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dengue

RESUMO
Débora Batista de Oliveira

As plaquetas sdo fragmentos celulares derivados do precursor hematopoiético
megacariocito, que desempenham um importante papel na hemostasia, inflamacdo e
resposta imune. Na dengue, as plaquetas constituem uma das populagdes celulares mais
afetadas por mecanismos diretos ou indiretos da infecgdo. Desta forma, estudos que
possam contribuir na compreensdao da plaquetopenia, assim como nas alteragbes
funcionais das plaquetas na dengue sao de extrema importancia para o entendimento da
patogenia e no avango de esquemas terapéuticos durante a infeccdo humana pelo
dengue. O objetivo deste trabalho foi avaliar alteracdes nas plaquetas durante a infeccao
humana e ex vivo pelo DENV, observando sua morfologia, perfil de ativacdo e expressao
de receptores do tipo Toll TLR2 e TLR4, interacdo com o virus e relagdo com proteinas
plasmaticas associadas a sua ativacao e funcionalidade. Para isto, foram utilizados
metodologias de citometria de fluxo, microscopia eletronica de transmissdao e ensaios
imunoenzimaticos. Utilizando modelo in vitro de ativacdo em que plaquetas de doadores
foram estimuladas com trombina, confirmamos a ativacdao dessas subpopulagdes
celulares, sem detectar alteracdo da expressdo dos TLR2 e TLR4. Ao avaliarmos o efeito
da interacdo do DENV-2 com plaquetas de doadores, demonstramos evidéncias
morfoldgicas de ativacao e detectamos particulas virais em vesiculas citoplasmaticas por
microscopia eletronica. Contudo, nas mesmas condicées acima, ndo detectamos
modulacdo da expressdao de marcadores de ativacdo plaquetaria, como CD62P e
fibrinogénio, nem de TLR2 ou TLR4 por citometria de fluxo. A analise das plaquetas
isoladas de pacientes DENV* demonstrou maior expressdo de CD62P e menor expressao
de TLR4 comparado a pacientes com outras doencas febris e controles saudaveis por
citometria de fluxo. Ndo detectamos diferenca na expressdao de CD40L e TLR2.
Morfologicamente, a ativacdo das plaquetas de pacientes DENV+ foi confirmada.
Brevemente, a quantificacdo de mediadores plasmaticos por ensaios imunoenzimaticos
relacionados direta ou indiretamente com a ativagdo e fungdo plaquetdria indicou: (i)
niveis aumentados da relagcdo sCD62P/contagem de plaquetas com a gravidade da
doenca; (ii) envolvimento menor da quantidade de NO, plasmatico nos pacientes; (iii)
diminuicdo dos niveis do vasoconstritor TXB, em pacientes com FD Sem SA comparado
aos controles e pacientes Graves; (iv) niveis aumentados de TFPI com a gravidade da
doenca; (v) niveis diminuidos de CCL5 mas (vi) aumentados de CCL2 com a gravidade da
doenca. As analises de correlacdo demonstraram que enquanto os niveis de CCL5
estavam diretamente relacionados com a quantidade de plaquetas, a correlacdo foi
inversa entre TFPI e plaquetas. De forma interessante, niveis aumentados de TXB, foram
vistos em pacientes com extravasamento plasmatico comparados aos pacientes sem
extravasamento. Nossos resultados confirmaram a capacidade de interacao in vitro do
DENV e plaquetas, com subsequentes modificagbes morfologicas. Na infecgdo natural,
plaquetas de pacientes DENV* sdo ativadas, inclusive com confirmacdo do perfil
morfolégico de ativacdo. NOs supomos que a diminuicdo da expressao de TLR4 nas
plaquetas da nossa coorte de pacientes poderia estar (i) diretamente relacionado a
ativacdo das plaquetas e/ou (ii) a uma coorte de pacientes clinicamente branda,
caracterizada por uma evolugdo clinica e plaquetopenia pouco agravantes. A relagdo
entre sCD62P/contagem de plaquetas e os niveis de TFPI confirmam a ativagdo
plaquetaria e seriam bons marcadores de prognostico da doenca. Além disso, CCL5 e
TFPI participariam direta ou indiretamente da plaquetopenia ou da funcionalidade
plaquetaria.
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Study of morphological and functional changes of platelets in dengue virus infection
ABSTRACT
Débora Batista de Oliveira

Platelets are cell fragments derived from the hematopoietic precursor megacaryocyte,
which play an important role in hemostasis, inflammation and immune response. In
dengue, platelets constitute one of the cell populations most affected by direct or indirect
mechanisms of infection. Therefore, studies that may contribute to the understanding of
thrombocytopenia, as well as functional changes of platelets in dengue are extremely
important for the understanding of the pathogenesis and progress of therapeutics during
human infection by dengue. The aim of this study was to evaluate changes in platelets
during human and ex vivo infection by DENV, observing its morphology, activation profile
and expression of Toll-like receptors TLR2 and TLR4, interaction with the virus and
relation with plasma proteins associated to its activation and functionality. To do so, flow
cytometry methods, transmission electron microscopy and immunoassays were used.
Using in vitro model of platelet activation in which platelets from donors were stimulated
with thrombin, we confirmed the activation of these cellular subpopulations without
detecting altered expression of TLR2 and TLR4. When evaluating the effect of the
interaction of DENV-2 with donor platelets, we demonstrated morphological evidences of
activation and detected viral particles in cytoplasmic vesicles by electron microscopy.
However, under the same conditions above, we have not detected modulation of the
expression of platelet activation markers such as fibrinogen and CD62P or TLR2 or TLR4
by flow cytometry. Analysis of platelets isolated from patients DENV* demonstrated
greater expression of CD62P and lower TLR4 expression compared to patients with other
febrile illness and healthy controls by flow cytometry. We did not detect differences in the
expression of CD40L and TLR2. Morphologically, the activation of platelet from patients
DENV* was confirmed. Briefly, quantification of plasma mediators by immunoassays
related directly or indirectly with activation and platelet function indicated: (i) Increased
levels of the relation sCD62P/platelet count in the severity of the disease, (ii) lesser
involvement of plasmatic NOx in patients, (iii) decreased levels of vasoconstrictor TXB, in
patients with DF without WS compared to controls and severe patients, (iv) increased
levels of TFPI according to the severity of the disease, (v) reduced levels of CCL5 (vi) but
increased levels of CCL2 with increased disease severity. Correlation analysis showed
that while the CCL5 levels were directly related to the platelet count, inverse correlation
between TFPI and platelets occurred. Interestingly, increased levels of TXB, were seen in
patients with plasma leakage compared to patients without leakage. Our results
confirmed the ability of in vitro interaction of DENV and platelets, with subsequent
morphological changes. In natural infection, platelets from patients DENV™* are activated,
even confirming the profile of morphological activation. We hypothesize that the
decreased expression of TLR4 in platelets from our cohort of patients could be (i) directly
related to platelet activation and/or (ii) to a cohort of patients clinically mild,
characterized by clinical progression and thrombocytopenia not aggravated. The
relationship between sCD62P/platelet count and levels of TFPI confirm platelet activation
and would be good prognostic markers of the disease. Furthermore, CCL5 and TFPI could
participate directly or indirectly in thrombocytopenia or in platelet function.
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1. Introdugcao

1. Estudo das plaquetas na dengue

Em 1964, Nelson e Bierman questionaram se a dengue seria
considerada uma doenca plaquetopénica (1). De fato, plaguetopenia,
coagulopatia, e vasculopatia sao alteragdes hematoldgicas relacionadas as
disfuncdes plaquetaria e endotelial caracteristicas da forma grave da
infeccdo pelo virus dengue (DENV) (2-4). Além disso, a plaguetopenia é
um critério importante para a definicao de casos clinicos pela Organizagao
Mundial de Saude (OMS) (5), porém 0s mecanismos responsaveis pela

hemorragia na dengue ainda sao pouco compreendidos.

1.1 O virus dengue

1.1.1 Estrutura e proteinas virais

O DENV é membro da familia Flaviviridae, do género Flavivirus,
que possui 4 sorotipos antigenicamente distintos, DENV-1, -2, -3 e -4 que
demonstram cerca de 60% de identidade na sequéncia gendmica (6). As
particulas virais dos Flavivirus compartilham um tamanho comum (40-65
nm), possuem didmetro de aproximadamente 500 A e capsideo elétron
denso icosaédrico envolto por uma bicamada lipidica (Figura 1). O
material genético € composto por uma fita simples de RNA senso positiva,
contendo 10.700 nucleotideos, que codifica trés proteinas estruturais,
capsideo (C), membrana (M, transcrita como precursor prM) e envelope
(E), e sete proteinas ndo estruturais, (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B e NS5) importantes para a replicagao viral (7) (Figura 2).



Figura 1. Estrutura do virus dengue. (A) Corte longitudinal do virus, mostrando o
nucleocapsideo icosaédrico e a membrana poligonal. As areas escuras s3o proporcionais
a densidade das moléculas por crio-microscopia eletronica de particulas. Figura extraida
de Zhang e colaboradores, 2003 (8). (B) Estrutura da particula viral madura; em
destaque os dominios estruturais da proteina E: dominio central em vermelho, dominio
de dimerizacdo em amarelo, dominio de ligagdo ao receptor celular em azul, peptideo de
fusdo em verde. Figura de Whitehead e colaboradores, 2007 (9).
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Figura 2. O genoma do virus dengue. 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 (10).

A proteina do capsideo (C) esta envolvida na montagem do
capsidio ao redor do RNA viral (11) e as proteinas de membrana (prM/M)
e de envelope (E) possuem diferentes conformacdes dependendo do grau
de maturagao do virus. O peptideo “pr” é clivado da prM pela protease
furina e durante a maturacdo do virus, a proteina M permanece na
particula madura como uma proteina transmembranar. O processo de
maturacdo do virus ocorre na rede trans-Golgi e é guiada pela proteina E
(12), que sofre modificagdes ativadas por pH baixo (5,8 - 6,0) no interior
do lisossomo (13). A proteina E é composta por trés dominios (I, II e III)
e é a principal glicoproteina exposta na superficie viral, sendo o primeiro
ponto de contato entre o virus e a célula do hospedeiro. A proteina E

participa da montagem da particula viral (12, 14, 15) e ainda apresenta



determinantes antigénicos envolvidos na resposta imunoldgica, induzindo,
por exemplo, a producao de anticorpos neutralizantes (15, 16).

Dentre as proteinas ndo estruturais (NS), a NS1 é glicoproteica e
esta presente em trés diferentes formas: (i) associada a organelas
intracelulares sendo nesta forma importante para a replicacao viral; (ii)
ancorada a membrana ou (iii) secretada de células infectadas de
mamiferos (sNS1) (17). A sNS1 é encontrada no plasma de pacientes
infectados pelo DENV durante a fase inicial da infeccao, sendo utilizada
como ferramenta de diagndstico (18). As proteinas ndo estruturais NS2A,
NS4A e NS4B parecem funcionar como antagonistas da transducao de
sinais do IFN do tipo 1, citocina envolvida no controle de infecgbes virais
(19). A NS2B é uma proteina associada a membrana que funciona como
cofator para a ativacdo da protease NS3 (20). NS3 é uma proteina
multifuncional que possui atividades enzimaticas envolvida na replicacao
do RNA (21, 22). NS4A esta envolvida na replicagdao viral, promovendo
sinalizagcao por meio da regidao C-terminal para a translocacao da NS4B no
reticulo endoplasmatico (23), que auxilia a NS3 durante o processo de
replicacdo do RNA viral (24). Finalmente, a NS5 é uma proteina

multifuncional, bem conservada, envolvida na sintese do RNA viral (25).

1.1.2 Replicagcdao viral em células-alvo e interacdao com outras

populacgoes celulares, incluindo plaquetas

A infeccao pelo DENV se inicia com a picada dos mosquitos vetores
Aedes aegypti ou Aedes albopictus infectados, introduzindo o virus no
hospedeiro via rota subcutdnea, de acordo com um consenso mais geral,
dentro da epiderme ou derme. As células localizadas no epitélio, como
células de Langerhans epidermais (26) ou células dendriticas (DCs)
imaturas dérmicas, sao as primeiras e importantes alvos da replicacao
viral.

O DENV também é capaz de infectar varias linhagens celulares:
humanas (K652, U937, THP-1, HepG2, HUVEC, ECV304, Raji, HSB-2,
Jurkat, LoVo, KU812), de mosquito (C6/36), de macaco (Vero, BS-C-1,



CV-1, LLC-MK2), de hamster (BHK) e macréfagos murinos (Raw, P388D1,
J774) (Revisado por Rodenhuis-Zybert e colaboradores, 2010) (27). A
grande variedade de células permissivas ao DENV indica que o virus se
liga a uma molécula de superficie ubiqua ou explora varios receptores
para realizar a infeccdo. Em células de mamiferos, o DENV pode interagir
com Heparan sulfato, HSP90 (proteinas de choque térmico), CD14,
GRP78/BiP (proteina regulada por glicose) e com receptor de laminina de
alta afinidade 37/67-kDa. Além disso, os receptores de lectina do tipo C
(CLR) estdao envolvidos na interacao das particulas do DENV com células
mieldides e incluem a molécula ndo integrina, captadora da molécula de
adesdo intracelular 3 especifica de células dendriticas (DC-SIGN/CD209),
receptores de manose (MR) e o membro da familia dos dominios da
lectina do tipo C (CLEC/MDL-1) (27).

O DENV, assim como outros Flavivirus, utiliza a endocitose
mediada pela clatrina para sua entrada na célula (28). Em seguida, a
acidificagdo da vesicula endocitica leva ao rearranjo da glicoproteina de
superficie E, fusdo das membranas virais e do hospedeiro e liberagdao do
RNA viral no citoplasma. O RNA gendmico viral € em seguida traduzido
para produzir proteinas virais nas estruturas membranares derivadas do
reticulo endoplasmatico (RE), onde as proteinas virais e o RNA recém-
sintetizado montam o virion imaturo no limen do RE. A protedlise da
membrana precursora viral (prM) ocorre na rede trans-Golgi e é mediada
pela enzima furina do hospedeiro (29), ativando o rearranjo da
homodimerizagdo das proteinas do envelope e a formagdao de novas
particulas virais maduras que sao secretados da célula do hospedeiro
(30). Algumas proteinas nao-estruturais NS1 sintetizadas sao expressas
na membrana plasmatica da célula ou secretadas, e alguns virions sdo
secretados na forma imatura. Além disso, complexos imunes com o virus
podem ser internalizados por células que possuem receptores Fc (FcR),
incluindo células dendriticas e macréfagos. Este processo de adsorcdo
mediado por FcR pode, portanto resultar na internalizacdo do virus em
compartimentos acidos da via endocitica e fagocitica, de forma bastante
similar a adsorcao do DENV através de seu receptor natural (31).

4



Amostras de autépsia de pacientes infectados pelo DENV sugerem
gue uma fracdo de células endoteliais (CE) sdo infectadas (32).
Recentemente, autores demonstraram que o DENV infecta eficiente e
produtivamente CE humanas via interacdo com receptores de superficie
celular contendo heparan-sulfato, sugerindo que CE infectadas estariam
contribuindo a viremia e disseminagao viral (33).

Na infeccao pelo DENV, a deteccao de antigenos virais na superficie
de plaquetas, bem como plaquetas contendo complexos imunes em
bidpsias de pele ja foram documentados (34-36). De fato, varios
receptores relacionados a entrada do DENV em células, tais como DC-
SIGN ou FcyRII, podem ser encontrados na superficie de plaquetas (37).
Estudos ja demonstraram que plaquetas expostas experimentalmente ao
DENV sdo capazes de interagir com o virus, exibindo caracteristicas
morfologicas de ativacdao (Figura 3) como degranulacdao, presenca de
filopddios, dilatacdo do sistema canicular aberto (SCA) e aumento da
expressao de P-selectina (CD62P) (38).

Co_n_t_rgle Plaquetas expostas aovaNV-Z

Figura 3. Morfologia da ativacdao de plaquetas in vitro pelo DENV-2. Microscopia
eletronica de transmissdo representativas de plaquetas em repouso (a) e expostas ao
DENV-2 (b, c) demonstrando perfil de ativacdo como emissdo de filopddios. As setas
indicam zonas de degranulagdo. Figura modificada de Ghosh e colaboradores, 2008 (38).

Ainda, RNA do DENV ja foi detectado em plaquetas e plasma por
RT-PCR e por microscopia eletronica de transmissao, confirmando a
presenca de particulas semelhantes ao DENV no interior de plaquetas
isoladas de criangas infectadas pelo DENV (39). Entretanto, a replicacao
eficiente do DENV ainda nao foi demonstrada em plaquetas isoladas de

pacientes infectados (40). Porém, a infeccao de células de medula dssea



in vivo pelo DENV ja foi demonstrada (41), o que pode contribuir para a

supressao de medula 6ssea, caracteristica da infeccao pelo virus.

1.2 Aspectos da infecgao pelo virus

1.2.1 Epidemiologia da dengue no Brasil

Os primeiros relatos de doenca similar a dengue foram
documentados entre os anos de 1779 e 1788 (42). A primeira epidemia de
dengue no Brasil aconteceu em 1981 no estado de Roraima, com o
isolamento do DENV-1 e DENV-4 (43). Logo apdés um periodo sem relatos
de surtos, em 1986 o DENV-1 foi introduzido no estado do Rio de Janeiro
(RJ), se tornando um problema nacional de salde publica em
consequéncia da rapida disseminacao do virus em varios estados (43). Ja
em 1990, a situagcao se agravou com o aparecimento do DENV-2 também
no RJ (44), quando também foram registrados os primeiros casos fatais
devido as infecgbes secundarias. Em 1994, o virus ja circulava por varias
regides do pais, causando um aumento progressivo da incidéncia da
doenca (45). O DENV-3 foi introduzido no Brasil em 2001 no RJ] (46),
resultando em uma grave epidemia no verao de 2001/2002, com 1.831
casos de dengue hemorragica relatados (47). Até o final de 2006, 25 dos
27 estados brasileiros ja havia relatado epidemias de dengue em
consequéncia da co-circulacao de trés sorotipos do virus (48). O DENV-4
ja havia sido relatado na Amaz6nia em 1982 e em Manaus no ano de 2008
em trés pacientes sem historico de viagem recente (49). Em 2010 o
DENV-4 reemergiu no pais nos municipios de Boa Vista e Cantd em
Roraima, co-circulando com DENV-1 e DENV-2 (50), 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 (51).

O numero de notificagdes de dengue no estado do Rio de Janeiro
em 2012 foi de 89.406 casos até o més de junho, de acordo com o
Sistema de Informacdes de Agravos de Notificagao (SINAN). Dentre os
sorotipos isolados no municipio do Rio de Janeiro, o DENV-4 foi o

predominante, representando 88% do total de sorotipos isolados (52).



1.2.2 Manifestacoes clinicas e a nova classificacdo dos casos de

dengue pela Organizacao Mundial de Saude em 2009

A infeccao por qualquer um dos quatro sorotipos do DENV pode
causar desde uma infeccdo assintomatica ou uma doenca febril e
autolimitada conhecida como febre do dengue (FD), até formas clinicas
graves, potencialmente fatais caracterizadas por hemorragia,
hemoconcentragcdo, disfuncao de varios 6rgaos, a febre hemorragica do
dengue (FHD) e choque, a sindrome do choque do dengue (SCD) (10).

O curso clinico da doenca viral inclui as fases: febril, critica e de
recuperacao. A fase febril se caracteriza por febre com duragcao de 2-7
dias, associada a eritema facial, dor no corpo, cefaléia, prostracdo e
anorexia. Nesta fase ndao é possivel prever a evolucao e também ndo é
facil diferencia-la de outras doencas febris. A importancia de se observar
os sinais de alerta nesta fase podera indicar a progressao para a fase
critica. Podem ser vistos manifestacdes hemorragicas como petéquias,
epistaxes, gengivorragias e menos frequentemente sangramento do trato
gastrointestinal e metrorragia importante. O figado € aumentado e a
contagem de leucdcitos diminui comumente (53, 54). A fase critica ndo
ocorre em todos os pacientes, dura de 24 a 48 horas e geralmente ocorre
entre o 3° e o 7° dia de defervescéncia. Este periodo é caracterizado pela
normalizacao da temperatura e aumento da permeabilidade capilar
acompanhado de aumento do hematdcrito. Uma leucopenia progressiva
seguida por uma diminuicdao rapida da contagem das plaquetas precede
usualmente o aumento da permeabilidade capilar (ascite, derrame pleural
e pericardico). O choque acontece quando um volume critico de plasma é
extravasado e frequentemente este estado é precedido por sinais de
alerta. A prolongacdao do choque causa dano aos 6érgdos, acidose
metabdlica, coagulagdo intravascular disseminada (DIC) e hemorragia
grave. No entanto, a hemorragia grave e dano grave aos 6rgaos podem

acontecer sem extravasamento plasmatico evidente. Os pacientes com



dengue branda apresentam uma melhora clinica apds a defervescéncia
(54-57).

Na ultima fase, a de recuperacao, ha melhora do estado geral.
Pode aparecer exantema, prurido e bradicardia. O hematocrito se
estabiliza ou diminui. A elevacdao dos leucdcitos tipicamente precede a
normalizacdo do numero de plaguetas e da reabsorcao do liquido
plasmatico extravasado (54, 58).

A OMS propos em 1970 uma classificagao clinica para os casos de
dengue, que foi revista em 1986, 1994 e 1997 (59), descrita como: FD de
curso brando, mas incapacitante, caracterizada por febre associada as
dores de cabeca, retro-orbital, mialgia, artralgia, perda de apetite,
vOmitos, diarreia, desconforto abdominal e erupgdes cutaneas (60).
Enquanto que manifestacdes hemorrdagicas e plaquetopenia sado
observadas em menor frequéncia (61), leucopenia € um achado comum
(62, 63). Os casos mais graves sao os de FHD separados em 4 graus de
gravidade (graus I a IV), dos quais I e II representam o0s casos sem sinais
de choque, enquanto que os graus III e IV agrupam os casos de choque.

A FHD é caracterizada por todos os sintomas da FD acompanhados
de manifestacdes hemorragicas espontaneas, plaquetopenia acentuada
(contagem de plaquetas inferior a 100.000/mm?) e evidéncias de aumento
da permeabilidade vascular (aumento da hemoconcentracao e
extravasamento plasmatico na cavidade abdominal e pleural). A SCD esta
associada a alta mortalidade e se caracteriza por faléncia circulatéria e
choque hipovolémico, apresentando sinais como pulso fino, taquicardia,
pele Umida, extremidades frias e cianose circumoral. Pacientes com SCD
evoluem ao oObito devido a faléncia multipla de 6rgaos e podem também
apresentar complicagdes como a DIC (60).

A descricao e a classificagdo da dengue acima eram baseadas em
estudos realizados em criancas do Sudeste Asiatico. Com o
reaparecimento da dengue em outras regidoes do planeta e em diferentes
faixas etarias, percebeu-se uma grande dificuldade de se aplicar o modelo
anterior de classificacdo da OMS devido a rigidez dos critérios e aos casos
de dengue grave que nao se encaixavam nos critérios de FHD (64-66). Por
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essas razoes, a OMS realizou um estudo multicéntrico para avaliar o uso
dos critérios clinicos de dengue em regides endémicas (67) e confirmou
gue através da utilizacdo de parametros clinicos e/ou laboratoriais, €&
possivel diferenciar claramente os pacientes com dengue grave dos
pacientes com dengue branda.

