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RESUMO
Tamiris Azamor da Costa Barros

Plaquetas sdo fragmentos celulares derivados dos megacariécitos, que desempenham papel
na hemostasia, coagulacdo, angiogénese, inflamacéo e resposta imune. Na infeccdo humana
pelo Virus Dengue (DENV), plaguetas constituem uma das popula¢@es celulares mais afetadas
devido a plaquetopenia e disfuncdo plaquetaria. O objetivo deste trabalho foi investigar a
influéncia de citocinas, quimiocina e fatores de crescimento séricos e de proteinas
intraplaquetarias relacionadas a angiogénese, coagulacédo, regulacdo da matriz extracelular e
inflamacdo na plaquetopenia de pacientes infectados pelo DENV. Para tal, realizamos: (i)
estudo populacional de pacientes e obtencdo de soro e plaquetas em 2013, (i) ensaios
multiplex de micrarranjo liquido para quantificacdo dos niveis séricos de citocinas, quimiocina
e fatores de crescimento e (iii) ensaio de determinacdo do perfil de expresséo 55 proteinas
intraplaquetarias. Quarenta e trés pacientes DENV foram confirmados, com predominancia do
DENV-4. Independente da forma clinica, pacientes DENV apresentaram niveis séricos
elevados de IL-10, TNF-a, CXCL8/IL-8, mas ndo de IL-1B e IFN-y quando comparados aos
controles sadios. Andlises estatisticas demonstraram que niveis de IL-10 e IFN-y apresentaram
correlagdo, respectivamente inversa e direta com a contagem de plaquetas. Ainda, IL-10
diretamente com leucdcitos e linfocitos e TNF-a com linfécitos. Vinte e cinco proteinas
intraplaquetarias foram quantificadas, mas apenas cinco delas, PDGF-AA, TGF-1, HGF,
IGFBP-1 e Angiopoetina-1, apresentaram correlacéo direta com a contagem de plaquetas nos
pacientes DENV. A quantificacdo sérica de PDGF e VEGF demostrou que ambos estavam
diminuidos no grupo DENV mais trombocitopénico. Analise entre proteinas intraplaquetarias
com funcdes biolégicas antagbnicas demonstraram que a razao anti- versus pro-inflamatorios
TGF-B1/MIP-1a foi diminuida em pacientes DENV trombocitopénicos e as razdes anti versus
pré-angiogénica serpina Fl/angiopoetina-1 e serpina F1/ PDGF-AB/BB apresentaram niveis
aumentados em pacientes DENV trombocipénicos. Concluimos brevemente que a reintroducao
do DENV-4 ndo resultou numa maior ocorréncia de gravidade. Contudo esta reintroducao,
induziu aumento dos niveis de TNF-a e CXCL8/IL-8 e da IL-10, influenciando de maneira direta
ou indireta contagens de plaquetas e/ou demais células em resposta a infeccdo. Niveis
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intraplaquetarios de PDGF, TGF-f1, IGFPB-1, Angiopoetina e HGF em pacientes mais
trombocitopénicos poderiam prejudicar a ativacdo de mecanismos relacionados & angiogénese,
coagulacao, integridade do endotélio vascular e produ¢do de mediadores inflamatorios. Assim,
plaguetas poderiam ser consideradas células atuantes da resposta imunoldgica anti-DENV e,
portanto, plaquetopenia é um fator progndstico chave da imunopatogénese da dengue.
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ABSTRACT
Tamiris Azamor da Costa Barros

Platelets are cell fragments derived from megakaryocytes, which play a role in hemostasis,
coagulation, angiogenesis, inflammation and immune response. In human infection with dengue
virus (DENV), platelets are one of the most affected cell populations due to thrombocytopenia
and platelet dysfunction. The objective of this study was to investigate the influence of serum
cytokines, chemokines, intraplatelet growth factors and proteins related to angiogenesis,
coagulation, regulation of extracellular matrix and inflammation in thrombocytopenia of patients
infected with DENV. For this purpose, we conducted: (i) population study of patients and
obtaining their serum and platelets in 2013, (ii) liquid microarray multiplex assays for quantitation
of serum levels of cytokines, chemokine, and growth factors, and (iii) assay for determining
expression profile of 55 intraplapletelet proteins. Forty-three DENV patients were confirmed,
with a predominance of DENV-4. Regardless of type of DENV, levels of IL-10, TNF-a, CXCL8/
IL-8, but not IL-13 and IFN-y were higher on serum of patients compared to healthy individuals.
Statistical analyses showed that levels of IL-10 and IFN-y presented correlation, respectively,
inverse and direct with platelet count. Furthermore, IL-10 was directly correlated with
leukocytes, lymphocytes, TNF-a and with lymphocytes. Twenty-five intraplatelet proteins were
guantified, but only five of them, PDGF-AA, TGF-B1, HGF, angiopoietin-1 and IGFBP-1 were
directly correlated with platelet count in DENV patients. Both levels of PDGF and VEGF were
decreased in group of DENV thrombocytopenic. Analyses between intraplatelet proteins with
antagonic biological functions have shown that ratios anti- versus pro-inflammatory TGF-g1 /
MIP-1a were decreased in thrombocytopenic DENV patients and the ratios anti-versus pro-
angiogenic serpin-F1 / angiopoietin-1 and serpin-F1/ PDGF-AB / BB showed increased levels
in thrombocytopenic DENV patients. Briefly been concluded that the reintroduction of the DENV-
4 did not result in a higher incidence of gravity. However, levels of TNF-a and CXCL8/ IL-8 and
IL-10 were increased, influencing directly or indirectly platelet counts and/or other cells in
response to infection. Levels of PDGF, TGF-B1, IGFPB-1, angiopoietin and HGF intraplatelet of
patients high thrombocytopenic may impair activation of mechanisms related to angiogenesis,
coagulation, vascular endothelial integrity and production of inflammatory mediators. Thus,
platelets might be considered active anti-DENV immune response cells and hence
thrombocytopenia is a key prognostic fator in the immunopathogenesis of dengue.
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78

CXCL7/NAP2: ligante 7 de CXC quimiocina/ peptideo ativador de neutroéfilo
CXCLS8/IL-8: ligante 8 de CXC quimiocina/ interleucina 8

DA:Dopamina

DAMTS: A desintegrina e metaloproteinase com motivo da trombospondina
DC: célula dendritica

DC-SIGN: molécula ndo integrina, captadora da molécula de adeséo intracelular 3
especifica de células dendriticas

DENV: virus da dengue

DIC: coagulacao intravascular disseminada

DNA: 4cido desoxirribonucleico

DR1P: deoxiribose-1-fosfato

E: proteina do envelope do virus dengue
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EGF: fator de crescimento epidérmico

EG-VEGF: fator de crescimento vascular endotelial derivado de glandula enddcrina
EPO: eritropoietina

FcR: receptor Fc

FDSA: dengue com sinais de alarme

FD: febre do dengue

FHD: febre hemorragica do dengue

FIOCRUZ: Fundacao Oswaldo cruz

FGF: fator de crescimento de fibroblastos

FN: fibronectina

FXa/FVal/protrombina: complexo protrombinase
FIXa/FVllla/FX: complexo tenase intrinseco

G-CSF: fator estimulante de coldnias de granulécitos
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GM-CSF: fator estimulador de col6nia granulécitos-macréfago
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GRP78/BIP: Binding immunoglobulin protein

GTP: trifosfato de guanosina
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IEN: interferon
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JAM: molécula de adeséo juncional
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LAMP: proteina de membrana lisossomal

LC-SIGN: molécula ndo integrina, captadora da molécula de adeséao intracelular 3
especifica de linfonodos e figado

LP: lipoproteina

M: proteina da membrana do virus dengue

MB: célula B de memoria

ME: microscopia eletrénica

MIP: Proteina inflamatéria de macréfagos

MK: megacariocito

MMP: metaloproteinase de matriz extracelular
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Mo: mondécitos / macrofagos

MR: receptor de manose

mMRNA: &cido ribonucleico mensageiro

mT: células T de memoria

NE: Noradrenalina

NK: célula T natural Killer

NO: 6xido nitrico

NOX: nitrito e nitrato

NS: proteina nao estrutural do virus dengue

NTP: nucleosideo 5’ trifosfato

ODF: outras doencas febris

PAF: fator de ativacao plaquetaria

PAFR: receptor de fator de ativacao plaquetéria

PAI-1: inibidor do ativador de plasminogénio 1

PAIgG: imunoglobulina G associada a plaquetas

PAIgM: imunoglobulina M associada a plaquetas

PAMP: padrao molecular associado a patégeno

PAR: receptor ativado por protease

PBS: tampéo salina fostato

PDGEF: fator de crescimento derivado de plaquetas

PGEZ2: prostaglandina E2

PMN: célula polimorfonuclear

prM: proteina precursora de membrana do virus dengue

PRP: plasma rico em plaquetas

PSGL-1: ligante 1 da glicoproteina P-selectina

RE: reticulo endoplasmatico

RGD: sequéncia peptidica Arginina-Glicina-Asparagina

RJ: Rio de Janeiro

RNA: 4cido ribonucleico

RTP: termino 5’ de &cido ribonucleico

RT-PCR: reacdo em cadeia da polimerase com transcrigdo reversa
SCA: sistema canicular aberto

SCD: sindrome do choque do dengue

SDM: sistema de demarcacdo de membranas

Secl-Munc: homologo mamifero da proteina Sec 1 de levedura
SINAN: Sistema de Informacdes de Agravos de Notificacéo
SIP: esfingosina-1-fosfato

SNAP: proteina associada ao fator solivel sensivel & N-etilmaleimida
SNARE: receptor de ligacéo ao fator soltvel sensivel a N-etilmaleimida
STNFR : receptor soluvel de fator de necrose tumoral

STRAIL: ligante indutor de apoptose relacionado a fator de necrose tumoral
TF: fator tecidual
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TGF: fator de crescimento tumoral
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TNF: fator de necrose tumoral
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WHO: organizagcdo mundial da saude
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1. Plaquetas

1.1 Biologia de plaguetas

As plaquetas sao fragmentos celulares anucleados, com tamanho de
aproximadamente 7um3. Segundo tipo celular circulante mais numeroso em humanos,
perdendo apenas para as hemacias, as plaquetas apresentam contagem normal de
150.000 a 400.000 plaquetas por microlitro de sangue. Constituem o0s primeiros
elementos celulares que se acumulam em sitios onde ha dano tecidual da parede
vascular e por isso, quando estimuladas e ativadas, iniciam eventos como agregacao,
exocitose de constituintes presentes em granulos, expressao de proteinas de adesdo
e secrecdo de citocinas e mediadores (Shi & Morrel, 2011). Tem-se demonstrado o
papel das plaquetas como células-chave de processos inflamatorios e resposta imune
contra patdgenos, evidenciado pela interacdo direta de plaquetas ativadas com células
endoteliais e células do sistema imunoldgico, o que é favorecido pela sua localizacéo

nos sitios de entrada de microorganismos patogénicos (Weyrich & Zimmerman, 2004).

1.1.1 Origem, formacgao e morfologia

Existem aproximadamente 1012 plaquetas em repouso (ndo ativadas) na
circulacdo sanguinea de um humano adulto. As plaquetas circulam na corrente
sanguinea por 8 a 10 dias, sendo que 10! novas plaquetas precisam ser produzidas
diariamente a partir de megacariocitos da medula éssea para que o numero normal de
plaguetas (150 a 400 plaquetas/uL de sangue) seja mantido (Kaushansky, 2006).
Através de ciclos repetidos de replicacdo de DNA sem divisdo celular, os
megacariocitos sofrem endomitose e se tornam poliploides (Ebbe, 1976). Apés o
processo de endomitose, € iniciado o estagio de maturacédo, no qual o citoplasma é
preenchido por organelas adquirindo caracteristicas que incluem o desenvolvimento do

sistema de membranas de demarca



cao (SDM), sistema canalicular aberto (SCA) e a formagdo dos granulos
intracelulares (Italiano e Hartwig, 2007). Proteinas especificas associadas as
plaquetas, como os receptores de fibrinogénio, sado sintetizados e expressos na
superficie dos megacariécitos, enquanto que outras proteinas sdo empacotadas em
granulos secretorios, como o fator de von Willebrand (VWWF). Outras proteinas como o
fibrinogénio sdo endocitadas pelos megacariocitos e seletivamente empacotadas em
granulos especificos (Heijnen et al., 1998).

Os modelos propostos de formacdo de plaguetas incluem projecoes
citoplasméaticas de megacariocitos (Djaldetti et al., 1979) e fragmentacao citoplasmatica
via SDM 16 (Behnke, 1968). Estudos demonstram que ao final do estagio de
maturacdo, 0s megacariocitos formam longas e mdltiplas extensdes citoplasmaticas
chamadas pré-plaguetas que cruzam a barreira endotelial, entram nos sinusoides,
liberando-as na circulagdo, onde formam as plaquetas por fragmentacdo de suas
extremidades (Junt et al., 2007). Este processo gera células com volume de cerca de 7
um3, forma discoide atingindo 2 a 5 ym de diametro e que apesar de anucleadas,
contém pré-mRNA empacotado e complexos pdés-transcripcionais. Com relacdo a
morfologia interna, destaca-se uma zona de organelas contendo mitocondria e trés
tipos principais de granulos secretorios: granulos a, corpos densos e lisossomos (White,
2007) (Figura 1).

Grinulos —§=

~ i

Sistema canicular aberto

Figura 1. Morfologia de plaquetas. (A) Estrutura celular interna de uma plaqueta por
microscopia eletrénica de transmisséo, mostrando as organelas celulares (aumento x 30.000).
Figura extraida de Semple e colaboradores, 2011. (B) Estrutura externa de uma plaqueta
guiescente com formato discoide por microscopia eletrdnica de varredura (aumento x 30.000).
Figura extraida de White, 2007.



Plaguetas em estado quiescente apresentam trés regides. A primeira € a zona
periférica, responsavel pela adesdo e agregacdo, e consiste no revestimento de
glicocélice, membrana plasmatica e citoesqueleto. Esta zona pode conter moléculas
biologicamente ativas adsorvidas, como os fatores de coagulagédo V, VI, Xl e XII,
receptores de adenosina difosfato (ADP), trombina, fator de von Willebrand (VWF),
colageno, fibrinogénio, fibrina, fibronectina, epinefrina, fator de ativacdo plaquetaria
(PAF), trombospondina (TSP), tromboxano A2 (TXA2), prostaciclina, epinefrina,
serotonina e glicosiltransferase (Rendu e Brohard-Bohn, 2001). A segunda regido é
responsavel pela contracdo e apoio ao sistema de microtibulos que interliga SDM e
SCA. A (ltima é a zona de organelas contendo trés tipos principais de granulos
secretérios: granulos a, corpos densos e lisossomos. Corpos multivesiculares também
estdo presentes, ja formados no megacariécito, atraves da fusdo de pequenas
vesiculas que brotam da zona trans-Golgi e servem como “esta¢des de triagem” para
o desenvolvimento dos trés granulos (White, 2007). Uma pequena quantidade de
mitocondrias esta presente no citoplasma, que estdo envolvidas no metabolismo
energético oxidativo (Parise et al., 2001). Outras organelas envolvidas por membrana
e estruturas sao encontradas, tais como: glicossomos, cadeias eletrodensas e
inclus®es tubulares (White, 2007; Cimmino e Golino, 2013).

Os granulos a sédo os mais abundantes, aproximadamente 50 a 80 granulos a por
plaqueta, representando cerca de 10% do volume plaquetério (Blair e Flaumenhatft,
2009). No megacariocito, os granulos a podem ser formados a partir dos corpos
multivesiculares, através da juncdo de proteinas de revestimento (como clatrina),
proteinas adaptadoras, maquinaria de fusdo e GTPases monomeéricas. A maturacao
dos granulos continua na plaqueta circulante por endocitose da membrana plasmatica,
gue é realizada por uma via dependente de clatrina (Klinger e Kluter, 1995) e € uma
atividade constitutiva de plaguetas em repouso. O contetdo dos granulos a inclui tanto
proteinas de membrana que sdo expressas na superficie da plaqueta, como a P-
selectina (CD62P), como proteinas soluveis que sdo liberadas na matriz extracelular
(Figura 2). Sabe-se que, quando ativadas, as plaquetas podem secretar centenas de

proteinas solUveis de seus granulos a (Blair e Flaumenhaft, 2009), que incluem



moléculas pré-coagulantes (Fator V, multimerina, Fator VIII), reguladores fibrinoliticos
(a2-macroglobulina, plasminogénio, inibidor 1 do ativador de plasminogénio), fatores de
crescimento (fator de crescimento epidermal, fator de crescimento hepatico, fator de
crescimento insulina-simile 1, fator de crescimento transformador 8 — TGF-B, fator de
crescimento endotelial vascular — VEGF, fator de crescimento derivado de plaqueta-
PDGF), quimiocinas (fator plaquetario 4 — CXCL4/PF4, 3-tromboglobulina, CCL3/MIP-
la, CCL5/RANTES, CCL7/MCP-3, CCL17/TARC, CXCL1/KC, CXCL5/ENA-78,
CXCLS8/IL-8) e moléculas de adesdo (CD62P, VWF, trombospondina, fibrinogénio,
integrina allbB3, fibronectina) (Reed, 2007).

MMP-9 TGF-B1 PDGF-AB VWF

Figura 2. Localizacdo intracelular de proteina em p laquetas quiescentes por
imunofluorescéncia. Marcac®es intracelulares com anticorpos conjugados a Alexa-Fluor 488
(verde) ou Alexa-Fluor 568 (Vermelho) demonstram a localizacdo de MMP-9, TGF-1, PDGF-
AB e VWF nos granulos-a. Modificada de Nurden, 2011.

Os granulos densos sdo menos abundantes que os granulos-a (3 a 8 por
plagueta), possuem meio ligeiramente acido (pH 6,1), ions (célcio, magnésio, fosforo e
pirofostato), adenosina trifosfato (ATP), adenosina difosfato (ADP), proteinas de
membrana lisossomal (LAMP-2 e LAMP-3) e serotonina (Reed, 2007).

As plaquetas humanas contém poucos lisossomos, geralmente uma plaqueta
possui de zero a trés lisossomos, que sao esféericos, ligeiramente menores que 0s
granulos a e em seu contetdo encontran-se pelo menos 13 hidrolases acidas, além de
catepsina D e E, e proteinas de membrana lisossomal (LAMP-1, LAMP-2 e CD63)
(White, 2007). A fungéo dos lisossomos plaquetarios na hemostasia € desconhecida,
porém durante um contexto de ativacdo in vitro, além da secrecdo de granulos-a e

granulos densos, o conteudo dos lisossomos também é exocitado (Chen et al., 2000).

4



A secrecdo de lisossomos apés ativacdo de plaquetas in vivo também ja foi relatada
(Ciferri et al., 2000). Particulas sintéticas como latex endocitadas por plaguetas através
do SCA séo transferidas aos granulos a, mas também podem reagir com lisossomos
(Lewis et al., 1976) que seriam, portanto, um compartimento plaquetario de digestao
endossomal (White, 2007).

1.1.2 Ativacao plaquetéria

A ativacao plaquetaria € um fendmeno comum a diversas situa¢des de quebra do
equilibrio fisiolégico, como danos aos vasos sanguineos quando em contato com
componentes da matriz subendotelial (colagenos e VWF) (Cimmino e Golino, 2013),
infecgBes por DENV, virus da imunodeficiéncia humana-1 (HIV-1) e bacterianas (Hotzz
et al., 2013; Holme et al., 1998; Cox et al., 2011), isquemia coronariana (Fitzgerald et
al., 1986), hipotermia (Michelson et al., 1994), diabetes mellitus (Davi et al., 1999) e
trombose arterial (Davi e Patrono, 2007).

Durante sua ativacdo, as plaquetas passam por um processo de mudanca
estrutural, no qual as células discoides sofrem modificagfes no citoesqueleto, incluindo
a desmontagem de um anel de microtdbulos, resultando em uma forma esférica
intermediaria. A seguir, ocorre a polimerizacdo da actina e a extensao de filopodios,
fazendo com que a célula adquira morfologia lamelar ou dendritica (Figura 3) (Jurk e
Kehrel, 2005). Contudo, os eventos relacionados a ativacdo ndo estdo restritos as
mudancas na morfologia externa, tendo consequéncias em diversas fun¢des bioldgicas
desenvolvidas pelas plaquetas.

Frente a ativacdo ocorre a formacdo de agregados celulares com outras
plaguetas, neutrofilos, mondcitos e células endoteliais (Michelson, 2007; Krishnamurti
et al., 2002), exocitose de constituintes presentes em seus granulos, expressao de
proteinas de adeséao e secrecao de citocinas e mediadores imunolégicos (Shi e Morrell,
2011).



Figura 3. Morfologia de plaquetas ativadas.  (A) Diferenca entre a plaqueta quiescente
com formato discdide e plaqueta ativada exibindo aspecto lamelar. A seta demarca os poros do
SCA (aumento x 15.000). (B) Plagueta ativada exibindo longos filopédios (aumento x 13.000).
(A) e (B) foram extraidas de White, 2007.

Os principais receptores de plaquetas com acao nas interagbes com outras
células sao a glicoproteina llb/ llla (CD41/ CD61) e P-selectina, ambos os receptores
sdo expressos na superficie das plaquetas ativadas. Plaquetas expressando CD41/
CD61 ligam-se as proteinas de adesdao que contém a sequéncia RGD (sequéncia
peptidica Arginina-Glicina-Asparagina), permitindo assim a agregacéo e ligacao das
plaquetas ativadas a leucdcitos e células endoteliais através de “moléculas ponte”,

como o fibrinogénio (Calvete et al., 1991).
1.2 Sintese e secrecdo de moléculas biologicamente  ativas

As plaquetas, quando estimuladas e ativadas, secretam mediadores
armazenados ou sintetizados em seus granulos, que atuam em diversas fungdes como
as exemplificadas no quadro 1. Alguns agonistas envolvidos na ativacdo plaquetaria
incluem ADP, TXA2, colageno, serotonina, epinefrina e trombina (Jennings, 2009), além

de patégenos e toxinas (Figura 4) (Vieira-de-Abreu et al., 2012).



Trombina,

colageno,
TXA,,
outros
agonistas .
enddgenos, Ativagao de Ativagdo da integrina allB3,
bactérias, plaquetas ligagéo ao fibrinogénio;
toxinas, quiescentes Agregacao plaquetaria;
circulantes Expressao de CD62P;
Expressao e secregdao de CD40L;
Secregao de microvesiculas,
quimiocinas e citocinas;
Tradugao dependente de sinal;
respostas de sintese
Figura 4. Ativacdo de plaquetas por agonistas. Plaquetas ativadas por agonistas

realizam sinalizacdo intracelular, resultando em respostas funcionais que modulam eventos
importantes durante a inflamacao e hemostasia. Adaptada de Vieira-de-Abreu e colaboradores,

2012.



Quadro 1. Mediadores de ativacdo ou inibicdo da ang

permeabilidade vascular derivados de plaquetas*

iogénese e

Pré-angiogénicos

Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
Fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF)

Fator de crescimento derivado de plaquetas (platelet derived growth fator ou

PDGF)
Fator de crescimento epidermal (EGF)
Fator de crescimento do hepatdcito (HGF)
Fator de crescimento tipo-Insulina 1 e 2 (IGF-1 e IGF-2)
Angiopoetina-1 (ANGPT1)
Metaloproteinase de matriz 2 e 9 (MMP-2 e MMP-9)
Lipoproteina A (LPA)
Esfingosina-1-fosfato (sphingosine-1-phosphate ou SIP)
Fator derivado de células do estroma (SDF-1)
Heparanase (HPSE)
Fator V/Va e Xl
Deoxiribose-1-fosfato (DR1P)
CD40-L
Fator tecidual (TF)
Interleucina-8 (IL-8/CXCL8)

Anti -angiogénicos

Angiostatina

Endostatina

Fator plaquetario 4 (PF4)

B-tromboglobulina

Inibidor de ativador de plasminogénio (PAI-1)
Fator de crescimento transformador- (TGF-b)
Trombospondina-1 (TSP-1)

Inibidor tecidual de metaloproteinases 1-4 (TIMP-1-4)
Fibronectina (FN)

Vitronectina (Vn)

a2-macroglobulina (a2M)

a2-antiplasmina

Inhibidor da via do fator tecidual (TFPI)
Antitrombina (SERPINC1)

Regulacdo negativa da permeabilidade vascular

Angiopoietin-1 (ANG-1)
Serotonina (5HT)
Esfingosina-1-fosfato (sphingosine-1-phosphate ou SIP)

Aumento da permeabilidade vascular

Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
Histamina (H)

Noradrenalina (NE)

Dopamina (DA)

Quadro modificado de Andia e Abate, 2012.



Além disso, as plaquetas realizam tradu¢cdo de mRNA gerando a formacédo de
proteinas em resposta a sinais de ativacao (Zimmerman e Weyrich, 2008). A sintese
de novo acontece porque as plaquetas possuem um complexo repertorio pos-
transcripcional para a traducao pos-ativacéo (Weyrich et al., 2009). Essa via € possivel,
uma vez que megacariocitos transferem pré-mRNAs especificos para as plaquetas
durante a plagquetogénese, como no caso do pré-mRNA de fator tecidual (TF) que &
processado a mRNA maduro e traduzido em TF biologicamente ativo, um mediador
inflamatorio e regulador da coagulacéo (Schwertz et al., 2006).

