UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
POS GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

Anna Cecillia Quirino Teixeira

AVALIACAO DA ATIVACAO PLAQUETARIA E SECRECAO DE
CITOCINAS EM RESPOSTA A PROTEINA NAO ESTRUTURAL 1
(NS1) DO VIRUS DA DENGUE-2

JUIZ DE FORA

2019



ANNA CECILLIA QUIRINO TEIXEIRA

AVALIACAO DA ATIVACAO PLAQUETARIA E SECRECAO DE
CITOCINAS EM RESPOSTA A PROTEINA NAO ESTRUTUAL 1 (NS1)
DO VIRUS DA DENGUE-2

Dissertacdo de Mestrado do Curso de
Po6s-Graduacdo em Ciéncias Biologicas:
Area: Imunologia e Doencas Infecto-
Parasitarias, para obtencdo do Titulo de
Mestre em Ciéncias Biologicas: Area:
Imunologia e Doencas Infecto-
Parasitarias.

Orientador: Prof. Dr. Eugenio Damaceno Hottz

JUIZ DE FORA

2019



Ficha catalografica elaborada através do programa de geracao
automatica da Biblioteca Universitaria da UFJF,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Teixeira, Anna Cecillia Quirino.

Avaliagao da ativagéo plaquetaria e secre¢ao de citocinas em
resposta a proteina néo estrutural 1 (NS1) do virus da Dengue-2 /
Anna Cecillia Quirino Teixeira. -- 2019.

73f -l

Orientador: Eugenio Damaceno Hottz

Dissertacao (mestrado académico) - Universidade Federal de
Juiz de Fora, Instituto de Ciéncias Biologicas. Programa de Pos
Graduac¢ao em Ciéncias Biolégicas: Imunologia e Genética, 2019.

1. Virus da dengue. 2. Ativacéo plaquetaria. 3. NS1. 4. Citocinas
pré-inflamatérias. 5. Replicac&o viral. |. Hottz, Eugenio Damaceno,
orient. Il. Titulo.




ANNA CECILLIA QUIRINO TEIXEIRA

Avaliagao da ativacdo plaquetaria e secregao de citocinas em reposta a
proteina nao estrutural 1 (NS1) do virus da Dengue-2

Dissertagdo de Mestrado submetida 2
banca examinadora do Curso de Pos-
Graduagio em Ciéncias Biolégicas - Enfase
em Imunologia e Doengas Infecto-
Parasitarias, da Universidade Federal de
Juiz de Fora, como parte dos requisitos
necessarios para obtencdo do Grau de
Mestre em Ciéncias Bioldgicas.

Aprovadaem: 0¥ / 04 | 2019

BANCA EXAMINADORA:

“ Prof. Dr. Eugénio Damaceno Hottz

QOrientador
Universidade Federal de Juiz de Fora

()

-~

‘] Prof.? Dr.? Jacy Gameiro
Universidade Federal de Juiz de Fora

2 t?' &7//?\

Dr.? Patricia Torres Bozza Viola
FIOCRUZ



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ter me guiado e abencgoado durante todo o caminho.

Ao Prof. Dr. Eugenio, pelos ensinamentos, pela orientagcdo e pela atencdo que
demonstrou comigo durante esse tempo. Agradeco também ao Prof. Jair e a prof.
Valquiria, por terem aberto as portas do laboratério para que eu pudesse realizar

meus experimentos.

Aos meus amigos do laboratério de Glicoconjugados, Tayna, Stephane, Lais, Arthur,
Julinha, Livia e Mariana, pela paciéncia e por tornarem esse caminho mais leve e
prazeroso. Agradeco a Laura por toda a ajuda e pela cia nas diversas idas a
FIOCRUZ. Vocés foram essenciais! A Paula e ao Ari, por toda a ajuda e pela

paciéncia em todos os momentos. Muito obrigada!

A minha méae, Ana Paula, pela atencao, carinho, amor e compreensdo. A0 meu pai,
André, pelo carinho, apoio e por sempre acreditar no meu potencial. Vocés séo as
pessoas mais importantes da minha vida, amo vocés! A minha irm&, Anna Carla, por
fazer meus dias mais felizes. Obrigada pelos momentos de descontracdo e também

pelas implicancias, que sdo muito importantes pra mim. Amo vocé!

Aos meus amigos Renata, Anselmo, Aline, Natalia, Guilherme, Flaviane, Nathalia,
Sandra e Hariane, por me apoiarem em todos 0s momentos e nao deixarem que eu
desista e também pelos incontaveis momentos de risada. Agradeco por serem 0sS

melhores amigos que eu poderia ter.

Aos meus primos Raphaella e Juninho, e a toda a minha familia, por estarem

sempre comigo. Amo vocés!

Aos amigos que o intercambio me deu, Elisa, Julia, Léo e especialmente as minhas
lindas, Isa e Maressa. O que o CsF uniu, a distancia ndo separa! E as minhas
amigas Michelle, Juliana e Carol, gue mesmo longe ainda estdo comigo por todos

€SSes anos.

Aos colaboradores da FIOCRUZ, Patricia T. Bozza e Giselle Lima, e aos
colaboradores da UFRJ, professor Dr. Ronaldo Mohana-Borges e Diego Rodrigues
Coelho. Agradeco também aos colaboradores do Laboratorio de Biologia Celular,

Prof®. Dr®. Patricia Elaine, Heloisa D avila e Rossana Melo, e do Departamento de



Imunologia, Prof°. Henrique Teixeira, Jacy Gameiro e Gilson Macedo, por abrirem as
portas do laboratério e disponibilizarem equipamentos para que pudéssemos realizar
os experimentos. Aos professores Prof®. Dr® Patricia Elaine e Prof. Dr. Henrique
Teixeira também agradeco pela avaliacdo critica e sugestdes durante minha
qualificagcéo, contribuindo para o melhor desenvolvimento deste trabalho.

E a equipe do Laboratério Integrado de Pesquisa, Miriam Franco e Barbara Penido,
pela utilizacdo dos equipamentos por diversas vezes, tornando possivel o
desenvolvimento deste trabalho.

E finalmente as agéncias de fomento, CAPES e CNPq, e ao PPGCBIO e UFJF, por

tornarem possivel o desenvolvimento deste projeto.



RESUMO

A dengue é uma doenca causada pelo virus da dengue (DENV), composto por 4
sorotipos, sendo transmitida pela picada do mosquito Aedes aegypti, principalmente.
Alguns pacientes podem desenvolver uma forma grave da doenca, chamada de
dengue grave, caracterizada por extravasamento vascular, hemorragia grave e
faléncia dos oOrgdos. Inflamacdo exacerbada com concentracbes elevadas de
citocinas inflamatérias contribuem para o extravasamento vascular e a gravidade da
dengue. Estudos recentes demonstraram altos niveis da proteina ndo estrutural 1
(NS1) do DENV no sangue dos pacientes com dengue grave. A NS1 esta
relacionada a interacdo com TLR4 em macréfagos, induzindo a secrecdo de
mediadores inflamatérios, e a ruptura do endotélio vascular, contribuindo para o
extravasamento vascular. Apesar de a interacdo da NS1 com macréfagos e células
endoteliais ja ter sido demonstrada, sua habilidade em ativar plaguetas ainda é
desconhecida. Nesse estudo, plaguetas de voluntarios saudaveis foram estimuladas
com NS1 do DENV2 recombinante e a resposta plaquetaria foi avaliada por
citometria de fluxo e ELISA. N6s observamos que a NS1 do DENV2 recombinante
produzida em E. coli aumentou a ativacdo plaquetaria, indicada pela expresséo da
P-selectina (CD-62P) na superficie. Nossos resultados indicam que a NS1 aumenta
a secrecdo das quimiocinas RANTES/CCL5 e PF4/CXCL4 e das citocinas pro-
inflamatorias IL-1a e MIF. Contudo, ndo houve aumento nos niveis da citocina
antinflamatoria TGF-B. O pré-tratamento com polimixina B ndo afetou a habilidade
da NS1 em induzir a translocacéo da P-selectina e secrecéo de citocinas, indicando
auséncia de contaminacao por LPS. Além disso, pré-exposi¢cdo a NS1 potencializou
a ativacao plaquetaria e secrecdo de quimiocinas em resposta a uma concentracao
sub-6tima de trombina. As plaquetas também foram estimuladas com NS1 produzida
em células HEK e os resultados obtidos demonstraram um aumento na expressao
superficial de P-selectina, confirmando os dados anteriores de que a NS1 do DENV2
promove ativacdo plaquetaria. Posteriormente, plaquetas de voluntarios saudaveis
pré-tratadas com anticorpos neutralizantes anti-TLR4 ou IgG inespecifica foram
estimuladas com NS1 produzida em células HEK . Nossos resultados demonstram
gue a NS1 ativa plaquetas parcialmente através do receptor TLR4. Finalmente, nos
demonstramos que plaquetas infectadas com DENV além de replicarem o RNA viral,
sdo capazes de traduzir o genoma do virus, sintetizando NS1. No entanto, nossos
resultados mostram que as plaquetas ndo secretam particulas virais, indicando que
o ciclo de replicacao do virus ndo é completo. Apesar dessa replicacdo abortiva, as
plaquetas sdo capazes de secretar a NS1, que pode agir como um PAMP induzindo
respostas imuno-inflamatérias. Nossos dados demonstram que NS1 do DENV2 é
capaz de ativar plaquetas, induzindo a secrecdo de mediadores inflamatérios.
Somado a isso, NS1 do DENV2 potencializa a ativacdo plaquetéaria pela trombina,
sugerindo uma intensificacdo da resposta tromboinflamatéria. Nossos resultados
indicam que as plaquetas ndo s6 respondem a NS1 exégena como também sao
fontes de NS1 durante a infecgdo pelo DENV. Em conjunto, estes eventos podem
potencialmente contribuir para a patogénese da dengue.

Palavras-chave: Virus da dengue. Ativacdo plaquetaria. NS1. Citocinas pro-
inflamatorias. Replicacao viral.



ABSTRACT

Dengue is a disease caused by dengue virus (DENV), composed by 4 serotypes,
and transmitted mostly by Aedes aegypti mosquitos. Some patients may develop a
severe form of the disease, called severe dengue, characterized by vascular
leakage, severe hemorrhage and organ failure. High concentrations of inflammatory
cytokines in the blood of dengue patients contribute to vascular leakage and dengue
severity. Recent studies have shown high plasma levels of the non-structural protein
1 (NS1) in the blood of dengue patients. NS1 has been related to interaction with
TLR4 on macrophages, inducing the secretion of proinflammatory mediators, and to
the disruption of the vascular endothelium, contributing to vascular leakage. Although
interactions of NS1 with macrophages and endothelial cells have already been
demonstrated, its ability to activate platelets is still unclear. Platelets from healthy
volunteers were stimulated with recombinant DENV-2 NS1 produced in E. coli and
platelet responses evaluated by flow cytometry and ELISA. We observed that DENV-
2 NS1 increased platelet activation as indicated by P-selectin surface expression.
Our results indicate that NS1 increases the secretion of the chemokines
RANTES/CCL5 and PF4/CXCL4 and the proinflammatory cytokines IL-1a and MIF.
However, there was no increase in the levels of the anti-inflammatory cytokine TGF-
B. Treatment with polymixin B did not affect the ability of NS1 to induce P-selectin
translocation and cytokine secretion, indicating the absence of LPS contamination. In
addition, pre-exposure to NS1 potentiated platelet activation and chemokine
secretion in response to a suboptimal concentration of thrombin. Platelets were also
stimulated with recombinant NS1 produced in HEK cells and the results show a
similar increase in the surface expression of P-selectin, confirming previous data in
which DENV2 NS1 promotes platelet activation. Furthermore, platelets from healthy
volunteers were incubated with anti-TLR4 neutralizing antibodies or control IgG and
then stimulated with NS1 produced in HEK cells. Our data shows that NS1 activates
platelets partially depending on TLR4. Finally, we demonstrated that DENV-infected
platelets replicated viral RNA, as quantified by gPCR, and also expressed and
secreted NS1, as detected by western blot of pellets and supernatants of infected
platelets. However, although DENV2-infected platelets are not able to secrete viral
particles, promoting abortive replication, they secrete NS1, which may act as a PAMP
inducing immune-inflammatory responses. Our data demonstrate that DENV NS1 is
capable of activating platelets inducing the release of pro-inflammatory mediators.
Besides, DENV NS1 potentiates platelet activation by thrombin, suggesting an
intensification of the thromboinflammatory response. Our data also indicate that
platelets not only respond to exogenous NS1 but also are a source of NS1 during
DENYV infection.

Keywords: Dengue virus. Platelet activation. NS1. Proinflammatory cytokines. Viral
replication.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Distribuicdo mundial dos casos de dengue entre 2010 e 2016.

Figura 2. Distribuicdo dos casos de dengue no Brasil, por regido, no ano
de 2016.

Figura 3. Representacao esquematica da estrutura e genoma do DENV.
Figura 4. Representacao esquematica do ciclo de replicacdo do DENV.
Figura 5. Sinais de alarme e critérios para dengue grave.

Figura 6. Aspectos clinicos durante o curso da dengue.

Figura 7. Representacdo esquematica do envolvimento das plaquetas na

resposta imune.
Figura 8. Mecanismos e agonistas para ativacao plaquetaria via TLR4.

Figura 9. Porcentagem de plaquetas expressando P-selectina (CD62P")
apos estimulo com NS1 do DENV2.

Figura 10. DENV2 NS1 ativa plaquetas de maneira independente de LPS.

Figura 11. Plaguetas estimuladas com NS1 do DENV2 secretam mediadores

inflamatorios estocados em granulos.

