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RESUMO 

 
Embora as células alvo do Vírus da Hepatite C (VHC) sejam hepatócitos, o 

RNA do vírus já foi descrito em outros compartimentos extra-hepáticos 

como células dendríticas, linfócitos, macrófagos e plaquetas. Estas últimas, 

são responsáveis pelo carreamento do vírus no paciente infectado, e 

apesar da ausência do principal receptor associado à entrada do vírus nas 

células alvo, o CD81, o VHC é capaz de interagir com plaquetas depois de 

incubação in vitro. Ainda, o vírus carreado pela plaqueta apresenta uma 

maior estabilidade quando comparado ao vírus circulante no plasma, o que 

faz com que o vírus presente na plaqueta adquira considerável importância 

no curso da Hepatite C crônica, podendo funcionar como reservatório para 

o vírus. No entanto, pouco se conhece se a presença do vírus em plaquetas 

pode advir de uma prévia interação do vírus com as células precursoras da 

plaqueta na medula óssea, os megacariócitos. Assim, o presente estudo 

avaliou a presença do VHC em megacariócitos expostos, in vitro, ao VHC. 

Material excedente de doadores voluntários e saudáveis de medula óssea 

foi utilizado como fonte para o isolamento dos megacariócitos, os quais, 

foram incubados in vitro com 100.000UI/mL de VHC de genótipo 1 (39 

horas; 5% de emissão de CO2; homogeinização 3x/dia no mesmo horário). 

Depois da incubação, os megacariócitos foram isolados e submetidos a 

análise qualitativa e quantitativa buscando a presença do vírus. Os 

resultados do presente estudo demonstraram que o VHC pode interagir 

com megacariócito diretamente, embora isso não tenha ocorrido em todos 

os casos avaliados. Este resultado sugere que o vírus encontrado na 

plaqueta na circulação periférica pode advir da fragmentação do 

megacariócito, já infectado, além da interação direta com a plaqueta. Assim, 

a plaqueta poderia constituir um reservatório viral circulante, o qual ao 

passar pela circulação hepática poderia conduzir a reinfecção, liberando os 

vírus no hepatócito, produzindo nova infecção, criando um ciclo hepatócito-

plaqueta-hepatócito, contribuindo para a persistência viral no paciente 



infectado. 

Palavras-chave: Vírus Hepatite C; Megacariócito; Infecção 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 

quantitative 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. INTRODUÇÃO 

A Hepatite C é uma doença hepática infecciosa e crônica causada pelo vírus 

denominado Vírus da Hepatite C (VHC) ou, do inglês, Hepatitis C Virus (HCV) (KOFF; 

DIENSTAG, 1995; LAUER; WALKER, 2001). A infecção pelo vírus é considerada um 

problema de saúde mundial, devido ao seu potencial de evolução para cirrose e 

carcinoma hepatocelular (STRAUSS, 2001; SZABÓ et al., 2003). A doença crônica 

ocorre na maioria das pessoas infectadas pelo vírus, e esta tornou-se a principal 

indicação de um possível transplante de fígado. A maioria dos infectados desconhece 

sua condição, o que torna o problema ainda mais sério (FOCACCIA; DE SOUZA, 

2015). A infecção pelo VHC tende a ser persistente na maioria dos infectados, 

refletindo a inabilidade do sistema imunológico em gerar uma resposta antiviral efetiva 

(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI;2012).  

O vírus apresenta alta variabilidade genética e, embora essa variabilidade se 

faça presente em todo genoma, as regiões de maior variabilidade são as codificadoras 

do envelope (E1 e E2) o que leva a doença naturalmente persistente. Esta condição, 

contribui para o escape do sistema imunológico incluindo dos anticorpos 

neutralizantes. (FOCACCIA; DE SOUZA, 2015).  

Uma vez diagnosticada a infecção, o clínico deve avaliar a necessidade de 

indicação de terapia antiviral. O principal objetivo da terapêutica na infecção pelo VHC 

é a obtenção de resposta virológica sustentada (RVS), ou seja, obtenção de níveis 

indetectáveis de RNA viral no plasma ou soro por seis meses após o final do 

tratamento (DHUMEAUX et al., 2003; LINDSAY, 2002).  O impacto da infecção do 

VHC ao longo dos anos é altamente variável, levando de efeitos mínimos a 

cronicidade hepática, cirrose e até carcinoma hepatocelular. O desenvolvimento de 

testes diagnósticos para VHC tem contribuído com o entendimento da infecção e a 

introdução de terapias altamente efetivas com a diminuição progressiva dos efeitos 

adversos (CLOHERLY et al., 2015).   

