificar a suscetibilidade de certos indivíduos que desenvolvem

a Hepatite C crônica (CLARK et al., 2011) .

O polimorfismo da IL-28B (rs8103142) tem sido relacionado com a eliminação

do vírus C (BELLANTI et al., 2012). Sendo que o genótipo TT está mais associados

a esta eliminação viral citada anteriormente (CLAUSEN et al., 2011). No entanto,

estes dados não são conclusivos na literatura. Diante do descrito anteriormente,

tivemos o interesse em analisar a frequência do polimorfismo de IL-28B na nossa

população de estudo. Os resultados demonstraram que o genótipo CT apresentou-

se mais frequente, seguido dos genótipos CC e TT, tanto na população controle

quanto em pacientes HCV+. Em contraste aos resultados encontrados, Pedergnana

et al., (2011), demonstraram em uma população de 261 pacientes egípcios HCV+

que  a maioria dos indivíduos que conseguiram eliminar o vírus C apresentou o

genótipo TT, que foi associado a altos níveis séricos de IL-28B, seguido do genótipo

CT e CC.

No entanto, resultados semelhantes aos encontrados no presente estudo

foram observados por Martinez-Gómez et al., (2012), quando estudaram 83

pacientes mexicanos HCV+ que não apresentaram resposta virológica sustentada e

com genótipo CT, seguido de CC e TT. Em nosso estudo foi observado que a

maioria dos pacientes respondeu na 4a semana de tratamento com IFNpeg e

ribavirina, (dados não mostrados), no entanto não foi avaliado o perfil de resposta

desta população seis meses após o término do tratamento. Desta forma não pode-
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se concluir a correlação dos genótipos encontrados com a resposta virológica

sustentada. Por outro lado, nesta população foi encontrado maior prevalência do

genótipo 1, seguido do 3 e 2 do HCV. Como descrito na literatura, o genótipo 1 está

associado a cronificação da hepatite C, assim como a menor resposta ao tratamento

preconizado (FERRAZ, 2010).

Segundo estudo realizado por Ge et al., (2009), ao estudarem 96 indivíduos

em três grupos independentes (euro-americanos, afro-americanos e hispânicos)

observaram que o SNP rs 8103142, que está localizado na região de codificação de

dois exons, resulta na mudança de um único aminoácido de lisina por arginina na

posição 70 (K70R) do cromossomo 19. De acordo com a Clark et al., (2011), esta

substituição pode reduzir potencialmente a ligação da IL-28B ao receptor

correspondente ou até mesmo a estabilidade desta citocina, o que afetaria

diretamente a ação da IL-28B sobre a ativação das vias de sinalização STAT 1 e 2,

o que provocaria a diminuição na produção de proteínas anti-virais que podem estar

relacionadas aos efeitos de depuração do  HCV. Porém, no presente estudo não foi

possível analisar a produção de IL-28B nas amostras estudadas por limitações

técnicas, impedindo assim a correlação entre a produção desta citocina e os

genótipos de IL-28B encontrados.

Outra citocina importante na infecção pelo HCV é o TNF-α (HIROISHI et al.,

2010). Para este estudo foi avaliado o polimorfismo -308TNFα. Os dados

encontrados estão em concordância com os resultados observados por Trujillo-

Murillo et al., (2010). O genótipo GG apresentou-se mais frequente, seguido dos

genótipos GA e AA, tanto na população controle quanto na população de pacientes

HCV+, assim como descrito por Trujillo-Murillo et al., (2010) e citado anteriormente.

Para avaliarmos a possível influência do polimorfismo na região promotora do

gene da citocina TNF-α sobre a produção desta citocina, analisou-se a

concentração sérica da mesma. Os dados demonstraram que pacientes com o

genótipo GA apresentaram maior concentração de TNF-α em relação aos indivíduos

saudáveis (controles), sugerindo a influência deste genótipo na produção e

liberação desta citocina. Estes dados estão em concordância com os resultados de

Abraham et al.,(1999), no qual observaram influência do genótipo GA/AA sobre a

concentração sérica do TNF-α.
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Dados  descritos por Tilg & Moschen (2011), sugeriram que o polimorfismo -

308TNFα pode estar relacionado à persistência do  vírus C e  progressão da

doença, tendo em vista que esta citocina esta relacionada a injuria tecidual hepática.

Na população de pacientes estudados foram observados diferentes graus de fibrose

hepática (dados não mostrados), o que poderia estar relacionado ao aumento de

TNF-α observado neste estudo.

De acordo com Dai et al., (2006) em uma população de 250 pacientes com

Hepatite C crônica de origem tailandesa, obsevaram a frequência dos genótipos

GG, GA, AA bem como a relação entre o genótipo AA, que foi associado a altos

níveis sericos desta citocina, com o aumento do grau de fibrose e baixos níveis de

RNA do vírus C, quando comparados com os demais genótipos encontrados

naquela região. Este resultado indica que o TNF-α, apresenta propriedades

imunológicas a agentes infecciosos e pode inibir a replicação do HCV. Vale ressaltar

que na população (pacientes HCV+ e controles) estudada no presente trabalho não

foi encontrado o genótipo AA, o que poderia estar relacionado a particularidades da

população do Estado do Amazonas ou ao tamanho amostral.

Por outro lado, Santovito et al., (2012), demonstraram que indivíduos

oriundos do Norte da Costa do Marfim com doença hepática relacionada ao HCV,

apresentavam o genótipo GA mais frequente, seguido de GG e AA. A frequência

aumentada do genótipo heterozigoto no gene desta citocina pode estar associada à

seleção natural frente aos agentes infecciosos da região do leste da África.

Os dados publicados por Valenti et al., (2005), também apresentaram-se

controversos ao nosso estudo. Estes autores demonstraram que pacientes do Norte

da Itália com doença hepática relacionada ao HCV, não apresentavam diferenças

significativas na produção de TNF-α entre os pacientes HCV+ e grupo controle.

Ainda no mesmo estudo, observaram que o genótipo mais frequente foi AA, seguido

de GA e GG.

Outra citocina importante na evolução da infeção pelo HCV+ é a IL-6. Neste

estudo analisamos o polimorfismo -174IL6 e foi observado que o genótipo GG

apresentou-se mais frequente, seguido dos genótipos GC e CC, tanto na população

controle quanto na população de pacientes HCV+.

Resultados semelhantes foram obtidos por Pereira et al., (2011), em uma

população de 55 mulheres idosas residentes de uma comunidade em Belo
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Horizonte, no qual foi observado que o genótipo GG apresentou-se em maior

frequência, seguido dos  genótipos GC e CC.

Dados publicados por Falletti et al.,(2010), apresentaram resultados

semelhantes ao nosso trabalho, sendo o genótipo GG mais prevalente, seguido de

GC e CC. Além disso, estes autores observaram que estes 121 pacientes HCV+

estudados, caucasianos, oriundos da Itália, apresentavam níveis de alanina

aminotransferase próximos da normalidade e com fibrose escore menor que 4 (<4).

Estes autores sugeriram uma relação entre o genótipo GG, a produção de IL-6 e

fibrose hepática.

Ao analisarmos o perfil de produção da IL-6, observamos que pacientes dos

genótipos GG e GC apresentaram maior concentração desta citocina em relação ao

controle, sugerindo uma possível influência do polimorfismo na região promotora do

gene da citocina IL-6  sobre a produção desta citocina. Em concordância com estes

resultados, Burzotta et al., (2001) e Belluco, et al., (2003), também sugeriram a

influência dos genótipo GG/GC sobre as concentrações séricas da IL-6  em

pacientes HCV+.