A nova classificacdo é baseada em niveis de gravidade clinica,
compreendendo a doenga como um evento dinamico e sistémico (Figura
4). Uma das vantagens da nova classificacdo foi a reducao do niumero de
casos sem classificacgao de 13,7% para 1,6% (68), facilitando a
abordagem dos casos e o manejo clinico dos pacientes. Apds confirmacao
laboratorial, a nova classificacdo aborda os trés grupos de critérios com
base em sinais e sintomas clinicos: 1) Dengue sem Sinais de Alarme (FD
sem SA), caracterizado por nausea, vomitos, erupcdes cutaneas, mialgia,
artralgia, cefaleia, leucopenia, teste do torniquete positivo sem sinais de
hemorragia; 2) Dengue com Sinais de Alarme (FD com SA), incluindo: dor
ou sensibilidade abdominal, vOmitos persistentes, acumulo de liquido,
letargia, agitacdao, hepatomegalia (aumento > 2cm), elevagao das
transaminases hepaticas e diminuicdo da contagem de plaquetas; 3)
Dengue Grave (Grave), caracterizado por extravasamento plasmatico
grave, podendo levar ao choque e acumulo de fluidos acompanhado de
desconforto respiratorio, hemorragias graves e comprometimento de
orgaos como figado, coracdo, sistema nervoso central (com perda de

consciéncia) e outros orgdos (54).



Dengue * Sinais de Alarme Dengue Grave

1. Extravasamento
Com sinais de plasmatico grave

alarme 2. Hemorragiagrave
3. Comprometimento de
o6rgaos

Critérios para Dengue * Sinais de Alarme Critérios para Dengue Grave

Figura 4. Classificacao de dengue revisada em 2009 pela Organizacao Mundial
de Saude (68).

1.3 Imunopatogenia da dengue

Ha varias teorias de como a FHD e a SCD se desenvolvem em
individuos infectados. As hipoteses sdo provenientes de estudos realizados
em regidoes endémicas e de experimentos in vitro, porém a falta de
modelos animais para o estudo dos mecanismos de patogénese da doenca

€ uma das grandes limitagdes no avanco da compreensao da doenga.

1.3.1 Anticorpos neutralizantes versus anticorpos facilitadores da

infecao na dengue

Na infeccdo humana pelo DENV, a resposta humoral é direcionada
principalmente para as proteinas virais prM, E e NS1, enquanto que
principalmente nos casos de infeccdo secunddria observa-se resposta
contra NS3 e NS5 (69, 70). Acredita-se que uma infeccao primaria seja
capaz de criar protecao efetiva, duradoura, possivelmente ao longo da
vida contra uma reinfecgdo com o mesmo sorotipo, porém uma protegao
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de curto prazo contra outros sorotipos (71). A neutralizacao da infecgao
por anticorpos especificos pode ocorrer por inibicao da entrada do virus
através de seus receptores de superficie celular (72) ou por inibicdo da
fusdo viral no citoplasma da célula (73). 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
manifestacdes hemorragicas (74). Acredita-se que anticorpos de baixa
capacidade neutralizante, de reagao 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) e infeccao
de células mieldides (75), gerando um aumento da infeccdo dependente
de anticorpo (ADE).

O 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, o ADE é mediado por anticorpos especificos contra
a proteina E em condicdes de baixa concentracdo ou baixa avidez de
anticorpos, tornando o numero de anticorpos ligados ao virus abaixo do
limite necessario para a neutralizacdo do virus (76). Esse processo
aumenta potencialmente o risco de desenvolvimento de formas graves da
dengue em virtude do aumento de células infectadas e
consequentemente, da carga viral (75, 77, 78). Anticorpos anti-prM
parecem também participar do ADE em decorréncia da clivagem parcial da
proteina prM na superficie do DENV durante o processo de maturagao, em
vista da reducdao da densidade de antigenos virais disponiveis para
neutralizacao (31, 79). O ADE pode ocorrer durante infeccao primaria de
criancas entre 4 a 12 meses de idade nascidas de mades imunes ao
dengue, isso por que mesmo apos o desaparecimento de anticorpos
neutralizantes maternos apds 3 meses de idade, os anticorpos ndo

neutralizantes continuam presentes (80, 81).
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1.3.2 Teoria do pecado original e producao desregulada de

citocinas

A resposta imune celular estd envolvida na resolucao da infecgdo,
mas também no desenvolvimento da dengue grave. Neste contexto, as
infeccoes secundarias pelo DENV sdao imunologicamente diferentes da
primaria, pois a resposta imunoldgica da infeccdo secundaria ocorre em
um contexto de imunidade heterotipica pré-existente de reacao cruzada.
Em geral, as células B e T de memodria induzidas por exposicao prévia a
um sorotipo do DENV sao capazes de responder mais rapidamente que as
células naive durante uma infeccdo secundaria, porém, células de
memoria reativadas durante a infecgdo secundaria tem baixa afinidade
pelos epitopos do sorotipo infectante e por isso sdo menos eficientes em
responder ao desafio secundario (82), fenbmeno conhecido como pecado
antigénico original (83).

Como demonstrado por Duangchinda e colaboradores (2010), a
resposta de células T em pacientes com dengue grave é principalmente
monofuncional, ja que as células T CD8" produzem somente IFN-y e fator
de necrose tumoral a (TNF-a) e raramente CD107a, um marcador de
citotoxicidade celular. Contudo, em paciente com dengue branda, as
células T CD8" mais frequentes sdo as que expressam CD107a e as
menos frequentes produzem IFN-y e TNF-a. Portanto, pacientes com
dengue grave teriam células T com um potencial citotéxico limitado, ndo
permitindo o controle eficiente da infeccao, mas sim a estimulacao de
células T produtoras de citocinas inflamatdrias, induzindo maior dano
tecidual e extravasamento plasmatico (84).

Na infecgao pelo DENV, a ativagao massiva de grande quantidade
de células B e T de memdria, assim como mondcitos, macréfagos e células
endoteliais, pode resultar na liberacao e indugao de citocinas e
mediadores inflamatdérios que irdo contribuir para o aumento da
permeabilidade vascular e extravasamento plasmatico (85). Estudos
realizados com criancas e adultos infectados com diferentes sorotipos do

DENV demonstraram o aumento significativo de citocinas e mediadores
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como as interleucinas (IL) IL-1B, -2, -4, -6, -7, -8, -10, -13, -18, TGF-18,
TNF-a e IFN-y no plasma de pacientes com dengue grave (Figura 6) (86-
92).

Outros mediadores e fatores sollUveis associados a gravidade da
dengue incluem VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) (93), GM-
CSF (fator estimulador de col6nia granuldcitos-macréfago) (94), TPO
(trombopoietina) (95), VCAM-1 soluvel (molécula de adesdo vascular 1),
ICAM-1 soluvel (molécula de adesao intercelular 1), vVWF (fator de von
Willebrand), (TM) trombomodulina, CD62E (E-selectina), TF (fator
tecidual), PAI-1 (inibidor do ativador de plasminogénio 1) e t-PA (ativador
do plasminogénio tecidual). Estudos realizados em pacientes com dengue
observaram que niveis plasmaticos de IL-1B, IL-8, TNF-a e CCL2/MCP-1
(proteina quimiotatica de mondcitos 1, ligante do CCR2) estavam
associados a plaquetopenia (94). Niveis elevados de CCL2/MCP-1, que
atrai mondcitos e esta fortemente envolvido na redugdo das juncgles
oclusivas de células endoteliais vasculares, foram observados em
pacientes com dengue grave (96). Chau e colaboradores mostraram que
pacientes com choque apresentam niveis plasmaticos das quimiocinas
CXCL10/IP-10 (proteina 10 induzida por interferon), CCL2/MCP-1 e
CXCL9/MIG (monocina induzida por interferon gama) mais elevados do
gue os pacientes sem choque, com a excecao dos niveis de CCL5/RANTES
(97).
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FHD > normal IL-18 FHD > FD > normal
FHD > FD = ODF > normal

FHD =FD > normal IFN-y FHD > FD > ODF = normal

FHD > normal CCL2/MCP-1  FHD > FD > ODF = normal

FHD = FD > normal CCL5/RANTES FHD =FD < normal
FHD > FD > normal

FHD > FD sTNFR2 FHD > FD > normal

FHD < FD sIL-2R FHD > FD > normal

Figura 5. Niveis de citocinas, quimiocinas e receptores soliiveis em pacientes
com dengue e controles normais. FHD, FD e ODF se referem a febre hemorragica do
dengue, febre do dengue e outras doengas febris, respectivamente. Figura adaptada de
Mathew e colaboradores, 2008 (77).

O oxido nitrico (NO), outro fator solivel que esta relacionado a
gravidade na dengue, é uma molécula que pode ser produzida por
plaguetas e participa na regulacdo da hemostasia. E responsavel pela
inibicdo da agregacao plaquetaria, impedindo a formagao do trombo (98).
Niveis plasmaticos reduzidos de NO associados ao aumento da IL-10 ja
foram observados em pacientes com dengue grave (99), o que poderia
contribuir para o desenvolvimento das manifestacdbes hemorragicas

observadas nas formas graves da doenca.

2. Plaquetas

2.1 Caracteristicas gerais das plaquetas

As plaquetas foram inicialmente descritas por Max Schultze em
1865, que as identificou como constituintes normais do sangue.
Posteriormente em 1882, Giulio Bizzozero descreveu a fungao das
plaquetas na trombose e na hemorragia ao observa-las no sangue em
modelos animais vivos (100). As plaquetas sanguineas sao elementos
chave na hemostasia, inflamacao e no reparo tecidual. S3ao os primeiros

componentes celulares que se acumulam em sitios onde ha dano tecidual
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da parede vascular, e por isso, quando estimuladas e ativadas, iniciam
eventos como agregacao, exocitose de constituintes presentes em
granulos, expressao de proteinas de adesdao e secrecao de citocinas e
mediadores (101). Além disso, recentemente tem-se demonstrado o papel
das plaguetas como células chave de processos inflamatérios e resposta
imune, evidenciado pela interacdo direta de plaguetas ativadas com
células endoteliais e células do sistema imunoldgico, interagindo e
respondendo a patdgenos, o que € favorecido pela sua localizacdo nos

sitios de entrada de microorganismos patogénicos (102).

2.2 Biologia das plaquetas

2.2.1 Origem, formacao e estrutura das plaquetas

Existem aproximadamente 10! plaquetas na circulagdo sanguinea
de um adulto humano, e pelo fato do tempo de vida de uma plaqueta ser
de apenas 8 a 10 dias, 10! novas plaquetas precisam ser produzidas
diariamente a partir de megacariécitos da medula déssea para que o
nimero normal de plaquetas (400 x 10° plaquetas/litro de sangue) seja
mantido (103).

Através de ciclos repetidos de replicacdgo de DNA sem divisdo
celular, os megacariocitos sofrem endomitose e se tornam polipléides
(104). Apds processo de endomitose, é iniciado o estagio de maturacao,
no qual o citoplasma é preenchido por organelas, adquirindo
caracteristicas que incluem o desenvolvimento do sistema de demarcacao
de membranas (SDM), sistema tubular denso, SCA e a formagao dos
granulos (105). Proteinas especificas associadas as plaquetas, tais como
os receptores de fibrinogénio sdo sintetizados e expressos na superficie do
megacariocito, enquanto outras sdao empacotadas em granulos
secretérios, como o VWF. Outras proteinas sao endocitadas pelo
megacariécito e seletivamente empacotadas em granulos especificos
(106).

Os modelos de formacdao de plaguetas propostos incluem o

brotamento de plaquetas (107) e fragmentagao citoplasmatica via SDM
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(108). Além disso, trabalhos demonstram que ao final do estagio de
maturacdo, os megacariocitos formam longas e multiplas extensdes
citoplasmaticas chamadas pré-plaquetas, que cruzam a barreira
endotelial, entram nos sinusdides liberando-as na circulagdo, onde

formam as plaquetas por fragmentacao de suas extremidades (109).

2.2.2 Morfologia das plaquetas

As plaquetas sdo células pequenas anucleadas com tamanho que
varia entre 2 a 5um de didmetro que estdo presentes na circulacao até
serem sequestradas e fagocitadas pelo sistema reticulo-endotelial (110).
Ao microscépio eletronico, a membrana plasmatica de plaquetas em
repouso possui aparéncia rugosa, na forma discoide devido a presenca de
microtubulos (111), com dobras que permitem alteracdes da membrana e
por consequéncia, da sua morfologia quando ativadas (112). Pequenas
aberturas do SCA, composto por invaginagdes da membrana plasmatica,
se estendem na superficie da plaqueta e permitem que o conteido dos
granulos seja secretado quando os mesmos se fundem a membrana
plasmatica ou a alguma regido do SCA durante a ativacdo (Figura 7)
(111).

Granulos a

Sistema canicular aberto

Figura 6. Morfologia de plaquetas. (A) Estrutura celular da plaqueta em repouso por
microscopia eletronica de transmissdo, mostrando as organelas celulares. Figura extraida
de Semple e colaboradores, 2011 (113). (B) Diferenca entre a plaqueta quiescente com
formato discoide e plaqueta ativada exibindo aspecto lamelar. A seta demarca os poros
do SCA (aumento x 15.000). (C) Plaqueta ativada exibindo longos filopddios (aumento x
13.000). (B) e (C) foram extraidas de White, 2007 (110).
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Microfilamentos de actina submembranares sao encontrados,
contribuindo para as mudancas morfolégicas como a formacao de
filopddios e translocacao de receptores e particulas para a superficie
celular no estado ativado (110). Apesar de serem anucleadas, as
plaquetas possuem uma zona de organelas complexa, contendo trés tipos
principais de granulos secretdrios: granulos a, corpos densos e
lisossomos. Corpos multivesiculares também estdo presentes; ja formados
no megacariodcito, através da fusao de pequenas vesiculas que brotam da
zona trans-Golgi e servem como estacbes de triagem para o
desenvolvimento dos trés granulos (110). Uma pequena quantidade de
mitocOndrias estd presente no citoplasma, que estdo envolvidas no
metabolismo energético oxidativo (111). Outras organelas envolvidas por
membrana e estruturas sao encontradas, tais como glicossomos, cadeias
e clusters elétron densos e inclusdes tubulares (110).

Os granulos a sao os mais abundantes, aproximadamente 50 a 80
granulos a por plaqueta, representando cerca de 10% do volume
plaquetario (114). No megacaridcito, os granulos a podem ser formados a
partir dos corpos multivesiculares; através da juncdao de proteinas de
revestimento (como clatrina), proteinas adaptadoras, maquinaria de fusao
e GTPases monomeéricas. A maturacdo dos granulos continua na plaqueta
circulante por endocitose da membrana plasmatica, que é realizada por
uma via dependente de clatrina (115) e é uma atividade constitutiva de
plaquetas em repouso. O conteddo dos granulos a inclui tanto proteinas
de membrana que sdo expressas na superficie da plagueta, como a
CD62P, como proteinas sollveis que sao liberadas na matriz extracelular.
Sabe-se que, quando ativadas, as plaquetas podem secretar centenas de
proteinas soluveis de seus granulos a (114), que incluem moléculas pro-
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 B - TGF-3, fator de crescimento endotelial
vascular - VEGF, fator de crescimento derivado de plaqueta), quimiocinas

17



(fator plaquetario 4 - CXCL4/PF4, B-tromboglobulina, CCL3/MIP-1q,
CCL5/RANTES, CCL7/MCP-3, CCL17/TARC, CXCL1/KC, CXCL5/ENA-78,
CXCL8/IL-8) e moléculas de adesdao (CD62P, VWF, trombospondina,
fibrinogénio, integrina alIbB3, fibronectina) (116). A secrecdao dos
granulos plaquetarios sera discutida adiante.

Os granulos densos sao menos abundantes que os granulos g,
possuem meio ligeiramente acido (pH 6,1) e contém ions (calcio,
magnésio, fésforo e pirofostato), adenosina trifosfato (ATP), adenosina
difosfato (ADP), proteinas de membrana lisossomal (LAMP-2 e LAMP-3) e
serotonina (116).

As plaquetas humanas contem poucos lisossomos; geralmente uma
plaqueta possui de zero a trés lisossomos. Eles sdo esféricos, ligeiramente
menores que o0s granulos a e seu conteiudo inclui pelo menos 13
hidrolases acidas além de catepsina D e E, e proteinas de membrana
lisossomal (LAMP-1, LAMP-2 e CD63) (110). A funcao dos lisossomos
plaquetdrios na hemostasia é desconhecida, porém durante um contexto
de ativagao in vitro, além da secrecao de granulos a e granulos densos, o
conteudo dos lisossomos também é exocitado (117). A secrecao de
lisossomos apds ativacdo de plaquetas in vivo também ja foi relatada
(118). Quando particulas sintéticas como latex sdo endocitadas por
plaquetas através do SCA, elas sdo transferidas aos granulos a, mas
também podem reagir com lisossomos (119), que seriam, portanto, um

compartimento plaquetario de digestdo endossomal (110).

2.3 Sintese e secrecao de mediadores de coagulaciao e

imunoloégicos

Quando estimuladas e ativadas, as plaquetas secretam mediadores
dos granulos armazenados ou sintetizados que atuam em diversas funcgdes
como exemplificadas na Tabela 1. Alguns agonistas envolvidos na ativagao
plaquetdria incluem ADP, tromboxano A, (TXA,), coldageno, serotonina,
epinefrina e trombina (120), além de patégenos e toxinas (Figura 8)
(121).
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Trombina,

ADP, wp =pp —
colageno,
TXA,,
outros
agonistas
enddégenos, Ativagaode _ Ativacdo daintegrina allB3,
bactérias, plaquetas ligagéo ao fibrinogénio;
toxinas, quiescentes . Agregagéo plaquetaria;
circulantes . Expressio de CD62P;

- Expressao e secregao de CD40L;

- Secregao de microvesiculas,
quimiocinas e citocinas;

- Traducgao dependente de sinal;
respostas de sintese

Figura 7. Ativacao de plaquetas por agonistas. Plaquetas ativadas por agonistas
realizam sinalizagdo intracelular, resultando em respostas funcionais que mediam
eventos importantes na inflamagdo e hemostasia. Figura adaptada de Vieira-de-Abreu e
colaboradores, 2012 (121).

Sabe-se que plaquetas ativadas realizam traducao de mRNA e
transcricao de proteinas em resposta a sinais de ativacao (122). A sintese
de novo acontece porque plaquetas possuem um repertorio complexo pos-
transcripcional para a tradugao apds ativacao (123). Essa via € possivel
uma vez que megacariocitos transferem pré-mRNAs especificos para as
plaquetas durante a plaquetopoiese, como no caso do pré-mRNA de TF
que é processado a mRNA maduro e traduzido em TF biologicamente

ativo, um mediador inflamatério regulador da coagulacdo (124).
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Tabela 1.

Mediadores

imunoldégicos,

microbianos liberados por plaquetas ativadas

inflamatorios

e anti-

Sintetizado ou

Classe do mediador Fator Célula alvo
armazenado
Inflamatorios CEs, mondcitos, PMNs,
pleiotropicos e Histamina Sintetizado células NK, T e B,
imunomoduladores eosinofilos
Lipideos Macréfagos
imunomoduladores e Serotonina Armazenado crotagos,
. - monaocitos, DCs
inflamatorios
TXA, Sintetizado Plaquetas,lcelulas Te
macrofagos
Plaguetas, PMNs,
PAF Sintetizado mondacitos, macréfagos
e linfocitos
Fatores de crescimento PDGF Armazenado ,IVIonoato,s,
macrofagos, celulas T
Mondcitos,
TGF-B Armazenado macrofagos, células T
eB
Protedlise de
Quimiocinas NAP2/CXCL7 precursores PMNs
armazenados
PF4/CXCL4 Armazenado P, MemEEes,
macrofagos
GRO-a/CXCL1 Armazenado PMNs
ENA-78/CXCL5 Armazenado PMNs
Células progenitoras
SDF-1/CXCL12 Armazenado derivadas da medula
Ossea?
Mondcitos, eosindfilos,
MIP-1a/CCL3 Armazenado basofilos, células NK, T
e DC
_ Mondcitos, basofilos,
MCP-3/CCL7 Armazenado células NK e DC
Molecula de/co= CD40L/CD154 Armazenado I3, et [P,
estimulacao linfécitos
Mondcitos,
Citocinas IL-1PB Sintetizado macréfagos, DC,
linhagens de células T
Mondcitos,
IL-1a Armazenado? macréfagos, DC,
linhagens de células T
GM-CSF Armazenado Eosindfilos
, Armazenadas/
A Trombocidinas Clivadas Bactérias e fungos

antimicrobianos

proteolicamente

Lista de alguns mediadores e moléculas armazenados e sintetizados por plaquetas.
Varias outras moléculas sdo produzidas e armazenadas em granulos plaquetarios (125-
127). Abreviacdes: CEs, células endoteliais; PMNs, células polimorfonucleares; NK,
células natural killer; DCs, células dendriticas. Tabela modificada de Weyrich &
Zimmerman, 2004 (102).
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A exocitose ocorre por mecanismos homologos aos de células
secretdrias. O processo envolve reorganizacao da estrutura de actina,
translocacao dos granulos para a membrana plasmatica, fusdo do granulo
as membranas do SCA e liberacdo do conteldo intracelular. A secrecao
acontece através de mecanismo altamente regulado dependente de
SNARE (receptor de ligagcdao ao fator sollvel sensivel a N-etilmaleimida).
As principais SNARE sdo as sintaxinas VAMPs e SNAPs (proteina associada
ao fator soluvel sensivel a N-etilmaleimida) (128). As SNAREs associadas
com granulos sdao chamadas SNAREs vesiculares (VSNAREs), enquanto
aquelas associadas as membranas plasmatica e do SCA sao chamadas
tSNAREs. A associacdao entre vSNARE e tSNARE produz a energia
necessaria para a fusao das membranas. As proteinas conservadas Secl-
Muncl8 (SM) realizam essa funcao. As plaquetas humanas possuem as
proteinas SM Munc18a, Munc18b e Munc18c (129), sendo que dessas, a
Muncl8c forma um complexo com a sintaxina 4, o qual se dissociado
durante ativacdo, estimulam a secrecao dos constituintes dos granulos
(130). As proteinas Rab, GTPases de baixo peso molecular, também sao
capazes de modificar a fungao das SNAREs. Plaquetas possuem as Rabs 1,
3b, 4, 6, 8, 11, 27 e 31 e quando ativadas, fosforilam as Rabs 3b, 6¢c e 8
(116). Estudos sugerem que a secrecao de granulos densos é regulada
pela Rab 27b (131).

2.4 Receptores na fisiologia das plaquetas

Os receptores plaquetarios sdo responsaveis por mediar o contato
plaqueta com plaqueta e plaquetas com outras células como, por
exemplo, as células endoteliais. Os receptores plaquetarios sdao essenciais
para a manutencdo da hemostasia, mas também podem estar
relacionados a outras funcdes das plaquetas como a resposta imunoldgica
contra patdgenos. As plaquetas possuem receptores comuns a outras
células, mas também expressam receptores exclusivos ou que estao

presentes em raras células (37).
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As integrinas sdo a principal classe de moléculas de adesdo e
sinalizacdo presentes em varios tipos celulares e sdo formadas por
heterodimeros de subunidades a e B (132). As plaquetas expressam seis
diferentes integrinas, sendo que dessas, a que € expressa exclusivamente
por plaguetas é a integrina allbpB3, ou complexo GPIIb-IIIa (CD41/CD61)
gue é essencial para a agregacao plaquetaria (133, 134). A alIbB3 possui
varios ligantes, dentre eles fibrinogénio, fibronectina, vitronectina,
trombospondina-1 e vVWF (135) e reconhece a sequéncia peptidica Arg-Gli-
Asp (RGD) dos ligantes (136). Peptideos sintéticos contendo sequéncias
RGD podem inibir a agregacao plaquetdria ao prevenir que as integrinas
plaquetarias se liguem aos ligantes naturais, sendo por isso alvo
terapéutico (136). As mudancas conformacionais do dominio extracelular
da allbB3 aumentam a sua afinidade pelos ligantes sollUveis, processo
chamado de sinalizacao de dentro para fora, que ocorre durante a
estimulacdo plaquetaria (137-139), (137, 140). O colageno e o VWF
expostos no endotélio durante injuria vascular sdao importantes iniciadores
da ativacao da allbB3 (141), assim como os agonistas ADP e TXA, e
trombina (142).

