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Resumo 

 

A Dengue é considerada, hoje, a principal arbovirose humana no mundo, infectando milhões 

de pessoas e causando milhares de mortes anualmente. A infecção pode ser assintomática ou 

pode causar doença com quadro cínico variado, que inclui desde quadros febris sem maiores 

complicações até quadros graves de sangramentos e choque, nos quais plaquetopenia e 

aumento da permeabilidade vascular estão frequentemente presentes. A interação direta do 

vírus da dengue (DENV) com plaquetas parece ser um importante mecanismo implicado na 

plaquetopenia de pacientes com dengue, portanto a identificação e compreensão dos 

mecanismos envolvidos nesse processo serão de grande valia para a determinação de 

marcadores de gravidade e para o desenvolvimento de novos alvos terapêuticos visando 

prevenção e/ou resolução da febre hemorrágica do dengue/ síndrome do choque por dengue 

(FHD/SCD). Nesse trabalho, buscamos caracterizar os efeitos diretos do DENV-2 sobre a 

ativação e o metabolismo energético de plaquetas humanas a partir de um modelo de 

interação plaqueta-DENV in vitro. Nossos resultados mostraram que plaquetas expostas ao 

DENV-2 apresentaram alterações morfológicas inerentes à ativação plaquetária como 

espalhamento, filopodia e agregação, bem como aumento da expressão de P-selectina. Além 

disso, a exposição ao DENV-2 induziu a secreção de IL-4, IL-13, GM-CSF, MCP-1 e TNF-α. 

Importantemente, a exposição de plaquetas ao DENV-2 inativado não levou a ativação 

plaquetária. Para melhor compreender o papel da atividade mitocondrial durante a ativação de 

plaquetas expostas ao DENV-2 nós inicialmente investigamos o papel funcional da 

mitocôndria em plaquetas quiescentes e ativadas por trombina (controle positivo de ativação 

plaquetária nesse estudo). Observamos que plaquetas apesar de consumir O2 para gerar m 

podem também mantê-lo através da hidrólise de ATP, um processo associado com a 

prevenção da apoptose em outros tipos celulares. Observamos também que a ativação 

plaquetária por trombina promove diminuição ou aumento do m de acordo com a dose 

administrada, alterando consequentemente o fluxo de O2 através de mecanismos que 

envolvem transição de permeabilidade e reversão da ATP-sintase. Demonstramos que 

plaquetas expostas ao DENV-2 apresentam marcante despolarização do m e aumentada 

exposição de fosfatidilserina, sugerindo que o DENV pode diretamente induzir morte celular 

em plaquetas. Os mecanismos envolvidos na ativação e morte de plaquetas expostas ao 

DENV ainda devem ser elucidados, mas nossos resultados mostram que a ativação 

plaquetária induzida diretamente pelo DENV pode ter um papel importante na origem da 

plaquetopenia associada à FD/FHD, bem como na produção dos mediadores inflamatórios 

envolvidos na patogenia da doença. 
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Abstract 

 

Dengue is, nowadays, the most important human arbovirus disease in the world, infecting 

millions of people and causing thousands of deaths every year. Infection can be asymptomatic 

or may lead to sickness whose intensity may vary, featuring from undifferentiated fever up to 

severe cases with bleeding and shock, in which thrombocytopenia and increased vascular 

permeability are frequently observed. Dengue virus (DENV) directly interacting with platelets 

may be an important peripheral mechanism of thrombocytopenia in dengue; therefore, 

identification and comprehension of mechanisms involved in this process will play a major 

role in determining markers of severity or in developing new therapeutic targets leading up to 

prevention or resolution of dengue hemorrhagic fever/ dengue shock syndrome (DHF/DSS). 

This work aimed to characterize the DENV-2 direct effects on platelet activation and 

energetic metabolism through an in vitro platelet-DENV interaction model. Our results 

showed typical activation-related morphological changes in DENV-2 exposed platelets, such 

as spreading, filopodia and aggregation, as well as increase in P-selectin expression. 

Furthermore, DENV-2 exposure induced release of IL-4, IL-13, GM-CSF, MCP-1 and TNF-

α. Importantly, platelet exposure to inactivated DENV-2 failed to increase P-selectin 

expression. Aiming at a better understanding of the role of mitochondrial activity during 

DENV-induced platelet activation we investigated the functional role of this organelle on 

resting and thrombin activated platelets (positive control of platelet activation in this study). 

Although platelets consume O2 to generate m, these cells can also keep the m from 

hydrolysis of ATP, a process associated with apoptosis cell death prevention in other cell 

types. We also found that platelet activation by thrombin leads to decrease or increase in m 

in a dose-dependent way, consequently altering O2 consumption through a mechanism 

involving permeability transition and ATP-sintase reversion. We show that DENV-2 exposed 

platelets present m depolarization and elevated phosphatidylserine exposition, suggesting a 

DENV-induced cell death in platelets. The mechanisms involved in DENV-exposed platelet 

activation and cell death remain elusive, but our results show that directly DENV-induced 

platelet activation may have an important role in origin of DF/DHF thrombocytopenia, as well 

as in inflammatory mediators production in dengue pathogenesis. 

 

 

 

 



 

 

 

1 

1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Agente Etiológico 

 

O Vírus da Dengue (DENV) é um membro do gênero Flavivírus e da família 

Flaviviridae classificado em um complexo antigênico que compreende quatro sorotipos 

(DENV-1 a 4) (Guzman e Kouri, 2002). É um vírus pequeno, de aproximadamente 50 nm, 

composto por um envelope lipídico que contem em sua superfície as glicoproteínas E 

(envelope) e M (membrana), envolvendo um nucleocapsídeo composto pelo genoma RNA em 

conjunto com múltiplas cópias da proteína C (capsídeo) (Lindenbach et al, 2007) (Figura 1.1). 
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Figura 1.1: Estrutura da partícula viral. Ao centro esquema da organização das proteínas no vírus 

maduro e imaturo segundo Heinz e Allison (2001). À direita vírus imaturo com projeções. À esquerda vírus 

maduro liso, (Kuhn et al, 2002; Mukhopadhyay et al, 2005). 

 

O vírus é rapidamente inativado a 50ºC, com um decréscimo de 50% na infectividade 

a cada 10 minutos nessa temperatura. A infectividade também é sensível à inativação por luz 

ultravioleta (UV), solventes lipídicos, detergentes iônicos e não iônicos, e digestão por 

tripsina, papaína e lípase pancreática (Russel et al, 1980; Brinton, 1986). 

O genoma dos Flavivirus consiste de uma fita simples de RNA de polaridade positiva 

com aproximadamente 11 kb, este RNA é infeccioso. Flanqueada pelas regiões não-

codificantes 5’ e 3’ o genoma apresenta uma única fase aberta de leitura (ORF) que codifica 

para uma poliproteína que é posteriormente clivada por uma combinação de proteases viral e 

do hospedeiro em proteínas estruturais (C-prM-E) e não estruturais (NS1-NS2A-NS2B-NS3-

NS4A-NS4B-NS5) (Chambers et al, 1990) (Figura 1.2). 

O tamanho limitado do genoma viral necessita uma maximização da capacidade de 

codificação dos genes, para tanto, muitas das proteínas estruturais e não-estruturais 

apresentam múltiplas funções no ciclo de replicação do DENV (Clyde et al, 2006). 
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Figura 1.2: Organização do Genoma dos Flavivirus. Uma longa fase aberta de leitura (ORF) entre as 

regiões 3’ e 5’ não codificantes (5’ NC e 3’ NC) (adaptado de Chambers et al,1990). 