O VHC apresenta tropismo pelo tecido hepático. O ciclo de replicação do vírus 

tem início com a interação das glicoproteínas do envelope viral, E1 e E2 com um 

receptor na superfície celular, o CD81, uma tetraspanina, encontrada na membrana 

celular de alguns tipos celulares, inclusive em hepatócitos (FLINT et al., 2001). 

Esclarecer o mecanismo de entrada do VHC nas células alvo é difícil pois não existe 

modelo animal e sistema de cultura apropriados. Apesar disso, várias moléculas de 
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superfície celular são consideradas receptores ou co-receptores essenciais para a 

entrada do VHC nas células, dentre elas:  a tetraspanina CD81 (PILERI et al., 1998), 

o receptor scavenger tipo B classe I (SR-BI/Cla1) (SCARSELLI et al., 2002), a 

claudina-1 (CLDN-1) (EVANS et al., 2007) e ocludinas (LIU et al., 2009). Além dessas, 

algumas glicosaminoglicanas também vêm sendo associadas à adesão e entrada do 

VHC nas células (AGNELLO et al., 1999; CORMIER et al., 2004). Outros estudos 

sugerem a participação de proteínas de adesão celular na entrada do VHC. No 

entanto, o mecanismo exato de entrada do vírus nas células permanece, ainda, 

desconhecido (BURLONE; BUDKOWSKA, 2009).  

Embora as células alvo do VHC sejam os hepatócitos, existem relatos da 

presença do vírus em outras células humanas. Estudos mostraram que os linfócitos T 

e B (PAVIO; LAI, 2003), monócitos, macrófagos (MULLER et al., 1995), células 

dendríticas (NAVAS et al., 2002) e plaquetas já foram associados à presença do RNA 

do VHC (HERNANDEZ et al., 1998). Estudos apontam que por volta de 40 a 76% dos 

pacientes com Hepatite C Crônica (HCC) desenvolvem pelo menos uma das 

manifestações extra-hepática, tais como: fadiga, artralgia, neuropatia, complicações 

renais, crioglobulinemia, vasculite, mialgia, alterações metabólicas da glicose, lesões 

dermatológicas e plaquetopenia (PUCHNER; BERG; 2010).  A plaquetopenia está 

presente em 64% dos pacientes com cirrose hepática e em 6% de não-cirróticos. 

Existem diversas hipóteses apontadas como indutores desse quadro de 

plaquetopenia, como: desequilíbrio na síntese de trombopoetina (TPO) em estágios 

avançados de fibrose, formação de auto-anticorpos dirigidos contra glicoproteínas 

plaquetárias e presença de RNA viral em plaquetas e megacariócitos (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 já mencionado anteriormente, o principal receptor de superfície celular 

associado à entrada do VHC em suas células alvo e outros tipos celulares é o CD81 

(HAMAIA, LI et al., 2001), proteína da superfamília das tetraspaninas, cujos membros 

normalmente formam complexos moleculares com as glicoproteínas da família das 

integrinas (BERDITCHEVSKI, 2001). No entanto, esta proteína (CD81) não é 

expressa em plaquetas (HAMAIA, LI et al., 2001), porém é expressa em MKs (MA, et 

al., 2001) 

Assim, a hipótese deste trabalho é que avaliar se existe uma possível interação 
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do VHC com Mk (Mk-VHC), uma vez que já foi documentada a interação do vírus com 

plaquetas em pacientes infectados (PADOVANI et al., 2013).  
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2. REVISÃO LITERÁRIA 

2.1. Vírus da Hepatite C 

2.1.1. Aspectos epidemiológicos 

O vírus VHC foi descrito pela primeira vez em 1989 como sendo o agente 

etiológico associado a hepatites não-A e não-B (CHOO et al., 1989). De acordo com 

dados da Organização Mundial da Saúde (OMS) aproximadamente 130 a 150 milhões 

de indivíduos apresentam Hepatite C crônica no mundo. Ainda, em uma revisão 

sistemática mais recente estimaram que 115 milhões de pessoas são reagentes para 

o anticorpo anti-VHC e, 80 milhões tinham a infecção crônica. Este novo dado na 

estimativa pode ser explicado por um declínio na incidência devido a uma melhora 

nos testes sorológicos diagnósticos para o VHC, resultando num declínio em 

resultados falso-positivos. Porém, esta queda significaria que, de modo geral, o 

número de pessoas precisando de tratamento contra o vírus seria menor do que o 

pensado anteriormente, mesmo assim, o número de pessoas que necessitam de 

tratamento permanece alto (OMS, 2016).  

No Brasil, é estimado que existam cerca de 2 a 3 milhões de pessoas infectadas 

pelo vírus, sendo que, a maioria desconhece esse diagnóstico (BRASIL, 2014). No 

período entre 1999 e 2015, foram detectados no país 289.459 casos de RNA VHC 

reagentes, destes casos, 64,2% no Sudeste, 24,2% no Sul, 5,6% no Nordeste, 3,2 no 

centro-Oeste e 2,7% no Norte (BRASIL, 2016).  