A expressao dos receptores do tipo Toll (TLR) em plaquetas é uma
forte evidéncia da participacao destas células na resposta imune (102).
Inicialmente foi demonstrada a expressao de TLR1, TLR2 e TLR3 por
Shiraki e colaboradores (143) e subsequentemente, a expressao de TLR1-
9. Os receptores Toll sdo proteinas transmembranares conservadas
durante a evolugao, primeiramente identificados em Drosophila sp (144),
que possuem uma familia homéloga em mamiferos. Humanos possuem
dez TLR funcionais (TLRs 1-10) (145). Os TLR 1, 2, 4, 5, 6 e 10 sao
expressos na superficie cellular e migram para os fagossomos apds
ativacao. Os TLR 3, 7, 8 e 9 reconhecem sequéncias de acidos nucleicos e
sao confinados a compartimentos endossomais (146). Todos os TLRs
reconhecem motivos conservados comuns, os padroes moleculares
associados a patogenos (PAMPs), em bactérias, virus, fungos e outros
patdgenos. Ligantes para os TLR 1-9 ja foram identificados, com excecao
do TLR10 (147). Os TLR sao expressos em uma ampla variedade de
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células, incluindo células B, alguns tipos de células T, mondcitos, DCs,
macrofagos, certas células endoteliais e muitas outras células do sistema
imune (145).

Dentre as funcionalidades dos TLRs nas plaquetas, tem-se o TLR4
gue é capaz de modular a plaquetopenia na sepse e induzir a produgao de
TNF-a in vivo (148-152). Sabe-se que o fibrinogénio ja foi relatado como
ligante para o TLR4 em macrofagos, induzindo secrecao de quimiocinas
(153) e em mondcitos, induzindo a producdo de IL-8 (154), porém ndo se
sabe se o fibrinogénio é reconhecido pelo TLR4 em plaquetas. Ha
evidéncias da funcionalidade do TLR2 em plaquetas, uma vez que o
tratamento com agonistas de TLR2 induz o processamento de RNA da IL-
1B (155). Essa sinalizagao induz a producao de INF do tipo 1 e de outras
citocinas inflamatérias e entdao uma cascata de eventos de sinalizacdo

ocorre em células préoximas a fonte de IFN (Figura 9).
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Figura 8. Reconhecimento de PAMPs por TLRs e vias de sinalizagdao. Os TLRs
iniciam complexas vias de sinalizagdo intracelular resultando na producdo de varias
citocinas que ditam respostas imunes especificas. Os ligantes tipicos para os TLRs
representados sao mostrados. Figura adaptada de Black e colaboradores, 2010 (156).

As plaquetas também expressam outros receptores do sistema
imune, como FcyRIIA, GPVI e receptor CLEC-2 (157). A ativagao da GPVI,
gue também possui o coldgeno como ligante, e de CLEC-2 induz a
ativacao da GPIIb-IIla e a secrecao de granulos a (158). Plaguetas sao
capazes de reconhecer bactérias como Staphylococcus aureus através da
ligacdo do FcyRIIA plaquetdrio a IgG ligada a bactéria paralelamente a
ligacao de fibrinogénio a GPIIb-IIIa (159).

Os receptores ativados por protease (PAR) acoplados a proteina G

sdo importantes receptores plaquetarios que tem como ligante a
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trombina. A ativacdo por trombina promove alteracdo morfologica de
plaquetas, sintese e secrecao de TXA, (160), mobilizacdo de CD62P e
CD40L para a membrana plasmatica (161, 162) e ativacdo da GPIIb-IIIa
(135). O ADP é outro importante agonista plaquetario, reconhecido pelos
receptores acoplados a proteina G P2Y; e P2Y;, (163). A estimulagdo de
P2Y1, também é essencial para a ativacao da GPIIb-IIIa mediada por ADP,
sendo considerado portanto um alvo para intervencdes terapéuticas nas
desordens trombdticas (164). A sinalizacdo através de receptores
purinérgicos induz funcdes hemostaticas e imunes de plaquetas, assim
como a ativacao por receptores PAR (165).

O TXA; participa da indugao da agregagao, adesao, reconhecimento
de fibrinogénio e outros ligantes pela GPIIb-IIIa e potencializa a ativacdo
plaquetaria por trombina (166). O receptor de TXA, (TP) é um receptor da
familia das prostaglandinas e em plaquetas existe sob duas isoformas, TPa
e TPB, que quando estimuladas, ativam a fosfolipase C, iniciando a
sinalizacao intracelular (167). Outro receptor da familia das
prostaglandinas é o receptor de prostaglandina E, (PGE,). A PGE, em
baixas concentracdes potencializa a ativacao plaquetaria por ADP e
colageno, porém em concentracdes mais elevadas inibe a agregacao
plaquetaria (168).

O receptor que reconhece PAF (PAFR) também é um receptor
acoplado a proteina G é expresso por plaquetas e por leucocitos. O PAF é
um ativador de plaquetas, neutrofilos e mondcitos em respostas
inflamatodrias, e sua sinalizacdo conecta as respostas inflamatdrias e
hemostaticas (169). Ele é um potente indutor da formacao de agregados
plaquetarios e na interacdo neutrofilos e plaquetas e mondcitos (170).

Plaquetas também possuem receptores de quimiocinas como
CXCR4, CCR4, CCR1 e CCR3 (171, 172). O CXCR4 é o receptor de
CXCL12/SDF-1 também encontrado em megacaridcitos, e juntamente com
a TPO, pode participar da megacariocitopoiese, translocando
megacariécitos da medula d6ssea para o nicho vascular (173). Pouco se
sabe sobre o CCR4 em plaquetas, porém ja foi demonstrado que o
bloqueio de CCR4 inibe a agregacdo plaquetaria induzida por outras
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quimiocinas (174). Acredita-se que os receptores de CCL5/RANTES CCR1
e CCR3 podem participar de mecanismos de feedback positivo autdcrino,

ja que o RANTES/CCLS5 é secretado por plaquetas ativadas (172).

2.5 O papel das plaquetas na hemostasia e coagulacao e

alteracao desses mecanismos na dengue

A hemostasia € um processo dinamico no qual mecanismos fisicos
e bioquimicos promovem a coagulacdo sanguinea (parada da perda de
sangue em um vaso danificado) de forma rapida e regulada. Os ativadores
solluveis fisiologicamente importantes incluem TXA,, ADP e trombina
(175). A adesdo e ativacao das plaquetas sdo mediadas através das
interagcbes entre os receptores GPIb-IX-V com o VWF e GPVI com o
colageno subendotelial (176). Alternativamente, quando o endotélio
vascular é danificado sitios de colageno sdo expostos facilitando a adesao
de plaguetas nestes sitios especificos. As plaquetas se aderem a
moléculas nos tecidos subendoteliais no sitio da lesdao, agregando-se e
iniciando a cascata de coagulacao (177).

Os fatores de coagulacdo presentes na circulagdo sanguinea estao
envolvidos em uma sequéncia rigorosamente controlada de reacgdes de
ativacao que resultam na formagao 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 o
novo modelo de coagulacdo sanguinea, a mesma ocorre em trés estagios
que se sobrepdem: fase de iniciagdao, fase de amplificacdo e fase de
propagacao (Figura 9) (178).

A fase de iniciacdao ocorre com a exposicao do fator tecidual na
superficie celular, como por exemplo, em células subendoteliais e
mondcitos ativados. O complexo tenase extrinseco (TF/FVIIa) é produzido,
resultando na formagao de FXa e FIXa, e na geracao de pequenas
guantidades de trombina. Essa fase de iniciacdo é regulada pelo inibidor
da via do fator tecidual (TFPI): o FXa formado no inicio da coagulagao se

liga ao TFPI, levando a inibicao do complexo TF/FVIIa, constituindo um
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feedback negativo. Na fase de amplificacdo, a trombina formada na fase
inicial é essencial para a ativacdo de plaquetas e dos co-fatores das
enzimas FXa e FIXa, respectivamente FV e FVIII, permitindo a
amplificacao da geracao 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 exposicao de fosfolipidios anionicos,
especialmente fosfatidilserina, é essencial para a formacao dos complexos
tenase intrinseco (FIXa/FVIIIa/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 FXIa da
inibicdo por inibidores plasmaticos. O FXIa pode induzir a formagao macica
de trombina através da ativacao mais eficiente de FIX na superficie da

plaqueta ativada (178).
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Figura 9. Modelo de coagulacdao baseado em superficies celulares. As trés fases
da coagulacdao 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 propagacdo ocorre na superficie de plaquetas ja ativadas.
Figura modificada de Hoffman e colaboradores, 2001 (179).

Varios mecanismos reguladores estdao presentes no endotélio

vascular a fim de estabelecer o limiar de ativagdao para a hemostasia. As
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células endoteliais separam fisicamente o sangue do subendotélio, que
possui substancias pro-hemostatica. Além disso, o endotélio sintetiza e
libera prostaglandina I, (prostaciclina) e o6xido nitrico, que sdao
vasodilatadores que reduzem a resposta plaquetdria a estimulos

ativadores da hemostasia primaria (178).
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Figura 10. Papel das plaquetas na hemostasia. As plaquetas se agregam quando ha
dano do endotélio vascular e exposicdo de coldgeno e de proteinas da matriz extracelular
(MEC). As plaquetas ativadas liberam mediadores de ativagdo como TXA, e ADP. Apos
ativacdo, as plaquetas produzem trombina, catalisando a propagacdo da cascata de
coagulacao e eventualmente formando o depdsito de fibrina. Figura adaptada de Semple
e colaboradores, 2012 (113).

Autores ja sugeriram um papel significativo do sistema de cininas
plasmaticas na imunopatogénese da dengue, uma vez que niveis de pré-
calicreina, fator XII e componente C3 do sistema complemento estavam
significativamente reduzidos em pacientes com FHD em comparacao a
pacientes com outras doencgas febris. Interessantemente, os menores
niveis foram observados em pacientes com SCD. Entretanto, as
concentragbes de bradicinina ndo estavam aumentadas e os niveis de
atividade média dos inibidores de calicreina ndao estavam reduzidos em
pacientes infectados pelo DENV (180). Ainda, Funahara e colaboradores
(1983) descreveram que todos os pacientes com FHD apresentam DIC do
tipo agudo, nos quais é possivel observar aumento transitério do tempo
de tromboplastina parcial ativada e do tempo de protrombina, e redugao
da contagem de plaquetas, fibrinogénio, protrombina, fator VIII,
plasminogénio e de atividade da antitrombina III (181, 182). O mesmo
grupo demonstrou mais tarde que o tipo agudo de DIC que ocorre na FHD
esta associada ao aumento da permeabilidade vascular (182). Outro

estudo determinou que o tempo de protrombina (PT) e tempo de
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tromboplastina (PTT), mas nao o percentual do hematdcrito e a contagem
de plaquetas, podem ser indices de propensao a sangramentos em
pacientes com FHD (183).

2.6 O papel das plaquetas na resposta imunoldgica

Ao interagir fisicamente com leucdécitos e células endoteliais, as
plaquetas atuam como sinalizadoras que conectam a inflamagdo a
hemostasia (184-186). Os mediadores e proteinas de adesdo expressas
nas plaquetas ativadas facilitam tanto as interacdes homotipicas entre
plaquetas quanto as interacdes heterotipicas entre plaquetas e células
endoteliais e leucécitos. A CD62P, por exemplo, medeia a adesdao de
plaquetas ao ligante 1 da glicoproteina P-selectina (PSGL-1) expressos em
polimorfonucleares e mondcitos (187, 188). Uma vez que a PSGL-1
também estd presente em linhagens de linfécitos T; plaquetas ativadas
influenciam o padrdao migratério de linfécitos T por meio de mecanismo
dependente de CD62P (189).

O ligante de CD40 (CD40L/CD154) é constitutivamente expresso
em plaquetas (190). Sabe-se que o CD40L plaquetario pode interagir com
o CD40 em células endoteliais, induzindo a expressao de ICAM-1 e VCAM-
1 e secrecao de CCL2, promovendo o recrutamento leucocitario ao sitio
inflamatério (191). Plaquetas ativadas também liberam CD40L soluvel,
gue pode induzir a expressao de CD62E e CD62P em células endoteliais,
bem como a secrecao de IL-6 e TF (192). A maior parte do CD40L soluvel
no plasma humano é gerada de plaquetas ativadas (190). O CD40L
derivado de plaquetas também é capaz de auxiliar a diferenciacdao de
linfocitos B e a mudanca de classe de imunoglobulinas. O CD40L
plaquetario também é capaz de interagir com células T CD8", promovendo
a amplificacdo da resposta de linfocitos T protetora apds infeccao (193).
Em DCs, o CD40L de plaquetas ativadas ou em repouso reduz a producao
de citocinas proé-inflamatorias IL-12p70 e TNF e induzem a produgao de
IL-10 pelas DC (194). Além do CD40L, plaquetas também tém o potencial
de ativar as DCs através da secrecao local de IL-1B (195) e RANTES/CCL5
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(196), os principais reguladores da atividade da DC. Esses estudos
sugerem que o CD40L expresso por plaquetas pode estar envolvido na
regulacao da resposta imune adaptativa.

Mondcitos e polimorfonucleares sao capazes também de aderir as
plaquetas de forma dependente de Mac-1 (CD11b/CD18), através dos
receptores plaquetarios GPIba (197), molécula de adesao juncional C
(JAM-C, JAM-3) (198), CD40L (199), ICAM-2 (200) e proteinas ponte
como o fibrinigénio (201). A expressao de TLRs €& outro indicio da
participacao de plaquetas na imunidade inata.

Os fatores liberados dos granulos a de plaquetas ativadas possuem
atividade antibacteriana e sao capazes de ativar respostas inflamatérias,

contribuindo para a eliminagao do patégeno (127).

2.7 Plaquetas e viroses

A plaguetopenia é uma complicacdo frequentemente observada em
infecgOes virais, evidenciando o fato de que a interacao de plaquetas e
virus € um fendmeno patoldgico importante (202). As primeiras evidéncias
da interagdo entre plaquetas e virus foram relatadas por Danon e
colaboradores (1959), ao observarem plaquetas incorporando particulas
virais de influenza por microscopia eletronica (203). Estudos posteriores
demonstraram que plaquetas endocitam virus em compartimentos
especializados, que entao se fundem aos granulos secretorios, destruindo
microorganismos (204).

A plaguetopenia € uma manifestagdo clinica comum durante a
infeccdo pelo HIV (virus da imunodeficiéncia humana) (205). Alguns
autores ja demonstraram que plaquetas sdo capazes de endocitar
particulas de HIV (202, 204, 206) em vesiculas ou no lumen do SCA. As
particulas virais localizadas em vesiculas endociticas se apresentaram
intactas, com envelope, porém as particulas do SCA se encontraram
fracamente delimitadas e irregulares, indicando destruicao pelo conteldo
dos granulos secretérios (Figura 12) (202). Essa interacdo com o virus

pode contribuir para a plaquetopenia em pacientes HIV*, pois plaquetas
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ativadas aumentam a expressao de CD62P e, ao interagir com macroéfagos

através da P-selectina sao fagocitadas, auxiliando na resposta a infeccao.

Figura 11. Microscopia eletronica de plaquetas incubadas com HIV. Imagens
caracteristicas de particulas virais intactas em vesiculas endociticas (vi) em (A) e no SCA
em (B). Adaptado de Flaujac e colaboradores, 2010 (202).

Integrinas e receptores FcyRII podem estar envolvidos na interagao
de plaquetas com virus (202). Alguns exemplos incluem rotavirus, que
podem interagir com plaquetas através da integrina alIl (207);
adenovirus possuem a sequéncia RGD que é reconhecida pela integrina
alIbB3 de plaquetas, e apds internalizagdao, induz ativacdo e agregacgao
plaquetaria (208); virus Epstein Barr sao capazes de se ligar ao receptor
de complemento CR2 em plaquetas e induzir a secrecao de TGF-B (209) e
finalmente, virus da hepatite C é capaz de interagir com plaquetas através
da GPVI, um mecanismo que pode estar relacionado ao transporte de
particulas virais para o figado (210). O HIV também interage com
plaquetas através de DC-SIGN e de CLEC-2 (211), que sao importantes
para a internalizacao das particulas virais.

A interacao entre plaquetas e virus é um importante mecanismo de
ativacdo de resposta inflamatodria. Plaquetas que se aderem as células de
HUVEC infectadas in vitro com DENV-2 sdao estimuladas a aumentar a
expressdao de CD62P, promovendo a ativacdo e agregacdo plaquetaria
(212). A infeccdo por adenovirus induz a ativacdo plaquetaria,
aumentando a expressao de CD62P e VvWF, a agregacao plaquetas-

leucdcitos e promove trombocitopenia em modelo animal (213).
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2.7.1 Na dengue

Uma descricao da cinética da contagem de plaquetas na FD e FHD
revela uma reducao branda ou moderada significativa do terceiro ao
sétimo dia de doenca e atinge niveis normais no oitavo ou nono dia (2,
214). A contagem de plaquetas pode ser um indicador de mortalidade,
uma vez que a mortalidade é seis vezes maior em pacientes com
contagem de plaquetas < 50.000/uL em comparagdao a pacientes que
apresentam contagem de plaquetas > 50.000/pL (183).

A plaquetopenia é uma das manifestacdes clinicas chave em
pacientes infectados pelo dengue e pode ser induzida direta ou
indiretamente pelo virus. Estudos anteriores demonstram que durante a
fase aguda da doenca, a medula dssea apresentam hipocelularidade e
reducdo da maturacao de megacariécitos (2, 215).

Os mecanismos precisos de supressao da medula 6ssea induzida
pelo DENV durante a fase aguda ainda nao foram completamente
elucidados. Esta supressao pode ocorrer diretamente, devido a infeccdo
dos progenitores hematopoiéticos, como recentemente demonstrado in
vivo (41) ou por alteracdes das células estromais, alterando o perfil de
citocinas na medula (216). Outro mecanismo importante sao as alteragoes
na regulacdo da medula 6ssea (217). Nesse contexto, a TPO regula a
megacariocitopoiese a producao de plaquetas especificamente através da
ativacdo do c-MPL (do inglés, Myeloproliferative leukemia virus oncogene),
o receptor de TPO (218, 219). Pelo fato da TPO estar elevada quando a
producdo de plaquetas esta reduzida, os niveis séricos de TPO podem ser
um indicador de megacariocitopoiese na doenca (220). De fato,
Matondang e colaboradores (2004) observaram que os niveis de TPO
estavam significativamente elevados em pacientes adultos infectados pelo
DENV nos quais os niveis de plaquetas estavam bastante reduzidos,
portanto inversamente correlacionados a contagem plaquetaria (221).
Como ja mencionado, a deteccao de quantidade expressiva de RNA do
virus DENV em megacariocitos e de particulas virais em plaquetas (Figura

13) de primatas ndao humanos infectados pelo DENV-2 por Noisakran e
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colaboradores (2012), sugere que a infeccdo da medula d6ssea pode ser

um fator que contribui para a plaquetopenia (41).

Figura 12. Particulas DENV-like em plaquetas. As plaquetas foram isoladas de
macacos rhesus infectados pelo DENV-2 e avaliadas por microscopia eletrénica. Em (A -
D) as setas vermelhas indicam particulas DENV-like no interior da plaqueta. (E)
Particulas virais brotam de plaquetas, deixando uma substédncia na superficie da célula.
(F - G) Microscopia eletronica com marcagao imune de particulas virais em vesicula (seta
azul) e no citoplasma (seta branca). Figura retirada de Noisakran e colaboradores (2012)
(41).

A plaquetopenia pode ser devida ainda: 1) ao consumo de
plaquetas durante o processo de coagulopatia; 2) a ativacdo do sistema
complemento (212); 3) ao aumento do sequestro periférico (214, 222).
Durante a infeccao, a destruicao de plaguetas pode ser induzida por
diferentes mecanismos. Lin e colaboradores (2011) propuseram que 0
mimetismo molecular entre plaquetas, células endoteliais e moléculas
envolvidas na coagulagao com as proteinas virais NS1, prM e E poderiam
explicar a reagcao cruzada de anticorpos anti-NS1, anti-prM e anti-E que se
ligam a proteinas do hospedeiro, incluindo plaquetas, facilitando a sua
remocao (223). A hipotese de destruicdo plaquetdria por mecanismo
autoimune também é apoiada pelas observacdoes de que pacientes com

dengue grave apresentam mais anticorpos IgM anti-plaquetas que
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pacientes brandos e que, na presenca de complemento, o soro de
pacientes provocava a lise plaquetaria (224); niveis de imunoglobulinas
associadas a plaquetas (PAIgG e PAIgM) estdo aumentados em pacientes
com FHD e inversamente correlacionados a contagem de plaquetas (36),
bem como aumento da fagocitose de plaquetas por macréfagos em
pacientes com niveis de PAIgG elevados (225); imunoglobulinas anti-NS1
de pacientes com FD e FHD sdo capazes de opsozinar plaguetas e
aumentar a fagocitose por macréfagos in vitro, além de induzir a ativacdo
plaguetaria e a plaquetopenia em camundongos (226).

Observou-se em modelos de infeccdo que mondcitos fagocitam
plaquetas que contem antigeno viral E (227). Além disso, foi demonstrado
que a interacdo in vitro com o DENV estimula a ativacdo plaquetaria,
aumentando a expressao de CD62P, ligacao de fibrinogénio, alteracdes
morfologicas (38). Além da deteccdo de particulas virais em plaquetas de
pacientes (Figura 14) como ja mencionado anteriormente e também de
RNA viral isolado de plaquetas de pacientes com infeccdo secundaria (40),
Noisakran e colaboradores demonstraram que um baixo nivel de producao
viral ocorre em plaquetas infectadas pelo DENV com um pico em 18 horas
apods a infeccdo, sugerindo assim que o virus é capaz de se replicar em

plaquetas (228).
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Figura 13. Particulas DENV-like em plaquetas isoladas de paciente DENV®.
Microscopia eletronica 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 adaptada de Noisakran e
colaboradores, 2010 (228).

Algumas citocinas e mediadores inflamatérios que estimulam a
agregacao plaquetaria tem sua producdao aumentada durante a infeccao
pelo DENV e estdo correlacionadas a plaquetopenia, como o PAF (229),
vWF, TF, PAI-1 (230), IL-1B e TNF-a (94).

O conhecimento sobre o envolvimento das plaquetas tanto na
manutencao da hemostasia como na mediacdo da resposta imunoldgica
vem crescendo. Na dengue, as plaquetas constituem uma das populacoes
celulares mais afetadas por mecanismos diretos ou indiretos da infecgao.
Desta forma, estudos que possam contribuir na compreensao da
plaquetopenia, assim como nas alteragdes funcionais das plaquetas na
dengue sdo de extrema importancia para o entendimento da patogenia e
no avanco de esquemas terapéuticos durante a infeccao humana pelo

dengue.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar alteragcdes nas plaquetas durante infeccao humana e ex vivo
pelo DENV, observando sua morfologia, perfil de ativacao e expressao de
receptores do tipo Toll, interacdo com o virus e relacdo com proteinas

plasmaticas associadas a sua funcionalidade.

3.2 Objetivos especificos

. Avaliar a expressdao de marcadores de ativacdao (CD62P e
Fibrinogénio) e receptores da imunidade inata (TLR2 e TLR4) em
plaquetas de doadores saudaveis apds estimulagdao com trombina ou
DENV-2.

o Avaliar o impacto da interacao do DENV-2 com plaquetas de
doadores saudaveis, observando o perfil morfolégico e detecgao do virus.
. Avaliar a expressao de marcadores de ativagao (CD62P e CD40L) e
receptores da imunidade inata (TLR2 e TLR4) em plaquetas de pacientes
infectados pelo DENV.

o Avaliar o perfil morfoldgico e detecgao do virus em plaquetas de
pacientes infectados pelo DENV na fase aguda da infecgao.