 

A proteína C é uma proteína de ~11 kDa com alto teor de aminoácidos básicos. 

Apresenta-se em solução como homodímeros e formações oligoméricas de maior 

complexidade não ocorrem na ausência de ácido nucléico (Kiermayr et al, 2004). 

A glicoproteína pré-membrana (prM), de 18,1 a 19 kDa, é clivada por furina durante a 

maturação viral, e tem como função proteger a proteína E de exercer atividade fusogênica 

durante a exocitose do vírus (Chambers et al, 1990; Stadler et al, 1997, Zhang et al, 2003). 

A proteína M (8,2-8,5 kDa) é o produto da clivagem de prM, e participa, junto com a 

proteína E, da montagem da estrutura icosaédrica da partícula viral (Chambers et al, 1990; 

Heinz e Allison, 2001). 

A glicoproteína E é a maior das proteínas estruturais com 53,3 a 54,3 kDa, está 

envolvida com a montagem da partícula viral, ligação a receptores de membrana, fusão de 

membranas, além de ser o principal alvo de anticorpos neutralizantes (Chambers et al, 1990). 

A proteína NS1 (39,2-40 kDa), é uma subunidade do complexo de replicação, 

juntamente com NS2A, NS3, NS4A, NS4B e NS5, porém o seu papel preciso na montagem 

e/ou função do complexo de replicação ainda é desconhecido (Chambers et al, 1990; 

Lindenbach e Rice, 1997; Muylaert et al, 1997). A proteína NS1 é secretada para o meio 

extracelular com uma forte indução de produção de anticorpos (Clyde et al, 2006). 

A proteína NS2A (23,7-25,4 kDa) é a primeira das quatro pequenas proteínas 

hidrofóbicas do genoma viral, restando ainda NS2B (13,8-14,5 kDa), NS4A (16-16,4 kDa) e 

NS4B (26,5-27,9 kDa) (Chambers et al, 1990). Uma combinação das proteínas NS2A, NS4A 

e NS4B é capaz de bloquear a via do interferon (IFN) (Munhoz-Jordán et al, 2003; Munhoz-

Jordán et al, 2005). As proteínas NS2A e NS4A estão possivelmente envolvidas na 

localização e ancoragem do RNA viral e do complexo de replicação na membrana do retículo 

endoplasmático rugoso (RER) (Khromykh et al, 1999). A proteína NS2B é o co-fator 

necessário para a atividade serina protease da proteína NS3 (Falgout et al, 1999). 

A proteína NS3 (68,5-69,5 kDa) é uma proteína bifuncional apresentando funções de 

serina protease e de helicase. A formação do complexo NS2B-NS3 é necessária para correta 



 

 

 

3 

localização celular (associação com membrana) e para a máxima atividade proteolítica desse 

complexo (co-fator) (Chambers et al, 1990; Falgout et al, 1999).  

A proteína NS5 é a maior (103-104 kDa) e mais conservada proteína entre os 

flavivirus, é um constituinte do complexo de replicação e apresenta atividade de RNA 

polimerase dependente de RNA  (Chambers et al, 1990; Khromykh et al, 1999). 

 

1.2.2 Ciclo de Replicação 

 

O DENV pode infectar diversos tipos celulares em diferentes tecidos e órgãos. Em 

estudos realizados com autópsias e biópsias de pacientes com dengue demonstrou-se a 

presença de RNA viral em monócitos e linfócitos circulantes, em células linfóides e 

macrófagos no baço (Jessie et al, 2004), bem como no fígado, pulmão, baço, cérebro, rim, 

medula óssea e coração (Araújo et al, 2009a). A replicação do DENV tem sido demonstrada 

também em células dendríticas dérmicas e circulatórias (Wu et al, 2000). 

 A interação do vírus com a célula inicia-se com a ligação a certos receptores de 

superfície celular. A infecção de células dendríticas envolve a expressão de DC-SIGN na 

célula alvo (Navarro-Sanchez et al, 2003), porém a internalização mediada por DC-SIGN é 

dispensável para a infectividade do DENV e propõe-se que o DC-SIGN atue como um 

facilitador da interação com outro receptor que possa levar a endocitose do vírus (Lozach et 

al, 2005). Além de DC-SIGN, GRP78 (BiP), moléculas relacionadas com CD41, e integrina 

αvβIII têm sido sugeridas como receptores primários para DENV (Mukhopadhyay et al, 2005). 

Os DENV são internalizados predominantemente através de endocitose mediada pela 

rede de clatrinas (80%), ou ainda por macropinocitose (20%) (Suksanpaisan et al, 2009). O 

ambiente acidificado do endossoma induz uma mudança conformacional na proteína E, 

convertendo-a para o estado fusogênico (estrutura homotrimérica de E), o que resulta na fusão 

entre as membranas viral e do hospedeiro, culminando na liberação do nucleocapsídeo no 

citoplasma da célula (Allison et al, 1995; Schalich et al, 1996; Lindenbach et al, 2007). 

Uma vez no citoplasma inicia-se a tradução do RNA viral. A tradução do genoma 

pode ser cap dependente ou pode ocorrer após a inibição da tradução dependente de cap a 

partir de um mecanismo não dependente de IRES ainda desconhecido (Edgil et al, 2006). A 

importação da poliproteína para o RER começa antes da cadeia polipepitídica estar 

completamente sintetizada, a sequência sinal hidrofóbica da poliproteína direciona o 

polirribossomo para a membrana do RER e, à medida que é sintetizada, a poliproteínas é ali 

ancorada (Alberts et al, 2002; Mukhopadhyay et al, 2005). 
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A tradução da longa ORF produz uma poliproteína que é co e pós-traducionalmente 

clivada por proteases viral e do hospedeiro nas proteínas estruturais e não-estruturais 

(Lindenbach et al, 2007). A Figura 1.3 apresenta a topologia, os sítios de clivagem, e as 

proteases responsáveis pela clivagem da poliproteína. 

 
 Figura 1.3: Topologia proposta para a poliproteína na membrana do retículo endoplasmático. Proteínas 

estão dispostas na ordem em que aparecem na poliproteína (da esquerda para a direita), áreas são 

aproximadamente proporcionais ao tamanho de cada proteína, hélices transmembrana são representadas por 

cilindros, e as setas indicam os sítios de clivagem pós-traducional (setas azuis = serina-protease viral, setas 

brancas = signalase do hospedeiro, seta preta = furina, e ponto de interrogação = protease desconhecida). 

Adaptado de Mukhopadhyay et al (2005) e Lindenbach et al (2007).  

 

A figura 1.4 representa esquematicamente o ciclo de replicação do DENV. 

Após a tradução do genoma as proteínas não-estruturais dão origem a um complexo de 

replicação (RC) e iniciam a replicação do genoma. A replicação do genoma envolve a 

produção de um RNA viral polaridade negativa, um intermediário usado para posterior 

produção de múltiplas cópias de RNA viral de polaridade positiva (Clyde et al, 2006). 

Devido a aminoácidos básicos específicos da proteína C esta proteína se associa com 

corpúsculos lipídicos (CL) no citoplasma da célula para posterior interação com o RNA 

genômico no processo de formação do nucleocapsídeo. Resta saber se a encapsidação ocorre 

no RE após deslocamento de C para esta organela, ou nos próprios corpúsculos lipídicos com 

posterior transferência dos nucleocapsídeos neoformados para o RE (Samsa et al, 2009). 

