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O rio atinge seus objetivos
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Este capitulo representa o resultado de minha participagao na linha
de pesquisa que estuda os Antigenos Plaquetarios Humanos (HPA) e o virus
da Hepatite C (VHC). Esta linha nasceu no Laboratoério de Biologia Molecular
do Hemocentro de Botucatu com uma doutoranda que estudou, em carater
inédito, os Antigenos Plaquetarios Humanos em pacientes infectados pelo
VHC.

Desta forma, este trabalho surgiu da necessidade de responder
inUmeras perguntas geradas ao final do estudo anterior e, os resultados aqui
apresentados acrescentam, no ano de 2010, algumas informagdes a esta

linha de pesquisa nascente no Laboratério de Biologia Molecular.



RESUMO



A hepatite C € uma doenca crbnica resultante da infecgdo por um
virus, o VHC, que infecta hepat6citos pela interacdo com um receptor de
superficie celular, o CD81. No entanto, algumas proteinas de adeséo ja foram
associadas com a entrada do virus em hepatécitos e, tém sido relacionadas
com a entrada de outros virus em suas células alvo. O RNA do VHC ja foi
encontrado em plaquetas, as quais nao expressam CD81, embora esta
proteina esteja presente em megacariocitos. As plaquetas expressam
determinantes antigénicos polimérficos em sua superficie denominados HPA.
Alguns HPA residem em integrinas. Ja foi demonstrada uma associag¢ao entre
HPA-5b e a infeccdo pelo VHC. O objetivo deste estudo foi determinar a
presenca de RNA do VHC em plaquetas coletadas de sangue periférico de 50
doadores de sangue com RT-PCR negativa para o virus. Estas plaquetas
foram infectadas com VHC in vitro e incubadas a 37°C por 8-48 horas. RNA
extraido foi utilizado para detectar a presenca do virus por RT-PCR e, avaliar
as diferencas quantitativas na carga viral de acordo com o perfil HPA por
gRT-PCR. Todas as plaquetas foram positivas para o RNA do VHC apés a
incubacdo com o virus, o que demonstra que o virus interage com as
plaquetas in vitro. Foi observado um desvio no equilibrio de Hardy-Weinberg
no sistema HPA-1. A frequéncia do alelo HPA-1b foi significativamente
inferior (p <0,05) em plaquetas com carga viral acima de 18,4 Ul/mL,
sugerindo que o alelo b pode estar relacionado com menores niveis de carga
viral.

Palavras Chave: VHC; HPA ; Plaqueta



ABSTRACT



Hepatitis C is a chronic disease caused by a virus, the HCV, which
usually infects hepatic cells by interaction with a cell surface receptor, a
tetraspanin (CD81). However, adhesion proteins already were associated with
the virus entry in hepatocytes and have been related with the entry of the
others virus in their host cell, too. The HCV RNA already found in platelet but
it doesn’t express CD81, although this protein is present in megakaryocytes.
Platelets express polymorphic antigenic determinants on their surface, named
HPA. Some HPA resides in transmembrane glycoprotein of integrin family.
Preview study demonstrated an association between HPA -5b and HCV
infection. The goal of this study was to determine the presence of HCV RNA
in platelets collected from peripheral blood from 50 blood donors with RT-PCR
negative for the virus. These platelets were infected in vitro with HCV and
incubated at 37°C for 8-48 hours. RNA was then extracted and used for RT-
PCR and gRT-PCR to detect the presence of the virus and evaluate
quantitative differences in viral load according with the HPA profile. All
platelets were positive for HCV RNA after incubation with the virus,
demonstrating that the virus interacts with the platelets in vitro. There was
deviation from Hardy—Weinberg equilibrium in the HPA-1 system. The allele
frequency of HPA-1b was found to be significantly lower (p<0.05) in platelet
with viral load upper 18.4 Ul/mL, suggesting that allele b could be related with
lower viral load levels.

Key words: HCV; HPA,; Platelets.
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INTRODUCAO



A Hepatite C é uma doenca hepatica crbénica provocada por um
virus de tropismo hepatico, denominado Virus da Hepatite C (VHC) ou, do
inglés, Hepatitis C Virus (HCV) (KOFF; DIENSTAG, 1995; LAUER; WALKER,
2001). A infecgéo pelo virus constitui um problema de saude mundial, devido
ao seu grande potencial de evolugdo para cirrose e hepatocarcinoma
(STRAUSS, 2001; SZABO et al., 2003). No Brasil, o Ministério da Saude
estima que ha trés milhdes de pessoas infectadas, das quais 140 mil estdo na
capital paulista (BRASIL, 2009).

O VHC é um virus RNA da familia Flaviviridae, com genoma em
fita simples de polaridade positiva, com 9,7 kilobases, flanqueado por duas
regides nao traduzidas (3’ e 5° UTR — untranslated region), as quais incluem
elementos necessarios a replicagdo e tradugéo (LINDENBACH; RICE, 2005).
Estas regides ndo traduzidas delimitam uma unica regido aberta de leitura
(open reading frame - ORF), a qual codifica uma unica poliproteina de 3.011
residuos de aminoacidos, que é processada originando as proteinas
estruturais do core, do envelope (E1 e E2) e as proteinas ndo estruturais
(NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B), envolvidas na replicagéo viral
(ROSEN; GRETCH, 1999; PENIN et al., 2004). A estrutura viral esta

representada na figura 1 e 0 genoma na figura 2.
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Figura 1: Representagdo esquematica do VHC, evidenciando o RNA viral, core e, as proteinas do
envelope (E1 e E2) (Adaptado de Duke University Medical Center, 2010).
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Figura 2: Esquema representativo do genoma do VHC, evidenciando os genes codificadores das

proteinas estruturais e ndo estruturais e suas fun¢des (Adaptado de LAUER; WALKER, 2001).

A heterogeneidade do genoma viral permite que o VHC seja
filogeneticamente classificado em seis gendtipos, numerados de 1 a 6, os
quais divergem em aproximadamente 25 a 35% nas seqUéncias de
nucleotideos e, um grande numero de subgrupos denominados subtipos,
designados por letras do alfabetos (a, b, c), divergindo entre si de 15 a 20%
de suas sequéncias de nucleotideos, com importante diferenca conforme a
regiao genbmica (Figura 3) (SIMMONDS, 1998; ROBERTSON et al., 1998;
ROSEN E GRETCH, 1999). A variabilidade genética do VHC é, ainda, maior
quando se considera a populacdo de variantes que ocorrem em um mesmo
individuo infectado, as quasispecies (SIMMONDS et al., 1993; SIMMONDS et
al., 2005).

Figura 3: Arvore filogenética representando os genétipos (representados por algarismos arabicos) e
subtipos (representados por letras do alfabeto), de acordo com a seqiiéncia do genoma completo do
VHC (Adaptado de SIMMONDS et al., 2005).



Os gendtipos 1, 2 e 3 encontram-se distribuidos mundialmente
(SIMMONDS et al., 2005), o genétipo 4 & mais prevalente no norte da Africa e
no Oriente Médio, 0 5 é mais comum na Africa do Sul e o 6 na Asia (ZEIN,
2000). No Brasil, o gendtipo 1 € o mais frequentes seguido dos gendtipos 3 e
2 (MARTINS et al., 2006; AMORIN et al., 2004; CAMPIOTTO et al., 2005).

Clinicamente a infeccédo pelo VHC apresenta evolugdo variada,
com uma fase aguda, seguida por um longo periodo assintomatico
(COELHO, 2006). Em, aproximadamente 15 a 20 anos a infeccao pode
evoluir para cirrose hepatica em 20% dos casos (TONG et al., 1995;
CORRAQO et al., 1998). O hepatocarcinoma aparece em 1 a 3% dos casos

que evoluiram para cirrose ao ano (FATTOVICH et al., 1997).

Uma vez diagnosticada a infec¢do o clinico deve avaliar a
necessidade de indicacdo da terapia antiviral. O principal objetivo da
terapéutica na infeccdo pelo VHC é a obtengdo de resposta virologica
sustentada (RVS), ou seja, obtencéo de niveis indetectaveis de RNA do VHC
no plasma ou soro por seis meses apoés o final do tratamento (DHUMEAUX et
al., 2002; LINDSAY, 2002).