. Quantificar moléculas associadas a ativacdo plaquetaria (CD62P,
NO, TXB;, e TFPI) e quimiocinas (CCL5/RANTES e CCL2/MCP-1) no plasma

de pacientes infectados pelo DENV.
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4. Materiais e métodos

4.1 Obtencao de plaquetas do sangue periférico de doadores

saudaveis

Para obtencdo de plaquetas de doadores saudaveis, cerca de 30 mL
de sangue foram coletados a vacuo em tubo contendo anticoagulante ACD
(citrato de sodio 22 g/L, acido citrico 8 g/L e dextrose 24,5 g/L) (BD
Vacutainer®, catalogo # 364606). O plasma rico em plaquetas (PRP) foi
obtido centrifugando-se o tubo de sangue a 150g por 15 minutos, sem
freio, a temperatura ambiente. O PRP foi entdo coletado e lavado duas
vezes com solucdo de EDTA 0,4% em PBS estéril sequido de centrifugacao
a 1000g por 10 minutos a temperatura ambiente. Volume de 10 uL de
Prostaglandina E; (Cayman, catalogo # 13010.1) a 300 uM foi adicionado
em 10 mL de suspensao de plaquetas em todas as etapas de
centrifugacdo a fim de inibir a ativacao plaquetaria.

A contagem de plaquetas foi realizada através de método direto em
camara de Neubauer, no qual 10 pL da suspensdao de plaquetas foram
diluidos em 190 uL de liquido de Rees & Ecker (3,8 g de citrato de sddio,
0,2 mL de solucao de formol a 0,38% e 0,1 g de azul de cresil brilhante
em quantidade suficiente para 120 mL de agua destilada). Na camara de
Neubauer, 10 uL da suspensdo de plaquetas diluidas no liquido de Rees &
Ecker foram adicionados a camara e colocados em repouso por até 10
minutos antes de proceder a contagem ao microscopio éptico. A contagem
das plaquetas foi realizada a partir da soma dos cinco quadrantes do
reticulo central da cdmara de Neubauer em aumento de 400x (as
plaquetas apresentam-se coradas em azul e refringente) e o resultado foi

multiplicado por 10.000, obtendo-se o nimero de plaquetas/mm?.
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4.2 Isolamento de plaquetas em barreira de iodixanol -
Optiprep a partir do sangue periférico de pacientes suspeitos de

infeccao pelo DENV

As amostras de sangue de pacientes com suspeita de dengue foram
coletadas entre o 19 e 7° dia apds o aparecimento dos primeiros sintomas
(dias de doencga), por pungao venosa, a vacuo, em tubo de capacidade de
4 mL, contendo anticoagulante KEDTA (BD Vacutainer®, catdlogo #
367862). O processo de isolamento comeca pela adicdo de sangue venoso
sobre volume do gradiente de densidade OptiPrep™ (Axis-Shield) na
proporcdo 1:1. A diluicdo do OptiPrep™ em solugdo diluente (0,85% NaCl,
20 mM Hepes-NaOH, 1 mM EDTA, pH 7,4) permite obtencao de solugao
com barreira de densidade p=1,063g/mL, recomendada para o isolamento
de uma fracao altamente purificada de plaquetas a partir de sangue total.
O anel de plaquetas foi visualizado apds centrifugacao a 350g por 15
minutos a 20°C sem freio, e a camada de plasma foi coletada, aliquotada
e armazenada a -70°C. O anel de plaquetas foi recuperado, lavado uma
vez em PBS e em seguida, ressuspenso em 10 mL de PBS contendo 0,3
uM PGE; seguido de nova centrifugacdo a 1000g por 10 minutos a
temperatura ambiente. Esse processo foi realizado em até 4 horas apos
coleta do sangue dos pacientes e as plaquetas isoladas foram submetidas
imediatamente as diferentes combinacdes de anticorpos para marcacao

extracelular por citometria de fluxo.

4.3 Preparacao de estoque viral e titulagao viral

O virus DENV sorotipo 2, linhagem 16681 foi provido pelo Dr. SB
Halstead (Naval Medical Research Center, USA). Para a preparagao do
estoque viral, células da linhagem C6/36 de Aedes albopictus foram
cultivadas em monocamada celular em meio essencial de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM), tamponado com bicarbonato de sodio e
suplementado com glutamina 200 mM, solucdo de aminoacidos nao
essenciais 1%, triptose fostato 0,5%, penicilina 100 U/mL, streptomicina

10 mg/mL e 10% de soro fetal bovino (SFB). Antes da infeccao, o meio
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das células da linhagem C6/36 foi descartado e foram adicionados 500 pL
de DENV-2 em 2,5 mL de meio DMEM com 2% de SFB nas garrafas de
cultura. Como controle negativo, culturas nao foram infectadas, mas
foram cultivadas nas mesmas condicdes das infectadas (mock). Apds 90
minutos de incubacdao a 28°C e 5% CO,, o sobrenadante de todas as
culturas foi descartado e adicionado 25 mL de DMEM com SFB 2%. Ao
final do 10° dia de infeccao em estufa a 28°C e 5% CO,, o sobrenadante
foi coletado e centrifugado a 1000g por 10 minutos, a 4°C.

A partir desse momento, iniciou-se o processo de ultracentifugacao
do virus. Os sobrenadantes das culturas infectadas e das ndo infectadas
(mock) foram coletados e a cada um foi adicionado 10% SFB. Os
sobrenadantes foram colocados em tubos de ultracentrifuga com
capacidade para até 60 mL e ultracentrifugados a 100.000g por 60
minutos a 4°C com baixa aceleracdo e sem freio. Ao final, os
sobrenadantes foram descartados e o pellet mantido a 4°C em gelo até
ser ressuspendido em 1,5 mL de meio RPMI 1640 sem SFB. Foi feito um
pool dos sobrenadantes concentrados, que entao foram filtrados em
membrana de 0,22 um (Millipore), pré-tratada com 1 mL de meio RPMI
1640 com SFB 10%. Foi adicionado SFB 10% aos sobrenadantes filtrados,
que em seguida foram aliquotados e armazenados a -70°C.

O virus ultracentrifugado foi titulado em microplacas de titulagao.
Células C6/36 foram infectadas com diluicdes seriadas do virus (500 nL/
poco) e mantidas a 28°C por 9 dias, quando, apds descarte de parte do
sobrenadante, foram ressuspendidas, transferidas para |édminas de
microscopia o6tica e deixadas na bancada até secagem. As laminas foram
fixadas com acetona por 20 minutos a -20°C e entdao submetidas a
marcagao indireta por imunoflurescéncia, como previamente descrito
(231). O titulo da massa viral foi calculado como dose infectante em
cultura de tecido 50% (TCIDso/mL) pelo método de Reed-Muench (232). O
titulo obtido do estoque viral produzido foi de 3 x 10%° TCIDs¢/mL.
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4.4 Ativacao das plaquetas com trombina e interacao com o
DENV-2 in vitro

A suspensdo de plaguetas obtida de doadores saudaveis foi dividida
em trés condicbes de cultura: (1) plaquetas sem estimulo, (2) plaquetas
estimuladas com trombina e (3) plaquetas cultivadas com o DENV-2. Para
os experimentos de ativacao das plaguetas com trombina, 50 uL de
trombina (Sigma, catalogo # T4393) a 100 U/mL foram colocados em 10
mL da suspensao de plaquetas, mantidas em tubos tipo Falcon de 50 mL
nao aderentes. Os tubos das condicdes (1) e (2) foram colocados em
estufa por 15 minutos a 28°C e 5% CO,. Ao final da incubacdo, os tubos
foram centrifugados por 10 minutos a 1000g e depois as plaquetas foram
lavadas com 10 mL de meio RPMI 1640, seguido de outra centrifugacao
por 10 minutos a 1000g, estando assim preparadas para a realizagao da
técnica de citometria de fluxo.

Diferentes protocolos de interacao do DENV-2 ultracentrifugado com
as plaquetas de doadores foram testados a fim de estabelecermos a
melhor condicdo. Inicialmente, realizamos um protocolo ja descrito na
literatura com modificagdes (39), em que 10° plaquetas/mL isoladas de
doadores sadios foram deixadas em cultura na presenca do DENV-2 ultra
(diluicdo 1:10, 1:100 ou 1:1000) por 2 horas a 28°C. Apos esta etapa de
adsorgao, as plaquetas foram lavadas duas vezes com meio RPMI 1640,
centrifugadas por 10 minutos a 1000g para retirada do excesso de virus e
colocadas em cultura. Ao final de 24 horas, as plaquetas foram lavadas
novamente duas vezes com meio RPMI 1640 e centrifugadas por 10
minutos a 1000g e em seguida, submetidas a marcacdo intracelular
utilizando-se os anticorpos anti-glicoproteina ndo-estrutural viral NS1 ou
anti-Dengue Complex por citometria de fluxo. O mock foi utilizado como
controle negativo da infecgao.

Em um segundo protocolo de interacao plaquetas versus DENV-2,
10° plaquetas/mL foram colocadas em cultura com mock ou DENV-2 ultra,
ambos diluidos 1:1000, em tubo tipo Falcon de 50 mL, seguido por 3

horas de incubacdo a 28°C em estufa de 5% CO,, com homogeneizacoes
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a cada 20-30 minutos. Apds esse periodo, as plaquetas em cultura foram
lavadas duas vezes em meio RPMI 1640 com centrifugacdes de 1000g por
10 minutos seguido pelas marcagdes para citometria de fluxo e/ou

microscopia eletrdnica.

4.5 Deteccao de antigeno viral, marcadores de ativacao e
receptores do tipo Toll em plaquetas de doadores e pacientes por

citometria de fluxo

Para deteccdao do antigeno viral intracelular, plaguetas de doadores
que interagiram com o DENV-2 in vitro ou plaquetas de pacientes ex vivo
foram fixadas em paraformaldeido 2% por 20 minutos a 4°C. A suspensao
de plaquetas fixadas foi lavada em solugao de permeabilizacao (BSA 1%,
NaNs 0,1% , saponina 0,15% em PBS pH 7,4) com centrifugacao a 1000g
por 10 minutos a 4°C e distribuida em volumes iguais de 100 uL por poco
em placa de 96 pogos. Ao pellet de plaquetas, 200 uL da solugcao de
permeabilizagdo foram adicionados com incubagdao por 10 minutos a 4°C.
Apds incubacdo e centrifugacdo, no pellet de plagquetas foram adicionados
100 puL de solucao de bloqueio (BSA 1%, NaNs3 0,1% e plasma humano
inativado 5% em PBS pH 7,4) com incubacdao de 30 minutos a 4°C. As
plaguetas foram novamente lavadas em 100 puL de solugao de
permeabilizacao e ao pellet de plaquetas foram adicionados 20 uL do
anticorpo primario (anti-NS1 ou anti-Dengue Virus Complex) diluido
(Tabela 2) em solugao de permeabilizagao com incubacao de 60 minutos a
40C. Ao final da incubacao, foi realizada lavagem com 150 uL de solugao
de permeabilizacao e ao pellet das plaquetas marcadas, foram adicionados
20 puL do anticorpo secundario (anti-mouse IgG-Alexa488) diluido em
solucdo de permeabilizacdo por 30 minutos a 4°C. Mais uma lavagem foi
realizada em solugao de permeabilizagcao seguida por outra fixacao com
paraformaldeido 2% por 30 minutos a temperatura ambiente. As
plaquetas foram entdo lavadas em PBS, suspensas e mantidas em 300 pL
de PBS até aquisicdo imediata no citdmetro Accuri™ C6 (BD Biosciences).

As anadlises foram feitas no programa FlowJo versdo 7.6.5.
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As avaliacOes da expressao de marcadores de ativagao e receptores
do tipo Toll foram realizadas nas plaquetas de doadores que interagiram
com o DENV-2 ou foram estimuladas com trombina in vitro e nas
plaguetas de pacientes ex vivo. Inicialmente, as suspensodes de plaquetas
foram lavadas em solucdgo de EDTA 0,4% em PBS estéril com
centrifugacdo a 1000g por 10 minutos a temperatura ambiente. Ao pellet
de plaquetas foi adicionada solugdo de bloqueio seguido de incubagao por
30 minutos a 4°C. Apds a incubacdo, 100 pL da suspensdo de plaquetas
foram distribuidas em placa de 96 pocos seguida por centrifugacao a
1000g por 10 minutos a 4°C. Sobre o pellet foram adicionados 20 uL dos
anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos, combinados e diluidos
(Tabela 2) em solugao de lavagem (BSA 1%, NaN3 0,1% em PBS pH 7,4),
seguido de incubacdao por 30 minutos a 4°C. Apdés a incubacao, as
plaquetas foram lavadas e por fim fixadas com 150 uL de solugao de
paraformaldeido a 1% durante 20 minutos a temperatura ambiente. As
plaguetas foram entao lavadas, suspensas e mantidas em 300 uL de PBS
até aquisicdo em no maximo 18 horas no citdmetro Accuri’™ C6 (BD

Biosciences). As analises foram feitas no programa FlowJ]o versao 7.6.5.
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Tabela 2. Anticorpos monoclonais, anticorpos secundarios e
moléculas conjugadas utilizados

Especificidade Diluicao Clone Isotipo Fabricante Catalogo
Anti-NS1 1:100 DN3 IgGy,k Abcam ab41616
Anti-Dengue ) D3-2H2- .

Virus Complex 1:100 9-21 19Ga, Chemicon MAB8705

Anti-mouse IgG-

Alexa-488 1:400 = = Invitrogen A11001
Mouse IgG2. 1:50 GC270  1gG,»  Chemicon  MABCO04
negative control
. ] MBC- Southern
Anti-CD31-FITC 1:25 78.2 IgG; Biotech 9381-02
Anti-CD41-PECy5 1:25 HIP8 IgGy,k Biolegend 303707
Anti-CD62P-APC 1:25 AK4 IgGy,k Biolegend 304910
Anti-CD40L-PE 1:10 24-31 19G, Southern 455109
Biotech
Anti-TLR2-PE 1:10 TL2.1 IgG,,,k  eBioscience 12-9922-41
Anti-TLR4-FITC 1:10 3C3 IgG; Acris GmbH AM26_h83FC
1gG,-FITC 1:10 15H6  IgGy k  —cuthem 0102-02
961 ' 951, Biotech
Fibrinogénio- _ ) ) Molecular )
Alexa Fluor 546 1:50 Probes F-13192
. R&D
I1gG;-PE 1:10 11711 IgG; Systems IC002P
I1gG;-PECy5 1:25 - IgG; Dako X0955
IgGik-Alexa . ) BD
Fluor 647 U2 MOPC-21  IgGykK Biosciences 557783
_ BD
I1gG,.k-PE 1:10 R35-95  1gGaak i o oo 554689
_ G155- BD
IgG,,k-FITC 1:10 178 I1gGo,, k Biosciences 556652
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4.6 Microscopia eletronica de transmissdao para avaliacao
morfologica e deteccao de particulas virais em plaquetas de

doadores e pacientes

Andlise inicial foi feita com plaguetas de doadores expostas ao
DENV-2 ultra, como descrito anteriormente. Cerca de 10° plaquetas em 1
mL de meio RPMI 1640 foram enviadas ao Laboratoério de Morfologia e
Morfogénese Viral (IOC/FIOCRUZ), para serem processadas e submetidas
a analise por microscopia eletronica de transmissdo. Primeiramente, as
amostras de plaquetas acondicionadas em tubos de microcentrifuga foram
fixadas em glutaraldeido 1% em tampao cacodilato de sédio 0,2 M, pH
7,2. Apos a fixacao, as amostras foram lavadas em tampdo cacodilato de
sddio 0,2M em sacarose 7% por 5 minutos, pos-fixadas em tetroxido de
osmio 1% por 30 minutos, lavadas em tampao cacodilato de sédio 0,2 M
em sacarose 7% e novamente lavadas por duas vezes em agua destilada.
Em seguida, na fase de desidratacao, as amostras foram submetidas a
concentragoes crescentes de acetona. Nas concentracdes de 15%, 30% e
50%, as amostras foram desidratadas por 10 minutos, em acetona 70%
com acetato de uranila 1% por 30 minutos, em acetona 90% por 5
minutos e finalmente duas lavagens em acetona 100% em sulfato de
cobre por 10 minutos. Apds cada etapa da lavagem e desidratacao, as
amostras foram centrifugadas a 800 rpm objetivando propiciar a
visualizacdo de precipitado de células. Ja desidratadas, iniciou-se o
processo de infiltracao, que consta de uma impregnacao gradativa com
resina epdxi (Epon, Science Electron Microscopy) em duas diluigdes
diferentes em acetona (relagdo de 1:3 e 3:1, resina e acetona,
respectivamente), onde permaneceram por uma noite. Na manha
seguinte, a resina diluida foi substituida pela resina pura, onde foram
mantidas por 4 horas. Posteriormente, a resina foi novamente trocada e
as amostras colocadas em estufa a 60°C por trés dias para polimerizar.
Apds a polimerizagao, os blocos contendo as amostras foram retirados dos
tubos e desbastados, objetivando eliminar o excesso de resina localizado

proximo as amostras, facilitando assim a realizacdo das seccdoes em
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ultramicrétomo. O bloco preparado foi adaptado ao ultramicrétomo
(Reichert-Jung Ultracut E), onde foram realizadas secgdoes semifinas (0,5
um de espessura) e ultrafinas (50 a 70 nm de espessura) com auxilio de
uma navalha de diamante (Diatome). As secgdes semifinas foram
coletadas, colocadas em laminas de vidro, coradas com solucdao de azul de
metileno e azur II (233) e analisadas em microscépio fotOnico Zeiss-
Axiophot. As seccles ultrafinas, por sua vez, foram coletadas em grades
de cobre de 300 malhas, contrastados pela técnica de contrastacao
positiva com acetato de uranila 2% em etanol 50% e citrato de chumbo
(234) e analisadas em microscépio eletronico de transmissdo Zeiss EM-
900.

4.7 Estudo populacional dos pacientes

Foram coletadas 45 amostras de pacientes com suspeita de infecgao
pelo virus dengue entre fevereiro e abril de 2011. Os pacientes foram
atendidos na emergéncia do Hospital Rio Laranjeiras, Rio de Janeiro, em
colaboragdo com o Dr. Paulo Vieira Damasco. Pacientes e controles
saudaveis foram incluidos no estudo apds lerem e assinarem o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Todos os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica e Pesquisa da Fiocruz, Ministério da
Saude, sob o nimero 061/2008. Amostras de 15 doadores saudaveis, que
ndo apresentaram episddios febris nos Ultimos 3 meses antes da coleta ou

histérico de outras doencas, foram utilizadas como controles.

4.8 Diagnéstico clinico e laboratorial dos casos de dengue

A infeccdo pelo DENV foi confirmada através da pesquisa qualitativa
de anticorpos IgM anti-DENV por ELISA de captura (PANBIO, Columbia,
USA), pela deteccdo do antigeno viral NS1 por ELISA (Platelia™ Dengue
NS1 Ag Kit - Bio-Rad Laboratories), pelo isolamento viral em células
C6/36 de Aedes albopictus por imunofluorescéncia ou pela deteccdo do

RNA viral por RT-PCR. O diagndstico laboratorial foi realizado pela equipe
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do Laboratdrio de Flavivirus (IOC/FIOCRUZ), chefiado pela Dra. Rita Maria
Ribeiro Nogueira.

Os parédmetros laboratoriais como a contagem de plaquetas,
percentual do hematdcrito, contagem de leucécitos, mondécitos e linfocitos
totais foram realizados pelo laboratério do Hospital Rio Laranjeiras no
momento da consulta dos pacientes com suspeita de dengue. Esses
parametros nao foram avaliados nos controles saudaveis.

O desenho experimental e fluxograma sao apresentados na Figura
14.

Pacientes DENV* da epidemia Isolamento de plaquetas e avaliagao
de 2011 (RJ) de marcadores de ativagao
25 casos confirmados (56%) plaguetaria ex vivo

Pacientes DENV* da epidemia de Dosagem de moléculas plasmaticas
2010 (RJ e MS) relacionadas a ativacdo e
66 casos confirmados (62%) funcionalidade plaquetaria

Figura 14. Desenho experimental e fluxograma dos experimentos realizados
com amostras de pacientes com infecgao aguda pelo virus Dengue.

4.9 Quantificacdo das moléculas plasmaticas CCL5/RANTES,
CCL2/MCP-1, TXB,, NO,, CD62P soliivel e TFPI por ELISA

As dosagens da P-selectina soluvel (sCD62P), Nitrito/ nitrato (NOy),
Tromboxano B, (TXB;), e Inibidor da Via do Fator Tecidual (TFPI) foram
feitas a partir de amostras de plasma de pacientes com diagndstico
clinico-laboratorial de dengue das epidemias de 2011 e de 2010 e
controles saudaveis.

No ensaio de quantificacdo de sCD62P, na placa ja sensibilizada
fornecida pelo fabricante, 100 uL de plasma de pacientes e controles
diluidos 20 vezes em solucao diluente fornecida pelo kit foram adicionados
nos seus respectivos pocos. A curva padrdo foi constituida por 5 frascos
contendo cada uma das concentracdes ja conhecidas (45,94 - 0,82
ng/mL) também fornecidos pelo kit. Em seguida, 100 pL de anticorpo

policlonal especifico para o sCD62P conjugado a HRP foram adicionados
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em todos os pocos com incubacdo por 1 hora a temperatura ambiente. A
placa foi entdo lavada trés vezes com tampdo de lavagem e 100 pL de
substrato tetrametilbenzedina (TMB) foram adicionadas aos pogos.
Seguiu-se incubacao por 15 minutos a temperatura ambiente. A reacao foi
finalizada pela adicao de 100 pL da solucdo stop (solugdo acida fornecida
pelo fabricante) e leitura das densidades &pticas no espectrofotometro
Expert Plus® a 450nm.

A concentracao de NOy nas amostras foi determinada com base na
conversdo enzimatica de nitrato a nitrito pela nitrato redutase. O nitrito
convertido e o nitrito endégeno da amostra sao entao dosados utilizando-
se a reacao de Griess. Na reacao de Griess, o nitrito reage com a
sulfanilamida em meio acido (Reagente de Griess I). O diazo composto
formado reage com o cloridrato de N-(1-naftil) etilenodiamina (Reagente
de Griess II), gerando um composto que absorve luz entre 540-570 nm.
Para a dosagem de NOy, as amostras de plasma de pacientes e controles
foram previamente desproteinizadas. Para a desproteinizacao, 100 uL de
plasma foram diluidos 1:2 em solugdo de ZnSO4 a 15 g/L seguido de
centrifugacdo a 10.000g, por 5 minutos a temperatura ambiente. Os
sobrenadantes foram coletados e 50 uL dos mesmos foram adicionados
ao0s pocos da placa de 96, juntamente com as diluigdes da curva padrao. A
curva padrao foi feita a partir de diluicdes seriadas de um padrao também
fornecido pelo kit. Em seguida, 50 uL do diluente fornecido pelo kit foram
adicionados a todos os pocos, além de 25 uL de NADH e depois 25 L de
nitrato redutase reconstituida em glicerol no momento do ensaio. Apds
incubacdo por 30 minutos a 37°C, foram adicionados 50 uL do Reagente
de Griess I e 50 uL do Reagente de Griess II seguido de incubacao por 10
minutos a temperatura ambiente. As densidades Odpticas foram medidas
pelo espectrofotdmetro Expert Plus® a 540 nm e correspondem a medida
do nitrito enddégeno da amostra mais o nitrato, que foi convertido a nitrito.