Ainda, de acordo com dados observados por Barret et al., (2003), em uma

população de 158 mulheres irlandesas, o genótipo GG foi associado a persistencia

do vírus enquanto o genótipo CC, que está associado a baixos níveis séricos desta

citocina, foi relacionado à eliminação viral, o que sugere que a presença do alelo C

pode ter um efeito protetor contra o vírus da Hepatite C.

Resultados controversos foram relatados  por Milton et al.,(2005), no qual não

observaram nenhuma associação do marcador -174IL6 com a eliminação do vírus

em 606 pacientes ingleses.

Para o polimorfismo -1082IL10, a frequência dos genótipos observados em

nosso estudo foi : AA, AG e GG, tanto no grupo controle como em pacientes HCV+.

Ao analisarmos a possível influência do polimorfismo na região promotora do

gene da IL-10, pode-se observar que, não houve diferenças significativas nas

concentrações desta citocina relacionadas aos genótipos estudado neste

polimorfismo. Estes dados corroboram os resultados de Constantini et al., (2002), no

qual não observaram influência dos genótipos AA, AG e GG sobre a concentração

sérica da IL-10  em pacientes HCV+.
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Diferentes dos dados encontrados em nosso trabalho, Kusumoto et al.,

(2006), ao estudarem uma população de 460 japoneses, no qual, 364 eram

pacientes crônicos e 114 eram indivíduos que eliminaram o vírus espontaneamente.

Nesta população não foi observada a presença do alelo GG, que está associado a

altos níveis séricos desta citocina. Os demais genótipos GA e AA apresentaram-se

semelhantes tanto no grupo de pacientes crônicos quanto em  indivíduos que

eliminaram o vírus de forma espontânea.

No Brasil, segundo dados publicados por Ramos et al., (2012), verificou-se

que numa população de 178 indivíduos, oriundos do Rio de Janeiro, dos quais, 161

eram pacientes com Hepatite C crônica, foi observado que, o genótipo AA

apresentou-se em maior frequência, seguido dos  genótipos AG e GG, enquanto no

grupo de 18 pacientes com Hepatite C aguda que, progrediram para cura, a

frequencia genotípica desta população apresentou o genótipo AA em maior

frequência, seguido dos  genótipos AG e GG, sendo estatisticamente significativos.

Ainda no mesmo estudo, os autores sugeriram que o genótipo AA está associado a

baixos níveis séricos desta citocina, o que pode influenciar na resposta contra o

vírus C.

Para melhor compreensão da infeção pelo HCV+, o perfil de citocinas foi

determinado frente aos diferentes genótipos do vírus C. Os dados demonstraram

que pacientes HCV+ apresentaram maior concentração de IL-2, IL-6, IFN-α e IL-17A

quando comparadas ao grupo controle, frente aos diferentes genótipos do vírus. Por

outro lado, não foram observadas diferenças significativas na produção de IL-4, IL-

10, TNF-α entre ambos os grupos, controle e HCV+, mesmo quando analisado em

relação aos diferentes genótipos do vírus C. Estes dados sugerem que na infecção

pelo HCV parece haver um predomínio do perfil TH1/TH17 sobre o perfil TH2 o que

poderia estar relacionado a uma regulação da resposta imune nestes indivíduos.

Nossos dados divergem de Wan et al., (2009), que ao estudar uma

população de indivíduos HCV+ oriundos de Taiwan, verificou concentrações

elevadas de IL-2, IFN-α e TNF-α nesses indivíduos antes e depois do tratamento

com ribavirina e interferon peguilado. Ainda, neste mesmo trabalho foi observado

que os indivíduos que não conseguiram eliminar o vírus após tratamento

apresentaram concentrações elevadas de citocinas com perfil TH1/TH2.
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Nossos dados também divergem dos resultados obtidos por Najafizadeh et

al.,(2006), que ao estudar 54 pacientes HCV+ e controles provenientes de

Azerbaijan observaram que as concentrações das citocinas IL-2, IFN-α e TNF-α

maiores em pacientes infectados pelo vírus C que nos indivíduos controles, com

significância estatística apenas para a citocina TNF-α.

A correlação positiva entre as citocinas TNF-α /IL-2  em pacientes infectados

com HCV corroboram os dados publicados por Najafizadeh et al.,(2006), que

também observaram correlação entre estas citocinas. Estes dados sugerem que a

presença do TNF-α associado a produção da IL-2 pode contribuir para ação da

imunidade inata em estimular uma resposta imune adaptativa capaz de eliminar o

vírus naturalmente. Outro dado importante foi observado na relação entre as

concentrações de citocinas IFN-γ/ IL-2 que, segundo dados do presente estudo

estão de acordo com os autores citados anteriormente, que sugerem que o aumento

destas citocinas estão relacionados com o aumento do grau de injuria no tecido

hepático.

Desta forma, pode-se observar ação sinergica do TNF-α /IL-2 /IL-4 sugerindo

que existe uma interação entre estas citocinas a fim de que o sistema imune gere

células de memória e produção de anticorpos específicos para o vírus da Hepatite

C.

Sabe-se muito pouco sobre a ação de IL17A no curso da Hepatite C, porém,

dados semelhantes aos obtidos em nosso estudo foram encontrados por Ge Jian et

al., (2009), no qual observaram concentração significativamente aumentada da

IL17A  em pacientes com Hepatite B quando comparados com indivíduos controles.

Segundo dados publicados por Hammad et al.,(2013), afirmam que existe

associação das citocinas IL-6 e IL-17 com a exacerbação progressiva da lesão

hepática induzida pelo vírus  HCV .

No Brasil, pouco foi estudado a respeito dos perfis genéticos de citocinas em

pacientes com Hepatite C crônica bem como suas influências durante o agravo da

doença. Desta forma, o presente estudo pode vir a somar juntamente com os

estudos genéticos da população Amazônica, afim de compreender melhor a

dinâmica das citocinas nesta infecção.
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CONCLUSÃO

 Há evidências de que o perfil de citocinas observado em pacientes HCV+ é

predominantemente do perfil TH1/TH17 sobre o perfil TH2;

 Pacientes com genótipo -308TNFα GA apresentaram maior concentração de

TNF-α em relação aos indivíduos saudáveis (controles), sugerindo a

influência deste genótipo na produção e liberação desta citocina;

 Pacientes com genótipo -308TNFα GA e -174IL6 GG/GC apresentaram maior

concentração de TNF-α e IL-6, sugerindo a influência destes genótipos na

produção e liberação destas citocinas. Por outro lado, não foram observadas

associações significativas entre as frequências genotípicas -1082IL10 e as

concentrações de citocinas em pacientes HCV+.
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ANEXO 01

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TÍTULO DO ESTUDO: Caracterização dos genótipos do HIV em doadores de

sangue soropositivos da Fundação de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas.

JUSTIFICATIVA/OBJETIVOS: Este estudo irá contribuir com informações sobre os

tipos do vírus HIV envolvidos na infecção de doadores de sangue do Estado do

Amazonas, promovendo um melhor entendimento sobre a doença.

PROCEDIMENTOS: Para este estudo será coletada amostra de 10 mL de sangue.

Serão feitos testes para verificar a presença do vírus e a confirmação mais segura

do diagnóstico da infecção. Alguns destes testes serão realizados na Fundação de

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas – HEMOAM em Manaus e outros na

Fundação Hemocentro de Ribeirão Preto.

RISCOS E DESCONFORTOS: Não existem riscos associados à participação deste

estudo. O único desconforto é o da picada da agulha.

BENEFÍCIOS: A participação neste estudo não traz nenhum benefício direto e

imediato para o senhor(a), mas ajudará no conhecimento e na prevenção do HIV.