Figura 12. Plaguetas de voluntarios saudaveis estimuladas com NS1 do

DENV2 ou LPS, na presenca ou auséncia de Polimixina B.

Figura 13. Pré-exposicao a NS1 potencializa a ativacdo plaquetéaria por

concentragdo sub-6tima de trombina.
Figura 14. NS1 ativa plaguetas parcialmente via TLR4.
Figura 15. Plaquetas replicam o DENV2 de maneira abortiva.

Figura 16. Esquema representativo da ativagdo plaquetaria com NS1 do

DENV2 e replicacao abortiva do DENV2 em plaquetas.

15

17

18

22

23

24

29

31

41

42

44

45

47

48

49

55



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACD - Anticoagulante contendo acido citrico, citrato de sédio e dextrose;
ADE — Amplificagdo dependente de anticorpo;

C — Proteina do capsideo viral;

CCL - Quimiocina ligante do motivo CC;

CCR - Receptor de quimiocina do motivo CC,;

CD - Cluster de diferenciacéo (do inglés Cluster of differentiation);

CXCL — Quimiocina ligante do motivo CXC;

DAMP — Padrao molecular associado a dano;

DC-SIGN — Nao-integrina acoplada a ICAM-3 especifica de célula dendritica;
DENV - Virus da dengue;

DENV-2 AS — Genotipo Sudeste Asiatico do DENV-2;

DF — Febre do dengue;

DHF — Febre hemorragica do dengue;

DSS - Sindrome do choque do dengue;

E — Proteina do envelope viral;

EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético;

ELISA — Ensaio imunoenzimético;

FITC — Isotiocinato de Fluoresceina;

HEK — células renais embrionarias humanas (do inglés Human embryonic kidney

cells)



HMEC - células endoteliais da microvasculatura humana

microvasculature endothelial cells)

HLA — Antigeno leucocitario humano;

HSA — Albumina de soro humano;

ICAM — Molécula de adeséo intercelular;

IL — Interleucina;

LPS — Lipopolissacarideo;

M — Proteina da membrana viral;

MHC — Complexo principal de histocompatibilidade;
MIF — Fator inibidor da migracédo de macroéfagos;
MS — Ministério da Saude;

NETs — do inglés Neutrophil extracellular traps

NLR — Receptor do tipo NOD

NLRP3 — NLR contendo dominio pirina 3

NS — Proteina néo estrutural de Flavivirus;

OMS - Organizacao Mundial de Saude;

OPAS - Organizacdo Panamericana de Saude;
PAMP — Padréo molecular associado a patégeno;
PBS — Tampéao fosfato e salina;

PBMC - Células mononucleares de sangue periférico;
PDGF — Fator de crescimento derivado de plagueta;
PGEL1 - Prostaglandina E1;

PF — Fator plaquetario;

(do inglés

Human



PSG - Tampéo PIPES, salina e glicose;

PrM — Proteina pré-membrana viral;

PPP — Plasma pobre em plaquetas;

PRP — Plasma rico em plaquetas;

PRR — Receptor de reconhecimento de padrao;

gPCR — Reacao em cadeia de polimerase quantitativo;
RANTES - Regulado por ativacdo, expresso e secretado por célula T normal;
RNA — Acido Ribonucleico;

SHU - Sindrome hemolitica urémica

TBS — Tampéao Tris e salina;

TGF — Fator de crescimento e transformacao;

TNF — Fator de necrose tumoral;

VEGF - Fator de crescimento de endotélio vascular;



SUMARIO

1 INTROPUQAO 11
2 REVISAO DE LITERATURA 14
2.1 Epidemiologia 14
2.2 Agente etiologico 17
2.3 Ciclo de replicacao 20
2.4 Aspectos clinicos 22
2.5 Patogénese da dengue 24
2.6 Plaquetas como células do sistema imune 28
2.7 Hipotese e justificativa 31
3 OBJETIVOS 33
3.1 OBJETIVO GERAL 33
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 33
4 MATERIAL E METODOS 34
5 RESULTADOS 40
5.1 NS1 do DENV?2 ativa plaquetas 40
5.2 NS1 do DENV?2 ativa plaquetas de maneira independente 41
de LPS

5.3 NS1 do DENV2 estimula a secrecao de mediadores 43

pro-inflamatorios estocados em granulos

5.4 Pré-exposicao a NS1 potencializa ativacao plaquetaria 46
por concentracao sub-6tima de trombina

5.5 NS1 do DENV2 ativa plaquetas parcialmente via TLR4 47
5.6 Plaquetas replicam o DENV2 de maneira abortiva e 48
secretam NS1 para o meio extracelular

6 DISCUSSAO 50
7 CONCLUSAO 55
REFERENCIAS 56



11

1 INTRODUCAO

A dengue é uma arbovirose transmitida pela picada de fémeas de
mosquitos do género Aedes, principalmente a espécie A. aegipty (GUZMAN;
HARRIS, 2015). O virus da dengue pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus
e é classificado em quatro sorotipos — DENV 1 a 4 — os quais sédo antigenicamente
distintos (THISYAKORN; THISYAKORN, 2015; TUISKUNEN BACK; LUNDKVIST,
2013). A dengue é uma doenca viral transmitida por mosquitos com grande
capacidade de disseminacdo, tornando-se um grave problema de saude publica
mundial (OMS, 2018). De acordo com a OMS (2018), cerca de metade da populagéo
mundial apresenta risco de contrair a infeccdo. Ainda assim, muitos paises deixam
de notificar os casos de dengue, como € o caso de paises da Africa sub-saariana e
da regido do mediterraneo (OMS, 2016). Isso pode ser devido a nao disponibilidade
de testes diagnosticos no continente, falta de conhecimento dos profissionais de
saude a respeito da doenca, cobertura precaria do sistema de saude ou ao
diagnostico clinico incorreto, em regides endémicas para outras doencas febris
como a malaria (AMARASINGHE et al., 2011; PETTI et al., 2006). O Brasil é o pais
com o maior numero de casos notificados no mundo inteiro (TEIXEIRA et al., 2009),
0 que pode ser explicado pela existéncia de sistema de notificacdo, além de fatores
como periodos de chuva, temperatura elevada na maior parte do ano, além de
crescimento desordenado dos centros urbanos (BARCELLOS; LOWE, 2014). Estes

fatores contribuem para a proliferacdo do mosquito vetor e disseminacao da doenca.

Inicialmente, a OMS classificava os casos de dengue em febre do dengue
(DF), febre hemorragica do dengue (DHF) e sindrome do choque do dengue (DSS).
A DHF era caracterizada por febre elevada, hepatomegalia, hemorragia e
extravasamento vascular, sendo dividida em quatro niveis de gravidade (I — IV)
(OMS, 1997; 2011). Os niveis lll e IV caracterizam a DSS, na qual o paciente
apresenta choque e pode evoluir para Obito (TUISKUNEN BACK; LUNDKVIST,
2013). Os quadros de DHF/DSS eram comuns em criangas menores de 15 anos em
paises do sudeste asidtico (OMS, 2011). Contudo, a introducdo do DENV em
regides que ndo tinham contato prévio com 0 virus ocasionou a infec¢cdo de

populagbes adultas, as quais apresentavam aspectos clinicos distintos que ndo se
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enquadravam na classificagdo DHF/DSS, uma vez que esta classificacdo se
baseava em infec¢gbes pelo DENV em criangas tailandesas (HADINEGORO, 2012;
OMS, 2009). Houve entdo a necessidade de implantacdo de uma nova classificagcéo
(HADINEGORO, 2012; OMS, 2009). De acordo com a nova classificagdo, as
infeccdes pelo virus da dengue podem ser assintomaticas, apresentar quadros
brandos ou evoluir para dengue grave (MS, 2016; OMS, 2009). Os quadros de
dengue branda sao divididos em dengue sem sinais de alarme e dengue com sinais
de alarme (OMS, 2009). Os sinais de alarme incluem dor abdominal, vomitos,
acumulo de liquido, hipotensédo postural, hepatomegalia superior a 2 cm, hemorragia
de mucosas, letargia/irritabilidade, e aumento do hematdcrito juntamente com
reducdo da contagem de plaquetas (OMS, 2009). Durante a dengue grave podem
ser observados um ou mais sinais clinicos de aumento do extravasamento vascular
grave, hemorragia grave ou danos aos 6rgaos, podendo levar o paciente ao choque
e Obito (CHEN; NG; CHU, 2015; OMS, 2009). Apesar da nova classificacéo, alguns
artigos ainda utilizam a classificacdo em DHF/DSS. Sendo assim, nés abordaremos
os resultados obtidos em cada estudo respeitando a classificacdo utilizada pelos

autores.

Estudos demonstraram altos niveis da proteina nédo estrutural 1 (NS1) em
pacientes com DHF em relacdo aos pacientes com DF, relacionados a elevada
viremia (LIBRATY et al., 2002). Somado a isso, um trabalho realizado por
Paranavitane e colaboradores (2014) mostrou que a positividade para NS1 no
sangue de pacientes com dengue esta associada ao risco de evolucéao para dengue
grave. Este estudo também mostrou uma correlacdo negativa entre os niveis de NS1
e a contagem de leucdcitos, demonstrando novamente o risco de evolucdo para
dengue grave, uma vez que a leucopenia, quando associada a rapido declinio da
contagem de plaquetas, ja foi associada ao extravasamento vascular
(KALAYANAROOQJ et al., 1997). Além disso, a NS1 secretada atua como um PAMP,
interagindo com células do endotélio vascular, macrofagos e células dendriticas,
ocasionando a secrecdo de mediadores inflamatorios e ruptura do endotélio vascular
(ADIKARI et al., 2016; ALAYLI; SCHOLLE, 2016; MODHIRAN et al., 2015). Porém,

ainda ndo se tem conhecimento a respeito da interagdo da NS1 com as plaquetas.

O elevado extravasamento vascular durante a dengue grave esta

associado a intensidade da resposta imune do hospedeiro contra o virus da dengue,
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com secrecdo elevada de citocinas pro-inflamatérias (PANG; CARDOSA; GUZMAN,
2007). O DENV é capaz de infectar linfécitos, células dendriticas, macréfagos,
mondacitos, hepatocitos e células endoteliais (BALSITIS et al., 2009; CHEUNG et al.,
2018; JESSIE et al., 2004; PERDOMO-CELIS; SALGADO; NARVAEZ, 2017),
levando a intensa secrecdo de mediadores inflamatérios (CHEN; NG; CHU, 2015;
REIS et al., 2007). Estudos j& demonstraram a presenca de altos niveis de citocinas
e quimiocinas, como II-13, TNF-a, IL-6, IL-8, IL-13, IL-10, IL-18, RANTES, em
pacientes com dengue grave, sugerindo sua contribuicdo para a patogénese da
doenca (BOZZA et al., 2008; JUFFRIE et al.,, 2000; KITTIGUL et al., 2000;
MUSTAFA et al., 2001; VAN DE WEG et al., 2013). Outros estudos ja demonstraram
maior ativacdo de plaquetas de pacientes com dengue, ocasionando a secrecao de
fatores pro-inflamatérios, como oOxido nitrico, quimiocinas (RANTES/CCL5 e
PF4/CXCL4), citocinas (IL-1B) e expressdo de moléculas de adesao (P-selectina)
(HOTTZ et al., 2014; MATSUURA et al., 2012; MICHELS et al., 2014; NOISAKRAN
et al., 2009; TRUGILHO et al., 2017). Outrossim, pacientes com dengue grave
apresentam niveis aumentados de plaquetas ativadas em relagcdo aos pacientes
com dengue branda (TRUGILHO et al., 2017). Além da secrecdo de mediadores
inflamatorios, as plaquetas ativadas também podem interagir com outras células do
sistema imune, como neutrofilos e mondcitos, amplificando a resposta inflamatoria e
contribuindo para a patogénese da doenca (CLARK et al.,, 2007; HOTTZ et al.,
2014). Assim, plaquetas ativadas podem ser fatores importantes no desenvolvimento
da dengue grave, seja pela secrecdo de mediadores inflamatérios ou pela interacéo
com outras células do sistema imune. Contudo, 0S mecanismos responsaveis pela
ativacdo plaquetaria na dengue ainda nao estao totalmente elucidados. Com este

estudo, pretendemos avaliar o papel da NS1 do DENV na ativacdo plaquetaria.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1Epidemiologia

A dengue é uma doenca endémica em paises tropicais, afetando
principalmente centros urbanos e periferias (OMS, 2018) (Figura 1). A incidéncia
desta doenca teve um aumento de 30 vezes nos ultimos 50 anos, tendo rapidamente
se tornado uma pandemia e, consequentemente, um sério problema de saulde
publica devido a alta capacidade de disseminacdo, alta incidéncia dos casos e
também a gravidade da infecgdo (GUZMAN; HARRIS, 2015; OMS, 2016). De acordo
com estudos recentes, cerca de 390 milhdes de novos casos ocorrem anualmente,
dos quais 96 milhdes apresentam manifestacdes clinicas (BHATT et al., 2013). Além
disso, estima-se que 3,97 bilhdes de pessoas estejam sob risco de infeccdo em 128
paises, dentre eles 36 paises que inicialmente eram considerados livres do virus
(BRADY et al., 2012).