A montagem do vírus ocorre no lúmen do RER através da condensação do 

nucleocapsídeo com os domínios transmembrana de E e prM. Os vírions são transportados 

individualmente para o complexo de Golgi e emergem em vesículas endossomais onde o 

ambiente acidificado promove a clivagem de prM para M e consequente maturação seguida 

da exocitose das partículas virais (Mackenzie et al, 2001; Beeck et al, 2003). 
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Figura 1.4: Ciclo de replicação do DENV. A: Endocitose do vírus mediada por interação com DC-

SIGN, Integrina αvβIII, GRP-78 ou moléculas relacionadas com CD-41; endocitose do vírus opsonisado mediada 

por receptor para FC. B: Fusão da membrana viral com o endossoma a partir de mudanças conformacionais na 

proteína E. C: O início da tradução do RNA viral no citoplasma gera um pepitídeo sinal que a direciona para o 

RER; D: topologia da poliproteína na membrana do RER. E: Após a clivagem da poliproteína as proteínas E e 

prM permanecem inseridas na membrana do RER, a proteína C acumula-se nos CL para posterior formação do 

nucleocapsídeo, e as proteínas não estruturais dão origem ao CR. F: montagem do DENV através da 

condensação do nucleocapsídeo com prM e E na membrana do RER; G: Os vírus imaturos são transportados em 

vesículas individuais através do complexo de Golgi e acumulados em vesículas endossomais; H: maturação da 

partícula viral. I: Exocitose da partícula viral madura (Mackenzie et al, 2001; Alberts et al, 2002; Beeck et al, 

2003; Mukhopadhyay et al, 2005; Clyde et al, 2006; Lindenbach et al, 2007; Samsa et al, 2009). 
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1.2 Epidemiologia e Controle da Dengue 

 

A possibilidade de estarmos em meio a uma explosão silenciosa de dengue vem sendo 

levantada desde o final do último século (Halstead, 1999). As alterações ecológicas 

decorrentes do pós-guerra com o rápido crescimento populacional e deterioração do ambiente 

urbano contribuíram significativamente para a disseminação do Aedes aegypti e dispersão dos 

diferentes sorotipos do DENV, resultando em uma pandemia global com dezenas de milhões 

de infecções por ano incluindo centenas de milhares de internações por Febre Hemorrágica do 

Dengue (FHD) e Síndrome do Choque por Dengue (SCD) (Halstead, 1988; Gubler, 1998). 

O DENV é transmitido principalmente pelo Aedes aegypti, mas outras espécies do 

gênero Aedes como Ae. albopictus e Ae. polynesiensis também podem transmitir a doença 

mesmo que menos eficientemente. Estes vetores estão envolvidos em diferentes ciclos de 

transmissão: o ciclo florestal enzoótico envolvendo Aedes spp. e primatas não humanos; o 

ciclo rural epidêmico envolvendo Aedes spp. e pequenas populações humanas; e o ciclo 

urbano endêmico/epidêmico envolvendo o Ae. aegypti e populações dos grandes centros 

urbanos tropicais (Gubler, 1998). 

A primeira epidemia de dengue da qual se tem notícia ocorreu em 1779-1780 na Ásia, 

África e América do Norte; a ocorrência simultânea de surtos indica que vírus e vetores têm 

apresentado uma distribuição cosmopolita por mais de duzentos anos. Até então a dengue era 

considerada uma doença benigna de viajantes, os intervalos entre as grandes epidemias eram 

longos, de 10 a 40 anos, principalmente porque a única forma de transporte de vetores e vírus 

entre os centros populacionais era através das embarcações a vela (Gubler e Clark, 1995). 

As epidemias se tornaram mais frequentes no Sudeste Asiático após a década de 50 em 

parte devido a Segunda Grande Guerra que possibilitou a expansão da distribuição geográfica 

do DENV, mas principalmente devido à urbanização inadequada no pós-guerra que forneceu 

as condições ideais para a propagação do vírus. Essas epidemias continuaram até os dias 

atuais, aumentando em magnitude uma após a outra. Infelizmente, apesar da expansão 

populacional e dos centros urbanos, a infraestrutura em saúde pública não foi capaz de 

acompanhar tal crescimento, agravando muito a situação. (Ooi e Gubler, 2008). 

Logo, a expansão da área e aumento da frequência das epidemias levando a 

emergência global da dengue ocorreram devido a fatores relacionados ao crescimento 

populacional e urbanização desordenada, que propiciaram um maior contato com o vetor; à 

maior facilidade em viajar ao redor do mundo, que facilitou o transporte do vírus entre os 

países; e à ineficiência da maioria dos paises em controlar o vetor e em desenvolver 
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programas para prevenir a transmissão epidêmica (Monath, 1994; Gubler e Clark, 1995; 

Gubler, 2002; Mackenzie et al, 2004). 

Como consequência, a dengue é considerada hoje a principal arbovirose humana no 

mundo, com uma estimativa de 2,5 bilhões de pessoas vivendo em mais de 100 países e áreas 

onde há risco de transmissão da doença (Figura 1.5), e mais de 50 milhões de infecções 

ocorrendo anualmente com 500.000 casos de FHD e 22.000 mortes principalmente em 

crianças (WHO, 2009). 

 

 
Figura 1.5: População sob risco de transmissão de dengue: Áreas com circulação do Ae. Aegypti e áreas 

com atividade epidêmica de dengue (Monath, 2007). 

 

1.2.1 Dengue nas Américas 

 

Diferente do que ocorreu no Sudeste Asiático, onde a Segunda Grande Guerra 

amplificou a população do Ae. aegypti e a distribuição do DENV, nas Américas o programa 

de controle da Febre Amarela organizado pela Organização Panamericana de Saúde (PAHO) 

nas décadas de 50 e 60 levou a erradicação do Ae. Aegypti da maioria dos países da América 

Central e do Sul. Porém, o programa de erradicação do Ae. Aegypti foi oficialmente 

descontinuado pelos Estados Unidos em 1970, levando a reinfestação dos países de onde o 

mosquito já havia sido erradicado (Gubler e Clark, 1995; Halstead, 2006). 

De 1963 a 1977, alguns surtos associados aos DENV-2 e 3 foram confirmados no 

Caribe, Haiti, Republica Dominicana, Porto Rico e norte da América do Sul. Em 1977, a 

introdução do DENV-1 na Jamaica culminou em uma pandemia que se expandiu por países 

da América Central e do Sul, e posteriormente para México e Estados Unidos. Cerca de 
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702.000 casos de dengue foram notificados de 1977 a 1980, período no qual o DENV-1 foi 

praticamente o único sorotipo circulante (PAHO, 1989). 

Em 1981 houve a introdução do DENV-2 causando uma epidemia com um elevado 

número de casos de FHD/SSD. Nesse mesmo ano o DENV-4 foi pela primeira vez reportado 

nas Américas, espalhando-se rapidamente pela região (Carrington et al, 2005). 

A década de 80 foi marcada pela co-circulação dos DENV-1, DENV-2 e DENV-4, e 

países como Brasil, Bolívia, Paraguai, Equador e Peru, que até então não haviam 

experimentado uma epidemia de dengue ou estiveram livres da doença nas décadas anteriores, 

foram acometidos por grandes epidemias (PAHO, 1997). 

Em 1994 o DENV-3 foi reintroduzido nas Américas após 16 anos de ausência. Esse 

sorotipo foi inicialmente detectado no Panamá, Nicarágua e posteriormente em outros países 

da América Central e México, causando numerosas epidemias. No México, a introdução do 

DENV-3 em 1995 foi associada com a gravidade da doença e foram registrados 385 casos de 

FHD com uma razão de fatalidade de 7,8% (Briseño-Garcia et al, 1996; PAHO, 1997). 

