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Investigacdo dos mecanismos associados a permeabilidade endotelial na
Dengue.

RESUMO
TESE DE DOUTORADO

Juliana Freitas Lopes

A Dengue é considerada, hoje, a principal arbovirose humana no mundo, infectando
milhGes de pessoas e causando milhares de mortes anualmente. A doenca pode se
manifestar por uma infeccdo assintomatica ou apresentar quadros clinicos variados, que
véo desde estados febris auto-limitados até quadros graves de hemorragia e choque, nos
quais a plaquetopenia e aumento da permeabilidade vascular estdo frequentemente
associados. Nos casos graves da doenca, os fatores que levam ao importante aumento da
permeabilidade vascular ainda ndo foram totalmente esclarecidos e pouco se sabe sobre
0s mecanismos que possam identificar uma possivel estratégia para a intervencdo deste
quadro. Portanto, este estudo tem como objetivo principal avaliar fatores celulares e
moleculares associados a permeabilidade endotelial na dengue. N6s demonstramos que
plasmas obtidos de pacientes com dengue induzem um aumento da permeabilidade
endotelial in vitro, principalmente aqueles provenientes da fase de defervecéncia de
pacientes graves. Além disso, identificamos as citocinas/quimiocinas presentes nestes
plasmas e observamos uma participa¢do importante do MIF e da IL-1p na indugéo de
permeabilidade endotelial. Em nosso modelo, as células endoteliais foram permissivas a
infeccdo pelo virus dengue, capazes de secretar IL-6 e 1L-8, mas ndo foram observados
efeitos diretos do virus na permeabilidade de células endoteliais. Por fim, observamos
que fatores produzidos por plaquetas foram capazes de induzir a permeabilidade
endotelial in vitro, com o envolvimento das citocinas IL1-3 e MIF neste processo. Logo,
esses dados contribuem significativamente para a elucidacdo de fatores envolvidos no
aumento de permeabilidade vascular observadas nas formas graves da infeccdo pelo
virus dengue.
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Investigation of the mechanisms associated with endothelial permeability
in Dengue.

Abstract
TESE DE DOUTORADO

Juliana Freitas Lopes

Dengue is considered today the main human arbovirus in the world, infecting millions
of people and causing thousands of deaths annually. The disease can manifest as an
asymptomatic infection or present different clinical conditions, ranging from self-
limited febrile states to severe bleeding and shock, in which the thrombocytopenia and
increased vascular permeability are often associated. In severe cases, the factors that
lead to significant increase in vascular permeability have not yet been fully understood
and little is known about the mechanisms that can identify a possible strategy for the
intervention of this framework. Therefore, this study aims to evaluate the endothelial
permeability in dengue. We have shown that plasmas obtained from dengue patients
induces an increase in endothelial permeability in vitro, especially those from the
defervescence phase of severe dengue patients. In addition, we identified
cytokines/chemokines present in these plasmas and observed a significant role of MIF
and IL-1B in endothelial permeability. In our model, the endothelial cells were
permissive to dengue infection, capable to secreting IL-6 and IL-8, but were not
observed direct effects of the virus in the permeability of endothelial cells. Finally, we
found that factors produced by platelets were able to induces endothelial permeability in
vitro, involving IL-1-f and MIF in this process. Thus, these data greatly contribute to
the elucidation of the factors involved in increased vascular permeability observed in
the severe forms of dengue virus infection.
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1. Introducéao

1.1.Dengue

1.1.1 Epidemiologia

Nas ultimas décadas, a populacdo mundial esta presenciando o ressurgimento de
diversas arboviroses, sendo a dengue umas das mais importantes em termos de
morbidade e mortalidade (Guzméan and Kouri 2002; Vasconcelos and Calisher 2016). A
dengue, antes considerada uma doenca esporadica, é hoje caracterizada como um grave
problema de satde publica com efeitos econdémicos e sociais substanciais. Isto se deve
principalmente ao aumento na extensdo das areas de risco para a transmisséo da doenga,
com consequente aumento no nimero de casos, bem como dos casos graves da doenga
(Guzman and Harris 2015).

Segundo registros da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a incidéncia da
dengue aumentou cerca de 30 vezes nos Ultimos 50 anos (World Health Organization
2009; Guzman and Isturiz 2010; Guzman and Harris 2015). Mais de 100 paises,
principalmente de regides tropicais e subtropicais, sdo considerados endémicos e
aproximadamente 390 milhdes de pessoas se encontram em risco de contrair a doenca
com uma estimativa de 96 milhdes de infec¢Ges anualmente (Gubler 1998a; Guzman
and Istdriz 2010; World Health Organization 2012; Bhatt et al. 2013; Guzman and
Harris 2015) (Figura 1.1). Além da expansdo das regides afetadas e do nimero de casos,
um aumento significativo na incidéncia de dengue grave é observado.
Aproximadamente 500 mil pessoas, principalmente criangas, sao hospitalizadas por ano
com a forma grave da doenca, com uma taxa de mortalidade de cerca de 2,5% (Halstead
2007; World Health Organization 2009; Guzman and Istariz 2010).
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Figura 1. 1: Distribuico global da dengue em 2014. Areas com alta, média e

baixa probabilidade de ocorréncia da dengue s&o mostradas no mapa (Adaptado

de Guzman e Harris 2015).

A transmissdo do virus da dengue (DENV) é dependente do mosquito vetor

Aedes aegypti, e em menor extensdo do Ae. albopictus e Ae. polynesiensis (Gubler
1998a). Para que haja transmissdo, a fémea do mosquito Aedes spp. deve picar um
individuo infectado durante a fase virémica da doenca. Apds 0 repasto sanguineo,
ocorre o periodo de incubacdo extrinseco, com duracdo de 8-12 dias, tornando o
mosquito potencialmente transmissor do virus (McBride and Bielefeldt-Ohmann 2000).
Por consequéncia, ao picar um individuo susceptivel ocorre a infeccdo do mesmo,
promovendo o periodo de incubacdo intrinseco com duracdo média de 5-7 dias
(McBride and Bielefeldt-Ohmann 2000). O ciclo se repete quando mosquitos nao
infectados se alimentam de um individuo nesta fase. A propagacdo do DENV esta
diretamente relacionada a distribuicdo geografica dos vetores, sendo a densidade do
mosquito um parametro importante no controle e prevengdo da dengue (Back and
Lundkvist 2013).

Do ponto de vista histdrico, até a década de 1950, a transmissdo urbana da
dengue era remota, mas epidemias eram relatadas (Gubler 1998a) . O ciclo de
transmissdo urbano se intensificou durante as alteracdes ecoldgicas decorrentes da
Segunda Guerra Mundial, permitindo a dispersdo do vetor e do virus pelo sudoeste
Asiatico (Halstead 1988; Gubler 1998a; Ooi and Gubler 2009). Logo, diante do
crescimento populacional e da urbanizagdo desorganizada, associados a auséncia de
programas efetivos de controle do vetor, a transmissdo endémica/epidémica na regido
foi estabelecida (Monath 1994; Gubler and Clark 1995; Gubler 2002; Mackenzie et al.
2004; Ooi and Gubler 2009). Desta maneira, com a circulacdo de mais de um sorotipo,



em conjunto ao intenso movimento de pessoas infectadas através de viagens aéreas
internacionais, foi possivel a distribuicdo do vetor e do DENV para as ilhas do Pacifico
e logo para a Ameérica tropical (Halstead 1988; Gubler 1998b; Wilder-Smith and Gubler
2008; Ooi and Gubler 2009; Messina et al. 2014).

Nas Américas, durante as décadas de 50 e 60, a Organiza¢do Pan-americana de
Saude (OPAS) liderou programas para a erradicacdo do mosquito A. aegypti,
ocasionando o controle da transmissao da febre amarela e consequentemente da dengue
(Gubler and Clark 1995). No entanto, a interrupc¢do do programa na década de 70 levou
a reinfestacdo do continente e, posteriormente, a reintroducdo do DENV (Gubler and
Clark 1995; Halstead 2006). Bhatt e colaboradores (2013) estimaram que cerca de 13
milhGes de infeccBes anuais foram atribuidas ao continente Americano, com quase a

metade dos casos (5 milhdes de infec¢des) ocorridos no Brasil (Bhatt et al. 2013).

No Brasil, a incidéncia de surtos de dengue cresce desde a década de 80. Em
1982, observou-se um primeiro surto em Roraima, em 1986 ocorreu a reintroducdo do
DENV1 no Rio de Janeiro, com mais de 60.000 casos reportados e em 1999, tivemos
204.000 casos em todo o pais. A partir de 2000, o vetor ja estava presente em todos 0s
estados brasileiros e a transmissao do virus se intensificou, levando a dengue a um dos

principais problemas de saude publica nacionais (Teixeira et al. 2013).

Segundo o0 mesmo estudo epidemioldgico de Teixeira e colaboradores (2013),
ocorreram no Brasil cerca de 8,4 milhdes de casos de dengue entre 2000 e 2010, sendo
0s maiores nimeros de casos notificados nos anos de 2002, 2008 e 2010. Nos dois
primeiros anos mencionados, foram relatados cerca de 700 mil casos da doenca, e mais
de 1 milhdo de casos em 2010. Com relacdo as manifestacdes clinicas graves da doenca
apresentadas nestes periodos, foram registrados cerca de 2.700 casos de Febre
Hemorrégica do Dengue (FHD) com 150 6bitos em 2002, uma média de 2.898 casos de
FHD com 485 6bitos em 2008, e cerca de 3.600 casos de FHD com 700 6bitos em 2010
(Teixeira et al. 2013; MS/SVS 2014).

Ja em 2011, seguindo o panorama das grandes epidemias da década anterior,
observaram-se altas prevaléncias e altas taxas de mortalidade. Segundo o Ministério da
Saude, foram notificados, em 2011, 689.277 casos de dengue e 2.936 casos de FHD.
Neste mesmo ano 520 ébitos por dengue foram registrados (MS/SVS 2014). As
epidemias dos anos de 2012 e 2013 foram associadas a reintroducdo do DENV-4 e a



reducdo dos numeros de casos graves e de Obitos por dengue foram observados. O
Ministério da Saude notificou 1.006 casos de FHD em 2012 e 432 em 2013, com 317 e
67 dbitos, respectivamente. Por fim, em 2014 foram reportados 689 casos de dengue grave
e 410 obitos (MS/SVS 2014).

Logo, com a co-circulacdo dos quatro sorotipos no pais e a imunizacdo natural
da populacdo mediante infecgdes seguidas, uma tendéncia a infeccdo de pessoas mais
jovens, que apresentam manifestacdes clinicas mais graves, passa a ser observada
(Teixeira et al. 2013). Em 2016, até a semana epidemioldgica (SE) 3 (03/01/2016 a
23/01/2016) foram registrados 73.872 casos de dengue no pais, quase o dobro para o
mesmo periodo de 2015 (40.916 casos) (MS/SVS 2015), com 137 casos com sinais de
alarme e 9 casos graves (MS/SVS 2016). Em 2015, proporgdes dos sorotipos virais
identificados foram: DENV 1 (94,1%), seguido de DENV 4 (4,8%), DENV 2 (0,7%) e
DENV 3 (0,4%). Além disso, ainda ndo sabemos qual serd o impacto do surgimento de
novas arboviroses, como zika e chikungunya, sobre a transmissdo e patogenia da
dengue no Brasil (Azevedo et al. 2015; Furuya-Kanamori et al. 2016; Heukelbach et al.
2016).

Mediante a0 panorama de expansdo geografica do vetor e do virus, com um
aumento na incidéncia dos casos de dengue, e consequentemente dos casos graves,
estratégias para a prevencao e controle tornaram-se urgentemente necessarias (Achee et
al. 2015; Liang et al. 2015). Terapias antivirais especificas, no entanto, ndo sdo
conhecidas, e apenas tratamento de suporte é oferecido aos pacientes com a doenga até
0 momento (Gubler 1998b; WHO 2009). Desta maneira, a principal forma de controlar
a doenca é com a eliminacdo e expansdo do principal mosquito transmissor A. aegypti;
porém, esta estratégia ndo tem conseguido conter o avango da dengue na maioria dos
paises endémicos (Gubler 1998a; Johnson and Roller 2015; Giraldo et al. 2016). As
estratégias de combate vdo desde o uso de pesticidas a conscientizacdo da populacao
com relacdo as formas de proliferacdo e transmissdo do mosquito (Giraldo et al. 2016).
Pesquisas recentes indicam gue a eliminacdo genética do vetor, através da introducdo de
mutac0es letais nas popula¢des de mosquito e controle da reproducéo pela liberagéo de
machos estéreis transgénicos, é uma estratégia promissora para conter a doenca (Harris
et al. 2011; Wise de Valdez et al. 2011). Além disso, alguns trabalhos relatam que a

infeccdo do mosquito transmissor A. aegypti pela bactéria endossimbiética Wolbachia é



capaz de limitar a infe¢do pelo virus dengue, levando a uma diminui¢do da transmisséo
viral (Moreira et al. 2009; Walker et al. 2011).

Uma segunda estratégia contra a dengue seria 0 desenvolvimento de uma vacina
eficaz. Enquanto vacinas contra outros Flavivirus, como do virus da febre amarela ja
foram desenvolvidas, as vacinas contra 0 DENV ainda estdo sobre investigagéo intensa
(Gould and Solomon 2008). Contudo, os principais desafios no desenvolvimento de
vacinas incluem a presenca de quatro sorotipos, o risco do desenvolvimento de dengue
grave em individuos expostos a uma infeccdo secundéria por sorotipo diferente, além do
pouco entendimento sobre a patogénese da doenca e a caréncia de modelos animais
especificos adequados (Ramakrishnan et al. 2015). Mas nos ultimos anos ocorreu um
grande progresso e diversas vacinas de virus vivo (atenuado, quimérico e vetor viral) e
néo-vivo (inativado, subunidade recombinante e DNA) foram desenvolvidas e algumas
ja completaram os estudos de fase clinica I e Il (Satterfield et al. 2016). Uma das mais
promissoras é a vacina Dengvaxia® CYD-TDV (recombinant, live, attenuated,
tetravalent dengue vaccine) produzida pela empresa Sanofi Pasteur. A vacina é
composta por quatro vacinas vivas atenuadas recombinantes, expressando as regides
prM-E dos quatro sorotipos do DENV (1-4) sendo considerada segura, imunogénica e
eficaz (revisto por Ramakrishnan et al. 2015). A eficacia da vacina em prevenir casos de
dengue grave e febre hemorragica do dengue é de cerca de 90% em criancas, contudo
estudos apontam aspectos controversos da vacina (Halstead and Russell 2016). No
Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou o registro da

vacina, mas sem liberacdo para administracdo na populacéo.

1.1.2 Agente Etiologico

O virus DENV esta classificado na familia Flaviviridae, género Flavivirus,
onde encontra-se até 0 momento quatro sorotipos antigenicamente distintos (DENV-1 a
4) (Guzman and Kouri 2002; Chambers and Monath 2003). Todos os sorotipos parecem
ter emergido de cepas silvestres de florestas de regibes do sudoeste asiatico e séo
potencialmente infecciosos (revisto por Back and Lundkvist 2013). A infeccdo por
qualquer dos quatro sorotipos pode ser assintomatica ou causar doenca de intensidade
variada, desde febril auto-limitada (dengue branda ou classica) até quadros graves com
alteracdes de permeabilidade vascular, sangramentos e choque, podendo progredir para
0 obito (Vaughn et al. 2000; World Health Organization 2009; Teixeira et al. 2013).



A particula viral infecciosa possui aproximadamente 50 nm de didmetro. A
mesma é composta pelo nucleocapsideo, que consiste de um conjunto com mdaltiplas
copias da proteina do capsideo (C) e pelo &cido ribonucleico (RNA) genémico. O RNA
se apresenta como uma fita simples de polaridade positiva, e portanto infeccioso, com
aproximadamente 11 kb e uma Unica fase aberta de leitura (ORF) que codifica para uma
Unica poliproteina. A mesma sera posteriormente clivada por uma combinagdo de
proteases viral e do hospedeiro em proteinas estruturais (C-prM-E) constituintes da
particula viral e ndo estruturais (NS1-NS2A-NS2B-NS3- NS4A-NS4B-NS5) envolvidas
na replicacdo e montagem do virus bem como na modulagdo da resposta do hospedeiro
(Chambers et al. 1990; Chambers and Monath 2003). Além disso, 0 virus possui um
envelope lipidico contendo em sua superficie as glicoproteinas E (envelope), essencial
para a entrada do virus na células hospedeira e M (membrana) (Figural.2) (Rice 2008;
Murrell et al. 2011)

Particula viral imatura

PrM-E
Bicamada lipidica
Nucleocapsideo

rn (+) ss-RNA

Estruturais Nio estruturais

slc}n_‘ v |aa|s) 3 heaibuenbas -

E

Bicamada lipidica
Nucleocapsideo
(+) ss-RNA

Particula viral madura

Figura 1. 2: Estrutura e organizacdo do genoma do virus dengue. Representacdo
esquematica da particula viral imatura (acima) e da particula viral madura (abaixo). A
unica fase aberta de leitura (ORF), flanqueada pelas regides ndo codificantes 5’ e 3’,
codifica para as proteinas estruturais (C, prM e E) e nédo estruturais (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Adaptado de Herrero et al. 2013).