A primeira epidemia de dengue foi descrita nas regifes da Asia, América
do Norte e Africa, na segunda metade do século 18 (GUBLER; CLARK, 1995).
Sabe-se que tanto o virus quanto o mosquito vetor se espalharam para o restante do
mundo via navios mercantes, através do armazenamento de agua em barris,
permitindo a continuidade do ciclo de replicacdo (GUBLER, 2002). Porém, foi apés a
segunda guerra mundial que ocorreu uma pandemia, provavelmente devido a
migracao de pessoas, a dispersdo do virus e do vetor para regiées com populacées
susceptiveis, e urbanizacdo precaria no periodo pés-guerra (FARES et al., 2015;
GUBLER; CLARK, 1995).
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Figura 1: Distribuicdo mundial dos casos de dengue entre 2010 e 2016 (OMS, 2016). Regibes com
tonalidade baixa de vermelho apresentam baixo nimero de casos reportados de dengue, enquanto
regibes com tonalidade forte de vermelho apresentam elevado nimero de casos reportados.

A entrada do virus no continente americano ocorreu tardiamente. ISso
porque entre as décadas de 1960 e 1970, a Organizacdo Panamericana de Saude
(OPAS) elaborou um programa de erradicacdo do mosquito Aedes aegypti, com o
objetivo de eliminar o virus da febre amarela no continente (ISLAM et al., 2015).
Contudo, falhas no programa de controle do vetor levaram a reintroducdo do
mosquito no continente (ISTURIZ; GUBLER; BREA DEL CASTILLO, 2000),
permitindo a entrada do virus da dengue e estabelecimento do ciclo de transmisséo.
ApdOs um periodo livre da circulacdo do virus, nos anos de 1982 e 1986 foram
registradas epidemias de dengue no Brasil, causadas pelo DENV1 (ISTURIZ;
GUBLER; BREA DEL CASTILLO, 2000). Entre os anos de 1990 e 1991, ocorreram
duas epidemias de dengue no estado do Rio de Janeiro, causadas pelo DENV1 e
pela entrada do DENV2 no estado, seguida dos primeiros casos de DHF no Brasil
(NOGUEIRA et al., 1993; SIQUEIRA et al., 2005). O DENV3 foi introduzido no pais
em 2000 (SIQUEIRA et al., 2005). Até 2010, apenas trés sorotipos eram
encontrados no Brasil. Contudo, apds 2012 o sorotipo 4 passou a circular no pais
(AMaANCIO et al., 2014) e atualmente os quatro sorotipos podem ser encontrados no

Brasil. Em um estudo realizado por Araujo e colaboradores (2017), analisaram-se 0s
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dados obtidos sobre os casos de dengue e 6bitos no Brasil entre os anos de 2000 e
2015 e observou-se um aumento de 232,7% e 639% no namero de casos e 6bitos,
respectivamente. Ainda neste trabalho, observou-se maior taxa de mortalidade em
criangas com menos de um ano e idosos. A presenca de co-morbidades em idosos
pode dificultar a resolucéo do quadro infeccioso (AMaNCIO et al., 2014).

Entre as regiOes brasileiras no ano de 2016, o sudeste apresentou o
maior nimero de casos confirmados de dengue (858.273 casos), seguido das
regides nordeste (324.815 casos), centro-oeste (205.786 casos), sul (72.650 casos)
e por fim a regido norte (39.011 casos), num total de 1.500.535 casos confirmados
em todo o pais e uma taxa de incidéncia de 716,01/100.000 habitantes (MS, 2017a;
OPAS, 2017a) (Figura 2). Além disso, nesse mesmo ano, o Brasil apresentou 861
casos graves, dos quais 449 eram da regido sudeste, 174 da regido centro-oeste,
seguidos de 130 da regido sul, 96 da regido nordeste e 12 da regiao norte (MS,
2017b). Em relacdo a mortalidade, o Brasil registrou 642 mortes no ano de 2016,
sendo o sudeste a regido com maior numero de obitos (392) (MS, 2017c). No ano de
2017, o Brasil apresentou a maior taxa de mortalidade entre os paises da América,
sendo confirmadas 133 mortes num total de 310 em todo o continente (OPAS,
2017b). Porém, estes dados podem ser subestimados devido a ocorréncia de
subnotificacdo dos casos, de modo que o numero de casos e 0Obitos pode ser ainda

maior.
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Figura 2: Distribuicdo dos casos de dengue no Brasil por regido, no ano de 2016 (Adaptado de
FARES et al., 2015). A regido sudeste apresentou o maior niumero de casos confirmados de dengue,
seguida das regiGes nordeste, centro-oeste, sul e norte.

2.2 Agente etiologico

O virus da dengue (DENV) é um arbovirus pertencente a familia
Flaviviridae e ao género Flavivirus, sendo dividido entre quatro sorotipos (DENV1 —
4) (OMS, 2009). A particula viral é esférica e envelopada, tem aproximadamente 50
nm e € composta por RNA de fita simples de 11 kDa e de polaridade positiva, que
apresenta aproximadamente 10.700 nucleotideos (KUHN et al.,, 2002). O RNA
codifica uma Unica poliproteina, a qual € clivada e da origem as proteinas estruturais
e ndo estruturais (NS) (TUISKUNEN BACK; LUNDKVIST, 2013). As proteinas
estruturais sdo do capsideo (C), de membrana (M) e do envelope (E), enquanto as
proteinas ndo estruturais compreendem 7 proteinas (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B e NS5) (GUZMAN et al., 2010) (Figura 3). Ao contrario das proteinas

estruturais, que estao presentes nas particulas virais, as proteinas nao estruturais
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sdo encontradas apenas nas células infectadas (TUISKUNEN BACK; LUNDKVIST,

2013), com excecdo da NS1 que também € secretada.
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Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura e genoma do DENV. (A) Estrutura da particula
viral imatura (esquerda) e madura (direita) do DENV (Adaptado de MACLACHLAN; DUBOVI, 2016).
(B) Representacdo esquematica da poliproteina viral ancorada ao RE, demonstrando a localizacao
das proteinas estruturais e ndo estruturais (Adaptado de MAIRIANG et al., 2013).

A proteina C (do capsideo), uma das proteinas estruturais, apresenta 12
kDa e possui 4 a-hélices, sendo capaz de formar homodimeros em solucédo (JONES
et al., 2003; WANG; SYU; HU, 2004). Além de constituir o capsideo viral, estudos in
vitro ja demonstraram que a proteina C atua como uma chaperona de RNA,
promovendo o anelamento do RNA de flavivirus, entre eles o DENV (IVANYI-NAGY
et al., 2008; PONG et al., 2011). Ja a proteina M é sintetizada como um precursor
pré-M, que varia de 19 a 23 kDa, e € clivado pelo complexo de Golgi (BRAY; LAI,
1991). A proteina precursora pré-M € de grande importancia, uma vez que impede
gue a proteina E promova uma fusdo precoce da membrana da particula viral ao
passar pelo complexo de Golgi, conforme demonstrado em um modelo de encefalite
do vale de Murray (GUIRAKHOO; BOLIN; ROEHRIG, 1992). A proteina M apresenta
aproximadamente 9 kDa e juntamente com a proteina E forma um complexo que
compBe a membrana da particula viral (KUHN et al., 2002; WONG et al., 2012).
Além de sua funcdo estrutural, estudos ja demonstraram que a proteina M também
estd relacionada a mecanismos de apoptose da célula infectada através da

disfuncdo mitocondrial induzida pelo ectodominio ApoptoM (BRABANT et al., 2009;
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CATTEAU et al., 2003). Finalmente, a proteina E € uma glicoproteina que compde o
envelope viral e é responséavel pela interacdo do virus com o receptor da membrana
celular, promovendo a endocitose (NAYAK et al., 2009; ZHANG et al., 2004). Além
disso, a proteina E também promove a fusdo da membrana viral com a membrana
endossomal, permitindo a liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma (NAYAK et al.,
2009; ZHANG et al., 2004). Esta glicoproteina apresenta 3 dominios, sendo eles 0s
dominios: |, de localizacdo central na proteina; Il, que contem a regiao hidrofébica
responsavel pela fusdo do virus a membrana do endossomo celular; e lll, o qual
interage com o receptor na superficie da célula (ALLISON et al., 2001; BHARDWAJ
et al., 2001; ZHANG et al., 2004).

Enquanto as proteinas estruturais sdo responsaveis principalmente por
montar a particula viral, as proteinas ndo estruturais sdo importantes para a
replicacdo do virus. As proteinas NS2 compreendem duas proteinas
transmembrana: NS2A e NS2B (GOPALA REDDY; CHIN; SHIVANANJU, 2018). A
proteina NS2A possui 22 kDa e apresenta 5 dominios transmembrana (GOPALA
REDDY; CHIN; SHIVANANJU, 2018). Outrossim, NS2A também estéa relacionada a
inibicdo da resposta antiviral mediada por IFN do tipo I, juntamente com as proteinas
NS4A e NS4B (CHEN et al., 2017; MUNOZ-JORDAN et al., 2003). Assim como as
proteinas NS2, as proteinas NS4 também possuem dominios transmembrana
(GOPALA REDDY:; CHIN; SHIVANANJU, 2018). A proteina NS4A possui uma regiao
C-terminal hidrofdbica, que é clivada pela signalase celular e é necessaria para o
rearranjo da membrana do RE, levando a formacdo das vesiculas de replicacao
(MILLER et al., 2007). A NS2B é uma proteina menor, com 15 kDa, cuja principal
funcdo é atuar como um cofator da proteina NS3 (GOPALA REDDY; CHIN;
SHIVANANJU, 2018). A NS2B apresenta um dominio central de carater hidrofilico
gue se associa a proteina NS3, de 70 kDa, formando um complexo responsavel pela
atividade serino-protease, que promove a clivagem da poliproteina viral
(CHAMBERS et al., 1990; GOPALA REDDY; CHIN; SHIVANANJU, 2018). Além da
funcdo de protease, estudos ja demonstraram que a NS3 também apresenta fungéo
de helicase e NTPase (LUO et al.,, 2008; SWARBRICK et al., 2017; WENGLER,;
WENGLER, 1991; XU et al., 2005). Assim como a NS3, a NS5, de 104 kDa,
apresenta uma importante funcdo enzimatica no processo de replicacdo viral

(KLEMA et al.,, 2016). A porgdo N-terminal tem a funcdo de metiltransferase,
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promovendo o capeamento do RNA viral, e a porgédo C- terminal possui atividade de
RNA polimerase, replicando o genoma viral (ACKERMANN; PADMANABHAN, 2001;
EGLOFF et al., 2002; O'REILLY; KAO, 1998).

A Ultima proteina ndo estrutural, mas ndo menos importante, € a NS1.
Esta € uma glicoproteina de 48 kDa, que além de participar da replicacdo viral, pode
ainda ser expressa na superficie da membrana celular na forma dimérica ou ainda
ser secretada como um hexamero de 300 kDa na circulacdo sanguinea (CHEN et
al., 2016; MODHIRAN et al., 2017; TUISKUNEN BACK; LUNDKVIST, 2013). A NS1
€ secretada a partir do primeiro dia do surgimento dos sintomas, sendo entdo de
extrema utilidade para o rapido diagnostico da infeccdo (AHMED; BROOR, 2014;
OMS, 2009). A NS1 é altamente conservada entre os quatro sorotipos do DENV,
assim como entre outros flavivirus, de modo que a deteccdo desta proteina néo
permite a identificacdo do sorotipo infectante (METRI; JYOTHI, 2015; OMS, 2009;
RASTOGI; SHARMA; SINGH, 2016). Estudos ja demonstraram sua importancia na
replicacdo do RNA do virus, uma vez que mutacdes nesta proteina impediram a
sintese do RNA (FAN; LIU; YUAN, 2014). Contudo, a funcdo desta proteina no
complexo de replicacdo ainda nao foi elucidada, uma vez que ela se encontra na
face interna do RE, ndo tendo contato com o genoma viral (AKEY et al., 2015;
YOUN et al., 2012). Ja foi demonstrado que a NS1 de outros flavivirus interage com
as proteinas NS4A e NS4B, sugerindo sua participacdo na mudanca conformacional
da membrana do RE para formacdo do complexo de replicacdo (LINDENBACH;
RICE, 1999; RASTOGI; SHARMA; SINGH, 2016; YOUN et al., 2012).

2.3 Ciclo de replicacéo

O virus da dengue interage com receptores presentes na superficie
celular por meio da interacédo da proteina E com o receptor (HIDARI; SUZUKI, 2011).
Jé& foram descritos na literatura a interagédo do virus com DC-SIGN (CD209), descrito
em células dendriticas e plaguetas, e heparan sulfato em diversas células (CHEN et
al., 1997; HOTTZ et al., 2013a; TASSANEETRITHEP et al., 2003). Outros receptores

também tém sido apontados como possiveis alvos para o DENV. Entre eles estdo os
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receptores de manose e o CD14 em mondcitos e macrofagos, as proteinas de
choque térimico HSP90 e HSP70 (heat shock protein 70 e 90), além da chaperona
GRP78 (CHEN; WANG; KING, 1999; CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015;
JINDADAMRONGWECH; THEPPARIT; SMITH, 2004; MILLER et al., 2008; REYES-
DEL VALLE et al., 2005).