ACOMPANHAMENTO ASSISTENCIAL: O senhor(a) terá, sempre que necessário,

orientação, esclarecimentos de dúvidas, acompanhamento clínico e laboratorial pela

equipe médica da FHEMOAM, no que diz respeito ao HIV, podendo entrar em

contato com as doutoras Kátia Torres e Adriana Malheiro (HEMOAM: Tel: 92-655-

0111/ 92-656-0113). Também serão feitos pela equipe médica do HEMOAM os

encaminhamentos necessários de acordo com o local onde o doador residir.

VOLUNTARIEDADE: A sua participação neste estudo é voluntária, podendo ser

retirada a qualquer momento, sem que isso atrapalhe o seu atendimento no

HEMOAM.

CONFIDENCIALIDADE, PRIVACIDADE E ANONIMATO: Os seus dados pessoais

referentes à participação neste estudo permanecerão confidenciais, não sendo

divulgados de forma a declarar a sua identidade.

USO DE MATERIAL BIOLÓGICO COLETADO: O material biológico coletado

(sangue) será utilizado somente para o que se propõe neste estudo e solicitamos a

sua autorização para armazenamento de material para estudos posteriores.

Garantimos que toda nova pesquisa a ser realizada utilizando as amostras
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armazenadas será submetida à aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa – CEP

da FHEMOAM e, se for o caso, da Comissão Nacional de Ética em Pesquisa –

CONEP.

O Sr.(a) autoriza que o seu sangue seja guardado para pesquisas futuras das

características do vírus e de como o corpo convive com a infecção? ( ) Sim ou

( )Não
CONSENTIMENTO PÓS-INFORMACÃO

Após ter recebido informações claras, eu concordo.em participar do estudo em questão.

__________________________________

(Assinatura do participante)

__________________________________

(Assinatura do pesquisador)

Manaus, _____/ _____/ _____. _

(Impressão dactiloscópica)
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ANEXO 02

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PESQUISA
Conforme Resolução N° 196/1996 do CONSELHO NACIONAL DE SAÚDE

TÍTULO DO PROJETO:
AVALIACÃO DO PERFIL IMUNOLÓGICO DE INDIVÍDUOS COM HEPATITE C
CRÔNICA TRATADOS COM INTERFERON ALFA E RIBAVIRINA NA
FUNDAÇAO DE MEDICINA TROPICAL DO AMAZONAS

Você está sendo convidado para participar de uma pesquisa clínica e
laboratorial, a ser realizado na fundação de Medicina Tropical do Amazonas
em parceria com a Fundação HEMOAM.
Você só deve participar por livre vontade.
Leia atentamente as informações abaixo e faça qualquer pergunta que desejar,
para que todos os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

Este estudo irá contribuir com informações sobre a resposta imune e os subtipos do

vírus da hepatite C que atingem pacientes em todo o Estado do Amazonas, com o

objetivo de descrever a evolução clínica e o sistema imunolóqico (defesas) durante

o tratamento da hepatite C.

Para este estudo será coletada amostra de 20ml de sangue. Serão feitos testes

para verificar a presença do vírus e conhecer o subtipo envolvido. Alguns destes

testes serão realizados na Fundação de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas -

HEMOAM em Manaus e outros na Fundação Medicina Tropical do Amazonas (FMT-

AM), como a ultrassonografia abdominal e para HIV (o teste de HIV não será

utilizado para estudo, ele apenas faz parte da rotina de acompanhamento). A coleta

do líquor será realizada por' punção em região lombar e a coleta da saliva por um

esfregaço oral.

Para as amostras sanguíneas e líquor haverá o desconforto da picada da agulha.

Em 10% dos pacientes após a coleta do liquor poderá haver dor de cabeça

passageira, dor no local da coleta e dormência transitória nas pernas. A ocorrência
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de lesão neurológica com a punção lombar é raríssima. A coleta de saliva e a

Ultrassonografia não são exames invasivos e não acarretarão nenhum risco a você.

A participação neste estudo não traz nenhum beneficio direto e imediato para o

individuo, mas ajudará no conhecimento, na prevenção e no acompanhamento de

pessoas com hepatite C.

Os indivíduos participantes deste estudo terão, sempre que necessário,

esclarecimentos de dúvidas, acompanhamento clínico e laboratorial no que diz

respeito ao HCV, podendo entrar em contato com a Dra. Adriana Malheiro e Dr. Ian

Lima Feitosa (Tel: 92-3655-0111/ 92-3656-0113/ 92-91792413). Sempre que

necessário será prestada orientação médica adequada ou encaminhamentos

necessários, feitos pela equipe médica da Fundação de Medicina Tropical.

A participação neste estudo é voluntária. Os participantes deste estudo podem

retirar sua participação a qualquer momento, sem que isso atrapalhe o seu

atendimento na Fundação de Medicina Tropical.

Os dados pessoais referentes à participação dos indivíduos neste estudo

permanecerão confidenciais, não sendo divulgada a identidade dos participantes.

Para eventuais danos decorrentes da pesquisa, a equipe da Fundação de Medicina

Tropical e HEMOAM envolvida na pesquisa se propõe a atender os participantes.

USO DE. MATERIAL BIOLÓGICO COLETADO: O material biológico coletado

(sangue periférico, líquor e saliva), será utilizado somente para fins de pesquisa e

será armazenado para estudos posteriores.

(  ) Autorizo que minhas amostras possam ser armazenadas para estudos

posteriores

(  ) Não autorizo que minhas amostras possam ser armazenadas para estudos

posteriores

CONSENTIMENTO PÓS-INFORMACÃO

Após ter recebido informações claras, eu concordo.em participar do estudo em

questão.
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__________________________________

(Assinatura do participante)

__________________________________

(Assinatura do pesquisador)

Manaus, _____/ _____/ _____.

(Impressão dactiloscópica)
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CLEARANCE DO VÍRUS DA HEPATITE C?
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RESUMO

A Hepatite C é um problema de saúde pública que afeta mais de 150 milhões de pessoas

no mundo. É uma doença causada por vírus RNA, de prognóstico variável que pode evoluir

para cura ou para o desenvolvimento de Hepatite C crônica, cirrose hepática, carcinoma

hepatocelular e morte. Uma vez estabelecida a infecção crônica pelo vírus C, cerca de 50 a

85% dos casos de infecção pelo HCV evoluem para a infecção crônica enquanto apenas 10 a

20% dos indivíduos infectados conseguem eliminar o vírus espontaneamente Dados que

demonstram envolvimento do perfil genético do hospedeiro, como um dos fatores associados

à evolução da doença pós infecção viral. Neste contexto, sabe-se que existem polimorfismos

de genes que podem alterar a produção de citocinas pró-inflamatórias e, assim contribuir ou

não para persistência do vírus. Dos genes de citocinas investigados para hepatite C, o

polimorfismo na região regulatória do gene IL28B tem sido indicado como preditor do

“Clearance” viral, justificando em parte o insucesso da terapia com PegIFN-α associado a

ribavirina.

DESCRITORES: vírus da Hepatite C, IL28B, Fator de transcrição STAT1, Fator de

transcrição STAT2, Fator de transcrição STAT3.
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ABSTRACT

Hepatitis C is a public health problem that affects over 150 million people worldwide. It

is a disease caused by RNA viruses, prognostic variable that can lead to healing or the

development of chronic hepatitis C, liver cirrhosis, hepatocellular carcinoma and death. Once

established chronic infection by hepatitis C virus, about 50 to 85% of cases of HCV infection

progress to chronic infection whereas only 10-20% of infected individuals are able to clear

the virus spontaneously data demonstrating the involvement of host genetic profile as one of

the factors associated with progression of disease after viral infection. In this context, it is

known that polymorphisms of genes exist and can alter the production of pro-inflammatory

cytokines and contribute or not to the persistence of the virus. Polymorphisms of cytokine

genes in the regulatory region of the IL28B were investigated for hepatitis C and it has been

indicated as a predictor of viral clearance, explaining in part the failure of therapy with

PegIFN-α combined with ribavirin.

