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RESUMO

Embora as células alvo do Virus da Hepatite C (VHC) sejam hepatdcitos, o
RNA do virus ja foi descrito em outros compartimentos extra-hepaticos
como células dendriticas, linfécitos, macréfagos e plaquetas. Estas Ultimas,
sdo responséaveis pelo carreamento do virus no paciente infectado, e
apesar da auséncia do principal receptor associado a entrada do virus nas
células alvo, o CD81, o VHC é capaz de interagir com plaquetas depois de
incubacéo in vitro. Ainda, o virus carreado pela plaqueta apresenta uma
maior estabilidade quando comparado ao virus circulante no plasma, o que
faz com que o virus presente na plaqueta adquira consideravel importancia
no curso da Hepatite C crénica, podendo funcionar como reservatério para
o0 virus. No entanto, pouco se conhece se a presenca do virus em plaquetas
pode advir de uma prévia interacdo do virus com as células precursoras da
plagueta na medula 6ssea, 0os megacariocitos. Assim, o presente estudo
avaliou a presenca do VHC em megacariécitos expostos, in vitro, ao VHC.
Material excedente de doadores voluntarios e saudaveis de medula 6ssea
foi utilizado como fonte para o isolamento dos megacaridcitos, os quais,
foram incubados in vitro com 100.000Ul/mL de VHC de gendtipo 1 (39
horas; 5% de emissao de CO2z; homogeinizacdo 3x/dia no mesmo horario).
Depois da incubacdo, os megacariécitos foram isolados e submetidos a
analise qualitativa e quantitativa buscando a presenca do virus. Os
resultados do presente estudo demonstraram que o VHC pode interagir
com megacariocito diretamente, embora isso ndo tenha ocorrido em todos
0S casos avaliados. Este resultado sugere que o virus encontrado na
plagueta na circulacdo periférica pode advir da fragmentacdo do
megacariocito, ja infectado, além da interacao direta com a plaqueta. Assim,
a plaqueta poderia constituir um reservatorio viral circulante, o qual ao
passar pela circulacdo hepatica poderia conduzir a reinfecgéo, liberando os
virus no hepatocito, produzindo nova infeccao, criando um ciclo hepatécito-

plagueta-hepatdcito, contribuindo para a persisténcia viral no paciente



infectado.

Palavras-chave: Virus Hepatite C; Megacariocito; Infeccao in vitro



ABSTRACT

Hepatocytes are the target cells of hepatitis C virus (HCV), but RNA virus
has been described in other extrahepatic compartments such as dendritic
cells, lymphocytes, macrophages and platelets. Platelets are responsible for
carrying the virus in infected patient and, despite, the absence of the main
receptor associated with the entry of the virus into the target cells, the CD81,
HCV is able to interact with platelets after in vitro incubation. The virus
carried by the platelet presents a greater stability when compared to the
virus circulating in the plasma; contributes with the course of the chronic
Hepatitis C and is able to function as reservoir for the virus. However, there
are few studies about the presence of the virus in megakaryocytes, platelet
precursor cells in the bone marrow. Then, the present study aimed to
evaluate the presence of HCV in megakaryocytes from uninfected donors
after an in vitro exposition to HCV. The excess material from bone marrow
donation was used for the isolation of megakaryocytes, the megakaryocytes
isolated were in vitro incubated with 100.000 IU / ml HCV genotype 1 (39
hours, 5% of CO2 emission, 3 homogenizations per day at the same time).
After incubation, the megakaryocytes were submitted by qualitative and
guantitative analysis for the presence of the virus. The results demonstrated
that HCV may directly interact with megakaryocytes, although this did not
occur in all evaluated cases. This result suggests that the virus found in the
platelet in the blood circulation may result from the fragmentation of the
infected megakaryocyte besides the direct interaction with the platelet.
Thus, the platelet could compose a circulating viral reservoir in the hepatic
circulation; this could lead to reinfection and release the virus into the
hepatocyte. Besides, this event could produce a new infection and result in
a hepatocyte-platelet-hepatocyte cycle, which contributes to viral
persistence in the infected patient.

Keywords: Hepatitis C Virus; Megakaryocyte; In Vitro Infection
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1. INTRODUCAO

A Hepatite C € uma doenca hepética infecciosa e cronica causada pelo virus
denominado Virus da Hepatite C (VHC) ou, do inglés, Hepatitis C Virus (HCV) (KOFF;
DIENSTAG, 1995; LAUER; WALKER, 2001). A infeccdo pelo virus é considerada um
problema de saude mundial, devido ao seu potencial de evolucdo para cirrose e
carcinoma hepatocelular (STRAUSS, 2001; SZABO et al., 2003). A doenca cronica
ocorre na maioria das pessoas infectadas pelo virus, e esta tornou-se a principal
indicacdo de um possivel transplante de figado. A maioria dos infectados desconhece
sua condicao, o que torna o problema ainda mais sério (FOCACCIA; DE SOUZA,
2015). A infecgao pelo VHC tende a ser persistente na maioria dos infectados,
refletindo a inabilidade do sistema imunoldgico em gerar uma resposta antiviral efetiva
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI;2012).