O virus entra na celula hospedeira via endocitose mediada por receptor. Neste
contexto, a proteina E parece ser a responsavel pela ancoragem viral e a entrada do virus

(Anderson 2003). De maneira dependente do pH acido do endossomo, ocorre a fusdo do



envelope viral com a membrana endossomal, liberando o nucleocapsideo para o
citoplasma. O RNA de fita positiva é entdo transportado para o reticulo endoplasmatico
onde passa a produzir as proteinas virais (estruturais e ndo estruturais) requeridas no
processo. Uma fita negativa de RNA € sintetizada e serve de molde para a producéo de
novas moléculas de RNA de fita positiva. Este processo coordenado produz particulas
virais que, ap0s a maturacdo no aparelho de Golgi, sdo liberadas pela via secretora da
célula do hospedeiro (Chambers et al. 1990; Chambers and Monath 2003;
Bartenschlager and Miller 2008; Paranjape and Harris 2010).

A infeccdo pelo DENV se inicia com o repasto sanguineo pelo vetor, e as
primeiras células infectadas e alvos da replicagdo sdo aquelas localizadas no epitélio,
como as células de Langehans e células dentriticas dérmicas (Palucka 2000; Wu et al.
2000). In vitro, o DENV pode infectar uma variedade de células humanas, como
monaocitos/macrofagos, hepatdcitos, linfocitos, celulas dendriticas, endoteliais,
neuronais dentre outras diversas linhagens celulares. Da mesma forma, o virus também
¢ capaz de infectar diversas células in vivo, incluindo modelos de primatas e
camundongos (Halstead 1979; Henchal and Putnak 1990; Clyde et al. 2006; Assuncéo-
Miranda et al. 2010; Chan et al. 2015). Embora um receptor especifico para 0 DENV
ainda ndo tenha sido identificado, alguns ja foram descritos (revisto por Hidari and
Suzuki 2011). Evidéncias sugerem que o receptor DC-SIGN esteja envolvido na
infeccdo de células dendriticas pelo DENV (Navarro-Sanchez et al. 2003,
Tassaneetrithep et al. 2003). Além deste, foi proposto a interagdo com outras moléculas,
incluindo o receptor para manose (MR) (Miller et al. 2008), a proteina regulada por
glicose (GRP) 78 (Jindadamrongwech et al. 2004), o receptor para lipopolissacarideo
(LPS) CD14 (Chen et al. 1999) proteinas de choque térmico (HSP) 70 e 90 (Jorge
Reyes-del Valle, Salvador Chavez-Salinas, Fernando Medina 2005) assim como
receptores de fosfatidilserina TIM e TAM (Meertens et al. 2012; Cruz-Oliveira et al.
2015).

1.1.3 Manifestacdes Clinicas

Com relacdo aos aspectos clinicos, a infec¢do pelo virus dengue em humanos
pode ser assintomatica ou manifestar quadros clinicos variados, que vao desde estados

febris autolimitados até quadros graves de choque e hemorragia (World Health



Organization 2009). Os quatro sorotipos induzem aspectos clinicos semelhantes,
contudo, podem variar quanto a gravidade da doenca. Uma vez o individuo infectado, o
virus passa por um periodo de incubacdo, que varia de 4 a 7 dias, e subitamente os
sintomas comecam a aparecer. A partir de entdo, a doenca adquire uma dinamica onde
observam-se trés fases bem caracteristicas: a fase febril, a fase critica em torno do
tempo de defervescéncia e a fase de convalescéncia ou recuperacéo espontanea (Gubler
1998a; World Health Organization 2009, 2012; Johnson and Roller 2015).

A fase febril inicial tem a duracdo de 3 a 7 dias, caracterizada pela febre alta
(>38.5°C), acompanhada por dores de cabega, vOmitos, mialgia e dores nas articulagdes,
por vezes, com uma erup¢do macular transiente. Manifestacbes hemorragicas brandas,
tais como petéquias sdo observadas nesta fase. Exames laboratoriais geralmente
apresentam moderada plaquetopenia e elevacdo das aminotransferases hepéticas
(Johnson and Roller 2015). Com relacdo aos aspectos soroldgicos, é nesta fase onde

encontramos 0s maiores picos de viremia (Figura 1.3).

A defervescéncia marca o inicio da fase critica, caracterizada por intensa
hemoconcentracao, hipotensao, leucopenia, e plaguetopenia. Os niveis mais elevados do
hematocrito e as contagens mais baixas de plaquetas (plaquetopenia grave
<50.000/mm®) sdo geralmente observados nesta fase. Inicialmente, mecanismos
compensatoérios fisioldgicos sdo regulados positivamente em uma tentativa de manter a
homeostase vascular, com sucesso, 0 paciente evolui com melhora clinica sem
complicacdes. Contudo, em alguns casos, podem ocorrer importantes alteracfes de
permeabilidade que levam a um grave extravasamento de plasma com efusdo pleural,
ascite, comprometimento dos ¢érgdos decorrente da hipoperfusdo e choque,
caracterizando assim a evolucéo para dengue grave o que pode levar a morte (Figura
1.3) (World Health Organization 2009, 2012; Johnson and Roller 2015). Apesar do
vasto espectro de apresentacdes clinicas, ndo é possivel prever a evolucdo de um
paciente ainda na fase febril. Logo, uma triagem adequada e uma intervencao
terapéutica com hidratacdo venosa pode tanto prevenir a evolugdo para condicdes
clinicas mais graves, quanto reduzir significativamente a mortalidade nos casos de

dengue grave.

A fase de recuperacéo (convalescéncia) se inicia com melhora do estado geral do

paciente, estabilizacdo ou redugdo do hematdcrito, aumento progressivo da contagem de



plaquetas e reabsorcéo do liquido extravasado podendo durar algumas semanas. E nesta
fase que conseguimos detectar anticorpos IgM e IgG anti-DENV (Figura 1.3) (World
Health Organization 2009; Johnson and Roller 2015).

Com a expansdo da dengue, novas populacdes geneticamente distintas
apresentaram diferencas na apresentacdo clinica da doenca. Desta maneira, a
classificacdo proposta pela OMS em 1997, que estabelecia diretrizes para o diagndstico
dos pacientes com dengue, passou a falhar em classificar clinicamente pacientes graves
que ndo preenchiam completamente os critérios anteriormente estabelecidos (Balmaseda
et al. 2005; Bandyopadhyay et al. 2006; Deen et al. 2006; Rigau-Pérez 2006; World
Health Organization 2009). Nesta classificacdo, inicialmente, o0s pacientes eram
classificados como febre do dengue (FD) ou febre hemorragica do dengue (FHD), sendo
esta Ultima caracterizada por manifestagdes hemorragicas com hepatomegalia,
plaguetopenia (<100.000/mm3), hemoconcentracdo e hipoproteinemia. Pacientes com
FHD eram ainda sub-classificados em quatro graus de gravidade (FHD | — V) sendo os
graus Il e 1V definidos como sindrome do choque por dengue (SCD) (World Health
Organization 1997). Com isso, atualmente, os casos de dengue s&o classificados em
dengue branda, com ou sem sinais de alarme e dengue grave (Figura 1.4) (World Health
Organization 2009). Pacientes que se recuperam sem maiores complicacdes sdo
classificados como dengue branda. Os sinais de alarme incluem dor abdominal, vémitos
persistentes, sinais clinicos de extravasamento de fluido (hipotensdo postural, oliguria),
sangramento de mucosa, letargia, hepatomegalia (com aumento do figado superior a 2
cm) ou aumento no hematdcrito concorrente com declinio rapido da contagem de
plaquetas. Ja a dengue grave observam-se intenso extravasamento de plasma podendo
levar ao choque, sangramento e grave comprometimento dos 6rgdos. Vale ressaltar que
mesmo 0s pacientes que ndo apresentam sinais de alarme podem evoluir para dengue
grave (World Health Organization 2009). Esta nova proposta de classificacdo se
apresentou mais sensivel e especifica em detectar os casos graves de dengue em relacédo

a classificagdo anterior (Narvaez et al. 2011).

Para a realizagdo do presente estudo nds utilizamos a classificacdo revisada
(atual) de casos (World Health Organization 2009), no entanto, existem muitos estudos
atuais ainda classificam os pacientes em FD/FHD/SCD e os resultados destas
publicacOes serdo citados nesta tese de acordo com os critérios utilizados pelos

respetivos autores.



No Brasil, a incidéncia de dengue branda e grave costumava ser maior em
adultos, contrastando os casos do sudoeste asiatico, onde a dengue grave ocorre
predominantemente em criancas (Halstead 2006; Wakimoto et al. 2015). Entretanto, a
partir de 2007, o Brasil apresentou um aumento significativo dos casos de dengue em
individuos abaixo dos 15 anos de idade como também o aumento dos casos de dengue
grave (Teixeira et al. 2008). Essa mudanca de perfil epidemioldgico associado as
manifestacdes clinicas da doenca cruza com aspectos da patogénese da infeccdo pelo
DENV onde estudos estdo continuamente sendo realizados para a melhor compreenséo
destas mudangas. Sendo assim, estudos que visam entender 0s mecanismos patogénicos
envolvidos nos quadros de dengue, em especial nos casos de dengue grave, sdo de
extrema importancia para o estabelecimento de novos alvos terapéuticos e melhor

manejo clinico da doenca.
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Figura 1. 3: Historia natural da dengue. Curso das alteracGes clinicas e laboratoriais
apos inicio dos sintomas (World Health Organization 2009).
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Figura 1. 4: Classificacdo atual dos casos de dengue sugeriada pela OMS
(adaptado de World Health Organization 2009).

1.1.4 Patogénese

Os possiveis mecanismos envolvidos na patogénese da infeccdo pelo virus
dengue sdo complexos e multifatoriais. Ao longo dos anos, inimeros estudos baseados
em diversas observacdes experimentais in vitro, estudos clinicos, dados
epidemioldgicos e desenvolvimento de modelos experimentais tentam estabelecer
hipoteses que possam elucidar os aspectos fisiopatoldgicos na dengue (Noisakran and
Perng 2008). Entretanto, ainda ndo sabemos que fatores levam alguns pacientes a
desenvolverem a forma branda da doenca enquanto outros evoluem para formas mais
graves. Ainda sim, existe um consenso de que nenhuma hipdtese sozinha explica
precisamente os casos de dengue grave, mas que existe um balanco entre as interagdes

de fatores virais e do hospedeiro que levam a uma ativacdo exacerbada do sistema
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imunolégico, com elevada secrecdo de mediadores inflamatorios, crucial para o
desenvolvimento da vasculopatia caracteristica dos casos graves (Pang et al. 2007;
Bozza et al. 2008; Halstead 2015). Logo, os mecanismos moleculares envolvidos na
intensificacdo da resposta inflamatoria sisttmica na dengue e seus principais efetores

ainda ndo foram completamente esclarecidos.

A resposta imune do hospedeiro frente a infeccdo pelo virus dengue parece
apresentar um perfil especifico de ativacdo, que muitas vezes correlaciona-se com a
evolucdo a dengue grave. Sabemos que a infeccdo priméaria pelo DENV confere
protecdo por toda a vida contra a reinfeccéo pelo sorotipo homologo e protecdo parcial
de curto prazo para outros sorotipos (Whitehorn and Simmons 2011). Entretanto,
observac@es clinico-epidemioldgicas evidenciaram que infeccBes secundarias estavam
associadas a evolucdo para a FHD, muito comum em areas endémicas (Halstead et al.
1969; Halstead 1988; Kouri et al. 1989). Este fato é reforcado pela observagdo de que
infeccBes primarias entre criangas menores de um ano nascidas de maes imunes para o
DENV-1, ou seja, que receberam anticorpos maternos contra 0 DENV, resultaram em

maior gravidade da doenca nestas populagdes (Kliks et al. 1988).

Destas observacdes formulou-se a hipdtese da amplificacdo da infeccédo
dependente de anticorpos (ADE — antibody dependent enhancement) como uma das
hipGteses para o desenvolvimento de casos graves durante as infec¢fes secundarias
(Halstead and O’Rourke 1977). De acordo com esta hip6tese, anticorpos especificos
contra um sorotipo do DENV, provenientes da infeccdo primaria, seriam capazes de
reconhecer um outro sorotipo heterélogo, contudo sem a capacidade de neutraliza-lo.
Isso levaria a uma opsonizacdo do virus infectante por anticorpos 1gG néo
neutralizantes, formando um complexo imune (virus-anticorpo anti-DENV) os quais se
ligam a receptores Fcy (FcyR), presentes na superficie de células alvo, tais como
monacitos e macrdéfagos. Por sua vez, isso facilitaria a entrada do DENV nestas células,
culminando no aumento da replicacdo viral e, consequentemente, maior titulo viral,
producdo de citocinas e ativacdo de células do sistema imunoldgico. Acredita-se que
este processo contribuiria para o desenvolvimento das formas graves da doenca (Kliks
et al. 1988; Vaughn et al. 2000; Guzman and Vazquez 2010).

Estudos in vitro confirmam que concentragcdes sub-neutralizantes de soros

imunes de pacientes com dengue ou de anticorpos contra a proteina E promovem o
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aumento da infeccdo de mondcitos pelo DENV (Goncalvez et al. 2007; Dejnirattisai et
al. 2013; Moi et al. 2013). Outros estudos mostram que a infeccdo de mondcitos,
macrofagos ou de células dendriticas via ADE promove ndo s6 a amplificacdo da
replicacdo viral, mas também aumenta a sintese e secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-o e IL-6 (Chareonsirisuthigul et al. 2007; Boonnak et al.
2008). Estes estudos sugerem que a relacdo entre ADE e a susceptibilidade das
infeccdes secundarias a quadros clinicos mais graves nao se explica simplesmente pelo
aumento dos titulos de viremia, mas principalmente pelas alteracbes da resposta

inflamatoria do hospedeiro (Halstead 2014).

Além da producdo de anticorpos sub-neutralizantes, alguns trabalhos sugerem
que a reposta imune celular, principalmente as mediadas por células T, estdo associadas
ao desenvolvimento dos casos graves de dengue. Postula-se que durante uma infeccéo
secundaria ocorra um aumento da apresentacdo de antigenos, bem como da ativacdo de
células T CD4+ e CD8+ de memdria da primeira infeccdo (sorotipo diferente). Esta
ativacdo de baixa especificidade acaba por ser mais intensa que a expansao das células
T naive (ndo ativadas previamente) para 0 sorotipo infectante, promovendo uma
alteracdo na resposta imunopatolégica (Mongkolsapaya et al. 2003; Rothman 2011;
Mathew et al. 2014). Neste contexto, ha também um aumento na secrecdo de citocinas
pro-inflamatorias, tais como interferon (IFN) vy e TNF-0, que podem agir diretamente
sobre as células do endotélio vascular, resultando em aumento da permeabilidade e
extravasamento do plasma (Mangada et al. 2002). Essa reagédo foi denominada “pecado

antigénico original”.