KEY WORDS: Hepatitis C virus, IL28B, STAT1 transcription factor, STAT2 transcription

factor, STAT3 transcription factor.
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INTRODUÇÃO

A hepatite C é um grave problema de saúde pública mundial. É uma doença infecciosa,

causada por um flavivirus-RNA, vírus da hepatite C (HCV), com evolução clínica muito

variável, desde a cura ao desenvolvimento da hepatite C crônica, cirrose hepática, carcinoma

hepatocelular e morte. Estima-se que em torno de 150 milhões de pessoas estejam

cronicamente infectadas pelo o vírus C e que mais de 350 mil pessoas morrem a cada ano

(WHO, 2012).

A infecção pelo vírus C é considerada um dos fatores responsáveis por 20 % das mortes

por câncer em países de baixa e média renda, e 9% das mortes por câncer em países de alta

renda (WHO, 2012).  Além disso, é a principal causa de transplante de fígado em países

desenvolvidos, sendo considerada a infecção crônica mais comum transmitida por transfusão

sanguínea nos Estados Unidos (Shepard et al., 2005).

De acordo com a Organização Mundial da Saúde, o Brasil é considerado um país de

endemicidade intermediária para hepatite C, com prevalência da infecção situada entre 2,5%

e 10%. Entretanto, estudos de base populacional e com doadores de sangue revelam

prevalências inferiores às estimadas (1,4%), colocando o Brasil como país de baixa

endemicidade (Lavanchy et al.,2011). Com base nos dados publicados em 2002, provenientes

da rede de hemocentros, a distribuição da soroprevalência da hepatite C variou entre as

regiões brasileiras: 0,62% no Norte, 0,55% no Nordeste, 0,28% no Centro-Oeste, 0,43% no

Sudeste e 0,46% no Sul (Paltanin et al., 2002), .

Quanto aos sintomas da doença, inicialmente apresenta-se de forma assintomática,

oligossintomática ou associada a sintomas inespecíficos e, geralmente o diagnóstico é

acidental, ocorrendo, em alguns casos, durante triagem sorológica para doação de sangue ou

exames médicos de rotina (Ferraz, 2010).
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A partir do momento que a infecção por HCV é estabelecida, mais de 80% dos casos

evoluem para infecção crônica, apresentando complicações, e cerca de 10 a 20% conseguem

eliminar o vírus (Gale Jr & Foy ,2005).

Acredita-se que o processo de eliminação do vírus seja determinado pela competência

das respostas imune inata e adaptativa do hospedeiro sustentada pela ação de citocinas do

perfil TH1 e quimiocinas que mantém uma comunicação celular e humoral satisfatória

(Coelho-Castelo et al., 2009; Hiroishi et al., 2008; Hiroishi et al., 2010).

No entanto, sabe-se que existem variações genéticas inerentes ao hospedeiro que podem

causar desrregulação na produção de citocinas pro-inflamatórias contribuindo para a

persistência do vírus (Chen et al., 2011). Neste aspecto, a identificação de polimorfismos em

regiões regulatórias dos genes das citocinas é algo que tem sido estudado para justificar o

insucesso da terapia com PegIFN-α associado a ribavirina (Balagopal et al., 2010; Kelly et al.,

2011).

Nesta revisão, nós iremos enfatizar mecanismos de ativação da IL-28B na resposta

contra o HCV e de que forma os polimorfismos relacionados a esta citocina podem alterar a

resposta imune a este patógeno.

FAMILIA DE INTERFERON-λ: VISÃO GERAL

A citocina IL-28B pertence a família de citocinas classificadas como interferon λ (IFN-

λ), que inclui três subtipos de interferon: IFN- λ I (IL-29A), IFN- λ II (IL-28A) e IFN- λ III

(IL-28B) (Sheppard et al., 2003; Kotenko et al., 2003). Este grupo de interleucinas conservam

alto grau de similaridade estrutural com os membros da familia de IL-10, embora sejam

funcionalmente similares aos interferons do tipo I (Gad et al., 2009; Balagopal et al.,2010).



83

O gene que codifica a IL-28B contém seis exons com aproximadamente 200

aminoácidos e está localizado no cromossomo 19q13.13. Esta interleucina apresenta alto grau

de similaridade de sequencia gênica com a IL-28A (96%) e com a IL-29A(81%) (Sheppard et

al., 2003; Sugiyama et al., 2011).

Recentemente, vários polimorfismos de base única (SNPs) na região promotora de IL-

28B tem sido associados como possíveis preditores de resposta virológica sustentada (RVS)

entre grupos raciais. E, a partir destes estudos pode-se observar que alguns desses SNPs estão

localizados acima ou abaixo da região promotora da IL28-B (Diegelmann et al., 2010; Chen.

et al., 2011)

Segundo dados publicados por Ge et al., (2009) foi identificado um SNP de 3 kb acima

do gene de IL28B, rs12979860, que foi fortemente associado com a resposta virológica

sustentada (RVS) pois o genótipo TT de rs12979860 foi associado com uma taxa de cerca de

2 vezes maior de RVS em comparação com o genótipo CC, tanto em pacientes de

ascendência europeia quanto  afro-americanos.

Segundo estudo realizado pelo mesmo grupo anteriormente, ao estudarem 96

indivíduos em três grupos independentes (euro-americanos, afro-americanos e hispânicos)

observaram que o SNP rs 8103142, que está localizado na região de codificação de dois

exons resulta na mudança de um único aminoácido de lisina por arginina na posição 70

(K70R) do cromossomo 19 (Ge et al., 2009). De acordo com a Clark et al., (2011), esta

substituição pode reduzir potencialmente a ligação da IL-28B ao receptor correspondente ou

até mesmo a estabilidade desta citocina, o que afetaria diretamente a ação da IL-28B sobre a

ativação das vias de sinalização STAT 1 e 2, o que provocaria a diminuição na produção de

proteínas anti-virais que podem estar relacionadas aos efeitos de depuração do  HCV. Porém,

no presente estudo não foi possível analisar a produção de IL-28B nas amostras estudadas por



84

limitações técnicas, impedindo assim a correlação entre a produção desta citocina e os

genótipos de IL-28B encontrados.

Segundo dados publicados por Xiaodong et al., (2012), sugerem que este mesmo

polimorfismo de base única ( rs 12979860), com genótipo TT esta associado com a

eliminação espontânea do vírus HCV em pacientes chineses.

Outro SNP (rs8099917) fortemente associado com resposta virológica sustentada foram

publicado por Tanaka et al., (2009). Em ensaios quantitativos realizados por PCR tempo real

em células mononucleares do sangue periférico observaram-se baixos níveis de expressão de

IL-28B em indivíduos que possuem o genótipo GG (Tanaka et al., 2009; Jensen et al., 2012).

Além disso, dados publicados por Onomoto et al., (2011), afirmam que a desregulação

no sistema de produção de IL-28B avaliada através do padrão de expressão de genes

relacionados, antes do  tratamento, foi associada a uma resposta inadequada a terapia

combinada.

Ativação e Regulação das vias STAT 1 e STAT2

As células infectadas pelo vírus C induzem a produção tanto IFN-α / β quanto IFN-λ (IL-

28A, IL-28-B e IL-29A) que se ligam aos seus receptores correspondentes (IFNAR1/

IFNAR2 e IFN- λR1/IL10-R2) e ativam as vias de sinalização JAK- STAT1, STAT2 e

STAT3 nos hepatócitos humanos (Clark et al., 2011).