A exocitose ocorre por mecanismos homologos as de células secretorias. O
processo envolve reorganizagéo da estrutura de actina, translocacao dos granulos para
a membrana plasmatica, fusdo do granulo as membranas do SCA e liberagcdo do
conteudo intracelular. A secrecdo acontece através de mecanismo altamente regulado
dependente de receptor de ligagéo ao fator soltvel sensivel & N-etilmaleimida (SNARE).
As principais SNARE séo as sintaxinas (VAMPS) e proteina associada ao fator soltuvel
sensivel a N-etilmaleimida (SNAPs) (Sudhof & Rothman, 2009). As SNAREs
associadas aos granulos sdo chamadas SNAREs vesiculares (vSNARES), enquanto
gue aquelas associadas as membranas plasmatica e do SCA sdo chamadas tSNAREs.
A associacao entre VSNARE e tSNARE produz energia necessaria para a fusdo das
membranas. As plaquetas humanas possuem as proteinas SM Muncl18a, Munc18b e
Munc18c (Schraw et al., 2003), sendo que dessas, a Munc18c forma um complexo com
a sintaxina 4, que se dissociado durante a ativacdo, estimula a secrecdo dos
constituintes dos granulos (Houng Polgar & Reed 2003). As proteinas Rab, GTPases
de baixo peso molecular, também sdo capazes de modificar a funcado das SNARESs. As
plaguetas possuem as Rabs 1, 3b, 4, 6, 8, 11, 27 e 31 que, quando ativadas, fosforilam
as Rabs 3b, 6¢ e 8 (Reed, 2007). Estudos sugerem que a secrecao de granulos densos

é regulada pela Rab 27b (Tolmachova et al., 2007).
1.3 Papel das plaquetas na hemostasia e inflamacé&o

1.3.1 Coagulacéo e angiogénese



A hemostasia é um processo dindmico no qual mecanismos fisicos e bioquimicos
promovem a coagulacdo sanguinea (parada da perda de sangue em um vaso
danificado) de forma répida e regulada, cujos principais ativadores sdo TXA2, ADP e
trombina (Qu e Chaikof 2010). A adesédo e ativacdo das plaguetas sdo mediadas
através das interacdes entre os receptores GPIb-IX-V com o VWF e GPVI com o
coldgeno subendotelial (Rumbaut e Thiagarajan 2010). Alternativamente, quando o
endotélio vascular € danificado, sitios de colageno sdo expostos, facilitando a adesao
de plaquetas nestes sitios especificos. As plaguetas aderem as moléculas nos tecidos
subendoteliais no sitio da lesdo, onde se agregam e interagem com leucécitos e células

endoteliais, iniciando assim a cascata de coagulacéo (Figura 5) (Furie e Furie, 2008).

Plaquetas aderem ao sitio de dano vascular Agregacdo e ativagdo plaquetadria Formagdo do tampao hemostatico
Neutréfilo
oD @ iemicia ‘ Ativacdo da
L a ’h‘,' Tromboxano A, cascatade
6 Plaquetas 7. coagulacdo \ -
Célula endotelial ¢ y € ) o Trombina

Ny

o o : ') X N
. 4 ) e =5 .’,03._&";:’.
Membrana basal Colageno -
4 \ =N Proteinas da MEC 2 T i < ==X
—— A S~

Musculo liso

Figura 5. Papel das plaquetas na hemostasia.  As plaquetas se agregam quando ha
dano do endotélio vascular e exposi¢do de colageno e de proteinas da matriz extracelular
(MEC). As plaguetas ativadas liberam mediadores de ativacdo como TXA2 e ADP. Apds
ativacdo, as plaquetas produzem trombina, catalisando a iniciacdo da cascata de coagulacao
e, eventualmente, formando o depésito de fibrina. Figura adaptada de Semple e colaboradores,
2011.

Os fatores de coagulacéo presentes na circulacdo sanguinea estédo envolvidos em
uma sequéncia rigorosamente controlada de reacdes de ativacdo que resultam na
formacao de trombina e subsequentemente de fibrina. Esses fatores circulam na forma
de zimogénios, que requerem processamento por protedlise para que sejam ativados.
De acordo com o0 novo modelo de coagulacdo sanguinea, a mesma ocorre em trés
estagios que se sobrepdem: fase de iniciacdo, fase de amplificacdo e fase de
propagacao (Figura 6) (Hoffman, 2003)

A fase de iniciacdo ocorre com a exposicdo do TF na superficie celular, como por

exemplo, em células subendoteliais e mondcitos ativados. O complexo tenase
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extrinseco (TF/FVlla) é produzido, resultando na formacgéo de FXa e FIXa, e na geragao
de pequenas quantidades de trombina. Essa fase de iniciacdo é regulada pelo inibidor
da via do fator tecidual (TFPI): o FXa formado no inicio da coagulagéo se liga ao TFPI,
levando a inibicdo do complexo TF/FVlla, constituindo uma alga de regulacéo negativa.
Na fase de amplificagcéo, a trombina formada na fase inicial é essencial para a ativagao
de plaquetas e dos cofatores das enzimas FXa e FIXa, respectivamente FV e FVIII,
permitindo a amplificacdo da geracdo de trombina. Assim, o FXa constituinte do
complexo protrombinase é protegido da inibicdo por antitrombina. Na fase de
propagacao, grandes quantidades de trombina sdo geradas na superficie da plaqueta
ativada, onde a exposi¢éo de fosfolipidios anidnicos, especialmente fosfatidilserina, é
essencial para a formacdo dos complexos tenase intrinseco (FIXa/FVilla/FX) e
protrombinase (FXa/FVa/protrombina). Niveis mais elevados de trombina levam a
ativacdo de FXI, disponivel no plasma e também liberado dos granulos a de plaquetas.
A superficie da plaqueta ativada protege ainda o FXla da inibicdo por inibidores
plasméaticos. O FXla pode induzir a formacédo macica de trombina através da ativacao

mais eficiente de FIX na superficie da plaqueta ativada (Hoffman, 2003).
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Figura 6. Modelo de coagulacdo baseado em superfici  es celulares. As trés fases da
coagulacdo ocorrem em superficies celulares. A fase de iniciagdo ocorre em células que
apresentam TF em sua superficie, a fase de amplificacdo na superficie de plaquetas ao serem
ativadas e a fase de propagacédo ocorre na superficie de plaquetas ja ativadas. Modificada de
Hoffman & Monroe, 2001.
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A angiogénese é o processo de iniciacdo e configuracdo de novos vasos
sanguineos a partir de vasos pré-existentes, e envolve dois estagios bioldgicos
consecutivos, inducado e resolucdo. O primeiro estagio, inducao, € regulado pela
presenca de VEGF, TGF-B1, BFGF, PDGF e EGF secretados por plaguetas ou
células do estoma, que induzem a ativacdo e a migracdo de células endoteliais
(Andia e Abade, 2012).

J& na resolucao observa-se que a ativacao plaquetéria leva a liberacédo de
proteinas pro-angiogénicas, tais como: VEGF, HGF, TGF-B1, fatores de
crescimento derivados de plaguetas (PDGF-A, B ou C) e de outras citocinas
sollveis (CXCLB8/IL-8, angiopoetina e CXCL12) e metaloproteases MMP-1, -2 e -
9 (Nurden et al., 2007). Moléculas pro-angiogénicas influenciam a migracédo e
proliferacdo de células endoteliais, organizacdo e estabilizacdo dos vasos.
Contudo, as plaguetas também podem secretar diversos fatores anti-
angiogénicos, incluindo endostatina, fibronectina, PF4, TSP-1, a2-macroglobulina,
PAI-1, angiostatina, bem como os inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMP-1-4) (Nurden et al., 2008). O efeito do balanco final entre as proteinas
liberadas por plaquetas dependera ndo s6 do ambiente em que séo lancadas, mas
também do grau de secrecdo alcancado. As proteinas podem atuar
sinergicamente, mas também em competicdo. No quadro 1 (p.7) podemos ver 0s
fatores que atuam neste balanco e o qudo complexa esta interagdo molecular
pode ser (Andia e Abate, 2012).

1.3.2 Inflamacgé&o e resposta imunologica

As plaquetas, ao interagir fisicamente com leucocitos e células endoteliais, atuam
como sinalizadoras que conectam a inflamacé&o e resposta imunolégica & hemostasia.
As plaquetas, quando estimuladas e ativadas, iniciam eventos como agregacao,
formacé&o de microparticulas e exossomos (Aatonen, 2014), expressao de proteinas de

adesao e receptores e exocitose de constituintes presentes em seus granulos (Cimmino
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e Golino, 2013). Esta exocitose dos granulos- a, densos e lisossomos gera a secrecao
de citocinas e mediadores bioldgicos com diversas func¢des imunolégicas e

inflamatorias, como podemos ver no quadro 2.
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Quadro 2. Mediadores inflamatérios e moduladores im unoldgicos
derivados de plaquetas

Molécula Ac¢éo imunolégical/inflamatéria
Granulos- «a

PFA Quimiocina: recrutamento de mondcitos, neutréfilos e células T;
diferenciacdo em Th2

Ppbp B-tromboglobulina Ativagéo e recrutamento de neutrdfilos;

NAP-2 Atividade fagocitica dos macréfagos

P-selectina Adesao de leucécitos; ativacdo do complemento

CD40L Superfamilia  TNF: ativacdo de células apresentadoras de
antigeno; resposta de células B, ativacao de células endoteliais.

TGF- Citocina: proliferacdo celular, diferenciagdo de células T;
regulagéo fenotipica de células B e macrofagos.

PDGF Fator de crescimento: crescimento e diferenciagéo celular;
diferenciacdo mondcito/macréfago

VWF Adeséo plaquetaria; extravasamento de PMN

CD63 Tetraspanina: proteina adaptadora transmembrana;
recrutamento de leucdcitos

CXCL12 Quimiocina: quimiotaxia para células-T, mondcitos e PMN

VEGF Fator de crescimento: angiogénese; expresséo de moléculas de
adeséo

Thrombospondina Apoptose, inflamacdo por células endoteliais; formagédo de
agregados macréfago-plaquetas

MIP-1a Citocina: ativagdo de neutréfilos e eosindfilos, producdo de
imunoglobulinas por células B

MMP-2, MMP-9 Protease: quebra de matriz extracellular; formacdo de
agregados plaguetas-leucécitos

Ciclofilina A Fator de crescimento de musculatura vascular lisa

Grénulos Densos

Serotonina Funcionamento de células T e células dendriticas

Glutamato Trafego de células-T

Polifosfatos Amplificac@o da resposta inflamatéria

ADP Ativacgéo de plaquetas, leucdcitos e células endoteliais

Histamina Aumento da reatividade e degranulagdo vascular

Expresséo constitutiva ou producéo

IL-1B8 Citocina: resposta de fase aguda; ativagdo leucocitéria e
endotelial

Tromboxano Eicosanoide: diferenciacdo de células T; ativacao de mondcitos

Oxido Nitrico Espécie reativa de oxigénio: anti-inflamatdrio e anti-trombético

GPlba Molécula de adesdo: ligagdo de Mac-1 a leucécitos

PAF fator de ativacao plaquetaria; CD40L, glicoproteina 39; TGF-, fator de crescimento tumoral ;
PDGF, fator de crescimento derivado de plaquetas; VWF: fator de von Willebrand; VEGF, fator de
crescimento endotelial vascular; MIP- 1a, proteina inflamatéria de macréfagos - 1a; MMP,
metaloprotenase de matriz; ADP, adenosina difosfato; PMNs, células polimorfonucleares; GP,
glicoproteina. Quadro modificado de Morrell e colaboradores 2014.
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Além da secrecao de mediadores, as plaquetas também expressam receptores
com funcdes de defesa em suas superficies, incluindo os receptores de Fc que
reconhecem imunoglobulinas das classes IgG, IgE e IgA. Estes receptores podem
conferir as plaquetas atividades antibacterianas rudimentares como secre¢do de
peptideos antimicrobianos e fagocitose frente a interacdo direta com bactérias, virus,
protozoarios ou helmintos. Com a expresséo destes receptores, as plaquetas podem
contribuir para imunidade inata e adaptativa. Estes imunorreceptores parecem
influenciar na atividade de adesado plaguetaria com a modulacdo da producdo de

integrinas (Mathew e Rothman, 2008).

As plaquetas expressam seis diferentes integrinas, sendo que dessas, a que &
expressa exclusivamente por plaquetas € a integrina CD41/CD61, que possui Varios
ligantes, dentre os quais fibrinogénio, fibronectina, vitronectina, trombospondina-1 e

VWF, sendo essencial para a adeséo e agregacao plaquetaria (Plow et al., 2000).

Outro conjunto de receptores presentes nas plaquetas com agédo imunolégica € o
de receptores Toll-like (TLRs). Dentre os receptores TLR-1 a 10 identificados em
humanos, seis deles sdo expressos em plaquetas: TLR-1,TLR- 2,TLR-4, TLR-6, TLR-8
e TLR-9. Dentre as funcionalidades destes receptores nas plaguetas, tem-se, por
exemplo, que TLR-4 é capaz de modular a plaquetopenia na sepse e induzir a producéo
de TNF-a in vivo (Aslam et al., 2006) e TLR-2 modula o processamento de RNA da IL-
1B, induzindo a producéo de IFN do tipo 1 e de outras citocinas inflamatérias (Shashkin
et al., 2008).

1.3.3 Interacdo com células imunes e endotélio

O conjunto de reagdes inflamatorias, homeostaticas, angiogénicas e coagulatorias
sdo eventos multicelulares que incluem quimiotaxia, adesdo, e as interagdes
controladas entre leucdcitos, células endoteliais e plaquetas na parede dos vasos

sanguineos. As plaguetas contribuem para essas interacfes através da secrecdo de
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proteinas de adesédo, estimulo de leucdcitos aderidos e regulagdo de sintese de
guimiocinas nos leucécitos e células endoteliais, podendo inclusive levar a formacéo de
complexos plaquetas-neutrofilos e plaguetas-mondcitos na corrente sanguinea,

observada tanto em estudos in vitro quanto in vivo (Ott et al., 1996; Furman et al., 1998).

Moléculas como IL-1, PAF e CD62P destacam-se como principais mediadores
derivados de plaquetas, sendo capazes de ativar os leucocitos nestes complexos
(Peters et al., 1999). Mediadores plasmaticos derivados de mondcitos também estao
envolvidos na interagdo destas células. Estudos demostram que plaguetas ativadas
induzem ao aumento da expressao de IL-10 e a diminuicdo de TNF-a por monécitos
(Gudbransdottir et al., 2013).
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2. Virus Dengue

2.1 Historia e epidemiologia atual da dengue no Bra  sil

Dengue é uma das arboviroses de maior impacto na salde publica mundial,
ocorrendo de 50 a 100 milhdes de infec¢cdes pelo DENV ao ano no mundo, com 2,5
bilhdes de pessoas, 40% da populacdo mundial, em &reas de risco de transmissao do
virus (Figura 7) (WHO, World Health Organization, 2009). Seu agente etioldgico € o
virus dengue (DENV) que tem quatro sorotipos virais antigenicamente distintos (DENV
1-4). Infec¢cbes por qualquer um dos quatro sorotipos, que sdo transmitidos por
mosquitos do género Aedes em um ciclo humano-mosquito-humano, confere
imunidade de longa duracao para aquele sorotipo especificamente. Os virus da dengue
compartilham 65%-75% de homologia em suas sequéncias de RNA. A imunidade
cruzada entre sorotipos existe logo apés a infec¢do primaria, porém, apos 6 meses o

hospedeiro torna-se suscetivel aos trés demais sorotipos de DENV (Bhatt et al., 2013).
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Figura 7. Mapas globais das areas de risco e distri  buicdo da dengue em 2010 .
Probabilidade da ocorréncia de dengue com resolucdo espacial de 5 a 35km. Areas com alta
probabilidade de dengue estdo em vermelho e aquelas com baixa probabilidade em verde (a).
Cartograma dos numeros de infeccBes por DENV no ano de 2010 proporcionais as areas
geograficas nacionais e subnacionais (b). Modificada de Bhatt e colaboradores 2013.
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Os primeiros relatos de uma doenga com caracteristicas similares a dengue foram
documentados entre os anos de 1779 e 1788 (Gubler et al., 2006). No Brasil, a primeira
epidemia de dengue aconteceu em 1981 no estado de Roraima, com isolamento dos
sorotipos DENV-1 e DENV-4 (Osanai et al., 1983). Ap6s um periodo sem relatos de
surtos, em 1986 o DENV-1 foi introduzido no estado do Rio de Janeiro (RJ), tornando-
se um problema nacional de salude publica em consequéncia da rapida disseminacéo
do virus em varios estados (Osanai et al., 1983). Em 1990, a situacdo se agravou com
o aparecimento do DENV-2 também no RJ (Nogueira, et al.,1993), quando também
foram registrados os primeiros casos fatais da dengue devido principalmente as
infeccdes secundarias. Em 1994, DENV ja circulava por vérias regides, ocasionando
um aumento progressivo da incidéncia da doenga no pais (Siqueira et al., 2005). DENV-
3 foi introduzido no Brasil em 2001 no RJ (Nogueira et al., 2001), resultando em uma
epidemia com casos clinicos graves no verdo de 2001 a 2002, com 1.831 casos de
dengue hemorragica (Nogueira et al., 2005). Até o final de 2006, 25 dos 27 estados
brasileiros ja haviam relatado epidemias de dengue em consequéncia da co-circulagcao
de trés sorotipos virais (Nogueira et al., 2007). DENV-4 ja havia sido relatado na
Amazobnia, em 1982, e em Manaus, em 2008, em apenas trés pacientes sem historico
de viagem recente (de Melo et al., 2009). Em 2010, DENV-4 reemergiu no pais nos
municipios de Boa Vista e Canté, em Roraima, cocirculando com os sorotipos DENV-1
e DENV-2 (Temporéo et al., 2011), porém somente em 2012 foi reportada a sequéncia
completa do genoma de uma cepa de DENV-4 isolado em paciente infectado em
Roraima em 2010 (Naveca et al., 2012). Em 2013, foram notificados 1.452.489 casos
de dengue, com 36,7% de prevaléncia para o sorotipo DENV-1, 4,2% para DENV-2,
0,3% para DENV-3 e 58,9% para DENV-4. No estado do Rio de Janeiro houve 213.058
casos notificados, sendo 7,5% DENV-1, 0,5% DENV-3 e 92% de DENV-4 (Ministério
da Saude, 2013). Em 2014, foram notificados 511.080 casos de dengue no pais até o
més de agosto, concentrados principalmente nos estados do Acre (321,2 casos/100 mil
habitantes), Espirito Santo (418,7 casos/100 mil habitantes), Sdo Paulo (487,3
casos/100 mil habitantes), Distrito Federal (406,2 casos/100 mil habitantes) , além do

Goias (1.255,1 casos/100 mil habitantes) de acordo com a Secretaria de Vigilancia em
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saude do Ministério da Saude ( Ministério da Saude, 2014) .No estado do Rio de Janeiro
houve uma queda brusca no niumero de casos que foram de 1.283,4 casos/100 mil
habitantes em 2013 para 38,3 casos/100 mil habitantes em 2014.

De forma interessante, no ano de 2007 foi registrado um caso de um paciente no
sudeste asiatico com um sorotipo viral novo desconhecido que foi chamado de DENV-

5. Contudo, até o momento ndo foram registrados novos casos (Vasilakis, 2013).

2.2 Estrutura e proteinas virais

2.2.1 Estrutura viral

Como integrante da familia Flaviviridae, o DENV é constituido por um envelope
formado por uma bicamada lipidica derivada do reticulo endoplasmético da célula
hospedeira, no qual sdo inseridas as proteinas do envelope (E) e membrana (M). A
particula viral tem formato esférico e didmetro de aproximadamente 50 nm. Abaixo do
envelope viral ha um nucleocapsideo com diametro proximo de 30 nm, composto por
um capsideo viral icosaédrico, formado pela proteina do capsideo (C) e complexado a
uma molécula de RNA fita simples, com polaridade positiva (Figura 8) (Lindenbach e
Rice, 2001; Kuhn et al., 2002).

bicamada

Figura 8: Particula viral. Imagem de particula viral madura do DENV obtida por
criomicroscopia eletrénica (Purdue University. www.infection-research.de/.../cb5efb59a8.jpg,
acessado em novembro de 2013).
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O RNA viral tem aproximadamente 10,7 Kb e é modificado em sua extremidade
5’ pela adicdo da estrutura cap, mas € destituido de cauda poli-A na extremidade 3’ e
apresenta uma Unica fase de leitura aberta que codifica uma poliproteina precursora
das proteinas virais. Esta proteina precursora € clivada tanto por proteases celulares
do hospedeiro quanto pela protease viral, gerando dez proteinas: as estruturais C, pré-
Membrana (prM)/M, E e as ndo-estruturais 1, 2A, 2B, 3, 4A, 4B e 5 (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B e NS5, respectivamente) (Figura 9). As proteinas estruturais (C, M
e E) traduzidas sdo incorporadas nas particulas virais durante sua maturagcédo, enquanto
as proteinas ndo-estruturais estao envolvidas na replicagdo e/ou montagem dos virions.
As regides ndo-codificantes 3’ e 5 também sdo importantes para a replicacao viral
(Chambers et al., 1990; Mukhopadhyay et al., 2005; Qi et al., 2008).

NS2A NS4A
(C [ME N51:ﬂ e - NG
L 1§ i '\ " el

NS2R NS4B 3 UTR

Figura 9. O genoma do DENV. O genoma viral codifica as proteinas estruturais C, M e E e
sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). Extraido de
Guzman e colaboradores, 2010.

A proteina C, altamente basica, possui cerca de 11 kDa e se associa ao RNA viral
formando o nucleocapsideo. Sua porgdo central contém dominios hidrofébicos que
interagem com membranas celulares, tendo um papel ha montagem da particula viral
(Lindenbach & Rice, 2003; Mukhopadhyay et al., 2005).

A glicoproteina prM, de aproximadamente 26 kDa, € gerada pela clivagem da sua
regido N-terminal no reticulo endoplasmatico durante o processamento da poliproteina
viral. Aparentemente, essa proteina funciona impedindo que a proteina E sofra
mudancas conformacionais durante o seu transito de compartimentos acidos na fase

de maturacdo do virus. A porcdo N-terminal dessa proteina é clivada durante o
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transporte pelo complexo de Golgi, originando a proteina M presente na particula
madura (Lindenbach & Rice, 2003; Stiasny e Heinz, 2006).

A proteina E, a maior proteina viral, € glicosilada e tem peso molecular de
aproximadamente 53 KD. Alguns de seus epitopos induzem resposta imune humoral
capazes de impedir a entrada do virus na célula-alvo, promovendo a neutralizacao viral.
O mecanismo de neutralizagdo relaciona-se a dissociagcdo do dimero E pela presenca
do anticorpo, impedindo as alteracfes conformacionais que levam a formacdo dos
trimeros da molécula. Além disso, o dominio Ill da proteina E é responsavel pela ligacdo
do virus a célula hospedeira, de forma que, anticorpos produzidos contra este dominio

obstruem o sitio de ligacao viral ao receptor de membrana celular (Chambers, 1990).

A glicoproteina NS1 é essencial para a viabilidade do DENV, contudo, pouco é
conhecido sobre o papel desta proteina. Possui aproximadamente 45-48 kDa e pode
ser encontrada tanto no interior das células infectadas pelo virus como associada a
membrana destas células (Chambers et al., 1990; Lindenbach & Rice, 2003). Além
disso, também é secretada em grandes quantidades, sendo detectada no soro de
pacientes na fase aguda da infeccdo (Young et al., 2000). Alguns estudos sugerem que
a NS1 esta envolvida na replicacdo viral, provavelmente nos estagios iniciais da
replicacdo do RNA viral (Mackenzie et al., 1996; Muylaert, Galler & Rice, 1997;
Lindenbach e Rice, 2003).

Durante a infeccéo viral, a NS1 é translocada pela via do reticulo endoplasmatico
utilizando a sequéncia sinal localizada na regido C-terminal da proteina E. Este
peptideo sinal é clivado por uma peptidase sinal da célula hospedeira, gerando a por¢cao
N-terminal da proteina NS1 (Falgout, Chanock e Lai, 1989; Lindenbach & Rice, 2003).
A proteina NS1 é translocada pela via secretora e permanece ancorada a membrana
plasmatica da célula infectada ou é secretada para o meio extracelular na forma de
hexameros (Winkler et al., 1989; Flamand et al., 1999). Alguns estudos sugerem que a
associacdo da proteina NS1 a membrana da célula se dé provavelmente via sequéncia
hidrofébica que corresponde a porcdo C-terminal da proteina NS2A, que parece
funcionar como sequéncia sinal para a ligacdo via ancora Glicosil-Fosfatidil-Inositol

(GPI) (Pryor & Wright, 1993; Jacobs et al., 2000).
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Pouco é descrito sobre a atividade das pequenas proteinas hidrofobicas NS2A,
NS4A e NS4B. A proteina NS4A aparentemente funciona como ancora da replicase
viral a membrana celular. A proteina NS4B parece auxiliar na modulacéo da replicacédo
viral em associagdo a NS3. Além disso, essas proteinas poderiam também atuar na
inibicdo da resposta de interferon-a/f em individuos infectados (Lindenbach & Rice,
2003; Miller, Sparacio & Bartenschlager 2006; Umareddy et al., 2006).

A NS3 é uma proteina de aproximadamente 70 kDa, bastante conservada entre
os flavivirus, que participa da replicacdo do DENV. Esta proteina apresenta multiplas
atividades enzimaticas, incluindo um dominio serino-protease localizado na regiao N-
terminal, enquanto a sua por¢do C-terminal apresenta atividades de helicase,
nucleosideo 5’ trifosfatase (NTPase) e RNA trifosfatase 5’ terminal (RTPase) (Valle &
Fagout, 1998; Lindenbach & Rice, 2003; Xu et al., 2005; Sampath et al., 2006; Qi et al.,
2008). A funcdo helicase ndo esta completamente esclarecida, mas pode atuar
dissociando a estrutura dupla-fita durante a replicacdo do RNA viral ou desdobrar
estruturas secundarias envolvidas no inicio da sintese de RNA. Esta atividade é
dependente de energia, que é fornecida pela atividade NTPase que hidrolisa ATP (Cui
et al., 1998; Xu et al., 2005; Sampath et al., 2006). A fungcdo RTPase € provavelmente
necessaria para a remocao do grupo fosfato 5’-terminal e formacéo da estrutura de cap
do RNA viral (Murthy, Clum e Padmanbhan, 1999; Lindenbach & Rice, 2003; Sampath
et al., 2006; Qi et al., 2008). Foi também observado em células infectadas por DENV-2
gue a proteina NS3 sofre uma clivagem interna dentro da sequéncia da helicase,
contudo, nédo se sabe a importancia deste processamento para o ciclo viral (Arias,
Preugschat & Strauss, 1993; Teo & Wright, 1997).

A proteina NS5 apresenta trés atividades enzimaticas essenciais para replicacao
viral. Aproximadamente 320 residuos da porcdo N-terminal compreendem uma
metiltransferase dependente de S-adenosilmetionina, que apresenta atividade de
metiltranferase e guanililtransferase. Esse dominio da NS5 é responsavel pelo cap e
pela metilacdo da extremidade 5’ do RNA viral. A regido C terminal da NS5 é uma RNA

polimerase dependente de RNA, que atua na sintese do RNA intermediario que serve
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de molde para transcricdo da fita positiva de RNA (Lindenbach & Rice, 2003; Zhou et
al., 2007; Qi et al., 2008).

2.2.2 Replicacgéo e interacdo do DENV com populagbes  celulares

A infeccédo pelo DENV inicia-se com a picada do mosquito e liberacdo dos virus
juntamente com a secrec¢ao salivar do vetor. A particula viral interage com a membrana
plasmética da célula alvo e é internalizada (Lindenbach & Rice, 2003; Mukhopadhyay
et al., 2005). Este virus tem como alvos primarios células dendriticas (DC), mondcitos
e macrofagos (Chen, Maguire & Marks, 1996; Wu et al., 2000; Clyde et al., 2006; Kou
et al., 2008).