ApoOs se ligar ao receptor na célula hospedeira, o virus é endocitado pela
célula (Figura 4). No citoplasma, a acidificacdo do endossoma promove a
trimerizacdo irreversivel da proteina E, expondo os dominios responsaveis pela
fusdo das membranas viral e endossomal e liberando o nucleocapsideo no
citoplasma (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006). Apos dissociacdo do capsideo, o0 RNA
viral é liberado e traduzido em uma poliproteina no reticulo endoplasmatico (RE), a
gual é clivada por proteases virais e celulares, liberando as proteinas estruturais e
ndo estruturais (TUISKUNEN BACK; LUNDKVIST, 2013). A membrana do RE sofre
alteracoes estruturais, formando vesiculas, onde as proteinas ndo estruturais, entre
elas a NS1, formam um complexo de replicacdo que transcrevem o RNA de
polaridade positiva em uma fita de RNA de polaridade negativa (MULLER; YOUNG,
2013; WELSCH et al., 2009). Esta fita serve de molde para a sintese de novas fitas
de polaridade positiva (MULLER; YOUNG, 2013). A proteina C se une ao genoma
viral recém sintetizado no RE e estes séo envoltos pela membrana do RE contendo
as proteinas E e pré-M, formando uma particula viral imatura (MUKHOPADHYAY;
KUHN; ROSSMANN, 2005). Esta particula viral imatura é translocada para o
complexo de Golgi, onde as proteinas presentes na membrana do virus sao
glicosiladas (BARTENSCHLAGER; MILLER, 2008). Ainda no complexo de Golgi, a
proteina pré-M é clivada em proteina M pela acédo da furina, que € uma protease
produzida pela célula (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005; STADLER et
al., 1997). ApGs este processo de clivagem, a proteina E forma homodimeros e a
particula viral madura € liberada da célula (BARTENSCHLAGER; MILLER, 2008).
Estudos jA demonstraram que o virus é capaz de se replicar em células dendriticas,
macrofagos, linfocitos, hepatécitos e células endoteliais (BALSITIS et al., 2009;
PUERTA-GUARDO et al., 2013; SILVEIRA et al., 2018). Trabalhos mais recentes
demonstraram que a traducdo das proteinas virais e a replicacdo do genoma viral
ocorrem em plaquetas (KAR et al.,, 2017; SIMON; SUTHERLAND; PRYZDIAL,
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2015). Porém, sdo necesséarios novos estudos para analisar se as particulas virais

sintetizadas nas plaquetas séo infecciosas ou se a replicacdo é abortiva.
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Figura 4: Representacdo esquematica do ciclo de replicagcdo do DENV (MUKHOPADHYAY; KUHN;
ROSSMANN, 2005).

2.4 Aspectos clinicos

Apés ser picado por um mosquito infectado, o individuo passa por um
periodo, que pode variar de 2 a 7 dias, em que 0 virus permanece incubado
(KURANE, 2007). Apesar de na maioria dos casos a infeccdo ser assintomatica, o
individuo pode apresentar manifestacdes clinicas geralmente leves, mas que podem
evoluir para um quadro de dengue grave (Figura 5), que € caracterizado por
hemorragia grave, extravasamento vascular intenso e acumulo de liquido em
cavidades associado a dificuldade respiratéria por derrame pleural, danos aos
orgaos devido a hipoperfusédo, podendo levar ao choque e 6bito (KURANE, 2007;
OMS, 2009). De forma a proporcionar um melhor manejo dos pacientes com
dengue, a OMS (2009) separou os casos de dengue em dengue sem sinais de

alarme e dengue com sinais de alarme, os quais estdo descritos na figura 5. A
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presenca desses sinais pode ser um indicativo da evolucdo para um quadro grave
(OMS, 2009; MS, 2017). No entanto, pacientes sem sinais de alarme também

podem evoluir para dengue grave.
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Figura 5: Sinais de alarme e critérios para dengue grave (Adaptado de OMS, 2009).

Os individuos com quadro sintomatico apresentam inicialmente uma fase
febril (Figura 6). Nesta fase, ocorre um aumento da temperatura corporal, ao mesmo
tempo em que ha alta taxa de replicacéo viral (OMS, 2011). Além disso, o individuo
pode apresentar mialgia, dor de cabeca e artralgia. E importante ressaltar que os
sinais e sintomas apresentados na fase febril ndo séo suficientes para avaliar se o
paciente desenvolverd um quadro brando ou evoluira para dengue grave. Dentro de
3 a 7 dias, a viremia decresce e a febre comecga a ceder, iniciando-se a fase critica.
Nesta fase, ocorre uma amplificacdo da resposta inflamatoria (KURANE, 2007),
ocorre entdo um aumento da permeabilidade vascular, ocasionando um aumento no

hematocrito e hipotensdo (OMS, 2009). Além disso, sdo observados quadros de
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plaguetopenia e leucopenia. A partir da fase critica, o paciente pode evoluir para
recuperacdo, ocorrendo resolucdo do quadro inflamatério e, consequentemente,
reabsorgcdo do fluido extravasado. Contudo, caso nao haja resolugédo do quadro
inflamatorio, alguns pacientes podem evoluir com um quadro de dengue grave
(OMS, 2009).

Fases da doenca Febril Critica Convalescéncia
Dias apds o
inicio dos sintomas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Temperatura [~ 40°

Desidratacao
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.....
......

Sorologia e Virologia Viremia

Figura 6: Aspectos clinicos durante o curso da dengue (Adaptado de OMS, 2009).

2.5Patogénese da dengue

Inicialmente, a dengue se apresenta como uma doenca febril autolimitada,
podendo progredir para dengue grave. Porém, 0s mecanismos patogénicos para o
desenvolvimento da dengue grave ndo sao totalmente conhecidos e diferentes
hipoteses tém sido propostas. Esta evolugédo para dengue grave tem sido associada
a ocorréncia de infec¢des secundarias (DHANOA et al., 2017; NISALAK et al., 2003;
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SANGKAWIBHA et al., 1984). Algumas hipéteses ja foram propostas para explicar
esta associacdo. A primeira hipotese é conhecida como amplificacdo dependente de
anticorpos (ADE, do inglés antibody-dependent enhancement). De acordo com esta
hip6tese, anticorpos com capacidade sub-neutralizante sdo produzidos durante a
infeccdo secundaria. Estes anticorpos sdo produzidos por células B de memoria da
infeccdo primaria e sdo incapazes de neutralizar um sorotipo distinto durante a
infecgdo secundaria (HALSTEAD, 1970, 1988, 2003; KATZELNICK et al., 2017). O
complexo virus-anticorpo é reconhecido por receptores FcY (FcYR) na superficie de
células, as quais internalizam o virus (LITTAUA; KURANE; ENNIS, 1990). Desta
forma, o nimero de células infectadas aumenta, assim como a viremia (GUZMAN,;
ALVAREZ; HALSTEAD, 2013). Uma segunda hipotese, chamada de pecado original
antigénico, propde que células T CD4+ e CD8+ de memodria sdo ativadas durante
uma infeccdo secundaria, ocasionando uma intensa secrecao de citocinas pro-
inflamatorias, juntamente com apoptose das células T especificas para o sorotipo
infectante (MONGKOLSAPAYA et al., 2003, 2006). Contudo, estas hipoteses néo
sdo capazes de explicar a ocorréncia de dengue grave em infec¢des primarias (DE
ARAUJO et al., 2009; NUNES et al., 2018).

Uma das hipéteses que explica a ocorréncia de dengue grave em
infeccBes primarias e secundarias diz respeito a viruléncia dos diferentes sorotipos,
associada a variacdo genotipica entre eles. Yung e colaboradores (2015)
demonstraram que o DENV-1 gendétipo 1 estd mais associado ao desenvolvimento
de dengue grave em relacdo ao DENV-2 cosmopolita, num estudo realizado em
Singapura. Por outro lado, a ocorréncia de casos graves da doenca na América tem
sido associada ao DENV-2. O DENV-2, especificamente o gendtipo do sudeste
asiatico (DENV-2 SA), é associado a epidemias de DHF ocorridas no Brasil (2008) e
Cuba (1981) (KOURI et al., 1989; RICO-HESSE et al., 1997). Outras epidemias
ocorridas no Peru (2011), Venezuela (1989), Porto Rico e México também foram
associadas ao sorotipo 2 SA (GUBLER; MELTZER, 1999; VILCARROMERO et al.,
2014). Somado a essa hipotese, outros estudos sugerem a participacdo de fatores
genéticos associados ao hospedeiro na progressao para quadros de dengue grave.
O fator genético mais estudado atualmente é o HLA (do inglés, Human Leukocyte
Antigen), que corresponde ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do

inglés Major Histocompatibility Complex), localizado no cromossomo 6. Um estudo
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realizado por Lan et al. (2008) demonstrou que o alelo HLA-A*24 est4 associado ao
desenvolvimento de dengue grave em uma populacdo vietnamita. Por outro lado, o
alelo HLA-DRB1*0901 apresentou um efeito protetor contra a dengue grave,
principalmente contra o DENV-2 (LAN et al., 2008). Além disso, o alelo HLA-A*03 foi
associado negativamente ao desenvolvimento de dengue grave em um grupo da
populacdo da Malésia, embora ndo tenha sido observada associacdo deste alelo
com a gravidade da doenca em grupos chineses e indianos, dentro da populagédo da
Malésia (APPANNA et al., 2010).

Apesar de as diferentes hipéteses proporem diferentes mecanismos para
o desenvolvimento da dengue grave, todas convergem para um ponto em comum:
0s niveis elevados de mediadores pro-inflamatérios. Diversos artigos ja
demonstraram que a presenca destes mediadores esta relacionada a ocorréncia de
extravasamento vascular em pacientes com dengue (APPANNA et al., 2012; PANG,;
CARDOSA; GUZMAN, 2007). Bozza et al. (2008) demonstraram niveis aumentados
de citocinas pro-inflamatorias, entre elas IL-18 e IFN-Y, no plasma de pacientes com
dengue grave. ZHAO et al. (2016) também encontraram niveis elevados de IFN-Y,
além de maiores concentracbes de TNF-a e IL-1la, em pacientes com dengue.
Outros estudos ja4 demonstraram uma maior concentracdo plasmatica de MIF
(macrophage migration inhibitory factor) em pacientes com DHF (ASSUNCAO-
MIRANDA et al., 2010; CHEN et al., 2006; CHUANG et al., 2011). Diversos estudos
ja associaram células do sistema imune, como mondcitos, macrofagos, células
dendriticas e células T, com a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias (MATHEW;
ROTHMAN, 2008; MONGKOLSAPAYA et al., 2003; PUERTA-GUARDO et al., 2013;
SCHMID; DIAMOND; HARRIS, 2014; YONG et al.,, 2017). Contudo, ainda sao
poucos os estudos que demonstram o papel das plaquetas na resposta inflamatéria
durante a infeccdo pelo DENV (HOTTZ et al., 2013a, 2013b, 2014; MATSUURA et
al., 2012; MENDES-RIBEIRO et al., 2008; MICHELS et al., 2014; NOISAKRAN et al.,
2009; OJHA et al., 2017; TRUGILHO et al., 2017).

A NS1 secretada tem papel importante na patogénese da dengue.
Estudos ja demonstraram que altos niveis de NS1 estdo relacionados ao
desenvolvimento de DHF, uma vez que pacientes com DHF ou em risco de
desenvolver DHF apresentaram elevada concentracdo plasmatica desta proteina

(LIBRATY et al.,, 2002). Além disso, a carga viral no plasma de pacientes esta



27

diretamente relacionada aos niveis circulantes de NS1 (LIBRATY et al., 2002).
Estudos j& demonstraram que a NS1 age como um PAMP (padrdo molecular
associado a patogeno) (ADIKARI et al., 2016; MODHIRAN et al., 2015). PAMPs sao
estruturas altamente conservadas de patégenos e indispensaveis para sua
sobrevivéncia, sendo reconhecidos por receptores de reconhecimento de padrao
(PRRs) do hospedeiro (KUMAR; KAWAI; AKIRA, 2011; MOGENSEN, 2009). O
reconhecimento dos PAMPs pelos PRRs é importante para o desenvolvimento da
resposta imune inata, uma vez que desencadeia uma cascata de eventos que levam
a sintese de mediadores inflamatérios e outras moléculas imunorreguladoras, além
de promover a ativacdo da resposta adaptativa (KUMAR; KAWAI; AKIRA, 2011;
MOGENSEN, 2009).

Sabe-se que a NS1 ativa PBMCs (células mononucleares de sangue
periférico), macrofagos e mondcitos, ocasionando a secregdo das citocinas TNF-q,
IL-6, IFN-B, IL-1B, IL-10 e IL-12 (ADIKARI et al., 2016; MODHIRAN et al., 2015). A
NS1 também atua diretamente sobre células do endotélio vascular, causando danos
ao endotélio e levando ao aumento da permeabilidade endotelial (MODHIRAN et al.,
2015). Beatty e colaboradores (2015) também demonstraram que a NS1 ocasiona
aumento da permeabilidade e extravasamento vascular em camundongos, além de
induzir a secrecdo das citocinas inflamatorias TNF-a e IL-6. Estudos ja
demonstraram que a NS1 é capaz de promover a degradacdo do glicocdlice
endotelial levando ao extravasamento vascular (CHEN et al., 2018; PUERTA-
GUARDO; GLASNER; HARRIS, 2016). Outrossim, a NS1 é capaz de se ligar a
glicosaminoglicanos (heparan sulfato e condroitin sulfato E) preferencialmente na
membrana de células HMEC (células endoteliais da microvasculatura humana)
(AVIRUTNAN et al., 2007), sugerindo um possivel mecanismo para o
extravasamento vascular durante a dengue. Modhiran et al. (2015) demonstraram
gue a NS1 ativa PBMCs e macréfagos por meio da interacdo com TLR4 (do inglés
Toll-like receptor 4). Apesar de o0s estudos citados anteriormente ja terem
demonstrado a ativacdo de células do sistema imune e células endoteliais pela NS1,

a capacidade da NS1 em ativar plaquetas ainda néo esta esclarecida.
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2.6 Plaquetas como células do sistema imune

As plaquetas sdo células originalmente associadas ao processo de
coagulacao sanguinea, sendo importantes na manutencédo da hemostasia. Por muito
tempo acreditou-se que esta era sua Unica funcdo. Contudo, estudos mais recentes
tém demonstrado o envolvimento dessas células em respostas imunes e processos
inflamatérios (GARRAUD; COGNASSE, 2015; VIEIRA-DE-ABREU et al.,, 2012)
(Figura 7). Apesar de serem anucleadas, as plaguetas possuem estoques de RNAmM
gque sao processados por spliceossomos apoOs estimulo, levando a sintese de
proteinas, como a pré-IL-13, o fator tecidual (TF), o inibidor do ativador do
plasminogénio tipo 1 (PAI-1), Bcl-3 (B-cell imphoma 3) e B-defensina (BROGREN et
al., 2004; DENIS et al., 2005; KRAEMER et al., 2011; SCHWERTZ et al., 2006;
WEYRICH et al., 1998, 2009). Outra contribuicdo importante das plaquetas sao as
diversas moléculas estocadas em granulos citoplasmaticos, os quais podem ser
diferenciados em granulos densos e a-granulos. Os granulos densos séo
encontrados em torno de 3 a 8 por plagueta e estocam serotonina, ADP, ATP, além
de calcio e polifosfatos (HEIJNEN; VAN DER SLUIJS, 2015). Ja os a-granulos séo
encontrados de forma abundante, entre 50 a 80 por plaqueta, e sdo responsaveis
por armazenar moléculas de adesdo, como P-selectina, fator de Von Willebrand
(VWF) e fibrinogénio (FURIE; FURIE; FLAUMENHAFT, 2001; SANDER et al., 1983;
WENCEL-DRAKE et al., 1985). Também sao encontrados nos a-granulos
mediadores inflamatérios, entre eles quimiocinas e citocinas inflamatérias, como
PF4, RANTES/CCL5, CXCL7, MIF, IL-8 e TGF-[3, e fatores de crescimento, como
VEGF e PDGF (BLAIR; FLAUMENHAFT, 2009; HEIJNEN; VAN DER SLUIJS, 2015;
STRUSSMANN et al., 2013).
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Figura 7: Representacdo esquemaética do envolvimento das plaguetas na resposta imune (Adaptado
de Garraud et al., 2015).