 

2.1.2 Classificação, estrutura, ciclo replicação e entrada do vírus na célula 

O VHC é do gênero Hepacivirus, família Flaviviridae (ROMANOS; SANTOS; 

WIGG, 2002; SIMMONDS et al., 2005), sua classificação é fundamentada em análises 

filogenéticas entre diferentes variantes virais, sendo classificado em seis genótipos 

principais denominados de 1 a 6 e vários subtipos (a, b, c, entre outros), sendo que 

um novo genótipo, designado como genótipo 7, foi recentemente descrito por Murphy 

e colaboradores (2007).  A distribuição dos genótipos do VHC é distinta em diferentes 

regiões geográficas (ALVARIZ, 2004), sendo os genótipos 1, 2 e 3 os mais frequentes 

nas Américas do Norte e Sul (GOTTWEIN; BUKH, 2008). No Brasil, o genótipo 1 é o 

mais prevalente, seguido pelo 3 e 2 (CAMPIOTO et al., 2005; CORVINO et al., 2006). 
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O VHC possui genoma de RNA fita simples de aproximadamente 9,7 kilobases, 

flanqueado por duas regiões não traduzidas 5’ e 3’ UTR (Untranslated Regions) 

(FIGURA 1). O RNA viral possui apenas uma região aberta de leitura ORF (Open 

Reading Frame), a qual codifica uma poliproteína precursora, que é clivada por 

proteases celulares e virais originando proteínas estruturais, como a proteína C (Core) 

e glicoproteínas de membrana E1 e E2/NS1; e proteínas não estruturais (NS2, NS3, 

NS4A, NS4B, NS5A, NS5B), que estão envolvidas na replicação do vírus (FIGURAS 

1 e 2) (ROSEN; GRETCH, 1999; SIMMONDS et al., 2005).  

 

Figura 1 - Representação do VHC, evidenciando o RNA viral e as proteínas de 
envelope (E1 e E2) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de: http://yourheacthofima.wordpress.com/2012/07/01/how-to-pevent-
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Figura 2 – Representação do genoma de VHC, evidenciando os genes codificadores das proteínas estruturais e não estruturais 
do VHC   

  Fonte: Adaptado de LAUER, WALKER, 2001. 
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O ciclo replicativo tem início quando partículas virais circulantes 

associadas a lipoproteínas de alta e baixa densidade (HDL e LDL, 

respectivamente) se ligam utilizando estas lipoproteínas nas superfícies das 

células do hospedeiro e, tem a entrada na célula mediada por 

receptores/co-receptores de superfície celular (FIGURA 3). Exemplos de 

tais receptores seriam receptor de lipoproteína de baixa densidade (LDL-

R), Scavenger Receptor Classe B tipo I (SR-BI), a tetraspanina de 

diferenciação celular 81 (CD81), claudinas (CLDN) e ocludinas (OCLN) 

(TANG; GRISE, 2009).  

O receptor de lipoproteína LDL-R está envolvido na aquisição de 

colesterol do plasma, via endocitose, para os hepatócitos, sendo, LDL o 

mais importante ligante para este receptor. O mecanismo de entrada dessa 

lipoproteína acontece após a ligação do LDL-R com a lipoproteína LDL que 

é internalizada na célula por endocitose mediada por clatrina e transportada 

por endossomas. A liberação do LDL no citoplasma da célula é mediado 

pelo pH ácido, o qual induz a liberação da lipoproteína do receptor. Então, 

o LDL é subsequentemente degradado e o colesterol é liberado para o 

interior da célula. (RUDENKO; DEISENHOFER, 2003). O papel do LDL-R 

na entrada do VHC na célula foi demonstrado em estudos como em, Andre 

et al (2002), que observou a presença de lipovirus (LVPs) isolado do soro 

de pacientes que infectaram células de carcinoma hepato celular por LDL.  