Apesar dos dados epidemiolégicos evidenciarem que a infecgdo secundaria € um
fator de risco para o desenvolvimento das formas graves da dengue, casos de FHD/SCD
e até mesmo casos fatais tém sido descritos também em infeccdes primarias (Barnes e
Rosen 1974). Estudos provenientes de regides nao endémicas para 0 DENV (Chao et al.
2004) e casos de viajantes mostram que a frequéncia de FHD durante infeccOes
primarias é similar ao observado em infec¢bes secundarias (Meltzer e Schwartz 2009).
No Rio de Janeiro, a introducdo do DENV-3 em 2002, promoveu uma das piores
epidemias da histéria do estado, onde 54% dos casos fatais foram causados por
infeccBes primarias (Nogueira et al. 2005). Desse modo, somente hipdteses da ADE e
do pecado original antigénico ndo sdo capazes de explicar todos 0s casos graves na

dengue.
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Estudos tem demostrado uma liberagdo exacerbada de citocinas e quimiocinas
em pacientes infectados pelo DENV (Pang et al. 2007; Pawitan 2011). Este fenémeno é
conhecido como tempestade de citocinas (cytokine storm) e na infec¢do pelo DENV
parece ser um dos principais eventos responsaveis pelo desenvolvimento observado na
dengue grave. Sabemos que a ativacdo massiva de linfocitos B e T de memoria, assim
como de mondcitos, macrofagos e células dendriticas, resulta na secrecdo de
mediadores inflamatorios que se encontram elevados em pacientes com dengue. Muitos
destes mediadores possuem seus niveis diretamente relacionados com a gravidade dos
casos de dengue podendo servir inclusive como marcadores de gravidade. Trabalhos
realizados com criangas e adultos infectados com diferentes sorotipos do DENV
demonstraram um aumento significativo de citocinas e quimiocinas tais como
Interferon do tipo gama (IFN-y), Fato de necrose tumoral alfa (TNF-a), Interleucina 1
beta (IL-1pB), Interleucinas 4, 6, 7, 8, 10, 13, 15, 17 e 18 (IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10,
IL-13, IL-15, IL-17, IL-18), fator estimulador de coldnias de granuldcitos e macrofagos
(GM-CSF), proteina quimiotatica de mondcitos do tipo 1 (MCP-1/CCL2), fator
inibidor da migracdo de macrdéfagos (MIF), proteina inflamatéria de macrofagos
(MIP1B/CCL4), RANTES/CCLS5, e proteina 10 induzida por interferon (CXCL10/IP-
10) no plasma de pacientes com dengue grave. Dentre estes, IL-6, 1L-10, IFN-y, MIF,
MCP-1/CCL2 parecem ser fortes candidatos a potenciais marcadores de dengue grave
(Chen et al. 2006; Lee et al. 2006; Bozza et al. 2008; Levy et al. 2010; Srikiatkhachorn
and Green 2010; Rathakrishnan et al. 2012; Page and Liles 2013; Avrias et al. 2014; John
et al. 2015).

Dentre os mediadores citados, evidéncias sugerem que o MIF tem um papel
importante na vasculopatia associada a dengue (Chuang et al. 2015). Dados do nosso
grupo, demostraram um importante papel do MIF na patogenia da dengue (Assuncgao-
Miranda et al. 2010), assim como niveis elevados da mesma em pacientes que
apresentaram FHD (Bozza et al. 2008). NoOs observamos por infeccdo experimental
primaria, que camundongos deficientes para o MIF infectados pelo DENV,
apresentaram reducdo significativa na letalidade, com manifestacdes clinicas de menor
gravidade, menores titulos de viremia e diminuicdo da secre¢do de citocinas pro-
inflamatorias, quando comparados aos animais selvagens (Assuncdo-Miranda et al.
2010). Logo, neste estudo pretendemos elucidar alguns aspectos da participacdo desta
citocina da permeabilidade endotelial na dengue.
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A ativacdo exacerbada do sistema complemento também parece estar envolvido
na gravidade das infecces pelo DENV (Nishioka 1974). Neste contexto, a proteina NS-
1 viral é considerada uma das principais indutoras de ativacdo do complemento.
Avirutnan e colaboradores (2006) demonstram que a proteina NS-1 viral soltuvel (SNS-
1) é capaz de induzir de maneira sistémica a ativacdo de anafilatoxicinas do sistema
complemento, assim como o complexo SC5b-9, o que poderia contribuir para o
extravasamento vascular observado na dengue (Avirutnan et al. 2006). Além disso, ja
foram observados niveis elevados de C3a, C4a, C5a e fator D em pacientes com FHD
quando comparados aos niveis dos pacientes com FD, evidenciando o papel destas
moléculas na dengue grave (Nascimento et al. 2009). Outros fatores associados ao
hospedeiro também sédo relacionados ao desenvolvimento de casos graves da doenca.
Estudos sugerem que polimorfismos nos genes ligados ao sistema de antigenos
leucocitarios humanos (HLA) e ndo HLA podem estar associados com a
susceptibilidade a FHD (Chaturvedi et al. 2006).

Além dos fatores relacionados ao hospedeiro, fatores virais também tém sido
associados a gravidade na dengue. Nesse contexto, estudos identificaram que o genotipo
do DENV-2 proveniente do sudeste asiatico estd associado a epidemias graves, como a
de Cuba em 1981 e a do Brasil em 2008 (Rico-Hesse et al. 1997; Teixeira et al. 2009),
enguanto o gendtipo americano do DENV-2 € caracterizado como o agente de
epidemias que ocorrem sem registro de casos graves, como no Peru em 1995 (Leitmeyer
et al. 1999; Cologna et al. 2005; Rico-Hesse 2007). Existem evidéncias de que as
variabilidades genéticas entre as cepas virais também podem estar relacionadas a
diferencas na aptiddo viral (adaptabilidade ou fitness) e viruléncia (Cologna et al. 2004;
Vu et al. 2010). A divergéncia na viruléncia entre estes genotipos foi atribuida a
diferencas nas sequéncias da glicoproteina E e das regides ndo codificantes 5’ ¢ 3° do
genoma viral (Leitmeyer et al. 1999; Pryor et al. 2001). Além disso, comparacdes entre
gendtipos virais e dados epidemioldgicos permitiram a associacdo das elevadas taxas de
transmissdo e da incidéncia de FHD com grupos virais especificos (Rico-Hesse et al.
1997).

1.2 Aumento da Permeabilidade Endotelial na Dengue
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No contexto dos diferentes fatores envolvidos na patogénese da dengue,
observamos que manifestagbes hemorragicas com aumento de permeabilidade
endotelial e consequente extravasamento de plasma séo caracteristicas importantes da
dengue grave (Srikiatkhachorn 2009; Dalrymple and Mackow 2012a; Spiropoulou and
Srikiatkhachorn 2013; Srikiatkhachorn and Spiropoulou 2014). Sabemos que a
complexa interagdo entre o virus e a resposta imune do hospedeiro podem levar a uma
ativacdo das células endoteliais que perdem sua condicdo de barreira, permitindo um
intenso extravasamento de plasma sanguineo. Logo, com o comprometimento das
fungdes vasculares, a compreensdo dos fatores e mecanismos especificos pelos quais as
disfuncGes das células endoteliais ocorrem é de extrema relevancia na dengue.

A barreira endotelial assegura a manutencdo da homeostase vascular e tecidual
modulando diversos processos fisiologicos (Azzi et al. 2013). Células endoteliais,
pericitos, células do musculo liso e a membrana basal coletivamente formam esta
barreira (Gavard 2009; Azzi et al. 2013). Neste contexto, as células endoteliais ganham
importancia pelo seu perfil ativo multifuncional. As mesmas sdo responsaveis por
formar o revestimento interno do vaso sanguineo, regulando o fino ajuste da troca
seletiva de moléculas entre o plasma sanguineo e os tecidos irrigados (Sumpio et al.
2002). S&o as principais células envolvidas na angiogénese, vasculogénese e coagulacdo
podendo responder aos estimulos celulares e moleculares presentes na circulacéo, assim
como na manutencdo do fluxo sanguineo e ténus vascular (Sumpio et al. 2002). Além
disso, células endoteliais podem ainda produzir componentes da matriz extracelular e
sd0 essenciais na orquestracdo das repostas imune-inflamatdrias. Na condicdo de
barreira, as células endoteliais ndo ativadas sdo semipermeéaveis e capazes de controlar
dinamicamente a passagem de moléculas de tamanhos variados, incluindo de carater
celular (Sukriti et al. 2015).

Quando ativadas, as células endoteliais podem adquirem um fendtipo
hiperpermeavel, pro-trombético e pré-inflamatério e quando localizadas no sitio da
infeccdo ou lesdo tecidual sdo essenciais no reparo e remodelagem vascular, regulagao
da migracdo de leucdcitos e consequentemente erradicacdo do patdgeno/toxinas.
Entretanto, a ativacdo endotelial pode ser prejudicial se for exacerbada, persistente e
difusa. Neste sentido, vérias doencas infecciosas incluindo sepse, sindrome hemolitico-
urémica (SHU), maléria grave e dengue grave sdo caracterizadas pela excessiva

permeabilidade, trombose vascular e inflamacdo que resultam em uma disfuncgéo
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endotelial (Page and Liles 2013). Em cada sindrome, o grau de ativacdo endotelial e
subsequente disfungéo contribui para a progresséo e gravidade da doenca.

Apesar das células endoteliais ndo serem os principais sitios de replicacdo do virus
da dengue, a acgdo direta do virus em tais celulas constitui um aspecto importante no
entendimento da patologia vascular que se apresenta na dengue. Antigenos virais, ja
foram encontrados em células endoteliais presentes no figado, baco, e pulmdes em
amostras clinicas de tecidos humanos infectados provenientes de autdpsias. Contudo,
nos mesmos espécimes nao foi possivel identificar a presenca de RNA viral o que
caracterizaria a replicacdao em tais células in vivo (Jessie et al. 2004).

Evidéncias sugerem que as células endoteliais sdo ativadas durante a infecgdo pelo
DENV (Srikiatkhachorn and Kelley 2014). Este fato é corroborado pelos trabalhos que
avaliam a presenca de moléculas que podem levar a uma ativacdo/disfuncao endotelial
presentes nos plasmas de pacientes com dengue, especialmente dos que diferem entre
dengue branda e dengue grave (Cardier et al. 2006). Esta avaliacdo é de supra
importancia para identificar possiveis biomarcadores que possam ajudar a identificar a
evolucgéo dos casos graves da doenca.

Um dos principais mediadores de ativacdo/disfuncdo endotelial em doencas
infecciosas, inclusive na dengue, sdo as proteinas angiogénicas: VEGF (fator de
crescimento endotelial vascular) e seus receptores sollveis VEGF receptor-1 (VEGFR1)
e VEGF receptor-2 (VEGFR2) e as angiopoetinas 1 e 2 (Srikiatkhachorn et al. 2007;
Michels et al. 2012). Ambas, dentre diversas funcGes sdo importantes indutores de
permeabilidade (Bates et al. 2002). Thakur e colaboradores observaram elevados niveis
de VEGF em plasmas de pacientes com FHD, em relacdo a forma branda da doenca
(Tseng et al. 2005; Sathupan et al. 2007; del Moral-Hernandez et al. 2014; Thakur et al.
2016) e esses niveis parecem estar associados com a supressdo dos niveis solveis de
VEFGR2 (Srikiatkhachorn et al. 2007; Seet et al. 2009). A angiopoentina 2 antagoniza
os efeitos da angiopoetina 1 desestabilizando o endotélio pelo desarranjo das moléculas
de adesdo célula-célula (Fiedler et al. 2006). Um contrabalanco das angiopoetinas 1 e 2
também foi observado em pacientes com as formas graves da dengue (Michels et al.
2012; van de Weg et al. 2014).

A expressao diferencial de moléculas de adesao na superficie das células endoteliais

durante a ativacdo endotelial inflamatoria na dengue também constitui um aspecto
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importante, podendo se relacionar com o aumento de permeabilidade vascular
(Srikiatkhachorn and Green 2010). Uma vez que ocorra esta ativacdo, a mesma pode
levar diretamente ao dano do endoteélio, liberando as moléculas de adesdo no plasma
sanguineo. Assim, a identificacdo destas moléculas nos plasmas podem se relacionar
com o aumento de permeabilidade observado na dengue grave. Neste contexto, estudos
demostram que formas sollveis de moléculas de adesdo vascular (sVCAM), molécula
de adesdo intercelular (SICAM) e E-selectina (sE-selec) encontram-se elevados em
pacientes FHD (Murgue et al. 2001; Koraka et al. 2004; Khongphatthanayothin et al.
2006; Martina et al. 2009; Liao et al. 2015). Desta forma, os niveis aumentados destas
moléculas sollveis evidenciam uma disfuncdo endotelial na dengue que pode estar
associado com o perfil de vasculopatia observado nos casos graves (Srikiatkhachorn and
Kelley 2014).

Além disso, um aspecto importante da manutenc¢do da integridade do endotélio € a
presenca das juncdes aderentes e juncdes de oclusdo (tight junction) (Komarova and
Malik 2010; Park-Windhol and D’Amore 2016). As mesmas Sa0 as principais
responsaveis pela ligacéo interendotelial, e a sua disfuncéo estd diretamente associado
ao aumento de permeabilidade vascular (Stevens et al. 2000; Vandenbroucke et al.
2008; Komarova and Malik 2010; Park-Windhol and D’Amore 2016). Neste contexto, a
regulacao da principal juncdo aderente do endotélio (VE-caderina) parece ser crucial no
aumento de permeabilidade (Dejana and Vestweber 2013). J& foi observado que a
delecdo do gene para VE-caderina em camundongos resulta em uma letalidade ainda
embrionaria devido a ndo funcionalidade do sistema vascular provocado pelo fenétipo
de hiperpermeabilidade (Corada et al. 1999). Na dengue, Appanna e colaboradores
(2012) demonstraram que celulas endoteliais incubadas com plasmas de pacientes com
dengue grave da fase de defervecéncia apresentavam significativa diminuicdo da
expressao de VE-caderina e de zonulas de oclusdo do tipo 1 (ZO-1) (Appanna et al.
2012). Estudos in vitro demonstram uma diminui¢do da expressdo de VE-caderina em
células endoteliais infectadas pelo DENV e incubadas com células mononucleares do
sangue periférico (PBMCs) (Dewi et al. 2008).Esses dados fortalecem a importante

participacdo das proteinas de juncdo endotelial na permeabilidade na dengue.

Como mencionado no tépico 1.1.4, sobre a patogénese na dengue, diversos
mediadores inflamatorios apresentam niveis elevados em pacientes FHD com relacdo

aos pacientes FD (Srikiatkhachorn and Green 2010; Kelley et al. 2012). Desta maneira,
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acredita-se que alguns desses possam estar relacionados diretamente e/ou indiretamente
com a ativagdo do endotélio, levando a uma disfungdo e consequentemente aumento de
permeabilidade. Células endoteliais podem ter sua permeabilidade alterada frente a acao
de citocinas/quimiocinas tais como TNF-a, INF-y, IL-6, IL-8/CXCL-8, IL-10, IL-1-B,
MCP-1/CCL-2, RANTES/CCL-5 e MIF (Reinhart et al. 2002; Srikiatkhachorn and
Green 2010; Page and Liles 2013; John et al. 2015)

Dentre os mediadores estudados, 0 TNF-a. se apresenta como um importante indutor
de permeabilidade e possui a¢do pro-coagulante. Com relacdo aos niveis desta molécula
nos plasmas de pacientes com dengue grave, os dados parecem contraditorios. Alguns
relatam aumento em pacientes FHD (Hober et al. 1993; lyngkaran et al. 1995; Braga et
al. 2001) em outros essa correlacdo parece estar associada a coortes que apresentam
polimorfismos para determinado receptor (CLEC-5A) (Antonio et al. 2015). Estudos in
vitro, mostram que 0 TNF-a pode induzir a ativagdo e apoptose de células endoteliais
(Cardier et al. 2005) e em modelos experimentais parece ser responsavel pelo aumento
de permeabilidade e hemorragia atraves da producdo de espécies reativas de oxigénio
(Shresta et al. 2006; Wu-Hsieh et al. 2009).

Os mediadores IL-6 e IL-8/CXCL-8 também encontra-se aumentadas em pacientes
com DHF (Butthep et al. 2012), assim como em células endoteliais infectadas pelo
DENYV in vitro (Huang et al. 2000). Tavalera e colaboradores sugeriram que a producao
de IL-8 por células endoteliais infectadas contribui para a modificacdo da
permeabilidade transendotelial. Além disso, outros mediadores parecem ter ganhado
importancia recentemente como fatores envolvidos no aumento de permeabilidade na
dengue, tais como a proteina de alta mobilidade, box 1(HMGB-1) (Ong et al. 2012) e
mediadores lipidicos, tais como esfingosina-1fosfato (S1P) (Michels et al. 2015).