As plaquetas também podem interagir com outras células do sistema
imunoldgico, auxiliando no desenvolvimento da resposta imune inata e adaptativa
(ALl; WUESCHER; WORTH, 2015; CHAPMAN et al., 2012; GARRAUD;
COGNASSE, 2015; LANGER et al., 2007; NISHAT; WUESCHER; WORTH, 2018;
VIEIRA-DE-ABREU et al., 2012). Estudos do nosso grupo demonstraram que
mondcitos de voluntarios saudaveis incubados com plaquetas de pacientes com
dengue secretam citocinas inflamatérias, como IL-1B8, IL-8 e IL-10, além de
demonstrar a presenca de agregados plagueta-mondcito no sangue de pacientes
com dengue, principalmente em pacientes com quadros de trombocitopenia e
extravasamento vascular (HOTTZ et al., 2014). Somado a isso, ja foi demonstrado
gue plaquetas ativadas por LPS via TLR4 se ligam a neutréfilos aderidos ao
endotélio, induzindo a secrecdo de NETs (neutrophil extracellular traps) que retém
bactérias da espécie Escherichia coli (E. coli) (CLARK et al., 2007).

Sabe-se que as plaquetas sdo capazes de reconhecer PAMPs por meio
de PRRs, influenciando o desenvolvimento de uma resposta contra patdégenos

(BERTHET et al.,, 2012). Ja4 foram descritos na literatura diversos receptores
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expressos por plaguetas, entre eles o DC-SIGN, através do qual o virus da dengue é
reconhecido (HOTTZ et al., 2013a; SIMON; SUTHERLAND; PRYZDIAL, 2015). Além
deste, j& foram descritos em plaquetas receptores do tipo NLR (NOD-like receptors),
sendo o mais estudado o NLRP3 (MURTHY et al., 2017; VOGEL et al., 2018),
relacionado a ativacdo do inflamassoma nas plaquetas durante a dengue (HOTTZ et
al., 2013a; HOTTZ; BOZZA; BOZZA, 2018; MIDDLETON; WEYRICH; ZIMMERMAN,
2016). As plaguetas também expressam receptores do tipo TLR, inclusive os TLR
envolvidos no reconhecimento de virus. Estudos realizados por Assinger et al.
(2014) e Koupenova e colaboradores (2014) mostraram que o citomegalovirus
(CMV) e o virus da encefalomiocardite (EMCV) interagem, respectivamente, com
receptores do tipo TLR2 e TLR7 expressos por plaguetas, gerando uma resposta

inflamatoria contra estes patogenos.

Os TLRs sdo PRRs expressos por células do sistema imune e
responsaveis pelo reconhecimento de PAMPs e DAMPs, elicitando uma resposta
inflamatoria (LU; YEH; OHASHI, 2008). Estes receptores podem ser expressos no
compartimento intracelular, como TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9, ou na superficie
celular, como € o caso do TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 e TLR10 (DE NARDO,
2015). O TLR4 é um subtipo de TLRs encontrado na conformagdo homodimérica,
capaz de reconhecer PAMPs extracelulares, sendo o LPS o agonista mais estudado
(DE NARDO, 2015). Estudos jA demonstraram a expressdo de TLRs tanto na
superficie quanto no interior de plaquetas, sendo a expressdo na superficie
modulada de acordo com o estado de ativacdo plaquetaria (COGNASSE et al.,
2005). ANDONEGUI et al. (2005) demonstraram que plaquetas expressam TLR4, e
relacionaram a ativacdo plaquetaria por LPS via TLR4 com quadro de
trombocitopenia em camundongos. Aslam et al. (2006) também demonstrou um
aumento nos niveis de TNF-a e quadro de trombocitopenia em camundongos
estimulados com LPS de E. coli. Stahl e colaboradores (2006) também
demonstraram a ativacao plaquetaria através de TLR4 apds estimulo com LPS de E.
coli enterohemorragica, além de demonstrar a presenca de LPS em plaquetas de
pacientes com sindrome hemolitica urémica (SHU), mas ndo em pacientes sem
quadro de SHU, sugerindo que a interacdo LPS-TLR4 pode contribuir para a
plaquetopenia. Além disso, a interacdo de LPS com TLR4 na superficie das

plaguetas é capaz de estimular a secrecdo das citocinas IL-6, IL-8 e TNF-a por
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PBMCs estimulados com o sobrenadante de plaquetas tratadas com LPS
(BERTHET et al., 2012). Além do LPS, outros agonistas de TLR4, como as histonas
extracelulares, também sdo capazes de ativar plaquetas (Figura 8) (SEMERARO et
al., 2011; TRUGILHO et al., 2017). Contudo, o papel da NS1 na ativacdo de TLRs
em plaquetas ainda n&o foi descrito.

Histonas (H3, H4)

HMGB1

TLR4 N
v  _TLR4
Agregacéo -

@ % Secrecdo de granulos ?
N IF‘{AK1 Agregados plaqueta-neutrofilos

®,

. . Geracdo de trombina & v\
- (IRAKS) CGMP~_
// > cGMP TRAF6 e S
NF-kB
; 8 y v, \ NF-kB . /
L) PIIK (INK) /
,"AK-D :
\ Lo ¢ 4 V
Z‘E"‘} \\
Sintese de IL-1B8 B\
/ Agregacdo /
y ¢ Secrecdo de granulos /
\ — Formagég de trombos
\\ Adesdo Formacdo de NETs
\ Secrecdo de granulos /

Formacdo de NETs 7

~

/ | B

Figura 8: Mecanismos e agonistas para ativagédo plaquetaria via TLR4 (Adaptado de D’ATRI et al.,
2017).

2.7 Hipdtese e justificativa

A NS1 tem se tornado um importante alvo de estudos para o
entendimento dos processos patogénicos da dengue, ja tendo sido demonstrados na
literatura diversos mecanismos através dos quais esta proteina atua (ADIKARI et al.,
2016; BEATTY et al., 2015; MODHIRAN et al., 2015; PUERTA-GUARDO;
GLASNER; HARRIS, 2016). Sabe-se que as plaguetas s&o componentes
importantes do sistema imune, sendo capazes de reconhecer PAMPs e DAMPs e
iniciar uma resposta imuno-inflamatéria (D’ATRI; SCHATTNER, 2017; GARRAUD,;
COGNASSE, 2015; SEMPLE; ITALIANO; FREEDMAN, 2011; VIEIRA-DE-ABREU et
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al., 2012). Entéo, nés propomos a hipotese de que a NS1 do DENV?2 ativa plaquetas
através da ligacdo ao receptor TLR4, ocasionando a liberagdo de mediadores
inflamatdrios. As plaquetas de pacientes com dengue circulam em um estado mais
ativado, secretando citocinas e quimiocinas inflamatérias (HOTTZ et al., 2013b;
TRUGILHO et al., 2017). No entanto, oS mecanismos que levam a essa ativagcao
ainda ndo foram totalmente esclarecidos. Assim, novos estudos S80 necessarios
para a compreensdo dos mecanismos envolvidos na ativacdo plaquetaria e sua

contribuicdo para a patogénese da dengue.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar os efeitos da NS1 do DENV2 na ativagdo plaquetaria e secrecdo de
citocinas, bem como a participacéo do receptor TLR4 neste processo.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Investigar a ativacao plaquetaria apés estimulacdo com NS1 do DENV?2;

3.2.2 Avaliar o perfil inflamatorio de citocinas secretadas por plaguetas estimuladas
com NS1 do DENVZ2;

3.2.3 Investigar se NS1 do DENV2 é capaz de potencializar a ativacao de plaquetas

estimuladas com trombina;
3.2.4 Investigar a participacdo do TLR4 na ativacdo plaguetaria induzida por NS1;

3.2.5 Investigar se a infec¢éo de plaquetas com o virus da dengue leva a replicacao

viral com sintese e secrecado de NS1.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Voluntéarios saudaveis

Foram obtidas amostras de sangue periférico de voluntarios saudaveis do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Juiz de Fora (ICB-
UFJF). Os critérios de inclusao de voluntarios saudaveis foram: ter mais de 18 anos,
ndo fazer uso de anti-inflamatérios por no minimo 7 dias antes da coleta, ndo
consumir qualquer alimento ou bebida contendo cafeina, e n&o ter tido nenhum
episodio de doencas infecciosas ou alérgicas por no minimo 7 dias antes da coleta

da amostra.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HU-UFJF
sob numero 2.223.542. Antes do inicio dos procedimentos, todos os voluntarios
consentiram em participar dos experimentos por meio da assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

4.2 Isolamento de plaquetas

As plaquetas foram isoladas a partir do sangue periférico de voluntarios
saudaveis, conforme método descrito por Hamburger e McEver (1990). Foram
coletados 17 mL de sangue por meio de escalpe em seringa contendo 3 mL de ACD
(8 g/L de &cido citrico, 22,4 g/L de citrato de sodio e 2 g/L de dextrose; pH 5,1), e 0
sangue foi homogeneizado e transferido para tubo falcon estéril de 50 mL, em
cabine de fluxo laminar. O sangue foi centrifugado a 200 xg, por 20 minutos a
temperatura ambiente, com parada sem freio, obtendo-se o0 plasma rico em
plaguetas (PRP). O PRP foi recolhido, adicionou-se 100 nM de prostaglandina E;
(PGE,) e o PRP foi centrifugado a 500 xg, por 20 minutos a temperatura ambiente,
com parada sem freio. O plasma pobre em plaquetas (PPP) foi descartado, e as
plaguetas foram ressuspendidas em 25 mL de PSG (5 mM de PIPES, 145 mM de
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NaCl, 4 mM de KCI, 50 yM de Na2HPO4, 1 mM de MgCI2-6H20, 5,5 mM de glicose;
pH 6,8) e 100 nM PGE; e centrifugadas a 500 xg, por 20 minutos, a temperatura
ambiente, com parada sem freio. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 1 mL de meio 199 (M199 com EBSS, L-Glutamina e HEPES;
Lonza 12-117F). ApoOs contagem das plaquetas, a concentracdo plaquetaria foi
corrigida de modo a obter 1x10° plaquetas/mL.

Para avaliagdo da replicacdo viral em plaquetas, foram utilizados
procedimentos para a deplecao de leucécitos, obtendo-se plaquetas com maior grau
de pureza. Com esta finalidade, apds descartar o PPP, o pellet foi ressuspenso em
2,5 mL de PBS-EDTA-HSA (PBS contendo EDTA 2 mM e 0,5% de albumina de soro
humano). Entdo, adicionou-se 100 nM de PGE; e o anticorpo anti-CD45 (1:200) do
kit de deplecdo de células CD45+ Easy sep (StemCell.18259). Ap6s 10 minutos de
incubacéo, a temperatura ambiente, adicionou-se 100 nM de PGE; e a suspenséao
de microesferas magnéticas (1:100) do kit de deplecdo de células CD45+ Easy sep
(StemCell.18259). A suspensdo foi incubada por 15 minutos, a temperatura
ambiente, e apds esse periodo, foi transferida para um tubo de fundo em U (Falcon
352054) para insercdo no magneto Easy Sep magenta (StemCell.18000). A
suspensao foi incubada por 10 minutos, a temperatura ambiente. Transcorrido esse
tempo, a suspensdo foi vertida para um tubo falcon estéril de 50 mL, tendo o
cuidado de ndo retirar o tubo do magneto durante o processo. Posteriormente,
completou-se o volume para 25 mL com PSG e 100 nM de PGE; e realizou-se nova
centrifugacdo a 500 xg por 20 minutos, a temperatura ambiente, com parada sem
freio. Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de meio
199. Apds contagem a concentracdo de plaquetas foi corrigida para 1x10°

plaquetas/mL.