O CD81 é uma proteína de membrana não glicosada e de expressão 

ubíqua, contém quatro domínios transmembranares, dois pequenos e dois 

grandes laços extracelulares. Sabe-se que o maior laço extracelular (LEL, 

em inglês, Large Extracellular Loop) é o suficiente para se ligar ao VHC, 

pela interação com a maior proteína de envelope do vírus (E2). As proteínas 

CD81 e E2 apresentam grande afinidade (PETRACCA et al., 2000). O sítio 

de ligação entre o CD81 e o E2 está localizado dentro do LEL, e o 

reconhecimento é através da ligação com dissulfeto. Porém, o papel exato 

do CD81 ainda não é bem compreendido, e de fato, mais evidencias 

experimentais são necessárias para confirmar seu papel na entrada do 
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VHC na célula hospedeira (COCQUEREL et al., 2006)  

O SR-BI é expresso em várias membranas celulares de mamíferos 

mas, principalmente, em hepatócitos e tecidos esteroidogênicos. Possui 

dois domínios transmembranares e um grande laço extracelular. Este 

receptor é um “multi-ligante” de lipoproteínas de várias classes de 

densidade e exerce função essencial na seleção de captação de éster 

colesterol de HDL (Lipoproteína de alta densidade - em inglês, High Density 

Lipoprotein) (KRIEGER, 1999). Porém, nenhuma evidência foi descrita em 

relação a interação entre VHC e HDL, indicando que o vírus não entra na 

célula-alvo por intermédio do HDL como carreador para se ligar ao SR-BI 

(VOISSET et al., 2005). O SR-BI, também parece, interagir com a proteína 

de envelope E2, via o segmento da região 1 (HRV1, em inglês, 

Hypervariable Region 1 Segment) do E2. De fato, a deleção do HRV1, tem 

mostrado prejudicar a interação entre SR-BI e E2 e reduzir a infectividade 

do vírus (CALLENS, et al., 2005). Ainda, há relatos de que a interação entre 

o SR-BI e o VHC pode ser fundamentado na capacidade do SR-BI de 

modular a composição lipídica da membrana plasmática permitindo a 

entrada do vírus (VOISSET et al., 2005).  

As proteínas de junção são os maiores componentes de adesão 

célula-célula, mantendo a polaridade celular por meio da formação de uma 

intramembrana, o que contribui para difusão de certas moléculas e o limite 

de outras. O complexo de proteínas de junção é composto por quatro tipos 

de proteínas transmembranares, sendo, CLDN, OCLN de interesse para 

entrada do VHC. A CLDN é expressa em todos tecidos epiteliais, mas 

principalmente, no fígado, a qual forma um rede de proteínas de junção. É 

uma molécula composta por 211 aminoácidos, possui dois laços 

extracelular, quatro segmentos transmembranares e três domínios 

intracelulares (FURUSE, et al., 1998). O domínio do primeiro laço 

extracelular, o qual, é altamente conservado, parece estar envolvido na 

entrada do VHC (EVANS, et al., 2007). Estudos apontam que esta proteína 

exerce papel na infecção após a ligação do vírus com o CD81 e 
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provavelmente subsequente a ligação com o SR-BI. Acredita-se que a 

interação com CLDN resulte em uma migração lateral (na célula-alvo) do 

vírus ligado ao complexo SR-BI/CD81 para as proteínas de junção para 

ativar a via de sinalização que promove a transferência do vírus 

(BURLONE; BUDKOWSKA, 2009).    

A OCLN é uma proteína com quatro regiões transmembranares e 

dois laços exracelular. Esta proteína participa da adesão célula-célula em 

espaço paracelular e na ancoragem do complexo de junção do 

citoesqueleto da célula (PENG et al, 2003). Além da CLDN, a OCLN 

também é essencial para a entrada do VHC na célula hospedeira. 

Entretanto, seu papel preciso no ciclo de vida do VHC permanece pouco 

compreendido. Acredita-se que, em hepatócitos, a OCLN possa interagir 

diretamente com E2, facilitando a entrada do vírus através das suas junções 

de proteínas, sendo que, este processo requer uma delicada arquitetura 

molecular nestas junções (BURLONE; BUDKOWSKA, 2009).  
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Figura 3 - Modelo da entrada do VHC associada com lipoproteínas  
O vírus se liga com lipoproteínas e internaliza através da ligação com SR-
BI, em seguida se liga com CD81. Subsequentemente, este complexo é 
transferido pelo CD81 até as proteínas de junções CLDN e OLDN. O vírus 
entra na célula via endocitose e sua fusão é mediada pelas glicoproteínas 
do envelope do vírus, este evento permite que o vírus não seja degradado 
por lipoproteínas da via de degradação. A entrada do vírus mediada por 
lipoproteínas é inibida por ligantes naturais de lipoproteínas de receptores 
(VLDL, LDL e HLD oxidado. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: BURLONE; BUDKOWSKA, 2009. 
 