O DENV entra por endocitose mediada por clatrina na qual a proteina E ou
glicoproteinas do DENV atuam como ligantes para diversos receptores celulares, como
DC-SING/CD209 (dendritic cell ICAM-3 grabbing nonintegrin) presente em
subpopulacbes de DC; LC-SIGN (liver/ lymph node-specific ICAM-3 grabbing
nonintegrin) expresso em células endoteliais dos sinusoides do figado, érgaos linfoides
e capilares placentarios; receptores de manose presentes em macrofagos; e
proteoglicanos heparan sulfato (HSP) expressos nas células endoteliais, além do ICAM-
3, CD14, HSP70/90, GRP78 e receptores de laminina (revisado por De La Guardia &
Lieonard, 2014).

Apés endocitose e acidificacdo do endossoma, ocorre a modificacdo
conformacional da proteina E de dimero para trimero, que levando a fusdo com a
membrana plasmatica, liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma da célula e a
dissociagéo do capsideo e do RNA viral (Qi et al.,2008). Com a entrada e exposi¢céo do
RNA, inicia-se a traducdo da poliproteina viral precursora. Esta poliproteina viral é
clivada por proteases celulares e pela protease viral NS3 associada a NS2B, gerando
as proteinas virais. A seguir, fitas de RNA de polaridade negativa sdo transcritas,
servindo de molde para a polimerizacdo de novas fitas de RNA de polaridade positiva,

utilizadas na traducgéo das proteinas e nha montagem de novas particulas virais (Clyde
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et al, 2006; Qi et al., 2008). A montagem ad particula viral ocorre em associa¢ao as
membranas celulares internas, dentro do limen do reticulo endoplasmatico. As
proteinas do capsideo interagem com o RNA viral no citoplasma formando o
nucleocapsideo, que adquire o envelope viral por brotamento para o [imen do reticulo
endoplasmatico. As particulas sdo transportadas pela via secretora para a membrana
plasméatica em vesiculas e ,por fim, liberadas por exocitose. A clivagem da regido N-
terminal da glicoproteina prM, que ocorre no complexo de Golgi, resulta na formacéo
da proteina M e no rearranjo da proteina E, levando a formacé&o de particulas maduras
(Figural0) que séo liberadas pela célula (Lindenbach & Rice, 2003; Qi et al., 2008).
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Figura 10: Representacdo esquematica do ciclo de replicacdo vi  ral e da particula
do DENV. Em (a), a particula viral infecta a célula, ocorre a replicacdo de seu material genético
e a traducdo da poliproteina precursora. A proteina do capsideo interage com o RNA viral. O
envelope é adquirido por brotamento para o limem do reticulo endoplasmatico. Por fim, ha
maturacdo no complexo de Golgi e exocitose das novas particulas virais infectantes. Em (b)
observa-se diferencas estruturais nas particulas maduras e imaturas com a clivagem da
glicoproteina prM, resultando na proteina M e no rearranjo da proteina E (Modificado de Stiasny
& Heinz, 2006).

Estudos in vitro mostram que o DENV demonstrou ser capaz de infectar uma
grande diversidade de células humanas, incluindo DC, mondcitos / macréfagos, células

B, células T, células endoteliais, hepatocitos, células neuronais, assim como linhagens
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celulares cultivaveis utilizadas para a propagacao viral (Anderson, R. 2003). Apesar da
existéncia de um consenso geral de que as células mononucleares da linhagem
fagocitica (mondcitos, macrofagos e DCs) sejam os principais alvos in vivo, estudos de
autopsia clinica levaram a emergéncia de controvérsias quanto ao principais tipos
celulares alvo de DENV em seres humanos (Jessie, 2004). Estudos de tropismo celular
in vivo tem incluido hepatécitos, linfécitos, células endoteliais e neuronais, células de
Langerhans (DCs residentes na pele) e células B como células alvo importantes (Clyde,
2006). A replicacdo de DENV em plaquetas e megacariécitos ainda ndo esta clara,
contudo, estudos em plaquetas de pacientes infectados pelo DENV indicam a presenca
de RNA fita negativa e proteinas estruturais e ndo-estruturais do virus, sugerindo
fortemente que estas células também s&o alvos de replicacao viral (Noisakran, 2009 a;

Noisakran, 2009 b).

2.3 Manifestacdes e classificacao clinicas

A dengue €, em geral, uma doenca aguda, com amplo espectro de manifestacdes
clinicas que vao desde uma infeccéo clinicamente inaparente, uma doenca febril aguda
indiferenciada, a febre do dengue (FD) até as formas mais graves, a febre hemorragica
do dengue e sindrome do choque da dengue FHD/SCD. As formas mais graves da FHD
foram previamente classificadas em uma escala de grau I-1V. Os primeiros sintomas da
FD e FHD sdo indistinguiveis, mas FHD é associada as manifestagbes hemorragicas,
extravasamento de plasma resultante de um aumento da permeabilidade vascular e
trombocitopenia (contagem abaixo de 150.000 plaquetas/mms3). A trombocitopenia nao
€ necessariamente restrita as formas graves de dengue, uma vez que € possivel
observar pequenos sangramentos em infec¢des brandas. O extravasamento de plasma
€ caracterizado por hemoconcentracdo (aumento do hematdcrito de 20%),
desenvolvimento de ascite, derrame pleural, pericardio e outros. A SCD é distinguida
da FHD pela presenca de comprometimento cardiovascular, o que ocorre quando a
perda de plasma para 0s espacos intersticiais resulta em choque. Em geral,a SCD é
uma doenca grave, com taxas de mortalidade de até 20%, mas pode também ser

inferior a 1% em locais com recursos suficientes e com profissionais de experiéncia
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clinica. Sinais clinicos de alerta sdo comuns a SCD e incluem rapido aumento do
hemataocrito, dor abdominal intensa e vomitos persistentes (Gubler,2002; Back e
Lundkvist, 2013). A doenca sintoméatica segue tipicamente trés fases: uma fase febril
inicial com duracédo de 3 a 7 dias; uma fase critica em torno da defervescéncia durante
a qual complicacdes podem aparecer em alguns pacientes; e uma fase de recuperacao
espontanea (Simmons et al.,2012).

Uma categorizacdo simplificada para a classificagdo da gravidade da dengue foi
proposta pelo Programa Especial para Pesquisa e Treinamento em Doencgas Tropicais
da OMS em 2009, no qual FHD e SCD foram agrupados como dengue grave para evitar
um diagnéstico FHD/SCD falso-negativo (WHO, 2009). Essa classificacdo foi baseada
em um estudo multicéntrico que trata a enfermidade como um evento dindmico e
sistémico (figura 11). Uma das vantagens desta classificagao sob a anterior, que levava
em consideracdo os grupos FHD e SCD separadamente, foi a diminuicdo do nimero
de casos sem classificagdo de 13,7% para 1,6% (Barniol et al., 2011), facilitando a
abordagem dos casos e, consequentemente, o manejo clinico dos pacientes. Apos
confirmacao laboratorial, a nova classificacdo descreve trés conjuntos de sinais e
sintomas clinicos: 1) Febre do dengue sem sinais de alarme (FD) caracterizada por:
nausea, vomitos, erupc¢des cutaneas, mialgia, cefaléia, artralgia, teste do torniquete
positivo sem sinais de hemorragia e leucopenia; 2) Febre do dengue com sinais de
alarme (FDSA) inclui: dor ou sensibilidade abdominal, vomitos persistentes, acumulo
de liquido, letargia, agitacdo, hepatomegalia (aumento > 2 cm), elevacdo das
transaminases séricas e diminuicdo na contagem de plaquetas; e 3) Febre do Dengue
Grave (Grave) caracterizada por: extravasamento plasméatico grave, podendo levar ao
choque e acumulo de fluido, acompanhado de desconforto respiratorio, hemorragias
graves e comprometimento de 6rgaos como figado, sistema nervoso central (com
alteracdo da consciéncia), coracdo e outros 0Orgdos. Essa nova classificacdo
demosntrou ser mais sensivel em relacdo a classificagdo clinica anterior quanto a
identificacdo das formas graves, reduziu a propor¢cédo de pacientes anteriormente nao
passiveis de classificacéo, o que facilitou o0 manejo clinico dos pacientes (Barniol et al.,
2011).
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Dengue % Sinais de Alarme Dengue Grave

1. Extravasamento
Com sinais de plasmatico grave

alarme 2. Hemorragiagrave
3. Comprometimento de
orgaos

Critérios para Dengue % Sinais de Alarme Critérios para Dengue Grave

Figura 11. Classificacdo de dengue revisada em 2009  pela Organiza¢do Mundial de
Saude. Modificada de Barniol e colaboradores, 2011.

2.4 Principais mecanismos envolvidos na imunopatogé nese da
dengue

Considerando a variabilidade de manifestacdes clinicas apresentadas na dengue,
diferentes fatores influenciariam a gravidade da doencga (Srikiatkhachorn & Green,
2010). Dentre esses fatores, aqueles associados ao virus, visto que genotipos virais
especificos (Cologna et al., 2005; Leitmeyer et al., 1999) e altos niveis de carga viral
séo associados a gravidade da doencga (Libraty et al., 2002; Vaughn et al., 2000). Além
disso, dados epidemiolégicos indicam a participacdo de infecgbes sequenciais na
gravidade (Halstead, 1988).
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2.4.1 Resposta imunoldgica de reagdo-cruzada: Teori  a da facilitacdo dependente
de anticorpo e Teoria do pecado antigénico original

Na infeccdo humana pelo DENV, a resposta humoral € direcionada principalmente
para as proteinas virais prM, E e NS1, enquanto que principalmente nos casos de
infeccdo secundaria observa-se resposta contra NS3 e NS5 (Valdés et al., 2000;
Churdboonchart et al., 1991). Acredita-se que uma infecgéo primaria seja capaz de criar
protecao efetiva, duradoura, possivelmente ao longo da vida contra uma reinfeccéo pelo
mesmo sorotipo, porém também ha uma protecdo cruzada de curto prazo contra 0s
demais sorotipos (Rothman, 2004). A neutralizacdo da infeccdo por anticorpos
especificos pode ocorrer por inibicdo da entrada do virus através de seus receptores
especificos na superficie da célula-alvo (Nybakken et al., 2005) ou por inibi¢cdo da fusdo
viral no citoplasma da célula-alvo (Vogt et al, 2009). Por outro lado, estudos
epidemioldgicos sugerem que a imunidade a um dos quatro sorotipos do DENV pode
aumentar a gravidade da doenca durante um desafio subsequente com um segundo
sorotipo, levando em alguns casos a dengue grave, caracterizada por extravasamento
plasmatico e manifestagdes hemorragicas (Halstead, 1970). Acredita-se que anticorpos
de baixa capacidade neutralizante, de reacéo cruzada, produzidos em resposta a um
sorotipo anterior contribuam para a patogénese da dengue grave ao promover a
entrada do virus através de receptores Fcy (FcyR), particularmente o FcyRIl e infeccdo
de células mielbides (Halstead, 2003), gerando uma Imunoamplificacdo da infeccdo
dependente de anticorpo (ADE).

A ADE ocorre quando a endocitose do complexo virus-anticorpo anti-DENV é mais
eficiente do que a entrada de particulas virais livres nas células-alvo. Em geral, a ADE
€ mediada por anticorpos especificos contra a proteina E em condi¢cbes de baixa
concentracdo ou baixa avidez de anticorpos, tornando o numero de anticorpos ligados
ao virus abaixo do limite necessério para sua neutralizacédo (Pierson et al., 2007). Esse
processo aumenta potencialmente o risco de desenvolvimento de formas graves na
dengue em virtude do aumento de células infectadas e consequentemente, da carga
viral (Halstead, 2003; Mathew & Rothman 2008; Guzman et al., 1990). Anticorpos anti-

prM parecem também participar da ADE em decorréncia da clivagem parcial da
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proteina prM na superficie do DENV durante o processo de maturacdo, em vista da
reducdo da densidade de antigenos virais disponiveis para neutralizacdo (Dejnirattisai
et al.,, 2010; Rodenhuis-Zybert et al., 2010). A ADE pode ocorrer durante infeccao
primaria em criancas de 4 a 12 meses de idade nascidas de maes imunes a dengue,
uma vez que mesmo apos o desaparecimento de anticorpos neutralizantes maternos
apos 3 meses de idade, os anticorpos ndo neutralizantes continuam presentes (Kliks et
al., 1988; Libraty et al., 2009).

Além da resposta humoral, tem sido demonstrada uma ativacdo exagerada de
células T de memoria de reatividade cruzada com consequente liberacdo de
mediadores bioldgicos pelos linfocitos T e pelas células infectadas pelo virus, hipétese
definida pelo “Pecado Antigénico Original”. Com base na hipdétese do “Pecado
Antigénico Original” a infeccdo secundaria por um sorotipo distinto da infeccdo atual
resultaria na expansao de células T de memdria pré-existentes, com baixa avidez e de
reatividade-cruzada para o sorotipo infectante. Assim, observa-se uma diminui¢do da
eficacia do sistema imune em desenvolver uma resposta imune celular especifica para
o sorotipo infectante (Mongkolsapaya et al., 2003; Mongkolsapaya et al., 2006). Além
disso, os linfécitos T de memdria cruzada exibem baixa capacidade de degranulacao,
mas uma aumentada capacidade de produzir citocinas como TNF-a e IFN-y, levando a
um prejuizo no “clearance” viral. No entanto, uma producdo exacerbada desses
mediadores pro-inflamatorios estaria relacionada as alteragbes caracteristicas das
células endoteliais, levando ao aumento da permeabilidade vascular e extravasamento
plasmatico (Srikiatkhachorn & Kelley, 2014; Remy, 2014).

2.4.2 Mimetismo molecular

Autoimunidade e mimetismo molecular representam outros mecanismos
importantes na patogénese da dengue. Estudos demostraram que a infeccdo pelo
DENYV leva a producéo de autoanticorpos contra as plaquetas (Lin et al., 2001; Saito et
al., 2004), células endoteliais (Falconar, 1997; Lin et al., 2003) e moléculas envolvidas

na coagulacao (Falconar, 1997; Falconar, 2007). Determinadas proteinas de superficie
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celular em plaquetas, células endoteliais e moléculas envolvidas na coagulacdo
parecem apresentar mimetismo molecular com as proteinas NS1, prM e E do DENV,
respectivamente, podendo explicar a reatividade cruzada dos anticorpos anti-NS1, anti-
prM e anti-E com proteinas do hospedeiro. Como resultado, ocorrem disfuncéo
plaguetaria, apoptose de células endoteliais, desregulacdo da rede de coagulagéo e
ativacdo de macroéfagos (Lin et al., 2011; Wan, 2013).

Estudos demostraram que o0s niveis sericos de auto anticorpos anti-plaquetéarios
e anti-endoteliais sdo mais elevados em pacientes com FHD / SCD quando comparados
aos pacientes com FD. A imunoglobulina M (IgM) presente no soro de pacientes com
FHD apresentou uma maior reatividade cruzada com plaquetas e células endoteliais do
gue imunoglobulina G (IgG). Experimentos de absorcéo revelaram que anticorpos anti-
NS1 sdo responsaveis pela reatividade cruzada, resultando em disfuncdo plaquetaria
e apoptose de ceélulas endoteliais (Lin et al.., 2001; Lin et al, 2003; Lin et al, 2008). Estes
resultados sugerem que anticorpos induzidos pela infeccdo com DENV devem estar
associados a trombocitopenia e ao extravasamento de plasma. Analises protedmicas
revelaram que potencialmente as proteinas endoteliais que seriam reconhecidas pelos
anticorpos anti-NS1 seriam a cadeia- da ATP sintase, vimentina, proteina de choque
térmico 60 e proteina dissulfeto isomerase. Sabe-se que os aminoacidos (aa) C-
terminais das regides 311-352 da NS1 mostram homologia com a proteina dissulfureto
isomerase e esta foi reconhecida pelos anticorpos anti- NS1 tanto em células
endoteliais quanto em plaquetas (Cheng et al., 2009). Estudos demonstram que a
regido C-terminal da NS1 e responséavel por reagcdes cruzadas com as plaquetas. A
supressao da regido C-terminal da NS1 (aa 277-352) inibiu a agregacédo plaquetaria e
tendéncia a sangramento mediadas por anticorpos anti-NS1 (Cheng et al., 2009). Estes
resultados sugerem um mecanismo de mimetismo molecular no qual anticorpos contra
proteinas E e NS1 apresentam reacdo cruzada com os fatores de coagulacéo
sanguinea humanos, fibrinogénio e plasminogenio (Falconar, 1997; Markoff et al., 1991,
Chungue et al., 1994). O alinhamento de sequéncias realizado para as proteinas E,
prM, e NS1 mostrou diferentes niveis de similaridade de sequéncia com moléculas
associadas a coagulagdo como o fator X, fator Xl e plasminogénio (Lin et al., 2011).

Embora os efeitos desses autoanticorpos sobre os fatores de coagulacéo ainda néo
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estejam claros, alguns estudos demonstraram que autoanticorpos induzidos por DENV
poderiam interferir na fibrondlise humana (Huang et al.,1997; Chuang et al., 2011).

Foi demonstrado que os titulos de anticorpos induzidos por DENV atingiu niveis
de pico na fase aguda, diminuindo durante a fase de convalescenca e teve duracdo de
meses (Lin et al., 2001; Lin et al., 2003). Um estudo de acompanhamento a longo prazo
de pacientes infectados com DENV mostrou que estes pacientes apresentam
persisténcia de sintomas clinicos com disturbios em fatores do complemento, fatores
reumatoides, proteina C reativa, anticorpos anti-nucleares e complexos imunes. Assim,
a infeccdo por DENV parece levar a respostas imunes anormais, desencadeando
reacdes autoimunes. Portanto, as complicacbes autoimunes devem ser consideradas

no desenvolvimento de uma vacina segura contra a dengue (Wan 2013).

2.4.3 Producéao exacerbada de citocinas

Sabe-se que diversas citocinas regulam a producéo de outras citocinas que irao
interagir de forma complexa, podendo promover uma exacerbac¢do de seus niveis,
regulagéo da producao de outros mediadores quimicos, exercer efeitos antagbnicos ou
sinérgicos. As citocinas TNF-a, IFN-y e IL-1-f atuam de forma sinérgica na alteracao
da permeabilidade vascular na dengue. Diversos estudos tém demonstrado que altas
concentragcdes de citocinas circulantes, liberadas principalmente por células T,
monadcitos, macrofagos e células endoteliais de pacientes infectados pelo DENV,
estariam envolvidas na patogénese das formas graves da doenca (Malavige & Ogg,
2012).

Inicialmente, mecanismos antivirais da resposta imune inata como aqueles
mediados pelos interferons (IFNs), produzido principalmente pelas DCs, mondcitos,
macrofagos e células NK, estdo envolvidos no controle inicial da infec¢do. A atividade
antiviral dos IFNs do tipo | (IFN-a/-B) € iniciada horas apos a infeccdo e promove a
inibicdo da replicagéo viral de células infectadas, ativagcédo do estado antiviral por células
ndo-infectadas e o estimulo da atividade antiviral das células NK e linfécitos T CD8+
(Samuel, 2001; Le Bon & Tough, 2002). Foi demonstrado que proteinas do DENV como
a NS4B e NS5 inibem a sinalizacdo do IFN-a/-B (Jones et al., 2005; Ashour, 2009;

Mufioz-Jordan, 2005). Contudo, estudos in vitro e in vivo demonstraram que o DENV €&
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capaz de ativar a producéo de IFN-a por células dendriticas plasmocitoides humanas
(Gandini et al., 2013).

Estudos em pacientes DENV+ demonstraram que os niveis de IFN-a foram
significativamente mais elevados em pacientes com FD quando comparados aos niveis
de pacientes com FHD, independentemente do sorotipo testado (DENV-1 ou 2), e
reduziram rapidamente 3 dias apos o inicio da febre. Para infec¢bes por DENV-2, foi
encontrado um maior nivel de IFN-a durante infec¢cbes primarias do que nas
secundarias. Por tanto, estes dados sugerem que a resposta inicial com forte producao
de IFN-a relaciona-se com um melhor desfecho clinico (De La Cruz Hernandez et al.,
2014).

O IFN do tipo II, IFN-y, € uma citocina envolvida com o perfil de resposta Thl,
produzido primariamente por linfocitos T, células NK e, em menor quantidade, por
macrofagos. O IFN-y, como os outros IFNs, possui efeito antiviral e promove o aumento
da expressao de moléculas de HLA (antigenos leucocitarios humanos) de classe | e I,
estimula a apresentacdo antigénica e producdo de citocinas pelas células
apresentadoras de antigeno (APCs) (Commins et al., 2010). Kurane e colaboradores
relataram niveis mais elevados de IFN-y no soro de pacientes com FHD e FD quando
comparados aos niveis de individuos saudaveis, porém os niveis de IFN-y ainda eram
maiores ap0s a defervescéncia nos pacientes com FHD. Segundo os autores, esses
resultados sugerem que IFN-y desempenharia um papel importante no controle da
infeccdo, contudo niveis elevados desta citocina apos a defervescéncia, juntamente
com maior ativagcdo de células T, contribuiria para a patogénese da FHD (Kurane et al.,
1991). Ainda, Priyadarshini e colaboradores demonstraram correlagéo direta entre os
niveis de IFN-y e alanina aminotransferase (ALT), confirmando a hipétese da
contribuicdo das citocinas na imunopatogénese da dengue (Priyadarshini et al., 2010).

Outra citocina que parece desempenhar papel importante na dengue € o TNF-q,
gue é produzido por fagécitos mononucleares, neutrofilos, linfocitos e células NK. A
interacdo do TNF-a e células endoteliais promove inducdo de moléculas de adesao,
como ICAM-1 (Molécula de Adeséao Intracelular-1), VCAM-1 (Molécula de Adeséo de
Células Vasculares-1) e E-selectina. O TNF-a também esté envolvido no dano vascular,

no choque séptico e na imunidade antitumoral (Commins et al., 2010). Na dengue, TNF-
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a parece estar envolvido no dano vascular, como demonstrado por Dewi e
colaboradores (2004), que observaram aumento na permeabilidade e alteracdes
morfologicas em células endoteliais tratadas in vitro com TNF-a (Dewi et al., 2004)

Estudos tém demonstrado niveis plasméticos elevados de outras citocinas na
patogénese da dengue, como IL-13, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL- 10, IL-13, IL-18, TGF-
B (Azeredo et al., 2001; Bozza et al., 2008; Casadevall & Pirofski, 1999; Juffrie et al.,
2001; Mustafa et al., 2001; Nguyen et al., 2004; Raghupathy et al.,1998; Restrepo et
al., 2008; Suhatrti et al., 2002). Chaturvedi e colaboradores dosaram citocinas sericas
de perfil Thl (TNF-a, IFN-y e IL-2) e Th2 (IL-4, IL-6 e IL-10) em pacientes infectados
pelo DENV e observaram que pacientes com FD apresentaram niveis mais altos de
IFN-y e IL-2, enquanto a maioria dos pacientes com FHD apresentaram elevacdo nos
niveis de IL-4, IL-6 e IL-10, no 4° e 8° dias de doenca, coincidindo com a fase de
defervescéncia (Chaturvedi et al., 2000). O pré-tratamento de mondcitos/macréfagos
com citocinas de perfil Th2 (IL-4 ou IL-13) aumentou a susceptibilidade destas células
a infeccdo pelo DENV (Miller et al., 2008). Niveis plasmaticos de IL-10 foram
correlacionados com a trombocitopenia em pacientes infectados pelo DENV (Azeredo
et al., 2001; Libraty et al., 2002).

Recentemente, foram vistos niveis elevados de IL-6, receptor soltvel -1 de TNF
(STNFRI) e receptor solavel — 2 de TNF (sTNFRII) foram observados em pacientes com
FDCSA e FDG e IL-12 e ligante indutor de apoptose relacionado & TNF (STRAIL) em
pacientes com FD. Niveis mais elevados de TNF-a e IL-17 em relacdo aos controles
foram observados, porém, ndo associados a gravidade da doenca. Foi observada
também uma elevada produgdo de TNF-a, IL-183, IL-12, IL-17, sST2 (proteina 1 tipo
receptor de IL-1 soluvel) e sTRAIL, além de apoptose em culturas mondcitos /
macrofagos infectados por DENV. Demonstrou-se, assim, que 0s biomarcadores
benéficos ou deletérios podem estar presentes na dengue, independentemente da
gravidade da doenca e que os mondcitos pode ser, em parte, a fonte de moléculas
estudadas (Arias et al., 2014).

Além dos mecanismos descritos, outros poderiam contribuir para a
imunopatogénese da dengue. Na figura 12 segue um breve resumo dos demais

mecanismos imunopatogénicos na dengue.
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Figura 12: Patogénese da infeccdo pelo virus da den  gue nas diferentes fases da
doenca. Os possiveis mecanismos incluem a presenca de anticorpos pré-existentes que
possam mediar ADE, infec¢do e ativacdo da imunidade celular inata, ativagdo do sistema de
complemento, células T e células B e a producédo de autoanticorpos. Citocinas e mediadores
solaveis, liberados por diferentes células como resultado da ativacdo imune, desempenham um
papel importante na patogénese da doenca, mediando extravasamento de plasma. O aumento
da ativacdo imune esta associado a gravidade da dengue. Os niveis aumentados de algumas
citocinas proé-inflamatérias que agem sobre o endotélio vascular ndo necessariamente
coincidem cronologicamente com o extravasamento de plasma, ja que moléculas ativadoras da
imunidade precedem a fase de defervescéncia e extravasamento de plasma. Abreviaturas:
DENV (virus da dengue), Abs (anticorpos), ADE (imunoamplificacdo da infeccdo dependente
de anticorpos), Ics (imunocomplexos), DC (células dendriticas) Mo (mondcitos / macréfagos),
mT (células T de meméria), Tn (células T virgens), Treg (células T reguladoras), MB (células B
de memodria), Bn (células B virgens), DIC (coagulacdo intravascular disseminada). Figura
modificada de Guzman e Harris, 2014.
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3. Plaquetas na dengue

Em 1964, Nelson e Bierman questionaram se a dengue € uma doenca
trombocitopénica ou ndo (Nelson e Bierman, 1964). De fato, nas ultimas orientagcdes da
OMS de 2009, o rapido declinio na contagem de plaquetas ou a contagem de plaquetas
abaixo de 150 mil por microlitro de sangue tem sido considerado como um dos critérios
indicadores de gravidade na dengue (WHO, 2002; Jayashree et al.; 2011, WHO, 2009).
Além da contagem de plaquetas, a perturbacdo funcional destas células associada a
desregulacéo significativa do sistema quinina do plasma estdo associados com a
imunopatogénese da dengue. A observacdo cinética do nimero de plaquetas em
pacientes DENV+ mostrou que ocorre diminuicdo significativa no 4° dia da doenca.
Estudos anteriores, de fato, mostraram uma diminui¢édo leve a moderada no 3° dia até
7° dia de evolugéo da doenca, atingindo niveis normais no 8° ou 9° dia (Mitrakul, 1987;

Srichaikul e Nimmannitya, 2000).