Para a dosagem de TXB;, 100 uL das amostras previamente diluidas
duas vezes em diluente fornecido pelo kit foram adicionadas aos pogos da
placa de 96 sensibilizadas. A curva padrao foi feita a partir de diluicbes
seriadas de um padrao também fornecido pelo kit. Em seguida, 50 uL da
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solucdao de anticorpo primario monoclonal especifico para o TXB, foram
adicionados a todos os pogos e incubados por 2 horas a temperatura
ambiente em agitador horizontal orbital (0,12" orbit) a 500 rpm = 50 rpm.
Apds periodo de incubacdao, 50 pL de TXB; conjugado a HRP foram
adicionados em todos os pocos por 1 hora a temperatura ambiente. A
placa foi entdo lavada trés vezes com tampdo de lavagem e 100 pL de
substrato tetrametilbenzedina (TMB) foram adicionados aos pogos.
Seguiu-se incubacao por 15 minutos a temperatura ambiente. A reacdo foi
finalizada pela adicdo de 100 pL da solucdo stop (acido sulfirico 2 N) e
leitura das densidades Opticas no espectrofotometro Expert Plus® a 450
nm. A intensidade da cor determinada é inversamente proporcional a
concentragcao de TXB, na amostra.

Para a dosagem de TFPI, as amostras de plasma de pacientes e
controles foram diluidas previamente cem vezes em diluente fornecido
pelo kit. Cinquenta puL do diluente foram adicionados a todos os 96 pogos
da placa ja sensibilizada, seguido da adicdo de 50 uL das amostras de
pacientes e curva padrao. A curva padrao foi feita a partir de diluicdes
seriadas de um padrao também fornecido pelo kit. Seguiu-se incubacdo
por 2 horas a temperatura ambiente em agitador e ao final da incubacgao,
os pogos foram lavados com tampao de lavagem. Em seguida, 200 puL de
anticorpo policlonal especifico para TFPI conjugado a HRP foram
adicionados em todos os pogos com incubacdo por 1 hora a temperatura
ambiente em agitador. A placa foi entdo lavada trés vezes com tampao de
lavagem e 100 uL de substrato tetrametilbenzedina (TMB) foram
adicionados aos pogos. Seguiu-se incubacdo por 15 minutos a
temperatura ambiente. A reacao foi finalizada pela adicao de 50 uL da
solugdo stop (acido sulfurico 2 N) e leitura das densidades opticas no
espectrofotometro Expert Plus® a 450 nm.

Por fim, para a quantificagdo das quimiocinas CCL5/RANTES e
CCL2/MCP-1, 100 pL do anticorpo de captura a concentragao de 0,5 png/mL
para o CCL5/RANTES e 0,5 pg/mL para o CCL2/MCP-1 diluidos em PBS pH
7,2 foram adicionados aos pocos de uma placa de 96 pocos (Falcon BD) e
incubados por 18 horas a temperatura ambiente. Ao final da incubacao,
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foram feitas quatro lavagens com solugao de lavagem (Tween-20 0,05%
em PBS pH 7,2) e entao adicionados 200 uL de solucao de bloqueio (BSA
5% em PBS pH 7,2) por poco. Apds 2 horas de incubacdo a temperatura
ambiente, foram realizadas quatro lavagens com solucao de lavagem.
Curvas padroes foram preparadas através de diluicdes seriadas do
respectivo padrao fornecido pelo fabricante (Tabela 3). As amostras de
plasma dos pacientes e controles foram diluidas dez vezes para a
dosagem de CCL2/MCP-1 e cem vezes para a dosagem de CCL5/RANTES
em solucdo diluente (Tween-20 0,05%, BSA 0,1% em PBS pH 7,2). Foram
adicionados 100 pL das amostras de plasma e das diluicdbes da curva
padrao aos pogos da placa, que foi incubada por 2 horas a temperatura
ambiente. Ao final da incubacao, a placa foi lavada quatro vezes com
solucao de lavagem e entao, adicionados 100 uL do anticorpo de deteccao
na concentragao de 0,25 ug/mL para o CCL5/RANTES e 0,5 ug/mL para o
CCL2/MCP-1. Apos 2 horas de incubagdo a temperatura ambiente, foram
feitas quatro lavagens com solugao de lavagem e em seguida, adicionados
100 pL do conjugado Avidina-HRP por poco, diluido 1:2000 em solugao
diluente, e entdo incubado por 30 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, 100 puL do substrato 3,3’,5,5-Tetrametilbenzedina (TMB)
(Sigma) foram adicionados aos pogos da placa. A leitura da densidade
optica das amostras e diluicbes da curva padrao foi realizada no

espectrofotdmetro Expert Plus® a 620 nm.

49



Tabela 3. Referéncias dos kits de ELISA e diluicoes das amostras
de plasma de pacientes e controles

Numero do

Molécula Curva padrao Fabricante catalogo
sCD62P 45,94 - 0,82 ng/mL R&D Systems BBEO6
NO, 200 - 3,12 pmol/L R&D Systems KGEO001
TXB, 20 - 0,313 ng/mL R&D Systems KGEO11
TFPI 2000 - 31,2 pg/mL R&D Systems DTFP10
CCL5/RANTES 2000 - 31,25 pg/mL Peprotech 900-M33
CCL2/MCP-1 1000 - 15,62 pg/mL Peprotech 900-K31

4.10 Analise estatistica

Para as comparacdes entre os grupos de pacientes e controles em

relacdo a expressao dos marcadores de ativacdao e TLRs nas plaquetas e

niveis de moléculas plasmaticas foi realizado o teste ndo paramétrico de

Mann-Whitney U. As analises de correlagdo foram feitas através do teste

de Spearman. Foi utilizado o programa GraphPad Prism v.5 (GraphPad).

Valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5. Resultados

5.1 Identificacao, avaliacao da expressao de marcadores de
ativacao e receptores do tipo Toll em plaquetas isoladas de

doadores saudaveis

NOs isolamos inicialmente plaquetas de doadores saudaveis que
foram estimuladas ou nao com trombina, uma das condigcOes
experimentais em que as plaquetas sao ativadas, a fim de estabelecer e
avaliar: (1) a populacao de plaquetas, definida pela baixa complexidade
estrutural, tamanho pequeno e também pela coexpressdao dos marcadores
de superficie CD31/PECAM-1 e CD41, (2) a expressao dos marcadores de
superficie de ativacao plaquetaria, a P-Selectina (CD62P) e o Fibrinogénio
e por fim (3) a expressao dos receptores extracelulares do tipo Toll, TLR2
e TLR4 por citometria de fluxo.

CD31/PECAM-1 é uma glicoproteina transmembranar
constitutivamente expressa nas plaquetas e CD41 é uma subunidade do
complexo GPIIb-IIla, presente exclusivamente na superficie de plaquetas
e megacaridcitos tanto no estado de repouso quanto no ativado. Em geral,
as plaguetas passam a expressar em sua superficie a P-Selectina/CD62P,
que é um componente da membrana do granulo a de plaquetas em
repouso, apos secrecao de constituintes do granulo a. Portanto, a
expressdao de CD62P na superficie de plaquetas indica que estas sofreram
degranulacao, sendo, portanto utilizado como um marcador de ativagao
plaquetaria. Outro marcador de ativacao plaquetaria utilizado em nosso
estudo foi o fibrinogénio, que é um dos componentes da cascata de
coagulacao, que se liga apenas ao complexo GPIIb-IIIa modificado
conformacionalmente durante processo de ativacao. Em relagao aos
receptores do tipo Toll, trabalho anterior do nosso grupo demonstrou
aumento da expressao de TLR2 e TLR4 em mondcitos de pacientes
infectados pelo DENV comparado a mondcitos de doadores saudaveis

(235), indicando contribuicao desses receptores da imunidade inata
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durante a infeccao natural pelo DENV. Assim, ambos os receptores foram
avaliados nas plaquetas de pacientes infectados pelo dengue.

Como demonstrado na Figura 15, a regiao de plaquetas de um
doador saudavel representativo foi definida pelo pequeno tamanho (FSC)
e baixa complexidade estrutural (SSC) (Figura 15 A) e pela expressao dos
marcadores CD31 e CD41 na auséncia (Figura 15 B) ou na presenca de
trombina 0,5 U/mL por 15 minutos (Figura 15 C). A definicdo da regiao de
plaquetas foi confirmada pela auséncia de marcacdo utilizando-se os
anticorpos anti-CD3, anti-CD4 ou anti-CD8 em experimentos controles

(dados nao demonstrados).
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Figura 15. Identificacdao das plaquetas de doadores. (A) Dot plots representativos
da regido morfoldgica de plaquetas definida pelo tamanho (FCS) e granulosidade (SSC),
(B) co-marcacdo de CD31/CD41 na condicdo ex vivo (sem estimulo) e (C) apds estimulo
com trombina 0,5 U/mL por 15 minutos do mesmo doador.

Apds selecao da regido de plaquetas, foi possivel avaliar a expressao
dos marcadores de ativacao e receptores do tipo Toll seguindo breve
estimulacdo com trombina. Na Tabela 4 sdo indicadas as médias e os
desvios padrao da expressdao de CD62P, Fibrinogénio, TLR2 e TLR4 em
plaquetas de 8 doadores. Como se pode observar, a estimulagao com
trombina aumentou significativamente a expressao de CD62P (11,80% =+
14,02) e Fibrinogénio (64,28 = 40,33) comparada as culturas nao-
estimuladas (0,57 + 1,10 e 0,59 + 0,85, CD62P e Fibrinogénio,
respectivamente). Em relacao aos receptores do tipo Toll, nao observamos
diferenca na expressao de TLR2 e TLR4 em culturas de plaquetas
estimuladas com trombina (3,14% + 2,98 e 4,53% =+ 4,35,
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respectivamente) comparadas as nao estimuladas (3,81% + 4,17 e
1,55% £ 2,30, respectivamente).

Esses resultados indicam que a estimulacao in vitro com trombina 0,5
U/mL por 15 minutos ativa plaquetas de doadores, induzindo secrecao de
granulos a e mudancga conformacional do complexo GPIIb-IIIa, contudo,

nao induz modulagao dos receptores TLR2 e TLR4.

Tabela 4: Expressao dos marcadores de ativacao e receptores do
tipo Toll em plaquetas de doadores saudaveis

Meio "=8 Trombina "=8
CD62P % ° 0,57 +£1,10 11,80 + 14,02**
Fibrinogénio % *° 0,59 +£ 0,85 64,28 + 40,33***
TLR2 % ? 3,81 £ 4,17 3,14 £ 2,98
TLR4 % °® 1,55+ 2,30 4,53 + 4,35

“representa a Média + SD

Para a analise estatistica foi realizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney,
utilizando o programa GraphPad Prism v.5. ** representa P=0,0074 e *** representa
P=0,0002.

5.2 Impacto da interacao do DENV-2 em plaquetas de doadores
sadios: deteccdao de proteinas ou particulas virais, marcadores de

ativacao plaquetaria e expressao de receptores do tipo Toll

Apds a identificacdo e estabelecimento das marcagdes extracelulares
em culturas de plagquetas estimuladas com trombina, avaliamos a
influéncia da interacdo do DENV-2, preparado por ultracentrifugacao,
tanto na infeccdo como nas alteragdes morfoldgicas e funcionais dessas
plaquetas.

Em condicdes ja estabelecidas pelo nosso grupo, células-alvo,
susceptiveis a infeccdo pelo DENV de diferentes sorotipos, como células da
linhagem C6/36, células da linhagem Huh-7 e mondcitos humanos
isolados de doador foram infectadas. Para avaliacao da infeccao, foi
realizada a marcacao intracelular indireta com anticorpo anti-Dengue
Complex por citometria de fluxo (descrito nos Materiais e Métodos). As
taxas de infeccao apods 24 horas com o DENV-2 ultracentrifugado diluido
1:10 foram: nas células C6/36 47,3%, células Huh-7 55,6% e monocitos
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humanos 33,6% de marcagao positiva para anti-Dengue Complex. Essas
mesmas células foram expostas nas mesmas condicdes de cultura ao
mock que demonstraram marcagao irrelevante para o anti-Dengue
Complex. Além disso, foi utilizado o controle isotipico IgG,, conjugado ao
Alexa-488 em todas as condicdes de cultura demonstrando especificidade
da ligacao dos anticorpos anti-Dengue Complex aos antigenos virais nas
células-alvo. Desta forma, podemos considerar que o DENV-2
ultracentrifugado preparado foi capaz de infectar as células-alvo
eficientemente, podendo assim ser utilizado para os experimentos de
interacao com plaquetas.

Apds realizar diferentes protocolos de interacao do DENV-2
ultracentrifugado com as plaquetas de doadores, nao detectamos
marcagao positiva nem para a glicoproteina viral NS1 nem para o Dengue
Complex por metodologia de citometria de fluxo (Figura 16 A-B).

Uma vez que as condigdes pré-estabelecidas de infeccao nas células-
alvo nao foram reproduzidas para as plaquetas, realizamos entao a cultura
de 10° plaquetas/mL de doadores com DENV-2 ultra nas dilui¢des 1:10,
1:100 ou 1:1000 por 3 horas a 28°C. Nestas condicdes, também nao
observamos presenca dos antigenos virais na populacao de plaquetas
(Figura 16 C-D).
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Figura 16. Marcacdo intracelular de antigenos virais em plaquetas por
citometria de fluxo. Graficos de densidade representativos da marcagdo intracelular
indireta do isotipo (A) e do anti-Dengue Complex (B) em plaquetas cultivadas por 24
horas com o DENV-2 (diluigdo 1:1000). Em (C), marcacdo do controle isotipico e em (D),
marcacao intracelular indireta do anti-Dengue Complex em plaquetas cultivadas por 3
horas com DENV-2 (1:1000).

No entanto, a interacao plaquetas e DENV-2 ultra 1:1000 demonstrou

pela analise ultra-estrutural por microscopia eletrénica, quantidade
expressiva de particulas virais no interior de vesiculas plaquetarias,
localizadas préoximas a membrana celular, sugerindo a entrada do virus
nas plaquetas. Além disso, a anadlise ultra-estrutural dessas plaquetas
indicou perda de conteldo citoplasmatico e emissdo de filopddios,
sugerindo ativacao plaquetaria (Figura 17). Nas outras diluicdes do DENV-

2, 1:10 e 1:100, ocorreu uma reducao significativa do precipitado de
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plaquetas apods lavagem para retirada do virus, indicando destruicao

plaquetaria pela alta concentracdo viral.

SR> e :
Figura 17. Microscopia eletronica de transmissao de cultura de plaquetas em
contato com DENV-2. Presenca de particulas virais em vesiculas citoplasmaticas (
). Perda de conteﬂdg’{pplasmético (*). Barra= 0,25um.

Nesta mesma condicdao experimental foram avaliados os marcadores
de ativacdao CD62P, Fibrinogénio, e também TLR2 e TLR4 nos oito
doadores saudaveis (Figura 18 e Tabela 5).

Nossos resultados indicam que, apesar de realizar a entrada nas
plaquetas apds 3 horas de cultura, o DENV-2 ultra ndo induziu alteragdes
na expressao dos marcadores de ativagcao nem dos receptores do tipo Toll

em plaquetas de doadores.
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Figura 18. Expressao dos marcadores de ativacao e receptores do tipo Toll em
plaquetas estimuladas com DENV. Histogramas representativos da marcagao de
CD62P (A), Fibrinogénio (B), TLR2 (C) e TLR4 (D) em plaquetas cultivadas por 3 horas
com o DENV-2 ultra (1:1000). A linha preta representa plaquetas ndo estimuladas, em

vermelho, plaquetas estimuladas com Trombina 0,5 U/mL por 15 minutos, e em azul,
plaquetas expostas ao DENV-2.

57



Tabela 5. Expressao dos marcadores de ativacao e receptores do
tipo Toll em plaquetas de doadores na presenca do DENV-2 ultra

Meio DENV-2 ultra (1:1000)

CD62P % * 0,57 £ 1,10 0,37 £ 0,58
Fibrinogénio % ® 0,59 = 0,85 0,74 £ 0,63
TLR2 % ° 3,81 £ 4,17 4,64 £ 5,55
TLR4 % ° 1,55 + 2,30 1,33 £ 1,68

“representa a Média £ SD. Para a analise estatistica foi realizado o teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney, utilizando o programa GraphPad Prism v.5.

5.3 Caracterizacao demografica, clinica e laboratorial dos

pacientes infectados pelo virus Dengue

Quarenta e cinco individuos com suspeita de infeccao pelo DENV da
epidemia de 2011 foram incluidos neste estudo, sendo que 25 deles
(55,6%) tiveram diagndstico laboratorial confirmado (grupo DENV™) e os
outros 20 (44,4%) nao, sendo assim considerados um grupo acometido
por outras doencas febris (ODF). A analise demografica dos pacientes
infectados pelo DENV indicou que 64% sao do sexo feminino e
apresentam média de idade de 44 anos. Os pacientes DENV' estavam
entre 1 a 7 dias a partir do aparecimento dos primeiros sintomas (dias de
doenca). Como podemos observar na Tabela 6, nao houve diferenca
significativa entre os grupos DENV e ODF em relacdo a esses parametros.
O ensaio molecular de RT-PCR ou isolamento viral identificaram a
presenca dos sorotipos 1 e 2 do DENV, sendo que 69% dos pacientes
avaliados estavam infectados pelo DENV-1 e 12,5% pelo DENV-2. Apenas
nos casos confirmados, durante o atendimento clinico, 2/25 (8%) dos
pacientes informaram episddio anterior de dengue e 19/25 (76%)
pacientes disseram que nunca tiveram dengue, porém esse dado nao foi
confirmado laboratorialmente através de pesquisa de anticorpos IgG
especificos para o virus; 4/25 (16%) pacientes ndo souberam informar se
tiveram episddio anterior de dengue.

Os sintomas clinicos mais frequentes no grupo DENV* foram febre,
cefaleia, mialgia, artralgia, lombalgia, dor retro-orbitaria, nauseas,

prostragdo e anorexia. Quarenta e quatro por cento dos pacientes
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relataram vomitos persistentes ou dor abdominal persistente. Um paciente
apresentou contagem de plaquetas abaixo de 100.000/mm?® e dois
pacientes foram internados; do qual um apresentou vOmitos e dor
abdominal persistentes, aumento das transaminases (dado apenas
relatado no prontuario, sem especificacdo dos valores) e contagem de
plaquetas abaixo de 50.000/mm?® no dia da internagdo. O segundo
paciente internado apresentou perda de consciéncia (manifestacdo
neuroldgica). Os sintomas menos frequentes incluiram diarreia, tontura,
astenia, tosse, disuria, exantema e prurido. Nenhum dos casos
confirmados para dengue apresentou manifestacdes hemorragicas leves
ou graves, nem sintomas/sinais de extravasamento capilar ou qualquer
outra manifestacdo clinica associada a gravidade, sendo todos os
pacientes DENV* considerados grupo brando ou sem sinais de alarme.

A Tabela 6 demonstra que a média da contagem de plaquetas do
grupo de pacientes DENV* (157 + 51) é significativamente menor que a
média do grupo ODF (256 + 63), confirmando que a plaquetopenia € um
indicador clinico importante na dengue. Além disso, a média da contagem
do numero absoluto de leucécitos foi significativamente menor nos
pacientes DENV* (4,25 + 1,75) em comparacdo com o grupo ODF (7,36 %
3,27). Os pacientes DENV* apresentaram uma tendéncia a diminuicdo da
contagem absoluta de mondcitos e linfocitos em comparacdo ao grupo

ODF, porém essas diferengas ndo foram estatisticamente significativas.
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Tabela 6. Perfil demografico e laboratorial dos pacientes
infectados pelo DENV

Grupo OFI "=2° DENV"=2°

Sexo 15/5 16/9

(Feminino/Masculino)

Idade (anos)
(Média £ SD)?

Dias de Doenca®
(Min-Max)©

DENV-1 (n/total; %)
DENV-2 (n/total; %)
Plaquetas x 103/mm?3 ¢
Hematocrito % #¢
Leucécitos x 103/mm?3 ¢
Monoécitos x 103/mm?3 @€
Mondcitos % *¢
Linfécitos x 103/mm? @<

Linfocitos % ¢

42,15 + 14,27

3,14 + 1,46
(1_7)n=14

0/12; 0%

0/12; 0%
256 + 63
(153-379)"=14

45,11 + 5,35
(35,3-54,4)""1*

7,36 £ 3,27
(3,1-15,3)"=14

0,24 + 0,13
(0,09-0,61)"=1*

3,64 £1,8
(1_7)I’]=14

2,2+ 1,0
(0,89-4,36)"=1*

30,64 + 7,31
(21-45)"1

44,08 = 19,62

4,08 £ 1,85
(1_7)n=24

11/16; 68,75%

2/16; 12,5%
157 + 51 **
(82-260)"=13

42,81 + 3,94
(34,8-48,4)""12

4,25 + 1,75 *
(1,9-7,3)""12

0,16 £ 0,1
(0,04-0,37)""12

3,75 + 1,48
(2_7)n=12

1,33 £ 0,67
(0,63-2,77)""12

32,92 + 10,97
(10-51)"=12

@ representa a Média + SD.

® Dias de doenca, contados a partir do aparecimento dos primeiros sintomas.
¢ representa os valores minimo e maximo (Min-Max).

As contagens de plaquetas e leucdcitos,

a porcentagem do hematdcrito,

mondcitos e linfécitos, foram obtidas através dos hemogramas realizados pelo
hospital onde os pacientes foram atendidos.
O teste estatistico utilizado foi Mann-Whitney; ** representa P=0,0014 e *

representa P=0,0117.
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5.4 Identificacdo das plaquetas, avaliacdo da expressao de
marcadores de ativacao e receptores do tipo Toll em plaquetas

isoladas de pacientes infectados pelo virus Dengue

Nos experimentos no qual utilizamos plaquetas frescas de doadores
saudaveis e pacientes infectados pelo dengue (DENV) ou nao (ODF)
utilizamos a barreira de iodixanol - Optiprep™ (Axis-Shield), de forma a
agilizar e enriquecer o processo de isolamento de plaguetas. Apods
isolamento, as plaquetas foram submetidas a marcacao extracelular para
demarcar a regiao de plaquetas (CD31+ e/ou CD41+), além dos
marcadores de ativacao (CD62P e CD40L) e receptores do tipo Toll (TLR2
e TLR4). Assim, realizamos as seguintes combinagbes de anticorpos
monoclonais dirigidos contra as plaquetas: (1) CD31/CD41/CD40L/CD62P,
(2) CD41/TLR2/TLR4, (3) CD31/CD41/isotipos, (4)
(CD40L/CD62P/isotipos) e (5) CD41/isotipos.

A Figura 19 demonstra graficos de pontos representativos de cada
um dos trés diferentes grupos de individuos. Em (A) as regides
selecionadas de tamanho e granulosidade que indicaram em (B)
expressdo de CD31*, CD41" e co-expressdao CD317CD41", que definiram
a frequéncia em percentual de populacao plaquetaria (populacdo
selecionada). Em (C) demonstramos os graficos de pontos referentes as
marcacao de CD41 versus CD62P e em (D) histogramas referentes a
frequéncia de CD62P dentro da regido selecionada nos diferentes grupos
de individuos estudados. Por fim, (E) representa a marcacdao CD41 versus
CDA40L.

Andlises comparativas da frequéncia de plaquetas CD31%, CD41" e
co-expressdo CD317CD41" entre os grupos controles saudaveis (n=6),
DENV (n=18) e ODF (n=16) nao indicou diferenca estatistica entre os trés
grupos na regiao selecionada (76,5 + 20,1, 75,2 £ 19,9 e 81,8 £ 16,7
respectivamente). Em relacdo a expressao de CD62P dentro da regido de
plaquetas selecionada, nds observamos aumento significativo da
frequéncia de CD62P em plaquetas nos grupos DENV (57,3 + 32,3) e ODF
(63,6 £ 34,6) em relacao aos controles saudaveis (23,1 * 29,5). No

61



entanto, ndao observamos diferenca significativa entre os grupos de
pacientes com ou sem dengue (Figura 19 F). Ao analisarmos a expressao
de CD40L dentro da mesma regiao, nao observamos diferenca importante
da frequéncia de CD40L em plaquetas do grupo DENV (2,61 + 2,32) em
relacdo ao grupo ODF (1,63 + 2,14) e ao grupo controle (2,05 +2,33)
(Figura 19 G).