As partículas virais são reconhecidas pelos receptores celulares por 

intermédio das proteínas do envelope E1 e E2. Após a etapa de 

reconhecimento ocorre a entrada na célula através da endocitose mediada 

por clatrina (BARTENCHSCHAGER; LOHMAN; PENIN, 2013). A clatrina é 

uma proteína que desempenha um importante papel na formação de 

vesículas membranares no interior das células. Após a internalização do 

vírus, este, é transportado ao longo de fibras de actina, para um endossoma 

inicial. Este endossoma inicial expressa a proteína Rab5a que é 

responsável pela maturação de endossomas.  E por fim, a fusão do vírus 

ocorre, e seu genoma é presumivelmente liberado no citoplasma da célula 

hospedeira (DUBUISSON; COSSET, 2014).  Então, a tradução das 
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proteínas virais é iniciada com o auxílio de fatores da célula hospedeira. No 

genoma viram onde a ORF é flanqueada pela região não traduzida 5’UTR 

contém um Sítio de Entrada Interno do Ribossomo (em inglês, Internal 

Ribossome Entry Site, IRES) que promove o início da tradução da 

poliproteína que segue com a produção das proteínas virais. Para a 

montagem da nova partícula viral, as proteínas estruturais associam-se 

(Core) ou integram-se (E1, E2 e p7) com a membrana do Retículo 

Endoplasmático (RE) e formam oligômeros funcionais. As proteínas não 

estruturais formam a maquinaria de replicação viral, e para isso, se 

associam do lado citoplasmático da membrana do RE onde interagem entre 

si e com as proteínas da célula hospedeira. Essa maquinaria usa seu 

próprio genoma como molde para transcrição de fita complementar 

negativa de RNA. A fita negativa serve como uma molécula replicativa 

intermediária na síntese de uma nova molécula de RNA de polaridade 

positiva que poderá ser utilizada para tradução, replicação ou então ser 

empacotada para constituir novos vírus (DE FRANCESCO et al., 2003).  

 

2.1.3 Curso Clínico da Infecção pelo VHC 

A hepatite C crônica é geralmente assintomática durante a maior 

parte da sua evolução e quando progressiva pode comprometer a função 

hepática levando a complicações tardias da infecção (ROCKEY; 

FRIEDMAN, 2006). Embora aproximadamente 70-80% dos indivíduos 

portadores de VHC podem progredir a forma crônica da doença com 

evolução para fibrose hepática, aproximadamente 20% dos infectados 

erradicam o vírus em semanas ou meses após a infecção (HALLIDAY; 

KLENERMAN; BARNES, 2011), caracterizando o clareamento viral 

espontâneo. O clareamento viral é definido como a não detecção do RNA 

viral no plasma ou soro do paciente com sorologia anti-VHC reagente em 

pacientes que não realizaram tratamento específico (ALTER, 1997; 

MICALLEF et al., 2006). A cirrose hepática ocorre em aproximadamente 
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20% dos casos que evoluem para a forma crônica da doença, geralmente, 

15 a 20 anos após a infecção. O hepatocarcinoma é detectado em 1 a 3% 

dos casos de cirrose ao ano. A natureza crônica da infecção do HVC 

influencia na abordagem clínica e no gerenciamento da doença. A 

proporção da infecção crônica é afetada pelo idade do indivíduo no 

momento da infecção, sexo, raça e resposta imunológica viral do vírus 

(CHEN; MORGAN, 2006).    

 

2.1.4 Diagnóstico do Vírus da Hepatite C 

Testes sorológicos e moleculares para o VHC representam, não 

somente, os mais importantes para detecção da infecção pelo vírus, mas 

também, para avaliação de indicação ao tratamento, bem como para o 

acompanhamento da resposta pelas intervenções terapêuticas.  Deste a 

identificação do vírus por métodos moleculares em 1989, a compreensão 

da biologia do VHC permitiu o desenvolvimento de testes diagnósticos 

específicos ao vírus mais precoces e, a aplicação destes, em diferentes 

tipos amostrais que elucidaram as rotas de transmissão (CLOHERLY et al., 

2015).  Os testes sorológicos (ensaios imunoenzimáticos) foram capazes 

de reduzir o número de casos de VHC reagente por transfusão de sangue, 

porém, a janela sorológica (intervalo entre infecção do vírus e a detecção 

de anticorpos no plasma ou soro) permaneceu entre 7-8 semanas, podendo 

chegar a 13 semanas, na dependência do teste utilizado. Esta janela 

imunológica longa foi o impulso para a adoção da tecnologia fundamentada 

na detecção de ácidos nucleicos (NAT) nos hemocentros nos anos 90 

(SELVARAJAH; BUSCH, 2012). Além das metodologias qualitativas, os 

métodos quantitativos vêm sendo de importância para o acompanhamento 

da infecção e, da terapêutica utilizada. Entre esses métodos, atualmente, o 

mais utilizado é a Reação em Cadeia Polimerase (PCR) em tempo real 

precedida de uma etapa de transcrição reversa (qRT-PCR). 
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2.1.5 Tratamento Hepatite C 