Foi demonstrado que a contagem de plaquetas menor ou igual a 50.000/mm? e
hematocrito menor que 50% estéo significativamente associados com a presenca de
manifestacdes hemorragicas. No entanto, um estudo que incluiu 245 pacientes com
dengue ndo mostrou relacdo entre a ocorréncia de sangramentos e contagem de
plaguetas, enquanto que 81 pacientes ndo-hemorragicos apresentaram contagem
menor que 20.000/mm3 (Chaudhary et al., 2006). Em contraste, outro estudo que incluiu
225 pacientes com dengue sugeriu que 0 sangramento ocorreu mais frequentemente

em pacientes com contagem de plaquetas abaixo de 20.000/mm3 (Makroo et al., 2007).

A maioria das diretrizes clinicas recomenda que sejam feitas transfusbes de
plaguetas em pacientes que desenvolvem manifestacfes hemorragicas graves ou com
contagem de plaquetas muito baixas - a contagem de plaquetas alcancam valores
abaixo de 10-20.000/mm3 sem hemorragia ou 50.000/mm3 com sangramento ou
hemorragia. Contudo, estudos mais recentes confirmam que a transfuséo de plaquetas

nao impede o desenvolvimento de hemorragia grave nem encurta o tempo de
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coagulacéo, além de apresentar associacdo com efeitos colaterais significativos (Kahn
& Leissinger, 2013).

3.1 Principais mecanismos envolvidos na plaquetopen ia

O DENV pode ser detectado em varios tipos celulares como leucdcitos
polimorfonucleares, mondcitos/macréfagos, DC, dentre outros. Além disso, estudos
vém destacando os megacariocitos e as plaquetas como importantes células-alvo do
DENV. A deteccéo de antigenos virais na superficie das plaguetas (Boonpucknavig et
al., 1979), imunocomplexos contendo plaquetas em bidpsias de pele de pacientes
infectados pelo DENV (Saito et al., 2004), associagao entre DENV e plaquetas in vitro
(Oishi et al., 2007) e detecgdo do RNA viral de DENV em plaquetas de pacientes
infectados e em megacariocitos de macacos rhesus infectados experimentalmente pelo
DENV (Noisakran et al, 2009b; Noisakran et al, 2012) sugerem fortemente que o DENV
pode induzir trombocitopenia via interacdo direta com 0s megacariocitos e com as
plaguetas. O DENV também demonstrou reduzir o nimero de plaquetas circulantes
independente de fixagdo ou entrada do virus em plaguetas ou seus precursores. Assim,
a supressdo da medula 6ssea e a destruicdo periférica de plaguetas podem ser
consideradas como dois dos principais mecanismos envolvidos na trombocitopenia na
dengue (Hottz et al, 2011).

Na hipotese envolvendo a medula 6ssea, trabalhos anteriores demonstraram que
nas fases iniciais da doenca a medula 6ssea apresenta hipocelularidade e inibicdo da
maturacao dos megacariocitos (Kho et al., 1972; Srichaikul & Nimmannitya, 2000). Trés
principais mecanismos parecem estar envolvidos, embora sejam parcialmente
esclarecidos, como lesdo direta das células progenitoras pelo DENV-2, células

estromais infectadas e modificacdo da regulagdo da medula 6ssea (Srichaikul, 1987).

Com relacéo a destruicao periférica de plaquetas, estas poderiam ser destruidas
tanto pela interacdo direta e replicacdo do DENV, quanto pela interacéo indireta, com

a infeccdo levando a formacdo de agregados celulares entre plaquetas-células
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endoteliais e plaquetas-leucdcitos, producdo de autoanticorpos anti-plaquetarios e

producéo de fatores sollUveis prejudiciais para plaquetas (Hottz, 2011) (figura 13).

Destruigao periféricas
Interag&o direta Plaquetas- DENV
@ Plaquetas
Supressao da medula 6ssea ativadas

Infecgéo de progenitores @ @
hematopoiéticos
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Figura 13. Esquema de supressdo da medula éssea e  destruicdo de plaquetas
periféricas observadas na dengue. Representacdo esquematica de dois principais
mecanismos envolvidos na trombocitopenia associada a dengue: supresséo da medula dssea
e destruicdo de plaquetas periféricas. Legenda: ARC, Células reticulares adventicias; MK,
megacaridcitos e CE, células endoteliais. Modificado de Hottz et al., 2011.

3.1.1 Supressao da medula 6ssea

O DENV tem como um dos principais sintomas as fortes dores articulares e
Osseas. Estas caracteristicas remetem ao papel fundamental direto ou indireto da
medula 6ssea na patogénese da dengue (Noisakran, 2012). Uma investigacao sobre a
celularidade da medula 6ssea em pacientes infectados pelo DENV demostrou que a
supressdo medular € um fendmeno comum nestes pacientes (Bierman & Nelson, 1965).
Cinco anos mais tarde, realizou-se o isolamento de DENV por inoculacéo intracerebral
em camundongos a partir de autdpsias de pacientes que foram ao 6bito por SCD e
puncdes medulares de pacientes que sobreviveram a FHD (Nisalak et al., 1970).

Estudos in vitro utilizando linhagens de células reticulares adventicias (ARC), células
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gue compdem o estroma da medula éssea, incubadas com o DENV, detectaram por
imunofluorescéncia que antigenos de DENV s&o encontrados em seu interior,

especificamente na regido perinuclear (Figura 14) (La Russa e Innis, 1995).

Figura 14. Células reticulares adventicias (ARC) em uma cultur a de células do
estroma inoculadas com DENV. Em (A) células marcadas por imunofluorescéncia para
revelar antigenos de DENV, mostrando a presenca de DENV em regido perinuclear. Em (B), 0
mesmo campo 6tico da figura A, visualizado em contraste de fase. Barra de 14 um. Modificada
de La Russa e Innis (1995).

Estas interagbes podem mudar o perfil de citocinas na medula 0ssea, levando a
inibicdo do processo de diferenciacdo celular. Estudos in vitro demostram que TGF-3
inibe a diferenciacdo de células-tronco multipotentes em células precursoras de
megacariocitos; TGF-3, TNF-a/f e IFN-y inibem a diferencia¢éo de células precursoras
de megacaridcitos para megacariocitos maduros e formagéo de pro-plaquetas (Klinger
& Jelkmann, 2002; Badalucco, 2013) (figura 15).
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Figura 15. Inibidores e estimuladores das etapas da formacdo de plaquetas.
Processos de diferenciacdo de células-tronco hematopoiéticas multipotentes (células que
podem se diferenciar em muitos tipos celulares, mas ndo todos) para progenitores
megacariociticos; progenitores megacariociticos para megacariocitos, megacariécitos para pro-
plaquetas e pré-plaquetas para plaguetas e seus respectivos inibidores e estimuladores.
Abreviaturas: SCF, fator de células estaminais (células multipotentes da medula éssea de
adultos); IL, interleucinas; G-CSF, fator estimulante de colbnias de granuldcitos; TPO,
trombopoietina; GM-CSF, fator estimulante de colbnias granulécito-mondcitos; EPO,
eritropoietina; TNF-q, fator de necrose tumoral-a; LIF, fator inibidor de leucemia; TGF, fator de
crescimento transformador; PF-4, fator plaquetario 4; Tg, tromboglobulina; CTAP, peptideo de
ativacdo do tecido conectivo. Modificado Klinger & Jelkmann, 2002.

Corroborando os dados obtidos em humanos, a deteccdo de quantidade
expressiva de RNA do DENV em megacariocitos (Figura 16) de primatas ndo- humanos
infectados pelo DENV-2 por Noisakran e colaboradores, sugere que a infeccdo da

medula 6ssea pode ser um fator que contribui para a plaquetopenia (Noisakran, 2012).
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Figura 16. Células de aspirado de medula 6ssea coletadas de ma cacos rhesus
submetidas a imuno-histoquimica com dupla marcagéo . Em (A) e (B) marcacao com
anticorpos anti-E de DENV (vermelho) e anticorpos anti-CD41a, marcador para linhagem
megacariocitica (azul). Em (C) temos a marcacdo controle com isotipo controle IgG2a.
Modificada de Noisakran e colaboradores (2012).

A Trombopoetina (TPO) é uma citocina que regula a megacariocitopoiese e a
producéo de plaquetas especificamente através da ativacdo de c-MPL (oncogene do
virus da leucemia mieloproliferativa), o receptor de TPO (de Sauvage et al., 1994,
Gurney et al., 1994). Os niveis de TPO aumentam quando h& queda na contagem de
plaguetas, por isso 0s niveis séricos de TPO podem ser um indicador util da
megacariocitopoiese na dengue (Putintseva et al., 1985). De fato, Matondang e Colls,
em 2004, mostraram que os niveis de TPO foram significativamente aumentados em
pacientes adultos trombocitopénicos infectados pelo DENV, além de apresentar

correlagdo inversa com as contagens de plaquetas (Matondang e Colls, 2004).

3.1.2 Destruicao periférica de plaquetas

3.1.2.1 Replicagao do DENV em plaquetas?

Na infeccdo pelo DENV, a deteccdo de antigenos virais na superficie das
plaguetas bem como em plaquetas contendo-imunocomplexos a partir de amostras de
bidpsia da pele tém sido bem documentada (Boonpucknavig et al, 1979; Oishi et al,
2007;. Saito et al, 2004).

As plaguetas contém receptores relacionados a entrada do DENV, como DC-
SIGN na sua superficie (Michelson, 2007). Estudos ja demostram in vitro que a infec¢ao
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por DENV induz a ativacédo, disfuncdo mitocondrial e apoptose plaquetaria através de
mecanismos dependentes do receptor DC-SIGN (Hottz et al., 2013b).

Noisakran e colaboradores (2009) detectaram RNA do DENV por RT-PCR
convencional, tanto fita positiva como negativa, e particulas semelhantes ao DENV por
microscopia eletrdnica em plaquetas de pacientes (Noisakran, 2009A). No mesmo ano,
utilizando populacao de plaquetas purificadas de pacientes, Noisakran e colaboradores
(2009) confirmaram a presenca de antigeno viral em plaquetas por imunofluorescéncia
e microscopia confocal (Noisakran, 2009 B). Neste mesmo estudo, por microscopia
eletrbnica, os autores demonstraram que em plaguetas de pacientes DENV+, particulas
semelhantes ao virus estavam agrupadas, ou ocasionalmente como uma Unica

particula circundada por uma vesicula (figura 17).

Figura 17. Particulas semelhantes ao DENV em plaque tas isoladas de paciente
infectados pelo DENV. Microscopia eletrbnica de transmissdo de plaquetas isoladas de
pacientes na fase aguda da infeccdo pelo DENV. (A) Particulas DENV-like no interior de
vesiculas (seta vermelha) e particula aparentemente brotando de outra vesicula (seta azul). (B)
Particula DENV-like sendo secretada de uma plaqueta (seta vermelha). Figura extraida de
Noisakran e colaboradores (2009b).
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Ainda néo esté claro o envolvimento das plaguetas na disseminacédo da infeccao
viral. Dados recentes do nosso grupo do Laboratério e Imunologia Viral do
IOC/FIOCRUZ confirmaram a capacidade de interacdo in vitro do DENV com plaquetas,
com subsequentes modificacdes morfolégicas que sao evidéncias de ativacao
plaquetaria, tais como: presenca de prolongamentos de membrana (filopddios), perda
de conteldo citoplasmatico e dilatacdo do sistema de membranas (figura 18) (de
Oliveira, 2012).

Diante da comprovada interacdo e muito provavel replicacéo viral de DENV em
plaquetas, estes dados reunidos indicam que a interacao direta com o DENV possa
constituir um dos principais mecanismos de trombocitopenia na dengue.

Figura 18: Microscopia eletrbnica de transmisséo de cultura de plaguetas em contato
com DENV-2. Presenca de particulas virais em vesiculas citoplasmaticas (setas) e Perda de
conteudo citoplasmatico (*). Barra= 0,25um. Retirado de Oliveira, 2012.
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Estudos utilizando células sanguineas de pacientes DENV e de macacos do género
rhesus experimentalmente infectados com DENV, revelaram que antigenos de DENV
foram encontrados em pequenas vesiculas de tamanhos variados, e mais
frequentemente em células anucleadas associadas morfologicamente as plaguetas em
pacientes com dengue. Foi detectado o RNA de DENV em uma populacdo altamente
enriguecida de células CD61(+) de rhesus durante a fase aguda da infec¢do. Estes
resultados indicam que os virus contidos em uma populagéo rica em células CD61 (+)
podem ser diretamente ligados a disfuncao plaquetaria e baixa contagem de plaquetas

caracteristicas de pacientes com dengue (Noisakran et al., 2012).

3.1.2.2 Mecanismos de destruicdo plaquetaria induzi  dos pela infeccéo

Na infeccdo por DENV sédo produzidos autoanticorpos de reatividade cruzada aos
antigenos proéprios, incluindo anticorpos antiplaquetarios. Neste contexto, anticorpos
anti-NS1 de reacdo cruzada com plaquetas induzem tanto a lise quanto a inibicdo da
agregacao plaquetéaria (Wan et al., 2013). Estes anticorpos pertencem a classe IgM e
tem potencial para a ativacdo da cascata do sistema complemento, levando a inducéo
de lise celular (Lin et al., 2001).

Notavelmente, titulos séricos de IgM anti-plaquetarios foram maiores em pacientes
com FHD / SCD que naqueles com DF. Em conformidade com os titulos elevados de
IgM, o soro de pacientes DHF / DSS causam niveis mais elevados de lise plaquetaria
do que soros de pacientes com DF. Tém sido também descritos auto-anticorpos contra
as células endoteliais e moléculas relacionadas com a coagulacdo sanguinea (Lin et
al., 2003). Na verdade, um mimetismo molecular entre as plaquetas, células endoteliais
ou moléculas da coagulacdo sanguinea e NS1, prM e E pode explicar a reatividade
cruzada de anti-NS1, anti-prM ou anticorpos anti-E entre proteinas do hospedeiro e
proteinas que desempenham um papel na patogénese da doenca. Anticorpos com
reatividade cruzada podem causar disfuncéo plaquetaria, danos as células endoteliais,
deficiéncias de coagulagéo e ativagdo de macréfagos. Estes mecanismos juntos podem

contribuir para algumas das caracteristicas clinicas de DHF (Lin et al., 2011). Além
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disso, reconheceu-se que as PDIs da superficie plaguetaria sao responsaveis por ativar
integrinas e mediar a adeséo, agregacao e secre¢cdo de mediadores proteicos (Chen &
Geng, 2006).

Diversos trabalhos vém indicando que a infec¢do pelo DENV leva a ativagéo de
células endoteliais, que aumentam a expressdo em sua superficie da molécula E-
selectina (CD62E). As CD62E, assim como a CD62P, sdo moléculas de adeséo
responsaveis pela adesdo de plaquetas as células endoteliais (Dalrymple & Mackow,
2011; Sosothiku et al., 2007; Krishnamurti et al., 2002; Ghosh et al., 2008). Além do
endotélio, a CD62P é expressa na superficie de plaquetas ativadas, promovendo sua
interacdo com leucdcitos e formacdo de agregados entre plagquetas e mondcitos e/ou
neutréfilos em modelos primatas (Onlamoon et al., 2010). Agregados de plaquetas-
mondcitos também sédo observados em pacientes infectados pelo DENV, levando a
sintese de IL-13, CXCL8/IL-8, CCL4/MCP-1 e IL-10 por parte dos mondcitos (Hottz et
al., 2014). A formacdo de agregados celulares resulta em aumento da resposta
inflamatdria na dengue, além de contribuir para a geracéo de trombocitopenia tanto pela
retencdo fisica das células, baixando o nimero de células circulantes, quanto pela
inducdo de morte celular (Andrews, Arthur & Gardiner 2014).

Dentre os fatores solUveis que tem papel na destruicdo periférica de plaquetas
estdo o PAF (Souza et al, 2009), VWF (Basuki, 2003), TNF-a, IL-18 (Bozza et al, 2008)
e IL-10 (Azeredo et al, 2001).

Estudos tém demonstrado a ativacdo de plaguetas em pacientes infectados com
dengue apresentando diferentes mecanismos de apoptose. Deste modo, foi visto que
a apoptose e fagocitose plaquetérias, junto com os niveis séricos de TPO estavam
significativamente aumentados em pacientes infectados pelo DENV durante as fases
iniciais de convalescencga aguda, quando comparados com 0s niveis observados em
pacientes durante a fase de convalescencga tardia e em voluntarios saudaveis. Estes
resultados sugerem que a queda acelerada no numero de plaguetas no inicio da
infeccdo pelo DENV é superada pela trombopoese induzida por TPO, cuja producéo é
reforcada nestes pacientes (Alonzo et al., 2012). Um outro estudo confirmou que as
plaguetas de doentes infectados com DENV exibiram sinais classicos da via intrinseca

da apoptose que incluem o aumento da superficie de exposicdo de fosfatidilserina,
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despolarizagcado mitocondrial e ativacéo de caspase-9 e -3, o que pode contribuir para o

desenvolvimento de trombocitopenia em pacientes com dengue (Hottz et al., 2013b).

3.2 Disfuncao plaquetaria na dengue

Um estudo documentou a presenca de disfuncédo plaquetaria em infeccdes pelo
DENV. Neste contexto, foi demonstrado que a supressdo da agregacado plaquetéaria
ocorre junto com o aumento da liberacdo de beta tromboglobulina (3TG) e PF4 durante
a fase aguda da FHD (Srichaikul et al. , 1989). Trabalhos utilizando leucdcitos
mononucleares (MNLs) de doadores saudaveis expostos a DENV-1 e 2 mostraram,
tanto em exposicdes primarias quanto em secundarias heterélogas para DENV-2, que
0s MNLs liberam quantidades significativamente maiores de PAF, TxB2 e PGD2 do que
0S que ndo sdo expostos aos virus (Yang et al.,, 1995). Com relacdo ao perfil
morfologico e fisiologico das plaquetas expostas ao DENV-2, observou-se que ha
ativacdo das plaquetas com aumento da expressdo de CD62P e de ligagdao ao
fibrinogénio e alteracbes morfolégicas relacionadas a ativacdo: alteracdes da
arquitetura membranar, degranulacdo, presenca de filopddios e dilatacdo do sistema
canalicular aberto em plaquetas expostas ao DENV-2 (Ghosh et al., 2008). O 6xido
nitrico (NO) é um importante regulador da fungéo das plaquetas, inibindo a agregacéao,
recrutamento e aderéncia ao endotélio vascular. Nesta linha, um estudo mostrou que
taxas elevadas de transportadores da L-arginina em pacientes infectados com o DENV
foram associados com a atividade da NO sintetase e aumento dos niveis de fibrinogénio
plasméatico, sugerindo que a dengue esta associada ao aumento nos niveis do
transporte de L-arginina, geracao de NO e reducéo de agregacao plaguetaria (Mendes-
Ribeiro et al., 2008).

Além de seu papel efetor direto, a influéncia das plaguetas sobre a producdo de
citocinas por células mononucleares humanas normais também é alvo de
investigacdes. Estudos sugerem que as plaquetas ativadas tém propriedades anti-
inflamatorias relacionadas a interacgado entre CD40 e CD40L, aumentando a producéo

de IL-10 e inibindo a producao de TNF-a por mondcitos (Gudbrandsdottir, Hasselbalch
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& Nielsen 2013). Os autores também verificaram que a interacdo dos mondcitos com
plaguetas apoptdticas medeia a secrecdo de IL-10 através do reconhecimento da
fosfatidilserina plaquetaria exposta em agregados de plaquetas e mondcitos. Além
disso, a secrecdo IL-10 necessita do contato plaquetas-mondcitos mas ndo de
fagocitose, demonstrando que plaquetas ativadas e apoptoticas se agregam aos
monacitos durante a infeccdo e sinalizam respostas de citocinas especificas que podem
contribuir para a patogénese da dengue (Hottz et al.,, 2014). Corroborando estas
hipoteses, estudos em pacientes brasileiros infectados pelo DENV demonstraram que
0 aumento dos niveis séricos de TNF-a tem relacdo com as manifestacbes
hemorragicas, enquanto o aumento dos niveis séricos de IL-10 correlaciona-se com

baixa contagem de plaquetas (Azeredo et al., 2001).

E interessante observar que muitos investigadores confirmaram a expressdo de
TLR1-9 tanto em plaquetas humanas quanto murinas. Os TLRs sdo uma familia de
receptores de reconhecimento de padrdes que € expressa pelos fagacitos profissionais,
como neutroéfilos, macrofagos e células dendriticas, e promovem a ativagdo imune em
resposta a motivos moleculares conservados expressos por patégenos (Janeway &
Medzhitov, 2002). Alguns TLRs expressos em plaquetas sdo funcionais e podem
modular a producdo de TNF e trombocitopenia induzida por septicemia in vivo
(Andonegui et al, 2005; Aslam et al, 2006; Cognasse et al, 2005; Patrignani et ai, 2006;.
Semple et al., 2007), Recentemente, foi descrita também a presenca do inflamossomo
NLRP3 associada com a ativacdo de caspase-1 e a sintese de IL-13 em plaquetas
ativadas ap0s infeccao pelo DENV, com aumento do acumulo de IL-18 em plaquetas e

microparticulas derivadas de plaquetas de pacientes com dengue (Hottz et al., 2013).

As plaquetas constituem a maior fonte de TGF- 31 no corpo humano (Assoian et al.,
1983). Um estudo demostrou que os niveis circulante de TGF-B1 s&o significativamente
menores nos pacientes com FHD do que nos controles (Djamiatun et al., 2011). Os
pacientes com trombocitopenia imune tém baixos niveis de TGF- 1 em circulacao.
Contudo, apos terapia para restaurar a contagem normal de plaguetas, seus niveis de
TGF- B1 voltam aos niveis encontrados nos controles saudaveis (Andersson, Olsson &
Wadenvik. 2002).
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3.3 Desregulacéo entre mecanismos pro- versus anti-  coagulantes na

dengue

Durante a infeccdo aguda pelo DENV a coagulagédo e a fibrindlise sdo ativadas,
conduzindo a alteracdes de coagulacdo e de parametros fibrinoliticos que podem levar
a coagulacao intravascular disseminada (DIC) (Rothman & Ennis, 1999; Huang et al,
2001; Sosothikul et al., 2007; Wills et al., 2002; Wills et al., 2009a). DIC é uma
desregulacdo grave aguda, subaguda ou crbénica dos processos hemostaticos e
fibrinoliticos que ocorrem como uma complicacdo em uma série de doencas, incluindo

cancer, sepse e dengue (Rothman & Ennis, 1999).

Funahara e colaboradores descreveram que pacientes infectados com DENV e com
DIC apresentam decréscimos de contagem de plaguetas, prolongamentos transitorios
do tempo de tromboplastina parcial (TTP) e tempo de protrombina (PT) e decréscimo
dos niveis de fibrinogénio, atividade de protrombina, factor VIII, antitrombina IIl e
plasminogénio (Funahara et al., 1987). A iniciacdo de DIC leva, portanto, a ativacao
plaguetaria, formacdao de fibrina e deposicao de pequenos coagulos na microcirculacao,
podendo, eventualmente, contribuir para a faléncia organica. Notavelmente, o consumo
de fatores de coagulacdo geralmente leva a disturbios hemorragicos paradoxais devido
ao consumo desses fatores hemostaticos (Bick, 2002; Petaja., 2011). Posteriormente,
foi demonstrado que a DIC aguda que ocorre em pacientes com FHD esta associada
ao aumento da permeabilidade vascular (Funahara et al., 1987). Assim, parametros
como contagem de plaquetas, TTP e PT apresentam valor preditivo no diagnéstico de

dengue grave (Liu et al., 2013).

Uma vez que a hemostasia depende de um equilibrio entre a coagulacdo e a
fibrindlise, Huang e colaboradores realizaram a avaliacdo de alguns parametros de
coagulacédo (contagem de plaguetas e TTP), bem como parametros fibrinoliticos (tPA e
PAI-1) em pacientes com FHD e FD. Pacientes com FD mostram trombocitopenia,
prolongamento de TTP e aumento nos niveis de tPA, indicando a ativacdo da
coagulacéo e fibrindlise. Contudo, os parametros utilizados indicaram ativacdo muito

mais grave de coagulacdo e fibrindlise em pacientes com FHD. Na fase de
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convalescencga, ocorre entdo um aumento dos niveis de PAI-1 e da contagem de
plaguetas com concomitante declinio do nivel de tPA e normalizacdo do TTP tanto em
pacientes com FHD quanto com DF. Desta forma, segundo estes autores, a ativagao
da coagulacdo e fibrindlise durante a fase aguda da infec¢éo pelo DENV é compensada
pelo aumento de plaquetas e PAI-1 durante a fase de convalescenca. Estes resultados
sugerem que o grau de ativacdo da coagulacao e fibrindlise induzida durante a infeccao

pelo DENV esta associado com a gravidade da doenca (Huang et al., 2001).