Os mediadores inflamatérios vistos na dengue podem ser resultados de uma
interacdo do endotélio com as células do sistema imune que levam a alteracbes de
permeabilidade. Aumento de permeabilidade em monocamadas de células endoteliais
tem sido demonstrada em sistemas in vitro de co-culturas com mondcitos infectados
(Carr et al. 2003). O TNF- o liberado dos monocitos tem sido apontado como um
mediador importante neste processo (Bonner and O’Sullivan 1998; Carr et al. 2003;
Dewi et al. 2004; Kelley et al. 2012). Além disso, células dentriticas infectadas pelo

virus DENV-2 foram capazes de secretar metaloproteinases (MMP9 e MMP2) em co-
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culturas com células endoteliais e levar a perda de expressdo de proteinas de adesdo

interendotelial com aumento da permeabilidade endotelial (Luplertlop et al. 2006).

Os niveis circulantes de NS-1 também parecem se correlacionar com a gravidade
da doenca (Libraty et al. 2002; Avirutnan et al. 2006). A mesma parece se ligar a células
endoteliais e mesoendotelias, preferencialmente da microvasculatura, via receptor
heparano sulfato (Avirutnan et al. 2007). A proteina NS1 forma uma estrutura
multimérica e pode ser tanto encontrada na superficie de células infectadas, quanto
liberada como molécula soltvel no sobrenadante de culturas celulares e in vivo (Young
et al. 2000; Libraty et al. 2002). Lin e colaboradores (2005) demonstraram a reatividade
cruzada de anticorpos anti-NS1 com células endoteliais, culminando na ativacdo das
mesmas. Esta ativacdo foi acompanhada pela producdo de IL-6, CXCL8/IL-8 e MCP-
1/CCL-2, bem como pelo aumento na expressao de ICAM-1 e na capacidade de
aderéncia as células PBMCs (Lin et al. 2005). De modo interessante, ap6s ligacdo as
células endoteliais, os anticorpos anti-NS1 induziam apoptose mediada por 6xido nitrico
(NO) (Lin et al. 2002, 2004). Recentemente foi demostrado que a NS-1 pode
diretamente induzir o aumento de permeabilidade in vitro e in vivo (Beatty et al. 2015),
como também pode causar a disruptura do endotélio via receptores do tipo Toll 4
(Modhiran et al. 2015).

Com relacdo ao perfil de ativagdo das diversas proteinas da cascata de
coagulacdo na dengue, estudos demostram que muitas delas estdo desreguladas nos
plasmas de pacientes com dengue, principalmente os que apresentam dengue grave
(Suharti et al. 2002; Butthep et al. 2006; Sosothikul et al. 2007). Neste contexto, varias
proteinas tém sido estudadas. Ja foi observado que altos niveis da forma soltvel de
trombomodulina (sTM) sdo encontrados, ainda na fase febril, em pacientes que
evoluiram para casos mais graves da doenca (Butthep et al. 2006; Pawitan 2011). Além
disso, parece existir uma correlacdo de citocinas com fatores de coagulacdo na dengue
(Suharti et al. 2002). Ainda sdo necessarios estudos para a melhor elucidacdo de
aspectos de coagulacdo na dengue, contudo sabemos que as plaquetas desempenham um

papel importante nos dois processos.

Finalmente, sabemos que a plaquetopenia é uma das principais alteragdes
hematologicas no curso da infeccdo pelo DENV. As maiores prevaléncias de

plaquetopenia e as contagens mais baixas de plaquetas (<50.000/mm?) sdo observadas
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nas formas mais graves da dengue. As contagens de plaquetas se correlacionam tanto
com as alteracbes de permeabilidade e instabilidade hemodindmica quanto com a
recuperacdo clinica ou mortalidade dos pacientes (Krishnamurti et al., 2001; Chen et al.,
2007; Mourao et al 2007; Chua et al, 1993).

As plaquetas sdo células efetoras altamente especializadas e essenciais as
respostas hemostaticas. E crescente o reconhecimento das plaquetas como células
inflamatdrias com atividades fundamentais na resposta imune inata e adaptativa
(Weyrich et al. 2003; Semple et al. 2011; Vieira-de-Abreu et al. 2012). Plaquetas
ativadas medeiam respostas imunes e inflamatorias a partir de uma série de mecanismos
que incluem desde a secrecao de citocinas e quimiocinas até interacdes justacrinas com
leucdcitos e células endoteliais. Estas interacfes sinalizam para a transcricdo de genes
especificos modulando a funcdo destas células (Kaplanski et al. 1993; Weyrich et al.
2003; Nishimura et al. 2012). Hottz e colaboradores (2013) demostraram que as
plaquetas sdo ativadas durante a dengue ou quando ativadas pelo DENV in vitro,
capazes de secretar citocinas/quimiocinas e podem sofrer apoptose (Hottz et al. 2013b).
Com relagdo a interacdo entre as plaquetas e o endotélio, foi observado que células
endoteliais infectadas aderem mais plaquetas a sua superficie, podem contribuir para
plaquetopenia associada a dengue (Krishnamurti et al. 2002). Contudo, pouco se sabe
sobre a influéncia direta/indireta das plaquetas na ativacao/disfuncdo endotelial na

dengue.

Visto esses dados, esse trabalho visou a investigacdo dos possiveis mecanismos
envolvidos no aumento da permeabilidade endotelial na dengue, tanto para a elucidagédo
de aspectos relacionados interacdo direta da célula endotelial com DENV, com pela
acao de plasmas de pacientes com dengue e ainda pela acdo de produtos secretados por
plaquetas. Desta maneira acreditamos que este estudo possa contribuir de maneira
significativa para o melhor entendimento das patologias vascular que observamos na

dengue principalmente na gravidade a ela associada.
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2. Justificativa

O aumento de permeabilidade vascular é um dos principais sintomas que definem as
formas graves da infeccdo pelo virus da dengue. Os fatores que permitem alguns
pacientes evoluirem as formas mais graves da doenca, ainda permanecem pouco
esclarecidos, contudo sabemos que fatores virais e do sistema imune do hospedeiro
estdo envolvidos e culminam em uma intensa ativacdo/disfuncao endotelial, levando ao
aumento da permeabilidade vascular com extravasamento de plasma caracteristico da
dengue grave. Neste contexto, visto a caréncia de estratégias adequadas de intervencgédo
terapéutica para o tratamento dos casos graves da doenca, a elucidacdo dos possiveis
fatores envolvidos nas alteracdes de permeabilidade endotelial na dengue, assim como a
sua caracterizacdo e impacto na patogénese das formas graves € fundamental no
entendimento desta fisiopatologia. Além disso, com o advento destas informacdes sera
possivel tracar novas estratégias que possam intervir e/ou prevenir gravidade associada
a dengue. Assim, este estudo busca contribuir para o esclarecimento de alguns aspectos
relacionados ao aumento de permeabilidade vascular induzidos tanto diretamente pelo
virus dengue, como indiretamente pelos mediadores presentes nos plasmas de pacientes
infectados pelo DENV das diferentes fases da doenca, e por subprodutos produzidos por

plaquetas ativadas pelo virus in vitro.
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3. Objetivo Geral

v

3.1

Investigar os mecanismos celulares e moleculares associados ao aumento de
permeabilidade endotelial na dengue induzidos direta ou indiretamente pela
infeccao.

Objetivos Especificos

Avaliar a infeccdo de células endoteliais pelo DENV, bem com seu efeito na
permeabilidade endotelial e na producéo de citocinas IL-6 e IL-8.

Identificar fatores circulantes em plasmas de pacientes com dengue envolvidos
no aumento de permeabilidade endotelial e possiveis vias de ativagdo
intracelular endotelial.

Avaliar a contribuicdo das interacdes entre plaquetas infectadas e células
endoteliais na ativacdo e inducdo de permeabilidade mediada pelo virus dengue.
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4. Metodologia

4.1 Cultura de Células

Foram utilizadas células endoteliais da microvasculatura humana (HMEC-1-
ATCC CRL-3243) confirmadas genotipicamente (Laudo 4881/13-Laboratorio SONDA
UFRJ) neste estudo. As células foram cultivadas em meio MDCB131 (Gibco-Thermo
Fisher Scientific) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB- Sigma Aldrich),
10ng/ml de fator epidermal de crescimento (EGF- Sigma Aldrich), lug/ml de
hidrocortisona (Sigma Aldrich), 10% de L-glutamina (Gibco-Thermo Fisher Scientific)
e 1% de penicilina/streptomicina (PS- Gibco-Thermo Fisher Scientific) a 37°C em
atmosfera de 5% de CO? Para o cultivo utilizamos garrafas de cultura de 75cm?
(Corning), revestidas com 2% de gelatina para cultura (Sigma Aldrich). As passagens
foram feitas com solucdo de tripsina com 0,025% de EDTA (Gibco-Thermo Fisher

Scientific). Neste trabalho foram utilizadas células entre as passagens 25 e 34.

Para a producdo viral, foram utilizadas células C6/36 da glandula salivar de
mosquitos Aedes albopictus cultivadas em meio L-15 (Leibovitz; Gibco Thermo Fisher
Scientific), suplementados com 0,3% de triptose fosfato (Sigma Aldrich), 0,75 g/L de
bicarbonato de sodio (Sigma Aldrich), 1,4 mM de L-glutamina, aminoécidos nao
essenciais (Lonza) e 10% ou 2% de SFB, a 28°C em estufa do tipo B.O.D. As células
foram cedidas gentilmente pela Dr* Andreia Da Poian do Laboratério de Bioguimica de
Virus da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).
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Para a quantificacdo viral foram utilizadas células BHK-21 (Baby Hamster
Kidney -linhagem de fibroblastos provenientes de rim de hamster) cedidas gentilmente
pela Dr2 Andrea Gamarnik do Instituto Leloir. As mesmas foram cultivadas em placas
de petri (BD biosciences) contendo 10 mL do meio minimo essencial o (a-MEM-
Gibco-Thermo Fisher Scientific) suplementado com 10% de SFB, a 37°C em atmosfera
de 5% de CO*.

4.2 Producao Viral

Neste estudo utilizamos o virus DENV-2 (cepa 16681) propagado em células
C6/36 infectadas com multiplicidade de infeccdo (M.O.1.) de 0,1 em meio de cultura L-
15. Inicialmente, estabelecemos um periodo de adsorcao viral de 90 minutos em meio
sem SFB, ap6s trocamos por um meio novo com 2% de SFB sendo as células mantidas
por 9 dias a 28°C. Ao final do tempo de propagacéo viral, o sobrenadante foi coletado e
centrifugado a 1.000 x g por 5 min para a remocao de debris celulares, aliquotado em
tubos criogénicos estéreis (Corning) e armazenados a -80°C. Células C6/36 nao
infectadas submetidas ao mesmo procedimento foram utilizadas como controle (mock).
O DENV-2 16681 foi gentilmente cedido pelo Dr. Scott B. Halstead em 1996 e
inicialmente produzido em colabora¢do com o Laboratorio de Bioquimica de Virus —
Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Para obtencdo do DENV-2 com titulo concentrado, tanto a suspensdo viral
quanto o mock foram centrifugados a 32.000 rpm por 1h em filtros de centrifuga
Centricon YM-100 de acordo com as especificacbes do fabricante (Merck Millipore).
Apbs a filtracdo, as fracBes retidas (DENV-2 concentrado e mock) foram coletadas e

diretamente utilizadas nos experimentos.

4.3 Titulacéo e Infeccdo Viral

Os titulos virais dos estoques produzidos foram determinados por ensaio de
plaque. Células BHK-21 confluentes, plagueadas em placas de cultura (6, 12 ou 24
pogos) foram infectadas com diluigdes seriadas crescentes do estoque viral na auséncia
de SFB. Apo6s o periodo de adsor¢do de 90 min, o indculo viral foi removido e
adicionado as células meio semi-solido, composto por solucdo de 1% de
carboximetilcelulose (Sigma Aldrich) em meio de cultura a-MEM, suplementado com

1% de SFB e 1% de PS. As células foram incubadas por 5 dias a 37°C na atmosfera de
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5% de CO,. Ao final deste periodo, as células foram fixadas em 4% de formaldeido
(Milipore) por 1 h, lavadas abundantemente em agua destilada e coradas com solucéo de
1% de cristal violeta (Sigma Aldrich) com 20% de etanol (Vetec) por 40 min. O titulo
viral foi calculado a partir do nimero de plaques contados nos po¢os correspondentes as
diluicbes seriadas e expresso em unidade formadora de plaque por mL (PFU/mL).
Nossos estoques variam de 1,2 a 1,7 x 10’ PFU/ml.

Para a infeccdo viral das células endoteliais HMEC-1, utilizamos o virus DENV-
2 produzido em M.O.I de 2. Mock e DENV inativado pelo calor (65° por 30min) foram
utilizados como controles. Apds o periodo de adsor¢do (90 min) o virus foi retirado,

adicionado o meio fresco e a infec¢do monitorada por 2h, 24h e 48h.

4.4 Viabilidade Celular

Para todos os ensaios propostos foi realizado a viabilidade celular pela técnica
de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio). As células foram
cultivadas em placas de 96 pocos com 100ul meio/poco (aproximadamente 10°
células/pogo). Pogos somente com meio de cultura foram utilizados com controle de
absorbancia (“blanks”), assim como células ndo estimuladas. Apo6s os ensaios,
adicionamos 10ul de solucdo de MTT (Sigma Aldrich) 5mg/ml em PBS por 2h a 4h em
estufa sem luminosidade até a formacéo dos cristais de formazan. Em seguida, foram
adicionados 100l de detergente (SDS) e incubamos overnight em temperatura
ambiente. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro em 570nm. Os resultados foram

expressos pelas médias dos valores da triplicata subtraindo as médias do “blank”.
4.5 Permeabilidade Endotelial

Placas de Transwell de 96 pocos (0,4 um de poro; 0.143 cm? de area Corning
HTS-Transwell) foram inicialmente revestidas com 2% de gelatina para cultura de
células por 1h (50ul/poco). A gelatina foi entdo retirada e as placas incubadas com meio
de tratamento composto por MCDB 131 com 20% de SFB por 1h. Em seguida, células
HMEC-1 (2x10° /poco) foram cultivadas nos insertos por 72h para adquirirem
confluéncia. Apés, as mesmas foram estimuladas nos diferentes ensaios em seus

repectivos tempos ja descritos. Ao final de cada ensaio, a permeabilidade endotelial foi
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mensurada através da passagem pela monocamada de células de 50uM Albumina-
fluoresceina isotiocianato (FITC) (Sigma-Aldrich) diluido em PBS por 15 min para a
camara inferior do Transwell. A quantidade de Albumina-FITC foi lida em
espectofotdbmetro em filtro de fluoréscencia com comprimentos de onda de 485 de

excitacdo e 520 de emissdo (Molecular Devices).