O objetivo do tratamento antiviral é a obtenção de resposta virológica 

sustentada (RVS), definida como RNA de VHC não detectável no soro ou 

plasma do paciente, entre 12 a 24 semanas depois do término do 

tratamento. Assim, evitar a progressão da fibrose e, reduzir o dano 

hepático. (CLOBERTY, et al., 2015). A terapêutica antiviral para o VHC foi, 

durante muito tempo, fundamentado no interferon (IFN). O tratamento com 

IFN incluía diferentes formulações: alfa-IFN, alfa -2a ou -2b pegylated IFN 

em combinações com ribavirina (Peg-IF/RBV). Embora estes tratamentos 

apresentaram respostas significativas a infecção, também apresentavam 

efeitos adversos e uma baixa taxa de resposta virológica sustentada, 

limitando-os.  

Com o advento dos antivirais de ação direta, do inglês direct-acting 

antiviral (DAA) e dos “agentes de direcionamento ao hospedeiro”, do inglês 

host targeting-agents (HTAs), a obtenção de RVS entre os portadores de 

VHC se elevou consideravelmente (SHELDON, et al., 2014). Ainda, fatores 

do hospedeiro do vírus, tais como: sexo feminino, resposta imune, 

anticorpos neutralizantes específicos do vírus e genética, tem sido 

associado ao clareamento viral em estudos sobre infecção aguda do VHC. 

O maior fator hospedeiro associado ao clareamento do vírus é o 

polimorfismo do gene da interleucina 28 (IL28B), o qual codifica proteína ƛ 

3 interferon e está envolvida no controle viral. Este polimorfismo representa 

a expressão de um genótipo IL28B favorável (alelo CC) ou desfavorável 

(alelos CT/TT) ao clareamento viral (GREBELY, et al., 2014).  

O mais recente tratamento contra o VHC é baseado na inibição de 

proteases virais. O Sofosbuvir é um inibidor da polimerase viral VHC NS5B 

aprovado para o tratamento de Hepatite C em combinação com inibidores 

de NS5A, ribavirina (RBV) e Peg-IF/RBV. A Velpatasvir é um novo inibidor 

“pangenotípico” de VHC NS5A com atividade antiviral contra VHC do 

genótipo 1 ao 6. A associação destes dois medicamentos em tratamento de 
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12 semanas com pacientes infectados cronicamente, tratados e não 

tratados, com genótipos 1, 2, 4, 5 e 6, incluindo indivíduos com cirrose 

compensada apresentou altas taxas de RVS (FELD, et al.,2015). Há no 

mercado farmacêutico outros medicamentos com o mesmo propósito de 

inibição de proteases virais: Daclastavir (inibe NS5A), Simeprevir (inibe 

NS3/4A), Ombitasvir (inibe NS5A), Veruprevir (inibe NS3/4A) e Dasabuvir 

(inibe NS5B) (PAWLOTSKY, 2014).  

 

2.1.6 Manifestações extra-hepaticas relacionadas com Hepatite C 

As principais manifestações extra-hepáticas correspondem: 

crioglobulinemia, vasculite, púrpura palpável, fadiga, artralgia, mialgia, 

neuropatia, complicações renais, linfomas, alterações metabólicas da 

glicose e lesões dermatológicas. Por volta de 40 a 76% dos pacientes com 

hepatite C crônica (HCC) desenvolvem pelo menos umas dessas 

manifestações extra-hepáticas (PUCHNER; BERG, 2010).  

Estudos apontam que a plaquetopenia (contagem de plaquetas 

inferior a 150mm3/µL) está presente em certa de 64% de pacientes com 

cirrose e 6% em não-cirróticos. Acredita-se que as plaquetas acumulam-se 

no fígado diante condições patológicas como: cirrose, hepatite viral, 

colestase e isquemia. Este acúmulo pode ser explicado pela interação de 

feedback entre plaquetas e células de Kupffer, o que pode levar a uma 

regeneração hepática. As células de Kupffer, quando ativadas, induzem o 

acúmulo e a ativação de plaquetas no fígado, enquanto as funções das 

células de Kupffer são reforçadas pelas plaquetas. A regeneração hepática 

é acondicionada através do efeito direto dos fatores de crescimento 

liberados pelas plaquetas (MURATA et al., 2014).  Diversos fatores podem 

induzir a plaquetopenia, como: sequestro de plaquetas através do baço, 

formação de auto-anticorpos dirigidos contra glicoproteínas plaquetárias, 

desequilíbrio da produção de trombopoetina (TPO) nos estágios avançados 

de fibrose e presença de RNA viral em plaquetas e Mks podendo induzir a 
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apoptose destas células (ALMEIDA et al., 2004; EL-BARBARY et al., 2010, 

PUCHNER; BERG, 2010; PADOVANI et al., 2013).  