Esses resultados sugerem que tanto plaquetas de pacientes DENV*
guanto de pacientes com ODF apresentam um fendtipo de ativacao,

porém esse fendtipo ndo é exclusivo da infeccao pelo DENV.
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Figura 19. Modulaciao de marcadores de ativacido em plaquetas na infeccao
aguda pelo DENV. (A) Graficos de pontos representativos da regido morfologica de
plaquetas definidas pelo tamanho (FSC), eixo x e granulosidade (SSC), eixo y de um
controle, um paciente DENV* e um paciente com ODF. Em (B), graficos de pontos
representativos da co-marcacdo nos trés grupos de individuos com os marcadores de
plaguetas CD31 e CD41. A regido selecionada foi determinada pela expressdo de CD31%,
CD41* e CD31*/CD41* e o percentual dessa populacdo se encontra em itdlico. Em (C),
estdo representados os graficos de pontos da marcacdo de CD41 versus CD62P em
plaquetas dos trés grupos de individuos. (D) apresenta os histogramas representativos
da frequéncia de CD62P em plaquetas dentro da regido selecionada nos trés grupos
avaliados. Ainda na mesma figura, (E) representa os graficos de pontos da marcacdo de
CD41 versus CD40L em plaquetas dos trés grupos de individuos. Expressdo de CD62P (F)
e CD40L (G) em controles saudaveis, pacientes DENV* e individuos com ODF. Para a
analise estatistica foi realizado o teste Mann-Whitney, utilizando o programa GraphPad
Prism v.5. Linhas verticais representam a mediana do grupo e as verticais a variagao
interquartil (25 - 75%). * representa P<0,05.
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A Figura 20 demonstra graficos de pontos representativos em relagao
as marcacao de CD41 versus TLR2 ou CD41 versus TLR4 em um individuo
representativo de cada grupo, (A) controle, (B) DENV e em (C) ODF. Em
(D) histogramas referentes a frequéncia de TLR2 ou TLR4 dentro da
regido selecionada CD41" nos diferentes grupos de individuos.

Em relacdo aos receptores do tipo Toll na regido de plaquetas CD41%,
nenhuma diferenca estatistica foi observada quanto a expressdo de TLR2
nas plaguetas entre os grupos, controles saudaveis (n=10, 6,84 + 4,89),
pacientes DENV (n=19, 8,06 £ 14,83) e pacientes ODF (n=15, 3,35 *
3,22) (Figura 20E). Contudo, observamos uma reducao significativa da
frequéncia de TLR4 em plaquetas no grupo de DENV (n=12, 10,82 +
5,54) em comparacgao ao grupo controle (n=6, 17,55 + 4,6). O grupo ODF
apresentou maior expressao de TLR4 nas plaquetas (n=11, 19,69 &+
27,55) comparado aos pacientes-DENV, porém esse aumento nao foi
significativo.

O resultado obtido sugere que no curso da infeccao natural pelo
dengue, ha regulagdo de receptores da imunidade inata em plaquetas,

como o TLR4.
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Figura 20. Modulacao de receptores do tipo Toll em plaquetas na infec¢cao aguda
pelo DENV. Graficos de pontos representativos da marcacdo CD41 versus TLR2 e TLR4
dentro da regido de plaquetas em (A) um individuo controle, (B) um paciente DENV™ e
(C) um individuo com ODF. (D) Histogramas representativos da frequéncia de TLR2 e
TLR4 dentro da regido selecionada nos trés grupos de individuos. Expressao da
frequéncia de TLR2 (E) e TLR4 (F) em controles saudaveis, pacientes DENV* e individuos
com ODF. Para a analise estatistica foi realizado o teste Mann-Whitney, utilizando o
programa GraphPad Prism v.5. Linhas verticais representam a mediana do grupo e as
verticais a variacdo interquartil (25 - 75%). * representa P<0,05.
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5.5 Alteracao morfologica e deteccao viral em plaquetas de

pacientes infectados pelo DENV

Foi realizada a anadlise ultra-estrutural de plaquetas isoladas de
pacientes com infeccao aguda pelo DENV da epidemia de 2012 por
microscopia eletrénica de transmissao com o intuito de avaliar o perfil
morfoldgico de ativacao e a possivel deteccdo de particulas virais em
plaguetas. Como pode ser observado na Figura 21, as plaquetas de
paciente DENV* apresentaram evidéncias de ativacdo, tais como:
presenca de prolongamentos de membrana (filopddios), perda de
conteldo citoplasmatico e dilatacdo do sistema de membranas. Nestes
casos, nao foi possivel detectar a presenca de particulas semelhante ao

DENV, mas as laminas ainda estao sendo avaliadas.
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Figura 21. Analise ultra-estrutural de plaquetas de pacientes infectados pelo
virus DENV. Microscopia eletronica de transmissdo de plaquetas isoladas de 3 pacientes
com infeccdo aguda pelo DENV. (=) representa a presenca de filopddios, (%) representa
perda de conteldo citoplasmatico e (A) representa dilatagdo do sistema de membranas.
Barra = 1,01um em (A) e barra = 0,83um em (B) e (C).
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5.6 Dosagem de moléculas plasmaticas associadas a ativacao e
funcionalidade plaquetaria em pacientes infectados pelo virus

Dengue da epidemia de 2011

Uma vez que plaquetas ativadas sao capazes de secretar moléculas
importantes na hemostasia, inflamacao e resposta imune, nosso objetivo
foi dosar os niveis circulantes de algumas moléculas que estao associadas
a ativacdo e funcionalidade plaquetdaria em amostras de plasma de
controles saudaveis e pacientes infectados pelo DENV da epidemia de
2011. Noés quantificamos os seguintes mediadores no plasma dos
pacientes: CD62P soluvel (sCD62P), 6xido nitrico (NO), tromboxano B,
(TXBy), inibidor da via do fator tecidual (TFPI) e as quimiocinas
CCL5/RANTES e CCL2/MCP-1.

Como ja mencionado, a P-selectina € uma molécula de adesao
presente nos granulos a de plaquetas e na forma soluvel é indicador de
degranulacdao e ativacao plaquetaria. As plaquetas também produzem e
secretam oxido nitrico (NO), um importante vasodilatador, e tromboxano
A, (TXA;), um vasoconstritor e promotor de trombose. Como o TXA, é
rapidamente hidrolisado em tromboxano B, (TXB,), este ultimo €& mais
estavel que o TXA,, e geralmente é utilizado para se estimar os niveis de
TXA,. O inibidor da via do fator tecidual (TFPI) regula a via extrinseca da
coagulacdo e também esta relacionado a funcionalidade plaquetaria. Os
granulos a contém em seu interior varios mediadores, incluindo a
guimiocina CCL5/RANTES, exocitada no contexto de uma ativagcao. Outra
quimiocina avaliada foi a CCL2/MCP-1, produzida por células endoteliais e
que pode ter sua secrecdo aumentada apos interagao das plaquetas com
as células endoteliais, participando da modulacdo da permeabilidade
vascular em pacientes infectados pelo DENV como descrito anteriormente
por outros trabalhos.

Como demonstrado na Figura 22, pacientes infectados pelo DENV
apresentaram niveis significativamente menores de sCD62P soluvel
(n=09, 12,90 + 2,93) em comparacao ao grupo controle (n=10, 19,60 +

8,09). Em contraste, pacientes infectados pelo DENV apresentaram niveis
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plasmaticos significativamente maiores de NOy (n=17, 16,29 + 13,56) em
relagcao aos controles (n=15, 11,37 £ 1,86). Embora tenhamos observado
uma tendéncia a médias mais altas das dosagens de TXB, (n=16, 13,93 +
13,58) e TFPI (n=09, 20467,2 + 9715,8) plasmaticos nos pacientes
DENV® comparadas as médias das dosagens nos individuos saudaveis
(n=07, 7,22 £ 6,35 para TXB, e n=10, 15369,5 £ 7547,3 para TFPI),
essas diferengas nao foram significativas.

As modulacdes dos niveis dos mediadores avaliados durante a
infeccao pelo DENV estariam relacionadas ao aumento da ativacao

plaquetdria e regulacdo da cascata de coagulacdo.

5.7 Correlacao entre marcadores de ativacao plaquetaria e
expressao de receptores do tipo Toll com a dosagem de moléculas
plasmaticas associadas a ativacao e funcionalidade plaquetaria em

pacientes infectados pelo virus Dengue

Inicialmente, correlacionamos (i) as frequéncias da expressdo dos
marcadores de ativagao CD62P e CD40L e dos receptores do tipo Toll
TLR2 e TLR4 na regido de plaquetas dos pacientes DENV' e em seguida,
(ii) as frequéncias da expressao desses marcadores de superficie
plaquetdaria com os mediadores plasmaticos e (iii) desses mediadores
entre si. Como demonstrado na Tabela 7, observamos correlagoes
positivas significativas entre: (i) expressao de CD62P com expressao de
TLR2 nas plaquetas (n=18, r=0,697, p=0,001), (ii) expressao de CD40L
com expressao de TLR4 nas plaquetas (n=18, r=0,755, p=0,005) e por
fim, (iii) expressdo de TLR2 nas plaquetas com niveis plasmaticos de TFPI
(n=09, r=0,683, p=0,04). Nenhuma outra correlacdo estatistica foi

encontrada.
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Tabela 7. Correlacao entre a expressao de marcadores de ativacgao,
receptores do tipo Toll e mediadores plasmaticos em pacientes
infectados pelo DENV

% CDG62P dentro % TLR2 dentro % TLR4 dentro

das plaquetas das CD41+ das CD41+
% CD62P dentro i P=0,001 "8 ne
das plaquetas r=0,697
% CD40L dentro ns ns P=0,005 "=!8
das plaquetas r=0,755
% TLR2 dentro das ns ) ns
CD41+
—_ n=9
TFPI pg/mL ns Pr—_0606483 ns
4

Foi realizada a correlacao de Spearman utilizando o programa GraphPad Prism v.5. NS se
refere a correlacdo nado significativa e n representa o numero de pares analisados.

5.8 Quantificacao de moléculas plasmaticas associadas a
ativacao e funcionalidade plaquetaria em pacientes infectados pelo

virus Dengue da epidemia de 2010

Durante epidemia de dengue no primeiro semestre de 2010, nds
obtivemos um maior nimero de pacientes confirmados laboratorialmente
com infeccao pelo dengue (total de 66 pacientes) em que pudemos
inclusive classifica-los de acordo com a nova classificagdo da OMS de
2009. O primeiro grupo caracterizado por aqueles sem sinais de alerta (FD
sem SA) foi composto por 31 individuos, o segundo grupo foi formado por
20 pacientes que apresentaram sinais de alerta (FD com SA); e por
ultimo, o terceiro grupo formado por 15 individuos incluidos no grupo de
pacientes graves (Grave) por apresentarem manifestacdes hemorragicas
e/ou extravasamento plasmatico. Nao foi realizada a analise ex vivo das
plaguetas nestes pacientes.

Foram dosados os mediadores plasmaticos sCD62P, NOy, TXB, e TFPI
e os niveis das quimiocinas CCL2/MCP-1 e CCL5/RANTES em amostras de
controles saudaveis e dos trés diferentes grupos de pacientes classificados
de acordo com os critérios de gravidade clinica (Figura 23).

Em relacdo as moléculas envolvidas na ativacao e funcionalidade das
plaquetas, semelhante aos pacientes da epidemia de 2011, todos os
pacientes infectados pelo DENV (FD Sem SA 15,46 + 12,20, FD Com SA
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24,42 + 31,02 e Graves 18,97 * 11,03), independente da gravidade
clinica, apresentaram niveis menores de sCD62P comparado aos Controles
(19,60 = 8,09), no entanto, apenas o grupo FD Sem SA foi
estatisticamente significativo (Figura 23 A). Ao avaliarmos em cada
paciente a razdo entre a quantidade de sCD62P plasmatico pela
quantidade de plaquetas, obtivemos um dado bastante interessante,
diferente daquele apresentado quando foi verificado apenas os niveis do
sCD62P, em que esta razao estava aumentada de forma significativa de
acordo com a gravidade da doenca (Tabela 8).

Em relacdo a dosagem de NOx ndo vimos nenhuma diferenca
significativa entre Controles (11,37 * 1,86) e os diferentes grupos de
pacientes infectados pelo DENV (FD Sem SA 11,18 £ 2,04, FD Com SA
12,00 £ 2,22 e Graves 11,70 + 2,12) (Figura 23 B). Entre as epidemias
2010 e 2011, os resultados foram parcialmente discordantes, uma vez
que a dosagem de um paciente que foi de 67,84 pmol/L de NOx foi o
principal responsavel pelo aumento da média do grupo.

No caso da dosagem do TXB,, este praticamente teve médias
menores em todos os grupos de pacientes infectados pelo DENV (FD Sem
SA 1,56 £ 1,99, FD Com SA 14,39 £ 26,33 e Graves 5,19 £ 5,41) em
relagao aos Controles (7,22 £ 6,35), mas a diferenca foi estatisticamente
significativa apenas entre Controle versus FD Sem SA e FD Sem SA versus
Graves (Figura 23 C). Entre as epidemias 2010 e 2011, os resultados
foram também parcialmente discordantes, provavelmente pela alta
variabilidade da dosagem observada no grupo de pacientes.

Muito interessantes foram as dosagens de TFPI que sugere ser um
marcador potencial de gravidade clinica. Como demonstrado, observamos
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de pacientes (FD
Sem SA 21435,9 + 8302,3, FD Com SA 25787,7 £ 12323,9 e Graves
32576,4 = 10053,5) e Controles (15369,5 * 7547,3) e ainda entre
pacientes FD Sem SA versus Graves (Figura 23 D). As dosagens de TFPI
foram similares entre as epidemias de 2010 e 2011.

Esses resultados indicam que, com excecao do NO,, ha diferencas
significativas na producao e secrecdo de mediadores plaquetarios no curso
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da infeccago pelo DENV, principalmente com relacdo a razao
sCD62P/contagem de plaquetas e as dosagens de TFPI, indicando que a
inibicdo da funcionalidade plaquetaria estda intimamente relacionada a
gravidade da doenca.

Por fim, as dosagens das quimiocinas demonstraram: (i) niveis
significativamente menores de CCL5/RANTES em todos os grupos de
pacientes, independente da gravidade clinica, em comparacao aos
controles. Além disso, niveis de CCL5/RANTES distinguiram os grupos de
pacientes graves daqueles FD sem SA. Em contraste, (ii) niveis de
CCL2/MCP-1 foram significativamente maiores nos trés grupos de
pacientes-DENV, independente da gravidade clinica, comparados ao grupo
Controle (Tabela 8).

Esses resultados sugerem que CCL5/RANTES e CCL2/MCP-1 estariam

relacionadas diferencialmente com a gravidade da doencga.
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Figura 23

Figura 22
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Figura 22. Dosagem de mediadores plasmaticas em pacientes infectados pelo
DENV na epidemia de 2011. Os niveis de sCD62P (A), NO, (B), TXB, (C) e TFPI (D)
por ensaio imunoenzimatico (ELISA)sdo apresentados em controles saudaveis e
pacientes com diagndstico confirmado de dengue durante epidemia de 2011. Para a
analise estatistica foi realizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, utilizando o
programa GraphPad Prism v.5. As linhas horizontais representam a mediana do grupo e
as verticais a variagao interquartil (25% - 75%). ** representa P<0,01 e * representa
P<0,05 que foram valores considerados estatisticamente significativos.

Figura 23. Dosagem de mediadores plasmaticas em pacientes infectados pelo
DENV na epidemia de 2010. Os niveis de sCD62P (A), NO, (B), TXB, (C) e TFPI (D)
por ensaio imunoenzimatico (ELISA)sdo apresentados em controles saudaveis e
pacientes com diagnodstico confirmado e classificados de acordo com a gravidade clinica
durante epidemia de 2010. Para a analise estatistica foi realizado o teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney, utilizando o programa GraphPad Prism v.5. As linhas horizontais
representam a mediana do grupo e as verticais a variagao interquartil (25% - 75%). **
representa P<0,01 e * representa P<0,05 que foram valores considerados
estatisticamente significativos.

Tabela 8. Razdo sCD62P/contagem de plaquetas e quantificacao
de quimiocinas plasmaticas nos pacientes infectados pelo dengue
durante epidemia de 2010

Controle FD sem SA FD com SA Grave
sCD62P/ 0,10 "=2° 0,18 "=1° 0,42 "=11
n plaquetas (0,07-0,13) (0,15-0,27)&& (0,23-0,88)###@
CCL5/RANTES 26335 =10 10931 =30 8064 "=Y7 6159 "=15
(pg/mL) (19828-46080) (7930-23887)**  (6061-19124)** (4044-16349)***#
CCL2/MCP-1 291,3 =10 1102 =28 1089 =18 796,9 "=14
(pg/mL) (252,6-470,1) (755,9-1584)***  (734,5-2044)*** (620,9-1286)***

O teste estatistico utilizado foi Mann-Whitney; um simbolo representa P<0,05, dois
simbolos representam P<0,005 e trés simbolos representam P<0,0005.

Os dados foram expressos em mediana (25%-75%).

* representa diferenca estatistica entre Controles vs pacientes DENV*;

& representa diferenca estatistica entre FD sem SA vs FD com SA.

# representa diferenca estatistica entre FD sem SA vs Graves.

@ representa diferenga estatistica entre FD com SA vs Graves.

5.9 Relacao entre a dosagem de moléculas plasmaticas
associadas a ativacao e funcionalidade plaquetaria e parametros

clinico-laboratoriais de pacientes infectados pelo virus Dengue

Como nao tinhamos as analises por citometria de fluxo das plaguetas
dos pacientes da epidemia de 2010 e, portanto, ndo era possivel realizar o
mesmo tipo de analise como aquela feitas com os pacientes da epidemia
de 2011, avaliamos inicialmente as correlacdes entre as dosagens das
moléculas plasmaticas e indicadores de gravidade, como a contagem de

plaguetas e o valor do hematécrito. Como demonstrado na Tabela 9,
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confirmamos dados anteriores do nosso grupo no qual detectamos
correlagdo positiva entre a contagem de plaquetas e os niveis de
CCL5/RANTES (n=57, r=0,353, p=0,007). De forma interessante e
original, a contagem de plaquetas foi correlacionada negativamente com
os niveis de TFPI (n=48, r=(-) 0,353, p=0,01), sugerindo que a inibicao
do TF e, consequentemente da cascata de coagulagdo, estad diretamente
relacionada a plaquetopenia. Nenhuma outra correlagdo significativa foi
observada com as demais moléculas soluveis testadas. Com os valores
percentuais de hematdcrito, observamos uma Unica correlacdo positiva
entre o hematdcrito e os niveis de CCL2/MCP-1 (n=55, r=0,299, p=0,03).

Tabela 9. Correlagdao das moléculas plasmaticas com os dados
laboratoriais indicadores de gravidade

CCL5/RANTES CCL2/MCP-1 CD62P NOx TXB-
(pg/mL) (pg/mL)  (ng/mL) (umol/L) (ng/mL) 1FPI(pg/mL)
Plaquetas R=0,353 =7 n=56 n=52 n=45 n=44 R='0,353 =
(mm?) P=0,007 ns ns = ns p=0,014
Hematoécrito hs N=56 R=0,299 "=*° ng N=51 ng N=44 ng N=43 ns N=47

(%) P=0,0265

Foi realizada a correlacdao de Spearman utilizando o programa GraphPad Prism v.5.
Correlagdo direta é vista quando o valor de r é positivo e correlagdo inversa quando o
valor de r é negativo. Valores de P (two-tailed) foram considerados significativos quando
P<0,05. NS se refere a correlacdo nao significativa e n representa o nimero de pares
analisados.

Uma segunda forma de analise foi comparar a presenca ou auséncia
de manifestagdes clinicas importantes no comprometimento dos
pacientes: manifestacdes hemorragicas graves (metrorragia, hematuria) e
indicios de extravasamento plasmatico (derrames cavitarios e/ou ascite)
(Tabela 10). Tendéncias importantes apareceram. Como podemos ver,
embora nao significativo, os niveis de CCL5/RANTES foram diminuidos nos
pacientes apresentando manifestagdes hemorragicas e extravasamento
plasmatico comparados aqueles que nao apresentaram. De forma inversa,
niveis de TFPI foram maiores nos pacientes apresentando manifestagoes
hemorragicas e extravasamento plasmatico comparados aqueles que nao
apresentaram esses sintomas. De forma estatisticamente significativa, os

niveis de TXB, estavam aumentados nos pacientes com extravasamento
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plasmatico comparado aqueles sem esses sintomas e também naqueles

com

manifestagoes

significativamente.

hemorragicas,

embora

esta

ultima

nao

Esse resultado pode indicar que, em resposta a ocorréncia de

extravasamento plasmatico, ha aumento da producdo do vasoconstritor

TXA;

pacientes.

(hidrolisado a TXB;) por células endoteliais e plaquetas nos

Tabela 10. Comparacoes das dosagens de moléculas plasmaticas
entre grupos com manifestacoes clinicas importantes

Sem Com Sem Com
manifestagoes manifestagcbes extravasamento extravasamento
hemorragicas hemorragicas plasmatico plasmatico

CCL5/RANTES 10550 "=%° 7648 "=30 9987 "=42 7231 "7

(pg/mL) (5740-19338) (5044-16563) (5833-18272) (5259-16349)
CCL2/MCP-1 1069 "=30 982,9 "=28 1058 "=%? 699,3 "=°

(pg/mL) (678,0-1550) (753,1-1673) (758,6-1616) (542,9-1286)
sCD62P 13,96 "=28 13,78 "=2¢ 13,69 =% 14,24 "=5

(ng/mL) (11,12-19,86) (10,61-18,96) (10,28-20,18) (10,06-24,40)
0,0 "= 0,0 "= 12,08 "=32 13,24 "=

NOx (umol/L) .5 08) (0,0-0,96) (10,52-13,63) (11,10-17,33)
0,65 "=% 2,42 n=% 0,80 "=31 3,27 "=¢

TXB, (ng/mL)  (579.3,60)  (0,84-10,04) (0,0-3,26) (2,08-11,02)*
22660 "=%’ 30892 n=24 22870 "=38 28530 "=°

TFPI (pg/mL)

(17105-30341)

(18596-34882)

(17050-32660)

(20660-43780)

Os niveis de moléculas plasmaticas foram dosados por ensaio imunoenzimatico (ELISA)
em pacientes com infecgdo aguda pelo DENV e comparados entre pacientes com ou sem
manifestacbes hemorragicas e pacientes com ou sem extravasamento plasmatico. Para a
analise estatistica foi realizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, utilizando o
programa GraphPad Prism v.5. Os dados foram expressos em mediana e os valores entre
parénteses representam a variacao interquartil (25% - 75%). * representa P<0,05 entre
grupo com extravasamento plasmatico vs grupo sem extravasamento plasmatico.
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6. Discussao

Uma das manifestacdes clinicas chave na dengue é a plaguetopenia
(236), que pode ser decorrente tanto de uma producao reduzida (237,
238) como da destruicao aumentada de plaquetas (2, 34). Além disso,
alteracdo na funcdao plaquetaria pode aumentar o risco de fragilidade
vascular levando as hemorragias e contribuindo para o extravasamento

plasmatico caracteristicos das formas FHD e SCD (54).

6.1 Aumento da ativacao pelo CD62P e diminuicao da expressao

de TLR4 em plaquetas de pacientes infectados pelo DENV.

A analise da expressdo de glicoproteinas de membrana na superficie
de plaquetas por citometria de fluxo vem sendo utilizada por ser
considerada uma metodologia sensivel, rapida e quantitativa. Além disso,
oferece muitas vantagens sobre os outros métodos de analise, uma vez
que possibilita os estudos de ativagao, das interagdes celulares homo- e
heterotipicas e da funcionalidade das plaquetas, muito importantes
principalmente em estudos clinicos (239, 240).