4.3 Estimulacao plaquetéaria

As plaquetas isoladas de voluntarios saudaveis foram incubadas a 37 °C
com NS1 do DENV-2 proveniente de sistemas de transfeccdo em Escherichia coli
(NS1lec) (ALLONSO et al., 2011) ou em células HEK (NS1hek) (ab181966, Abcam).
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Foram utilizadas concentragcbes de 0, 0,5, 5 ou 50 pg/mL de NS1 do DENV-2, por
1:30 ou 3:00 horas. Para eliminagao da possibilidade de contaminagédo com LPS nos
experimentos com NS1lgc, plaquetas isoladas foram incubadas com NS1 do DENV-2
(50 pg/mL) ou LPS (10 pg/mL) (Sigma L3129) na presenca de 10, 50 ou 100 pg/mL
de Polimixina B (InvivoGen). Apés incubacédo por 3 horas, as plaquetas estimuladas
foram centrifugadas a 700 xg, por 15 minutos. Precipitados de plaquetas foram
utilizados para avaliacdo da ativacdo plaquetaria por citometria de fluxo e os
sobrenadantes foram congelados a -80°C para andlise da secrecdo de mediadores

inflamatorios.

Para investigar se a NS1 do DENV2 potencializa a ativagdo plaquetéaria
induzida por trombina, plaquetas pré-tratadas com concentracdo de 50 pg/mL de
NS1gc por 2:50 horas foram incubadas com concentragdo sub-Otima de trombina
(0,01 U/mL) por 10 minutos, a 37°C. Apés o periodo de incubacéo, as plaquetas

estimuladas foram centrifugadas conforme descrito acima.

Com o objetivo de avaliar se a NS1 ativa plaquetas por meio da ligacao
ao receptor TLR4, as plaquetas foram incubadas com 20 pg/mL de anticorpos
neutralizantes anti-TLR4 (eBioscience 169917-82) ou IgG controle de mesmo isotipo
(Sigma M5534), por 30 minutos, a 37 °C. Apds esse tempo, as plaquetas foram
estimuladas com 5 pg/mL de NS1yex por 3 horas, a 37 °C. Apés a incubagéo por 3
horas, as amostras foram centrifugadas a 900 xg, por 15 minutos, a temperatura
ambiente, com parada sem freio. Os sobrenadantes foram congelados a -80°C e os
precipitados de plaquetas foram recuperados para andlise da ativacdo plaquetéaria

por citometria de fluxo.

4.4 Avaliacao da ativacao plaquetéaria

Os precipitados de células obtidos apos estimulacédo das plaquetas foram
ressuspensos em M199 e marcados com anticorpos conjugados a fluorocromos, e
protegidos da luz. As plaquetas foram identificadas através da marcacdo com o
anticorpo anti-CD41 conjugado a aloficocianina (APC), PerCP-Cy5 ou phicoeritrina

(PE) (1:10) (BD Pharmingen). Para avaliacdo da ativacdo plaquetéria, avaliou-se a
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expresséao superficial da P-selectina utilizando-se o anticorpo anti-CD62P conjugado
a isotiocianato de fluoresceina (FITC) (1:10) (BD Pharmingen). Apds 30 minutos, as
plaguetas foram fixadas com paraformaldeido 4% por 10 minutos. Como controle
negativo, utilizou-se IgG do mesmo isotipo conjugada ao mesmo fluorocromo (1:10).
Posteriormente, as plaguetas marcadas foram adquiridas em Citdmetro de Fluxo (BD
FACSCanto Il ou BD FACSCalibur) através dos softwares FACSDiva ou CellQuest,
respectivatemente, analisando-se 10.000 eventos por gate. Os dados foram
posteriormente analisados por meio do software FlowJo.

4.5 Dosagem de citocinas

O sobrenadante de plaquetas estimuladas com NS1 do DENV-2 foi
utilizado para a dosagem de citocinas e quimiocinas de perfil pro-inflamatorio e anti-
inflamatorio, por meio de ELISA de captura (R&D systems) e conforme as instrugdes
do fabricante. Foram dosadas as citocinas IL-1a, MIF, IL-18 e TGF-f e as
guimiocinas PF4/CXCL4 e RANTES/CCL5. Para a dosagem de IL-1a e IL-1B8 as
amostras nao foram diluidas, enquanto para a dosagem de PF4/CXCL4, MIF,
RANTES/CCL5 e TGF-B as amostras foram diluidas 200, 2, 10 e 20 vezes,

respectivamente.

4.6 Infeccdo das plaquetas com o DENV2

Plaquetas foram isoladas e depletadas de leucécitos, conforme descrito
anteriormente, e infectadas ou ndo com DENV2 (MOI=1). As amostras infectadas
foram incubadas a 37°C. ApGs 1,5 horas, os tubos contendo plaquetas infectadas
foram submetidos a um processo de lavagem com meio 199 (M199) e centrifugados
a 1000 xg, por 10 minutos, sem freio e a temperatura ambiente. Este processo foi
repetido duas vezes. Nos tempos de 3, 6, 12 e 24 horas apés a infecgcéo, as
plaquetas foram centrifugadas a 1000 xg, por 10 minutos, sem freio e a temperatura

ambiente. As amostras de sobrenadante e precipitado de plaquetas foram
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separadas para analise da sintese e secrecdo de NS1 por Western blot e em
tampao (QIlAamp viral RNA minikit, QIAGEN) para quantificagcdo do RNA viral por
gPCR.

4.7 Western blot

Plagquetas de voluntarios saudaveis infectadas ou ndo com DENV-2 foram
lisadas com 50 pL de tampéao de lise (NaCl 0,15 M, Tris 10 mM pH 8, EDTA 0,1 mM,
Triton X-100 1 %, inibidor de proteases (ROCHE)) e o lisado foi submetido a
dosagem de proteinas utilizando-se kit BCA (Thermo Scientific). As amostras de
célula (de 14 a 52 ug de proteina) e sobrenadante (20 pL) foram aplicadas em gel
SDS-PAGE (dodecil-sulfato de sodio - poliacrilamida) a 10 % para realizacado de
eletroforese, a 32 mA por gel. Posteriormente, realizou-se a eletrotransferéncia das
proteinas do gel para membrana de nitrocelulose, a 200 mA, por 105 minutos. Apés
esse tempo, as membranas foram bloqueadas com TBS-T (tampao tris salina, 0,1 %
Tween 20) e 5 % de leite durante 1 hora. Entdo, as membranas foram incubadas
com anticorpo primario anti-NS1 produzido em coelho (Invitrogen PA5-
32207,1:1000), overnight, sob refrigeracdo (4 °C). No dia seguinte, as membranas
foram lavadas com TBS-T e incubadas com anticorpo secundario anti-lgG de coelho
conjugado a HRP (1:10.000) por 1 hora. As membranas foram lavadas novamente
com TBS-T e reveladas com os reagentes quimioluminescentes Pico ou Dura
(Thermo). Apds revelacdo, a membrana contendo amostras de células foi lavada
com TBS-T e incubada com anticorpo primario anti-p-actina humana produzida em
camundongo (Sigma, 1:10.000) por 1 hora. A membrana foi lavada com TBS-T,
incubada com anticorpo secundario anti-lgG de camundongo (1:10.000) por 1 hora e

revelada com o reagente Pico.
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4.8 Quantificagdo do RNA viral por gPCR

A sonda fluorescente QuantiNova Probe RT-PCR Kit (Qiagen®) foi
utilizada para 25 pL de volume de reacéo (tampéo de reacdo 2x, 5 yL RNA, 50uM
dos iniciadores Forward/Reverse (F/R) e 10 uM sonda). A reacdo de transcricdo
reversa foi realizada a 50 °C por 30 min, seguida de desnaturagcédo a 95 °C por 15
minutos. Por fim, a amplificacdo do material genético foi realizada através de 50
ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 15 segundos, e anelamento a 55 °C por 35
segundos. Foram consideradas positivas curvas sigmoidais com valores de Ct (cycle
threshold) inferiores a 40. Para descartar contaminagdo cruzada, nés utlizamos,
durante a reacdo, controles negativos (controle do veiculo de extracdo e controle
nao-template do RT-qPCR) e positivo (18S rRna humano). A quantificacdo absoluta
do RNA viral foi realizada por meio de uma curva padrdo feita a partir da diluicao

seriada do RNA obtido do virus (DENV2 16681) em concentracfes conhecidas.

4.9 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa GraphPad
Prism versao 6. As variaveis analisadas foram expressas em média + erro padréo da
média. As variaveis numéricas foram analisadas para distribuicdo normal utilizando o
teste de Kolmogorov-Smirnov. As comparacdes entre dois grupos foram realizadas
por meio de teste U de Mann-Whitney, para distribuicdes ndo-paramétricas, ou teste
t de Student, para distribuicbes paramétricas. Para comparacao entre trés ou mais
grupos foi utilizada a andlise de variancia em um sentido (one-way ANOVA) e a
localizacdo das diferencas entre os grupos foi identificada pelo pés teste de Tukey.
Para a comparacdo do efeito da polimixina B sobre o efeito da NS1 ou LPS foi
utilizada andlise de variancia em dois sentidos (two-way ANOVA), e a localizacéo
das diferencas foi identificada pelo pos teste de Fisher. Para andlise do efeito do
anti-TLR4 sobre a ativacdo de plaguetas de um mesmo doador por experimento
independente foi utilizado o teste t pareado. Valores de p<0,05 foram considerados

significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 NS1 do DENV2 ativa plaquetas

Inicialmente, nds investigamos se a proteina ndo estrutural NS1 obtida em
sistema de transfeccdo em E. coli (NSlgc) é capaz de promover a ativacdo
plaguetaria. Para isso, nés estimulamos plaquetas de voluntarios saudaveis com
NS1lgc nas concentragdes de 0, 0,5, 5 e 50 pg/mL, nos tempos de 1,5 e 3 horas, a
37°C. NOs avaliamos a expressao da proteina de adeséo P-selectina (CD62P) na
superficie das plaquetas por citometria de fluxo. A P-selectina é encontrada nos a-
granulos em plaquetas quiescentes e apos as plaquetas serem estimuladas, ocorre
translocacdo destes granulos para a superficie da célula (VIEIRA-DE-ABREU et al.,
2012). No6s observamos um aumento significativo da ativacdo de plaquetas
estimuladas na dose de 50 pg/mL de NS1gc, no tempo de 1,5 horas, e nas doses de
5 e 50 pg/mL no tempo de 3 horas de incubacéo (Figura 9 A-B). Para confirmar que
a NS1 do DENV2 é capaz de ativar plaquetas, nos utilizamos NS1 produzida em
sistema de transfeccdo de células HEK (NS1lpek). Assim, nds repetimos o
experimento estimulando ou ndo as plaquetas com NS1pex na concentracdo de 5
pg/mL, por 3 horas, a 37°C. De maneira semelhante, a NS1lygx também aumentou
significativamente a expresséo de P-selectina na superficie de plaquetas em relacéo
as plaguetas nao estimuladas (Figura 9 C), confirmando que a NS1 do DENV2 é

capaz de ativar plaquetas.
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Figura 9: Porcentagem de plaquetas expressando P-selectina (CD62P") ap6s estimulo com NS1 do
DENV2. (A) Estratégia de gating para andlise de plaquetas estimuladas com NS1. Histogramas
mostram expressdo de P-selectina em plaquetas de voluntarios saudaveis estimuladas com 50 pg/mL
de NS1 por 3 horas. (B) Plaquetas de voluntarios saudaveis foram estimuladas com 0, 0,5, 5 e 50
pg/mL de NS1 do DENV2 recombinante produzida em E. coli (NS1gc) por 1,5 ou 3 horas a 37 °C. (C)
Plaguetas de voluntarios saudaveis foram estimuladas com 5 uyg/mL de NS1 do DENV2 produzida em
células HEK (NS1liek) por 3 horas a 37 °C. Citometria de fluxo foi utilizada para quantificar a
porcentagem de plaquetas expressando P-selectina (CD62P+) na superficie. As barras representam
média + erro padrdo da média de (B) 5 ou (C) 4 experimentos independentes com plaguetas de
voluntarios diferentes. *p < 0.05 comparado com nao estimulado; NE: ndo estimulado.

5.2 NS1do DENV2 ativa plaquetas de maneira independente de LPS

A NS1 utilizada nos experimentos iniciais foi obtida através de sistema de
transfeccdo em E. coli (NS1lgc). Entdo, para eliminar a possibilidade de que as
plaquetas foram ativadas por LPS contaminante, nds estimulamos plaquetas
isoladas de 5 voluntarios saudaveis com NS1lgc (50 pg/mL) na presenca de

concentragbes crescentes de polimixina B (0, 10, 50 e 100 pg/mL), que age como
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guelante de LPS. Como controle positivo, plaquetas foram estimuladas com LPS (10
Hg/mL) com as mesmas concentracdes de polimixina B. De acordo com o0s
resultados obtidos, observamos que a polimixina B n&o foi capaz de inibir a ativacéo
plaguetéria induzida por NS1gc em nenhuma das concentracdes utilizadas (Figura
10 A e C). Em contrapartida, a polimixina B reduziu significativamente (p<0,05) a
ativacao plaquetaria por LPS de modo dependente da dose em relacdo as plaquetas
nao tratadas com polimixina B (Figura 10 B e C).
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Figura 10: NS1 do DENV2 ativa plaquetas de maneira independente de LPS. Plaquetas de
voluntarios saudaveis foram estimuladas com NS1 do DENV-2 produzida em E. coli (NS1gc) (A) ou
LPS (B) na auséncia ou presenc¢a de 10, 50 ou 100 yg/mL de Polymixina B (PoliB). (A) Plaguetas
foram estimuladas com 50 pyg/mL de NS1gc por 3 horas; (B) Plaguetas foram estimuladas com 10
pg/mL de LPS por 3 horas. Citometria de fluxo foi utilizada para quantificar a porcentagem de
plaquetas expressando P-selectina (CD62P") na superficie. (C) Histogramas sobrepostos mostram a
expressdo de P-selectina em plagquetas tratadas com LPS ou NS1 na presenca de 100 yg/mL de
Polimixina B. As barras representam média + erro padrdo da média de 5 experimentos independentes
com plaquetas obtidas de voluntéarios diferentes. *p < 0.05 comparado com nao estimulado; #p< 0.05
comparado com o veiculo B; ns = nao significativo.
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5.3 NS1 do DENV?2 estimula a secrecdo de mediadores pro-inflamatorios

As plaquetas sdo capazes de secretar citocinas e quimiocinas
estocadas em granulos. Contudo, a secrecdo destes mediadores varia de maneira
dependente do estimulo aplicado (BERTHET et al., 2012). Entdo, nds investigamos
o perfil de mediadores inflamatérios secretados por plaquetas isoladas de
voluntarios saudaveis estimuladas com NSlgc. Com essa finalidade, nés
investigamos a secre¢do de duas quimiocinas, PF4/CXCL4 e RANTES/CCLS5, além
das citocinas pro-inflamatérias IL-1a, MIF e IL-1B, e da citocina anti-inflamatoria
TGF-B, através da dosagem por ELISA.