Os mecanismos que desencadeiam a DIC estéo relacionados, principalmente, com
lesBes endoteliais e aumento dos niveis de TF circulantes (Mammen, 2000). Varios
estudos sugerem que o0 aumento da expressédo de TF tem um papel importante na
patogénese da Dengue. Huerta-Zepeda e colaboradores mostraram que DENV regula
0s niveis de Receptor Ativado por Protease do tipo 1 (PAR-1) e TF no endotélio ativado
(Huerta-Zepeda et al., 2008). Estes dados séo reforgados por evidéncias de aumento
dos niveis de TF em plasma de pacientes DENV e a expressado de TF em mondcitos
inversamente correlacionada com a contagem de plaquetas (Wills et al., 2002; de
Azeredo et al.,, 2001). Ativacdo de PAR é acompanhada por regulacdo positiva de
moléculas de adesédo e producgdo de citocinas pro-inflamatorias (por exemplo, TNF-a,
IL-1b e IL-6) (Levi, van der Poll, & Buller, 2004). As enzimas de coagulacao geradas na
infeccdo pelo DENV podem ativar os receptores PAR, amplificando assim o aumento
de citocinas pré-inflamatorias e a migracao de leucdcitos. Estas citocinas, em conjunto
com as enzimas de coagulacao (e vice-versa), perpetuam a resposta inflamatoria, que
promove o0 aumento da interagdo entre mondcitos ativados, células endoteliais e
plaguetas ativadas. O resultado € uma convergéncia de sinais que conduzem a
expressao exacerbada de TF. Portanto, os processos de coagulacédo e inflamacao
estao intimamente relacionados e estabelecem uma relacéo bidirecional mediada pela
ativacdo de PARs (Francischetti, 2008; Levi et al., 2004; Ramachandran & Hollenberg
, 2008; Ruf, 2004)

48



3.5 Influéncia das plaguetas na alteracdo da permea bilidade
endotelial

No ano de 1992, Butthep e colaboradores mostraram que plaquetas, assim como
neutrofilos e linfocitos, se ligam preferencialmente as células endoteliais expostas ao
DENV, em comparacdo com ceélulas de controle ndo expostas ao DENV. Foi sugerido
gue o aumento da ligacdo de plaquetas a célula endoteliais pode contribuir para a
trombocitopenia nos pacientes DENV (Butthep, Bunyaratvej & Bhamarapravati, 1992).
A PDI, uma proteina do reticulo endoplasmatico, esta localizada na superficie das
plaguetas (Chen, Detwiler, & Essex, 1995) e esta envolvida na regulacéo da agregacao
de plaguetas mediada por integrina, uma vez que anticorpos anti-PDI bloqueiam a
adesdo e agregacao de plaquetas (Essex & Li, 1999). Estudos anteriores
demonstraram que o PDI na superficie das plaquetas pode ser reconhecido pelos
anticorpos anti- NS1 e, recentemente, Rachman e colaboradores observaram um perfil
cinético semelhante entre anticorpos anti- NS1 e PDI (Rachman, Harahap & Widhyasih
2013). A atividade enzimética PDI e a agregacédo de plaquetas foram reduzidas com a
acdo do anti-NS1. Os residuos de aminoacidos 311-330 (P311-330) de NS1
representam um epitopo que compartilha homologia de sequéncia com o dominio
tiorredoxina de PDI (Cheng et al., 2009). Em contraste, apesar do soro de pacientes
DENV inibir a agregacéao plaquetaria, ndo existe uma correlagdo entre os anti- NS1 e
PDI com a disfuncdo de agregacao de plaquetas, sugerindo que outros mecanismos
podem estar envolvidas na inibicdo da agregacéo das plaquetas (Rachman, Harahap
& Widhyasih 2013).

As plaquetas sdo responsaveis pela manutencgéo da integridade vascular devido
a liberacdo constitutiva de citocinas pro-angiogénicas e fatores de crescimento.
Moléculas derivadas dos granulos-a, como angiopoetina-1, a e B-cateninas e PAF
ligam-se aos receptores especificos na superficie das células endoteliais, provocando
sinalizagbes intracelulares que estabilizam as jungbes aderentes intercelulares
(Nachman e Rafii, 2008).
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Angiopoetinas, reguladores-chave da integridade vascular, também sé&o
armazenadas nas plaquetas. A trombocitopenia associada a dengue e ativacdo
endotelial estd associada com um desequilibrio na relagdo angiopoetina-2:
angiopoetina-1 no plasma. Estudos demonstraram que ha uma correlacao inversa entre
angiopoetina-1 e marcadores de extravasamento de plasma e uma correlacdo direta
entre angiopoietina-2 e marcadores de extravasamento de plasma em pacientes com
FHD/SCD (Michels et al., 2012). Hotzz e colaboradores demonstraram que pacientes
infectados pelo DENV que apresentaram sinais de aumento da permeabilidade
vascular demostram uma maior percentagem de plaquetas e microparticulas derivadas
de plaquetas (MPs) expressando IL-1( e ativador de caspase-1, em comparacao aos
pacientes que ndo tinham evidéncia de alteracdo da permeabilidade vascular. Estes
resultados foram confirmados em experimentos nos quais MPs derivadas de plaquetas
expostas ao DENV causaram um aumento da permeabilidade das células endoteliais
gue foi blogueado por IL-1Ra (Hotzz et al., 2013).
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4. Justificativa

Plaguetas sdo fragmentos celulares derivados de precursores hematopoéticos
megacariocitos, primariamente associadas a coagulacdo e a hemostasia, contudo,
vem-se atribuindo as plaquetas outros efeitos biolégicos, incluindo: participagdo na
inflamacéao, resposta imune, angiogénese e sintese de matriz extracelular (Shi & Morrel,
2011). Por serem os primeiros componentes celulares a se acumularem em sitios onde
hd dano da parede vascular, as plaquetas iniciam rapidamente eventos como
agregacao, exocitose de constituintes dos granulos, expressao de proteinas de adeséao,
secrecao de citocinas e mediadores e interacdo direta com as células endoteliais e do
sistema imunolégico (Weyrich & Zimmerman, 2004). Ainda, sdo células capazes de
realizar sintese protéica de novo, através de seu repertorio pos-transcripcional
complexo para a traducdo pés-ativacdo, corroborando a existéncia de fungdes
biolégicas potenciais dessas células (Weyrich et al., 2009). Na dengue, plaquetas
constituem uma das principais populacdes celulares afetadas por mecanismos diretos
e/ou indiretos da infeccdo (Boonpucknavig et al., 1979; Oishi et al., 2007) . De fato,
plaguetopenia e disfuncdo plaquetaria sdo manifestacées comuns, tanto em casos
brandos como nos graves de infec¢do pelo DENV, e estdo fortemente relacionadas ao
desfecho clinico do paciente. A presenca de altas concentra¢des sanguineas de
mediadores inflamatérios em pacientes infectados pelo DENV, além do potencial de
producdo de outros mediadores pelas préprias plaguetas, nos impulsiona a entender
gual seria a implicagdo destes na plaquetopenia e, de forma bastante importante, na
funcionalidade das plaquetas durante o curso da infecgéo, constituindo, portanto, objeto

principal deste estudo.
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5. Objetivos

5.1. Objetivo geral
Investigar o perfil de citocinas, quimiocina e fatores de crescimento séricos e de

proteinas intraplaguetarias relacionadas a angiogénese, coagulacdo, regulacdo da

matriz extracelular e inflamacéo na plaquetopenia de pacientes infectados pelo DENV.

5.2. Objetivos especificos

A) Quantificar niveis séricos das citocinas IL-10, TNF-a, IL-1B e IFN-y, da quimiocina
CXCLS8/IL-8 e fatores de crescimento PDGF e VEGF em pacientes infectados pelo

DENV e comparéa-los aos dos controles;

B) Correlacionar os niveis séricos dos mediadores circulantes as contagens de
plaguetas e células mononucleares do sangue e relacionar ao quadro clinico de

pacientes infectados pelo DENV;

C) Quantificar proteinas intraplaquetarias relacionadas a angiogénese, coagulacgéo,
regulacdo da matriz extracelular e inflamacao de pacientes infectados pelo DENV e

controles;

D) Correlacionar niveis de proteinas intraplaquetarias as contagens de plaquetas e

relacionar ao quadro clinico de pacientes infectados pelo DENV.
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6. Materiais em Métodos

6.1 Amostragem populacional

Entre fevereiro de 2013 e abril de 2013 foram coletadas 66 amostras de sangue
total de pacientes clinicamente suspeitos de infeccdo pelo DENV atendidos na
emergéncia do Hospital Rio-Laranjeiras, Rio de Janeiro, tendo como unico critério de
excluséo a ndo aceitacdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Nenhum
dos casos precisou de internagédo. Todos os pacientes foram atendidos pelos médicos
Mauro Sérgio Barbosa e Paulo Vieira Damasco. Ap6s confirmacado do diagnéstico, os
pacientes foram classificados quanto a gravidade clinica de acordo com os parametros
estabelecidos pelo Programa de Treinamento e Investigagdo de Enfermidades
Transmissiveis (TDR) da Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2009).

Dez individuos controles sadios para a dengue da mesma faixa etaria, moradores
da cidade do Rio de Janeiro, foram inseridos no estudo. O critério de inclusdo dos
controles foi mediante confirmacdo de auséncia de episddios febris ou histérico de
outras doencas ha pelo menos de 3 meses da data de coleta do sangue.

Pacientes e controles concordaram em participar do projeto mediante a assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (anexo A). Os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa, sendo cadastrado no Sistema Plataforma
Brasil sob o nimero de Certificado de Apresentacédo para Apreciagio Etica (CAAE)
13318113.7.3001.0021 (anexo B).

6.2 Confirmacao do diagndstico laboratorial dos cas 0S suspeitos de

dengue

Ainfeccéo pelo DENV foi confirmada através da pesquisa qualitativa de anticorpos
anti-DENV IgM por ensaio imunoenzimatico (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
ou ELISA) de captura (PANBIO, Columbia, EUA), deteccdo do antigeno viral NS1 por
ELISA (PlateliaTM Dengue NS1 Ag Kit — Bio-Rad Laboratories, Hercules, EUA) e/ou

deteccdo do RNA viral por RT-PCR. Todos os testes foram realizados no Laboratorio
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de Flavivirus (IOC/FIOCRUZ). E importante ressaltar que o diagndstico por deteccéo
de NS1 foi realizado de trés formas: a primeira seguindo o protocolo do fabricante, e a
segunda e terceira seguindo as modificagbes metodoldgicas estabelecidas no
Laboratério de Flavivirus. Em busca de um aumento da sensibilidade do método,
amostras séricas foram pré-aquecidas a 100°C por 5 minutos ou incubadas com
glicina/acido hidrocloérico 1.5 M, pH 2.8 a 37 °C por 1 hora, seguido de neutralizacdo
por tris/acido hidroclorico 1.5 M, pH 9.7. Estas reacdes promovem a dissociacdo de
possiveis complexos imunes formados entre a proteina NS1 e anticorpos heterdlogos
provenientes de infeccdes anteriores pelo DENV. Essa metodologia, em alguns casos,
aumenta a sensibilidade de deteccéo da NS1 (Lima, 2014). No caso dessa coorte de

pacientes, o percentual de deteccdo do NS1 foi igual comparando-se os trés protocolos.

Os exames hematoldgicos hemograma completo e contagem de plaquetas foram
realizados pelo laboratério do Hospital Rio-Laranjeiras na mesma data de consulta e
coleta das amostras de sangue total dos pacientes com suspeita de dengue. No caso
do grupo controle, os voluntarios cederam o0s seus resultados dos exames

hematoldgicos que foram obtidos nas datas mais préximas a coleta de sangue.

6.3 Isolamento de plaquetas em barreira de iodixano | Optiprep e

separacao de soro/plasma a partir do sangue perifér  ico

Um volume de aproximadamente 5 mL de sangue total foi coletado de todos os
pacientes com suspeita de dengue e de controles sadios em tubos contendo
anticoagulante ACD (citrato de sédio 22 g/L, acido citrico 8 g/L e dextrose 24,5 g/L) (cat.
# 364606, BD Vacutainer®, Nova Jérsia, EUA). Todo o volume de sangue coletado foi
colocado sobre igual volume do gradiente de densidade OptiPrepTM (Axis-Shield,
Dundee, Escdcia). O anel de plaquetas foi visualizado apos centrifugagéo a 350 g por
15 minutos a 20°C sem desaceleracdo determinada de parada, e a camada de plasma
foi coletada, aliquotada e armazenada rapidamente a -70°C. O anel de plaquetas
recuperado foi, em seguida, lavado e ressuspenso em Tampao fosfato-salino
(phosphate buffered saline ou PBS) contendo 300 uM de Prostaglandina E1 (cat. CAS
745-65-3, Cayman, Michigan, EUA) com centrifugagdo a 1000 g por 10 minutos a
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temperatura ambiente. Plaquetas isoladas foram ressuspensas em 10 mL de PBS e a
contagem realizada atraveés de método direto em camara de Neubauer, utilizando-se o
liquido de Rees & Ecker (3,8 g de citrato de sodio, 0,2 mL de solucéo de formol a 0,38%
e 0,1 g de azul de cresil brilhante em quantidade suficiente para 120 mL de agua
destilada) sob microscoépio optico. Neste método, 10 uL de plaquetas ressuspensas sao
diluidas em 190 pL do liquido Rees & Ecker. Contamos as células viaveis com tamanho
visualmente compativel com o das plaquetas, aproximadamente 4 um, dentro dos cinco
guadrantes internos da camara de Neubauer e multiplicamos a soma das contagens
por 1.000, chegando a concentracdo de plaguetas/mm3. Esse processo foi realizado

em até 4 horas ap0s coleta do sangue dos pacientes.

6.4 Lise de plaquetas e quantificacdo de proteinas  totais dos lisados

de plaguetas por ensaio de acido bicincréonico (BCA)

Plaguetas isoladas foram submetidas imediatamente ao protocolo de lise. Apés a
contagem, as plaquetas foram centifugadas a 1000 g por 10 minutos a temperatura
ambiente e o precipitado (pellet) de plaguetas isoladas foi ressuspendido com 10 uL do
coquetel de inibidores de proteases (cat. P8340; Sigma- Aldrich, Sant Louis, EUA) mais
300 uL de tampéo de lise contendo Igepal CA-630 1%, Tris-HCI 20 mM (pH 8,0), NaCl
137 mM, glicerol 10%, EDTA 2 mM, aprotinina 10 pg/mL, leupeptina 10 ug/mL e
pepstatina 10 ug/mL (fornecidos no conjunto Human Apoptosis Array Kit, R&D Systems,
Minneapolis, EUA), seguido de incubagdo com agitacdo entre 4 a 8 °C por 30 minuntos.
Apos incubacgéo, a suspensao foi centrifugada por 5 minutos a 14.000 g e o volume total
de 300 uL do sobrenadante dividido em dois microtubos, um com 285 uL e outro com
25 uL. Este dltimo volume foi utilizado para quantificacdo das proteinas totais. Os 285
ML de lisados de proteinas extraidas das plaquetas isoladas de pacientes e controles

permaneceram a -70°C até sua utilizacdo nos ensaios posteriores.

A quantificacdo de proteinas totais dos lisados de plaquetas foi realizada
utilizando o conjunto Bicinchoninic Acid Protein Assay (cat. B9643; Sigma-Aldrich, Sant

Louis, EUA). Primeiramente, foi preparada a solucdo de trabalho utilizando 50 partes
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de reagente A (Carbonato de sédio, bicarbonato de sddio, acido bicincrénico e tartarato
de sédio em hidroxido de sodio) e 1 parte de reagente B (sulfato de cobre a 4%). A
solucdo estoque de proteina padrdo (Bovine Serum Albumin - BSA) a 2 mg/mL é
fornecida no conjunto de reagentes, permitindo a preparacédo da curva padrdo de BSA
com valores entre 200- 1000 pg/mL em um fator de diluicdo de 1:5. Em uma microplaca
de 96 pocos, adicionou-se por poc¢o o volume de 25 pL dos lisados de proteinas e de
cada diluicdo da curva padrao que foram incubados com 200 pL da solucdo de trabalho
a 37°C por 30 minutos. A absorbancia foi medida a 562 nm na leitora de microplacas
Spectramax Paradigm (Molecular Devices, Orleans Drive Sunnyvale, CA, EUA). A
concentracdo de proteinas totais de cada lisado foi obtida em pg/mL, por interpolagéo
da curva-padrdo de BSA, utilizando-se o programa estatistico Prism 5 (GraphPad
Software, San Diego, CA. EUA).

6.5 Quantificagcdo de citocinas e quimiocinas sérica S por ensaio

multiplex de microarranjo liquido

A quantificacdo das citocinas IL-10, TNF-a, IL-18 e IFN-y e da quimiocina
CXCLS8/IL-8 foi realizada utilizando soro de controles sadios (n=10), pacientes DENV
(n=34) e ODF (n=3). Para esta analise, foram utilizados o conjunto base de ensaio
Luminex, Human High Sensitivity Cytokine Base Kit A e 0s conjuntos especificos para
cada analito: Human IL-10, TNF-a, IL-1B/IL-1F2, IFN-[1 e CXCL8/IL-8 High Sensitivity
Kit (R&D Systems, Minneapolis, EUA).

Inicialmente, foi preparado um coquetel de microparticulas diluindo 50 uL de cada
microesfera concentrada 50X em 2,5 mL de solucdo diluente de microparticulas
fornecida no conjunto de reagentes. Realizou-se também a diluicdo 1:10 das amostras
de soro de pacientes e controles em solucéo diluente calibradora. Para a confec¢ao da

curva padréo foram realizadas diluices do padrao de referéncia, conforme quadro 3.

56



Quadro 3: Referéncia dos conjuntos de reagentes de Luminex e diluicdes das

curvas padrao

Analito Curva Padréo (pg/mL) Catélogo*
Kit base LHSCO000
IL-10 0,51 - 2100 LHSC217
TNF-a 0,82 - 3350 LHSC210
IL-1B 0,37 - 1500 LHSC201
IFN-y 0,33 - 1350 LHSC285
CXCLS8/IL-8 0,78 - 3200 LHSC208

* R&D Systems, Minneapolis, EUA.

Seguindo as instruc¢des do fabricante, placas de 96 pocos fornecidas no conjunto
de reagentes foram lavadas com 100 yL de tamp&o de lavagem por poco. A seguir,
foram pipetados 25 uL do coquetel de microparticulas por pogo em toda placa, seguido
de 100 yL de cada um dos pontos da curva padréo diluida ou dos soros de interesse
previamente diluidos seguido, de incubacdo por 3 horas a 25 °C em agitador de
microplacas. Apos esta etapa, foram realizadas 3 lavagens com 100 pL de tampéo de
lavagem por poc¢o. Em seguida foram adicionados 50 uL do coquetel de anticorpos anti-
IgG humanos biotinilados e realizada a incubagéo por 1 hora a 25 °C em agitador de
microplacas. As placas foram novamente lavadas com 100 pyL de tampao de lavagem
por poco e incubadas com 50 pyL de estreptavidina-PE por 30 minutos a 25°C em
agitador de microplacas. Por fim, as microparticulas foram ressuspensas com 100 pL
de tampéo de lavagem para aquisicdo no Sistema Luminex 200™ (Luminex Corp,
Austin, Texas, EUA) da Plataforma PDTIS Luminex da FIOCRUZ.

Os niveis de cada citocina em intensidade meédia de fluorescéncia (mean
fluorescence intensity ou MFI) foram determinados no leitor. A concentracdo de cada
analito foi calculada frente a respectiva curva-padréo em pg/ml utilizando-se o software
do fabricante (xPONENT® v3.1 software).
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6.6 Ensaio para determinacéo do perfil de expressao de proteinas
intraplaquetarias relacionadas a angiogénese pelo Human
Angiogenesis Array Kit

Foi utilizado o Human Angiogenesis Array Kit (cat. ARY007, R&D Systems,
Minneapolis, EUA) para avaliacdo de 55 proteinas relacionadas a angiogénese em
pacientes DENV+ (n=8), sendo 4 pacientes DENV com contagem total de plaquetas
acima de 150.000/mm? e 4 com contagem total de plaguetas abaixo de 150.000/mms3,
pacientes com ODF e contagem de plaquetas superior a 150.000 plag/mm?3 (n=2) e
controles sadios (n=2). Estas proteinas foram agrupadas didaticamente em fungbes
relacionadas a angiogénese, coagulacdo, regulacdo da matriz extracelular e
inflamacéo, como listado no quadro 4.
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Quadro 4: Proteinas avaliadas pelo Human Angiogenesis Array Kit e

agrupadas segundo suas func¢des bioldgicas

MMP-9*, HGF, PD-ECGF, endoglina, angiogenina,
angiopoetina-1, PDGF-AA*, PDGF-AB/BB*,
Pré-angiogénicas CXCLS8/IL-8*, EGF, EG-VEGF, Endotelina, FGF acido,
FGF bésico, FGF-7/KGF, HB-EGF, Leptina, VEGF,
VEGF-C

Serpina F1, angiostatina*, trombospondina-2,

Anti-angiogénicas :
trombospondina-1

TF, uPA, angiostatina*, PF4*, Serpina B5/Maspina

Anti-coagulantes Serpina-E1

Manutencao da matriz extracelular PDGF-AA*, PDGF-AB/BB*, TIMP-1, TIMP-4

Degradacgdo da matriz extracelular MMP-9*, MMP-8, ADAMTS-1

PDGF-AA*, PDGF-AB/BB*, PF4*, MIP-1a, IL-1f3,
Pré-inflamatérios angiopoetina-2, CCL2/MCP-1, CXCL16, CXCLB8/IL-8,
GM-CSF

* Compartilham mais de uma funcao biolégica. Abreviaturas: Metaloproteinase 9/8 de Matriz
(MMP-9/8); Hormbnio de Crescimento do Hepatécito (HGF); Mitdgeno de Célula Endotelial Derivado de
Plaguetas (PD-ECGF); Fator de Crescimento Derivado de Plaqueta-AA/AB-BB (PDGF- AA/AB-BB);
Interleucina-8/1f (IL-8/1B); Fator de Crescimento Epidérmico (EGF); Fator de Crescimento Vascular
Endotelial Derivado de Glandula Enddcrina (EG-VEGF); Fator de Crescimento de Fibroblastos (FGF);
Fator de Crescimento do Queratindcito (KGF); Fator de Crescimento tipo EGF Ligante de Heparina (HB-
EGF); Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF); Fator Tecidual (TF); Ativador de Plasminogénio
tipo Uroquinase (uPA); Fator Plaquetario-4 (PF-4); Inibidor Tecidual de Metaloproteinase -1/4 (TIMP-1/4);
A Desintegrina e Metaloproteinase com Motivo da Trombospondina-1 (ADAMTS-1); Proteina Inflamatéria
de Macrofago-1a (MIP-1a), Proteina Quimiotatica de Monécitos-1 (MCP-1); Fator Estimulador de Col6nia
Granulécito-Macréfago (GM-CSF); Fator de Crescimento Transformador- 3 (TGF-f).

O conjunto de reagentes fornece, dentre outros itens, camara de “multilavagens”
e quatro membranas de nitrocelulose revestidas por anticorpos especificos de captura
dispostos em forma de spots, em duplicata (figura 19), além de trés duplicatas controles
positivo e uma duplicata controle negativo da reacdo. Cada membrana de nitrocelulose

foi utilizada para analise de um paciente ou controle. Cada spot contém um anticorpo

de captura especifico para a deteccao de uma das 55 proteinas especificas.
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Figura 19: Membrana de nitrocelulose e camara multi lavagem do Human

Angiogenesis Array Kit.

Primeiramente, seguindo as instrugcbes do fabricante, as membranas de
nitrocelulose foram imersas em 2 mL de uma solugcéo de bloqueio (tampéo de ensaio
7) fornecida pelo fabricante por 1 hora a 25 °C com agitagao.

Durante o bloqueio, as amostras de lisado de proteinas de plaquetas oriundas de
pacientes e controles tiveram sua concentracao ajustada para 300 pg de proteina total
em 1 mL de tampéo 4 fornecido pelo conjunto de reagentes. Neste volume, foram
adicionados 500 pL do tampéao de ensaio 4 (R&D Systems, Minneapolis, EUA) para um
volume final de 1,5 mL. A seguir, foram adicionados 15 pL do coquetel de anticorpos
de deteccdo (R&D Systems) ao lisado de plaquetas, seguido de homogeneizacéo e
incubacao por 1 hora a 25 °C.

Ao final do bloqueio, cada membrana foi incubada por 12-18 horas a 2-4°C em
agitador com a mistura de amostra e anticorpo de deteccéo pré-incubada.

No dia seguinte, as membranas foram retiradas da camara de multilavagem,
acomodadas em placas de petri e lavadas 3 vezes com 20 mL de tampéao de lavagem
(R&D Systems) sob agitacdo por 10 minutos para cada lavagem.

Apoés as lavagens, as membranas foram recolocadas na camara de multilavagem
onde cada membrana foi incubada com 2,0 mL de Streptavidin-HRP diluida 1:1000 em
tampdo de ensaio 5 (R&D Systems) por 30 minutos a 25°C com agitagéao.

Posteriormente, foi realizada lavagem por 3 vezes conforme descrito acima e as
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membranas, ainda Umidas, foram transportadas para o Laboratorio de Biologia
Molecular de Flavivirus do I0C/ FIOCRUZ para aquisicdo dos dados.

Em uma sala escura, as membranas foram envolvidas com plastico protetor e
incubadas com 1mL de reagente de quimioluminescéncia (R&D Systems) por 1 minuto.
Ao término, o excesso de reagente de quimioluminescéncia foi retirado gentilmente com
0 auxilio de papel altamente absorvente. As membranas foram posicionadas em um
cassete de autorradiografia e expostas a filme de Raio-X por 5 minutos. A quantificagao
dos spots foi feita por escaneamento do filme e analise dos spots utilizando-se o
software Quantity One (Bio-rad Version 4.6.3), gerando valores semiquantitativos para
cada proteina analisada em densidade média de pixels (MDP). As proteinas que
tiveram algum sinal revelado foram identificadas sobrepondo o filme de cada membrana
a um modelo fornecido pelo conjunto de reagentes em forma de transparéncia para
sobreposicéo dos spots (figura 20).
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Figura 20: Identificagcdo dos spots reagentes. Transparéncia fornecida pelo
conjunto de reagentes para sobreposicdo dos spots (a). Spots reagentes de uma

paciente DENV+, identificados a partir das coordenadas da transparéncia (b).
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6.7 Quantificacdo de PDGF-BB e VEGF seéricos por ens aio de
microarranjo liguido em pacientes utilizados no ens aio de

determinacéo do perfil de expressao de proteinas in  traplaguetarias

A guantificacdo de PDGF e VEGF foi realizada utilizando soro dos controles
sadios (n=6) pacientes DENV+ (n=4) e ODF (n=3). Para esta analise, foi utilizado o
conjunto base de ensaio Bio-plex Pro Human Cytokine Standard 27-plex Group-1 (Cat.
#M50-0KCAFQY; Bio-Rad Hercules, EUA).

Inicialmente, 575 yL do coquetel de microparticulas concentradas 10X foram
diluidos em 5.175 uL de tampdo de ensaio fornecido no conjunto de reagentes.
Realizou-se também a diluicdo 1:4 das amostras de soro de pacientes e controles em
solucao diluente de amostras. Para a confeccdo da curva-padréo foram realizadas
diluicdes do padrao de referéncia, conforme quadro 5 em tampé&o de diluicdo de padréo
fornecido no conjunto.