4.6 Quantificacédo de Citocinas

As citocinas TNF-a, IL-8/CXCL-8, IL-6, IFN-y, MCP-1/CCL2, IL1-B, VEGF,
RANTES/CCL-5 e MIF foram quantificadas nos plasmas de pacientes com diagnostico
positivo para dengue e voluntarios saudaveis utilizando o ensaio Multiplex para 8
citocinas (MilliPlex Human Cytokine Assay; Milipore) de acordo com as especificacdes
do fabricante. Para o ensaio Multiplex, 50 uL das amostras foram incubadas com
microesferas marcadas com sondas fluorescentes conjugadas a anticorpos especificos
para cada citocina alvo. As microesferas foram lavadas e incubadas com anticorpos de
deteccdo conjugados a biotina, e posteriormente com estreptavidina conjugada a PE. As
concentragOes das citocinas foram determinadas usando uma leitora Luminex™ (Bio-
Plex, Bio-Rad). As citocinas IL-8/CXCL-8, IL-6 e MCP-1/CCL2 nos sobrenadantes de
cultura foram dosadas por Ensaio Imunoenzimatico ELISA (Duo Set, R&D Systems)
utilizando-se anticorpos monoclonais especificos (Duo set kit — R&D) de acordo com as
especificacbes do fabricante. Para essas analises foi utilizado o protocolo da
Pharmingen, onde placas de 96 pogos (Nunc) foram revestidas com anticorpos de
captura. As placas foram cobertas e incubadas em torno de 16 h na geladeira. No dia
seguinte, apds 3 lavagens com PBS/Tween, as placas foram bloqueadas com PBS/BSA
1% para evitar as ligacGes inespecificas. Apos 1 h de intervalo, as placas foram
submetidas a quatro lavagens, com o reagente especifico, onde foram adicionadas as
curvas-padrdo bem como os sobrenadantes das células. Novamente foram incubadas por
16 h na geladeira. No ultimo dia, ap6s lavagem, os anticorpos de detec¢do conjugados
com biotina foram adicionados, deixando-se por mais 1 h. As lavagens foram feitas e o
substrato (streptavidina-HRP) foi colocado para incubacdo por cerca de 30 min. Em
sequida, o revelador (TMB-tetrametilbenzidina) foi adicionado até o aparecimento da
curva e a reagédo foi parada com H,SO,4 (1M). A leitura foi feita em leitora de placa a
450 nm. Os dados foram analisados através do programa Soft Max Pro, com as

dosagens baseadas nas respectivas curvas-padréo.
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4.7 Amostras Clinicas

Amostras de sangue periférico foram obtidas de 38 pacientes com dengue
assistidos no Instituto de Pesquisas Clinicas Evandro Chagas (IPEC) — FIOCRUZ
durante a epidemia ocorrida em 2011, dos quais 17 apresentaram dengue branda, 17
apresentaram dengue com sinais de alarme e 4 apresentaram dengue grave, de acordo
com os critérios de classificacdo da organizacdo mundial de saide (OMS,2009). Foram
colhidos 17 mL de sangue a partir de puncao venosa usando um escalpe de 21G em uma
seringa contendo 3 mL de ACD (8 g/L de &cido citrico, 22,4 g/L de citrato de sddio e 2
g/L de dextrose; pH 5,1). O sangue foi centrifugado a 200 x g por 20 min a temperatura
ambiente, os plasmas foram recolhidos, identificados e amazenados a -80°C. Para 0s
diferentes ensaios, os plasmas foram diluidos a 10%. O diagndéstico foi confirmado
sorologicamente a partir da deteccdo de IgM e 1gG contra a proteina viral E (E-Den01M
and E-Den01G; PanBio) e/ou do antigeno viral NS1 (BioRad); ou molecularmente a
partir da deteccdo do RNA viral. O sorotipo do DENV infectante foi determinado
usando RT-PCR (Lanciotti et al, 1992; Johnson et al, 2005). A predominancia do
sorotipo de DENV detectavel nas amostras analisadas foi DENV-1. Os pacientes foram
atendidos no Hospital do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas
(IPEC/FIOCRUZ) de acordo com projeto ja aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa no mesmo instituto (2010, #016- Anexo 9.2). Todos os participantes foram
esclarecidos sobre os termos da pesquisa e assinaram 0 Termo de consentimento
esclarecido. A tabela 1 sumariza as carateristicas clinicas e demogréficas dos pacientes
incluidos. Além disso, foram obtidas 20 amostras de sangue periférico de voluntarios

saudaveis (controles).

Tabela 1: Caracteristica dos Pacientes com Dengue e Voluntarios saudaveis.

Controles Dengue Dengue com sinais Dengue Grave2
1
(20) Branda de alarme”™ (17) (4)
7
Idade (Anos) 27 (26-35) 40 (18-65) 34 (18-51) 28 (20-38.5)
Género 12 (40 %) 8 (47.05 %) 9 (52.9 %) 2 (50 %)
(masculino)
Contagem de - 148.4 (54-232) 139 (26-289) 29 (23.5-73.5)*
Plaquetas,
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(x1,000 /mm?

Hematocrito, %

Albumina, g/dL
TGO/AST, IU/L

TGP/ALT, IU/L

40.81(36.70-
44.80)

3.9 (3.2-4.6)
58.33 (23-109)

71.78 (27-132)

39.48 (28-47.70)

3.58 (3.1-3.9)
63.89 (22-109)

65.56 (33-162)

42.4 (39.3-42.4)

3.1 (2.9-3.4)
145 (96.8-171.5)*

104 (76.8-144.8)

Manifestacfes - 2 (11.7 %) 5 (33,33 %) 4 (100 %)
Hemorrélgicas3

Hidratag&o - 2 (11.7%) 9 (52.9 %) 4 (100 %)
Venosa

Infeccao - 5 (29.41 %) 11 (64.7 %) 3 (75.00 %)
Secundaria

Dor abdominal, vémito persistente, edema, hipotensdo postural, sangramento de
mucosa, ou aumento no hematocrito concorrente com declinio rapido da contagem de
glaquetas;

Extravasamento de plasma grave, acumulo de liquido em cavidade - ascite
(evidenciado por ultrassonografia abdominal) e/ou sangramento grave;

*Sangramento de gengiva, metrorragia, hematémese, hematdria, petéqueas e exantema;
*p < 0.05 comparado com dengue branda.

4.8 Lise celular e dosagem de proteinas

Apds os diferentes estimulos, as células endoteliais (HMEC-1) foram lavadas 2
vezes com PBS 1X pH:7,4 e adicionados 100 ul/pogo (placa de 24 pogos) de tampdo de
lise composto por: 10 mM Tris/HCI, pH 7,4; 10% de glicerol; 150mM de NaCl; 0.1mM
de EDTA; 1mM de DTT,; Inibidores de Protease (Complete mini-Roche) e Fosfatase
(PhosStop tablets-Roche) de acordo com as concentracbes recomendadas pelo
fabricante. Logo ap0s as células forma lisadas mecanicamente por raspagem. O lisado
celular foi sonicado por 10min, centrifugado em microcentrifuga (Eppendorf) a 13200
rpm/10 min e o sobrenadante armazenado a —20°C. As proteinas foram dosadas pelo
método de Lorwy (Randall 1951) e cerca de 30ug de proteinas totais dos lisados de cada

amostra foram aplicados no gel de SDS-PAGE para realizacdo do Western Blotting.
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4.9 Western Blotting

Inicialmente os lisados foram aquecidos a 100°C e adicionados ao tampéo de
amostra. O Gel SDS-PAGE foi preparado nas concentracdes de 8%, 10% ou 12% de
bis/acrilamida, conforme proteina a ser observada. O padrdo de peso molecular utilizado
foi o Raimbow TM (Amersham). Em seguida a corrida eletrolitica foi realizada por 90
minutos a 120V (Tris Base 250 mM, Glicina 2M, SDS 34 mM) e as proteinas separadas
no gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare), em
sistema molhado a 200 mA por 2 horas (tampéo de transferéncia Tris-HCI 25 mM (pH
8,3); glicina 192 mM e metanol 20% (v/v). Apds transferéncia, a membrana foi corada
com solucdo 0,1% vermelho Ponceau (p/v) em acido acético 5% e em seguida, lavada
com &gua deionizada. Para o bloqueio de ligacBes inespecificas, a membrana de
nitrocelulose foi incubada por 60 minutos com Tampao TBST- Leite 5% (Tris-HCI 10
mM, NaCl 0,15 M, 0,1% Tween® 20 e 5% de leite em pd desnatado, pH 8,0) a 25°C
sob agitacdo. Apds bloqueio, a membrana foi incubada com o0s seguintes anticorpos
priméarios por vez: P-ERK e ERK (Cell Signaling) e anti-CD74 (Santa Cruz) 1:1000
overnight. Todos os anticorpos foram diluidos em tampé&o de bloqueio. No dia seguinte,
a membrana foi lavada com 10 ml de Tampé&o TBS-T (Tris-HCI 10 mM, NaCl 0,15 M,
0,1% Tween 20, pH 8,0) por cinco vezes durante 2 minutos e depois incubada com
anticorpo secundario, para P-ERK e ERK utilizamos anti-rabbit IRDye 1:10000 e anti-
mouse IRDye 1:10000 repsectivamente (LI-COR) e para anti-CD74 utilizamos anti-
mouse 1:10000) ligado a peroxidase por 1h, a 25°C sob agitacdo. Logo depois, a
membrana foi lavada cinco vezes por 2 minutos com Tampdo TBS-T. Finalmente, a
formacdo do complexo antigeno-anticorpo foi revelada por reacdo de
qguimioluminescéncia, utilizando o kit SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate® (Thermo Scientific) e exposicdo de filme de raio-X Amersham Hyperfilm
ECL (24 x 30 cm) (GE Healthcare) por intervalos variados para o CD74. Para P-ERK e
ERK a leitura foi feita em no aparelho Odyssey® CLX (LI-COR).

4.10 Isolamento de plaquetas
As plaquetas foram isoladas de doadores saudaveis utilizando o metodo de
Hamburger e McEver (1990) adaptado por Hottz (2013). Foram coletados 50 ou 100
mL de sangue foram colhidos a partir de puncdo venosa usando escalpe de 21G em

seringa contendo ACD (8 g/L de acido citrico, 22,4 g/L de citrato de sddio e 2 g/L de
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dextrose; pH 5,1). O sangue foi centrifugado a 200 x g por 20 min a temperatura
ambiente para a obtencdo do plasma rico em plaquetas (PRP). O PRP foi coletado e
centrifugado a 500 x g por 20 min na presenca de 100 nM de PGE1 (Cayman Chemical
13010.1). O sobrenadante foi descartado, as plaquetas ressuspensas em PSG (5mM de
PIPES, 145 mM de NaCl, 4mM de KCl, 50uM de Na2HPO4, 1 mM de MgCI2.6 H20,
5,5 mM de glicose; pH 6,8) contendo 100 nM de PGEL1 e centrifugadas a 500 x g por 20
min a temperatura ambiente. As plaquetas foram ressuspensas em meio 199 (M199 com
EBSS, L-glutamina e HEPES; Lonza 12-117F) e mantidas a 37°C na atmosfera de 5%
de CO, até a realizacdo dos ensaios.

411 Ativacao de plaquetas com agonista ou DENV in vitro

Plaquetas isoladas de voluntarios saudaveis foram incubadas com 0,5 U/mL de
trombina (Sigma T1063), com o DENV-2 MOI 1 ou a 37°C na atmosfera de 5% de
CO2, por 2 h. Passado este tempo, as células foram centrifugadas a 900 x g por 10 min e
a temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado, armazenado a -80°C até o
momento do uso e as plaquetas foram lavadas por trés vezes com M199, a fim de
garantir que as particulas virais ndo aderidas fossem removidas. Como controle
experimental, as células foram incubas com meio de cultura ou mock nas mesmas

condicdes.

4.12 Anélise das microparticulas derivadas de plaquetas

A populacdo de microparticulas foi determinada calibrando o citébmetro com
esferas de latex de tamanhos definidos (Polybead, Polyscience Inc. #07310). A regido
das microparticulas foi desenhada para conter esferas de tamanho igual ou menor a
0,989 um (Figura 4.1painel superior). A quantificacdo das microparticulas derivadas de

plaquetas foi expressa em microparticulas CD41" por 100 plaguetas em cada amostra.

No intuito de isolar MPs de plaquetas expostas ao Mock ou ao DENV, nds
testamos centrifugacGes em diferentes condi¢bes para obter a maioria das MPs nos
sobrenadantes restando uma contaminagdo minima por plaquetas. A centrifugacdo a 500

X g por 10 min mostrou um resultado satisfatorio (Figura 4.1painel inferior).

31



10¢
104

0,9um & MPs Plaquetas
% Vot
21 A
23
=

7100 10" 102 10%  10¢ " 10° 10" 102  10®  10%

| 500 x g, 10 min

l l

Precipitado Sobrenadante
B(Enriquecido em plaquetas) . (Enriquecido em MPs)

-

10

103
1038

102
102

10°
101

SSC-H
100

100

100 10" 102 10° 104 "10° 10" 102  10%  10°¢
FSC-H

Figura 4. 1: Identificacdo das MPs por citometria de Fluxo e método para
isolamento das MPs. Topo: Density plots representativos das microesferas de latex
(polybeads) (esquerda) e de plaquetas + MPs (direita). Abaixo: Density plots
representativos do: Density plots representativos do preciptado (plagquetas) e
sobrenadante (MPs) recuperados ap6s centrifugacdo a 500 x g por 10 minutos.

4.13 Drogas

Para os ensaios de inibicdo, utilizamos o inibidor do MIF: 1SO-1 (Calbiochem)
na concentracdo final de 100uM/ml. Dimetilsufoxido (DMSO- Sigma Aldrich) foi
utilizado como veiculo na mesma concentragdo. Utilizamos o antagonista do receptor de
IL1-B (IL1-Ra-R&D) na concentragdo final de 10uM/ml, o mesmo foi resuspendido em
solugdo balanceada de Hank’s (HBSS).

414 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas usando o programa Prisma versao 5.0

(GraphPad Software). Os dados obtidosneste estudo foram representados como média e
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erro padrdo da média (EPM). As varidveis numéricas foram testadas para distribuicéo
normal usando o teste de Kolmogorov-Smirnov. Para comparac6es envolvendo mais de
dois grupos a analise de variancia (Oneway ANOVA) foi usada para determinar as
diferencas. Para comparacdes entre plasmas de um mesmo doador, na presenca ou
auséncia de estimulo, foi utilizado o teste t pareado ou o teste U de Mann-Whitney (no
caso de distribuicdo ndo-paramétrica). Valores p<0,05 foram considerados

significativos.
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5. Resultados

5.1 Células endoteliais sdo capazes de replicar o virus dengue in vitro.

Considerando que a ativacdo e disfuncdo endotelial estdo associados com a
gravidade na infec¢do pelo dengue (Page and Liles 2013), n6s buscamos identificar o
efeito da acdo direta do virus DENV 2 na infeccdo de células endoteliais. Trabalhos ja
publicados identificaram que o virus dengue é capaz de infectar células endoteliais
priméarias (HUVECS) in vitro (Bonner and O’Sullivan 1998; Huang et al. 2000; Calvert
et al. 2015). Desta maneira, nos infectamos células endoteliais de linhagem (HMEC-1)
com o virus DENV 2 (cepa 16881) em uma M.O.l de 2 e observamos por ensaio de
plague a partir do sobrenadante das celulas endoteliais infectadas que as mesmas séo
capazes de produzir particulas virais infecciosas 48 horas apés a infeccéo viral (Figura
5.1). Este resultado sugere que apesar das células endoteliais ndo serem as principais
celulas alvo da infecgdo pelo DENV, em nosso modelo, as mesmas conseguem replicar

0 virus dengue in vitro.
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Figura 5. 1: Replicagéo do virus DENV 2 em células endoteliais HMEC-1. Células
endoteliais HMEC-1 foram infectadas com o virus dengue 2 (cepa 16881/MOI 2). O
sobrenadante foi recolhido nos tempos 0, 24 e 48 horas pés-infecgéo e as particulas
virais presentes no sobrenadante foram quantificadas em ensaio de plaque em células
BHK-21. Pontos representam medias + erro padrdo da média de trés experimentos
independentes. * significa p<0,05 em relagcdo ao tempo zero.
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5.2 O virus DENV ndo altera diretamente a permeabilidade de células
endoteliais in vitro.

Visto que as células HMEC-1 conseguem sustentar a replicacdo viral, resolvemos
investigar se a acdo direta do virus seria capaz de aumentar a permeabilidade endotelial
in vitro. Neste ensaio, as células endoteliais foram cultivadas em sistema de transwell,
infectadas com o virus DENV 2 (M.O.1 2) e a avaliacao na alteracdo de permeabilidade
foi mensurada em 2, 24 e 48 h pés-infecgdo. Ndo observamos diferencas significativas
na inducdo de permeabilidade das células endoteliais infectadas com o DENV em
comparacgao as células estimuladas com Mock e DENV inativado pelo calor (controles)
em todos os tempos analisados (Figura 5.2 A). Além disso, também ndo foi observado
diferencas significativas na viabilidade das células endoteliais infectadas em
comparacdo as células ndo infectadas e ao Mock (Figura 5.2 B). Nossos resultados
demonstram que o virus DENV ndo induziu aumento de permeabilidade de células

endoteliais in vitro nas condi¢Oes observadas, assim como nao altera a viabilidade das

mesmas.
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Figura 5. 2: Analise da permeabilidade e viabilidade de células endoteliais
infectadas pelo virus dengue in vitro. Células endoteliais foram infectadas com o
virus dengue 2 (cepa 16881/MOI 2) e a permeabilidade mensurada pela passagem de
albumina conjugada a FITC atraves da monocamada em 2, 24 e 48 horas pés-infecgao
(A). O virus DENYV inativado pelo calor e o0 Mock foram utilizados como controles. A
viabilidade celular foi analisada por MTT em 24h e 48h (B). Barras representam médias
* erro padrdo da média de trés experimentos independentes.
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5.3 Células endoteliais infectadas com o virus da dengue sdo capazes de
secretar IL-6 e IL-8/CXCL-8.