Nossos resultados demonstram que a NSlgc, nas maiores
concentracgdes (5 e/ou 50 pg/mL), estimulou a secrec¢ao das quimiocinas PF4/CXCL4
e RANTES/CCL5 e das citocinas po-inflamatétias IL-1a e MIF em comparagdo com
as plaguetas ndo estimuladas (Figura 11 A e B). No entanto, ao quantificarmos a
secrecdo de TGF-B ap0s estimulo com NS1 do DENV2, percebemos que ndo houve
aumento da secrecdo desta citocina em nenhuma das concentracdes e tempos
testados (Figura 11 C). Além disso, a concentracédo de IL-1f ficou abaixo da curva
padrdao em todas as condicdes avaliadas. Juntos, estes resultados indicam que a
NS1 do DENV2 estimula a secrecdo plaquetaria de mediadores de perfil pro-

inflamatorio estocados em granulos.

De modo semelhante a P-selectina, a polimixina B ndo foi capaz de inibir
significativamente a secrecdo das quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias pelas
plaquetas estimuladas com NS1lgc, quando comparadas as plaguetas nao tratadas
com polimixina B (Figura 12 A, C, D e E). Por outro lado, a polimixina B na
concentracdo de 100 pg/mL diminuiu significativamente a secrecdo de PF4/CXCL4
induzida por LPS em relacéo as plaquetas nao tratadas com polimixina B (Figura 12
B). Estes resultados mostram que a secrecdo dos mediadores pro-inflamatérios é

mediada pela NS1 do DENV2, ndo sendo influenciada por LPS contaminante.
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Figura 11: Plaquetas estimuladas com NS1 do DENV2 secretam mediadores inflamatérios estocados
em granulos. Concentracdo de mediadores inflamatérios secretados por plaguetas estimuladas com
0, 0,5, 5 e 50 pg/mL de NS1 do DENV2 recombinante produzida em E. coli (NS1gc) por 1,5 ou 3
horas. Os graficos mostram as concentragfes dos seguintes mediadores: (A) as quimiocinas
PF4/CXCL4 e RANTES/CCL5, (B) as citocinas pro-inflamatdérias IL-1a e MIF, e (C) a citocina
antiinflamatéria TGF-B. As barras representam média + erro padrdo da média de 5 experimentos
independentes com plaquetas obtidas de voluntarios diferentes. *p < 0.05 comparado com nao
estimulado; ns = nao significativo.
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Figura 12: Plaquetas de voluntarios saudaveis foram estimuladas com (A, C, D e E) NS1 do DENV2
recombinante produzida em E. coli (NS1lgc) (50 pg/mL) ou (B) LPS (10 pg/mL), na presenga ou
auséncia de 10, 50 ou 100 pg/mL de Polimixina B. Os graficos mostram as concentragfes de (A)
PF4/CXCL5, (C) RANTES/CCL5, (D) IL-1a, e (E) MIF secretados por plaquetas estimuladas com
NSlec e as concentragbes de (B) PF4/CXCL5 de plaquetas estimuladas com LPS. As barras
representam média + erro padrdo da média de 5 experimentos independentes com plaquetas obtidas
de voluntarios diferentes. * p < 0.05 comparado ao ndo estimulado; # p< 0.05 entre plaquetas
estimuladas com LPS tratadas ou ndo com polimixina B; ns: n&o significativo.
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5.4 Pré-exposicdo a NS1 potencializa a ativacdo plaquetéria por concentracao sub-

6tima de trombina

Em seguida, nés avaliamos se a NSlgc € capaz de potencializar a
ativacdo plaquetéria induzida por concentragdo sub-6tima de trombina. Para isso,
ndés estimulamos plaquetas isoladas de voluntarios saudaveis com NSlgc (50
pg/mL) a 37°C e apés 2 h e 50 min estimulamos as plagquetas com uma
concentracdo subotima de trombina (0,01 U/mL) por 10 minutos.

Como observado anteriormente, a incubacdo por 3 horas com NSlgc
aumentou significativamente a expressao superficial de P-selectina nas plaquetas,
além de promover a secrecdo plaquetaria de mediadores inflamatérios estocados
em granulos, em relacdo as plaquetas nao estimuladas (Figura 13). De forma
semelhante, o estimulo com dose subdtima de trombina por 10 minutos também foi
capaz de estimular a expressao de P-selectina pelas plaquetas, e também induziu a
secrecdo plaquetaria dos mediadores pro-inflamatérios MIF e PF4, quando
comparado com as plaquetas ndo estimuladas. Somado a isso, as plaquetas pré-
tratadas com NSlgc e estimuladas com trombina tiveram uma amplificacdo da
expressdo de P-selectina, além da potencializacdo da secrecdo de PF4/CXCL4 e
MIF, em relacdo as plaquetas estimuladas somente com trombina (Figura 13). Estes
dados indicam que a pré-exposicdo a NS1 potencializa a ativacdo plaquetaria

induzida por concentracdes sub-6timas de trombina.
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Figura 13: Pré-exposicdo a NS1 potencializa a ativacdo plaquetaria por concentracao sub-6étima de
trombina. Plaquetas foram pré-tratadas ou ndo com NS1 recombinante produzida em E. coli (NS1gc)
por 2 h e 50 min a 37°C. As plaquetas foram entdo estimuladas ou ndo com 0,01 U/mL de trombina
(Thr). (A) Citometria de fluxo foi utilizada para quantificar a porcentagem de plaquetas expressando
P-selectina (CD62P") na superficie. (B-C) Concentracdes de (B) PF4/CXCL5 e (C) MIF secretados
por plaquetas em cada condi¢cdo. As barras representam média + erro padrdo da média de 5
experimentos independentes com plaquetas obtidas de voluntarios diferentes. *p < 0.05 comparado
ao nao estimulado; #p < 0.05 comparado a plaguetas tratadas somente com trombina.

5.5 NS1 do DENV2 ativa plaquetas parcialmente via TLR4

Posteriormente, nds objetivamos investigar se a NS1 do DENV2 promove
a ativacao plaquetaria através da interacdo com receptores TLR4 na superficie das
plaquetas. Entéo, nés estimulamos as plaguetas obtidas de 4 voluntarios saudaveis
com NS1lpek, na presenca ou auséncia de anticorpos neutralizantes anti-TLR4 ou
IgG controle de mesmo isotipo, por 3 horas. N6s observamos, entdo, que o bloqueio
com anticorpos anti-TLR4 reduziu significativamente a ativacdo plaquetéria induzida

por NS1uek, quando comparado ao grupo incubado com IgG controle (Figura 14).
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Contudo, observamos que a NS1ex ainda foi capaz de aumentar significativamente
a ativacao plaquetaria, mesmo na presenca do anticorpos anti-TLR4, em relacdo ao
grupo nédo estimulado (Figura 14). Esses resultados sugerem que o TLR4 participa
da ativacao plaquetaria por NS1, mas n&o € o Unico receptor envolvido.
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Figura 14: NS1 ativa plaquetas parcialmente via TLR4. Plaquetas de 4 voluntarios saudaveis foram
incubadas com 20 pug/mL de anticorpos anti-TLR4 ou IgG controle de mesmo isotipo, por 30 minutos,
a 37 °C. As plaquetas foram estimuladas ou ndo com NS1 produzida em células HEK (NS1yek) (5
pg/mL) e incubadas por 3 horas, a 37 °C. Citometria de fluxo foi utilizada para quantificar a
porcentagem de plaquetas expressando P-selectina (CD62P") na sua superficie. *p< 0.05 comparado
ao nao estimulado; #p < 0.05 entre plaquetas incubadas com IgG ou anti-TLR4; NE: ndo estimulado.

5.6 Plaquetas replicam o DENV2 de maneira abortiva e secretam NS1 para o meio

extracelular

Com o objetivo de avaliar se as plaquetas sdo capazes de replicar o
DENV2, nés avaliamos a replicacdo e traducdo do genoma viral. Para isso,
plaquetas de 4 voluntarios saudaveis foram infectadas ou ndo com DENV2 (MOI=1)
por até 24 horas. O RNA viral foi quantificado por gPCR nos lisados de plaguetas e
nos sobrenadantes obtidos apds a infeccdo. Para avaliar a traducdo do RNA viral,
nos também analisamos por Western blot a presenca da NS1 nos lisados e
sobrenadantes das plaquetas infectadas. Nossos resultados demonstram um

aumento significativo do RNA viral no lisado de plaguetas apds 24 horas de infec¢ao
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em relacdo aos tempos anteriores (Figura 15 A). Contudo, n&do foi obsevado
aumento do RNA viral no sobrenadante de plaquetas em nenhum dos tempos
analisados. Ao analisarmos a expressao de NS1 nos lisados e nos sobrenadantes
das plaquetas, observamos acumulo de NS1 nas plaquetas infectadas, além de um
aumento desta proteina no sobrenadante de maneira tempo-dependente (Figura 15
B). Juntos, estes resultados sugerem que a plaqueta é capaz de replicar o RNA viral,
porém néo é capaz de secretar particulas virais para o meio extracelular. Além disso,
as plaquetas séo capazes de sintetizar e secretar a NS1 do DENV2, mostrando que
0 genoma do DENV é traduzido em proteinas virais.
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Figura 15: Plaguetas replicam o DENV2 de maneira abortiva. Plaquetas de voluntarios saudaveis
foram isoladas, depletadas de leucécitos, e infectadas ou ndo com DENV2 (MOI=1). Plaquetas
infectadas foram incubadas a 37 °C. Apos 1,5 horas de infeccao, plaquetas foram lavadas duas vezes
com meio 199 (M199). 3, 6, 12 e 24 horas apoés a infec¢do, as plaquetas foram centrifugadas e os
precipitados e sobrenadantes foram recuperados para anélise de (A) quantificagdo do RNA viral por
gPCR e (B) expressao de NS1 por Western blot. A B-actina foi utilizada como controle. Os pontos
representam meédia + erro padrdo da média de 4 experimentos independentes com plaquetas de
diferentes voluntarios. *p< 0.05 comparado aos demais tempos pos-infec¢ao; NI: ndo infectado.
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6 DISCUSSAO

A NS1 tem se tornado um importante objeto de estudo da patogénese da
dengue. Diversos trabalhos j& demonstraram que esta proteina interage com células
do sistema imune, como macrofagos e mondcitos (ADIKARI et al., 2016;
MODHIRAN et al., 2015). Além disso, a NS1 também interage com células do
endotélio vascular, ocasionando a degradacdo do glicocdlice do endotélio e
extravasamento vascular (BEATTY et al., 2015; CHEN et al., 2016; MODHIRAN et
al., 2015; PUERTA-GUARDO; GLASNER; HARRIS, 2016). Contudo, a ativacéo
plaquetéaria pela NS1 ainda nao havia sido investigada. A ativacéo de plaquetas esta
relacionada a mecanismos imuno-inflamatorios durante a dengue (HOTTZ et al.,
2013b, 2014; MICHELS et al., 2014; OJHA et al., 2017; TRUGILHO et al., 2017).
Estudos do nosso grupo ja demonstraram que plaquetas isoladas de pacientes com
dengue sdo mais ativadas em relacdo a plaquetas de individuos saudaveis, e esta
maior ativacao esta correlacionada a apoptose das plaquetas e trombocitopenia dos
pacientes (HOTTZ et al., 2013a). Além disso, a presenca de agregados plaqueta-
monadcito no sangue de pacientes com dengue esta relacionada a expressao de P-
selectina, além de se associar a quadros de trombocitopenia e aumento da
permeabilidade vascular (HOTTZ et al., 2014). Neste trabalho, n6s demonstramos
gue a NS1 do DENV2 é capaz de ocasionar a ativacdo plagquetaria nas
concentracbes de 5 e/ou 50 pg/mL, consistente com dados da literatura que
demonstram concentracfes de até 50 pg/mL no plasma de pacientes com dengue
(ALCON et al., 2002). A ativacao plaquetaria foi visualizada através do aumento na
porcentagem de plaquetas expressando P-selectina na membrana e da secrecéo de

guimiocinas e citocinas pro-inflamatorias.