 

1.2.2 Dengue no Brasil 

 

Desde a reintrodução do DENV no país na década de 80, mais de 60% dos casos de 

dengue reportados nas Américas foram casos ocorridos no Brasil (Nogueira et al, 2007). 

O primeiro surto ocorreu em 1981-1982 em Boa Vista (RR), com a notificação de 

7.000 casos causados pelos sorotipos 1 e 4 (Osanai et al, 1983). Cinco anos após ter sido 

controlado esse primeiro surto, o DENV-1 foi isolado de uma epidemia no município de Nova 

Iguaçu (RJ) (Schatzmayr et al, 1986). A partir daí o vírus rapidamente se espalhou por outras 

cidades, e a dificuldade em implantar programas efetivos de combate ao vetor resultou na 

dispersão do DENV-1 por outros estados brasileiros (Nogueira et al, 2007). 

A situação se agravou com a entrada do DENV-2 em Niterói (RJ) no ano de 1990, ano 

no qual foram registrados os primeiros casos de FHD no país (Nogueira et al, 1991). 

Durante a década de 90 o DENV-2 se espalhou por diversos estados brasileiros, 

causando epidemias: em Araguaiana (TO) onde um estudo soroepidemiológico demonstrou 

uma positividade de 27,75% (Vasconcelos et al, 1993); em Fortaleza (CE) com uma 

soroprevalencia de 24,4% (da Cunha et al, 1998); em cidades do sul da Bahia com 1.516 

casos notificados em 1994 (Nogueira et al, 1995); entre outras. 

Schatzmayr e colaboradores declararam em meados de 2000: “Até o momento apenas 

os sorotipos 1 e 2 circulam no Brasil, mas é grande o risco de introdução de um dos outros 

sorotipos, visto que estão presentes na América Central, Caribe e norte da América do Sul”. 
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De fato não tardou muito, pois em dezembro desse mesmo ano o DENV-3 foi isolado no 

município de Nova Iguaçu (RJ), sendo responsável pela maior e mais grave epidemia de 

dengue no Brasil até aquele momento (Nogueira et al, 2001). 

Na epidemia de dengue ocorrida no estado do Rio de Janeiro em 2002 foram 

notificados 288.245 casos de dengue, sendo 1.831 casos de FHD com 91 evoluções para 

óbitos. Esses números superaram os 1.621 casos de FHD e 76 óbitos ocorridos em todo o país 

desde a reintrodução do DENV em 1986 (Nogueira et al, 2005). 

De 2002 a 2008 ocorreram cerca de 2,5 milhões de casos de dengue no Brasil, sendo 

os maiores números de casos notificados nos anos de 2002 e 2008, com 697.998 e 585.769 

casos respectivamente. Foram registrados cerca de 2.600 casos de FHD em 2002 com 150 

óbitos, e cerca de 4.232 casos de FHD em 2008 com 491 óbitos (MS/SVS, 2009). 

No ano de 2009 foram notificados 393.593 casos de dengue no Brasil, sendo 7.180 

casos de dengue grave com 219 óbitos. No ano de 2010 foram confirmados 482.284 casos da 

doença até a semana epidemiológica 26, nesse período ocorreram 9.688 casos de dengue 

grave com 367 óbitos. 

 

1.2.3 Estratégias e Programas de Controle 

 

Enquanto vacinas contra outros flavivírus como febre amarela e vírus da encefalite 

japonesa já foram desenvolvidas, as vacinas contra dengue ainda encontram algumas 

dificuldades. A necessidade de uma vacina tetravalente que forneça imunidade duradoura, e a 

dificuldade em distinguir o desenvolvimento de anticorpos tipo-específico daqueles de 

reatividade cruzada são os principais desafios para o desenvolvimento de uma vacina contra 

dengue atualmente; e apesar dos esforços para a produção de uma vacina tetravalente que 

apresente segurança e imunogenicidade a aprovação de uma vacina contra dengue só será 

viável nos próximos cinco a sete anos. Dessa forma, a única estratégia de controle da 

transmissão da dengue atualmente disponível é a redução da população de seu principal vetor, 

o Ae. aegypti (Whitehead et al, 2007; Monath, 2007; Ooi e Gubler, 2008, WHO, 2009). 

De 1996 a 2002 o controle da dengue no Brasil foi feito de acordo com o Programa de 

Erradicação do Ae. Aegypti (PEAa). As ações de prevenção eram centradas quase que 

exclusivamente no combate ao vetor com o uso de inseticidas, estratégia que se mostrou 

incapaz de responder à complexidade da epidemiologia da dengue (MS/FUNASA, 2002).  

No ano de 2001, diante de um cenário em que a incidência de dengue aumentava 

anualmente e a introdução do DENV-3 prenunciava um elevado risco de epidemias de dengue 

e de aumento nos casos de FHD, um seminário internacional foi organizado pelo MS em 
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parceria com a PAHO para avaliar as diversas experiências e elaborar um Plano de 

Intensificação das Ações de Controle da Dengue (PIACD) (MS/FUNASA, 2002). 

Em 2002 o MS instituiu o Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD). Este 

programa procurou incorporar lições das experiências nacionais e internacionais no controle 

da dengue, enfatizando a necessidade de mudança nos modelos anteriores fundamentalmente 

em aspectos como a elaboração de um programa permanente, mobilização social e 

participação comunitária, fortalecimento da vigilância epidemiológica e entomológica, e 

ênfase na implantação da estratégia de controle nos grandes centros urbanos. 

 

1.3 Manifestações Clínicas e Diagnóstico 

 

Após a infecção pelo DENV o período de incubação varia de 4 a 7 dias. A intensidade 

do quadro clínico pode variar desde infecção assintomática até quadros de febre 

indiferenciada que caracterizam a Febre do Dengue (FD), ou quadros graves de sangramentos 

e/ou choque que caracterizam a FHD e SCD. Cada um dos quatro sorotipos pode produzir 

qualquer um dos quadros clínicos (WHO, 1997; Torres, 2008). 

A FD é geralmente auto-limitada e raramente fatal. A fase aguda dura de 3 a 7 dias, já 

a fase de convalescência pode se prolongar por semanas e pode estar associada com fraqueza 

e depressão principalmente em adultos, mas não são conhecidas sequelas permanentes 

(Gubler, 1998). As características clínicas podem envolver febre branda a alta, cefaléia, dor 

retroorbitrária, mialgia, artralgia, náuseas, vômito, exantema e petéquias. Leucopenia e 

plaquetopenia são comumente observadas (WHO, 1997). 

Sangramentos podem ser observados tanto na FD quanto na FHD, sendo esta ultima 

caracterizada por hepatomegalia, falência circulatória, plaquetopenia (<100.000/mm
3
) com 

hemoconcentração e extravasamento de plasma com hipoproteinemia. A SCD por sua vez é 

caracterizada por sinais de falência circulatória como pele fria, cianose, pulso rápido e fraco 

(pressão de pulso <20mmHg), letargia e choque. O choque é de rápida instalação e pode levar 

ao óbito em 12 a 24 horas caso não seja realizada reposição volêmica (WHO, 1997). 

Até 2008 a Organização mundial de Saúde (OMS) (1997) classificava FHD em quatro 

graus de gravidade (grau I – IV), sendo a FHD graus I e II diferenciada de FD por 

plaquetopenia com hemoconcentração, enquanto os quadros de evolução para o choque 

caracterizavam os graus III e IV de FHD. A Tabela 1.1 apresenta um resumo dos critérios 

para distinção de FD e os quatro graus de FHD. 