Seguindo as instru¢des do fabricante, placas de 96 pocos fornecidas no conjunto
foram lavadas com 100 pL de tampéao de lavagem por poco. A seguir foram pipetados
50 pL do coquetel de microparticulas diluido por poco em toda placa, seguido de 50 pyL
de cada um dos pontos da curva padrdo diluida ou dos soros de interesse previamente
diluidos, seguido de incubacédo por 30 minutos 25 °C em agitador de microplacas. Apds
esta etapa, foram realizadas 3 lavagens com 100 pL de tampé&o de lavagem por poco
e entdao foram adicionados 25 pL do coquetel de anticorpos anti-lgG humanos
biotinilados e incubacéo por 30 minutos a 25 °C em agitador de microplacas. As placas
foram novamente lavadas e incubadas com 50 uL de estreptavidina-PE por 30 minutos
a 25°C em agitador de microplacas. Por fim, as microparticulas foram ressuspensas
com 100 uL de tampéao de lavagem para aquisicdo no Sistema MAGPIX™ (Luminex
Corp).

Os niveis de cada citocina em intensidade média de fluorescéncia (MFI) foram
determinados no leitor. A concentragdo de cada analito foi calculada frente a respectiva
curva-padrao em pg/ml utilizando-se o software do fabricante (XPONENT® v3.1

software, Austin, Texas, EUA).
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Quandro 5: Diluigdes das curvas-padrao de PDGF e VEGF

_ Curva Padrao
Analito
(pg/mL)
VEGF 35863- 2,19
PDGF-BB 17589- 10,07

PDGF, fator de crescimento derivado de plaguetas; VEGF, fator de crescimento vascular

endotelial.
6.8 Analise estatistica

Para variaveis quantitativas com distribuicdo normal, como dados demograficos,
foram utilizados valores de média + desvio-padrdo e para varidveis quantitativas com
distribuicdo n&o normal, como dados laboratoriais, foram utilizados valores de madiana
* intervalos interquartis.

As andlises estatisticas entre os grupos controle, DENV e ODF foram feitas
através do teste ndo-paramétrico U de Mann-Whitney.

Andlises de correlacdo entre quantificacdo de proteinas totais, quantificacdo de
citocinas e quimiocinas séricas e nivel de proteinas intraplaquetarias com contagem de
plaguetas foram realizadas utilizando o teste de Spearman.

Todos os testes forma realizados no programa The Prism 5 statistics (GraphPad
Software, San Diego, CA. EUA). Valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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7. Resultados

7.1 Caracterizacao demografica, clinica e laborator  ial de pacientes e
controles envolvidos no estudo

Entre fevereiro a abril de 2013, 65 individuos com suspeita clinica de infeccdo pelo
DENV foram incluidos neste estudo por apresentarem sintomas como febre, adinamia,
mialgia, artralgia, dor retroocular e nauseas. Quarenta e trés dos 65 pacientes (66,2%)
confirmaram o diagndstico de dengue (pacientes DENV+), baseado na positividade em
pelo menos um dos testes laboratoriais utilizados. Os demais pacientes, 22 dos 65
pacientes (33,8%), formaram o grupo com outras doencgas febris (pacientes ODF), pois
ndo confirmaram diagnostico laboratorial para dengue em algum dos testes realizados.
Contudo, a principio, esses ultimos apresentaram sintomas semelhantes aos pacientes
DENV+. Os pacientes foram alocados no grupo DENV+ (n=43) e no grupo ODF (n=22)
como demonstrado na tabela 6. Ainda, utilizamos o grupo controle composto por 10
individuos controle assintomaticos para a dengue e por isso considerados saudaveis.
Baseado na classificacdo clinica estabelecida pelo Programa de Treinamento e
Investigacdo de Enfermidades Transmissiveis da Organizacdo Mundial de Saude
(WHO, 2009), a maioria dos pacientes DENV+ apresentou febre, adinamia, mialgia,
artralgia, dor retroocular e nduseas e foram classificados no grupo Febre da Dengue
(FD) (33 dos 43, 76,7%). Um segundo grupo de pacientes (10 dos 43, 23,3%)
apresentou, além dos sinais/sintomas caracteristicos da FD, sangramento de mucosas,
dores abdominais ou vomitos, sendo classificados como grupo Febre do Dengue com
Sinais de Alarme (FDSA) (Tabela 6).

Andlises demogréficas dos grupos Controle, pacientes DENV+ ou pacientes ODF
nao indicaram diferenga significativa entre sexo e idade. Quando comparados o0s
grupos DENV e ODF, nao foi observada diferenca significativa entre dias de doenca
(Tabela 6).

Quanto ao diagndstico laboratorial, podemos observar que a deteccéo sorologica
de anti-DENV IgM nos pacientes confirmou 62,8% dos casos (27 dos 43 casos
confirmados). O ensaio de RT-PCR confirmou 46,5% dos casos (20 dos 43 casos
confirmados), indicando sorotipos DENV-4 (n=18) e DENV-1 (n=2). J& 0 ensaio de
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deteccdo sorologica do antigeno NS1 circulante confirmou 20,9% (9 dos 43 casos
confirmados) dos casos. A sobreposicao da positividade entre os testes de confirmagéo

do diagnéstico sédo demonstrados na Figura 21.

- / y 2,4 18,3 | o
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PCR

Figura 21: Sobreposicdo do percentual de positivida  de dos testes de diagnéstico
laboratorial realizados para confirmacdo da infec¢d o por DENV. Dados relativos ao
percentual de pacientes positivos (n=43) para os testes de deteccdo soroldgica de IgM anti-
DENV, NS1 e ensaio de RT-PCR.

Em relacdo aos dados laboratoriais, a tabela 6 mostra diferengas estatisticamente
significativas com relacédo a contagem de plaquetas e leucdcitos totais entre 0s grupos
controle versus DENV. Entre pacientes DENV+ com ODF detectamos diferencas
estatisticamente significativas na contagem de plaquetas e leucécitos totais. Ja a
comparacdo entre o0s grupos Controle e ODF demonstraram diferencas
estatisticamente significativas apenas na contagem de plaquetas. Os pacientes
DENV+, FD e FDSA néo apresentaram diferencas estatisticamente significativas para
0s parametros testados. Os valores de média e desvio padrdo de cada parametro
laboratorial nos grupos destacados e suas diferencas estatisticas estdo organizados na
tabela 1.
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Tabela 1: Caracteristicas demograficas e clinico-la

boratoriais de controles e pacientes

DENV+
(n=43)
C?:tz“i'oe)s (r?:[;';) Total FD FDSA
(n =43) (n=33) (n=10)
0 .
Sex‘;'errl](@' 7 (70,0) 14 (63,6) 24 (55,9) 22 (66,7) 4 (40,0)
3 (30,0) 8 (36,4) 19 (44,2) 11 (33,3) 6 (60,0)
Masc
Idade (anos), média + DP: 30 £6* 44 + 16 45+ 16 46 + 17 43 +14
Duragdo da doenga (dias), média + DP: NA 442 4+3 4+3 542
Anti-DENV IgM positivo , n (%): NA 0 (0) 27 (62,8) 19 (57,6) 7 (70)
NS1 positivo , n (%): NA 0 (0) 9 (20,9) 8 (24,2) 1 (10)
RT-PCR positivo , n (%): NA 0 (0) 20 (46,5) 17 (51,6) 3 (30)
Sorotipo viral , n (%): 2 (4.6) 1(3.0) 1(10,0)
‘11 NA 8 Egg 18 (41,9) 16 (48,0) 2 (20,0)
NI 23 (53,5) 16 (48,0) 7 (70,0)
Hematdcrito (%), média + DP: 39,9+3,0 41,927 42 +3,9 42 +3,9 42,1+ 4,4
Plaguetas (x10%/mm3), média + DP: 296,8 + 34,8" 202,7 + 60,18 157,9+5 157,95 152,6 +49,8

Leucocitos  (x10%/mm?3), média + DP:
Linfécitos (x10%/mm?3), média + DP:

Mondcitos  (x10%/mm?®), média + DP:

6.073,3 + 635,2%

7.231,0 + 3.642,0l

1.554,3 +5.27,6

1.845,3 +349,3

432,7 +99,8 501,5 + 257,3

4.662,0 £ 2.669,0

1.504,7 £ 662,6

381,9 +£188,2

4.662,2 +2.268,9

1.265,3+ 823,1

321,2 +222,8

4.466,7 +1.882,3

1.199,2 £+ 874,9

277,6 + 206,5

*Controles versus ODF, p = 0,0096; Controles versus DENV+, p = 0,0084.

t Amostradas ndo amplificadas por RT-PCR.

* Controles versus ODF, p = 0,0022; Controles versus DENV+, p = 0,0003.

§Controles versus DENV+, p = 0,0074.
loDFversus DENV+, p = 0,0053.
ODFversus DENV+, p = 0,0037.

DP, desvio-padrdo; NA, nado se aplica; NS, ndo-estrutural; NI, ndo informado; RT-PCR, transcri¢cdo reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase; ODF, outras doencas febris; FD, febre
do dengue; FDSA, febre do dengue com sinais de alarme.
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7.2- Quantificacdo dos niveis séricos de citocinas em pacientes e

controles

Duas consideracdes importantes nos motivaram a quantificar niveis séricos das
citocinas IL-10, TNF-a, IL-13, CXCL8/IL-8 e IFN-y em controles sadios (n=10),
pacientes DENV+ (n=34) com ODF (n=03). A primeira delas foi que a dengue,
independentemente de suas diferentes manifestacdes clinicas, € uma doenca
relacionada a desregulacdo da resposta imunoldgica e ja foi mostrado que estas
citocinas estéo relacionadas a gravidade da doenca (Rothman, 2011). A segunda é que
estas moléculas estdo intimamente relacionadas as plaquetas. Como vimos TNF-q,
CXCLS8/IL-8 e IFN-y tem papel no desenvolvimento de megacariécitos (Klinger et al.,
2002); ja foi demonstrada correlacdo inversa entre os niveis circulantes de IL-10 e
contagem de plaquetas em pacientes DENV+ (Azeredo et al., 2001) e, por fim, IL-13
tem uma maior producdo por parte das plaquetas oriundas de pacientes DENV+
guando comparado aquela de plaquetas de controles (Hottz et al., 2013b).

Nossos achados demonstraram que pacientes DENV+ apresentaram niveis
séricos significativamente mais elevados quando comparados aos controles sadios em
relacdo aos seguintes parametros biolégicos: (i) IL-10 (4,665 pg/ml [1,851- 7,479] para
o grupo DENV+ (sendo mediana [interquartis 25 — 75%] e 0,532 pg/ml [0,372- 0,693]
para o grupo controle); (i) TNF-a (9,077 pg/ml [7,355- 10,80] para o grupo DENV+ e
3,904 pg/ml [2,911- 4,898] para o grupo controle); (iii) CXCL8/IL-8 (7,063 pg/ml [5,729-
8,396] para o grupo DENV+ e 3,320 pg/ml [1,836- 4,805] para o grupo controle); e (iv)
IFN-y (2,783 pg/ml [0,002- 5,570] para o grupo DENV+ e 0,537 pg/ml [0,378-0,695] para
o grupo controle) (Figuras 22 A - E, respectivamente). Com relagdo a dosagem de IL-
1B, nao foi encontrada diferenca significativa entre os grupos DENV e controle (figura
22C). Dentro do grupo de pacientes DENV+, ndo foram observadas diferencas
significativas entre FD e FDSA com relagdo aos niveis séricos de todas as citocinas

analisadas.
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Figura 22. Dosagem dos niveis séricos de citocinas em pacientes DENV+ e Controles . As
figuras representam mediana + interquartis 25 — 75% dos niveis séricos (pg/mL) de IL-10 (A),
TNF-a (B), IL1-f (C), CXCLS8/IL-8 (D) e IFN-y (E) em pacientes DENV+ (n=34) e controles
(n=10). Valores de p < 0,05 estdo discriminados nas figuras e foram considerados
estatisticamente significativos quando comparados pacientes DENV+ versus controles.

7.3 Analise da associacéo de niveis sericos de cito  cinas com dados
laboratoriais de pacientes infectados pelo DENV

A analise da correlag&o entre as citocinas e a contagem de células sanguineas se
deu dentro do grupo de pacientes DENV+ atraves do teste de Spearman. Dentre os 34
pacientes testados para as citocinas citadas, apenas 26 tinham dados completos do
hemograma e contagem de plaquetas totais. Encontramos que os niveis de IL-10 foram
correlacionados inversamente com a contagem de plaquetas (r= -0,483; p=0,019) e
diretamente com a contagem de leucdcitos (r=0,656; p=0,001) e linfocitos (r=0,483,;
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p=0,011). Em relacdo ao TNF-a, observamos correlacdo direta com a contagem de

linfocitos (r=0,393; p=0,047) e correlacdo direta entre IFN-y e contagem de plaquetas
(r=0,477; p=0,014) (tabela 2).

Tabela 2: Correlacdes entre os niveis séricos de ci
do sangue em pacientes infectados pelo DENV

tocinas e contagem de células

] Parametros IL-10 TNF-a IL-1B | CXCLS/IL-8 | IFN-y

ematologicos

Plaquetas totais Rislfct ns ns ns R=0,477
p=0,019 p= 0,021

Leucdcitos totais R=0,656 ns ns ns ns
p= 0,001

Linfécitos totais XEAEE R ns ns ns
p=0,011 p= 0,047

Mondcitos totais ns ns ns ns ns

*Valores de p e r discriminados quando p <0,05. Ns, nédo significativo.

Niveis séricos de CXCL8/IL-8 e IFN-y apresentaram correlacdo inversa com 0s
dias de doenca (r=- 0,700; p=0,001 e r= - 0,450; p=0,028, respectivamente).

Os 26 pacientes testados para as citocinas, dos quais dispunhamos de resultados
de parametros hematolégicos, foram estratificados naqueles sem trombocitopenia
(acima de 150.000 plag/mms3) e com trombocitopenia (abaixo de 150.000 plag/mms3).
Os niveis de IFN-y demonstraram diferenca estatistica entre os grupos DENV acima
(n=12) e abaixo (n=14) de 150.000 plag/mm? (0,728 [0,420 — 0,728] pg/ml versus 0,894
[0,728 — 2,563] pg/ml, respectivamente) (Figura 23).
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Figura 23: Quantificacdo de citocinas de acordo com a contagem de plaguetas acima e

abaixo de 150.000/mm 2. IL-10 (A), TNF- a (B), IL-1B (C), IL-8 (D) e IFN-y (E) expresso pela
mediana % interquartis 25 — 75% em 12 pacientes DENV+ com contagem de plaquetas acima
de 150.000/mm3, 14 DENV+ abaixo de 150.000/mm3 e 10 controles. * p <0,05 quando
comparada a contagem de plaquetas de pacientes DENV+ acima versus abaixo 150.000

plag/mmé.

7.4 Avaliacéo de proteinas intraplaguetarias em pac  ientes e controles
e analise da associacéo de proteinas intraplaquetar ias, niveis séricos
de citocinas e dados clinico-laboratoriais de pacie ntes infectados
pelo DENV

Foi realizada a determinagdo dos niveis de 55 proteinas relacionadas a
angiogénese, coagulacao, regulacdo da matriz extracelular e inflamacao em lisados de
plaguetas isoladas de pacientes DENV+, ODF e controles. Os pacientes DENV+ (n=8)
foram estratificados naqueles com contagem de plaquetas acima (n=4) e abaixo de
150.000 plag/mm? (n=4). Como grupos controles foram incluidos pacientes com ODF e
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contagem de plaquetas acima de 150.000 plag/mm?3 (n=2) e doadores sadios (n=2)

(tabela 3). Os dados sédo representados em densidade média de pixels (MDP).
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Tabela 3: Caracteristicas clinicas e laboratoriais e andlise do perfil de expressdo de proteinas
intraplaquetarias expresso em pg/mL de pacientes e controles do estudo
- Dias de Plaquetas ) i i ) ) PDGF VEGF
Grupo ID Clinica doenca  milimm ? IL-10 TNF-a IL-1B IL-8 IFN-y
Cl - - NO NO NO NO NO NO NO NO
Controle
Cc2 == == NO NO NO NO NO NO NO NO
ODF1 - 2 239 NO NO NO NO NO 1106,45 | 182,96
ODF
ODF2 - 2 242 NO NO NO NO NO 1031,90 62,01

Em: -, dados ndo pertinentes ao paciente / controle. NO, dados néo obtidos sobre o paciente / controle.
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Trinta das 55 proteinas analisadas ndo apresentaram spots, dentre as quais:
activina A, ADAMTS-1, anfirregulina, artemina, CCL2/MCP-1, CXCL16, CXCLS8/IL-
8, EGF, EG-VEGF, endostatina/colageno XVIII, endotelina-1, FGF &cido, FGF
basico, FGF-4, FGF-7/KGF, GDNF, GM-CSF, HB-EGF, leptina, MMP-8, NRG1-1,
pentraxina 3, persefina, PIGF, prolactina, serpina B5/maspina, TIMP-4, vasoinibina,
VEGF e VEGF-C. Dentro deste conjunto de proteinas que nao apresentaram spots,
para muitas delas como anfiregulina, artemina, CXCL8/IL-8 e PIGF n&o ha relatos
na literatura de que sejam estocadas ou produzidas nas plaquetas. Em relagéo a
angiopoetina-2 (Fiedler et al., 2004) e ao TF (Bouchard, Mann & Butenas, 2010), a
quantificacdo dos spots foi muito inferior quando comparada aquela das demais
proteinas, confirmando dados da literatura em relagdo ao estoque irrelevante

dessas proteinas nas plaquetas.
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Tabela 4: Vinte e cinco proteinas intraplaguetarias detectadas em lisados de
plaguetas de pacientes e controles

acima de abaixo de acima de
Funcéo Proteina (MDP) 150.000 150.000 150.000
plag/mm 3 plag/mm 3 plag/mm 3
HGF 414 + 127 294 + 250 107;99 320;49
PD-ECGF 83 +93 7344 184;53 114;18
Endoglina 211 +106 140 + 154 99;59 155;23
, Pr?-_ Angiogenina 1008 + 140 806 + 748 290;172 189;152
angiogénicos . :
Angiopoetina-1 895 + 221 535 + 343 803;188 942;205
PDGF-AA* 854 + 582 857 + 268 1017;246 1401;715
PDGF-AB;BB* 583 + 207 389 + 258 58;187 472;416
MMP-9* 89 + 33 109 +50 84;17 61;10
_ Serpina-F1 137 + 82 211 £108
angic?gnglr;icos Trombospondina-1 12 +18 23+£34
Trombospondina-2 59 + 36 70 £49
Angiostatina 2+4 9+11
PF4* 192 £ 128 198 + 143 106;60 11;79
Pro-coagulantes TF 24 + 23 23+13 0;21 50;16
uPA 67 +29 77 £51 3,77 38;62
coagjr:gr;tes Serpina-E1 738 £ 320 966 + 390
Manutenc&o da IGFBP-2 206 + 349 52 + 26 15;29 99;3
matriz IGFBP-1 89 + 39 39+12 127;7 301;19
extracelular IGFBP-3 294 + 243 232 £ 265 104;38 352;68
TIMP-1 1484 + 248 1522 + 251 1572;496 650;669

Degradacao da
matriz 109 + 50

extracelular

CD26 39+ 20 53 + 49 12;32 21:3
MIP-1a 18+ 10 36+ 16 28,14 69; 9
, IL-1p 53 = 29 57 + 28 19,72 92,33
e Angiopoetina-2 9+10 244 38,19 22:1

inflamatorios

PF4* 192 + 128 108 + 143 106,60 11,79

PDGF-AA* 854 + 582 857268 1017246 1401;715

PDGF-AB;BB* 583 + 207 389 + 258 58,187 472;416

Regulador 139 + 27

da inflamacéao

* compartilham mais de uma func¢éo biolégica. Comparacao das médias + desvio padrao
dos pacientes DENV+ com contagem de plaquetas acima versus abaixo de 150.000 /mm3
e valores absolutos dos ODF1 ;ODF2 e C1;C2 para as 25 proteinas detectadas nos lisados
de plaquetas.
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Dentre as 25 proteinas nas quais foram detectados spots (tabela 4), indicando
a presenca destas nas plaquetas, cinco delas tiveram seus niveis em MDP
correlacionados diretamente de forma significativa ou com uma forte tendéncia,
com a contagem de plaquetas, tais como: PDGF-AA, TGF-B1, HGF, IGFBP-1 e
angiopoetina-1 (Figura 24).
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Figura 24: Correlacdo entre proteinas do lisado de plaguetas e o numero de
plaguetas no sangue de pacientes infectados pelo DE NV. A contagem de
plaguetas/mm? de 8 pacientes DENV+ foi correlacionada aos niveis de PDGF-AA (A), TGF-
Bl (B), HGF (C), IGFBP-1 (D) e Angiopoetina-1 (E) expressos em densidade média de
pixels (MDP). Valores do coeficiente de correlagdo de Spearman (r) estdo discriminados
nas figuras. Valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Os pacientes DENV+ foram agrupados segundo contagem de plaguetas
acima ou abaixo de 150.000 plaquetas/mm3, e observamos uma diminuicao dos
niveis de TGF-1 (p=0,028) e IGFBP-1 (p=0,057) no grupo DENV+
trombocitopénico. As analises estatisticas das demais proteinas em relacdo a

contagem de plaquetas ndo apresentaram diferenca (Figura 25).

75



2001 6001

A) 1500f = ====-=-=---= B) —0.03 C)

_ 150-

o o

a !

S 1000 8

g g

o Q.

0 o

2 500- =

400+ 1500+
D) g5pf=======----- E)

300+

1000+

(MDP
Angiopoetina-1(MDP)

500-
B pENy+ <150.000 plaguetas/mm®

60- B penv+ >150.000 plaguetas/mm®
30- - = Controles

ODF > 150.000 plaquetas/mm®

0- 0-

Figura 25: Andlise comparativa de proteinas intrapl  aquetarias de acordo com 0s
grupos de pacientes DENV+ com valores de contagem d e plaquetas acima versus
abaixo de 150.000/mm 3. Quantificacdo de PDGF-AA (A), TGF-B1 (B), HGF(C), IGFBP-1
(D) e angiopoentina-1 (E) em MDP expresso pela mediana + interquartis 25 — 75%. Linhas
tracejadas representam a média de Controles (n=2) e pacientes-ODF (n=2). Valores de p
<0,05 estéo discriminados nas figuras e foram considerados estatisticamente significativos
quando comparado pacientes DENV+ com contagem de plaquetas acima versus abaixo
150.000/mm3.

Avaliou-se, em seguida, a relagdo destas 25 proteinas intraplaquetarias nos
pacientes DENV+ agrupados em FD (n=5) e FDSA (n=3). Apenas a proteina proé-
angiogénica angiogenina, apresentou niveis significativamente mais aumentados
no grupo FDSA quando comparada aos dos pacientes com FD. Detectamos valores
aumentados, ndo significativamente, da proteina pré-angiogénica e indutora de
degradacdo da matriz extracelular MMP-9 no grupo FDSA. De forma interessante,
o0 grupo FDSA também apresentou niveis mais elevados, ndo significativos, da
proteina que mantém a integridade da matriz extracelular TIMP-1 quando
comparado aqueles dos pacientes com FD (tabela5). Uma correlacdo direta
estatisticamente significativa (r= 0,833; p=0,015) entre os niveis de MMP-9 e TIMP-

1 foi observada (Figura 26), indicando uma forte regulacédo entre proteinas que

76



induzem degradacdo, mas também da manutencdo da integridade da matriz

extracelular.
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Figura 26: Correlagdo entre os niveis de TIMP-1 e M MP-9. Valores de p e r estdo
discriminados na figura e p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Tabela 5: Comparacdo das proteinas intraplaquetaria s relacionadas a

gravidade da dengue

FD FDSA p
(n=5) (=3
Angiogenina 649,66 + 441,04 1336,75 + 278,92 0,03
MMP-9 77,23 £23,19 134,91 + 39,04 0,07
TIMP-1 1386,51 + 219,51 1696,38 + 39,92 0,07

Quantificacdo de proteinas intraplaquetarias expressas em MDP e representadas pela
média * desvio-padrdo de pacientes DENV+ FD ou FDSA. Valores de p comparando
pacientes DENV+ com FD e FDSA estao discriminados.

A analise das 25 proteinas em relacéo aos dias de doenga demonstrou uma
Unica correlacdo positiva entre os niveis intraplaquetarios da proteina pro-
angiogénica PD-ECGF com os dias de doenca (r=0,841; p= 0,044) (Figura 27).
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Figura 27: Correlacdo entre os niveis de PD-ECGF e  dias de doenca em pacientes
DENV+. Valores de p e r estdo discriminados na figura. p <0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.

Também realizamos andlises de correlagcdo entre os niveis das 25 proteinas
intraplaquetarias com a quantificacédo sérica de IL-10, TNF-q, IL-18, CXCL8/IL-8 e
IFN-y. Somente as correlacdes que apresentaram valores de r e p estatisticamente

significativos estao apresentadas na tabela 6.

Tabela 6: Correlagcbes estatisticamente significativ.  as encontradas entre os
niveis de proteinas intraplaquetarias e séricas em pacientes DENV+.

Proteinas Proteinas r p

séricas intraplaquetarias

TNF-a IGFBP-2 0,780 0,010

TNF-a IL-1B -0,890 0,010
IL-1B CD26 0,820 0,030
IL-8 MMP-9 -0,820 0,030
IL-8 PF4 -0,890 0,010
IL-8 MIP-1a -0,890 0,010
IL-10 PD-ECGF -0,940 0,010
IL-10 IL-1B -0,820 0,030

Resultados dos testes de correlacdo de Spearman, cujos valores em negrito de p sao
inferiores a 0,05.
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7.5- Niveis séricos de PDGF-BB e VEGF em pacientes utilizados no

ensaio de expressao de proteinas intraplaquetarias

Os resultados encontrados no ensaio de perfil de expressdo de proteinas
intraplaquetarias nos motivaram a quantificar niveis séricos de PDGF-BB e VEGF
em amostras de soros dos mesmos pacientes ODF e DENV, além de 6 amostras
de controles sadios.

Os achados revelam que pacientes DENV+ apresentam niveis séricos
medianos significativamente mais baixos (p = 0,0047) quando comparados aos
controles em relagdo ao PDGF-BB (713,65 pg/ml [268,18- 1397,23] versus
1620,373 pg/ml [1085,20- 1903,39], respectivamente), enquanto detectamos
valores medianos mais altos de VEGF no grupo controle em relagdo ao grupo
DENV+ (72,09 pg/ml [22,10- 105,33] versus 713,65 pg/ml [0,00- 295,88]

respectivamente) (Figura 28).
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Figura 28. Quantificacdo de PDGF-AB/BB e VEGF em pa cientes DENV+ e controles.
PDGF-AB/BB (A) e VEGF (B) expresso pela mediana * interquartis 25 — 75%, de 8
pacientes DENV+ e 6 controles. Valores de p <0,05 est&o discriminados nas figuras e foram
considerados estatisticamente significativos quando comparados pacientes DENV+ versus
controles.