As vias de sinalização STAT1 e STAT2 juntamente com o fator

9 de regulação do interferon (IRF-9) formam o complexo trimérico fator 3 estimulador do

gene de interferon (ISGF-3) a fim de produzir proteínas anti-virais (por exemplo, Mx1, OEA,

IRF-7, etc) que, posteriormente, inibem a replicação do HCV (Chen et al., 2009).

Assim, a produção de IFN-λ potencializa a ativação das vias de sinalização STAT 1 e 2,

permitindo consequentemente o aumento da produção de proteínas anti-virais, que podem

estar relacionadas aos efeitos de depuração do  HCV (Clark et al., 2011).
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Os IFN-α, β e λ são ativados por vias de sinalizações comuns e é provável que os

mecanismos imunomoduladores virais também sejam semelhantes (Coccia et al., 2004;

Onoguchi et al., 2007; Pagliaccetti et al., 2010).

Segundo dados publicados por Onomoto et al., (2011) observou-se que, pacientes que

não desenvolveram resposta virológica sustentada por apresentar genótipo desfavorável CC

tendem a apresentar altos titulos de fator 3 estimulador de interferon (ISG) expressos no

fígado antes de iniciar o tratamento com IFN-α Peg e Ribavirina, enquanto indivíduos que

apresentam genótipo favorável TT para produção de IL28B apresentaram baixos títulos de

ISG . A alta expressão de ISG pode induzir uma produção deficiente de IFN-λ, além de

aumentar o risco de hepatocarcinogênese causada pela infecção pelo vírus C (Onomoto et al.,

2011).

Ativação da Via STAT 3 e seus efeitos sobre o fígado

A ativação de STAT3 regula negativamente a atividade anti-viral do IFN-α por inibição

STAT1 e STAT2. Além disso, a STAT3 aumenta a expressão SOCS1 e SOCS3 que inibem a

sinalização do IFN-α (McGovern, 2011).

Todavia, quando há ativação simultânea de STAT1 e STAT3 desempenham papéis

antagonicos no fígado, reduzindo a lesão hepática e aumentando o processo de reparação

tecidual no fígado. (Gao et al., 2011).

É provável que a ativação da STAT3 nas células T induz a expressão dos fatores de

transcrição RORγt e RORα, que promovem a diferenciação para um fenótipo TH 17.

Uma mudança de TH 1 para TH 17 parece ser potencialmente prejudicial para o paciente em

se tratando de perfil de resposta antiviral e a progressão da doença do fígado, tendo em vista

que as respostas TH 17 mais fortes estão associados a maior carga viral do plasma, aumento
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dos níveis de transaminases no soro, e ativação aumentada de monócitos do sangue, bem

como macrófagos hepáticos. ( Hammerich et al., 2011).

No entanto, STAT3 ativação de células T também podem inibir a sinalização STAT1 e

evitar uma polarização para um fenotipo TH1, reduzindo assim os níveis de IFN-γ e

inflamação hepática (Gao et al., 2011; Hammerich et al., 2011).

Desta forma, estes resultados sugerem que o papel da STAT3 na inflamação do fígado é

complexa. Enquanto STAT1 promove a inflamação sob muitas condições, a activação da via

de sinalização STAT3 em hepatócitos em geral leva a respostas anti-inflamatórias, evitando

danos hepatocelulares através da inibição da via de sinalização de STAT1 (Gao et al., 2011).

CONCLUSÃO

Embora os protocolos de tratamento indicados para Hepatite C crônica já estejam bem

estabelecidos, sabe-se que muitos pacientes não serão curados por não serem capazes de

desenvolver resposta virológica sustentada.

Além disso, a identificação de um preditor confiável de resposta ao tratamento da

hepatite C pode facilitar a tomada de decisão terapêutica tendo em vista que o tratamento

anti-HCV é caro, demorado, não isento de efeitos secundários e, principalmente, tem uma

grande chance de insucesso.

Desta forma, vale ressaltar a importância de se estudar melhor o papel das interleucinas

IL-29A, IL-28A e IL-28B na infecção pelo HCV, bem como as variações genéticas podem

influenciar no curso da Hepatite C crônica.

Sabe-se que a IL-28B é uma candidata promissora para o tratamento da infecção pelo

HCV. No entanto, são necessários mais estudos para compreender como a citocina IL-28B

inibe a replicação do vírus C e induz a expressão de proteínas antivirais.
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Abstract:

We investigated the effects of polymorphisms in Interleukin-6, tumor necrosis factor-

α and interleukin -10 in chronic hepatitis C patients newly diagnosed and before they

start the treatment in Manaus, Amazonas, Brazil.  A total of 116 individual were

genotyped for the genes encoding 308TNFα, -174IL6 and -1082IL10 and the IL-2, IL-

4, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ and IL17A were measured. The aim of this study was to

evaluate the influence of polymorphisms: -308TNFα, -174IL6 and -1082IL10 on the

cytokine profile TH1, TH2 and TH17, in samples from patients with chronic hepatitis C

before treatment begins and blood donors candidates. A total of 116 subjects were

studied, 69 HCV+ and 47 controls. We observed a higher prevalence males in both

groups, with an average age above 40 years for HCV +. The most frequent genotype

for the -308TNFα was GG, both in patients and in controls. We observed statistically

significant differences in GA genotype among HCV+ patients and controls. For -

174IL6, the GG genotype was the most prevalent in both groups, followed by GC.

The CC genotype was not found in the control group, but it was find only

HCVpatients. The AA genotype was more prevalent for -1082IL10, HCV + patients

and controls, followed by AG and GG. The cytokines IL-2, IL-6, IFN-γ, IL-17A,

showed to be increased in HCV+ patients compared to controls. The concentration of

IL-10 was higher in the control group compared to HCV + patients. Patients with

genotype GA for -308TNFα showed higher concentrations of TNF-α compared with

control subjects. It was also observed that patients HCV + with genotypes GG and

GC for IL-6 had a higher concentration of IL-6 compared to controls, were not

observed significant associations between -1082IL10 of genotype frequencies and

the concentrations of cytokines in patients HCV+. The results suggest a possible

influence of polymorphisms of TNF-α and IL-6 on the production and release of

cytokines.

Keywords: Interleucina-6; Tumor necrosis factor-α; Interleucina-10; Polymorphism;

Hepatitis
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1. Introduction
Hepatitis C is a public health problem that affects over 150 million people

worldwide. It is a disease of variable prognostic that can progress to healing or the

development of chronic hepatitis C, liver cirrhosis, hepatocellular carcinoma and

death [1].

The identification of polymorphic regions that influence the cytokines levels is

something that has been studied to justify the susceptibility of certain individuals

develops chronic hepatitis C infection [2].

Citokines play an important role in regulating the immune response in HCV

[3].  The production of inappropriate levels of interleukin (IL)-6, tumor necrosis factor

(TNF-α) and IL-10 are related to the progression of the chronic hepatitis C [3].

Several studies have demonstrated that -380TNFα, -174IL6 and -1082IL10 may be

associated with the pathogenesis of acute and chronic hepatitis C and response to

therapy [4-9].

The aim of this study was to explore the impact of the -308TNFα, -174IL6 and

-1082IL10 variations over the cytokines serum levels of HCV+ patients.