A interacdo da NS1 com macréfagos e células endoteliais se da por meio
de receptores do tipo TLR4, levando a secrecdo de mediadores inflamatorios, além
de contribuir para a resposta inflamatdria e extravasamento vascular na dengue
(MODHIRAN et al., 2015). Receptores TLR4 ja foram descritos em plaquetas, sendo
capazes de reconhecer diversos PAMPs e DAMPs, entre eles LPS e histonas
extracelulares (ANDONEGUI et al., 2005; D’ATRI; SCHATTNER, 2017; STAHL et

al., 2006). No entanto, a acdo da NS1 sobre estes receptores nas plaguetas ainda
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nao havia sido descrita. Nossos resultados demonstram que o tratamento com
anticorpos anti-TLR4 inibiu parcialmente a ativacdo plaquetéaria induzida por NS1 do
DENV2, mostrando que a NS1 é capaz de ativar plaquetas por meio de TLR4. Como
0 bloqueio do receptor TLR4 inibiu parcialmente a acdo da NS1 sobre as plaquetas,
ndés acreditamos que outros receptores podem estar envolvidos na ativacédo
plaguetaria induzida por NS1. A NS1 €& uma proteina altamente glicosilada
(FLAMAND et al.,, 1999; YAP et al., 2017). Entdo, n6és ndo descartamos a
possibilidade de a NS1 ser reconhecida por PRRs do tipo CLR (do inglés C-type
lectin-like receptor), entre eles o DC-SIGN, CLEC-2 e o receptor de manose. Os
CLRs possuem dominios de reconhecimento de carboidratos (CRD) capazes de
reconhecer glicoconjugados em PAMPs, na maioria das vezes de maneira
dependente de calcio (MONTEIRO; LEPENIES, 2017; SOILLEUX, 2003; TAYLOR,
1993). O CLEC-2 é um importante receptor plaquetario, cujo principal ligante € a
podoplanina, e atua na hemostasia e em processos inflamatérios (NAVARRO-
NUNEZ et al., 2013; RAYES; WATSON; NIESWANDT, 2019). J4 o DC-SIGN, assim
como o receptor de manose, € capaz de reconhecer glicoproteinas contendo
residuos de manose (MARAKALALA; NDLOVU, 2017). A NS1 é secretada na forma
de uma lipoproteina de alta densidade, apresentando em seu sitio central conteudo
lipidico semelhante ao HDL (do inglés High Density Lipoprotein) (GUTSCHE et al.,
2011). Considerando que o0s receptores scavenger CD36 sao capazes de
reconhecer lipoproteinas oxidadas (BRUNDERT et al., 2011; JAY et al., 2015), o CD36

pode ser um possivel receptor de reconhecimento da NS1 do DENV em plaquetas.

A tempestade de citocinas € um evento importante na patogénese da
dengue, uma vez que 0s niveis de citocinas estdo associados ao extravasamento
vascular, hemorragia, hipotensédo, choque e diminuicdo na contagem de plaquetas,
leucdcitos e linfocitos (AZEREDO et al., 2001; BOZZA et al., 2008; CHEN et al.,
2006; MALAVIGE et al., 2013; VAN DE WEG et al., 2013). Estudos ja demonstraram
gue a interacdo da NS1 com células do sistema imune e células do endotélio
vascular ocasiona a secrec¢ao de citocinas e quimiocinas inflamatorias, como MIF, IL-
10, TNF-q, IL-6, IFN-B, IL-1B e IL-12 (ADIKARI et al., 2016; MODHIRAN et al., 2015;
PUERTA-GUARDO; GLASNER; HARRIS, 2016). Porém, o perfil de mediadores
inflamatorios secretados por plaquetas em resposta a NS1 do DENV2 ainda néo

havia sido demonstrado. As plaquetas sdo capazes de secretar de maneira



52

estimulo-dependente os fatores estocados em a-granulos, variando o peffil
inflamatorio destes fatores, a quantidade e a cinética de secrecado de acordo com o
agonista ao qual foram expostas (BERTHET et al., 2012; CHATTERJEE et al., 2011,
HEIINEN; VAN DER SLUIJS, 2015; JONNALAGADDA,; 1ZU; WHITEHEART, 2012).
Estudos ja demonstraram a presenca de niveis elevados de MIF no plasma de
pacientes com dengue grave, sendo esta citocina relacionada ao aumento da
permeabilidade do endotélio vascular e processos inflamatérios durante a dengue
(ASSUN(;AO-MIRANDA et al., 2010; CHEN et al., 2006; CHUANG et al., 2011).
Além disso, ja foi demonstrado que células do endotélio vascular e mondcitos
estimulados com MIF recombinante tiveram maior expressdo de ICAM-1
(Intercellular Adhesion Molecule 1) e trombomodulina, 0 que pode ocasionar uma
desregulacéo do processo de coagulacdo (SHYU et al., 2012; YEH et al., 2013).
Outrossim, niveis elevados de RANTES/CCLS5, IL-1a e PF4/CXCL4 também ja foram
encontradas no plasma de pacientes com dengue, estando alguns destes
mediadores associados a dengue grave (FRAGNOUD et al, 2015;
RATHAKRISHNAN et al., 2012; SRICHAIKUL et al., 1989; SRICHAIKUL;
NIMMANNITYA, 2000; ZHAO et al., 2016). Em concordancia com estes estudos,
nossos resultados mostram que as plaquetas estimuladas com NS1 do DENV2
promovem a secrecdo das quimiocinas PF4/CXCL4 e RANTES/CCL5 e das
citocinas pré-inflamatérias IL1la e MIF, embora ndo seja visualizada diferenca
significativa na secrecéo da citocina anti-inflamatoria TGF-B. Porém, diferentemente
dos nossos resultados, Malavige e colaboradores (2012) demonstraram uma
correlacdo positiva entre a contagem de plaquetas e os niveis plasmaticos de TGF-f3
em pacientes com dengue, sugerindo sua secre¢do pelas plaguetas. Dessa forma,
nao podemos descartar o estimulo a secrecdo de TGF-$ por outros PAMPs durante
a dengue. Além disso, uma limitacdo do nosso resultado é a falta de um controle
positivo para a secrecdo plaquetaria de TGF-B. Para superar esta limitacdo, as
concentracfes de TGF-B serdo quantificadas em novos experimentos nos quais as
plaquetas serdo estimuladas com um agonista, como a trombina, em paralelo ao
estimulo com NS1. Outrossim, estes resultados foram obtidos de plaquetas
estimuladas com NS1gc. Considerando que bactérias ndo possuem toda a
magquinaria necesséria para promover modificagbes pos-traducionais para a sintese
da NS1, seria importante repetir estes experimentos utilizando NS1yex. Em conjunto,

Nnossos resultados mostram que as plaquetas ativadas por NS1 do DENV2 secretam



53

mediadores de perfil pré-inflamatério, podendo contribuir para a resposta proé-

inflamatdria durante o curso da infeccgéo.

A ocorréncia de quadros de trombocitopenia em pacientes com dengue é
um importante marcador da gravidade da doenca. Esta manifestacdo pode ser
causada por diversos fatores, entre eles a infec¢do de precursores hematopoiéticos
e estromais na medula 6ssea, ou destruicdo das plaquetas e interacdo com células
imunes na circulacéo periférica (HOTTZ et al., 2014; NAKAO; LAI; YOUNG, 1989;
NOISAKRAN et al.,, 2009; ROTHWELL; PUTNAK; LA RUSSA, 1996; SUN et al.,
2007). Além disso, citocinas relacionadas a coagulacdo e fibrindlise ja foram
encontradas no plasma de pacientes com DSS (SUHARTI et al., 2002), sugerindo
gue o consumo de plaguetas também pode estar relacionado a resposta
inflamatoria. Estudos ja demonstraram a ocorréncia de um aumento na geracao de
trombina durante o curso da dengue, o que pode contribuir para a ativacdo das
plaquetas (KRISHNAMURTI et al., 2001). Ghosh et al. (2008) demonstrou que
plaquetas estimuladas com o DENV2 tém um aumento na expressao de P-selectina,
indicando ativacao plaquetaria, além de apresentar maior afinidade por fibrinogénio,
0 que também pode contribuir para a trombocitopenia encontrada em pacientes com
dengue. Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a NS1 é capaz de
potencializar a expressao de P-selectina na superficie das plaquetas induzida por
uma concentracdo sub-o6tima de trombina, indicando maior ativacdo plaguetaria na
presenca deste agonista. Além disso, as plaquetas estimuladas com concentracao
sub-6tima de trombina na presenca de NS1 tiveram uma maior secrecdo da
guimiocina PF4/CXCL4 e da citocina MIF. Ao analisarmos estes dados em conjunto,
podemos dizer que a NS1 pode amplificar a acdo da trombina, auxiliando no
desenvolvimento da resposta tromboinflamatéria durante a dengue através da maior
ativacdo de plaquetas e do estimulo a resposta pro-inflamatoria. No entanto, séo
necessarios novos estudos para avaliar se esta amplificacdo se deve a um

sinergismo entre a NS1 e a trombina ou se ocorre um efeito aditivo.

O virus da dengue é capaz de infectar diversos tipos celulares, entre eles
células dendriticas, macrofagos, mondcitos, linfocitos e células do endotélio vascular
(BALSITIS et al., 2009; CHEUNG et al., 2018; JESSIE et al., 2004; PERDOMO-
CELIS; SALGADO:; NARVAEZ, 2017). Contudo, poucos estudos investigaram a
replicagdo do DENV em plaquetas (KAR et al.,, 2017; SIMON; SUTHERLAND;
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PRYZDIAL, 2015). J& foi demonstrado que plaquetas infectadas com DENV replicam
o RNA viral, porém ndo séo capazes de produzir particulas virais maduras (KAR et
al., 2017; SIMON; SUTHERLAND; PRYZDIAL, 2015). Os resultados encontrados em
nosso estudo corroboram os achados anteriores, uma vez que o lisado de plaguetas
apresentou expressao significativamente maior de copias de RNA viral apés 24
horas de infeccdo em relacdo aos tempos anteriores. Contudo, néo foi encontrada
diferenca significativa no nimero de copias do RNA viral no sobrenadante de
plaguetas, mostrando a auséncia de virus no meio extracelular. Esses resultados
demonstram que as plaquetas sao capazes de replicar o genoma viral, porém nao
secretam particulas virais, o que é conhecido como replicacédo abortiva (PEJAWAR,;
PARKS; ALEXANDER-MILLER, 2005). Uma possivel limitacdo deste resultado € o
periodo de incubacédo relativamente curto. Este experimento poderia ser repetido
infectando-se as plaquetas por um tempo maior, por exemplo 48 horas, e realizando-
se a quantificagdo do numero de copias do RNA viral no sobrenadante. Contudo,
KAR et al. (2017) néo observaram secrecao de particulas virais até 72 horas apoés a

infeccéao.

A NS1, além de ser encontrada nas células infectadas, na forma de um
complexo de replicacdo juntamente com outras proteinas nao estruturais, € a unica
proteina viral secretada pela célula infectada (CHEN; LAI; YEH, 2018). Estudos ja
demonstraram a presenca de altos niveis de NS1 no plasma de pacientes com DHF
e em risco de evoluir para DHF, além de uma relacdo direta entre os niveis de NS1 e
a viremia, sugerindo o envolvimento desta proteina ou do aumento da replicacéo
viral na patogénese da dengue (LIBRATY et al., 2002; YOUNG et al., 2000). Nossos
dados mostram que plaquetas de voluntarios saudaveis infectadas com DENV2 sao
capazes de promover a sintese de novo de NS1 do DENV2. Um estudo de Simon et
al. (2015) também demonstra que plaquetas infectadas com DENV sao capazes de
sintetizar NS1, corroborando nossos resultados. Além disso, o acumulo de NS1 de
maneira tempo-dependente no sobrenadante de plaquetas infectadas com DENV2
demonstra que as plaquetas sdo capazes de secretar a NS1 sintetizada. Estes
dados em conjunto mostram que as plaquetas séo capazes de traduzir o RNA do
DENV2, sintetizando a NS1, além de secretar esta proteina para o meio extracelular.

Contudo, novos estudos serdo realizados para investigar se a NS1 secretada por
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plaguetas € capaz de interagir com outras células ou com as proprias plaquetas,
contribuindo para a patogénese da dengue.



56

7 CONCLUSAO

Nossos resultados nos mostram que a NS1 do DENV2 é capaz de
promover ativagao plaquetaria, levando a translocagdo de a-granulos contendo a
molécula de adesdo P-selectina e mediadores inflamatérios para a superficie da
célula (Figura 16). Além disso, a ativacdo plaquetéaria induzida por NS1 do DENV2
promove a secrecgdo das citocinas IL-1a e MIF e das quimiocinas PF4/CXCL4 e
RANTES/CCL5, mas nado do TGF-B, caracterizando um perfil pro-inflamatério,

podendo contribuir para o processo inflamatoério na dengue (Figura 16).

Somado a isso, os resultados anteriores mostram que as plaquetas
infectadas pelo DENV2 conseguem traduzir o RNA viral, levando a sintese de NS1,
além de secretarem esta proteina para o meio extracelular (Figura 16). Outrossim,
as plaquetas sao capazes de replicar o genoma viral, porém ndo conseguem montar
ou secretar as particulas virais. Assim, as plaquetas promovem uma replicacao
abortiva, que no entanto, contribui para os niveis secretados de NS1 que podem
amplificar a resposta imuno-inflamatéria durante a dengue. Finalmente, nossos
resultados demonstram que o receptor TLR4 esta envolvido na ativacao plaquetaria
por NS1 do DENV2. Contudo, outros receptores celulares também podem estar

envolvidos na ativacdo das plaquetas pela NS1.
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Figura 16: Esquema representativo da ativagdo plaquetaria com NS1 do DENV2 e replicagdo
abortiva do DENV2 em plaquetas.
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