A Reagédo em Cadeia da Polimerase precedida de uma reagéo de
transcricdo reversa (RT-PCR) vém sendo a técnica mais utilizada para no
acompanhamento da eficacia da resposta ao tratamento, por apresentar
grande sensibilidade e especificidade (JUNGKIND, 2001).

A metodologia de RT-PCR para o VHC pode ser empregada para
deteccado qualitativa e quantitativa do virus. Metodologias qualitativas s&o
utilizadas para confirmar a presenca do RNA viral no plasma ap6s a infecgao,
antes de iniciar o tratamento e durante o acompanhamento da terapia
instituida (HONDINKA, 1999; BRANDAO, 2001). Os testes quantitativos
indicam o declinio do RNA viral no plasma ou soro do paciente infectado
durante a terapia antiviral (GARSON et al., 1990; ZAAIJER et al., 1993). As
metodologias moleculares tanto qualitativas quanto quantitativas apresentam
diferentes estratégias, no entanto, a eficacia destas deve ser equivalente
independente do gendtipo VHC presente na amostra (CONTE, 2000). Desta

forma, uma das regides do genoma viral suficientemente conservada para a



realizacdo de ensaios do tipo PCR é a 5UTR pois tais estruturas sao
utilizadas pelo virus como uma Internal Ribosomal Entry Site (IRES), ou seja,
uma regido de inicio de traducdo da informacgcdo genética em proteinas
(BUSTIN 2000, 2002). Entretanto, nos ultimos anos outra regido alvo foi
proposta, a regido denominada cauda X (X-tail) localizada na extremidade
3'UTR, a qual também é altamente conservada entre os gendtipos e subtipos
virais (DREXLER et al., 2009).

Atualmente o tratamento antiviral vem sendo realizado com
interferon a recombinante ou interferon peguilado, ambos em associagdo com
a ribavirina. Apesar da reconhecida superioridade do tratamento com
interferon peguilado (ZEIN et al., 1996; HNATYSZEYN, 2005), a instituicao do
esquema terapéutico se encontra na dependéncia do gendtipo viral.
Pacientes portadores de virus de gendtipo 2, 3 e 5 sao tratados com
interferon convencional e, o interferon peguilado é utilizado em pacientes com
virus de gendtipos 1 e 4, uma vez que estes genodtipos apresentam menor
resposta viroldgica sustentada (RVS) (ZEIN et al., 1996; FARCI; PURCELL,
2000; HNATYSZEYN, 2005).

Desta forma, a genotipagem viral deve ser realizada pré-
tratamento para a indicacdo do esquema terapéutico (SCOTT; GRETCH,
2007). Apesar das varias tecnologias disponiveis para a genotipagem viral, a
genotipagem por sequenciamento do genoma viral é considerada padrao
ouro. O sequenciamento de varias regides gendmicas pode ser utilizado para
a genotipagem viral, no entanto varios estudos vém utilizando o
sequenciamento de mais de uma regido para a caracterizagado do gendtipo e
subtipo viral (SANDRES-SAUNE et al., 2003).

No entanto, independente do gendtipo o VHC apresenta tropismo
pelo tecido hepatico. O ciclo de replicagao do virus tem inicio com a interagao
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). Apés
esta interagdo inicial, segue-se a fusdo do envelope viral e membrana da

célula hospedeira, liberando o RNA viral no interior da célula. O RNA viral



internalizado (fita positiva) funciona como molde para a sintese de uma fita de
RNA intermediaria (fita negativa), esta ultima (fita negativa) sera utilizada
para a sintese de varias outras fitas de RNA. As fitas positivas podem sofrer
traducdo ou constituir o genoma dos novos virus em formacgado. A sintese
protéica ocorre, inicialmente, pela sintese de uma unica poliproteina viral, a
qual é posteriormente clivada em proteinas estruturais e ndo estruturais. As
proteinas e moléculas de RNA sintetizadas s&do empacotadas e novos virus
sdo liberados por exocitose (BARTENSCHLAGER; LOHMANN, 2000; RICE;
LINDENBACH, 2005).

A entrada do virus nas células alvo constitui uma etapa
fundamental para que o genoma viral possa dirigir a sintese de proteinas
virais e assim, produzir novos virus. Este processo de entrada se encontra na
dependéncia de interagcbes entre componentes virais, principalmente
proteinas do envelope e fatores celulares de superficie do hospedeiro
(BURLONE; BUDKOWSKA, 2009).

Esclarecer o mecanismo de entrada do VHC nas células alvo é
dificil pois n&do existe modelo animal e sistema de cultura apropriados. Apesar
disso, varias moléculas de superficie celular sdo consideradas receptores ou
co-receptores essenciais para a entrada do VHC nas células. Depois dos
anos 90 foram identificadas as principais moléculas celulares envolvidas na
entrada do VHC: a tetraspanina CD81 (PILERI et al., 1998), o receptor
scavenger tipo B classe | (SR-Bl/Cla1) (SCARSELLI et al., 2002), a
claudulina-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 participagdo de proteinas de adeséao
celular na entrada do VHC. No entanto, o mecanismo exato de entrada do
virus nas células permanece, ainda, desconhecido (BURLONE;
BUDKOWSKA, 2009).

Quando se consideram os receptores e co-receptores virais como
determinantes de tropismo viral (MADDON et al., 1986), diferentes moléculas

expressas na superficie de varias células podem mediar a entrada dos virus



em suas células alvo. No entanto, vem sendo demonstrado que muitos virus
utilizam moléculas envolvidas na adesao celular como receptores ou co-
receptores de entrada, por exemplo, a molécula de adesao celular do tipo
1(ICAM) para rinovirus (GREVE et al., 1989; STAUNTON, 1989), integrinas
para echovirus (BERGELSON et al., 1992) e adenovirus (WICKHAM et al.,
1993).

Desta forma, as moléculas de adesao celular sao utilizadas por
alguns virus para sua entrada na célula alvo e varios tipos celulares
apresentam estas moléculas em sua superficie, entre elas as plaquetas
(HYNES, 1992).

Embora as células alvo do VHC sejam os hepatécitos, existem
relatos da presenca do virus em outras células humanas. Estudos mostraram
que os linfécitos T e B (PAVIO; LAI, 2003), monécitos, macréfagos (MULLER
et al., 1995), células dendriticas (NAVAS et al., 2002) e plaquetas ja foram
associados a presenga do RNA do VHC (HERNANDEZ et al., 1998).

As plaquetas sédo fragmentos citoplasmaticos anucleados
derivados de megacariocitos, células presentes na medula 6ssea e, liberadas
na circulagéo para garantir a integridade do sistema vascular (ITALIANO et
al., 2002; SJOBRING et al., 2002). A adesdo e agregacédo plaquetaria nos
locais de lesdo vascular sdo mediadas por glicoproteinas expressas na
membrana da plaqueta (KUNICKI et al., 1993; SANTOSO; KIEFEL, 1998),
que além de atuarem na fungéo hemostatica, sdo imunogénicas. (RUGGERI
1997, 2002).

Varios antigenos sao expressos em plaquetas, sendo que entre os
de maior relevancia clinica estdo os antigenos eritrocitarios, antigenos HLA
(Human Leucocyte Antigens) e antigenos plaquetarios humanos, HPA
(Human Platelet Antigens) (SCHOEDER et al., 1993).

Varios antigenos HPA foram descritos, sendo que os sistemas
designados HPA -1, HPA -2, HPA -3, HPA -4 e HPA -5 s&o os principais.
Estes antigenos séo formados por segmentos protéicos polimoérficos situados

no interior das glicoproteinas GPla-lla, GPllb-llla e GPIb-IX da membrana



plaguetaria. O polimorfismo, na maioria destes antigenos, € devido a

substituicdo de um unico aminoacido na proteina, em conseqiéncia da
substituicdo de um nucleotideo no DNA (Tabela 1) (METCALFE et al., 1995;
LUCAS; METCALFE, 2000). Estes sistemas sao dialélicos, apresentam
hereditariedade autossémica codominante (KIEFEL et al., 1989; NEWMAN et
al., 1989; LYMAN et al., 1990; KUIJPERS et al., 1992; WANG et al., 1992) e

nomenclatura seguindo a ordem cronoldgica de sua frequéncia, sendo o de

maior freqiiéncia designado “a” e o de menos freqiéncia “b” (METCALFE et

al., 2003). A figura 4 mostra os sistemas HPA -1 a -5 nas glicoproteinas

plaquetarias na qual residem.