A inclusdo de um agonista exdgeno ao ensaio facilita e certifica as
andlises de ativacao plaquetaria in vitro. Um dos agonistas fisioldgicos
mais importantes € a trombina, sendo largamente utilizada em estudos de
funcdo plaquetdria (241, 242).

Nossos resultados confirmaram a ativagao das plaquetas oriundas de
doadores saudaveis quando incubadas com trombina durante 15 minutos.
Essa ativacdao foi caracterizada pela indugdao da degranulagao, uma vez
que a secrecao dos constituintes dos granulos a leva ao aumento da
expressao de CD62P (243-246), e a mudanca conformacional da GPIIb-
IIIa (247), resultando no aumento da afinidade de ligacdo ao fibrinogénio,
gue é um de seus ligantes. Em relacdo a expressao dos receptores do tipo
Toll, TLR2 e TLR4, nds ndao observamos modulacao desses receptores apds
estimulagao com trombina, corroborando alguns achados anteriores. Por

exemplo, Aslam e colaboradores (2006) compararam a expressao de
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TLR2, TLR4 e TLR9 em plaquetas humanas em repouso, ativadas com
trombina ou estimuladas com LPS. Como demonstrado pelos autores,
plaquetas quiescentes expressam pouco TLR2, mas muito TLR4 e TLRO.
Apds a ativacdo com trombina, a expressao de TLR2 e TLR4 ndo foi
alterada, porém a expressao extracelular de TLR9 aumentou
significativamente, sugerindo sua externalizacdo a partir de
compartimentos intracelulares. A estimulacdao com LPS reduziu apenas a
expressao de TLR4 (148).

Por outro lado, quando fomos avaliar o impacto da infeccao in vitro
pelo DENV-2 sobre as plaquetas, nossos resultados nao indicaram
qualquer efeito detectavel quanto a expressdao de marcadores associados
a ativacdo plaquetaria ou regulacao da expressao dos receptores do tipo
Toll, TLR2 e TLR4 por citometria de fluxo. Entretanto, nas mesmas
condicdes experimentais, a andlise morfoldgica das plaquetas na presenca
do DENV-2 por microscopia eletronica de transmissao (MET) foi
caracterizada por modificacdes morfoldgicas sugestivas de ativagao, como
perda de conteudo citoplasmatico, extensdes semelhantes a filopddios e
presenca de inumeras particulas virais no interior de vesiculas
citoplasmaticas. Nossos dados estdo de acordo com o trabalho realizado
de Ghosh e colaboradores (2008), em que o0s autores expuseram o isolado
de DENV-2 (originario de cérebro de camundongo) as plaquetas de
doadores DENV"™? durante 30 minutos, em seguida observaram a
morfologia das células por diferentes tipos de microscopia. Os dados dos
autores demonstraram recortes extensos na superficie da membrana,
extensoes semelhantes a filopddios, microfendas com profundidade entre
300 a 500nm, achatamento e adesdo a superficie da lamina, evidéncia de
liberacdo de microparticulas, degradacdao do citoplasma e dilatacao do
sistema canicular aberto. Ainda, os autores observaram um agrupamento
e agregacao do antigeno de superficie CD41 por microscopia confocal e
expressao aumentada de CD62P e ligacao ao fibrinogénio nas plaquetas
expostas ao DENV-2, confirmando as analises morfoldgicas, comparadas

aos controles em ensaios de citometria de fluxo (38).
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Acreditamos que a discrepancia entre nossos achados pelas
diferentes metodologias possa ser devido as diferentes cinéticas do
evento. Assim, é provavel que a etapa de visualizacdao das modificacdes
morfoldgicas no nosso modelo seja uma etapa anterior as alteragdes nos
marcadores de ativacao sensiveis a deteccdo por citometria de fluxo.

A partir das andlises in vitro, fomos avaliar a expressao de
marcadores de ativacao e receptores do tipo Toll nas plaquetas de
pacientes. Inicialmente, nosso estudo observou uma maior frequéncia de
CD62P nas plaquetas de pacientes DENV, e também no grupo de
pacientes com outras doencgas febris (ODF) em comparagao aos controles.
No entanto, esse aumento foi observado nos dois grupos de pacientes,
nao sendo, portanto, uma caracteristica especifica da dengue.

A ativacao demonstrada pelo aumento da expressao de CD62P em
decorréncia de outras infecgdes virais vem sendo demonstrada em
diferentes estudos. Othman e colaboradores (2006) viram que
camundongos infectados com adenovirus desenvolvem plaquetopenia e
que as plaquetas desses animais aumentam em até 5 vezes a expressao
de CD62P. Neste modelo, o adenovirus induz agregacao entre plaquetas e
leucdcitos via CD62P, contribuindo para a plaquetopenia (213).

Em pacientes infectados pelo HIV foi observado maior risco de
desenvolver aterotrombose e doencgas cardiovasculares. Por consequéncia,
Mayne e colaboradores (2012) demonstraram que plaquetas dos
pacientes-HIV" expressam mais CD62P e mais fator tecidual (TF)
comparado as plaquetas de doadores saudaveis, o que contribuiria para os
riscos cardiovasculares durante a infecgao (248).

Na dengue, acredita-se que ocorra um aumento da aderéncia de
plaquetas as células endoteliais através da CD62P, contribuindo a
plaquetopenia. De fato, Krishnamurti e colaboradores (2002) utilizaram
um modelo in vitro bastante interessante no qual, células endoteliais
HUVEC pré-tratadas com DENV-2 por 48 horas eram incubadas com
plaquetas humanas de doadores para avaliar a porcentagem de aderéncia.

Apds de 30 minutos de incubacdo, os autores observaram que a aderéncia
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das plaquetas as células endoteliais € mediada pela CD62P e que este
fendmeno estaria relacionado a plaquetopenia (212).

Nosso trabalho avaliou também a expressao do marcador de ativacao
de plaquetas CD40L, uma molécula critica para a apresentacdo antigénica
e regulacao da resposta imune adaptativa (249). A avaliacdao da expressao
desse marcador em plaquetas isoladas de pacientes-DENV'™ né&o
demonstrou diferenca na expressao de CD40L entre os grupos de
pacientes doentes e individuos saudaveis estudados.

Em modelo in vitro de infeccao pelo DENV, foi demonstrado que a
presenca de CD40L solivel em co-culturas de células dendriticas (DCs)
infectadas pelo DENV e células T aumentam a indugdo de IL-12 e IFN-y
pelas células T, sugerindo a participacdo do CD40L na resposta imune
celular na dengue (250).

A expressao de CD40L na superficie de plaquetas ativadas é
modulada diferentemente da expressao de CD62P segundo Hermann e
colaboradores (2001). De fato, frente a estimulacdo com agonistas
plaquetarios, a expressdao de CD40L é menor em comparacdo a expressao
de CD62P. Em contraste, a estimulagao com baixas concentracdes de
colageno induz expressdao de CD40L, mas nao de proteinas granulares
como o CD62P e CD63, indicando que a localizagao subcelular e o tipo de
estimulo sdo determinantes na expressao dos marcadores de ativacdo
CD62P e CD40L (251).

A perda da funcionalidade plaquetaria também pode ser avaliada pela
liberacdo de CD40L soluvel, como demonstrado por Wenzel e
colaboradores (2012), que avaliaram as dosagens de CD40L soluvel em
aférese de plasma rico em plaquetas. Apds 5 dias de armazenamento,
houve reducao na liberagago de CD40L quando plaquetas eram
estimuladas, indicando que o CD40L soluvel pode ser utilizado como um
marcador de perda de funcionalidade de plaquetas (252).

Estima-se que 95% do CD40L soluvel originam-se de plaquetas.
Diferentemente da rapida secrecao dos granulos a, que dura poucos
minutos, a secrecao de CD40L é bem mais lenta. A ideia que prevalece é
que a expressao de CD40L na superficie de plaquetas é um processo
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rapido e que o CD40L soluvel é liberado da membrana como um produto
de degradacdo de um processo proteolitico lento. Entretanto, os
mecanismos de geracdao de CD40L soluvel ainda ndo estdo completamente
elucidados (253).

Ndo encontramos trabalhos em dengue comparando a expressao de
CD40L e CD62P na ativacao plaquetaria, porém acreditamos que a
interacdo do DENV com plaguetas module de forma diferente a
translocacao de CD62P e CD40L dos compartimentos intracelulares para a
superficie plaquetaria, inclusive com diferentes cinéticas.

A interacao in vitro do DENV com as plaquetas de doadores nao
modulou a expressao dos receptores do tipo Toll, TLR2 e TLR4, enquanto
que em plaquetas de pacientes infectados pelo DENV, a expressao
extracelular de TLR4 foi significativamente reduzida em comparagao ao
grupo controle.

Um dado interessante da literatura demonstrou uma modulagao
diferencial da expressdo de TLR entre plaquetas ativadas (CD41"CD62P™)
versus plaquetas ndo-ativadas (CD417CD62P"®9). Neste contexto, uma
alta expressao membranar de TLR2 e TLR9 e baixa de TLR4 nas plaquetas
ativadas comparado as nao ativadas foi observado. Além disso, TLR2,
TLR4 e TLR9 estavam significativamente aumentados na forma
intracelular em plaquetas ativadas (149).

A expressdo diminuida de TLR4 foi também observada no estudo de
Djamiatun e colaboradores (2011), no qual os autores demonstraram
polimorfismos génicos do TLR4 e alteragdes na transcricao de isoformas
do TLR4 na infeccao pelo DENV (254). Outro estudo observou que a
infeccdo pelo DENV suprime a expressdo génica de TLR4 (255).

Por outro lado, nosso grupo observou uma alta frequéncia de
mondcitos expressando TLR2 e TLR4 em pacientes DENV™ principalmente
na fase febril comparado aos controles saudaveis. Assim, a infeccao pelo
DENV desencadearia a expressao de TLR2 e TLR4 nos mondcitos e
producdo de citocinas inflamatorias, sugerindo participacdo desses
receptores na resposta imune antiviral e no aparecimento de
manifestacoes clinicas (235). Nesta mesma linha, autores observaram que
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apenas o ligante poly(I:C) do TLR3 foi capaz de induzir diminuicdao da
replicacdo do DENV-2 em linhagem de hepatécitos, caracterizada tanto
pela reducao do RNA viral, assim como a indugao da expressao de IFN-B e
do interferon do tipo III. Desta forma, os autores sugeriram que a
sinalizacdo via TLR3 protege as células hepaticas da infeccao, sugerindo
uma via imunomoduladora e promissora contra a infeccdo pelo DENV
(256).

Existe um numero limitado de achados na literatura sobre a
expressao e funcionalidade dos TLRs em plaquetas, especialmente em
relacdo a plaguetas na dengue. Especificamente em relacdo a
funcionalidade do TLR4, foi demonstrado que LPS nao induz plaquetopenia
em animais deficientes de TLR4 (148, 152). De forma bastante similar,
em humanos a infusdo de LPS também induz uma grave plaquetopenia e
agregacao plaquetdria na circulagdo microvascular do pulmado e figado,
seguido por degradagao das plaquetas e inflamagao aguda acompanhada
por destruicao tecidual (257). Recentemente, van de Weg e colaboradores
(2012) demonstraram niveis plasmaticos aumentados de LPS, importante
sinalizador da resposta imunolégica através do complexo CD14
membranar e TLR4, em todos os grupos de criancas infectadas por DENV
de acordo com a gravidade da doenca comparado aos controles (258).

Assim, pensamos que o aumento da expressao de CD62P membranar
nas plaquetas de pacientes infectados ou nao pelo DENV indica que a
ativacao plaquetaria é uma caracteristica comum as infecgbes por
patdgenos. Além disso, como foi extensamente discutido na literatura, a
expressdao de CD62P na superficie de plaquetas favorece as interacgdes
homo- e heterotipicas com células imunes e com as células endoteliais,
sugerindo fortemente que as plaquetas dos pacientes infectados pelo
DENV estariam participando da resposta imune antiviral. No entanto,
outras vias e mecanismos imunoldgicos precisam ser avaliados para
confirmar a hipdtese. Uma vez que a expressao de CD40L membranar é
muito rapida, nossa hipétese é de que o CD40L soluvel seria o melhor
indicador da ativacdo plaquetaria em pacientes infectados pelo dengue.
Esta ultima hipdtese serd avaliada. Quanto a diminuicdo da expressao de
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TLR4 nas plaquetas de pacientes infectados pelo DENV, pode ser, como
discutida na literatura, outro indicador de ativacdo plaquetaria,
contribuindo ainda mais para o0 processo de agregacao e
consequentemente, plaquetopenia. A dosagem do LPS, principal ligante do
TLR4, pode nos fornecer mais dados para a compreensdao deste
mecanismo. Além disso, nosso objetivo futuro é obter plaquetas de
pacientes infectados pelo DENV clinicamente graves, com uma
plaguetopenia mais acentuada para verificarmos se a diminuicao da

expressao de TLR4 é restrita a quadro brando ou nao.

6.2 DENV-2 interage in vitro com plaquetas de doadores

Em 1995, Wang e colaboradores (1995) demonstraram ligagao do
complexo DENV-anticorpo na superficie de plaquetas independente do
receptor Fc, sugerindo que plaquetas seriam células potencias a infecgao
pelo DENV (259). Entretanto, Ghosh e colaboradores (2008) nao
observaram particulas virais dentro das plaquetas de doadores DENV"®9
expostas ao isolado de DENV-2 (originario de cérebro de camundongo)
durante 30 minutos em ensaios de microscopia, embora as células
tivessem apresentado perfil morfolégico de ativacao (38). Mais tarde,
Noisakran e colaboradores (2009) detectaram RNA do DENV por RT-PCR
convencional, tanto fita positiva como negativa, e particulas semelhantes
ao DENV por microscopia eletronica em plaquetas de pacientes (40). No
mesmo ano, utilizando populacao de plaquetas purificadas de pacientes,
Noisakran e colaboradores (2009) confirmaram a presenca de antigeno
viral por imunofluorescéncia e microscopia confocal em plaquetas (39).
Além disso, por microscopia eletronica, os autores demonstraram que nas
plaquetas de pacientes DENV®, as particulas semelhantes ao virus
estavam agrupadas, ou ocasionalmente como uma Unica particula,
circundada por uma vesicula. Ainda, foram detectadas a expressao de NS1
e antigeno E por diferentes técnicas imunoldgicas sugerindo fortemente
que o DENV ganha acesso e que muito provavelmente se replica de forma

transitoria nas plaquetas. Desta forma, plaguetas poderiam estar
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envolvidas na disseminagao da infeccao viral durante a viremia. Neste
mesmo estudo, os autores detectaram por ensaios de PCR quantitativo em
tempo real o RNA viral do DENV em plaquetas expostas ao DENV-2 (cepa
16681) com um pico de replicagao viral nas primeiras 18 horas seguido de
um declinio. Mais tarde, Noisakran e colaboradores demonstraram que as
plaquetas contendo essas particulas semelhantes ao virus, poderiam estar
na categoria de microparticulas derivadas de megacariocitos, pro-
plaquetas ou micromegacariocitos (228), o que €& coerente com o0s
achados de Nelson e colaboradores (260, 261). Estes ultimos observaram
a presenca de micromegacaridécitos e sugerem que a producao de
plaquetas da medula d0ssea estd aumentada em resposta a disfungao ou
ao baixo nimero de plaquetas na circulacdo de pacientes DENV™,

No nosso estudo, nds realizamos a marcagao intracelular da
glicoproteina viral NS1 e do anti-Dengue Complex apds 3 horas ou 24
horas de exposicao das plaquetas ao DENV-2 ultracentrifugado (cepa
16681), porém nao detectamos antigenos virais na populacdo de
plaquetas por citometria de fluxo. Entretanto, de forma bastante
interessante, no mesmo experimento, além das alteragdes morfoldgicas
indicativas de ativacao das plaquetas expostas ao DENV-2, detectamos a
presenca de inumeras particulas virais no interior de vesiculas
citoplasmaticas, o que complementa e reforca a indicacdo de que
plaquetas sao capazes de interagir diretamente com o DENV in vitro,
internalizando particulas virais quando em estado de ativagao.

A supressdao da medula dssea é uma das caracteristicas da infecgao
pelo DENV. Além de confirmar a deteccdo de particulas semelhantes a
DENV em plaquetas de animais infectados por microscopia eletronica,
Noisakran e colaboradores (2012) isolaram plaguetas da medula éssea de
primatas nao humanos infectados pelo DENV e detectaram a presenca de
RNA viral por RT-PCR em tempo real. Andlises da celularidade da medula
o0ssea demonstraram que o declinio da massa celular estava inversamente
correlacionado a carga viral na circulacdo periférica dos animais,
sugerindo que a desregulacao da medula pode estar associada ao
aumento da replicagao viral. Quando avaliaram a composicao celular da
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medula, viram que as células predominantes na medula com presenca de
antigeno viral sdo as células de linhagem megacariocitica CD617,
sugerindo que a infeccdo de células progenitoras de plaguetas na medula
O0ssea pelo DENV é um fator que pode contribuir para a plaquetopenia
(41).

A infeccdo ou interacdo de outros virus em plaquetas tem sido
extensamente demonstrada. De Almeida e colaboradores (2009)
avaliaram a presenca de RNA do virus da hepatite C (HCV) por RT-PCR no
soro e plaquetas de pacientes apds a terapia antiviral. De forma
interessante, ao final do tratamento os autores detectaram RNA do HCV
nas plaquetas e no soro, sugerindo que a persisténcia do virus em
plaquetas ao final do tratamento esta relacionada ao risco de infeccao
recorrente (262).

O impacto da ativacao e/ou infeccao de plaquetas pelo DENV tem
sido relacionado a patogénese da dengue (38). De fato, as plaquetas
possuem receptores como o DC-SIGN, FcyRII e integrinas (202).

Porém ndo se sabe ainda quais receptores estariam envolvidos na
entrada do DENV em plaquetas, ou se ela ocorre através do SCA (39). A
presenca de RNA viral em plaquetas sugere replicacdo do DENV em seu
interior, porém ndo se descarta a possibilidade de que o RNA viral seja
derivado de progenitores infectados (40).

Assim, se por um lado essas células funcionariam auxiliando a
resposta imune antiviral do hospedeiro, por outro lado, é provavel que as
plaquetas participem da dindmica da viremia, contribuindo para a

disseminacao do virus.

6.3 Plaquetopenia na infeccao natural pelo DENV: possiveis

causas e efeitos

Na infeccao pelo DENV, os pacientes com FHD possuem
anormalidades hemostaticas que incluem deficiéncias nos fatores de
coagulacdo, hiper-fibrindlise, plaquetopenia e disfuncao plaquetaria. Em

contraste, pacientes com FD raramente apresentam coagulopatias ou
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comprometimento vascular (2). A plaguetopenia € uma manifestacao
clinica chave no curso da dengue; além de leucopenia e aumento de
transaminases hepaticas (34). A diminuicao da contagem de plaquetas se
inicia geralmente na fase febril, atingindo niveis menores na fase de
defervescéncia (263).

Em nosso estudo, trabalhamos com pacientes de duas epidemias
distintas. Os casos de dengue da epidemia de 2010 foram classificados de
acordo com a nova proposta da OMS baseada em critérios de gravidade
(54). Nessa coorte de pacientes, a contagem de plaquetas diminuiu e a
ocorréncia de sangramento aumentou de acordo com o agravamento da
doenca. A contagem de plaquetas desses pacientes apresentou correlagao
inversa com as enzimas hepaticas AST/TGO (aspartato aminotransferase/
transaminase glutamica oxalacética) e ALT/TGP (alanina
aminotransferase/ transaminase glutamica piruvica). A relacdo entre os
niveis de ALT e AST com a presenca de sangramentos (264, 265) e com a
FHD (266) ja foram demonstradas na literatura, confirmando o
envolvimento dessas enzimas em formas graves da doencga. Na dengue, a
plaguetopenia estd associada ao derrame pleural, indicando que a
alteracao vascular é um fator essencial associado a plaquetopenia e
hemorragias nas formas graves (267).

A coorte de pacientes da epidemia de 2011 nao apresentou uma
queda importante da contagem de plaquetas, nem manifestacdes
hemorragicas ou sinais de extravasamento vascular, sendo assim, foram
agrupados na sua maioria como FD sem sinais de alarme.

Os padroes de complicacbes associados a infeccao diferem em
adultos e criancgas; estudo realizado com adultos e criancas infectados
pelo DENV demonstrou que sinais de extravasamento vascular e choque
sdao mais frequentes e graves em criangas do que adultos, enquanto que
manifestacdes hemorragicas e comprometimento de 6érgdaos sao mais
comuns em adultos, que também apresentam plaquetopenia mais grave.
Os autores observaram correlacdo significativa entre a contagem de
plaquetas e a gravidade de sangramentos, porém sugerem que além da
plaquetopenia, outros fatores como a ocorréncia de infeccdo secundaria
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sao responsaveis pela maior propensao de manifestacbes hemorragicas
graves em adultos (268).

A ativacdo do endotélio vascular estd associada a plaguetopenia, e
pode contribuir para a dengue grave. Djamiatun e colaboradores (2012)
observaram que criancas com FHD/SCD apresentam niveis plasmaticos
elevados dos constituintes de corpos de Weibel-Palade (WPB): antigeno
do fator de von Willebrand, propeptideo do VWF e osteoprotegerin,
atividade reduzida da enzima ADAMTS-13, uma metaloprotease que
funciona como regulador da protedlise de multimeros do VWF e niveis
elevados de fator ativador do VWF (VWF em conformacdo de ligagao as
plaquetas), indicando que a gravidade da dengue esta associada a
exocitose dos WPBs contribuindo para a plaquetopenia na dengue (269).

A plaquetopenia também pode estar relacionada ao aumento da
fagocitose de plaquetas por macrofagos induzida pelo DENV, apesar do
aumento dos niveis de trombopoietina observado em pacientes com
infeccdo secundaria pelo DENV (270). As imunoglobulinas associadas a
plaquetas PAIgG e PAIgM também estdo relacionadas a inducao de
plaquetopenia e a gravidade durante a fase aguda da infeccdo pelo DENV
(36, 271), assim como a presenca do marcador sorolégico de diagndstico
de dengue NS1 (272, 273). O dano induzido por peroxidagao lipidica pode
participar da inducdo de plaquetopenia na infeccao; observaram-se niveis
de peroxidagao lipidica significativamente menores em pacientes com FD,
aumentando de acordo com a gravidade da doenga, inversamente
correlacionados a contagem de plaquetas em pacientes com FHD/SCD
(274).

A reacao-cruzada de anticorpos especificos anti-NS1 viral com as
plaguetas também contribuiria a plaquetopenia. Neste contexto, Chen e
colaboradores (2009) observaram que anticorpos anti-NS1 que nao
apresentam os epitopos de reacao cruzada na porgao N terminal (AC NS1)
tem a sua capacidade de ligacdo a plaquetas reduzida em comparacao
com anticorpos anti-NS1 completos e que também inibem a agregacao
plaguetaria apds estimulagdo com ADP. Ainda, animais imunizados com o
anti-AC NS1 apresentaram tempo de sangramento inferior aos animais
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imunizados com anti-NS1 completo, confirmando que a interagao
anticorpos anti-NS1 e plaquetas pode ser um mecanismo de destruicao
plaquetaria (275).