O virus apresenta alta variabilidade genética e, embora essa variabilidade se
faca presente em todo genoma, as regides de maior variabilidade sdo as codificadoras
do envelope (E1 e E2) o que leva a doenga naturalmente persistente. Esta condicéo,
contribui para o escape do sistema imunolégico incluindo dos anticorpos
neutralizantes. (FOCACCIA; DE SOUZA, 2015).

Uma vez diagnosticada a infecgdo, o clinico deve avaliar a necessidade de
indicacao de terapia antiviral. O principal objetivo da terapéutica na infec¢ao pelo VHC
€ a obtencao de resposta virologica sustentada (RVS), ou seja, obtencdo de niveis
indetectaveis de RNA viral no plasma ou soro por seis meses ap6s o final do
tratamento (DHUMEAUX et al., 2003; LINDSAY, 2002). O impacto da infeccao do
VHC ao longo dos anos é altamente variavel, levando de efeitos minimos a
cronicidade hepatica, cirrose e até carcinoma hepatocelular. O desenvolvimento de
testes diagndsticos para VHC tem contribuido com o entendimento da infeccdo e a
introducéo de terapias altamente efetivas com a diminuicdo progressiva dos efeitos
adversos (CLOHERLY et al., 2015).

O VHC apresenta tropismo pelo tecido hepatico. O ciclo de replicacdo do virus
tem inicio com a interacdo das glicoproteinas do envelope viral, E1 e E2 com um
receptor na superficie celular, o CD81, uma tetraspanina, encontrada na membrana
celular de alguns tipos celulares, inclusive em hepatocitos (FLINT et al., 2001).
Esclarecer o mecanismo de entrada do VHC nas células alvo é dificil pois ndo existe

modelo animal e sistema de cultura apropriados. Apesar disso, varias moléculas de
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superficie celular sdo consideradas receptores ou co-receptores essenciais para a
entrada do VHC nas células, dentre elas: a tetraspanina CD81 (PILERI et al., 1998),
0 receptor scavenger tipo B classe | (SR-BI/Clal) (SCARSELLI et al., 2002), a
claudina-1 (CLDN-1) (EVANS et al., 2007) e ocludinas (LIU et al., 2009). Além dessas,
algumas glicosaminoglicanas também vém sendo associadas a adesao e entrada do
VHC nas células (AGNELLO et al., 1999; CORMIER et al., 2004). Outros estudos
sugerem a participacdo de proteinas de adesao celular na entrada do VHC. No
entanto, o mecanismo exato de entrada do virus nas células permanece, ainda,
desconhecido (BURLONE; BUDKOWSKA, 2009).

Embora as células alvo do VHC sejam os hepatdcitos, existem relatos da
presenca do virus em outras células humanas. Estudos mostraram que os linfocitos T
e B (PAVIO; LAI, 2003), mondcitos, macréfagos (MULLER et al., 1995), células
dendriticas (NAVAS et al., 2002) e plaquetas ja foram associados a presenca do RNA
do VHC (HERNANDEZ et al., 1998). Estudos apontam que por volta de 40 a 76% dos
pacientes com Hepatite C Crbénica (HCC) desenvolvem pelo menos uma das
manifestacfes extra-hepatica, tais como: fadiga, artralgia, neuropatia, complicacdes
renais, crioglobulinemia, vasculite, mialgia, alterac6es metabdlicas da glicose, lesdes
dermatolégicas e plaquetopenia (PUCHNER; BERG; 2010). A plaquetopenia esta
presente em 64% dos pacientes com cirrose hepatica e em 6% de n&do-cirroticos.
Existem diversas hipdteses apontadas como indutores desse quadro de
plaguetopenia, como: desequilibrio na sintese de trombopoetina (TPO) em estagios
avancados de fibrose, formacdo de auto-anticorpos dirigidos contra glicoproteinas
plaguetarias e presenca de RNA viral em plaguetas e megacariécitos (Mks), o que
sugere a morte celular destas células (ALMEIDA et al., 2004; AFDHAL;
MCHUTCHISON, 2007; EL-BARBARY et al, 2010; PUCHNER; BERG; 2010;
PADOVANI et al., 2013).

Como ja mencionado anteriormente, o principal receptor de superficie celular
associado a entrada do VHC em suas células alvo e outros tipos celulares é o CD81
(HAMAIA, LI et al., 2001), proteina da superfamilia das tetraspaninas, cujos membros
normalmente formam complexos moleculares com as glicoproteinas da familia das
integrinas (BERDITCHEVSKI, 2001). No entanto, esta proteina (CD81) n&o é
expressa em plaguetas (HAMAIA, LI et al., 2001), porém é expressa em MKs (MA, et
al., 2001)

Assim, a hipotese deste trabalho é que avaliar se existe uma possivel interacao
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do VHC com Mk (Mk-VHC), uma vez que ja foi documentada a interagdo do virus com
plaguetas em pacientes infectados (PADOVANI et al., 2013).
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7. CONCLUSAO

v" O VHC de genotipo 1 é capaz de interagir com 0 megacariocito,
in vitro, embora isto ndo ocorra em 100% dos casos.
v' Baixas concentracdes de RNA do VHC foram encontradas nos

megacariocitos depois da infeccao in vitro.
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