Tabela 1: Sistemas HPA -1, -2, -3, -4 e -5 evidenciando o polimorfismo no DNA e, a substituicdo do
aminoacido conseqliente a presencga do alelo a ou b. (Adaptado de TORALLES-PEREIRA, 2001).

Sistema Antigenos Plaquetarios Glicoproteina Base original/mutada aa original/mutado
HPA -1a

HPA -1 GPllla T'%Cc™* Leucina®/ Prolina®
HPA -1b
HPA -2a

HPA -2 GPIb c T Treonina'**/Metionina'*®
HPA -2b
HPA -3a

HPA -3 GPlIb T%/G*% Isoleucina®*/Serina®®
HPA -3b
HPA -4a

HPA -4 GPllla G A Arginina'**/Glutamina'*®
HPA -4b
HPA -5a

HPA -5 GPla G'*?A"® Ac. Glutamico®®/Lisina®*®
HPA -5b

aa: aminoacido; HPA: antigeno plaquetario humano; nimero em vermelho: posi¢do do nucleotideo na seqiiéncia

génica; numero em azul: posi¢do do aminoacido na cadeia polipeptidica.
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Figura 4: Esquema ilustrativo da distribuicdo dos Antigenos Plaquetarios Humanos (HPA) nos
complexos glicoprotéicos GPla-lla, GPlllb-llla e GPIb-IX da superficie da membrana plaquetaria.
(TORALLES-PEREIRA, 2001).

Dessa forma, as plaquetas podem estar associadas a infeccao
pelo VHC. Os portadores de hepatite C cronica apresentam freqientemente
trombocitopenia (PECK, 2000) e, o RNA do VHC ja foi encontrado em
plaguetas (HAMAIA, LI et al., 2001; ALMEIDA et al., 2004). No entanto, ainda

nao € conhecido o mecanismo pelo qual o virus interage com as plaquetas.

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) nao é expressa em plaquetas (HAMAIA, LI et al.,, 2001), devendo,
existir, outra proteina na superficie das plaquetas que participe da interacao
do virus com as plaquetas. Possiveis candidatos poderiam ser os antigenos
HPA -1, -3 e -5, que residem em proteinas da familia das integrinas, uma vez
que o CD81 é encontrado complexado a este tipo de molécula protéica, e
ainda outros virus utilizam este tipo de proteina como receptores de entrada.
Além disso, um estudo recente demonstrou uma associagao entre o0 aumento
da freqUéncia alélica do HPA-5b em portadores de VHC quando comparados
ao grupo controle, sugerindo uma possivel associacédo entre a presenca
deste alelo e a doenga (VERDICHIO-MORAES et al., 2009).

Neste contexto, uma mudancga na estrutura tridimensional destas
glicoproteinas plaquetarias, provocada por um polimorfismo nos sistemas

HPA, poderia facilitar ou dificultar a interacdo do VHC com plaquetas.



A proposta deste estudo foi avaliar in vitro, a presenga do RNA do
VHC em plaquetas provenientes de doadores com diferentes perfis HPAs,

expostas ao virus.



OBJETIVOS



v Determinar, experimentalmente, a presengca do RNA do VHC associado as

plaquetas, apds exposicao in vitro;

v Avaliar a variagdo quantitativa do VHC apés incubagdo com plaquetas com

diferentes perfis HPAs.



MATERIAL E METODOS



Material Utilizado

Foram utilizadas neste estudo, amostras de sangue total
provenientes de 50 doadores voluntarios, os quais foram convidados a
participar do estudo. Somente foram incluidas amostras de doadores que

forneceram seu consentimento livre e esclarecido por escrito.

Foram, também utilizadas, amostras de soro proveniente de
pacientes com RT-PCR positivas para o VHC, armazenadas no repositorio de
amostras do Laboratério de Biologia Molecular do Hemocentro de Botucatu,

Unesp.

Metodologia e Experimentos

1- Padronizagcao do experimento

a) Padronizagado do tempo de incubacéo de plaquetas RT-PCR negativas

para o VHC com soro positivo para o RNA viral

Em wuma primeira fase do estudo, para a determinacao
experimental da presenca do RNA do VHC associado as plaquetas, foram
utilizados 40mL de concentrado de plaquetas obtidas a partir de 500mL de
sangue de doador de sangue voluntario do Hemocentro de Botucatu, apos
processamento, segundo o Procedimento Operacional Padrao (POP), no

Laboratério de Componentes Labeis do Hemocentro de Botucatu.

O concentrado de plaquetas foi mantido sob homogeneizacao
horizontal em agitador de plaquetas Horizon Series Platelet Agitator (Helmer,
USA) até o momento de sua utilizagdo. Este concentrado foi encaminhado ao
laborat6rio de Biologia Molecular do Hemocentro de Botucatu, onde foi

fracionado em varias aliquotas de 1 mL.



A cada aliquota foi, entdo, adicionado 1 mL de um pool de soro
com RNA do VHC de gendtipo 1 detectavel por RT-PCR. As aliquotas foram,
entdo, incubadas a 37°C, sob agitacdo horizontal em Incubator Shaker (New
Brunswich Scientific, USA) a uma velocidade de 30xg por diferentes
intervalos de tempo 8, 16, 32, 40, 48 horas. Decorrido o tempo de incubacao,
todas as aliquotas foram submetidas ao processo de lavagem de plaquetas
para a retirada de todo o soro. Esta lavagem foi realizada com 10 mL de
solucédo fisiolégica seguida de centrifugacdo a 1500xg por 5 minutos,
segundo procedimento operacional padrao do Laboratério de Componentes
Labeis do Hemocentro de Botucatu. Este procedimento de lavagem foi

realizado cinco vezes para cada aliquota.

Paralelamente foram realizados dois controles negativos: o
primeiro controle negativo foi uma aliquota do concentrado de plaquetas, a
qual foi submetida ao mesmo procedimento descrito anteriormente, no
entanto com adigcdo do soro negativo para o VHC; o segundo controle
negativo foi um tubo vazio (sem plaquetas ou soro), no qual teria sido
anteriormente adicionado soro positivo para o VHC, submetido aos mesmos
procedimentos descritos acima. O primeiro controle negativo garante a
negatividade do material experimental; o segundo controle negativo garante
que nenhum RNA presente no soro fique adsorvido na parede do tubo

utilizado.

Ao término da lavagem, o pellet de plaquetas foi transferido para
um microtubo do tipo eppendorf de 1,5mL e armazenado a -80°C até o

processamento.

b) Incubagdo de plaquetas provenientes de doadores sadios com soro de

pacientes VHC positivos

Em uma segunda fase do estudo, para avaliagdo qualitativa da
presenca do VHC em plaquetas foram utilizadas 50 amostras de 5SmL de
sangue de doadores voluntarios, coletados em tubo do tipo vacutainer® com o

anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA).



De cada amostra de sangue total, foi separada uma aliquota de
500uL de sangue total, a qual foi utilizada para genotipagem plaquetaria.
Apbs a obtencdo desta aliquota o tubo foi centrifugado por 3 minutos a
1312xg para separagdo de uma aliquota de plasma, que foi utilizada para
comprovar a auséncia do VHC no doador por RT-PCR. Estas duas aliquotas
(sangue total e plasma) foram armazenadas em freezer -80°C para posterior

processamento.

Em seguida, as amostras foram processadas para a obtencéo das
plaquetas segundo protocolo padronizado no Laboratério de Componentes
Labeis do Hemocentro de Botucatu. Apdés a separacdo do plasma foi
realizada uma centrifugacdo a 1600xg por 5 minutos; o sobrenadante foi
desprezado e o pellet de plaquetas obtido foi lavado cinco vezes com 1 mL
de salina fisiologica. Durante este procedimento experimental aliquotas
retiradas do pellet de plaquetas foram utilizadas para a confeccdo de um
esfregaco em lamina, o qual foi corado com Leishmann para comprovagao da

presenca, exclusiva, de plaquetas.