O vírus da Hepatite C apresenta tropismo por hepatócitos, porém 

existem relatos da presença do mesmo em outros tipos celulares, como por 

exemplo, da MO (SANSONNO et al., 1998), linfócitos T e B (PAVIO; LAI, 

2003), macrófagos e células dendríticas (NAVAS et al., 2003; MACHADO; 

FONSECA, 2011). O RNA do VHC também já foi detectado em plaquetas 

(ALMEIDA et al., 2004, PADOVANI et al., 2013), indicando maior frequência 

em pacientes com plaquetopenia (60%) do que em pacientes não-

plaquetopênicos (35%), sugerindo que o vírus está diretamente envolvido 

no processo de plaquetopenia. Embora a plaqueta não expresse CD81, 

esta pode interagir com o vírus através de integrinas, glicoproteínas 

heterodiméricas transmembranares. No entanto, os Mks expressam CD81, 

o que sugere que possa existir uma possível interação entre o VHC e Mks. 

Sendo assim, a presença de RNA viral em plaquetas poderia ser devido a 

transferência do vírus presente no Mk durante sua maturação e formação 

de plaquetas. Porém, existem poucos relatos na literatura que sustentem 

esta hipótese e que contribuam com o entendimento da doença 

(PADOVANI et al., 2013; ASSINGER, 2014; ARIEDE et al., 2015).  

 

2.2 Megacariócitos 

2.2.1 Hematopoese 

A formação e o desenvolvimento das células que compõem o sangue 

dependem de um processo denominado Hematopoese. Esse processo 

ocorre na medula óssea (MO) vermelha, que consiste em um tecido 

gelatinoso que preenche a cavidade interna de vários ossos.  As células 

sanguíneas são sintetizadas no interior da MO, onde são protegidas de 

raios ultravioletas e traumas, evitando danos ao material genético das 

mesmas. Uma única célula é responsável pela geração de todas as 

linhagens celulares sanguíneas. Esta célula é denominada stem-cell ou 
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célula-tronco, por ser um precursor comum pluripotente (SCP) e uma 

Unidade Formadora de Colônias (UFC). Estas células encontram-se em um 

microambiente, nicho de HSC (célula-tronco hematopoiética), essencial 

para maturação e regulação de muitas SCPs. A hematopoese começa a 

ocorrer por volta da 3ª semana de gestação e altera seu sítio de produção 

de acordo com períodos etários do indivíduo. Na vida adulta, a 

hematopoese ocorre somente nos ossos da pelve, esterno, ossos do crânio, 

úmero, fêmur, e costelas. A hematopoese corresponde a eritropoese 

(formação de hemácias), leucopoese (formação dos leucócitos) e 

trombopoese (formação das plaquetas). Este processo é mediado por 

hormônios circulantes, interleucinas e fatores de crescimento (ZON, 1995; 

BROUDY, 1997). 

 

2.2.2 Megacariocitopoese e Trombopoese 

2.2.2.1 Fases 

A megacariocitopoese é um fenômeno complexo que corresponde a 

síntese de células progenitoras megacariocíticas, onde ocorre uma 

poliploidização nuclear, crescimento e tamanho e geração de marcadores 

de linhagem citoplasmática. Este processo leva a produção de plaquetas, 

estas, são responsáveis pela coagulação sanguínea. A regulamentação 

deste processo se dá por moléculas de crescimento, proliferação e 

maturação (NAVARRO, et al., 1991; WICKENHAUSER et al., 1995).  

Os Mks são provenientes de SCP que permanecem na fase G0 do 

ciclo celular e se diferenciam periodicamente em progenitores. A célula 

progenitora mais primitiva é a célula formadora de colônia com alto 

potencial proliferativo (Mk-HPP-CFC), esta responde a vários estímulos 

hematopoiéticos e gera a célula Unidade Formadora de Explosão (Bursting) 

Megacariocítico (BFU-Mk). A megacariocitopoese compreende-se por três 

fases: proliferativa, de transição e de maturação (LONG, 1998).  

Na fase proliferativa de BFU-Mk derivam as Unidades Formadoras 
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de Colônia Megacariocítica (CFU-Mk) (HOFFMAN; BRUNO, 1998). Os 

precursores megacarióciticos sintetizam DNA ativamente por um longo 

período e sofrem uma endomitose (duplicação cromossômica) o que 

denomina-se poliploidização. A fase seguinte, a transitória, é caracterizada 

pela presença de células transicionais (PMkB) entre progenitoras 

proliferativas e Mks pós-mitose. É nesta fase em que se intensifica a 

endomitose e os núcleos dos PMkBs atingem 8N. Na última fase, de 

maturação ou de pós-mitose, os megacarioblastos amadurecem a Mk e 

atingem o máximo da ploidia de 8 a 128N. Cada Mk maduro produz entre 

2.000 a 5.000 plaquetas em seu estágio final de desenvolvimento (FIGURA 

4) (LONG, 1998).  
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Figura 4 - Megacariocitopoese – fases da diferenciação e características fenotípicas 
CFC – Mk – HPP: célula formadora de colônia altamente proliferativa; BFU – Mk: unidade formadora de “bursting” 
megacariocítico; CFU-Mk: unidade formadora de colônia megacariocítica; PMkB: pró – megacarioblasto. 