De acordo com os resultados obtidos na figura 5.2 A, nos resolvemos avaliar se
as celulas HMEC-1 seriam passiveis de ativacdo pelo virus DENV e capazes de
produzir mediadores inflamatorios. Logo, nos infectamos as células endoteliais com
0 virus DENV 2 (MOI 2) e recolhemos o sobrenadante para a dosagem de
mediadores inflamatorios. Desta forma, a producdo de 1L-8/CXCL-8 (Figura 5.3A)
e IL-6 (Figura 5.3B) foi avaliada nos tempos de 2, 24 e 48 horas pos-infeccgéo.
Nossos resultados demostraram que o virus dengue foi capaz de aumentar a
producdo de IL-8/CXCL-8 e IL-6 de maneira significativa no tempo de 48h apds a
infecgdo em comparagdo com os sobrenadantes das culturas estimuladas com o virus
inativado pelo calor ao mock. Nao observamos diferencas significativas nos niveis
destas citocinas apos 2h e 24h pés-infeccdo, contudo foi observado uma tendéncia

no aumento das mesmas no tempo de 24 horas.
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Figura 5. 3: Quantificacdo de citocinas em sobrenadantes de células endoteliais
infectadas pelo virus DENV. Células endoteliais foram infectadas com o virus dengue
2 (cepa 16881/MOI 2) e os sobrenadantes recolhidos em 2, 24 e 48 horas pés-infecgéo,
onde foram quantificados o IL-8/CXCL-8 (A), IL-6 (B). O virus DENV inativado pelo
calor, 0 mock e celulas ndo estimuladas foram utilizados como controles negativos e o
LPS utilizado como controle positivo. Barras representam médias + erro padrdo da
média de trés experimentos independentes. ** significa p<0,001.
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5.4 Plasmas de pacientes com dengue apresentado diferentes fases da doenca
induzem aumento de permeabilidade endotelial in vitro.

Alguns trabalhos relatam a presenca de mediadores inflamatorios nas amostras
séricas e/ou plasmaticas de pacientes com dengue (Srikiatkhachorn e Green 2010; John
et al. 2015), e evidéncias sugerem o envolvimento destes mediadores no aumento de
permeabilidade vascular nos casos graves de dengue (Page e Liles 2013). Desta
maneira, nos resolvemos analisar se plasmas de pacientes com dengue das diferentes
fases na doenca seriam capazes de induzir aumento de permeabilidade endotelial. Para
esta analise inicial, estimulamos células endoteliais (HMEC-1) com plasmas de
pacientes representativos das diferentes fases da doencga (Febril, defervescéncia e
convalescéncia) de diferentes manifestacdes clinicas da doenca (dengue branda, com
sinais de alarme (SA) e grave), por duas, doze e vinte e quatro horas em sistema de
transwell (Figura 5.4 A e B). Neste ensaio, observamos que 0s plasmas de pacientes
com dengue grave, assim como 0s que apresentaram sinais de alarme foram capazes de
induzir um maior aumento de permeabilidade comparado aos plasmas provenientes de
pacientes que apresentaram manifestacGes brandas da doenca (dengue branda). Além
disso, plasmas da fase de defervecéncia parecem induzir uma maior permeabilidade
com relacdo a fase febril. NOs observamos os maiores indices de aumento de
permeabilidade nos plasmas de pacientes graves da fase de defervescéncia. Ndo foram
observadas diferencas significativas de permeabilidade nas culturas estimuladas com
plasmas provenientes da fase de convalescéncia (dados ndo mostrados). A viabilidade
celular das culturas estimuladas com os mesmos plasmas foi analisada por MTT (Figura
5.4 C e D) onde observamos um decréscimo da viabilidade celular apenas nas culturas
estimuladas plasmas de pacientes graves na fase de defervecéncia.
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Figura 5. 4:Andlise cinética de permeabilidade e viabilidade de células endoteliais
estimuladas por plasmas de pacientes infectados com dengue durante 2, 12 e 24
horas. Células endoteliais foram incubadas com plasmas da fase febril (Figuras A e C)
e defervecéncia (Figuras B e D) de pacientes que apresentaram dengue branda (azul),
dengue com sinais de alarme (SA-verde) e dengue grave (vermelho). A permeabilidade
foi mensurada pela passagem de albumina conjugada a FITC através da monocamada de
células endoteliais (HMEC-1) (n=2 para cada plasma de diferentes manifestacdes
clinicas). Plasmas de voluntarios saudaveis foram utilizados como controle (branco). A
viabilidade das células estimuladas foi obtida através da atividade do MTT (C e D). Os
dados foram analisados percentualmente em relacdo ao basal (células ndo estimuladas).
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A partir dos dados apresentados na figura 5.4, observamos que a inducdo de
permeabilidade endotelial in vitro parece ocorrer de maneira mais intensa em tempos
precoces de incubacdo. Logo, nos passamos a avaliar a permeabilidade somente no
tempo de duas horas. Podemos demonstrar na Figura 5.5 que plasmas de pacientes com
dengue branda, na fase febril e na defervescéncia foram capazes de induzir um aumento
significativo de permeabilidade endotelial in vitro em comparagdo aos plasmas de
voluntarios saudaveis. Além disso, plasmas de pacientes dengue com sinais de alarme e
dengue grave, da fase febril induziram de maneira significativa um aumento de
permeabilidade em relacdo ao controle. Interessantemente, os plasmas da fase de
defervescéncia das mesmas manifestacBes clinicas, apresentaram um aumento
significativo de permeabilidade endotelial que foi significativo em relacdo aos
controles, como também em relacdo aos plasmas da mesma fase de pacientes com
dengue branda. N&o observamos diferencas significativas na inducdo de
permeabilidade nos plasmas da fase de convalescéncia. Estes resultados sugerem que
fatores presentes nos plasmas de pacientes com dengue sdo capazes de induzir aumento
de permeabilidade de células endoteliais in vitro. Logo, tais fatores parecem estar
proeminentes nos plasmas da fase de defervescéncia de pacientes que apresentaram

dengue com sinais de alarme e dengue grave.
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Figura 5. 5 Anélise da permeabilidade endotelial induzida por plasmas de
pacientes infectados pelo DENV em 2 horas. Células endoteliais foram incubadas
com plasmas de pacientes dengue branda (azul/n=7), dengue com sinais de alarme (SA)
(verde/n=6) e dengue grave (vermelho/n=3) das diferentes manifesta¢fes clinicas da
doenca (Feb-febril, Def-defervecéncia e Conv-convalescéncia) e por plasmas de
voluntarios saudaveis (branco/n=10) mensuradas a passagem de albumina conjugada a
FITC através das monocamadas de células endoteliais. Os dados foram analisados
percentualmente em relacdo ao basal (células ndo estimuladas). Barras representam
médias + erro padrdo da média. *significa p<0,05 em relagdo ao controle (voluntario
saudavel) e # em relacdo aos plasmas da mesma fase na dengue branda.
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5.5 Painel de citocinas/quimiocinas presentes em plasmas de pacientes
infectados pelo DENV e controles.

Diversos trabalhos buscam identificar possiveis mediadores inflamatorios em
plasmas de pacientes com dengue, principalmente aqueles que estejam alterados nos
casos graves da doenca (Bozza et al. 2008; Srikiatkhachorn and Green 2010;
Rathakrishnan et al. 2012; Mangione et al. 2014; Ferreira et al. 2015; John et al. 2015).
Logo, na tentativa de identificar alguns possiveis fatores que poderiam estar associados
ao aumento de permeabilidade endotelial induzido pela acdo dos plasmas de pacientes
com dengue visto na figura 5.5, a quantificagdo de citocinas/quimiocinas foi realizada
em nos plasmas de pacientes apresentando as diferentes manifestacBes clinicas da
doenca. Foram quantificados o TNF-a (Figura 5.6A), IL-8/CXCL-8 (Figura 5.6B),
MCP-1/CCL-2 (Figura 5.6C), IFN-y (Figura 5.6D), IL-6 (Figura 5.6E), VEGF (Figura
5.6F), RANTES/CCL-5 (Figura 5.6G), IL1-p (Figura 5.6H) e MIF (Figura 5.61). Nos
observamos niveis circulantes significativamente aumentados de TNF-a, CXCL-8 (IL-
8), CCL-2 (MCP-1) e INF-y, tanto em plasmas dos grupos de pacientes dengue branda
guando dengue com SA/grave com relacdo aos controles. Ja para IL-6, VEGF,
RANTES/CCL-5 e IL1-B vimos um aumento significativo nos plasmas de pacientes SA
e grave em relacdo aos plasmas controles. Ndo observamos diferencas significativas
entre 0s grupos de pacientes, contudo, observamos uma tendéncia no aumento da
concentracdo destes mediadores nos plasmas SA e grave com relacdo aos plasmas de
pacientes dengue branda. De maneira interessante, esta tendéncia foi RANTES/CCL-5 e
IL1-B apresentaram concentra¢des maiS elevadas em pacientes com SA e grave. Para o
MIF, vimos um perfil crescente de concentracdo em que plasmas de pacientes com
dengue branda apresentaram maiores niveis em relacdo aos controles e nos pacientes
com SA e graves, estes niveis foram ainda maiores ainda maiores em relacdo a dengue
branda. Este perfil de citocinas/quimiocinas encontrado nos plasmas sugere um
envolvimento de CCL-5 (RANTES), IL1-B e MIF como possiveis marcadores da

patogénese da dengue.
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Figura 5. 6 : Niveis Plasmaticos de citocinas/quimiocinas em pacientes infectados pelo
virus DENV.. Quantificacdo dos niveis plasmaticos de TNF-a (A), IL-8/CXCL-8 (B),
MCP-1/CCL-2 (C), INF- y (D), IL-6 (E), VEGF (F), RANTES/CCL-5 (G), IL-1p (H) e
MIF (1) em plasmas de pacientes dengue branda (azul/n=17), com sinais de alarme
(verde/n=16) e dengue grave (vermelho/n=4). Plasmas de voluntérios saudaveis foram
utilizados como controles (branco/n=16). As dosagens foram feitas em ensaio de Luminex.
Gréaficos expressos em dot plot. A linha representa a mediana. * representa p< 0.05 com
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5.6 Envolvimento do MIF no aumento de permeabilidade endotelial induzido
por plasmas de pacientes com dengue in vitro.

Estudos ja demostraram que a producdo e quantidade de MIF podem estar
associados ao desenvolvimento de véarias doencas agudas infecciosas (Lue et al. 2002;
Asare et al. 2013). Alguns trabalhos, inclusive do nosso grupo, demonstraram que
pacientes com dengue grave apresentam altos niveis circulantes de MIF (Chen et al.
2006; Assuncdo-Miranda et al. 2010) e diferencas significativas foram encontradas
entre 0s pacientes que sobreviveram a infeccdo comparados aos casos fatais (Chen et al.
2006). Logo, nds demonstramos que o tratamento dos plasmas com 1SO-1 (antagonista
células endoteliais in vitro, quando comparados aos plasmas ndo tratados com ISO-1
(Figura 5.7). Esta inibicdo da inducdo de permeabilidade endotelial foi mais

proeminente nos plasmas tratados de pacientes com SA e grave.
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Figura 5. 7 Efeito do antagonista do MIF (ISO-1) na permeabilidade endotelial.
Células endoteliais foram estimuladas com plasmas de pacientes com dengue branda
(n=6), com sinais de alarme (SA n=6) e grave (n=4) na presenca ou auséncia do
antagonista do MIF, 1SO-1(100pM) ou de DMSO (veiculo trinta minutos antes do
estimulo). A permeabilidade endotelial foi mensurada pela passagem de albumina
conjugada a FITC através da monocamada de células endoteliais. Os dados foram
analisados percentualmente em relacdo ao basal (células ndo estimuladas). *significa
p<0,05 em relacéo ao controle (voluntéarios saudaveis). * significa p<0,05 em relacéo
aos plasmas nao tratados.
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5.7 Envolvimento da IL-1p no aumento da permeabilidade endotelial induzido
por plasmas de pacientes com dengue in vitro.

A Interleucina IL-13 é uma importante citocina pré-inflamatoria que se encontra
aumentada durante a infeccdo pelo virus dengue (Suharti et al. 2002; Bozza et al. 2008).
Esta citocina tem sido associada ao aumento de permeabilidade endotelial, trombose e
desregulacdo da homeostase vascular. Como demonstrado na figura 5.5, pacientes
apresentando SA e graves apresentam aumento significativo dos niveis circulantes de
IL-1B. Sendo assim, nos resolvemos investigar o papel da IL1-B na inducdo de
permeabilidade in vitro. Desta maneira observamos que células endoteliais tratadas com
0 antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra) apresentaram uma diminuicdo significativa
da inducdo de permeabilidade endotelial tanto nas células estimuladas com plasmas de
pacientes SA quanto com plasmas de pacientes graves em relacdo as células estimuladas
com plasmas controles (Figura 5.8). Além disso, de maneira interessante, nds vimos
ainda que quando tratamos os plasmas com o antagonista do MIF (ISO-1) e as células
endoteliais com o antagonista do receptor de IL-1B (IL-1Ra) a0 mesmo tempo, uma
inibicdo ainda maior da inducdo de permeabilidade endotelial com relacdo as células
estimuladas com plasmas ndo tratados foi obsrevada. Estes resultados evidenciam uma

participacdo importante do MIF e da IL-1p na indugdo de permeabilidade in vitro.
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Figura 5. 8: Efeito do antagonista do receptor de IL-1(IL-1Ra) e do antagonista do
MIF (ISO-1) na permeabilidade endotelial. Células endoteliais foram estimuladas
com plasmas controles (branco/n=5) de pacientes com dengue branda (n=3), com sinais
de alarme (SA n=4) e grave (n=3) na presenca ou auséncia do antagonista do receptor
de IL-1 (IL1-Ra-10ug/ml) e MIF (ISO-1-100uM) ou de DMSO (veiculo). A
permeabilidade foi mensurada pela passagem de albumina conjugada a FITC através da
monocamada de células endoteliais. Os dados foram analisados percentualmente em
relacdo ao basal (células ndo estimuladas). * significa p<0,05 em relacdo ao controle
(voluntérios saudaveis).  significa p<0,05 em relagéo aos plasmas n#o tratados.
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5.8 Plasmas de pacientes dengue grave induzem uma maior fosforilacdo de
ERK (P-ERK 42/44) e este evento parece ser dependente de MIF.

Visto a importante participacdo do MIF e da IL-1B na indu¢do da permeabilidade
endotelial in vitro, nosso proximo passo visou a investigacdo da via de sinalizagdo
possivelmente envolvida na ativagdo endotelial por plasmas de pacientes com dengue.
NoOs resolvemos investigar que possiveis vias poderiam estar ativadas nas celulas
endoteliais. J& foi demonstrado que o MIF é capaz de aumentar a ativacdo vias de
sinalizacdo das MAPK quinases pelo aumento da fosforilacdo de ERK 1/2 (ERK 42/44)
em células endoteliais na dengue (Lue et al. 2006; Yeh et al. 2013). Nos nossos
resultados, as células endoteliais estimuladas com plasmas de pacientes graves foram
capazes de induzir um aumento significativo da fosforilacdo de ERK (P-ERK 42/44) em
células endoteliais estimuladas por duas horas em comparacao as células endoteliais que
foram estimuladas com os plasmas controles. Além disso, o tratamento com o inibidor
do MIF (ISO-1), levou & uma diminuicdo parcial da fosforilagdo de ERK (P-ERK
42/44) quando comparados aos plasmas tratados com DMSO (veiculo). Estes resultados
sugerem que a permeabilidade endotelial na dengue, principalmente na dengue grave,

pode ser regulada pela via das MAPK quinases.
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Figura 5. 9: Fosforilacdo de ERK em células endoteliais estimuladas com plasmas
de pacientes infectados pelo DENV. Células HMEC-1 foram estimuladas com
plasmas de pacientes com dengue branda, dengue com SA, grave e de voluntarios
saudaveis (controle) por duas horas. Os mesmos plasmas foram tratados com
antagonista do MIF (ISO-1) e DMSO (veiculo). A analise de fosforilacdo de ERK (P-
ERK) foi feita por Western Blotting e ERK total foi utilizada como controle sendo
representativo de dois experimentos independentes.
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5.9 O virus DENV 2 é capaz de aumentar a expressdo do receptor de MIF
(CD74) em células endoteliais infectadas.

Uma vez que observamos a participacdo do MIF plasmatico na inducdo de
permeabilidade endotelial in vitro (Figura 5.7), nds nos questionamos se 0 virus dengue
poderia interferir indiretamente na permeabilidade através da regulacdo da expressdo do
receptor de MIF CD74. Desta maneira nés avaliamos a expressao de CD74 em células
endoteliais infectadas pelo virus DENV em 24h apds a infeccdo. NGs observamos que o
virus DENV é capaz de aumentar a expressao de CD74 em 24h ap6s a infeccdo em
comparacao aos controles negativos (célula ndo estimulada, mock e DENV inativado) e
ao controle positivo (LPS). Este resultado sugere que o virus dengue pode potencializar
a acdo do MIF pelo aumento da expressdo do seu receptor podendo contribuir de

maneira significativa para o aumento de permeabilidade vascular associado a dengue.