Todos os pellets de plaquetas foram ressuspensos em 1 mL de
soro com 100.000 cépias de RNA/mL do VHC de gendtipo 1, proveniente do
repositorio de amostras do Laboratorio de Biologia Molecular, do Hemocentro
de Botucatu e, incubados a 37°C no Incubator Shaker (New Brunswich

Scientific, USA) por 48h sob homogeneizag&o horizontal a 30xg.

Durante todo o procedimento foram realizados dois tipos de

controles negativos conforme descrito no item a.

Apo6s a etapa de incubagéo, os pellets foram submetidos a nova
lavagem com salina fisiolégica, segundo procedimento anteriormente

descrito. O pellet foi, entdo, armazenado a -80°C até processamento.

c) Extracdo de RNA do pellet de plaquetas



A extragcdo de RNA a partir do pellet de plaquetas foi realizada
utilizando uma etapa inicial de lise com Buffer RLT (QIAGEN, Valencia, CA,
USA), seguida do isolamento do RNA utilizando o QlAamp Viral RNA Mini Kit
(QIAGEN, Valencia, CA, USA). Todo o procedimento foi realizado segundo as

especificacdes do fabricante.

Também foi utilizado o QIAamp RNA Blood Mini Kit (QIAGEN,
Valencia, CA, USA), segundo as especificacdes do fabricante, durante a

etapa de padronizagao do experimento.

d) Reagdo em Cadeia da Polimerase precedida de Transcricdo Reversa (RT-
PCR)

A RT-PCR foi realizada no plasma separado da aliquota de sangue
dos doadores voluntarios com a finalidade de comprovar a auséncia do virus.
Esta reacdo, também, foi utilizada para detectar a presenca do RNA viral

apos incubacéao das plaquetas do doador com o soro positivo para o VHC.

A reacédo de transcricdo reversa foi realizada utilizando o High-
Capacity cDNA Archive kit (Applied Biosytems), segundo as especificacoes

do fabricante.

A reacéo de amplificacéo utilizada foi a Nested-PCR para a regiéao
5'UTR do genoma viral, utilizando uma mistura de reacéo contendo 1X Buffer
(LGC Biotecnologia), 1,5 mM de MgCl, (LGC Biotecnologia), 0,4mM de dNTP
(Applied Biosystems), 0,2uM de cada primer, 2,5U de Easy Taq DNA
polimerase (LGC Biotecnologia — 5U/uL) num volume total de reacdo de
50uL. Na primeira reacéo utilizou-se 100ng de cDNA e na segunda reacgéo
(Nested-PCR) 5uL do produto amplificado na primeira PCR. As condi¢bes de
ciclagem foram 94°C por 1 minuto, 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 1
minuto e 72°C por 1minuto, com uma etapa final de extensédo de 72°C por 7
minutos. A tabela 2 mostra as seqUéncias dos primers utilizados bem como a
fase de amplificacdo em que cada primer foi utilizado (Primeira PCR ou
Nested-PCR).



Em todas as reagbes de RT-PCR foram realizados controles
negativos (mistura de reacao com agua no lugar de RNA) para controle da

reagéo de amplificagao.

Tabela 2: Seqliéncia de primers utilizados para amplificagéo da regido 5’UTR do genoma do

VHC.
Primer Seqiiéncia (5" 2> 3) Reacgédo Posigao* Referéncia
PTC1 CGT TAG TAT GAG TGT CGT GC 1°PCR 81-100 Garson et al., 1990
NCR2 ATA CTC GAG GTG CAC GGT CTACGA GAC CT 1°PCR 323-351 Garson et al., 1990
PTC3 AGT GTC GTG CAG CCT CCA GG Nested-PCR 99-118 Garson et al., 1990
NCR4 CAC TCT CGA GCA CCC TAT CAG GCA GT Nested-PCR 288-313 Garson et al., 1990

Y=TouC;K=TouG;R=Ao0uG;V=A,GouC;N=A,T,CouG

* Posig¢éo de acordo com a seqiiéncia VHC-1 (n° de acesso no GenBank: M62321)

e) Revelagéo do produto amplificado por eletroforese em gel de agarose

A revelagao do produto amplificado foi realizada em gel de agarose
2% com 0,25ng/uL de brometo de etidio. A corrida eletroforética foi realizada
a 100V, 4mA por 20 minutos em tamp&o TBE (Tris-Borato 45mM/EDTA
1mM). A visualizacdo foi realizada sob luz ultra-violeta (UV) e, foram
consideradas RT-PCR positivas amostras que exibiam uma banda de 214
pares de base (pb) utilizando como marcador de peso molecular o Ladder
100pb (LGC Biotecnologia).

2- Genotipagem Plaquetaria

A genotipagem dos sistemas HPA-1 e -3 foi realizada por PCR-
SSP (Polymerase Chain Reaction — Sequence Specific Primers) e do sistema
HPA-5 pela técnica PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction — Restriction
Fragment Length Polymorphism) a partir do DNA genémico.



a) Extracado do DNA gendmico

A genotipagem plaquetaria foi realizada a partir de DNA extraido

da aliquota de sangue total obtida dos 50 doadores voluntarios.

A lise dos glébulos vermelhos foi realizada utilizando Buffer EL
(QIAGEN, Valencia, CA, USA), segundo especificacbes do fabricante. Ao

final desta etapa foi obtido um pellet de glébulos brancos.

O DNA genbmico foi extraido dos glébulos brancos conforme

protocolo in house descrito a seguir:

Ao pellet foi adicionado 0,8mL de TKM-2 (10 mM Tris HCI pH 7,6;
10 mM KCI; 10 mM MgCly; 0,4 M NaCl; 2 mM EDTA) e 50uL de dodecil
sulfato de sédio (SDS) a 10%. Homogeneizou-se bem com auxilio da pipeta
de transferéncia. Incubou-se por uma hora a 56°C. A seguir foi adicionado
360uL de Cloreto de Sodio 5M, homogeneizando bem. Centrifugou-se em
rotacdo maxima por 5 minutos e o sobrenadante foi recolhido. O DNA foi
precipitado com dois volumes de etanol absoluto (Merck S.A) gelado.
Homogeneizou-se por inversdo varias vezes até que o DNA precipitasse.
Retirou-se o DNA com auxilio de alga estéril, o qual foi transferido para um
microtubo do tipo eppendorf de 1,5mL. Adicionou-se 1 mL de etanol 70%
(Merck S.A). Centrifugou-se em rotagdo maxima a 4°C por cinco minutos e
desprezou-se o0 sobrenadante com auxilio de pipeta de transferéncia. O pellet
foi seco a temperatura ambiente ou, se necessario, em termobloco a 56°C e,
eluido em aproximadamente 100uL de agua ultrapura para biologia

molecular.

b) Amplificacao dos HPA-1 e -3 por PCR-SSP

A reagdo de PCR-SSP foi realizada com 1X Buffer (Invitrogen, Life
Technologies), 0,2mM de dNTP (Applied Biosystems) 2,0mM de MgCl,
(Invitrogen, Life Technologies), 0,5uM de cada primer do controle interno
(CRP) (Tabela 3), 0,5uM de cada primer para amplificagdo de um antigeno



especifico (Tabela 3), 50ng de DNA gendmico, 0,1U de PLATINUM Taq DNA
Polimerase (Invitrogen, Life Technologies) em uma reagdo de 20uL. As
condi¢cdes de ciclagem foram 95°C por 10 minutos, 10 ciclos de 95°C por 15
segundos, 69°C por 30 segundos e 72°C por 15 segundos, 25 ciclos de 95°C
por 15 segundos, 63°C por 30 segundos e 72°C por 15 segundos, com uma
etapa final de extenséo de 72°C por 10 minutos. Os produtos da PCR foram
visualizados em eletroforese em gel de agarose 2%, conforme procedimento
ja descrito no item 1e. Para a validagdo do ensaio utilizou-se o controle
interno, somente foram analisadas amostras que apresentaram uma banda
de 440pb referente ao controle interno da reacao. Na auséncia desta banda a
reacdo foi repetida. A amplificacdo foi confirmada pela presenca de uma
banda de 196pb para o HPA -1 e 290pb para o HPA -3.