Dentro do grupo de pacientes DENV+, as analises de correlacdo entre 0s
valores de PDGF-AB/BB e VEGF séricas e contagem de células do sangue destes
pacientes mostraram que apenas 0s niveis séricos de PDGF-AB/BB tiveram

correlacao direta com a contagem de plaquetas (Figura 29). N&do observamos
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correlagdes significativas entre as duas moléculas e contagens absolutas de

leucocitos, linfocitos e mondcitos totais.
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Figura 29. Correlacdo entre niveis séricos de PDGF- AB/BB e a contagem de
plaguetas em 8 pacientes DENV+. Valores de p e r sdo discriminados quando p <0,05.
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Apés estratificacdo dos pacientes DENV+ em relacdo a contagem de
plaquetas (acima e abaixo de 150.000 plaguetas/mm?), os niveis de PDGF-AB/BB
e VEGF foram mais baixos no grupo DENV+ trombocitopénico, porém apenas em
relacdo aos niveis de PDGF-BB as diferencas foram estatisticamente significativas

(p=0,0286) (Figura 30).
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Figura 30: Analise comparativa de PDGF-AB/BB e VEGF  de acordo com 0S grupos

de pacientes DENV+ definidos com base na contagem d e plaquetas acima versus
abaixo de 150.000/mm 2. Quantificagdo de PDGF-AB/BB (A) e VEGF (B) expresso pela
mediana = interquartis 25 — 75%. Linhas tracejadas representam a média de Controles
(n=6) (em verde) e pacientes-ODF (n=2) (em amarelo). Valores de p <0,05 est&do
discriminados nas figuras e foram considerados estatisticamente significativos quando
comparado pacientes DENV+ contagem de plaquetas acima versus abaixo 150.000/mm?,
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Foram realizados testes de correlacdo da quantificacdo sérica de PDGF-
AB/BB e VEGF com os niveis das 25 proteinas intraplaquetéarias. Vimos apenas
que os niveis de PDGF-AB/BB sérico tinham correlacdo direta com os niveis
intraplaquetéarios de TGF-B1 (r=0,730; p=0,040).

7.6 - Andlise da regulacdo funcional entre proteina s
intraplaquetarias em pacientes infectados pelo DENV

Na analise das 25 proteinas que apresentaram spots, vemos gue cada uma
delas cumpre diferentes fungBes bioldgicas. A fim de investigar possiveis
mecanismos de autorregulacédo entre as funcdes das proteinas intraplaquetéarias
foram calculadas as razdes entre os niveis para cada uma delas, utilizando-se
como parametros funcdes biologicamente antagonicas (por exemplo, anti- versus
pré-angiogénica, anti- versus pro-coagulante, anti- versus pro-inflamatoria,
reguladora da integridade da matriz extracelular versus indutora de degradacéo da
matriz extracelular e outras). Dentre as diversas tentativas, a razdo TGF-B1/MIP-
la foi diminuida em pacientes DENV+ com contagem de plaquetas abaixo de
150.000/mm?, indicando que esses pacientes apresentam um déficit da regulacéo
de processos reguladores da inflamagao. Em contrapartida, as razdes anti - versus
pré-angiogénica serpina Fl/angiopoetina-1 e serpina F1/ PDGF-AB/BB
apresentaram niveis estatisticamente aumentados em pacientes DENV+ com
contagem de plaquetas abaixo de 150.000/mm3, indicando que esses pacientes
diminuem a regulacdo de processos anti-angiogénicos (Figura 31).
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Figura 31: Regulacdo das fungbes de proteinas intra  plaquetarias. Razdes entre de
TGF- 1/ MIP-1a (A), Serpina-F1/ Angiopoetina-1 (B) e Serpina-F1/PDGF-AB/BB (C) em
MDP expresso pela mediana + interquartis 25 — 75% de pacientes DENV+ com contagem
de plaguetas acima versus abaixo de 150.000/mm3. Valores de p <0,05 estédo
discriminados nas figuras e foram considerados estatisticamente significativos.
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8. Discussao

8.1 Analise comparativa dos parametros clinicos el  aboratoriais de

pacientes infectados pelo DENV-4 durante a epidemia  de 2013

Neste estudo realizado em 2013 participaram da coorte 43 pacientes com
diagnoéstico confirmado de infeccdo pelo DENV, sendo que 90% (18/ 20) das
amostras que tiveram confirmacao pelo RT-PCR foram positivas para o sorotipo
DENV-4. Esse dado indica uma caracteristica particular deste grupo, uma vez que
estamos num quadro de reintroducdo do DENV-4 no pais, desde 2010, com uma
populacao susceptivel a esse virus e que ja convive com a transmissao dos outros
trés sorotipos. Em principio, esse quadro aumentaria o risco de ocorréncia de casos
mais graves da doencga na populacdo nédo imunizada. No entanto, nossos dados
indicaram que a prevaléncia de DENV-4 em 2013 resultou em 76,7% de casos FD
e 23,3% de FDSA, sem qualquer caso grave, segundo a classificacdo de gravidade
clinica da OMS (2009). Comparando esses dados com o0s da epidemia anterior,
realizado pela nossa equipe no Hospital Rio-Laranjeiras, em 2011, tivemos
prevaléncia dos sorotipos DENV-1 em 69% e DENV-2 em 12,5% dos pacientes.
Nesta coorte, nenhum dos casos confirmados apresentou manifestacbes
hemorrégicas leves ou graves, sintomas/sinais de extravasamento vascular ou
qualguer outra manifestacdo clinica associada a gravidade, sendo todos
considerados como FD. Contudo, 44% deles relataram vomitos ou dor abdominal
persistentes. Um dos pacientes apresentou contagem de plaguetas abaixo de
100.000/mm? e dois pacientes foram internados: um apresentou vomitos e dor
abdominal persistentes, aumento das transaminases e contagem de plaquetas
abaixo de 50.000/mm?3 no dia da internacdo. O segundo paciente internado
apresentou perda de consciéncia (manifestacéo neurologica) (de Oliveira, 2012). O
conjunto desses dados indica que, de forma surpreendente, a reintroducdo do

sorotipo DENV-4 néo resultou numa maior ocorréncia de casos graves.

Thomas e colaboradores realizaram estudo retrospectivo de 2005 a 2010
comparando sinais e sintomas de 715 pacientes (entre 14-91 anos) infectados por
diferentes sorotipos virais. Pacientes infectados pelo sorotipo DENV-2 foram em

sua maioria infec¢des secundarias, admitidos na fase critica da doenca, com sinais
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de extravasamento plasmatico. As infeccdes pelo sorotipo DENV-1 levaram a uma
gravidade intermediaria, sem extravasamento plasmatico evidente. Nesta série,
infeccbes pelo sorotipo DENV-4 foram mais frequentes e, similar aos nossos
achados, os pacientes tiveram uma apresentacao clinica mais branda. De forma
consistente, esses dados confirmam a existéncia de diferencas em relacdo a

viruléncia entre os sorotipos (Thomas et al., 2014).

O proximo passo foi verificar o impacto da infeccdo pelo DENV-4 nas
alteracdes hematoldgicas dos pacientes, relacionando-o aos achados anteriores de
nossa equipe. De forma similar, se compararmos a contagem de plaquetas x
10%/mm?2 em todos os casos DENV, independente da forma clinica, veremos que
em 2013 com DENV-4 foi de 157,9 £ 55, em 2011 com DENV-1 e DENV-2 foi de
157,0 £51,0. Embora néo tenhamos realizado uma analise estatistica entre as duas
epidemias, fica claro que, independente do quadro clinico, o sorotipo DENV-4 néo
induziu trombocitopenia mais acentuada se comparada aos outros sorotipos virais.

Alguns estudos mostram que no inicio da doenca, tanto por infeccbes
primarias quanto secundarias, ocorre uma queda na contagem de leucécitos
concomitantemente a queda de linfécitos T e ao aumento de linfocitos atipicos, que
podem estar relacionados ao processo de supressdo da medula éssea durante a
fase aguda da doenca (Jameel et al. 2012). Na epidemia de 2011 com sorotipos
distintos, observamos tanto leucopenia como linfopenia nos pacientes DENV+ se
comparado aos controles. De forma interessante, considerando todos 0s casos
DENV, a contagem de leucdcitos, linfocitos e mondcitos x 10/mm?3 durante a
epidemia de 2013 com DENV-4 foi de 4.662 = 2.669, 1.210,0 = 845,9 e 307,2 £
227,6, respectivamente, se comparado a epidemia de 2011 com DENV-1 e DENV-
2 que foi de 4.250,0 £ 1.750,0, 1.330,0 + 670,0 e 160,0 + 100,0, respectivamente,
indicando que, mesmo sem uma analise estatistica desses dados, a infec¢do pelo
DENV-4 nado alterou fortemente as contagens das subpopulacbes celulares
periféricas se comparadas a epidemia de DENV-1 e DENV-2, embora possamos
observar uma contagem de mondcitos menos acentuada na infecgéo pelo DENV-4
(307,2 £ 227,6) comparado aos DENV-1 e -2 (160,0 = 100,0).

O diagnéstico laboratorial destes pacientes foi confirmado majoritariamente
pela detecgdo soroldgica de anti-DENV IgM, seguido do ensaio de RT-PCR, sendo

a deteccdo sorolégica do antigeno NS1 circulante o teste que menos gerou
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resultados positivos para pacientes DENV+. Segundo Guzman e colaboradores,
grupos de pacientes DENV+ com infeccbes secundarias, apresentam menores
taxas de deteccdo do antigeno NS1 quando comparados aos pacientes com
infec¢Bes primarias. Uma hipotese que explica este fato é que respostas de 1gG
geradas contra essa glicoproteina durante a infeccao primaria pelo DENV geram a
formacdo de complexos imunes circulantes nas infeccdes secundarias, reduzindo
assim a quantidade de NS1 livre circulante nestas ultimas (Guzman et al., 2010).
Logo, nossos resultado de NS1 indicam que os pacientes devem ter apresentado,

em sua maioria, infec¢des secundarias.

8.2 Aumento dos niveis séricos dos mediadores proé-i nflamatorios
TNF-a e CXCL8/IL-8 e regulacao da inflamacéo pelo aument ode IL-
10 em pacientes infectados pelo DENV. Possiveis imp  actos na

plaguetopenia?

Dengue, nas suas diferentes manifestacdes clinicas, € uma doenca em parte
relacionada a desregulacdo da resposta imunolédgica que inclui uma alta producao
de citocinas pro-inflamatorias, assim como uma resposta cruzada de células
imunes levando a diminuicdo do clearance viral e, até mesmo, a um aumento da
infeccdo por mecanismo dependente de anticorpos heterdlogos. Parte da
desregulacdo da resposta imunoldgica estaria implicada com aparecimento de
manifestacdes clinicas brandas, mas por outro lado, também estaria diretamente
envolvida com a patogénese da doenca (Rathakrishnan et al., 2012; Vervaeke,
Vermeire, & Liekens, 2014).

Neste estudo, demos énfase a rede de citocinas/quimiocinas e suas multiplas
vias regulatérias que sao moduladas na dengue por um processo altamente
complexo, mas ainda néo elucidado. Estudos mostram que estes mediadores
apresentam uma producédo distinta nas diferentes fases da doenca e, ainda, de
acordo com a gravidade clinica. Neste contexto, pacientes FD e FDSA foram
comparados nas fases febril, defervescéncia e convalescéncia em estudo de
Rathakrishnan e colaboradores (2012). Em relacdo aos niveis de IL-18 e TNF-q,
houve uma tendéncia a baixos niveis na fase febril nos grupos FD e FDSA, com um

pico na fase de defervescéncia. Quanto a secrec¢ao da citocina anti-inflamatoria IL-
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10, os autores observaram nos FD niveis aumentados nas fases febril e de
defervescéncia, com queda brusca na fase de convalescéncia. Nos FDSA, os niveis
de IL-10 mantiveram-se altos nas trés fases na doenca. As quantificacbes das
quimiocinas demonstraram que a CXCLB8/IL-8 teve um pico de produc¢éo na fase de
defervescéncia no grupo FDSA, CCL2/MCP-1 na fase febril nos dois grupos,
CXCL10/1P-10 manteve-se alta nas trés fases nos dois grupos e CCL5/RANTES
mostrou-se alta na fase febril nos dois grupos, com queda na fase de
defervescéncia. Esses dados indicam a complexidade do sistema, o perfil
diferencial de regulacdo dessas moléculas segundo uma cinética e o estagio da
doenca (Rathakrishnan et al., 2012).

NOs realizamos a quantificacdo de citocinas e quimiocinas, na maioria dos
casos na fase febril, e, com excecéo da IL-13 e IFN-y, IL-10, TNF-a e CXCL8/IL-8
tiveram niveis aumentados nos pacientes em relacdo aos controles. Através de
andlises de correlacdo, parece que CXCLB8/IL-8 e IFN-y sédo produzidas nos dias
iniciais da infeccdo. Existe toda uma discussao ao redor do papel dessas moléculas
na dengue, mas o fato é de que estas estao presentes e sdo autoreguladas positiva-
ou negativamente umas pelas outras em algum(s) momento(s) da infecgdo. A

grande questdo € o porqué e com que finalidade se tem essas moléculas na

infeccdo natural pelo DENV.

Existe uma caréncia de trabalhos cientificos que comparam a producao de
citocinas e quimiocinas em resposta aos diferentes sorotipos DENV ou ainda
durante a segunda, terceira ou quarta reinfeccao heterotipica. Nosso grupo vem ha
algum tempo avaliando a producéo de citocinas circulantes em pacientes brasileiros
infectados por diferentes sorotipos virais. Neste contexto, em uma coorte de
pacientes predominantemente infectados pelos sorotipos DENV-1 e -3 e
majoritariamente com infeccdo primaria, observamos que os niveis de TNF-q,
CXCLB8/IL-8 e IFN-y se mostraram aumentados nos pacientes em relacdo aos
controles. Neste mesmo trabalho, foi observada correlacéo inversa entre os niveis
de CXCLS8/IL-8 e contagem de plaguetas (Bozza et al., 2008). Em um estudo de
outra epidemia de DENV-1 e -2, com a maioria dos casos sendo de casos primarios,
demonstramos aumento dos niveis de IL-10, TNF-a e IFN-y em pacientes DENV+
se comparados aos controles. Neste mesmo trabalho, niveis de IL-10 mostraram

correlagao inversa com a contagem de plaquetas (Azeredo et al., 2001).

86



Aproveitando-se da situacdo epidemioldgica da dengue em Cuba, em 1977-2001,
Sierra e colaboradores (2012) abordaram a resposta de células T de memoéria de
reatividade cruzada, medindo a expressao do RNA mensageiro de dois mediadores
pro-inflamatérios, TNF-a e IFN-y e dois mediadores da resposta imunorregulatéria,
TGF-B e IL-10. Para isso, foram avaliadas células mononucleares do sangue
periférico de pessoas com diferentes perfis de infeccdo prévia pelo DENV (n&o-
imunes, imunes para um unico sorotipo, dois ou trés sorotipos) apds estimulacao in
vitro com 0 DENV-1, DENV-2 ou DENV-3 (Sierra et al 2012). Resumidamente, 0
MRNA das citocinas da resposta proé-inflamatéria foi maior nos individuos que
tiveram infeccao primaria para DENV-1 e DENV-3, mas muito maior para DENV-2
comparado aqueles nado-imunes. Ja nas infeccbes secundérias, as PBMCs
apresentaram maior expressao de mediadores pro-inflamatorios em resposta a um
sorotipo heterdlogo. De forma surpreendente, PBMCs oriundas de pessoas que ja
tiveram infeccao prévia por trés sorotipos distintos demonstraram uma resposta Th1l
mais branda para o sorotipo heter6logo. Esse achado € consistente com a
observacéo de que ha um aumento da imunidade protetora e desenvolvimento de
uma forma clinica mais branda apoés reinfec¢des sequenciais (Alvarez et al., 2006;
Gibbons et al.,2007). A expressao de IL-10 nos individuos previamente infectados
por trés sorotipos também é mais baixa, isso porque como ha uma diminuicdo da
resposta pré-inflamatéria, ndo ha necessidade de uma forte resposta regulatoria
mediada pela IL-10 (Sierra et al., 2014).

A citocina IL-10, produzida majoritariamente por mondcitos, macrofagos e
células B ativadas, foi originalmente chamada de fator inibidor de sintese de
citocinas. Trata-se de uma citocina de perfil Th2 que exibe propriedades
antiinflamatorias, incluindo inibicdo da secrecdo de mediadores imunoldgicos,
diminuicAio da expressdo de moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe Il e de moléculas de coestimulacdo na
superficie de linfocitos T (Opal et al., 1998). De fato, viu-se que o tratamento in vitro
de células mononucleares do sangue periférico de pacientes DENV+ com
anticorpos bloqueadores anti-IL-10 levou ao aumento dos niveis das citocinas anti-
virais TNF-a e IFN-y (Malavigne et al., 2013). Outro estudo utilizando linhagens de
macréfagos humanos demonstrou que a exposi¢ao destas células a IL-10 levara a
inibicdo da producdo de citocinas como IL-1a, IL-6 e TNF-a por macréfagos

ativados (Fiorentino, Bond, & Mosmann, 1989).
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Em pacientes DENV+, os niveis séricos de IL-10 foram correlacionados
positivamente com a frequéncia de linfécitos T CD4+ expressando o marcador de
apoptose anexina V, mas ndo com T CD8+, sugerindo que niveis elevados de IL-
10 estao relacionados a apoptose de linfécitos T CD4+ e, portanto a uma deficiéncia
na capacidade imunolégica e, consequentemente, persisténcia da infeccao.
Contudo, ap0s incubacdo das PBMCs de trés doadores saudaveis, com historico
anterior de dengue, com diferentes concentragcdes de IL-10 recombinante humana
nao foi encontrada diferenga na expressao de anexina V. Portanto, a relagao causal
entre o aumento de IL-10 circulante e apoptose de células T ainda precisa ser mais
bem explorada (Malavigne et al., 2013).

Um dado bastante interessante sobre o impacto da IL-10 na dengue € a sua
participacdo na ADE. Assim, estudos sobre as vias bioquimicas deste fenébmeno
bioldgico foram realizados em linhagens monociticas que demonstraram que a
facilitacdo da entrada viral via receptores Fcy levaria a ativagcdo de proteinas
quinase PKA/PI3K/PKB que ativam o elemento de resposta a ligacédo de adenosina
monofosfato ciclico (CREB). A ativacdo de CREB, por sua vez, controla a producéo
de IL-10, fazendo com que a ADE seja responsavel pelo aumento de IL-10 (Tsai et
al., 2013; Tsai et al., 2014).

Ainda em pacientes DENV+, um estudo a partir das caracteristicas clinicas e
laboratoriais de pacientes venezuelanos na forma mais grave da dengue, a FHD,
realizou avaliacdo por métodos estatisticos de selecdo para identificar variaveis
importantes que gerem modelos estaveis com previsdes precisas e viés minimo
para previsdo das formas graves da dengue. Assim, os resultados do grupo
sugeriam que a contagem de plaquetas e linfocitos e os niveis circulantes de IL-10
sdo as principais caracteristicas para a previsdo de dengue FHD com base na
analise quimica do sangue e medidas de citocinas (Ju & Brasier, 2013).

A citocina TNF-a, produzida por fagdcitos mononucleares, neutrofilos,
linfécitos e células NK, interage com células endoteliais e promove a inducéo de
moléculas de adesao, como ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina (Commins et al., 2010).
Na dengue, esta citocina parece estar envolvida no dano vascular, como
demonstrado por Dewi e colaboradores que observaram aumento na
permeabilidade e alteracbes morfolégicas em células endoteliais tratadas in vitro
com TNF-a. Isto ocorre, pois TNF-a leva a producdo de espécies reativas de

oxigénio e nitrogénio, aumento da expressao de moléculas de adeséo e apoptose
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de células endoteliais (Dewi, et al., 2004; Vervaeke, Vermeire, & Liekens, 2014).
Ainda, os niveis de TNF-a se relacionam as manifestacdes hemorragicas. Estudos
de polimorfismo no alelo 308 do gene TNF-a em pacientes DENV+ levaram a
conclusdo de que pacientes portadores do genétipo GG tem significativamente
mais manifestacdes hemorragicas do que pacientes com genotipo GA, confirmando
TNF-a como um fator de predicdo para o desenvolvimento das formas graves da
dengue (Chuansumrit et al., 2013).

CXCL8/IL-8 é uma quimiocina produzida por macréfagos/mondécitos, células
endoteliais, fibroblastos, células epiteliais e neutréfilos. Na dengue, niveis
plasmaticos de CXCL8/IL-8 se correlacionam com a degranulacao de neutrofilos,
levando ao aumento dos niveis de elastase. Esta enzima, por sua vez, pode induzir
dano endotelial e ativagdo do sistema complemento e do sistema fibrinolitico (Juffrie
et al., 2000; Matsushima & Oppenheim, 1989; Detmers et al., 1990). Nesse sentido,
a literatura vem apontando forte correlacdo entre os niveis circulantes de CXCL8/IL-
8, juntamente com o TNF-a, como potentes indicadores de gravidade. De fato,
estudos em pacientes DENV+ demonstraram relacao entre os niveis circulantes de
CXCL8/IL-8 com trombocitopenia, infeccdes secundéarias, aumento da
permeabilidade vascular, aumento do hematdcrito, presenca de derrame pleural ou
ascite, aumento das transaminases (Vervaeke, Vermeire, & Liekens 2014,
Priyadarshini et al.,, 2010). Ainda, a produgdo de CXCLS8/IL-8 parece ser
dependente da infeccdo pelo DENV, IL-1B, TNF-a e de toda uma rede de citocinas
(Talavera et al., 2004; Butthep et al.,2012). Também foi demonstrado que o0s
pacientes que apresentavam niveis aumentados de TNF-a, passado o periodo da
viremia, apresentaram aumento nos niveis de CXCL8/IL-8, corroborando a hipétese
de que tanto o DENV quanto TNF-a podem induzir a produgédo de CXCLS8/IL-8
(Raghupathy et al., 1998).

IFN-y é uma citocina pro-inflamatdria que tem reconhecida acao antiviral
durante as infec¢bes (Chisari, 1997). Estudos utilizando PBMCs de pacientes
DENV+ levantaram a hipotese de que a inducao da producgéo de IFN-y pode ocorrer
em células NK ou outros tipos celulares por vias dependentes ou independentes de
IL-12. Por sua vez, o IFN-y induz macrofagos e células endoteliais a produzir
citocinas proé-inflamatérias, como TNF-q, IL-6 e IL-1, resultando em disfuncéo dos
processos hemodinamicos como a alteracao da permeabilidade vascular (Azeredo,
2001).
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Com base em dados da literatura duas hipéteses principais, a supressao
medular e a destruicdo periférica de plaquetas, explicariam a plaquetopenia na
dengue. Nas duas hipoéteses, citocinas/quimiocinas produzidas por diversos tipos
celulares estariam potencialmente envolvidas no desenvolvimento da
plaguetopenia (Hottz et al., 2011) e na regulacdo de outras subpopulacdes

celulares.

Nossos dados demonstraram correlacéo inversa entre os niveis plasmaticos
de IL-10 e a contagem de plaquetas, leucdcitos, linfocitos e mondcitos nos
pacientes DENV+ estudados, independente dos dias de infeccdo ou do quadro
clinico. Esses dados corroboram estudos anteriores de nosso grupo sobre a
correlacdo inversa entre os niveis plasméticos de IL-10 e a contagem de plaquetas,
aumento nos niveis de IL-10 na plaquetopenia, e diminuicdo de IL-10 no
reestabelecimento da contagem de plaquetas (Azeredo et al., 2001).

A influéncia de IL-10 sobre a terapia de diversas doencas, inclusive as
autoimunes, vem sendo avaliada, contudo, a queda na contagem de plaquetas é
um efeito adverso constantemente observado, o que limita seu uso clinico. Sosman
e colaboradores (2000) realizaram ensaio clinico administrando IL-10 recombinante
(rIL-10) em voluntérios sadios e observaram uma queda na contagem de plaquetas.
Um fato interessante € que, com a interrupcdo da administracdo de riL-10, a
contagem de plaquetas foi reestabelecida. Neste modelo, a hipotese de destruicédo
periférica de plaquetas foi descartada, uma vez que a sobrevida e 0 sequestro de
plaguetas no bac¢o dos voluntarios tratados ou ndo com rIL-10 foram 0s mesmos.
Assim, uma vez que IL-10 regula negativamente a producéo de fatores, como GM-
CSF e IL-3, que regulam o desenvolvimento das células progenitoras
hematopoéticas, a causa principal neste modelo foi a deficiéncia na formacgéo de
plaguetas (Sosman et al., 2000). Em um estudo prévio, nosso grupo demonstrou
que pacientes brasileiros infectados pelo DENV apresentavam niveis
significativamente maiores de GM-CSF comparados aos controles. Niveis de GM-
CSF foram maiores em pacientes com a forma grave quando comparado aqueles
com FD. Portanto, € possivel que IL-10 regule a producdo de GM-CSF e,
consequentemente, o desenvolvimento das células progenitoras hematopoiética
(Bozza et al., 2008).
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Ainda, nossos dados demonstraram que os niveis de IFN-y, mesmo sem
diferenca estatistica entre os grupos controles e pacientes DENV+, foram
correlacionados positivamente com a contagem de plaquetas. Um estudo in vitro
revelou a expressao do receptor IFN-y em linhagens de células CD34+ precursoras
dos megacariocitos e que a adicdo de IFN-y induz maturacdo dessas células
(Muraoka et al.,1997). Portanto, em relacdo a plaguetopenia da nossa coorte de
pacientes DENV-4, é possivel que baixos niveis de IFN-y interfiram na maturacéo

de megacariocitos, levando a uma queda na produc¢do de novas plaquetas.

Diferente da IL-10 e IFN-y, ndo observamos correlacdo entre os niveis de
TNF-a e a contagem de plaquetas, mas encontramos correlagdo inversa com a
contagem de linfocitos totais. De forma similar, estudos em megacariocitos e
plaguetas humanas mostraram que TNFR1, TNFR2, ambos receptores para TNF-
a, estdo presentes em megacariécitos, mas nao em plaguetas. Foi demonstrado
também que TNF-a age como inibidor do crescimento de células progenitoras, ja
que células progenitoras CD34+ incubadas com trombopoetina, o principal
mediador da producédo de megacariocitos e plaquetas, tem seu crescimento inibido

na presenca de TNF-a (Tacchini-Cottier et al., 1998; Ramsfjell et al., 1997).