24h

CD74 —_—

B-actina

Figura 5. 10 Analise da expressdo de CD74 em células endoteliais infectadas pelo
virus DENV in vitro. Células endoteliais HMEC-1 foram infectadas com virus DENV
2 (16881/MOI 2) por 24 horas e a analise da expressdo de CD74 foi feita por Western
Blotting. B-actina foi utilizada como controle de carregamento. Célula ndo estimulada,
mock, e DENV inativado foram utilizados como controle negativo. LPS foi utilizado
com controle positivo. Blotting representativo de dois experimentos independentes.
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5.10 Plaquetas estimuladas com o virus DENV in vitro sdo capazes de

secretar MIF.

Inimeros estudos vém demonstrando o importante papel das plaquetas na
patogénese da dengue (Jayashree et al. 2011; Hottz et al. 2013a, 2013b; Nascimento et
al. 2014; de revisto por Azeredo et al. 2015). As plaquetas sdo capazes de expressar,
estocar e/ou sintetizar e liberar uma variedade de fatores, incluindo citocinas, que
podem regular a interagdo com o endotélio alterando suas fungdes em condi¢Bes
patologicas. Logo, considerando a associagdo do MIF com o aumento de
permeabilidade, nds analisamos se as plaquetas estimuladas pelo virus dengue in vitro
seriam capazes de secretar MIF. Assim, plaquetas de voluntarios saudaveis foram
incubadas com o virus DENV (MOI 1) e o sobrenadante recolhido nos tempos de 1,5, 3,
6 e 18 horas apds a infeccdo. Nds observamos um aumento significativo na secrecéo de
MIF em todos os tempos analisados (Figura 5.11). Estes resultados sugerem que as
plaquetas estimuladas pelo virus DENV podem constituir uma possivel fonte de MIF,

que podera agir na permeabilidade endotelial.
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Figura 5. 11 Secrecdo de MIF por plaquetas estimuladas com o virus DENV in
vitro. Plaquetas de voluntarios saudaveis foram incubadas com o virus DENV 2 (cepa
166881/MOI 1) por 1,5, 3, 6, e 18 horas. A secrecdo de MIF foi mensurada por ELISA.
Barras representam média + erro padrdo da média de 4 experimentos com plaquetas de
doadores independentes. * significa p<0,05 plaquetas estimuladas com o DENV vs
mock.
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511 Sobrenadante de plaquetas estimuladas com virus DENV in vitro sdo
capazes de aumentar a permeabilidade de células endoteliais in vitro de
maneira dependente de MIF.

Dados recentes do nosso grupo demonstraram que a ativacdo plaquetaria em
pacientes com dengue pode contribuir para 0 aumento de permeabilidade vascular
(Hottz et al., 2013). Considerando os dados que demonstraram que as plaquetas
estimuladas pelo virus dengue séo capazes de secretar MIF, nés resolvemos analisar se
0 sobrenadante de plaquetas estimuladas seria capaz de aumentar a permeabilidade de
celulas endoteliais in vitro. Para isso, estimulamos células endoteliais em sistema de
Transwell com o sobrenadante de plaquetas estimuladas com DENV-2 in vitro (6 horas
de infeccdo) por 2 horas. N6s observamos um aumento significativo da permeabilidade
endotelial nas células tratadas com o sobrenadante de plaquetas estimuladas com
DENV-2 e com trombina (controle positivo) quando comparado as células ndo
estimuladas. Além disso, quando tratamos os sobrenadantes de plaquetas estimuladas
com o DENV com o antagonista do MIF (ISO-1). Estes resultados demonstram que o
MIF provenientes das plaquetas estimuladas pode alterar a permeabilidade de células

endoteliais in vitro.
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Figura 5. 12: Efeito do sobrenadante de plaquetas estimuladas sobre a
permeabilidade endotelial in vitro. Células endoteliais forma estimuladas por 2 h com
sobrenadantes de plaquetas de voluntarios saudaveis incubadas com o virus DENV 2
(cepa 166881/MOI 1) por 6 horas tratado com 1SO-1 (100uM) ou DMSO (veiculo) por
30min. A permeabilidade foi mensurada pela passagem de albumina conjugada a FITC
através da monocamada de células endoteliais. * significa p<0,05 com relagdo aos
sobrenadantes tratados com DMSO.
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512 Microparticulas proveniente de plaquetas infectadas com virus
DENV in vitro sdo capazes de aumentar a permeabilidade de células
endoteliais in vitro de maneira dependente de IL-1p.

Microparticulas (MPs) sdo pequenos corpos membranares que medem 0.1-1.0 pum
que séo liberados por células ativadas e sob condicdo de morte celular e estdo
associados com diversas patogenias, com a manutencdo da integridade vascular
(Burnier et al. 2009). Plaquetas séo capazes de secretar microparticulas sob condi¢Bes
patoldgicas (Hottz et al. 2013a; Tamir et al. 2016). J& foi observado que microparticulas
estdo alteradas em plasmas de pacientes dengue grave (Punyadee et al. 2015). Recentes
dados do nosso grupo demostraram que plaquetas provenientes de plasmas de pacientes
com dengue sdo ricas em microparticulas. Além disso, plaquetas ativadas pelo virus
dengue in vitro foram capazes de secretar IL-1B (Hottz et al. 2013a). Assim,
examinamos o efeito das MPs contendo IL-1p sobre a permeabilidade endotelial. Para
isso, nos tratamos monocamadas de células endoteliais microvasculares humanas
(HMEC-1) com MPs recuperadas de plaquetas expostas ao DENV-2 ou mock e
medimos a permeabilidade da monocamada através de um ensaio de Transwell. MPs de
plaquetas expostas ao DENV-2 promoveram um aumento na permeabilidade das células
endoteliais (Figura 1.13) e este aumento na permeabilidade foi bloqueado na presenca
do antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra) (Figura 1.13). Estes resultados sugerem que
MPs plaquetarias contendo IL-1p podem ativar o endotélio resultando em um aumento

de permeabilidade endotelial durante a infec¢do pelo DENV.
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Figura 5. 13 IL-1-p secretados por plaquetas induzem aumento de permeabilidade
endotelial in vitro. Células endoteliais foram incubadas com microparticulas
recuperadas de plaquetas expostas ao Mock ou ao DENV e a permeabilidade mensurada
pela passagem passiva de albumina conjugada a FITC através de monocamada. As
células endoteliais foram estimuladas na presenca ou auséncia do IL-1Ra. Barras
representam média + erro padrdo da média de 4 experimentos com plaquetas de
doadores independentes. * significa p<0,05 em relacdo ao Mock; # indica p<0,05 entre
celulas tratadas com IL-1Ra ou veiculo.

50



6. Discussao

AlteragOes de permeabilidade vascular e plaquetopenia sdo manifestacdes
comuns na infeccdo pelo DENV. Apesar da patogénese da dengue nao ser
completamente entendida, muitas evidéncias suportam um papel central das citocinas
pro-inflamatorias na evolucdo para formas mais graves da doenca (Anderson et al.
1997; Suharti et al. 2002; Pang et al. 2007; Bozza et al. 2008). Acredita-se que exista
uma complexa interacdo entre o virus, a resposta imune do hospedeiro e células
endoteliais levam a um impacto sobre a integridade da barreira vascular com disfuncéo
endotelial que tem por consequéncia o intenso extravasamento de plasma. Atualmente,
0 estudo da participacdo das células endoteliais tem ganhado importancia e o
entendimento dos mecanismos envolvidos na ativacdo destas células podem contribuir
significativamente para a compreensdo da vasculopatia envolvida na doenca
(Srikiatkhachorn 2009).

A infeccdo de células endoteliais pelo virus dengue tem sido proposto como um
dos possiveis fatores que possam contribuir para a gravidade na dengue (Dalrymple and
Mackow 2012b). Neste trabalho nés observamos que as células HMEC-1 foram capazes
de replicar o virus DENV-2 in vitro, e 0 mesmo foi capaz de estimular a liberacdo de
mediadores inflamatorios em tais células, contudo, sem alterar diretamente a
permeabilidade.  Estudos relacionados a permissividade da infeccdo de células
endoteliais pelo virus DENV in vitro sdo controversos. Por exemplo, ja foi observado
que células endoteliais replicavam o virus DENV na mesma cepa utilizada neste estudo
(16881) (Raekiansyah et al. 2014), outros demonstram que apenas uma pequena
porcentagem de células endoteliais pode ser infectada pelo DENV, mesmo em uma
MOI alta (Arévalo et al. 2009). Esta controvérsia pode estar relacionada a diferentes
metodologias utilizadas, variacdo da origem de células endoteliais como também a cepa
viral escolhida. Alguns estudos em dengue empregaram a linhagem ECV304 como
sendo endotelial (Avirutnan et al. 1998; Bosch et al. 2002; Liew and Chow 2006), sendo
esta célula posteriormente identificada como sendo uma linhagem de carcinoma de
bexiga (Drexler et al. 2002). Além disso, células endoteliais de diferentes origens
teciduais, tais como LSEC-1 (células endoteliais sinusoidais de figado humano),
HBMEC (células endoteliais de cérebro humano) ou HPMEC-AT1.6R (linhagem de
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células endoteliais de pulmdo humano), que possuem diferentes caracteristicas
respondendo de maneira diferente a infec¢do pelo virus dengue (Talavera et al. 2004;
Azizan et al. 2006; da Conceicdo et al. 2013). Contudo, 0 mecanismo de como células
endoteliais infectadas modulam o extravasamento de plasma permanece néo

esclarecido.

Com relacdo a inducdo de permeabilidade induzida diretamente pelo virus, nés
ndo observamos diferencas significativas. Esses dados sdo corroborados por trabalhos
que demonstram que o virus DENV diretamente ndo induz permeabilidade endotelial
(Raekiansyah et al. 2014; Calvert et al. 2015). De fato, no curso da infeccdo pelo
DENYV, a fase de defervecéncia, onde observamos as manifestacdes graves da doenca,
ndo coincide com o pico de viremia (fase febril), logo nossos resultados in vitro
reforcam a ideia de uma participagdo indireta do DENV da indugdo de permeabilidade
endotelial.

Apesar de o DENV ndo induzir diretamente a permeabilidade endotelial, nos
encontramos niveis elevados de IL-6 e IL-8/CXCL-8 nas células endoteliais infectadas
pelo DENV. Ja foi demonstrado que células endoteliais infectadas pelo DENV sdo
capazes de produzir e liberar citocinas e quimiocinas tais como IL-6, IL-8/CXCL-8 e
RANTES/CCLS5, dentre outras (Bunyaratvej et al. 1997; Huang et al. 2000; Bosch et al.
2002). Estes dados demostram que o virus pode ativar células endoteliais, sem

necessariamente induzir permeabilidade.

Neste estudo, buscamos identificar fatores presentes nos plasmas pacientes
infectados com o0 DENV que possam estar associados com a permeabilidade endotelial.
Nossos resultados demostraram que plasmas de pacientes com dengue sdo capazes de
aumentar a permeabilidade endotelial in vitro, e diferencas significativas foram
observadas na permeabilidade das células tratadas com plasmas de pacientes graves na
fase de defervecéncia. Estes dados sdo corroborados pelos trabalhos que demostram que
é na fase critica (defervescéncia), principalmente de pacientes que desenvolveram
dengue grave, onde ocorrem 0s maiores eventos de aumento de permeabilidade
endotelial, com extravasamento de plasma sanguineo, hemorragia e comprometimento
dos 6rgdos (World Health Organization 2009; Whitehorn and Simmons 2011; Johnson

and Roller 2015). Logo, a partir destes resultados, foi possivel buscar fatores nos
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plasmas de pacientes com dengue que pudessem estar associados com esse aumento de

permeabilidade.

Durante este estudo, um aumento de varios mediadores inflamatorios foi
encontrado nos plasmas de pacientes com dengue, sugerindo uma regulagédo complexa
na patogénese desta doenca. NOs encontramos maiores niveis circulantes de TNF-a, IL-
8/ CXCL-8, MCP-1/CCL-2, IFNy, IL-6 e VEGF em pacientes com dengue, contudo,
tais mediadores ndo parecem estar associados a gravidade da doenca. Existe muita
controveérsia na literatura com relagcdo a associacdao destes mediadores com a gravidade
na dengue (Srikiatkhachorn and Green 2010; John et al. 2015). Para 0 TNF-a, nossos
dados estdo de acordo com outros trabalhos que apresentaram elevados niveis desta
citocina em soro de pacientes infectados, indicando que a mesma pode tem uma
participacdo importante na dengue, mas sem associagdo com a gravidade na dengue
(Azeredo et al. 2001; Braga et al. 2001; Bozza et al. 2008; Levy et al. 2010; Arias et al.
2014; Mangione et al. 2014). Entretanto, niveis de TNF-a ja foram relacionados com
manifestacBes hemorragicas na dengue, inclusive em modelos experimentais (Gagnon et
al. 2002; Chen et al. 2007). Esta contraditoriedade pode ser atribuida a diferengas entre
as coortes estudadas, assim como nos polimorfismos de alelos de TNF-a (Chuansumrit
etal. 2013).

Com relagdo ao MCP-1/CCL-2, Lee e colaborados demonstraram que esta
quimiocina esta niveis elevados em plasmas de pacientes com FHD e SCD (Lee et al.
2006). Além disso, estudos in vitro utilizando a proteina recombinante desta
qguimiocina demonstrou que a mesma foi capaz de alterar a permeabilidade de células
endoteliais priméarias (HUVECs) (Lee et al. 2006). Apesar de ndo encontrarmos
diferencas significativas desta quimiocina entre os diferentes grupos de pacientes com
dengue, porém, nossos dados demonstram uma tendéncia para um aumento nos
pacientes dengue com sinais de alarme e grave. No entanto, serd necessario um maior
namero maior de amostras para a confirmacdo desta tendéncia. O mesmo perfil parece
se encaixar nas quantificacbes de IL-6 e VEGF, ja que dados suportam que ambas estdo
associadas a gravidade na dengue (Suharti et al. 2003; Tseng et al. 2005;
Srikiatkhachorn et al. 2007)

Dados ja publicados indicam que os niveis circulantes de 1L-8/CXCL-8 e IFN- y

estdo aumentados em plasma de pacientes com dengue com relagdo aos plasmas de
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voluntarios saudaveis, contudo sem diferencas significativas entre os plasmas de
diferentes manifestagdes clinicas da doenca (Azeredo et al. 2001; Braga et al. 2001;
Mangione et al. 2014). Logo, corroboram-se com 0s nossos resultados onde néo
observamos correlacdo destes mediadores com a gravidade da infeccdo pelo virus

dengue.

De maneira interessante, nossos dados mostram que o0s mediadores
RANTES/CCL-5 e IL-1pB, apresentaram niveis significativamente maiores em plasmas
de pacientes que apresentaram dengue com sinais de alarme e grave, com relacdo aos
plasmas de voluntarios saudaveis, enfatizando dados ja existentes que indicam a
participacdo destas citocinas como possiveis marcadores na dengue grave (Chen et al.,
2006; Suharti et al., 2003; Bozza et al., 2008).

Para 0 RANTES/CCL-5 pouco se sabe sobre a relacdo desta quimiocina na
gravidade da dengue. A mesma esta principalmente relacionada com o recrutamento de
varias células do sistema imunoldgico para o sitio da infeccdo (Lin et al. 2000) e ja foi
demostrado que pacientes com dengue possuem niveis elevados de RANTES, mas sem
relagdo com a gravidade na dengue (Lin et al. 2000; Appanna et al. 2012). Sabemos que
RANTES/CCL-5 é umas das principais citocinas liberadas por a-granulos plaquetarios
ativados. De fato, dados do nosso grupo ja demostraram que plaguetas ativadas pelo
virus DENV in vitro foram capazes de liberar quantidade significativas desta
quimiocina (Hottz et al. 2013a), contudo permanecera sob investigacdo o papel desta

guimiocina da regulacdo da permeabilidade endotelial na dengue.