No entanto, a descrição original da dengue e suas manifestações que levou aos 

presentes critérios foi baseada em casos pediátricos do Sudeste Asiático. Com a entrada da 
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dengue em novas regiões geográficas como a América Latina, e a ocorrência de casos de 

dengue em adultos, as manifestações clínicas parecem estar mudando, de forma que a 

aplicação estrita dos critérios da OMS falha em detectar um número significativo de pacientes 

com manifestações graves de dengue (Balmaseda et al, 2005; Bandyopadhyay et al, 2006). 

 

Tabela 1.1: Resumo dos critérios da OMS para distinção de FD e FHD graus I a IV. 

 Manifestações 

hemorrágicas 

Permeabilidade 

vascular  

Insuficiência 

circulatória 

Plaquetopenia 

FD Variável Normal Ausente Variável 
     

FHD grau I Prova do laço 

positiva 

Aumentada Ausente <100.000/mm
3
 

     

FHD grau II Sangramento 

espontâneo 

Extravasamento 

de plasma* 

Ausente <100.000/mm
3
 

     

FHD grau III Possíveis Hipovolemia PP**<20mmHg <100.000/mm
3
 

     

FHD grau IV Sangramento  

grave possível 

Choque PP e PS*** não 

detectáveis 

<100.000/mm
3
 

* Aumento do hematócrito acima de 20% e hipoproteinemia. 

** Pressão de pulso. 

*** Pressão sanguínea. 

 

Atualmente a OMS considera a classificação em dengue clássica ou grave. Durante a 

fase crítica, caracterizada pela defervescência, pode ocorrer aumento da permeabilidade 

vascular acompanhado de progressiva leucopenia, plaquetopenia e aumento do hematócrito; a 

partir desse ponto a ausência de aumento significativo da permeabilidade vascular caracteriza 

a dengue clássica, enquanto aumento do extravasamento de plasma que leve ao choque, 

efusão pleural ou ascite, sangramentos importantes, ou disfunções orgânicas como hepatite, 

encefalite ou miocardite caracterizam a dengue grave (WHO, 2009). 

Se tratando de manifestações não usuais, têm sido descritas manifestações 

neurológicas, dentre elas convulsão, encefalite, meningoencefalite, cefaléia persistente, 

mielite transversa, síndrome de Guillian-Barré, polineuropatia, neurite óptica, paralisia facial 

periférica e encefalopatia hemorrágica (Ferreira et al, 2005; de Souza et al, 2005); bem como 

envolvimento hepático com alterações nos níveis de aminotransferases e falência hepática 

(Uehara et al, 2006; de Souza et al, 2007). 

 

1.3.1 Diagnóstico Clínico 

 

A abordagem do paciente com suspeita de dengue deve seguir uma rotina de anamnese 

e exame físico, com obtenção de informações necessárias tanto para o estadiamento quanto 

para o planejamento terapêutico adequados (MS/SVS, 2007). Deve-se lembrar que o 
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diagnóstico clínico diferencial da dengue não é fácil, os achados clínicos nos pacientes 

frequentemente dependem da idade, e trombocitopenia e hematócrito elevados são 

comumente observados (WHO, 1997). 

É considerado caso suspeito de dengue todo paciente que apresente doença febril 

aguda com duração de até sete dias, acompanhada de pelo menos dois dos sintomas listados 

na Tabela 1.2 com ou sem a presença de sangramentos, além de ter estado em área endêmica 

nos últimos 15 dias. A possibilidade de gravidade do quadro clínico é indicada pela presença 

dos sinais de alerta ou sinais de choque, também listados na Tabela 1.2 (MS/SVS, 2007). 

 

Tabela 1.2: Sinais e sintomas para caracterização do caso suspeito de dengue e da 

evolução para dengue grave segundo o Ministério da Saúde (2007) 

Sintomas Sinais de Alerta Sinais de choque 

- Cefaléia; 

- Dor retroorbitária; 

- Mialgias; 

- Artralgias; 

- Prostração; e 

- Exantema. 

- Dor abdominal intensa e contínua; 

- Vômitos persistentes; 

- Hipotensão postural e/ou lipotímia; 

- Hepatomegalia dolorosa; 

- Hemorragias importantes*; 

- Sonolência e/ou irritabilidade; 

- Diminuição da diurese; 

- Diminuição repentina da temperatura 

corpórea ou hipotermia; 

- Aumento repentino do hematócrito; 

- Queda abrupta de plaquetas; e 

- Desconforto respiratório. 

- Hipotensão arterial; 

- Pressão arterial 

convergente**; 

- Extremidades frias; 

- Cianose; 

- Pulso rápido e fino; e 

- Enchimento capilar 

lento***.  

   

* Hematêmese e/ou melena; 

** PA diferencial < 20mmHg; 

*** > 2 segundos. 

 

Considerando-se o amplo espectro clínico da dengue as principais doenças que fazem 

diagnóstico diferencial são: influenza, enteroviroses, doenças exantemáticas (sarampo, 

rubéola, mononucleose infecciosa, citomegalovirose, entre outras), hepatites virais, abscesso 

hepático, abdome agudo, hantavirose, outras arboviroses (febre amarela, Mayaro, Oropouche 

entre outras), escarlatina, pneumonia, sepse, infecção urinária, meningococcemia, 

leptospirose, malária, salmonelose, riquetsioses, doença de Henoch-Schonlein, doença de 

Kawasaki, púrpura auto-imune, farmacodermias, alergias cutâneas, e outros agravos conforme 

a situação epidemiológica da região (MS/SVS, 2007). 

O espectro de sintomas na infecção pelo DENV é um muito amplo e inespecífico, e 

um diagnóstico baseado somente em sintomas clínicos não é confiável. A confirmação 

laboratorial precoce do diagnóstico pode ser valiosa, pois em alguns pacientes a progressão 

para as formas graves e às vezes para o óbito pode ocorrer durante um período muito curto, 

nesse caso, intervenção precoce pode ser decisiva para a sobrevida do paciente (WHO, 2009). 
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1.3.2 Diagnóstico Laboratorial 

  

A confirmação do diagnóstico de dengue pode ser feita por meio do cultivo e 

isolamento viral; técnicas de biologia molecular para a detecção do genoma viral; técnicas de 

diagnóstico sorológico para determinação das imunoglobulinas (Ig) G e M; e as técnicas de 

identificação de antígenos virais, mais recentemente desenvolvidas (Torres, 2008). 

O diagnóstico virológico é um método definitivo na identificação do patógeno. Para 

realização dessa técnica a coleta deve ser realizada no período febril, que geralmente não 

passa do quinto dia do início dos sintomas (MS/SVS, 2007). O sistema para isolamento mais 

utilizado consiste na inoculação de espécimes em cultura de célula Aedes albopictus clone 

C6/36 (Igarashi, 1978). O isolamento viral pode ser observado pela presença de efeito 

citopático (ECP) ou pela detecção de antígenos através do teste de imunofluorescência, sendo 

a tipagem realizada por meio de anticorpos monoclonais (Gubler et al, 1984). 

As técnicas moleculares detectam e caracterizam o sorotipo infectante e podem 

confirmar o diagnóstico quando não é possível realizar o isolamento viral. Para tanto se utiliza 

transcrição reversa seguida da PCR com primers específicos para os quatro sorotipos do 

DENV (PCR nested), permitindo rápida detecção e tipagem (Morita et al, 1991; Lanciotti et 

al, 1992). O RT-PCR em tempo real também pode ser utilizado, lançando mão dos sistemas 

SYBER Green ou TaqMan, que permitem detectar e quantificar o RNA viral de forma 

sensível e específica (Holland et al, 1991; Heid et al, 1996; Laue et al, 1999). 