2. Patients and Methods
2.1 Patients

We analyzed 69 samples from HCV+ patients, from the Fundação de

Medicina Tropical (FMTAM) carried out during 2007 - 2009 (Araújo et al., 2011) and

47 samples of blood donors from the Fundação de Hematologia e Hemoterapia do

Amazonas (HEMOAM)  at 2006 to 2007 (CUNHA et al., 2012). The samples used in

this study were obtained from projects approved by the Human Subjects Committees

of the Fundação de Medicicina Tropical do Amazonas - FMT-AM (CAAE -

0913/2007) and Fundação de Hematologia hemoterapia do Amazonas -HEMOAM

(CAAE - 0015/2005). The biological materials were stored at -80 ° C until the time  of

analysis were performed.

2.2 DNA extraction
DNA was extracted by LCG kit Brazol Biotechnology, a protocol developed by

Chomczynski and Sacchi, following the recommendations outlined by the

manufacturer [10].
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2.3 RFLP-PCR
2.3.1 IL-6 genotype

The CG polymorphic site at position -174 of the gene promoter (169 base

pairs, bp) was amplified with the primers 5'-AAAGGAAGAGTGGTTCTGCTTCT - 3

'and 5' - ATCTTTGTTGGAGGGTGAGG - 3 '. The extracted DNA was added to PCR

in a final volume of 50 uL containing 1.5 mM MgCl2, 1.25 mM dNTP, 10pm each

primer and 0.5 U Taq DNA polymerase. The parameters of amplification in the

thermo cycler according program described: 1 cycle at 95 ° C for 2 minutes, 35

cycles at 94 ° C for 40 seconds, 59oC for 30 seconds, 72 ° C for 40 seconds and

final extension at 72 ° C for 10 minutes. The polymorphism CG of  IL6 was detected

after digestion of the PCR product with the restriction enzyme Nla III at 37 ° C over-

night and electrophoresis on agarose gel and 4% were visualized by UV

fluorescence on translluminator blue light after staining with Bromide ethidium. GG

genotype were defined as those who showed fragments of 169 bp, CG with 169 and

87 bp and CC with 87 and 88 bp fragment.

2.3.2 TNF-α genotype

The polymorphic site GA at position -308 of the gene promoter was amplified

with the primers 5'-GAGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3' and 5'-

GGGACACACAAGCATCAAG -3 '. The extracted DNA was added to PCR in a final

volume of 50 uL containing 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl pH 8.3, 1.5 mM MgCl2, 200

mM dNTP, 0.3 mM of each primer and 1.25 U Taq DNA Polymerase. The

parameters of amplification in the thermo cycler from Applied Biosystems (Veriti ® 96

Thermal Cycler) in accordance with the program described: 1 cycle at 95 ° C for 10

minutes, 35 cycles of 95°C for 30 seconds, 60oC for 30 seconds, and 72 ° C for 30

seconds and extension the final 72° C for 10 minutes. Polymorphism GA of TNF was

detected after digestion of the PCR product with the restriction enzyme NcoI 37 ° C

for 8 hours. The PCR products were analyzed by gel electrophoresis in 2.5%

agarose visualized by UV fluorescence on blue light translluminator after staining

with SYBR Safe ®. Were defined as GG genotype showed that the fragments of 126

and 21 bp GA with 147, 126 and 21 bp and AA with 147 bp fragment.
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3.2.3 IL-10 genotype

The polymorphic site at position -1082 GA gene promoter (190 base pairs, bp)

was amplified with the primers 5'-TCTGAAGAAGTCCTGATGTC - 3 'and 5' -

CTCTTACCTATCCCTACTTCC - 3 '. The extracted DNA was added to PCR in a

final volume of 50 uL containing 1.5 mM MgCl2, 1.25 mM dNTPs, 10 pM of each

primer and 0.5 U Taq DNA polymerase. The parameters of amplification in the

thermo cycler according program described: 1 cycle at 94 ° C for 2 minutes, 35

cycles at 94 ° C for 1 minute, 60 ° C for 1 minute, 72 ° C for 1 minute, and final

extension at 72 ° C for 10 minutes. The polymorphism AG for IL10 was detected

after digestion of the PCR product with the restriction enzyme MnlI at 37 ° C for 4

hours and electrophoresed on agarose gel and 4% were visualized by UV

fluorescence on transilluminator blue light after staining with ethidium bromide . AA

genotype were defined as those who showed fragments of 125 bp and 65 bp, AG

with 125, 93 and 65 bp and GG with 93 and 65 bp fragments.

2.4 Cytokines serum levels - Cytometric Bead Array
The dosages of IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ and IL17A were

performed by the technique of flow cytometry CBA, using the kit TH1, TH2 and TH17

(Kit TH1, TH2 e TH17 (BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2/Th17

Cytokine Kit - Cat. N° 560484, Lot.: 29132, marca BD® Biosciences San Jose, CA),

following the manufacturer's technical guidelines and according to the protocols

recommended by Kit TH1, TH2 and TH17 CBA Kit from Becton Dickinson

Biosciences BD. This procedure was used flow cytometer from Becton Dickinson

Biosciences BD -FACSCanto II (BD Biosciences) of the Instituto Leônidas e Maria

Deane (ILMD) - Fiocruz Amazônia for acquisition of samples. For calculation of the

concentrations and mean fluorescence intensity of each cytokine was used software

FCAP-ArrayTM (v 3.0.1).

2.5 Statistical analysis
The analysis of the results of the concentration of cytokines by CBA and

construction of graphs was used GrahPadPrism® program (version 5.0). The
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evaluation of the association between HCV genotypes and cytokine levels was

performed using the Kruskal Wallis test and calculating the linear correlation

between the levels of cytokines was performed using Pearson's test and the

calculation of Hardy-Weiberg was done through the program BioEstat 5.0.

Comparison of genotype frequencies of genes studied in both HCV+ patients and

control groups were performed using the program GrahPadPrism® (version 5.0) by

Fisher's exact test or chi-square test. The evaluation of the associations between

genotypes and cytokine levels in individuals positive for the virus c was performed

using the Mann-Whitney through the program GrahPadPrism® (version 5.0).

3. Results
3.1 The base line characteristics of individuals in this study (Table 1)

For this study a total of 116 individuals were included Brazilians, and among

them 69 were HCV+ patients and 47 were blood donors (control group). Of the total

number of individuals included in the study we observed a higher prevalence of

males in both patients HCV+ (67%) and in control group (78%) compared to females,

group of patients HCV+ (33%) and control subjects (22 %).

The mean age for females was 45.65 ±15.13 in patients HCV+ and 36.44

±7.51 in the group of blood donors, and for males the average age was 46.71 ±12.06

in HCV + patients group and 37.6 ±11.43 in the control group, showing no statistically

significant difference between both sexes. In table 1 are summarized the

demographic characteristics of the study population (Table 01).

3.2 Differential distribution of -174IL6, -308TNFα and -1082IL10 variants
The distribution of the alleles for all markers was in accordance with Hardy-

Weinberg equilibrium in this study. The frequencies of the -174IL6, -308TNFα and

-1082IL10 variants were investigated in all the subjects. However, some of the

sample was not sufficient to confirm the genotype. It is plausible that the number of

samples could be a limitation and have influenced the results obtained (Table 02).

For TNF-α was observed frequency of GG genotype in 87% and 98% in

groups, control and HCV+, respectively. The GA genotype was higher in the control

group (13%) compared to HCV+ patients (2%) and was statistically significant.
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Unlike other markers, -308TNFα, -174IL6 and -1082IL10 statistical analysis showed

a significant difference between the two profiles studied (Table 02).

As interleukin IL-6, the frequency of GG genotype was 61% in the control

group and 62% in HCV+ group. The genotype frequencies of GC showed 39% in the

control group and 35% in HCV+ group, while the CC genotype appeared absent in

the control group (0%) and showed low frequency in the HCV+ group (3%).