c) Amplificagdo dos HPA-5 por PCR-RFLP

A reacao de PCR-RFLP foi realizada com 1X Buffer (Invitrogen,
Life Technologies), 0,16mM de dNTP (Applied Biosystems), 1,5mM de MgCl,
(Invitrogen, Life Technologies), 0,28uM de cada primer (Tabela 3), 62ng de
DNA e 1,5U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen, Life Technologies) em um
volume total de 50uL. As condi¢des de ciclagem foram 94°C por 5 minutos,
35 ciclos de 94°C por 55 segundos, 51°C por 55 segundos e 72°C por 90
segundos, com uma etapa final de extensdo de 72°C por 10 minutos. Os
produtos da PCR foram visualizados em eletroforese em gel de agarose 2%,
conforme procedimento ja descrito no item 1e. A amplificagcéo foi confirmada
pela presengca de uma banda de 274pb. Os produtos amplificados (20uL)
foram submetidos a restrigao utilizando 1U da enzima Mnll (Biolab®) a 37°C

overnight.

Tabela 3: SeqlUiéncia de primers utilizados para genotipagem plaquetéria dos sistemas HPA-1,
-3eb.

Sistema Especificidade Nome Seqiiéncia (5" — 3)




1a HPA-1a-I ACT TACAGG CCCTGCCTCT

HPA-1" 1b HPA-1b-I ACT TAC AGG CCC TGC CTC C
Comum a -1 HPA-1-Il common GTG CAATCCTCTGGG GACT
3a HPA-3a-Il GGG GGA GGG GCT GGG GA
HPA-3" 3b HPA-3b-II GGG GGA GGG GCT GGG GC
Comum a -3 HPA-3- common GGC CCT GGG ACT GTG AAT G
GPla-Fow GTG ACC TAA AGA AAG AGG
HPA-5% GPla
GPla-Rev CTC TCA TGG AAA ATG GCA G
Controle” CRP CRP-| CCA GCC TCT CTC ATG CTT TTG GCC AGA CAG
Positivo CRP CRP-I| GGG TCG AGG ACA GTT CCG TGT AGA AGT GGA

(1)Primers descritos por KLUTER et al., 1996; (2) primers descritos por KALB et al., 1994

d) Visualizagdo do produto da PCR-RFLP em gel de poliacrilamida 6,5%

A revelacédo da PCR-RFLP foi realizada em gel de poliacrilamida
6,5%. A corrida eletroforética foi realizada a 110V por 40 minutos em tampao
TBE (Tris-Borato 45mM/EDTA 1mM). Para visualizagcdo os géis foram
corados por nitrato de prata conforme descrito por Sanguinetti e
colaboradores (1994).

O resultado foi interpretado de acordo com o padrao de bandas
obtido no gel, a presenca de duas bandas de 97 e 136pb caracterizavam o
gendtipo HPA -5a/5a, duas bandas de 97 e 169pb demonstravam o gendtipo
HPA -5b/5b e, trés bandas de 97, 136 e 169 caracterizavam o heterozigoto
HPA -5a/5b. Para esta analise foi utilizado o marcador de peso molecular
Ladder 100pb (LGC Biotecnologia).

3-Reacdao em Cadeia da Polimerase precedida de Transcricao Reversa
em Tempo Real (QRT-PCR)

Para as analises em tempo real a extracdo de RNA foi realizada
utilizando uma etapa inicial de lise com Buffer RLT (QIAGEN, Valencia, CA,
USA), seguida do isolamento do RNA utilizando o QlAamp Viral RNA Mini Kit
(QIAGEN, Valencia, CA, USA). Todo o procedimento foi realizado segundo as
especificagdes do fabricante. Simultaneamente foi realizada a extragdo de um

virus calibrador (virus sintético produzido in house), utilizado como controle



interno. O virus calibrador utilizado seguiu a estratégia desenvolvida por

Drosten e colaboradores (2006).

O RNA extraido foi utilizado para as analises por PCR em Tempo
Real. A transcri¢cdo reversa e amplificacdo para o RT-PCR em Tempo Real
foram realizadas com o kit One Step RT-PCR (Promega Corporation,
Madison, WI, USA), utilizando os primers F5 (GTGGCTCCATCCTAGT) e R2
(TGCGGCTCACACCTTT) para a regiao 3UTR do VHC segundo
especificagcdes do fabricante. A reacao esta baseada na tecnologia Tagman®.
Os primers e sonda foram dirigidos contra a regidao 3’'UTR do VHC
(DREXLER et al., 2009). A detecgéo foi realizada em um sistema de dupla
hibridizagéo utilizando uma sonda com o repoérter fluorescente 6-carboxi- 4 ,7,
2', T'-tetracloro-fluoresceina (VIC), que hibridiza especificamente no VHC
presente nas plaquetas e, uma sonda com o repérter fluorescente 6-
carboxifluoresceina (FAM), o qual anela especificamente no virus calibrador.
A reacéo foi realizada no equipamento ABI 7500 (Applied Biosystems) sob as
seguintes condi¢des de ciclagem 48°C por 30 minutos, 95°C por 15 minutos e

50 ciclos de 94°C por 10 segundos, 58°C por 33 segundos.

O RNA do VHC foi quantificado utilizando uma curva padrao obtida
com a utilizacdo de trés padrées (30.000, 300.000, 3.000.000), os quais
foram amplificados, em pogos separados, com os mesmos primers e sondas
utilizadas para o virus selvagem (DROSTEN et al., 2006). Em todas as
reagcdes os controles foram processados em triplicata. A quantificacao
absoluta do RNA do VHC foi realizada mediante leitura das fluorescéncias
emitidas no equipamento ABI 7500 (Applied Biosystems), segundo
especificagdes do fabricante e, comparacado das mesmas com a curva padrao

gerada no equipamento.

4- Analise dos Resultados obtidos

Para a analise qualitativa da presengca do RNA do VHC em
plaguetas RT-PCR negativas para o virus apds incubagdao com soro positivo

foi utilizada uma analise descritiva dos resultados encontrados.



O equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizado para avaliar a

distribuicdo de frequiéncias alélicas dos sistemas HPA-1, -3 e -5.

O teste de qui-quadrado (x?) foi utilizado para investigar possiveis
associagdes entre o nivel de carga viral obtido e (a) o perfil HPA completo
dos individuos, (b) as freqliéncias genotipicas dos sistemas independentes,
(c) as frequéncias alélicas dos sistemas independentes. Este teste estatistico
foi realizado utilizando o GraphPad Instat Program®, considerando 0,05 o

nivel de significancia em todas as analises.



RESULTADOS E DISCUSSAO

1- Padronizagao do Experimento

a)Determinacédo do tempo necessario para a interagdo das plaquetas com o
virus

A primeira etapa do estudo consistiu na padronizagdo do
experimento. Por ocasido do delineamento do estudo, nenhuma evidéncia
sobre o tempo necessario para que o VHC interagisse com as plaquetas
havia sido reportada na literatura. No entanto, ja havia sido demonstrada a
presenca do RNA do VHC em plaquetas em pacientes infectados
(HERNANDEZ et al., 1998).

Desta forma, para padronizacao do experimento varios tempos de

incubacéao das plaquetas provenientes dos doadores sadios (8, 16, 32, 40, 48



horas) com um pool de soros VHC positivos foram testados. Nesta fase do
estudo foi utilizado o concentrado de plaquetas e, para cada tempo, foram
realizadas trés repeticdes. Apds a incubagao das plaquetas com o pool, todas
as amostras foram positivas para o RNA viral por RT-PCR independente do
tempo de incubacao. Os controles negativos utilizados no experimento foram
RT-PCR negativos o que validou o ensaio, evidenciando auséncia de
contaminagao das amostras e auséncia de adsor¢do do RNA viral ao tubo
utilizado no experimento. A Figura 5 ilustra um dos géis apds revelacao da

RT-PCR realizada nesta fase.