De maneira interessante, com relacdo ao MIF, nossos dados demonstram niveis
elevados desta citocina em plasmas de pacientes com dengue SA/grave quando
comparados tanto aos plasmas de pacientes dengue branda, quanto aos plasmas de
voluntarios saudaveis. Estes dados sugerem que o MIF pode ser uma citocina marcadora
de gravidade na dengue. O MIF é uma citocina pleiotropica envolvida em diversos
aspectos inflamatorios e de respostas imunes, participando da patogénese de doencas
autoimunes, alérgicas e infecciosas (Lue et al. 2002; Cvetkovic and Stosic-Grujicic
2006; Han et al. 2010; Asare et al. 2013). Em doencas infeciosas que também estdo
associadas com um intenso aumento de permeabilidade endotelial, tal como sepses, 0
MIF apresentou niveis elevados com diferengas significantes entre 0s que evoluiram a

melhora clinica e ao ébito (Bozza et al. 2004). Na dengue, niveis elevados de MIF ja
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foram identificados em pacientes dengue grave, com niveis ainda maiores em pacientes
que evoluiram para o o6bito (Chen et al. 2006; Antonio et al. 2015). Dados do nosso
grupo demonstraram que em modelos experimentais deficientes para o MIF (MIF ™)
infectados com o virus DENV adaptado, ocorreu uma diminuicdo e/ou retardo na
letalidade induzida pela infecgdo, assim como diminuic¢éo da viremia e replicagéo viral,
evidenciando a importancia do MIF na patogénese da dengue (Assuncdo-Miranda et al.
2010).

NoOs observamos ainda que a inducdo de permeabilidade endotelial in vitro
induzida por plasmas de pacientes com dengue foi consideravelmente dependente da
citocina MIF, ja que observamos uma reversdo significativa desta permeabilidade
qguando na presenca do inibidor do MIF, ISO-1. Em estudos de Chuang e colaboradores,
foi demonstrado que o sobrenadante de células de linhagem de hepatocarcinoma
humano 7 (HUH-7) infetadas pelo virus DENV, ricas em MIF, eram capazes de induzir
um aumento de permeabilidade de células endoteliais HMEC-1 (mesma linhagem de
células endoteliais apresentadas neste estudo), assim como quando as mesmas células
foram tratadas com o MIF recombinante humano (rMIF). Além disso, foi observado que
o rMIF seria capaz de desarranjar moléculas de adesdo do tipo ZO-1 (z6nulas de
oclusdo-1) in vitro e in vivo, o que poderia contribuir para o aumento de permeabilidade
associada ao MIF. Por fim, este desarranjo foi revertido pela presenca do inibidor ISO-1
que bloqueia a atividade tautomerase do MIF e consequente pré-inflamatéria e que tal
ativacdo parece ser dependente das vias PI3BK/MEK-ERK/JNK (Chuang et al., 2001).
Outros trabalhos demostram que o MIF é capaz de interferir na expressao de ZO-1 e da
VE-caderina (Chen et al. 2015). Estes trabalhos corroboram fortemente nossos dados da
importante participagdo do MIF na ativagdo/disfuncdo endotelial que contribui para o
aumento de permeabilidade endotelial associada a dengue.

De maneira complementar, nés observamos que plasmas de pacientes com
dengue grave sdo capazes de ativar a via de MAP quinases através do aumento da
fosforilacdo de ERK, e isto parece ser dependente do MIF. A ativacdo da via de ERK
MAPK pode levar a fosforilagdo e ativacdo e inimeras proteinas citosolicas que podem
culminar na regulacdo da producdo de mediadores inflamatérios, expressdao de
moléculas e fatores transcricionais, mediando importantes respostas inflamatorias
(Seger and Krebs 1995). Estudos suportam a evidéncia de que o MIF é capaz de ativar a
via de ERK MAPK de maneira sustentada (Mitchell et al. 1999) e transiente (Lue et al.
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2006). Contudo, de que maneira o MIF, através da ativagdo da via ERK MAPK,
consegue regular a permeabilidade de células endoteliais durante a infec¢do pelo virus
ainda permanece por ser esclarecido. Neste sentido, Chen e colaboradores (2015)
demonstrou que o MIF foi capaz de regular a inducdo de extravasamento vascular via
autofagia (Chen et al. 2015). Além disso, Yeh e colaboradores (2013), observaram que
MIF recombinante é capaz aumentar a expressao de trombomodulina (TM) e moléculas
de adesdo (ICAM-1) em monocitos e células endoteliais priméarias e de linhagem
(HMEC-1 e HUVEC) através da ativacdo da via ERK MAPK, o que poderia contribuir
para o dano endotelial observado na dengue (Yeh et al. 2013). Estes dados ajudam-nos a
especular os possiveis meios pelos quais os altos niveis de MIF observamos plasmas de
pacientes dengue grave deste estudo, pode agir no aumento da permeabilidade de

células endoteliais observado.

Além disso, dados suportam que a ativacéo da via de ERK MAPK desencadeada
pelo MIF depende necessariamente da ligacdo aos seu principal receptor CD74 (Leng et
al. 2003; Yu et al. 2007), como também da ativacdo do co-receptor CD44 (Veillat et al.
2010; Shi et al. 2013). O CD74 (cadeia invariante, li) é uma glicoproteina
transmembranar ndo-polimorfica que pode existir em diferentes isoformas e possui a
funcdo de regular o trafego de proteinas do complexo de histocompatibilidade de classe
I (MHC I1) em células apresentadoras de antigenos (Leng et al. 2003; Le Hiress et al.
2015). Entretanto, em condicfes inflamatorias, assim como em diversas linhagens
tumorais, 0 aumento da expressdo de CD74 aparece, mesmo na auséncia do MHC Il e
tem sido reconhecido como um receptor de alta afinidade do MIF (Leng et al. 2003;
Asare et al. 2013; Le Hiress et al. 2015). Nossos resultados demonstram que a infec¢do
de células endoteliais pelo virus dengue in vitro foi capaz de aumentar a expressao da
molécula de CD74, mesmo na auséncia de alteracdo direta de permeabilidade indo de
acordo com dados ja descritos que célula endoteliais sdo capazes de expressar o0 CD74
sob condicdes inflamatdrias (Le Hiress et al. 2015). Nossos resultados sugerem que
mesmo 0 virus ndo induzindo diretamente a permeabilidade endotelial, 0 mesmo pode
potencializar a acdo do MIF pelo aumento da expressdo de CD74 nas células
endoteliais, contribuindo de maneira significativa para o aumento da permeabilidade
vascular observada na dengue grave. Ainda assim, estudos sdo necessarios para avaliar
se células endoteliais infectadas de fato tem sua permeabilidade alterada frente a

estimulacdo por plasmas de pacientes com dengue. Pretendemos ainda verificar a
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ativacdo do co-receptor CD44 em células endoteliais infectadas a fim de confirmar a
ativacdo da via ERK MAPK nestas células.

Altos niveis circulantes de IL-1p circulantes tem sido identificado em pacientes
com infec¢des bacterianas agudas (Puhlmann et al. 2005). Na dengue, elevados niveis
de IL-1B em plasmas de pacientes infectados s&o encontrados, indo de acordo com 0s
dados apresentados neste estudo (Bozza et al. 2008; Hottz et al. 2013a). A IL-1P
também parece desempenhar um papel importante também na inducdo de
permeabilidade endotelial in vitro, visto que nossos resultados demonstram uma
reversdo da mesma quando utilizamos o antagonista do receptor IL1-Ra. Puhlmann e
colaboradores demonstraram que a IL-1p € capaz de induzir o aumento de
permeabilidade em células endoteliais in vitro, corroborando nossos dados. A IL-1p, é
uma citocina pré- inflamatéria que que estd envolvida em diferentes condicdes
inflamatérias cronicas e agudas (Puhlmann et al. 2005; Schett et al. 2015). A mesma
pertence a familia de 11 membros de citocinas IL-1 incluindo a IL-la, IL-1B € o
antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra) podendo ser secretada por Vvarios tipos
celulares, incluindo mondcitos, macréfagos e fibroblastos (Schett et al. 2015). A mesma
se liga ao receptor de IL-1 (IL-1R1) nas células alvos e é capaz de induzir a ativagdo
celular e estimulando vias de sinalizacdo intracelular (Schett et al. 2015). London e
colaboradores (2010) demonstraram que a IL-1p é capaz de desestabilizar a barreira
vascular pela diminuicdo da expressdo de VE-caderina (London et al. 2010). Além
disso, o0 mesmo grupo demonstrou que essa disruptura do endotélio € dependente da
ativacdo da via MYD88-ARNO-ARF6 (Zhu et al. 2013), mas trabalhos recentes ja
relacionaram a ativacdo da via de ERK/MAPK induzida por IL-1B (Xue et al. 2015;
Chang et al. 2016). A despeito da participacdo da IL-1, ndo podemos descartar o efeito
de outros membros da familia de IL-1 na permeabilidade endotelial induzida pelos
plasmas de pacientes com dengue, ja que a inibicdo com IL1-Ra ndo €é especifica para
IL-1B. De fato, ja foi observado que a IL1-a pode levar ao aumento de permeabilidade
endotelial (Royall et al. 1989).

Um aspecto importante pouco compreendido até o momento € a interacdo das
plaquetas com o endotélio no curso da infeccdo pelo dengue. A ativacdo plaquetéria
pode ocorrer em resposta aos varios estimulos. Sabemos que plaquetas sdo capazes de
expressar, estocar, e/ou sintetizar e rapidamente liberar varios fatores, incluindo

citocinas, que regulam a interagdo com o endotélio podendo alterar suas fungGes em
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condicBes patologicas. J& foi observado por Krishnamurti e colaborados (2002) que
células endoteliais infectadas pelo virus DENV 2 sdo capazes de aumentar a adesdo de
plaquetas em sua superficie o que poderia contribuir com a trombocitopenia associada a
dengue (Krishnamurti et al. 2002). Além disso, a ativacdo plaquetaria com disfuncao de
suas funcgdes sdo maiores em pacientes dengue grave, podendo estar associado com uma
disfungéo endotelial e consequente extravasamento de plasma (Michels et al., 2014;
Hottz et al., 2013).

Neste trabalho nos demonstramos que as plaquetas estimuladas com o virus
dengue in vitro sdo capazes de secretar MIF e 0 mesmo é capaz de aumentar a
permeabilidade endotelial in vitro. Estudos ja demonstraram que plaquetas sdo capazes
de secretar MIF e que o mesmo parece contribuir para 0 aumento da adesdo de
monocitos a células endotelais (StrifRmann et al. 2013; Wirtz et al. 2015). Ainda
permanece por ser elucidado como o MIF provenientes das plaquetas pode contribuir
para 0 aumento da permeabilidade endotelial na dengue, visto o importante papel

desempenhado por esta citocina na vasculopatia associada a dengue.

A ativacdo pode levar a alteragdes na forma das plaquetas através de uma
remodelacdo do citoesqueleto, e promover a ruptura da membrana plaquetaria em
fragmentos ativos, tais fragmentos de membrana podem dar origem as microparticulas,
que variam de 100 a 1000 nm de didmetro (Shai et al. 2012). As microparticulas
derivadas de plaquetas constituem a maior parte das microparticulas (MPs) que
circulam no sangue de individuos saudaveis (Diamant et al. 2004). Os niveis de MPs
podem aumentar dramaticamente em condi¢des patoldgicas tais como a trombose,
inflamacéo, cancer e dengue (Matzdorff et al. 2000; Tseng et al. 2013; Punyadee et al.
2015).

Microparticulas derivadas de plagquetas tem sido descrita modulando respostas
de células endoteliais, pela liberacdo de citocinas armazenadas. Em dados publicados
pelo nosso grupo, foi observado que tanto plaquetas de pacientes com dengue, quanto
plaquetas expostas ao virus DENV in vitro sdo capazes de secretar IL-1p (Hottz et al.
2013a). Nbs observamos que as microparticulas recuperadas de plaquetas expostas ao
virus DENV s8o capazes de aumentar a permeabilidade de células endoteliais de
maneira dependente de IL-1B, dados publicados pelo nosso grupo (Hottz et al. 2013a).

Brown e Mclintyre ja demonstraram que a citocina IL-1B esta associada com
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microparticulas derivadas de plaquetas estimuladas com LPS e que tais microparticulas
induzem a expressdo de molécula-1 de adesdo em células endoteliais de maneira
dependentes do receptor de IL-1R (Brown and Mcintyre 2011). Microparticulas
derivadas de mondcitos contendo IL-1p também tem sido mostrada ativando células
endoteliais humanas de modo dependente de seu receptor (Wang et al. 2012).
Acreditamos que as plaquetas possuem uma fungdo importante da ativacdo do endotélio
na dengue, contudo os mecanismos de interacdo plaqueta/endotélio ainda permanecerao

por serem investigados pelo nosso grupo.

De acordo com os resultados obtidos, evidenciamos que a regulacdo de
permeabilidade na dengue grave € um evento dependente de multiplos fatores. NOs
observamos que as citocinas/quimiocinas desempenham um papel importante nesta
regulagdo, principalmente no que se refere ao MIF e a IL-1f3. Contudo, como essas
moléculas agem de maneira a regular a permeabilidade permanecem por serem
esclarecidos, mas sugerimos que a via ERK MAPK pode estar envolvida neste
processo. Além disso, acreditamos que a participacdo do virus na inducdo de
permeabilidade ocorre de maneira indireta através do aumento da expressdo de
receptores tais como CD74. Por fim, acreditamos que as plaquetas ativadas pelo virus
dengue contribuem para o aumento da permeabilidade in vitro pela producdo de MIF e
IL-1B. Este estudo entdo pretende contribuir para o melhor entendimento da

fisiopatologia vascular na dengue.
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7. Conclusoes

v

Células endoteliais (HMEC-1) sdo permissivas a infeccdo pelo virus DENV
2 (cepa 16881) in vitro e capazes de produzir particulas virais infecciosas;

O virus DENV 2 (cepa 16881) parece ndo induzir diretamente o0 aumento de
permeabilidade de células endoteliais (HMEC-1) in vitro, mas é capaz de
induzir a producdo de mediadores inflamatorios como IL-6 e IL-8;

Plasmas de pacientes com dengue apresentando diferentes manifestacfes
clinicas da doenca sdo capazes de induzir precocemente aumento de
permeabilidade endotelial in vitro;

A adicédo de plasmas de pacientes que apresentaram dengue grave na fase de
defervescéncia levou a uma maior permeabilidade de células endoteliais in
vitro, indicando que mediadores presentes na circulacdo destes pacientes
poderiam contribuir ao dano e/ou permeabilidade endotelial observada
durante a infeccéo pelo DENV;

Niveis circulantes elevados de TNF-a, IL-8/CXCL-8, MCP-1/CCL-2, INF-y,
IL-6, VEGF, RANTES/CCL-5, IL-1B, e MIF foram observados nos grupos
de pacientes infectados pelo DENV em relacdo aos individuos saudaveis
confirmando o envolvimento destas proteinas durante a infeccéo;

Os niveis circulantes de MIF foram relacionados a gravidade sendo,
portanto, indicado como um possivel marcador de prognéstico na dengue.
Além disso, 0 aumento de permeabilidade das células endoteliais in vitro
parecer ser dependente de MIF e IL-1;

60



v Células endoteliais estimuladas com plasmas de pacientes dengue grave
apresentam uma maior fosforilacdo de ERK 42/44, e a mesma parece ser
dependente de MIF;

v O virus DENV 2 (cepa 16881) é capaz de aumentar a expressdo do receptor
do MIF (CD74) em ceélulas endoteliais infectadas;

v' Sobrenadantes de plaquetas infectadas pelo virus dengue in vitro sdo capazes
de secretar MIF e IL-1B e induzir aumento de permeabilidade de células
endoteliais in vitro de maneira dependente destes fatores.
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Figura 6. 1: Representacdo Esquematica de possiveis fatores envolvidos no aumento de
permeabilidade na Dengue. Nossos dados sugerem que o virus DENV é capaz de infectar
células endoteliais, produzir mediadores inflamatorios (IL-6 e IL-8) e influenciar na
permeabilidade endotelial de maneira indireta, pelo aumento da expressao de CD74 na superficie
dessas células. Desta maneira, 0 virus seria capaz de potencializar a agdo do MIF. O mesmo,
junto com a IL-1 B esta presente em concentracfes elevadas em plasmas de pacientes com
dengue, e 0 aumento de permeabilidade endotelial parece ser consideravelmente dependente da
acdo destes mediadores. Acreditamos que o MIF e a IL-1B possam ter suas origens em
macrofagos/monocitos e Linfocitos T infectados pelo virus, contudo parece que as plaquetas
constituem uma fonte importantes deastas citocinas que sdo capazes de aumentar a
permeabilidade endotelial.
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