 O diagnóstico sorológico baseia-se na pesquisa de anticorpos específicos anti-dengue, 

detectáveis a partir do sexto dia do inicio dos sintomas (MS/SVS, 2007). As técnicas 

recomendadas são: inibição da hemaglutinação (HI) (Clarke e Casais, 1958); teste 

imunoenzimático de captura de anticorpos da classe IgM (MAC-ELISA) (Kuno et al, 1987); e 

o teste imunoenzimático para detecção de anticorpos da classe IgG (IgG-ELISA) 

(Miagostovich et al, 1999). Um aumento de quatro vezes ou mais nos níveis de anticorpos 

detectáveis por IgG ou HI em soros pareados indica infecção aguda ou recente, enquanto a 

ausência ou baixos níveis detectáveis de IgM indica infecção secundária. Atualmente, a razão 

de anticorpos IgM/IgG é mais comumente usada para distinguir infecções primarias e 

secundárias do que a HI (WHO, 2009). 

Testes comerciais para pesquisa do antígeno NS1 por ELISA têm sido 

disponibilizados, possibilitando a confirmação laboratorial precoce da infecção pelo DENV 

ainda na fase aguda mesmo em laboratórios que não são equipados para o diagnóstico 

virológico e/ou molecular (Kumarasamy et al, 2007). 
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1.4 Patogênese 

 

A inexistência de bons modelos animais que reproduzam sinais clínicos da dengue 

dificulta grandes avanços nos estudos em patogenia da doença. Primatas são hospedeiros 

naturais do DENV, mas os primatas não humanos como macacos rhesus e Aotus geralmente 

não mostram sinais da doença e desenvolvem viremia em títulos menores comparado ao ser 

humano (Gubler, 1998). Recentemente, modelos murinos humanizados (camundongos 

NOD/SCID reconstituídos com células hematopoiéticas humanas CD43+) desenvolveram 

sinais clínicos de FD como febre, plaquetopenia e eritema (Bente e Rico-Hesse, 2006); bem 

como camundongos BALB/c infectados com o DENV-2 cepa P23085, que foi adaptado ao 

animal adulto através de passagens intracerebrais em camundongos de diferentes idades 

(Souza et al, 2009; Assunção-Miranda et al, 2010). Esses modelos representam um 

importante avanço para as pesquisas em patogenia da dengue. 

Apesar da patogênese dos quadros graves ainda não ter sido completamente 

esclarecida, diversas hipóteses têm sido propostas para explicá-la. A primeira delas é a da 

amplificação dependente de anticorpos (ADE – antibody-dependent enhancement) na qual a 

opsonização do vírus infectante por anticorpos IgG subneutralizantes, provenientes de uma 

infecção anterior por outro sorotipo de DENV, facilitaria a entrada do vírus em monócitos e 

macrófagos por meio da ligação aos receptores para Fc dessas células. Esta hipótese baseia-se 

na premissa de que quanto maior o número de células mononucleares infectadas, maiores 

serão os títulos de viremia durante a fase aguda, e mais severa será a doença no indivíduo 

(Halstead, 1988; Kliks et al, 1989; Vaughn, 2000). 

As epidemias ocorridas nas últimas décadas em Cuba forneceram dados importantes 

para a hipótese da ADE. A dengue não era transmitida em Cuba desde 1945 até que em 1977-

1978 houve uma epidemia de DENV-1 causando uma doença predominantemente branda. 

Com a introdução DENV-2 em 1981 ocorreu uma nova epidemia, dessa vez com quadros 

mais graves, e testes realizados em pacientes que desenvolveram FHD/SCD mostraram haver 

uma resposta sorológica secundária. Crianças menores de dois anos, nascidas depois da 

epidemia de 1977-1978, não desenvolveram as formas graves, e crianças menores de um ano 

que evoluíram para FHD/SCD eram nascidas de mães imunes e apresentavam anticorpos 

maternos circulantes (Halstead SB, 1988; Kouri et al, 1989). Análise dos dados da epidemia 

causada por DENV-2 ocorrida em 1997 mais uma vez confirma essa hipótese, e leva a crer 

que a ADE ocorre mesmo 18 anos após a infecção primária (Guzmán et al, 2002). 

Experimentos in vitro têm demonstrado que amplificação da infecção de monócitos 

por anticorpos heterólogos leva a secreção de fatores capazes de ativar células endoteliais, 
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com aumento da expressão de VCAM-1, ICAM-1 e E-selectina sendo o TNF-α um 

intermediário chave desse processo (Anderson et al, 1997). Em outro estudo a infecção de 

células THP-1 na presença de anticorpos subneutralizantes promoveu não apenas o aumento 

da replicação viral, mas também um aumento na expressão de IL-6 e IL-10, enquanto a 

expressão de IL-12, INF-γ e NO foram suprimidas. Esses estudos demonstram que não apenas 

os títulos de viremia como também o fenótipo das células infectadas é alterado pela ADE, 

contribuindo de forma importante para a patogênese da doença (Chareonsirisuthigul, 2007). 

Anticorpos contra a proteína prM parecem ser um componente importante na ADE da 

infecção pelo DENV. A proteína prM é clivada durante a maturação e geralmente está pouco 

presente na superfície da partícula viral. Anticorpos anti-prM pouco contribuem para a 

neutralização do DENV mas são potentes amplificadores da infecção, podendo inclusive 

recuperar a infectividade de vírus imaturos ou de vírus com níveis relativamente altos de prM 

(Dejnirattisai et al, 2010). 

Outra hipótese que contribui para a maior gravidade observada na infecção secundária 

é a do “Pecado Antigênico Original” (Mongkolsapaya et al, 2003). Durante a infecção 

secundária ocorre ativação de células T CD4+ e CD8+ de memória da infecção prévia por 

outro sorotipo. A expansão dessas células T de baixa afinidade poderia superar a das células T 

de maior avidez para o sorotipo infectante alterando a resposta por células T na infecção 

secundária, levando a secreção de citocinas próinflamatórias como INF-γ e TNF-α que 

poderiam atuar diretamente sobre o endotélio vascular resultando em extravasamento de 

plasma (Mangada et al, 2002; Pang et al, 2007; Mathew e Rothman, 2008). 

 Apesar de epidemiologicamente a maior gravidade da infecção sequencial se mostrar 

válida, as formas graves da doença podem ser observadas também nas infecções primárias.  

Araújo et al (2009b) encontraram 52,2% de infecções primárias entre os casos fatais de uma 

população de 42 pacientes infectados pelo DENV-3, de forma que apenas a ADE não poderia 

explicar todos os casos de doença grave na população estudada. De fato, dados recentes de 

epidemiologia molecular têm fornecido evidencias de que diferenças entre as cepas virais são 

importantes em determinar a incidência de FHD na população sob transmissão do DENV 

(Rico-Hesse et al, 1997). Além disso, enquanto o DENV-2 genótipo Sudeste Asiático 

(DENV-2 SA) tem sido associado à doença grave, o DENV-2 genótipo Americano (DENV-2 

AM) é comumente associado à doença branda (Leitmeyer et al, 1999, Cologna et al, 2005). 