Dado bastante interessante sobre o envolvimento de citocinas nas plaquetas
vem do estudo de pacientes com trombocitopenia imune, na qual ha queda na
contagem de plaquetas por etiologia autoimune e na qual foram demonstrados
niveis elevados de citocinas Th2 (IL-4 e IL-10) nestes pacientes quando
comparados aos controles sadios. Por outro lado, niveis de citocinas de perfis Thl
(IFN-y, IL-2), Th17 (IL-17) e T reguladoras (TGF-B1) foram diminuidas nestes
pacientes (Ma et al.,, 2014). Assim, esses dados vao de encontro aos nossos
resultados encontrados em pacientes DENV+, com aumento de IL-10 e diminui¢cao

de IFN-y em pacientes com contagem de plaquetas menor que 150.000/mm?,

Assim, nossa coorte de pacientes infectados predominantemente pelo DENV-
4 durante a epidemia de 2013, no Rio de Janeiro, teve um perfil de producéo de
citocinas semelhante as demais epidemias brasileiras, em relacdo ao aumento dos
niveis séricos de TNF-a e CXCL8/IL-8 e da IL-10. Contudo, o perfil de IFN-y se
mostrou diferente. Juntos, esses dados poderiam indicar, em nivel de perfil de
producao de citocinas, uma infec¢cdo com caracteristicas clinicas mais brandas. De
alguma forma, todas as citocinas estudadas estariam envolvidas de maneira direta
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ou indireta na contagem de plaquetas e/ou de outras subpopulacdes celulares, seja
pela supressdo da medula 6ssea levando a inibicdo da geracao de novas plaquetas
e/ou novas células ou ainda, pela destruicdo periférica de plaquetas e demais
células de origem hematopoiéticas em resposta a infec¢éo pelo DENV.

8.3 Envolvimento das proteinas intraplaguetarias na

plaquetopenia de pacientes infectados pelo DENV

Em nossa coorte de pacientes, proteinas intraplaquetarias como TGF-f31,
PDGF-AA, angiopoetina-1, IGFPB-1 e HGF tiveram correlacdo direta com a
contagem de plaquetas circulantes. Ainda, no grupo de pacientes DENV+ com
plaguetopenia, com excec¢do do PDGF-AA, as demais proteinas intraplaguetarias
apresentaram niveis diminuidos quando comparado com o0s niveis dos pacientes
sem plaquetopenia. Diante desses dados, nossa hipétese € de que estas proteinas
teriam um forte papel na contagem e funcionalidade de plaquetas em pacientes
DENV+.

PDGF é um fator de crescimento que é produzido majoritariamente por
plaguetas. Trata-se de um fator de reconhecida importancia na hemostasia, que
vem ganhando espaco na inflamacdo (Kaltalioglu & Coskun-Cevher, 2014).
Estudos em camundongos com delecéo para os genes que expressam PGDF-B e
seu receptor PGDF-B (PDGFR B) revelaram que, na auséncia de PDGF-B, esses
animais apresentavam anormalidades hematolégicas, cardiovasculares e renais.
Dentro das anormalidades hematoldogicas encontradas, observou-se que a
contagem média de plaquetas nos animais selvagens era de 345.000/mm?3
enquanto que nos camundongos nocauteados este numero era reduzido para
178.000/mm?2 (Levéen, 1994).

TGF-B1 é um polipeptideo altamente conservado que pode tanto estimular
guanto inibir o recrutamento e crescimento de uma variedade de tipos celulares,
incluindo leucdcitos (Roberts et al., 1985). Este peptideo € produzido por varios
tipos celulares, incluindo plaguetas, células da medula dssea e linfocitos T e ja foi
comprovada por imunohistoquimica a sua localizacdo em areas de hematopoese

ativa, como medula 6ssea e figado fetal (Ellingsworth et al., 1986). Estudos em
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pacientes com anemia aplastica, doenca caracterizada pela perda acentuada do
tecido hematopoético da medula Ossea e pancitopenia no sangue periférico,
revelaram que niveis séricos de TGF-B1 tém correlagdo direta tanto com a
contagem de plaquetas quanto de leucécitos totais destes pacientes (Rizzo et al.,
1999). Estudo in vitro demonstrou que a adi¢do de TGF-B1 a uma cultura primaria
de células-tronco hematopoéticas murinas, de alto potencial proliferativo, resultou
na inibicdo do crescimento dessas células de forma dose-dependente (Keller et al.,
1990).

IGFBPs sao proteinas de alta afinidade com IGF. De fato, quase todo o IGF
circulante esta complexado as IGFBP. A clivagem deste complexo resulta na
liberacdo de IGF para que se ligue a seu receptor, que € encontrado em diversos
tipos celulares, como células endoteliais, aumentando a absor¢cdo de aminoacidos
e glicose e realizando a manutencdo das juncdes célula-célula (Bach, 2014).
Estudos in vitro revelaram expressao alta de IGFPB-1 nas células mesenquimais
humanas do estroma da medula 6ssea e do corddo umbilical quando comparado
as células ndo-mesenquimais (Wagner, 2007). Demonstrou-se por trabalhos ex-
vivo de co-cultura entre células-tronco hematopoéticas e linhagens de células
endoteliais de microvasculatura que a adicdo de IGFBP-3 exdgeno levava a um
aumento do crescimento de células CD34+ por um mecanismo dose-dependente
(Liu et al., 2003). Devido ao seu papel na proliferacdo de células progenitoras
hematopoéticas, as IGFBPs poderiam ter também um papel na formacédo de
megacariocitos, contudo maiores estudos sdo necessarios para esclarecer a real

atuacao desta molécula na formacao de plaquetas.

Angiopoetina-1 € uma molécula produzida, em parte, por plaquetas, mas
também por células musculares. Esta proteina mantém o estado de repouso do
endotélio e estabiliza as juncdes aderentes das células endoteliais via ativacdo de
seu receptor tirosina quinase endotelial (Tie-2). Um estudo com pacientes DENV+
demonstrou que ocorre queda nos niveis séricos de angiopoetina-1 em pacientes
DENV+ quando comparados aos controles sadios. Devido a capacidade de
producdo e estoque de angiopoetina-1 pelas plaguetas, os autores atribuiram os
baixos niveis de angiopoetina-1 a queda da contagem de plaquetas destes
pacientes (Michels et al., 2012). Experimentos com células-tronco hematopoéticas

(células CD34+) de camundongos que expressam Tie-2 incubadas com
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angiopoetina-1 exdégeno revelaram que angiopoetina-1 induziu a adesdo das
células-tronco hematopoiéticas ao 0sso e a manutencéo do seu estado quiescente
(Zapf, 1984). Com isso, temos que a correlacdo direta dos niveis de angiopoetina-
1 com a contagem de plaquetas observada nos pacientes DENV+ pode estar

contribuindo para a inibicdo da maturacdo de megacariocitos.

Estudo in vitro utilizando cultura primaria de hepatécitos de camundongos
demonstrou que o HGF levava ao aumento da expressdo de RNA mensageiro da
TPO, que é o principal fator de maturacdo de megacariécitos. De forma
interessante, o tratamento de animais cirréticos e trombocitopénicos com HGF
recombinante levou ao aumento dos niveis séricos de TPO e também da contagem
total de plaquetas (Yamashita, 2000). Contudo, na dengue, estudos com pacientes
revelaram que os niveis de TPO e a contagem de plaquetas tém correlacao indireta
(Matondang et al., 2004; Cardier et al., 2006). Logo, vemos que a hipotese da
etiologia da plaquetopenia em pacientes DENV+ ndo pode ser explicada pela
diminuicdo dos niveis de TPO, mas pode ser devida a diminuicdo dos niveis
intraplaquetéarios de HGF, sendo necessarios maiores estudos que comprovem a
participacdo de HGF independente de TPO na plaquetopenia.

De acordo com 0s nossos resultados e com base na literatura cientifica
disponivel, vemos que as correlacfes diretas entre a contagem total de plaquetas
e 0s niveis intraplaquetéarios de PDGF, TGF-B1, IGFPB-1, angiopoetina e HGF nos
levam a hipdtese de que a queda nos niveis destes fatores pode prejudicar a
formacao de novas plaquetas. Contudo, muitos estudos ainda sédo necessarios para
afirmar o real papel de cada uma destas moléculas nas varias fases do processo

de producéo, maturacdo e/ou funcionalidade plaquetaria.

8.4 Diminuicao dos niveis intraplaquetario e serico de mediadores
envolvidos na manutencao da integridade endotelial vascular na

dengue: impacto da plaquetopenia.

Sabe-se que as plaquetas sao potenciais responsaveis pela manutengdo da
integridade vascular devido, em parte, a liberacdo constitutiva de citocinas proé-
angiogénicas e fatores de crescimento que estabilizam as juncbes aderentes

intercelulares endoteliais (Nachman & Rafii, 2008). Neste contexto, nossas analises
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trazem novas discussdes sobre a participacdo das plaquetas na permeabilidade

vascular da dengue.

Nossos dados demonstraram niveis séricos diminuidos de PDGF-BB e VEGF
em pacientes DENV+ como menos de 150.000 plaquetas/mm?3 comparado aqueles
com mais de 150.000 plaquetas/mm3. Estes dois fatores de crescimento sédo
produzidos por plaguetas e estdo intimamente relacionados a estabilidade
endotelial (Andia & Abate, 2012). No caso do VEGF, este precisa se ligar a seu
receptor solivel sSVEGFR-1 para, em seguida, se ligar ao seu receptor endotelial
VEGFR-2, levando a desestabilizacdo endotelial. Estudos com pacientes DENV+
indicaram aumento dos niveis de VEGFR-1 soluvel, diminuicdo de VEGFR-2
soluvel e dos niveis de VEGF circulantes quando comparados aos controles sadios
(Seet et al., 2009). Quanto ao PDGF-AB/BB, se liga ao receptor PDGF-BR expresso
nas células endoteliais, promovendo proliferagdo endotelial e inibicdo da apoptose
(Battegay et al., 1994). Na dengue, tanto os niveis séricos de VEGF quanto de
PDGF apresentam correlacdo direta com a contagem dos plaquetas de pacientes
(Rathakrishnan et al., 2012).

De forma interessante, as proteinas intraplaquetarias PDGF-AA,
angiopoetina-1, HGF e IGFPB-1 estéo relacionadas a manutencéo da integridade
endotelial. PDGF-AA tem o mesmo efeito de promogéo da proliferacado endotelial e
inibicdo de apoptose em células endotelias que PDGF-BB, porém, em menor
magnitude (Risau, 1992). Como ja vimos anteriormente, angiopoentina-1 € um
ligante ativador de Tie-2, receptor endotelial responsavel pela manutencdo das
junc@es intercelulares e, consequentemente, da integridade endotelial. J& HGF é
uma citocina responsavel pela proliferagcéo celular, além de ser um dos principais
indicadores de injurias hepaticas (Peitrapiana et al., 2005). Na dengue, seus niveis
séricos sdo aumentados de acordo com o aumento da gravidade da doenca
(Voraphani et al., 2010). IGFBP-1 é uma molécula que circula conjugada a IGF-1,
modulando sua viabilidade e atividade. O seu papel na dengue é desconhecido,
contudo, sabe-se que os niveis séricos de IGFBP-3, com funcdo e morfologia
semelhantes a IGFBP-1, encontram-se aumentados de acordo com 0 aumento da

gravidade da doenca (Wacharasindhu et al., 2010).

Além dos niveis de cada proteina intraplaquetéria isoladamente, o balango

entre essas proteinas foi avaliado. No caso daquelas que promovem a formacgéo
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de novos vasos, o grupo de pacientes DENV+ com menos de 150.000
plaquetas/mm?3 demonstraram aumento das razdes entre serpina-F1/PDGF-AB/BB
e serpina-Fl/angiopoetina, quando comparado ao grupo DENV+ com mais de
150.000 plaquetas/mm3. Estes resultados indicam que em pacientes
trombocitopénicos ha aumento de moléculas antiangiogénicas quando comparado
as pro-angiogénicas. De forma similar, a razdo TGF-B/MIP-1a foi menor no grupo
de pacientes DENV+ com menos de 150.000 plaguetas/mm? quando comparado
aos pacientes com mais de 150.000 plaquetas/mm?, indicando que pacientes em
trombocitopénicos ha aumento de moléculas inflamatorias comparado as

reguladoras (figura 32).

Com isso, demonstramos que as plaquetas sdo importantes sitios de
producdo de moléculas envolvidas na angiogénese, coagulacéo, integridade do
endotélio vascular e mediadores inflamatérios. Na dengue, principalmente com a
queda do numero de plaquetas, h4 uma diminuicdo da regulacdo de proteinas
envolvidas com todas as fungBes acima descritas, contribuindo desta forma para
um desbalanco de diferentes mecanismos de regulacdo. O impacto dessas

proteinas na inducdo da plaguetopenia sera objeto de estudos futuros.

Alteracdo da
permeabilidade vascular

Figura 32: Hipotese de papel das plaquetas na manut  encédo da integridade ou
inducdo da permeabilidade vascular . Plaquetas sdo fontes de PDGF, VEGF,
angiopoetina-1 (ANG-1), HGF e IGFBP-1, responsaveis pela manutencdo da integridade
do endotélio vascular e também da serpina-F1, indutora de alteracdo da permeabilidade
vascular. Pacientes DENV+ com contagem de plaguetas maior de 150.000/mm3
apresentam predominio de moléculas envolvidas na manutencdo da permeabilidade
vascular e em contagens menores ha preponderancia de fatores de alteracdo da
permeabilidade.
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8.5 Plaquetas como Células Inflamatérias Atuantes n  a Infeccdo
pelo DENV

Diversos estudos tém demonstrado que altos niveis de citocinas sé&o
secretados principalmente pelos linfécitos T, mondcitos, macrofagos e células
endoteliais no plasma de pacientes infectados pelo DENV, e que estas estariam
diretamente envolvidas na patogénese da dengue (Rothman, 2011). De acordo com
nossos resultados, as plaquetas ganhariam destagque dentro do contexto da

producdo exacerbada de citocinas na dengue.

Nossas analises demonstram que 0s niveis intraplaquetarios de TGF-B1
apresentaram correlacdo direta com a contagem de plaquetas e que a razdo TGF-
B1/MIP-1a diminui significativamente nos pacientes DENV+ trombocitopénicos
(abaixo de 150.000 plaquetas/mm?3) quando comparado aqueles com contagem de

plaquetas acima de 150.000 plaquetas/mm?3.

De fato, TGF-B1 tem como principal sitio de estoque as plaquetas (Assoian et
al., 1983) e atuam na modulacao da expressédo de moléculas de adesao e inibicdo
da atividade de leucdcitos (Letterio & Roberts, 1998). Na dengue, niveis séricos de
TGF-B1 estdo relacionados a duracdo e ao aparecimento de sinais de alarme
(Agarwal et al., 1999). Ja CCL3/MIP-1a, uma quimiocina pro-inflamatoria envolvida
em respostas inflamatdrias agudas, atua na dengue no recrutamento inicial de

leucdcitos para o local da inflamacéo (Sierra et al., 2012).

Estudo que realizou cocultura de plaquetas e células T CD4+ autdlogas,
oriundas de doadores saudaveis, demonstrou que a incubacdo com anticorpos
neutralizantes para TGF-( foi capaz de induzir uma forte ativacéo de linfécitos T de
perfil Thl, indicando que o bloqueio de TGF-B poderia levar a uma onda de
respostas proé-inflamatérias (Zhu & Flavell, 2014). Corroborando esses dados,
pacientes com trombocitopenia imune apresentam niveis diminuidos de TGF-B
plasmatico associado a um aumento de respostas dos tipos Th1/Th17/Th22, que
atuam na tentativa de controlar a inflamacao neste grupo de pacientes (Andersson
et al., 2002). Com isso, sugerimos que uma diminuicdo dos niveis intraplaquetarios
de TGF-B1, acompanhada pelo aumento de CCL3/MIP-1a em pacientes DENV+
com plaquetas abaixo de 150.000/mm?, contribuiria para o recrutamento, ativacdo

de leucadcitos e inducao da producéao de citocinas por parte das plaquetas.
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Consideramos que uma das limitagbes do nosso estudo € a falta de uma
analise longitudinal dos pacientes que seria de grande relevancia para o
entendimento do potencial efeito das citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento
e proteinas intraplaquetarias no desfecho da dengue. Enfatizamos a importancia
do nosso trabalho quanto ao estabelecimento da anéalise de proteinas
intraplaquetéarias, que € uma abordagem metodologica original e Unica, e da
associacdo destas com a propria funcionalidade desses fragmentos celulares e na
avaliacdo da capacidade de interagdo das plaguetas com outras células. Contudo,
pretendemos aumentar o nimero de lisados plaquetarios oriundos de pacientes a

serem analisados para validar nossos dados preliminares.

Assim, nossos dados em conjunto poderiam indicar o papel das plaquetas
como células atuantes da resposta imunolégica, confirmando que a plaquetopenia
associada a uma desregulacdo funcional dessa célula tem influéncia-chave na

patogénese da dengue.
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9. Perspectivas

Reavaliagdo das analises comparando-se pacientes DENV classificados de
acordo com a gravidade clinica;

Confirmacéo dos dados obtidos no ensaio de determinacéo da expressao de
proteinas intraplaquetarias relacionadas a angiogénese pelo Human
Angiogenesis Array Kit, aumentando o numero amostral de pacientes
DENV+ e também de individuos dos grupos ODF e controles sadios;
Quantificagdo dos niveis circulantes de proteinas intraplaquetarias com
potencial efeito na trombocitopenia, como TGF-B1, IGFPB-1, angiopoetina,
HGF, serpina-F1, MMP-9 e MIP-1q;

Avaliar a influéncia, especialmente de PDGF e TGF-B1 intraplaquetéarios
como fatores potenciais a atracéo e a ativacdo de mondcitos que passariam
a ser indutores de IL-10;

Investigar o papel das plaquetas isoladas de pacientes DENV+ como célula-
alvo do virus através da quantificacdo das NS1 e NS3 do DENV de plaguetas

por ensaio de RT-PCR gquantitativo.
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10. Conclusoes

A reintroducgao recente do sorotipo DENV-4 em 2013 n&o resultou em uma
ocorréncia maior de casos graves, nem a indugcéo de uma trombocitopenia
mais acentuada, nem alterou fortemente as contagens de leucocitos e
linfocitos, mas parece ter induzido uma monocitopenia menos acentuada
comparado a epidemia de DENV-1 e DENV-2 em 2011,

Aumento dos niveis séricos de mediadores pro-inflamatorios TNF-a e
CXCLS8/IL-8 e da citocina reguladora IL-10 na dengue, sugerem ativagao da
inflamacéo associado a tentativa de regulacéo desta;

TNF-a, CXCLS8/IL-8, IFN-y e IL-10 estariam envolvidas de maneira direta ou
indireta no mecanismo de supressédo da medula 6ssea, levando a diminuicédo
da contagem de plaguetas e/ou de demais células de origem
hematopoiéticas em resposta a infeccao pelo DENV;

N&o foram encontrados perfis diferentes nos niveis de IL-10, TNF- a, IL-8,
IL-1B e IFN-y em relacdo ao quadro clinico dos pacientes infectados pelo
DENV;

A queda nos niveis intraplaquetarios de PDGF, TGF-f1, IGFPB-1,
angiopoetina e HGF em pacientes trombocitopénicos, quando comparados
aos nao trombocitopénicos, poderia interferir nos mecanismos relacionados
a angiogénese, coagulacédo, integridade do endotélio vascular e producéo
de mediadores inflamatorios;

Plaquetas poderiam ser consideradas células atuantes tanto na resposta
imunoldgica anti-DENV quanto na imunopatogénese da dengue, atuando de

formas distintas de acordo com a sua contagem no sangue.
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Anexo 1

12. Anexos

Projeto Dengue

Laboratoério de Imunologia Viral - FIOCRUZ

Mato Grosso do Sul - 2013

IDENTIFICACAO

Nome: Prontuario:
Endereco:

Telefone: e-mail:
Sexo:( )Masc ( )Fem Data de Nascimento: ___ / [/

Data Entrevista: /_/__

Data Internac3o: /[

DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Gestante: ( )Sim ( ) Nao Dengue anterior: () Sim ( ) Né&o

Vacina: () Febre amarela<10anos ( ) Rubéola/triviral

Outros:

HISTORIA CLINICA

Comorbidades:
Diabetes mellitus | DPOC Asma bronquica rinite Hipertensad

arterial
Doenca cardiaca Doenca falciforme | Doenga auto- Tabagismo Outros
imune

Doenca viral cronica? Quais?
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Faz uso de medicamentos continuos? Especificar:

Sintomas suspeitos de dengue

Febre Prostagdo/Asten | Calafrios Cefaléia | Mialgia Dor Artralgia

ia lombar
Data de Inicio
da Febre:
A
Dor Retro- Dor de garganta | Tosse Nduseas | Vomitos Dor Diarréia
Ocular ao Abdominal
movimento
do globo
ocular
Epigastralgia Tontura/Vertige | Exantema | Prurido Adenomegalias | Ictericia Hiperemia

m cervicais conjuntival
Outros

Atencao para os Sinais de Alarme
Dor Sangrament | Sangrament | VOmitos Hepatomegalia Derrame Derrames
Abdominal | o o volumoso persistentes Pleural Pericardio
persistent | espontaneo
e
Ascite Hipotensao Hipotensao Desconfort Hemoconcentra | Diarréia
Postural Arterial o] ¢do
respiratério
Outros
Manifestagoes Hemorragicas

Prova do lago Petéquias Gengivorragia Epistaxe Metrorragia

Outras
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LABORATORIAL

1°HT: 1°Plaqueta: data: /
2°HT: 2°Plaqueta: data: /
ultimo HT: ultima Plaqueta: data: /

Anexar dados do hemograma e bioquimica

Outras informagoes:
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Anexo 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, fui informado de que este
estudo é para obter mais conhecimentos sobre minha doenca, que se chama DENGUE. MINHA
PARTICIPAGAO SERA APENAS PARA DOAR SANGUE DURANTE O U APOS MEU ATENDIMENTO MEDICO. Os
resultados deste estudo ndo me beneficiardo diretamente, mas poderao no futuro beneficiar outras
pessoas com esta doenca.

O procedimento sera o seguinte: UM VOLUME DE 5 ML OU DE 20 ML SANGUE sera obtido por
puncéo da veia do antebraco, no mesmo momento em que for coletado sangue PARA DOSAGEM DE
PLAQUETAS E HEMATOCRITO NECESSARIOS PARA CONHECER E CONTROLAR A GRAVIDADE DO MEU ESTADO .
SEREI SOLICITADO A DOAR 5 OU 20 ML SANGUE UMA VEZ APOS A RECUPERAGCAO (ENTRE 1 A 2 MESES) COM
A FINALIDADE DE CONFIRMAR A NORMALIDADE DOS EXAMES LABORATORIAIS .

FOI-ME EXPLICADO QUE ESTA QUANTIDADE DE SANGUE REPRESEN TA UMA PEQUENA PORGAO DO QUE
POSSUO E SUA RETIRADA NAO VAI ME PREJUDICAR .

A retirada do sangue sera feita por um enfermeiro ou técnico do CRD. Os possiveis
desconfortos e riscos, se ocorrerem, sdo aqueles relacionados com a retirada de sangue, como dor
local e/ou hematoma (rouxidao) no local da pun¢éo, com duracdo de 3 a 5 dias. Todos os cuidados
serao tomados, como uso de seringa, agulha e gaze descartaveis e alcool para assepsia local, entre
outros. Quanto aos exames e procedimentos ndo foram identificados riscos até o momento.

Os resultados deste estudo serdo relatados a minha pessoa e considerados confidenciais,
podendo os mesmos ser divulgados na forma de comunicacdo cientifica. Entretanto ndo sera
permitida a minha identificacédo, o que garante a minha privacidade.

O pesquisador responsavel colocou-me a par destas informacdes, estando a disposicado para
responder minhas perguntas sempre que eu tiver novas dividas. Também tenho toda liberdade para
contactar os demais pesquisadores envolvidos neste estudo.

MINHA PARTICIPAGAO NESTE ESTUDO E INTERAMENTE VOLUNT ARIA, E SOU LIVRE PARA RECUSAR A
PARTICIPAR NO ESTUDO, OU ME RETIRAR EM QUALQUER FASE DA PESQUISA SEM QUE ISSO POSSA AFETAR
OU PREJUDICAR O CUIDADO MEDICO A QUE DEVO RECEBER .

Recebi uma copia deste termo de consentimento, e pela presente consinto voluntariamente
em participar deste estudo, permitindo que os procedimentos acima sejam realizados na minha
pessoa.

Nome

Eu, Responsavel pelo menor acima identificado, autorizo sua participagdo, como voluntario (a) no presente
projeto de pesquisa.

Data:

Nome :

Assinatura :

Pesquisadores: Dra. Luzia Maria de Oliveira Pinto (021) 8755-7771

Dra.Elzinandes L Azeredo (021) 7183-9093
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo imunoldgico e genético durante a febre do dengue
Pesquisador: Claire Fernandes Kubelka

CAAE: 13318113.7.0000.5248

Instituicdo Proponente: Fundac¢&o Oswaldo Cruz - FIOCRUZ/IOC
Patrocinador Principal: ~ Fundac&o Oswaldo Cruz - FIOCRUZ/IOC

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 495.688
Data da Relatoria: 16/12/2013

Apresentacgédo do Projeto:

Os autores pretendem estudar mecanismos fisiopatolégicos da dengue, mais especificadamente, fatores
imunoldgicos e genéticos relevantes a regulagdo da resposta antiviral e a patogénese da doencga. No objetivo
primario é descrito que o estudo reline duas vertentes. Entretanto, séo identificaveis trés grandes estudos que
se complementam.

Sao apresentados quatro objetivos e treze objetivos secundarios.

O primeiro estudo é de caso-controle, considerando casos pacientes com manifestagées clinicas indicadoras
de gravidade (manisfestagdes neuroldgicas e/ou co-morbidades) e controles pacientes sem estes sintomas.
Os voluntéarios serdo recrutados de bancos de dados dos centros participantes da pesquisa (UFMS e UPE)
semelhante ao realizado pelo centro do RJ. Pretende-se determinar o perfil de citocinas e o perfil genético a
fim de identificar biomarcadores especificos de gravidade através da correlagéo entre polimorfismo no gene e
regulacéo da proteina como marcador de gravidade.

O segundo estudo é longitudinal, avaliando voluntarios jovens na fase aguda da doenca. Amostras de
voluntarios na fase aguda da doenca serdo processadas imediatamente ou estocadas nas instituicoes
participantes do estudo, a fim de comparar a resposta imunolégica de fase aguda com

Endereco: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Expanséo)

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone
(21)3882-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br
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