 

Fonte: Material elaborado pelo autor. 
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A membrana plasmática do Mk apresenta uma invaginação 

formando um Sistema de Demarcação de Membrana (SDM), que delimita 

os futuros campos onde as plaquetas serão formadas (Trombopoese). A 

trombopoese inicia-se com a síntese de proteínas e organelas das 

plaquetas que sofre a estimulação do hormônio trombopeitina. As 

membranas que formam o SDM formam uma rede de microtúbulos que 

servirão de canais de transporte das vesículas e organelas das futuras 

plaquetas. (GEDDIS, 2009).  Os Mks reorganizam seu citoesqueleto para 

formação das futuras plaquetas, denominadas como proplaquetas (Proplt). 

Esta reorganização dos Mks representam extensões citoplasmáticas, 

semelhante a formação de pseudópodes. As Proplt são regiões mais 

densas das extensões citoplasmáticas dos Mks que permanecem unidas 

através de pontes do citoplasma. A função destas pontes é a montagem 

das plaquetas (MACHLUS; ITALIANO JUNIOR, 2013). O desprendimento 

dessas extensões do corpo do Mk ocorre com o auxílio da força do fluxo 

sanguíneo presente nos sinusóides, o que leva ao rompimento e liberação 

das novas plaquetas para a corrente sanguínea (FIGURA 5) (GEDDIS, 

2009; HOFFBRAND; MOSS, 2013).  
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Figura 5 - Modelo da formação de plaquetas 
A: Invaginação da membrana plasmática do Mk maduro formando SDM. B: Extensões citoplasmáticas, formam 
pseudópodes. C: Alongamentos das extensões citoplasmáticas, onde os microtúbulos são deslizados. D: 
Liberação de Proplt e plaquetas nos vasos sanguíneos. CS: Circulação Sanguínea. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Fonte: HETT-PATEL, et al., 2011. 
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As plaquetas apresentam um estrutura discoide e medem cerca de 

1 a 3µm, são anucleadas e contem grânulos secretores. A concentração 

normal de plaquetas na circulação sanguínea de um indivíduo é entre 150 

a 400 plaquetas/mm3 de sangue. A sua principal função é a coordenação 

do processo de hemostasia (principalmente a primária).  A membrana 

plasmática da plaqueta é dividida em duas partes: uma região externa, onde 

estão os receptores glicoproteicos (GP) e uma região interna, associada 

aos sistema canalicular aberto. Os GP tem uma das mais importantes 

funções na hemostasia, pois sua ausência, acarreta em diversas doenças. 

As plaquetas apresentam uma capacidade de agregação celular, também 

presente em Mks, o que dificulta seus estudos in vitro. Essa capacidade é 

desempenhada pelos GP de superfície celular, como por exemplo, o GPVI, 

que é um receptor de sinalização de plaquetas ativadas pelo colágeno, 

característica presente exclusivamente em plaquetas e Mks. Os GPs 

expressos na membrana plaquetária também se caracterizam pela sua 

imunogenicidade (RUGGERI 1997, 2002). Vários antígenos são expressos 

em plaquetas sendo que entre os de maior relevância clínica são os 

antígenos plaquetários humanos (HPA - Human Platelet Antigens) 

(SCHOEDER et al., 1993). Vários antígenos HPA foram descritos, sendo 

os HPA -1, HPA -2, HPA -3, HPA – 4 e HPA -5, os principais. Estes 

antígenos são formados por segmentos proteicos polimórficos situados no 

interior das glicoproteínas dos GPs. A glicoproteína GPIIa, também 

denominada como HPA -1, é um marcador de superfície classicamente 

utilizado para caracterização imunofenotípica de plaquetas e Mks por 

citometria de fluxo (LANDI; MARQUES JUNIOR, 2003; METCALFE et al., 

2003; FARIAS; BIERMANN, 2007).  
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7. CONCLUSÃO 

 O VHC de genótipo 1 é capaz de interagir com o megacariócito, 

in vitro, embora isto não ocorra em 100% dos casos. 

 Baixas concentrações de RNA do VHC foram encontradas nos 

megacariócitos depois da infecção in vitro. 
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