Figura 5: Gel de agarose 2,0% evidenciando (a) marcador de peso molecular Ladder 100pb (LGB
Biotecnologia); resultados da RT-PCR depois da incubagédo com o virus por (b) 8h, (c) 16h, (d) 32h, (e)
40h, (f) 48h; (g) controle negativo da reagdo de RT-PCR; (h) controle negativo das plaquetas
(incubadas com soro negativo); (i) controle negativo do tubo utilizado no experimento (tubo vazio
incubado com soro positivo para o VHC).

b)Metodologia para Extracédo de RNA

Para determinar a metodologia mais eficiente para extragdo de
RNA das plaquetas apds a incubagdo com o virus, as amostras incubadas
por 16 horas foram testadas repetidamente utilizando trés metodologias de
extragcdo: QlAamp RNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA),
QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) e, QlAamp Viral
RNA Mini Kit precedido de uma etapa de lise com o tampéo RLT (QIAGEN,
Valencia, CA, USA). Nesta fase, observou-se que as amostras extraidas com
o QIAamp RNA Blood Mini Kit e o QIAamp Viral RNA Mini Kit eram RT-PCR
negativas para o virus. No entanto, as mesmas amostras quando extraidas
com QlAamp Viral RNA Mini Kit precedido de uma etapa de lise com o

tampao RLT apresentaram-se RT-PCR positivas para o virus, evidenciando



maior sensibilidade deste método de extragéo para o experimento proposto.
A partir deste resultado, todas as demais extragdes de RNA de plaquetas
foram realizadas com o QlAamp Viral RNA Mini Kit precedido de uma etapa

de lise com o tampéo RLT.

O QlAamp RNA Blood Mini Kit € um protocolo utilizado para
extracdo de RNA de amostras de sangue e fluidos contendo células. Apds
uma etapa inicial de lise de eritrécitos, os leucécitos sao coletados por
centrifugacgéo e lisados, utilizando um tampéo de lise (RLT), o qual também
inativa RNAses. No passo seguinte, ocorre a extracdo do RNA pela adsorgéo
em uma coluna contendo uma membrana de silica-gel, a qual permite etapas
de lavagens e, posterior eluicdo do RNA em solugédo de baixa molaridade. Ja
o QlAamp Viral RNA Mini Kit consiste em um protocolo especifico para
extracdo de RNA de plasma, soro e fluidos isentos de células. Inicialmente
utiliza-se um tampao (AVL) que inativa as RNAses e um carreador de RNA.
Em seguida a extracdo de RNA se processa por sua adsor¢cdo em uma
coluna de silica-gel e, apds sucessivas lavagens ocorre a eluicdo do RNA. O
uso do carreador permite um maior rendimento, uma vez que geralmente
fluidos isentos de células podem possuir menor quantidade de RNA quando

comparados ao conteudo celular (QIAGEN, 1999).

A extracdo de RNA das plaquetas diretamente com o QlAamp Viral
RNA Mini Kit pode ter sido ineficaz devido a auséncia de um tratamento para
lise da membrana da plaqueta, o que ocorreu quando se utilizou o QlAamp
RNA Blood Mini Kit. No entanto, quando se utilizou um tampao de lise (RLT)
a extracdo do RNA utilizando o QlAamp Viral RNA Mini Kit foi mais eficiente
provavelmente pela existéncia de um carreador de RNA que elevou o

rendimento da extracdo, considerando a quantidade de RNA presente.

2-RT-PCR para detecgdao do RNA do VHC nos doadores

Amostras de plasma dos 50 doadores cujas plaquetas foram
incluidas neste estudo foram submetidas a RT-PCR para detecgdo do RNA

do VHC. Todas as 50 amostras apresentaram RT-PCR negativa para o RNA



do virus evidenciada pela auséncia de amplificagdo da regiao 5’UTR. Em
todas as reacdes foram realizados controles negativo e positivo. A Figura 6

ilustra uma das reacdes de RT-PCR realizadas.

Apesar da ampla variabilidade genética do genoma do VHC
(ROSEN; GRETCH, 1999), as regides que flanqueiam o genoma, nao
codificadoras 5UTR e 3'UTR s&o altamente conservadas (PENIN et al.,
2004) tornando-as imprescindiveis para que ocorra a replicacao viral
(BUSTIN 2000, 2002; DREXLER et al., 2009). Desta forma, para a detecg¢ao
da presenca do RNA viral é estratégica a utilizagdo de uma destas regides
como alvo (OKAMOTO et al., 1990).

Figura 6: Gel de agarose 2,0% evidenciando (a) marcador de peso molecular Ladder 100pb (LGB
Biotecnologia); (b), (c), (d), (e), (f), (g) e (h) resultados da RT-PCR de 07 doadores de plaquetas
confirmando a negatividade para o VHC antes da incubagdo com o virus; (i) controle negativo da reagao

de RT-PCR,; (j) controle positivo da reagéo.

3-Analise Qualitativa da presenca do RNA do VHC em plaquetas
incubadas com o virus

Todas as amostras de plaquetas provenientes dos 50 doadores
voluntarios foram RT-PCR positivas para o0 RNA do VHC apés a incubagéo
com o virus, sugerindo que o virus possa apresentar algum tipo de interagéo
com as plaquetas in vitro. Os controles do experimento (controles negativos)
e da RT-PCR validam os resultados obtidos. A Figura 7 ilustra um dos

resultados da RT-PCR obtidos apds incubagéao.
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Figura 7: Gel de agarose 2,0% evidenciando (a) marcador de peso molecular Ladder 100pb (LGB
Biotecnologia); (b), (c), (d), (e), (f), (g), (h), (i), (j), (k), (I), (m), (n), (0), (p) e (q) resultados da RT-PCR
das plaquetas ap6s incubagdo com o virus; (r) controle negativo da reacdo de RT-PCR; (s) controle
negativo das plaquetas (incubadas com soro negativo); (t) controle negativo do tubo utilizado no

experimento (tubo vazio incubado com soro positivo para o VHC).

Durante o experimento foram confeccionadas laminas do material
apo6s os procedimentos de lavagem das plaquetas, as quais foram coradas
com Leishman. A figura 8 ilustra a observacao exclusiva de plaquetas no
material do estudo, evidenciando que o unico material oferecido para o virus

durante a incubagao foi plaqueta.

(a) (b)

(c)



Figura 8: Fotos de uma das laminas coradas com Leishman, confeccionada durante o experimento,
evidenciando a presenca exclusiva de plaquetas, (a) objetiva de 40X, (b) objetiva de 50X, (c) objetiva de
100X.

Embora ja esteja bem documentado que a célula alvo do VHC é o
hepatocito, RNA viral ja foi encontrado em plaquetas (HERNANDEZ et al.,
1998). A entrada do virus no hepatoécito € mediada por receptores expressos
na célula (BURLONE; BUDKOWSKA, 2009), e varias moléculas vém sendo
associadas a este processo (PILERI et al., 1998; AGNELLO et al., 1999;
SCARSELLI et al.,, 2002; CORMIER et al.,, 2004; EVANS et al., 2007;
BURLONE; BUDKOWSKA, 2009).

O primeiro receptor associado a entrada do virus em hepatocitos
foi o CD81, proteina expressa na superficie celular de algumas células a qual
fisiologicamente, esta envolvida em varios processos celulares como
diferenciacdo, ades&o, maturagéo celular e gametogénese. No entanto,
apesar desta proteina ser expressa na superficie de varias células, inclusive
hepatécitos (PILERI et al.,1998; SHOHAM,et al., 2006) e megacariécitos (MA
et al., 2001), ndo esta presente em macréfagos, granulocitos e plaquetas
(ROIT, BROSTOFF et al., 2000).