N3o existem diretrizes claras para o manejo clinico de pacientes com
plaquetopenia, sendo que a transfusao de plaquetas é a tendéncia natural
(276). Contudo, a transfusao de plaguetas pode agravar a plaguetopenia
por promover maior estimulagao da resposta imune. De fato, ocorreria um
forte estimulo antigénico, desencadeando reacdes de hipersensibilidade e
complicacdbes como efusao pleural, ascite e edema pulmonar (277). A
elevacao da contagem de plaquetas devida a transfusdo é transitéria em
virtude do curto tempo de vida das plaquetas (278). Desta forma, é
indicado que a transfusao de plaquetas seja avaliada cuidadosamente. Ao
contrario da transfusdo terapéutica (feita em pacientes com
sangramentos), a transfusdo de plaquetas de forma profilatica (realizada
em pacientes sem manifestacdes hemorragicas) nao significa
necessariamente reducao do risco de sangramentos e melhora clinica do
paciente (279). A primeira é recomendavel nos casos de manifestacdes
hemorragicas graves, como sangramento do trato intestinal, e nao
necessariamente esta relacionada a baixa contagem de plaquetas (280).

A leucopenia geralmente é observada durante a fase aguda da
doenga tanto em casos brandos quanto graves e a plaquetopenia se
apresenta na fase aguda, porém na fase de defervescéncia alcanca niveis
ainda menores (34, 281). Em estudo realizado por Rubio Jr (2007), foi
demonstrada a associacdao entre a contagem de leucdcitos e a contagem
de plaquetas com a incidéncia de sangramentos. Os autores observaram
que pacientes com leucopenia grave tinham menor contagem de
plaquetas e que pacientes plaquetopénicos apresentaram mais episodios
de sangramentos (282).

Assim, uma plaquetopenia acentuada esta relacionada as
manifestacdes hemorragicas graves e, portanto, a avaliacao laboratorial
desse parametro é uma ferramenta chave, que auxilia no diagndstico

diferencial da dengue e no manejo clinico dos pacientes.
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6.4 Mediadores plasmaticos associados a ativacao plaquetaria e
inibicao do sistema de coagulacao estao correlacionados a

gravidade da dengue

Durante a hemostasia, formacao de trombo e inflamagao, as
plaquetas liberam fatores com diversas funcgdes fisioldgicas. O processo de
hemostasia requer a cooperagao entre o endotélio vascular, as plaquetas
e os fatores plasmaticos de coagulacdo, como o TFPI. Além da
hemostasia, plaguetas liberam moléculas préo-coagulantes como Fator V e
Fator VIII, bemm como fatores relacionados a reacoes inflamatdérias como
proliferacao (PDGF e TGF-B), adesao (sCD62P, VvWF, fibronectina),
agregacao (PAF) e vasoconstricdo (TXA;). A ativacdao plaquetaria por
diferentes agonistas também induz a secrecdao de quimiocinas por
plaquetas como CCL5/RANTES e CXCL4/PF4. Plaquetas sao capazes de
depositar quimiocinas em células endoteliais, levando ao recrutamento de
monacitos através da CCL2/MCP-1, por exemplo (185).

Nossos dados demonstraram que a dosagem dos niveis de CD62P
solivel no plasma dos pacientes encontrava-se reduzida no grupo
caracterizado pela forma mais branda da doenga, tanto da epidemia de
2010 como na de 2011, comparados aos controles. Os demais grupos
caracterizados por pacientes mais graves da epidemia de 2010, embora
estatisticamente ndo significativo, apresentaram uma tendéncia a
diminuicdo da dosagem de sCD62P. Inicialmente, esse Ultimo dado era
contrario a nossa hipdétese, uma vez que pacientes graves teriam uma
maior ativacdo plaquetaria e consequentemente, maior dosagem de
sCD62P. Contudo, nossos resultados corroboram o trabalho de
Krishnamurti e colaboradores (2001), que avaliaram a ativacao de
plaquetas e de células endoteliais através da dosagem de sCD62P no
plasma de pacientes DENV* e observaram niveis normais de sCD62P em
amostras agudas de pacientes independente da gravidade clinica (267).
Nossos resultados iniciais também estdo em acordo com o trabalho
realizado por Murgue e colaboradores (2001), que encontraram

concentragdes de sCD62P em controles, em pacientes DENV' e em
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pacientes com outras doencas febris dentro da faixa de normalidade, sem
diferencas significativas entre os grupos. Os niveis de sCD62P também
estavam mais elevados em pacientes graves do que em pacientes com
FD, porém sem diferenca estatistica, como observado também em nosso
estudo (283).

Como as células endoteliais também sao fonte de sCD62P, para
estimar a contribuicao da sCD62P liberada de plaquetas, a razao entre a
dosagem de sCD62P e a contagem de plaquetas foi calculada. Obtivemos
um dado bastante interessante, diferente do trabalho que verificou apenas
os niveis do sCD62P, observando que esta razdo estava aumentada de
forma significativa de acordo com a gravidade da doenga. Assim, de
acordo com outros autores, a maior parte da sCD62P origina-se de
plaquetas ativadas, e quando ativadas, as plaquetas sao removidas da
circulagao, portanto, o excesso de sCD62P representa degranulagao
plaquetaria recente.

Outro dado importante e que contribui enormemente para a avaliagao
clinica dos pacientes vem do estudo de Ferroni e colaboradores (2009). Os
autores utilizaram da determinacao dos niveis de sCD62P como um
marcador in vivo de ativacdo plaquetaria em pacientes com fatores de
risco de doencas cardiovasculares e demonstraram que a sCD62P estava
correlacionada com os parametro de agregometria, representando uma
ferramenta util para a avaliacao da ativacao e comportamento plaquetario
(284).

Em relacdo as plaquetas, o 6xido nitrico € um importante regulador
de suas fungodes, inibindo a agregacao, o recrutamento e a adesao ao
endotélio vascular, como descrito anteriormente. Além disso, & um
potente vasodilator e, portanto, na dengue teria um envolvimento
importante nas alteragdes do endotélio vascular relacionadas ao
extravasamento plasmatico. A quantificacdo, o envolvimento e a
correlacdao do oxido nitrico na patogénese da dengue sao ainda bastante
controversos (285).

Inicialmente, Valero e colaboradores (2002) observaram niveis
elevados de NO em pacientes com FD, mas semelhantes entre pacientes
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com FHD e os controles. Nesse mesmo trabalho, os autores
demonstraram que a incubacgao de plaquetas com DENV nao aumentou os
niveis de NO em sobrenadante da cultura (286) sugerindo que o0s niveis
elevados de NO na FD poderiam alterar a evolugao da doenga para formas
graves e que o dano de células endoteliais e falhas na NO sintase
poderiam ser responsaveis pelos niveis basais de NO na FHD.
Contrariamente, outro estudo demonstrou niveis séricos de NO reduzidos
em pacientes com FD em relacao aos controles e que pacientes com SCD
tinham niveis de NO mais elevados que pacientes com FHD (287). Os
autores sugerem que a diminuicdao dos niveis de NO em pacientes em
relacao a controles pode ser decorrente do dano endotelial, incapacitando
o endotélio de produzir NO. Mendes-Ribeiro e colaboradores (2008)
sugeriram que a diminuicdo da agregacao plaquetaria na dengue pode ser
explicada pelo aumento da atividade de Oxido nitrico sintase (NOS) e
aumento do transporte de L-arginina em plaquetas de pacientes com
dengue (288), indicando que o aumento da atividade da NOS estaria
envolvido no aumento da producao de NO, que entao inibiria a agregacao
plaquetaria. Dados recentes do mesmo grupo demonstram que os niveis
do NO endotelial e NO induzido em pacientes com FHD nao eram
diferentes de controles, apesar da atividade aumentada da NOS em
plaquetas de pacientes com FHD, independente dos analogos da arginina
(289) sugerindo que a ativacao da via intra-plaquetaria de geracao de NO
na FHD contribui para o aumento da permeabilidade vascular e
manifestacdes hemorragicas na dengue.

As alteracoes da producdo de NO estdo associadas a varios efeitos
como vasodilatagao, inflamagao, trombose e resposta imune, promovendo
a interacdo entre plaquetas e células endoteliais, induzindo o
extravasamento plasmatico. Chaturvedi e colaboradores (2009) sugerem
gue o NO possui um papel central na infeccao pelo DENV, ja que a inibicao
da replicagdo do DENV pelo NO possui um papel protetor na infeccao,
evitando o desenvolvimento de formas mais graves da doenca e a

alteracao da permeabilidade (290).
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Ndo observamos diferenca nas dosagens de NOy entre controles e
pacientes da epidemia de 2010, independente da gravidade clinica, e
apenas um paciente da epidemia de 2011 apresentou nivel elevado de
NOy o que aumentou a média do grupo. E provavel que a producao de NOy
por plaquetas esteja alterada durante a infeccao pelo DENV, influenciando
a permeabilidade vascular, porém os dados obtidos representam a
producdo de NO, por todos os tipos celulares. E necessario avaliar a
producao de NOy exclusiva por plaquetas através de outras metodologias,
com o intuito de relacionar a sintese de NOy por plaquetas aos parametros
clinicos de gravidade na dengue.

O TXB,, metabdlito estavel do TXA,, é produzido por plaquetas
ativadas, promove a agregacdo plaquetaria e atua no endotélio vascular
contrabalanceando a atividade vasodilatadora da prostaciclina (PGI;)
(291), porém sua influéncia na patogénese da dengue ainda nao foi bem
esclarecida. O TXA, e a PGI, sao prostandides funcionalmente antagonicos
gerados pelo metabolismo do acido aracdonico pela ciclooxigenase e por
sintases especificas. (292). No sistema vascular, o TXA; é produzido
predominantemente por plaquetas e estimula a agregacdo plaquetaria e
vasoconstricao, enquanto que a PGI, possui efeitos opostos ao TXA,. O
desequilibrio da razao entre os prostandides estda associado a trombose
arterial e depende da taxa de sintese de TXA, por plaquetas e de PGI, por
células endoteliais (293).

Existem poucos trabalhos na literatura em relacao ao balanco de
mediadores relacionados a vasoconstricao/vasodilatacdo na dengue. Em
1990, Wang e colaboradores (1990) demonstraram que pacientes
classificados pelos autores como portadores de uma febre hemorragica
epidémica apresentaram niveis aumentados de TXB; e diminuidos de 6-
keto-prostaglandina F1 alfa (6-K-PGF1), o metabdlito estavel da PGI,, em
relacdo aos controles saudaveis, sugerindo que o desbalanco entre esses
mediadores influenciaria a patogénese da doenca (294).

Outro trabalho avaliou os niveis de 6-K-PGF1 e TXB, em criangas com
FHD com e sem choque e demonstrou que os niveis de 6-K-PGF1 estavam
significativamente aumentados em pacientes FHD com choque e sem
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choque comparados aos controles. Além disso, os niveis de 6-K-PGF1
tenderam a aumentar em pacientes FHD com choque comparados a
pacientes FHD sem choque, porém sem diferenca estatistica, indicando
gue o0s niveis plasmaticos de PGI, estdao aumentados na FHD,
principalmente durante o choque. Os niveis de TXB, em pacientes FHD
sem choque nao apresentaram diferencas significativas em comparagao
aos controles, porém pacientes FHD com choque tinham niveis de TXB,
significativamente reduzidos em relagao aos controles e pacientes FHD
sem choque, indicando que o TXA, é produzido como um mecanismo
compensatério a secregcao excessiva de PGI, em pacientes com FHD e que
o desequilibrio da producao desses fatores esta associado a gravidade na
dengue (295).

No nosso estudo, ndao detectamos diferenca significativa nos niveis de
TXB, entre controles versus pacientes DENV' na epidemia de 2011; na
epidemia de 2010, pacientes sem sinais de alerta apresentaram niveis
diminuidos de TXB, comparado aos controles saudaveis e pacientes
graves. Acreditamos que qualquer interpretacao desses dados seria ainda
muito preliminar, por um lado simplissimo em funcao da alta variabilidade
de dosagens nos grupos de pacientes. Por outro lado, acreditamos que
mediadores com fungao vasodilatadora devam ser pesquisados, incluindo
a razao entre os niveis de vasoconstritores/ vasodilatadores, pois talvez o
efeito bioldgico que influencia na clinica do paciente esteja mais
relacionado a razdo entre os mediadores do que em um mediador
especificamente, haja vista que niveis de TXB, estavam mais elevados em
pacientes que apresentaram extravasamento plasmatico comparados
agueles que ndo apresentaram essa clinica.

O TFPI é sintetizado principalmente por células endoteliais e € um
anticoagulante endégeno que modula a coagulacdo induzida pelo TF,
inativando o fator Xa e o complexo TF/VIIa (296). Dados da literatura
apontam que a infeccao pelo DENV induz a expressao génica de TFPI e
gue os padrdoes da modulacao de mRNA em células infectadas pelo DENV
indicam uma mudanca do balango entre coagulacdo e fibrindlise,
favorecendo a fibrindlise (297). Além disso, autores demonstraram que a
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ativacao da fibrindlise € mais intensa em pacientes com as formas mais
graves da dengue comparado aos pacientes na forma branda e que niveis
diminuidos de proteinas anticoagulantes sdao encontrados em pacientes
graves (298). Sendo assim, existiria uma alteracao do balanco coagulacao
versus fibrindlise na infeccdo que estaria associado a gravidade (299). A
secrecao de TFPI por plaquetas ativadas ainda é controversa (300).
Acredita-se que o TFPI seja sintetizado em megacariocitos, armazenado
em plaquetas, expresso na superficie de plaquetas ativadas, podendo ser
liberado na forma soluvel (301).

No nosso estudo, de forma interessante e mais clara nos paciente
oriundos da epidemia de 2010, as dosagens de TFPI aumentavam com a
gravidade da doenca, corroborando dados da literatura nos quais
pacientes-DENV* graves apresentam uma desregulacdo da cascata de
coagulacdo. Lin e colaboradores (2012) observaram que o antigeno viral
NS1 foi capaz de se ligar a trombina, formando um complexo NS1-
trombina, e também a protrombina, entretando, a atividade da trombina
nao foi alterada pela ligacao ao NS1. Contudo, o NS1 inibiu a ativacao da
protrombina, prolongando o tempo de tromboplastina parcial ativada de
plasma humano pobre em plaquetas, o que pode contribuir para a
desregulacao da cascata de coagulacao e hemorragias em pacientes
graves (302).

Em estudo prévio realizado por nosso grupo, foi demonstrado que a
expressdao de TF em mondcitos era significativamente mais elevada em
pacientes graves do que em pacientes brandos e controles. Também, a
contagem de plaquetas de pacientes estava indiretamente correlacionada
a expressdo de TF por mondcitos, sugerindo que a ativacao dessas células
durante a infeccdo aumenta a expressdo e liberacdo de TF por células
infectadas contribuindo para a plaquetopenia (303). E possivel que o
aumento dos niveis de TFPI em pacientes DENV* observado no presente
estudo seja uma resposta ao aumento da expressdao de TF, como uma
resposta regulatdéria da cascata de coagulagao.

Os niveis de TFPI foram correlacionados diretamente com a
frequéncia de plaquetas CD41% expressando TLR2. E provavel que a
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ativacao de TLR2 seja capaz de afetar a funcao endotelial e as vias de
coagulacdo, porém, para melhor avaliar se a associacdao entre a expressao
de receptores do tipo Toll e fatores de coagulacao na infeccao pelo DENV
esta relacionada a patogénese, sao necessarios estudos futuros que
avaliem essa relacao em grupos de pacientes brandos e graves, ja que no
presente trabalho ndés ndo observamos diferenca significativa na
expressao de TLR2 em pacientes. Dados na literatura mostram que o
tratamento de células HUVEC com lipoproteinas de bactérias agonistas de
TLR2 aumenta a expressao de TLR2 por células endoteliais e a
permeabilidade da monocamada, bem como aumento da producao de PAI-
1 e TF e diminuicao da producao de TFPI, sugerindo que a ativagao de
TLR2 contribui para a coagulopatia e extravasamento plasmatico na sepse
(304). A ativacdo de TLR2 por lipopeptideos bacterianos aumenta a
producao de citocinas (por exemplo, IL-6, IL-8, GM-CSF, com excecao de
TNF-a) e de moléculas de adesdo tais como ICAM-1. O tratamento de
animais com agonistas de TLR2 aumenta a expressao de E-selectina, os
niveis de mieloperoxidase e a producdo de espécies reativas de oxigénio
nos pulmoes, além de promover a aderéncia de leucécitos a monocamada
celular, sugerindo que a ativacao de TLR2 endotelial contribui para a
sepse (305)

Em plaquetas, dados da literatura demonstram que a estimulagao de
TLR2 induz uma resposta tromboinflamatéria. A incubacdo de plaquetas
com agonista de TLR2 induz agregacgao e adesao ao colageno, e também a
expressdao de CD62P, ativacao da integrina allbB3 e geragao de espécies
reativas de oxigénio, sugerindo que plaquetas expressam TLR2 funcional
capaz de reconhecer ligantes bacterianos e ativar vias trombodticas e
inflamatodrias (306). Contraditoriamente, Ward e colaboradores (2005)
demonstraram que a ativagcao de TLR2 e TLR4 por agonistas nao resultou
em agregacao plaquetaria, aumento da expressdao de CD62P ou aumento
da concentracdo intracelular de Ca%*. Os agonistas dos TLRs também ndo
ativaram plaquetas pré-tratadas com epinefrina, ADP ou PAF, sugerindo
que TLR2 e TLR4 nao possuem efeito na ativacao direta de plaquetas
(307). Blair e colaboradores (2009) relataram que a auséncia de
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agregacao e secrecdo plaquetdria observada por Ward e colaboradores se
deve a utilizacdo de baixas concentracdes do ligante em plasma rico em
plaguetas e que a utilizacao de concentracdoes mais elevadas de ligantes
de TLRs é de fato capaz de ativar plaquetas (306).

Apesar de ndo significativo, nds observamos niveis aumentados de
TFPI em pacientes que apresentaram manifestacdoes hemorragicas e
extravasamento plasmatico, reforcando a sugestdo de que a inibicao da
cascata de coagulacdo esta relacionada a patogénese da dengue e
sugerindo o TFPI como um bom marcador de progndstico da doenca.

Quando ativadas, as plaguetas sao capazes de estimular e promover
a liberagcdo de quimiocinas por mondcitos, como CCL2/MCP-1 (308) e
também de secretar diretamente quimiocinas armazenadas em seus
granulos, como CCL5/RANTES (309). Khunchai e colaboradores (2012)
demonstraram recentemente que a interacdo entre a proteina viral NS5 e
a proteina associada ao dominio de morte (Daxx) aumentam a producao
de CCL5/RANTES (310).

Dados da literatura (311) em pacientes DENV* vém corroborando
nossos achados nos quais demonstramos niveis plasmaticos reduzidos de
CCL5/RANTES, enquanto que aumentados de CCL2/MCP-1, de acordo com
a gravidade da doenca. De forma interessante, niveis plasmaticos de
CCL5/RANTES foram correlacionados diretamente a contagem de
plaquetas, sendo, portanto um bom indicador de plaquetopenia (311).

A maior parte de quimiocinas em plaquetas é encontrada em granulos
a. Dezenas de citocinas, quimiocinas e outros mediadores também sdo
encontrados ligados a receptores na membrana plaquetaria (312).
Estudos prévios indicam a associacao de quimiocinas com a angiogénese,
como uma consequéncia da infiltracdo de leucécitos através endotélio
e/ou pela indugao da expressao de fatores de crescimento como o VEGF;
CCL5/RANTES interage com receptores acoplados a proteina G e cadeias
de glicosaminoglicanos ligadas a heparan sulfato, estando envolvida em
processos angiogénicos (313). Assim como observamos no grupo de
pacientes no presente estudo, Polo e colaboradores (1999) avaliaram os
niveis de CCL5/RANTES e outras quimiocinas no curso da infeccdo pelo
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HIV-1 e também observaram correlacdo direta dos niveis de
CCL5/RANTES com a contagem de plaquetas (314). As plaquetas
representam uma importante fonte de CCL5/RANTES, que é secretado dos
granulos a quando plaquetas sao ativadas, e apos ligar-se a CCR1, CCR3 e
CCRS5, induz adesao e transmigracao de mondcitos e linfécitos T de forma
dependente de integrinas e moléculas de adesao como ICAM-1 e VCAM-1
(315). A gquimiocina mais abundante em granulos a de plaquetas é a
CXCL4/PF-4; recentemente, Auerbach e colaboradores (2012) indicaram
essa quimiocinas derivada de plaquetas como um fator antiviral enddégeno
capaz de inibir a infeccao pelo HIV-1, ao interagir diretamente com a
glicoproteina viral gp120, bloqueando a entrada do virus (316).

A secrecao de quimiocinas por plaquetas no contexto da infeccao pelo
DENV pode estar alterada, como demonstrada pela correlagao direta entre
a contagem de plaquetas e niveis de CCL5/RANTES em pacientes DENV?,
sugerindo que a diminuicao da contagem de plaquetas afeta a liberagao

de quimiocinas, influenciando a progressao da doenca.
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7. Conclusoes e perspectivas

o O aumento da expressao de CD62P membranar nas plaquetas de
pacientes infectados pelo DENV indica ativacdo plaquetaria e, portanto,
favorecimento das interacdes homo- e heterotipicas com células imunes e
com as células endoteliais, sugerindo assim o envolvimento das plaguetas
dos pacientes infectados pelo DENV na resposta imune antiviral.

o As interacdoes heterotipicas de plaquetas especialmente com
monacitos, linfocitos e células endoteliais no contexto da infeccao pelo
DENV serao objetos de estudos prospectivos.

o Baseado na literatura, diferente da avaliagao membranar do CD40L
nas plaquetas, o CD40L soluvel seria o melhor indicador da ativacao
plaquetaria.

o Considerando a importancia do CD40L na interacdo de plaquetas
com a resposta imune adaptativa, outras avaliagdes serao realizadas para
testar essa hipotese.

o A diminuicdo da expressao de TLR4 nas plaquetas de pacientes
infectados pelo DENV ¢é outro indicador de ativacdo e agregacao
plaquetaria e poderia contribuir consequentemente a plaquetopenia. O
impacto potencial dessa modulagao na resposta imune antiviral precisa ser
investigado.

o Nosso objetivo futuro é obter plaquetas de pacientes infectados pelo
DENV clinicamente graves, com uma plaquetopenia mais acentuada para
verificarmos se a diminuicdo da expressao de TLR4 é restrita ao quadro
brando e avaliar outros receptores da imunidade inata, como os TLR
intracitoplasmaticos, os receptores do gene I induzivel pelo acido retindico
(RIG-I) e do gene 5 associado a diferenciacdao do melanoma. Além disso, a
dosagem do LPS pode nos fornecer mais dados para a compreensao deste
mecanismo.

o O impacto da ativacao e/ou infeccao de plaquetas pelo DENV tem
sido relacionado a patogénese da dengue. O real ou provavel impacto

dessa interacdao precisa ser mais bem investigado. Se por um lado as
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plaquetas poderiam auxiliar a resposta imune antiviral do hospedeiro, por
outro lado, poderiam estocar particulas virais, contribuindo para a
disseminacao do virus.

o Uma vez que a maior parte do CD62P soluvel origina-se de
plaguetas ativadas, e quando ativadas, as plaquetas sao removidas da
circulacdo, a razao entre as quantidades de CD62P soluvel e contagem de
plaquetas é a relacdo que melhor representa degranulacao plaquetaria
recente. Na nossa coorte de pacientes, esta relacdo estava aumentada de
forma significativa com a gravidade da doenca.

o Os niveis de TFPI estdo relacionados a gravidade sendo, portanto,
indicado como bom marcador de progndstico na dengue.

o A secrecdo de quimiocinas pré-formadas e estocadas ou sintetizadas
de novo por plaquetas na infeccao pelo DENV pode estar alterada de
acordo com a alteracao quantitativa de plaquetas, o que poderia
influenciar na clinica ou ser um indicador do progndstico da doenca.

o Outros mediadores inflamatérios secretados pelas plaguetas serao
estudados assim como sua implicacdao na imunopatogénese.

. A plaquetopenia da infeccao pelo DENV pode, enfim, estar
relacionada a interacdo direta ou indireta com o virus, e através da
exposicao a mediadores secretados em decorréncia da infeccdo, tem sua
funcionalidade alterada, influenciando o sistema de coagulacao e a

resposta imunoldgica.
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