Diferenças nas seqüências da proteína E e nas regiões não codificantes 5’ e 3’ do 

genoma têm sido relacionadas com as diferenças da virulência entre DENV-2 SA e AM 

(Leitmeyer et al, 1999; Pryor et al, 2001). Já Halstead (2009), propõe que a menor incidência 

de casos graves observada nas infecções pelo DENV-2 AM pode ser compreendida pelo fato 
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desse genótipo não apresentar ADE após infecção primaria por DENV-1, tendo em vista 

ambos os vírus apresentarem epítopos similares e os anticorpos heterólogos dirigirem-se a 

uma única estrutura antigênica expressa no DENV-2 AM, neutralizando assim o vírus. 

Além da imunidade de células B e T, outros fatores do hospedeiro como alelos para 

antígenos leucocitários humanos (HLA – human leukocyte antigen), idade, e estado 

nutricional também estariam relacionados com a susceptibilidade a doença grave (Mathew e 

Rothman, 2008). O alelo HLA-DQ1, por exemplo, foi recentemente correlacionado à doença 

pelo DENV-1 em epidemias ocorridas no Paraná, sul do Brasil, encontrou-se um odds ratio 

de 2,4, indicando que a presença desse alelo favorece a suscetibilidade a doença (Polizel et al, 

2004). Em outro estudo observou-se um aumento significativo do alelo TNF-308A em 

pacientes com dengue, bem como aumentados níveis de TNF-α, possivelmente relacionados 

às alterações endoteliais (Fernandez-Mestre et al, 2004). 

Outra hipótese para patogenia da dengue é a do mimetismo molecular, que propõe 

uma reação auto-imune como mecanismo imunopatogênico na FHD. Um estudo de Lin et al 

(2005) demonstrou a reatividade cruzada de anticorpos anti-NS1 com células endoteliais, 

levando a ativação dessas células com produção de IL-6, IL-8 e MCP-1, e aumento na 

expressão de ICAM-1 e na capacidade dessas células de aderirem aos PBMC. O níveis de 

autoanticorpos anti-plaqueta e anti-célula endotelial são mais elevados em soros de pacientes 

com FHD/SCD do que em soros de pacientes com FD e, além disso, tem sido demonstrado 

que esses autoanticorpos podem promover lise mediada por complemento em plaquetas. 

Dessa forma, os autoanticorpos parecem desempenhar um papel importante na patogênese da 

dengue com efeitos tanto sobre plaquetas quanto sobre o endotélio (Lin et al, 2006). O papel 

do mimetismo molecular na plaquetopenia associada ao DENV será abordado no tópico 1.3.3. 

As células dendríticas também parecem ser cruciais para o desencadeamento da 

imunopatogênese da dengue. As células dendríticas são alvos primários da infecção pelo 

DENV, que induz maturação e ativação dessas células levando a secreção de citocinas e 

quimiocinas como RANTES, MIP-1β, MCP-1, IP-10, TNF-α, IL-6, IL-1, IL-7, IL-3, IFN-α, 

CXCL9, CXCL10 e CXCL11. Essas citocinas, principalmente TNF-α e IFN-α, atuariam 

ativando células dendríticas não infectadas, células T de memória e células endoteliais. O 

envolvimento das células dendríticas ativadas no recrutamento e na ativação das células T 

pode ter implicações importantes para a patogenia da doença ao dar início a resposta imune 

adaptativa durante a infecção (Libraty et al, 2001; Ho et al, 2001; Nightingale et al, 2008; 

Dejnirattisai et al, 2008). 

Boonnak et al (2008) demonstraram que a infecção de células dentríticas pelo DENV 

pode ser amplificada na presença de anticorpos heterólogos. A ADE parece ocorrer apenas 
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nas células dendríticas maduras e parece ser mediada por FCγRIIa. Nesse estudo a infecção 

mediada por anticorpos levou a um aumento tanto da replicação viral quanto da produção de 

citocinas inflamatórias como TNF-α e IL-6. 

Enfim, diante das diversas hipóteses propostas para explicar a patogenia da FHD/SCD 

parece óbvio que nenhuma delas opera sozinha. Kouri et al (1987) propuseram uma hipótese 

integral na qual uma combinação de fatores de risco individuais, epidemiológicos e virais 

determinaria as condições para o aparecimento das formas graves da doença. Esta hipótese 

nos parece razoável visto que muitas das hipóteses propostas consideram mecanismos imunes 

com uma tempestade de citocinas que atuariam diretamente no endotélio levando ao aumento 

da permeabilidade vascular, extravasamento de fluido e consequentemente hemoconcentração 

e hipotensão (Pang et al, 2007). 

Um estudo foi realizado por nosso grupo no intuito de avaliar o papel das citocinas 

plasmáticas nas formas grave e branda de dengue. Níveis elevados de IL-1β, INF-γ, IL-6, IL-

13, IL-7 e GM-CSF foram associados com dengue grave, sendo o INF-γ independentemente 

associado com gravidade e o MIP-1β com bom prognóstico. Um mecanismo proposto para o 

papel protetor do MIP-1β seria o seu efeito quimioatrativo e ativador de células NK, que são 

bastante eficientes no controle do vírus, e para o efeito deletério do INF-γ seria o seu papel na 

ativação de monócitos, células dendríticas e células T, que poderiam produzir fatores como 

TNF-α, IL-1β e MCP-1 capazes de atuar diretamente sobre o endotélio levando a 

extravasamento de plasma e hemoconcentração (Bozza et al, 2008). 

 

1.5 Plaquetopenia 

 

1.5.1 Megacariocitopoese e Plaquetopoese 

 

Os megacariócitos são células grandes (>60µm), de linhagem mielóide, com um 

núcleo altamente poliplóide e que, diferente de outras células, permanecem na medula quando 

maduras (Alberts et al, 2002). A poliploidia é gerada após diversos ciclos de replicação do 

DNA sem divisão celular, logo em seguida ocorre um processo de maturação do citoplasma 

em que se desenvolvem proteínas, organelas e sistemas de membranas específicos, incluindo 

o desenvolvimento do sistema de demarcação de membranas, montagem do sistema tubular 

denso e formação dos grânulos (Italiano e Hartwig, 2007). Normalmente, os megacariócitos 

maduros se situam próximos aos sinusóides e estendem extensões citoplasmáticas, 

denominadas próplaquetas, através dos canais; as plaquetas brotam dessas extensões e são 

levadas pela corrente sanguínea (Alberts et al, 2002). 
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O processo de formação de plaquetas a partir dos megacariócitos exibe certas 

características relacionadas a apoptose como reorganização do citoesqueleto, condensação e 

enrugamento da membrana (Italiano e Hartwig, 2007). De Botton et al (2002) demonstraram 

ativação de caspases 3 e 9 nos megacariócitos maduros, bem como o bloqueio da formação de 

próplaquetas diante da inibição dessas caspases. A exposição de fosfatidilserina é detectável 

apenas na membrana ao redor do núcleo e não nas pró-plaquetas, sendo a apoptose 

responsável pela destruição apenas dos megacariócitos senescentes após a plaquetogênese. 

As plaquetas são as menores células circulantes no sangue, em média apresentam de 2 

a 5 µm e diâmetro. Estas células possuem uma meia-vida de 7 a 10 dias, mas durante a 

hemostasia o processo de morte celular pode ser iniciado antecipadamente (White, 2007). 

Ao microscópio eletrônico a superfície da plaqueta quiescente apresenta-se rugosa 

(figura 1.6 A) e com pequenas aberturas conectadas ao sistema canalicular aberto. Essas 

pequenas dobras de membranas são importantes durante a ativação plaquetária, permitindo o 

aumento da superfície e mudança de forma da célula (White, 2007). O citoesqueleto é 

formado por microtúbulos dinâmicos responsáveis pela capacidade das plaquetas de alterar 

sua forma durante processos fisiológicos, como a formação de um arranjo radial e de filopodia 

durante o processo de ativação (Figura 6 B e C) (Patel-Hett, 2008). 