O CD81 possui quatro dominios transmembranicos formados por
trés algas extracelulares e um dominio terminal intracelular. (HEMLER, 2003;
LEVY; SHOHAM, 2005). Esta proteina de superficie celular foi associada com
a entrada no VHC nos hepatécitos, pela ligacdo de uma das algas
transmembréanicas do CD81 com a glicoproteina do envelope viral E2 (PILERI
et al.,1998). No entanto, acredita-se que somente o CD81 ndo poderia
promover a entrada do virus nas células e, assim outros co-receptores podem
ser necessarios para a internalizagdo do virus. Entre as moléculas ja

propostas para desempenhar esta fungcao estao os receptores de lipoproteina



de baixa densidade (LDL) (AGNELLO et al.,1999) e o SR-Bl (receptor
scavenger tipo B classe |) (SCARSELLI et al.,2002).

No entanto, outros autores mostram que a funcdo do CD81 seria
de co-receptor para a internalizagdo viral e nédo receptor primario. (VON
HAHN et al., 2006), devendo existir outras moléculas, também, envolvidas na
entrada do VHC nas células (DUBUISSON et al., 2008).

O receptor scavenger tipo B classe | (SR-Bl) € uma proteina
expressa em varias células de mamiferos, principalmente no figado e tecidos
esteroidogénicos. Apresenta dois dominios citoplasmaticos, dois dominios
transmembréanicos e uma grande alga extracelular com nove sitios potenciais
de glicosilagdo. (ACTON et al., 1994; RHAINDS; BRISSETTE, 2004). Sua
funcado esta relacionada com a ligagdo a uma proteina de superficie celular,
responsavel pela captacao seletiva de éster de colesterol transportada pelas
lipoproteinas de alta densidade (HDL) (RIGOTTI et al., 1997; KOZARSKY et
al., 1997). E um receptor usado em diversas classes de lipoproteinas, como:
de alta densidade (HDL), baixa densidade (LDL) e densidade muito baixa de
lipoproteinas (VLDL), bem como para as lipoproteinas modificadas
quimicamente, como as acetiladas e oxidadas. (REHERMANN;
NASCIMBENI, 2005)

A associagéo do VHC com lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
ou de muito baixa densidade (VLDL) parece favorecer a entrada deste virus
pela SR-BI. (WUNSCHMANN et al., 2000; BARTOSCH et al., 2003).

Em 2007 Evans e colaboradores associaram uma proteina de
adeséo celular, membro da familia das claudulinas com a entrada do VHC, a
claudulina 1 (CLDN 1). Esta proteina é expressa em todos os tecidos
epiteliais, principalmente no figado (FURUSE et al., 1998). A molécula é
composta de 211 aminoacidos, apresentando duas algas extracelulares,
quatro segmentos transmembréanicos e trés dominios intracelulares (VAN
ITALLIE; ANDERSON, 2006). Na primeira alga protéica extracelular existe um
dominio altamente conservado, o qual parece estar envolvido na entrada de
VHC (EVANS et al., 2007).



Dois outros membros desta familia protéica, CLDN6 e
CLDN9 podem, também, estar envolvidos no processo de entrada do VHC
(ZHENG et al., 2007; MEERTENS et al., 2006). Estas claudulinas sao
expressas no figado e nas células mononucleares do sangue periférico
(ZHENG et al., 2007).

Da maneira semelhante as claudulinas, outra proteina envolvida na
adesao celular, a ocludina vem sendo associada a entrada do VHC nas
células (LIU et al., 2009).

A ocludina € uma proteina integral de membrana de 60kDa, com
150 aminoacidos divididos em quatro dominios transmembranicos, trés
citoplasmaticos e duas algas extracelulares. Localizada nas zénulas de
oclusdo (tight junctions) de células endoteliais e epiteliais (FURUSE et al.,
1993), a ocludina é um componente essencial desta zénula, participando
tanto da adesdo entre células e destas no espago paracelular quanto na

ancoragem da juncao ao citoesqueleto (PENG et al., 2003).

Outras moléculas bioldégicas vém sendo relacionadas a entrada do
VHC como as glicosaminoglicanas, cadeias lineares de polissacarideos
expressas em diferentes tipos celulares (BARTH et al., 2003; GERMI et al.,
2002). Existem alguns estudos sugerindo que o VHC se liga a

glicosaminoglicanas no inicio da infecgéo (FLINT et al.,2001).

Uma glicosaminoglicana encontrada nos hepatdécitos é o sulfato de
heparan (SH), o qual foi associado a infecgdo pelo VHC (KROSCHEWSKI et
al., 2003). A ligacdo do VHC com o Sulfato de Heparan pode ter um papel
essencial nos primeiros passos da infeccao pelo virus, entretanto o papel
exato das glicosaminoglicanas na entrada da célula do VHC permanece
desconhecido (CALLENS et al., 2005).

Desta forma, nota-se que varias moléculas estdo envolvidas na
entrada do virus nos hepat6citos e, algumas delas sédo proteinas envolvidas
na adesdo celular. No mesmo sentido, a entrada de outros tipos de virus

também foi associada a moléculas de adesdo célula-célula ou célula-matriz



extracelular (GREVE et al.,, 1989; STAUNTON, 1989), incluindo algumas
integrinas (BERGELSON et al., 1992; WICKHAM et al., 1993).

As integrinas sao receptores transmembrana de proteinas da
matriz extracelular e de superficie de células que conectam a matriz ao
citoesqueleto celular, desempenhando, desta forma, um papel importante na
adesao, migragao celular, montagem de matriz de fibronectina, transducgéo de
sinais, diferenciacdo, desenvolvimento embrionario, resposta imunolbgicas,
manutengdo da estrutura celular, cicatrizagdo de ferimentos e metastase
tumoral. (BROWN; YAMADA, 1995; PARCK et al., 2000; MURAMATSU et al.,
2004).

As integrinas sao glicoproteinas heterodiméricas transmembranas,
constituidas por duas subunidades, uma alfa (a) e outra beta (3) associadas
ndo covalentemente entre si (DIPERSIO et al.,, 1997). Possuem uma
sequéncia arginina — glicina - acido aspartico (Arg-Gly-Asp), também
conhecido como sitio universal de reconhecimento (RGD), de vital
importancia para sua fungdo (HAUBNER, FINSINGER, KESSLER, 1997;
ARNAOUT, GOODMAN et al., 2002; XIONG et al., 2002).

Embora a plaqueta ndo expresse em sua membrana a molécula
CD81, este marcador ja foi encontrado em células precursoras da plaqueta,
os megacariocitos (MA et al., 2001) e até o momento, ndo era conhecido se a
interacdo com o VHC poderia ocorrer diretamente com as plaquetas em
sangue periférico ou com os megacariocitos na medula éssea. No entanto,
os resultados obtidos neste estudo demonstram que, in vitro, o VHC interage
com as plaquetas e, devido a auséncia do CD81, pode ser que exista alguma

outra molécula na superficie plaquetaria relacionada a esta interagao.

No contexto geral da interagdo entre célula hospedeira e alguns
virus nota-se que as integrinas podem ser fortes candidatas a se
relacionarem a esta interacdo. As plaquetas expressam em sua membrana
algumas glicoproteinas da familia das integrinas, como os complexos
protéicos GPla-lla, GPIc-lla, GPIc’-lla e GPllb-llla, os quais podem estar

relacionados a interacdo do VHC com plaquetas.



A glicoproteina GPla-lla atua como receptor de colageno, estando
envolvida na agregacédo plaquetaria (WATSON; GIBBINS, 1998). Sua
deficiéncia ou a presenca de anticorpos dirigidos contra a GPla-lla resulta na
deficiéncia da hemostasia (KUNICKI et al.,1993). A GP llb-llla & abundante
na superficie plaquetaria e, atua como receptor na interacéo entre plaquetas
ou na ligagao das plaquetas com proteinas do subendotélio vascular, sendo
fundamental para o processo de agregacdo e adesao (CHARO; KIEFFER,;
PHILLIPS, 1994). Do ponto de vista imunologico, existem alguns antigenos
plaguetarios que residem nestas duas glicoproteinas da familia das
integrinas, os antigenos plaquetarios humanos (HPA) dos sistemas HPA -1, -
3, -4 e -5 (Figura 4) (METCALFE, 1999) e, dessa forma poderiam estar

relacionados com o processo de interagédo do VHC com plaquetas.