3.3 Cytokines serum levels associated genotypes virus in patients with
HCV+

The C virus genotypes were published by Araújo et al., and these data were

used to verify the cytokine profile in relation to genotypes found in Amazonas[11].

The concentrations of the cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ and

IL17A were determined by flow cytometry in HCV+ patients and compared to the

control group. Patients with HCV+ genotypes 2 and 3 were analyzed together as

there were fewer in number compared with genotype 1.

As shown in Figure 01, the results showed a significant difference in serum

concentrations of IL-2 (A), IL-6 (C), IFN-γ (F) and IL17A (G), presenting enhanced in

patients with HCV+ when compared with the control group (p˂0,0001). Nevertheless,

individuals HCV+ possessing the genotype of the virus 1 showed serum

concentrations of IL-2 (A), IL-6 (C), IFN-γ (F) and IL17A (G) greater than individuals

HCV + possessing genotypes 2 and 3, being statistically significant.

Also, serum concentrations of IL-4 (B), IL-10 (D) and TNF-α (E) were higher in

the control group compared with the group of patients HCV+, of which only IL-10

significance showed statistically between groups.

3.4 Cytokines serum levels associated genotypes GG/GC/CC at position
-174 in the IL-6

To better understand the immunological profile of these individuals also

evaluated the association of cytokine production with different genotypes of IL-6.

We observed that the concentration of IL-2 (Fig. 2A) was significantly higher in

patients genotype GG, compared with the control group with the same genotype

(p˂0.0001), while patients with genotype GC and CC genotype showed no

significant statistical difference between the groups.
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Moreover, there was no statistically significant differences in serum levels of

IL-4 (Fig. 4B) between the control group and patients in all genotypes (GG, GA and

GC) (p = 0.5860).

The IL-6 (Fig. 2C), was significantly higher in patients with genotype GG, GC

and compared with control subjects with the same genotype (p˂0.0001). We also

observed that patients with CC genotype showed no difference statistically between

the groups.

Unlike IL-6, IL-10 (Fig. 2D) was significantly lower in patients genotype GG,

compared with the control group (p˂0.0001), whereas patients with GC and CC

genotype did not showed statistically significant difference between groups.

The concentration of TNF-α (Fig. 2E) was significantly lower in patients with HCV

genotype GG, compared with control subjects with the same genotype (p˂0.0001),

whereas patients with GC and CC genotype showed no statistical difference

between groups.

Regarding IFN-γ serum levels (Fig. 2F) was significantly increased in patients

with genotype GG, compared with control subjects with the same genotype (p ˂

0.0001), whereas in patients with GC and CC genotype did not statistically significant

difference between groups.

Again we observed an increase in the concentration of IL-17A (Fig. 2G) both

in patients with genotype GG (p˂0.0001) and GC (p˂0.0001) compared with

individuals in the control group with the same genotype.

3.5 Cytokines serum levels associated genotypes GG/ GA at position -308 in
the TNF-α

As Figure 3A shows the concentration of IL-2 was significantly higher in

patients with HCV+ genotype GG, compared with control subjects with the same

genotype (p˂0.0001), whereas patients with GA genotype showed no statistically

significant difference in Given the concentration of IL-2 in the control group was near

zero.

Unlike IL-2 to IL-4 (Fig. 3B) was not observed statistically significant

differences between the control and HCV+ patients with both genotypes GG and GA

(p=0.5720).
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Moreover, there was significant difference in the concentration of IL-6 (Fig.3C)

(p˂0.0001) and IFN-γ (Fig.3F) (p˂0.0001) in patients with genotype GG, compared

with the control group, while patients with genotype GA showed no statistically

significant difference for both cytokines.

The concentration of IL-10 (Fig. 3D) was significantly lower in patients

genotype GG, compared with the control group (p˂0.0001), unlike patients with GA

genotype showed no statistically significant difference between both groups (control

and HCV+).

For TNF-α (Fig. 3E) was observed lower concentrations in patients genotype

GG, compared with the control group (p=0.0234), whereas patients with GA

genotype showed no statistically significant differences, but we observed an

increased even though was not significant concentration of TNF-α in patients

genotype GA.

Surprisingly, IL-17A (Fig.3G) was significantly higher both in patients with

HCV genotype GG (p˂0.0001) and with GA genotype (p˂0.0100) compared with

individuals in the control group with the same genotype.

3.6 Cytokines serum levels associated genotypes GG/ GC/CC at position
-1082 in the IL10

The concentration of IL-2 (Fig. 4A) was significantly higher in patients with

genotype AA, compared with control subjects with the same genotype (p˂0.016),

while patients with genotype AG and GG did not differ statistically between groups.

Regarding IL-4 (Fig. 4B) there was no statistically significant difference

between the control and patients with genotypes AA, AG and GG, studied

(p=0.9122).

While for IL-6 (Fig. 4C), there was a statistically significant higher in patients

with genotype AA and AG, compared with control subjects with the same genotype

(p˂0.0001), whereas patients with CC genotype showed no statistical difference

between groups.

The IL-10 (Fig. 4D) was significantly lower in HCV + patients with genotype

AA and AG, compared with the control group (p˂0.0001), while individuals with GG

genotype showed no statistical difference between groups.
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For TNF-α (Fig. 4E) was not statistically significant difference between the

control and patients for genotype AA, AG and GG (p=0.0873).

The concentration of IFN-γ (F) was significantly higher in patients with HCV

genotype AA, compared with control subjects with the same genotype (p ˂ 0.0001),

while patients with genotype AG and GG did not differ statistically between groups.

Interestingly, the concentration of IL-17A (G) was significantly higher both in

patients with HCV genotype AA (p˂0.0001) and AG (p˂0.0001) compared with

individuals in the control group with the same genotypes but individuals with GG

genotype showed no statistical difference between groups, control and patients.

3.7 Correlation between the cytokines levels of IL-2, IL-4, IFN-γ e TNF-α in
HCV+ patients

For a better understanding of the cytokine production in HCV+ patients, the

correlation between the cytokines levels was also determined. As shown in Figure 5,

a positive correlation was observed between cytokines: IL-2 and IL-4 (p=0.0494,

r=0.2375), IL-2 and IFN-γ (p˂0.0001; r=0.8652), IL-2 and TNF-α (p=0.0005,

r=0.4086), IL-4 and TNF-α (p˂0.0001, r=0.6352) and IFN-γ and TNF-α (p=0.0004,

r=0.4129). This demonstrates that a dynamic hesitate relevant concentrations of TH1

cytokine profile on the TH2 profile in HCV+ patients untreated.

4. Discussion
In the present study, we observed a higher prevalence of HCV infection in

males aged over 40 years. These data are consistent with labor Torres et al., (2009),

previously published in the literature and allows us to suggest that these individuals

have been infected before the introduction of diagnostic methods important in blood

banks, according to Ordinance No. 1376, of 19 November 1993 [12-13].

HCV infection is a chronic disease that can modify the dynamics of the blood

cells and cytokine profile. In this perspective, changes in serum cytokines are

associated mainly to genetic factors such as polymorphisms in the regulatory regions

of cytokine genes [2].

An important cytokine in HCV infection is TNF-α [14]. For this study we

evaluated the polymorphism -308TNFα and the genotype GG appeared most

frequently, followed by GA and AA genotypes in both the control population and in
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the population of HCV+ patients [15]. Our data also showed that patients with GA

genotype had a higher concentration of TNF-α compared to healthy individuals

(controls), suggesting the influence of genotype on the production and release of this

cytokine [16-17].

In the population of patients studied were found varying degrees of liver

fibrosis (data not shown), which could be related to increased TNF-α observed in this

study. According to Dai et al., in a population of 250 patients with chronic hepatitis C

from Thaiwan origin, observed the frequency of genotypes GG, GA, AA and the

relationship between the AA genotype, which was associated with high serum levels

of this cytokine with increasing degree of fibrosis and low levels of C virus RNA,

when compared with the other genotypes found in that region. This result indicates

that TNF-α, shows immunological properties infectious agents and may inhibit the

replication of HCV. It is noteworthy that in the population (HCV+ patients and

controls) studied in this work was not found AA genotype, which could be related to

the particularities of the population of the state of Amazonas [18].

Moreover, Santovito et al., demonstrated that individuals from Northern Ivory

Coast with HCV-related liver disease, had the most frequent genotype GA, followed

by GG and AA. The increased frequency of the heterozygous genotype in this

cytokine gene may be associated with natural selection against the infectious agents

in the region of East Africa [19].

Another important cytokine in the development of HCV + infection is IL-6. In

this study we analyzed polymorphism -174IL6 and it was observed that GG genotype

appeared most frequently, followed by GC and genotypes CC, both in the control

population and in the population of HCV + patients. Analyzing the production profile

of IL-6, we observed that patients GC and GG genotypes had higher concentration

of this cytokine in the control, suggesting a possible influence of polymorphism in the

promoter region of the gene of the cytokine IL-6 on the production of this cytokine.

[20-23].

Data published by Falletti et al., showed results similar to our work, with the

GG genotype most prevalent, followed by GC and CC. Additionally, these authors

found that these 121 patients studied HCV+, Caucasian, from Italy, had alanine

aminotransferase levels close to normal and fibrosis score lower than 4 (<4). These
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authors suggested a relationship between the GG genotype, production of IL-6 and

hepatic fibrosis [24].

Contradictory results were reported by Milton et al., which found no

association of the marker with -174IL6 the elimination of HCV in 606 patients English

[25].

The -1082IL10 polymorphism, the frequency of genotypes observed in our

study was: AA, AG and GG, both in the control and in HCV+ patients.

When analyzing the possible influence of polymorphism in the promoter region of the

gene for IL-10, it can be seen that there were no significant differences in the

concentrations of this cytokine related to polymorphism genotypes in this study.

These data corroborate the results of Constantini et al., which found no influence of

the genotypes AA, AG and GG on the serum concentration of IL-10 in HCV+ patients

[26].

Different data found in our study, Kusumoto et al., who studied a population of

460 Japanese. Among them, 364 were chronic patients and 114 were individuals

who clear the virus spontaneously. This population was not observed the presence

of the GG allele that is associated with high serum levels of this cytokine. The other

genotypes GA and AA were similar in both groups of chronic patients and in

individuals who clear the virus spontaneously [14, 27].

To better understand the infection by HCV+, the cytokine profile was

determined with reference to different genotypes of HCV. The data demonstrated

that HCV+ patients had higher concentration of IL-2, IL-6, IFN-α and IL-17A

compared to the control group, compared to different genotypes of the virus.

Moreover, no significant differences were observed in IL-4, IL-10, TNF-α between

both groups, and HCV+ control, even when analyzed in relation to different

genotypes of the HCV. These data suggest that the HCV infection seems to be a

predominance of TH1/TH17 over TH2 which could be related to a regulation of the

immune response in these individuals. Our results differ from Wan et al., by studying

a population of individuals HCV+ from Taiwan found high concentrations of IL-2,

IFN-α and TNF-α in these patients before and after treatment with ribavirin and

pegylated interferon. Also, this same work it was observed that subjects who failed to

clear the virus after treatment showed high levels of cytokines with TH1/TH2 profile

[28-29].



104

The positive correlation between cytokines TNF-α / IL-2 in patients infected

with HCV corroborate the data published by Najafizadeh et al., who also observed a

correlation between these cytokines. These data suggest that the presence of TNF-α

associated with the production of IL-2 may contribute to innate immunity action to

stimulate an adaptive immune response can eliminate the virus naturally. Another

important finding was observed in the relationship between concentrations of

cytokines IFN-γ / IL-2 which, according to the present study are in agreement with

the previously mentioned authors, suggesting that these cytokines are associated

with increasing degree of injury in liver tissue.

Thus, it can be observed synergistic action of TNF-α / IL-2 / IL-4 suggests that

there is an interaction between these cytokines to the immune system manages

memory cells and production of antibodies specific for the Hepatitis C.

We know very little about the action in the course of IL17A in the HCV

infection, however, data similar to those obtained in our study were found by Jian Ge

et al., in which observed concentration of IL17A significantly increased in patients

with hepatitis B compared with control subjects [30].

According to data published by Hammad et al., argue that there is an

association of IL-6 and IL-17 with progressive exacerbation of liver injury induced by

HCV [31].

In Brazil, little has been studied about the genetic profiles of cytokines in

patients with chronic hepatitis C and their influences during the worsening of the

disease. Thus, this study might add together with the Amazon population genetic

studies in order to better understand the dynamics of cytokine this infection.
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Table 1: Demographic characteristics of 116 study subjects.

HCV+ patients

Female
23(33%)

Mean age

45,65±15,13

Male
46(67%) 46,71±12,06

Control group

Female
10(22%)

Mean age
36,44±7,51

Male
37(78%) 37,6±11,43

Table 2: Genotypes of IL-10 (-1082), TNF-α (-308), Il-6 (-174) in HCV+ and controls.

Gene Genotype
Control HCV+

p valuen (%) n(%)

Il-6 ( -174)
GG 28 (61) 43 (62)

0.1761GC 18 (39) 24 (35)
CC 0 2 (3)

TNF-α (-308)
GG 39 (87) 61 (98)

˂0.0001*GA 6 (13) 8 (2)
AA 0 0

IL-10 (-1082)
AA 17 (48) 27 (40)

0.2475AG 16 (46) 35 (52)
GG 2 (6) 5 (8)
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Figure 2
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Figure 4
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Figure 5
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Legend page

Figure 1. The association of serum levels of IL-2, IFN- γ,IL-10, Il-6 and IL17A of
blood donors (controls)  and  HCV+ patients over the HCV genotypes. Differences
were considered significant with p ˂ 0.001 (p ***).The cytokines levels were
measured with cytometric bead array. Data are shown as mean±SD. Kruskal-Wallis.

Figure 2. The association of serum levels of IL-2, IFN- γ, TNF- γ,IL-10, Il-6 and
IL17A and IL- 6 variants. Differences were considered significant with p ˂ 0.001 (p
***).The cytokines levels were measured with cytometric bead array. Data are shown
as mean±SD. Mann- Whitney test was used to evaluate the statistical significance.

Figure 3. The association of serum levels of IL-2, IFN- γ, TNF- α,IL-10, Il-6 and
IL17A and TNF-α variants. Differences were considered significant with p ˂ 0.001
(*** p), p=0.0234 (*p) e p=0.0100 (*p). The cytokines levels were measured with
cytometric bead array. Data are shown as mean±SD. Mann- Whitney test was used
to evaluate the statistical significance.

Figure 4. The association of serum levels of IL-2, IFN- γ ,IL-10, Il-6 and IL17A and
IL- 10 variants. The cytokines levels were measured with cytometric bead array.
Differences were considered significant with p˂ 0.0016 (** p) ˂ 0.001 (*** p).Data are
shown as mean±SD. Mann- Whitney test was used to evaluate the statistical
significance.

Figure 5. Simple linear correlation between the cytokines in the peripheral blood of
HCV+ patients. The cytokines levels were measured with cytometric bead array. The
association between the serum levels of IL-2, IFN- γ, TNF- α, IL-10, Il-6 and IL17A.
Statistically significant correlations identified by Pearson's analysis are shown with p
and r indexes in the figure.
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