4-Analise Quantitativa do RNA do VHC em plaquetas com diferentes
perfis HPA incubadas com o virus

Este estudo avaliou os sistemas HPA -1, -3 e -5, uma vez que o
HPA -4 apresenta raras ocorréncias do alelo b na populagédo (SHIBATA et al.,
1986a; SHIBATA et al., 1986b., TORALLES-PEREIRA et al., 2005)

O HPA -1a difere do —-1b pela substituicdo de um unico
nucleotideo contendo uma timina por uma citosina na posicao 196,
conduzindo ao aparecimento de uma prolina no cédon 33 da proteina, que
estaria ocupado por uma leucina (Tabela 1) (NEWMAN et al., 1989).

No sistema -3, o HPA-3a difere do 3b a troca de um aminoacido no
cddon 843, no qual isoleucina é substituida por uma serina, resultante da
substituicdo de uma guanina por uma citosina na posigcédo 2622 da cadeia de
nucleotideos (Tabela 1) (LYMAN et al., 1990).

No sistema -5 o polimorfismo na posicédo 1648 na cadeia de DNA,
no qual uma guanina é substituida por uma adenina, conduz a presenca de
uma lisina (HPA -5b) no cdédon 505 ao invés de uma glutamina (HPA -5a)
(Tabela 1) (SANTOSO et al., 1993).

Os antigenos HPA ja foram associados a doencgas relacionadas a

adesao, ativacao e agregacgao plaquetaria. A pesquisa de fatores que afetam



as proteinas plaquetarias inclui modificagbes genéticas que podem alterar a
expressdo da proteina na superficie da membrana ou a ativagdo dela e,
dessa forma, influenciar o processo hemostatico (CAVANAGH et al., 2003).

No mesmo sentido, as fungdes das integrinas parecem ser
dependentes de alteragbes conformacionais em sua molécula. Diferentes
modelos estruturais sugerem que modificagdes nas subunidades (a e B) da
integrina podem se relacionar com alteragdo na fungédo (CALVETE, 1999).

Recentemente, um estudo demonstrou um aumento na freqiéncia
alélica do HPA -5b em individuos infectados pelo virus quando comparados
com a populagao nao infectada (VERDICHIO-MORAES et al., 2009).

Os resultados iniciais encontrados no presente estudo sugerem
que o VHC interage com plaquetas in vitro e, devido a auséncia do CD81,
outras moléculas poderiam estar envolvidas com essa interagdo. As
integrinas da membrana plaquetaria, onde residem alguns HPA, poderiam ter
alguma participagéo nessa interagéo.

Seguindo essa hipdtese, foi investigado se apds incubagao das
plaguetas provenientes de doadores sadios com o VHC, existiriam diferencas
quantitativas no que se refere as cargas virais, na dependéncia do perfil HPA
das plaquetas.

A Tabela 4 mostra os resultados obtidos nesta fase do estudo
quando se determinou a carga viral nas 50 amostras de plaquetas com

diferentes perfis HPAs apds incubagdo com o virus.

Tabela 4: Classificagdo das 50 amostras de plaquetas de acordo com o perfil HPA e a carga viral obtida

a partir do RNA do VHC extraido ap6s incubag&o com o virus.

Carga Viral (Ul/mL)

Perfil HPA
Inferior a 1000 Superior a 1.000 Total
HPA 1a/1a 3a/3a 5a/5a 8 7 15
HPA 1a/1b ou 1b/1b 3a/3a 5a/5a 5 2 7
HPA 1a/1a 3a/3b ou 3b/3b 5a/5a 4 7 11
HPA 1a/1a 3a/3a 5a/5b 3 3 6
Outros perfis HPA 7 4 11

Total 27 23 50




Quando foi realizada a analise estatistica considerando-se o perfil
HPA completo e a carga viral, nenhuma diferenca significativa foi encontrada
(X2= 2,686; p-value=0,6117). Desta forma, novas analises foram realizadas
considerando-se apenas carga viral detectavel ou indetectavel. A tabela 5

mostra os resultados obtidos com esta analise.

Tabela 5: Classificagdo das 50 amostras de plaquetas de acordo com o perfil HPA e a detecgdo da

presenca do RNA do VHC extraido ap6s incubagédo com o virus por RT-PCR em tempo real

Carga Viral (Ul/mL)

Perfil HPA Indetectavel* Detectavel Total
HPA 1a/1a 3a/3a 5a/5a 6 9 15
HPA 1a/1b ou 1b/1b 3a/3a 5a/5a 4 3 7
HPA 1a/1a 3a/3b ou 3b/3b 5a/5a 1 10 11
HPA 1a/1a 3a/3a 5a/5b 1 5 6
Qutros perfis HPA 6 5 11
Total 18 32 50

*Indetectavel: inferior a 18,4 Ul/mL

Mesmo com esta nova abordagem n&o houve diferencas
significativas (y°= 7,535; p-value=0,1102).

Desta forma, novas analises foram realizadas considerando a
freqUéncia genotipica e alélica independentes dos trés sistemas HPA
estudados (Tabela 6).

Tabela 6: Freqiiéncias alélica e genotipica dos sistemas HPA -1, -3 e -5 de acordo com a detecgéo da
presenca do RNA do VHC extraido de plaquetas ap6s incubagdo com o virus por RT-PCR em tempo
real (n=50), p<0.05

Carga Viral (Ul/mL)

Genétipos Indetectavel* Detectavel x’ p-Value
HPA 1a/1a 09 24
HPA 1a/1b 07 08 5,387 0,0676
HPA 1b/1b 02 0
HPA 3a/3a 12 17
HPA 3a/3b 03 10 1,314 0,5183
HPA 3b/3b 03 05
HPA 5a/5a 14 26 0,08681 0,7683
HPA 5a/5b 04 06
HPA 5b/5b 0 0
Alelos Indetectavel* Detectavel x p-Value
HPA 1a 25" 56"
HPA 1b 11* og* 4,881 0,0272
HPA 3a 27 44

HPA 3b 09 20 0,4371 0,5085




HPA 5a 32 58
HPA 5b 04 06 0,07716 0,7812
*Indetectavel: inferior a 18,4 Ul/mL "Diferenca significativa entre carga viral indetectavel e detectavel

Os resultados apresentados na tabela 6 mostram que, embora

nenhuma diferenga significativa tenha sido encontrada pela analise da
freqiéncia genotipica, quando se considerou a freqiéncia alélica diferenca
estatisticamente significativa para o sistema HPA-1 foi encontrada.

Os resultados mostram um desvio no equilibrio de Hard-Weinberg
no sistema HPA-1. A freqiéncia alélica do HPA -1b foi significantemente
menor (p<0,05) quando se analisou as plaquetas que apresentavam carga
viral detectavel pela metodologia de RT-PCR em tempo real utilizada. Desta
forma, considerando o limite de detec¢cdo da técnica 18,4 Ul/mL, os
resultados mostram que a presenca do alelo b favoreceu niveis muito baixos

de carga viral.



CONSIDERACOES FINAILS



Os resultados aqui apresentados mostraram que o VHC é capaz
de interagir com plaquetas e, devido a auséncia do receptor celular CD81,
outras proteinas podem estar envolvidas nesta interacdo como, as integrinas.
Quando esta hipétese foi avaliada, os resultados mostraram que existia
menor freqiéncia do alelo HPA -1b em plaquetas com carga viral superior a
18,4 Ul/mL.

No entanto, para inferir sobre o significado destes achados novos
estudos devem ser realizados. Os resultados apresentados foram obtidos por
experimentos in vitro e, portanto, é necessario investigar até que ponto estes
achados podem ser extrapolados para o paciente infectado pelo virus.

Além disso, se a mesma observagdo for encontrada in vivo,
estudos devem ser realizados no sentido de determinar se a presenca do
alelo HPA -1b é mais freqliente em pacientes que clareiam o virus, em
pacientes que apresentam melhor resposta virolégica sustentada, em
pacientes com menores graus de fibrose hepatica, de forma a determinar se
o0 achado aqui apresentado constitui apenas um marcador molecular de

prognostico ou, esta envolvido na fisiopatologia da doenca.
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