 

     
Figura 1.6: Morfologia da plaqueta quiescente e ativada. A: plaqueta quiescente com formato discóide, 

observa-se a superfície com aparência rugosa (aumento x 30.000); B: plaqueta ativada exibindo aspecto 

espalhado lamelar (aumento x 9.000); C: Plaqueta ativada em um estágio mais avançado exibindo filopodia 

(aumento x 13.000) (White, 2007). 

 

Entre os diversos fatores de crescimento hematopoiético com atividade 

plaquetopoiética identificados (GM-CSF, IL-3, IL-6, e IL-11) o mais importante é a 

trombopoetina (ligante de c-Mpl). A trombopoetina consiste de uma glicoproteína sintetizada 

primariamente no fígado, seus níveis aumentam em resposta à redução da quantidade de 

plaquetas e permanecem elevados durante plaquetopenia persistente (Kurte e Begley, 2002). 

A ligação da trombopoetina ao c-Mpl pode modular duas vias de sinalização intracelular, 

MAPK e Jak/STAT, resultando em estímulo ao crescimento/sobrevivência e indução da 

proliferação dos megacariócitos, respectivamente (Ritchie et al, 1999). Contudo, apesar da c-

B C A 
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Mpl estar presente em megacariócitos imaturos e plaquetas, este receptor é progressivamente 

reduzido com a maturação dos megacariócitos, sendo assim a trombopoetina apresenta um 

efeito muito discreto sobre a liberação de plaquetas a partir de megacariócitos maduros (Kuter 

e Begley, 2002). 

 

1.5.2 Mecanismos Fisiopatológicos de Plaquetopenia 

 

A plaquetopenia pode surgir em decorrência de deficiência genética (desordens 

congênitas da função plaquetária), ação de agentes infecciosos, ou indução farmacológica; 

podendo ocorrer como resultado da inibição da proliferação dos megacariócitos e 

consequentemente da produção de plaquetas, ou pela destruição plaquetária na circulação 

periférica. As plaquetopenias congênitas são resultados de deficiências em receptores de 

membrana plaquetários ou na via de transdução de sinal, com comprometimento de 

receptores, proteínas G e efetores intracelulares. Já a plaquetopenia induzida 

farmacologicamente resulta da inibição farmacológica desses receptores, vias ou seus 

agonistas (George e Colman, 2006). 

A destruição plaquetária periférica pode ocorrer por mecanismos imunomediados nos 

quais anticorpos ligados a superfície das plaquetas resultariam no aumento da depuração de 

plaquetas por células fagocíticas do sistema reticuloendotelial. O aumento da depuração de 

plaquetas mediada por associação de imunoglobulinas (PAIgM e PAIgG) é denominado 

púrpura trombocitopênica imune, que pode ser induzida farmacologicamente (plaquetopenia 

imunomediada induzida por droga), quando a ligação de uma droga a glicoproteínas 

plaquetárias induz a formação de neoantígenos; ou idiopática (púrpura trombocitopênica 

idiopática – PTI) quando esse aumento na depuração de plaquetas é mediado por 

autoanticorpos, geralmente provenientes de desordem autoimune, infecção viral ou doença 

linfoproliferativa (Chong e Kwok, 2006; Mintzer et al, 2009). 

Aproximadamente dois terços das crianças com púrpura trombocitopênica idiopática 

apresenta um histórico de doença infecciosa pouco antes do início da plaquetopenia, dentre as 

quais Varicela Zoster, Epstein-Barr, influenza, rubeola e HIV têm sido relatadas. O 

mimetismo molecular entre antígenos virais e glicoproteínas plaquetárias tem sido sugerido 

como um mecanismo para púrpura trombocitopenica idiopática associada a infecções virais 

(Rand e Wright, 1998; Tanaka et al, 2003). 

Mas outros mecanismos além da destruição imunológica de plaquetas são propostos 

para contribuir com a plaquetopenia em infecções virais, dentre eles: sequestro de plaquetas 

pelo baço aumentado; ativação plaquetária inapropriada; prejuízos na produção de 
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trombopoetina e na megacariocitopoiese; e efeitos diretos de vírus sobre as plaquetas. Esse 

último mecanismo é cada vez mais evidente e diversos receptores para interação com vírus 

têm sido descritos em plaquetas, entre eles integrina αII/βI para rotavírus, integrina αIIb/βIII ou 

αV/βIII para adenovírus e hantavírus, CR2 para Epstein-Barr, GPVI para HCV, além de DC-

SIGN, CCR1, CCR3, CCR4, CXCR4 e CLEC2 para HIV (Flaujac et al, 2010). 

De fato, plaquetas têm sido relatadas como um sítio extrahepático do Vírus da 

Hepatite C (HCV), que também é um membro da família flaviviridae. A infecção plaquetária 

pelo HCV não apenas é considerada um dos mecanismos patológicos da plaquetopenia 

associada à hepatite C, como também está relacionada com o aumento do risco de falha após 

o tratamento (de Almeida et al, 2009). 

A infecção de megacariócitos pelo HIV também tem sido sugerida como um 

mecanismo para trombocitopenia em pacientes HIV positivos. A expressão de CD4 foi 

demonstrada em megacariócitos, sendo esta molécula capaz de promover a ligação do HIV e 

levar a infecção dessas células (Louache et al, 1991; Kouri et al, 1993). 

Fica evidente, portanto, que a interação entre vírus e plaquetas é um importante 

fenômeno fisiopatológico de plaquetopenia, e apesar de múltiplos mecanismos estarem 

envolvidos, alguns mecanismos possivelmente responsáveis por plaquetopenia ainda não são 

totalmente compreendidos, principalmente se tratando de interações diretas entre partículas 

virais e plaquetas/megacarióctios (Flaujac et al, 2010). 

 

1.5.3 Plaquetopenia Associada ao DENV 

 

Plaquetopenia acentuada e aumento da permeabilidade vascular definem as formas 

graves da infecção pelo DENV, sendo as maiores prevalências de plaquetopenia e as 

contagens mais baixas de plaquetas encontradas nas formas mais graves da doença (Tabela 

1.3). Os níveis de plaquetas se correlacionam tanto com as alterações da permeabilidade 

vascular quanto com a recuperação clínica dos indivíduos; mas os mecanismos responsáveis 

pela trombocitopenia associada a dengue, bem como o papel das plaquetas na patogenese da 

doença, permanecem incompletamente esclarecidos (Mourão et al, 2007). 

A supressão medular seria o primeiro mecanismo de plaquetopenia associada ao 

DENV, com início entre 2 a 4 dias da infecção. A infecção de células estromais na medula 

óssea pelo DENV pode causar a supressão da hematopoiese em diversas linhagens celulares, 

inclusive da megacariocitopoese (La Russa e Innis, 1995; Rothwell et al, 1996). A infecção de 

megacariócitos também foi demonstrada in vitro, levando a inibição da maturação dessas 

células e, consequentemente, da plaquetopoiese (Basu et al, 2008). Apesar disso, um 
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mecanismo periférico de plaquetopenia parece acompanhar o surgimento da resposta 

adaptativa durante a fase aguda da doença (La Russa e Innis, 1995; Rothwell et al, 1996). 

 

Tabela 1.3: Plaquetopenia em pacientes com FD, FHD e SCD segundo estudos 

hospitalares. 

Autores Local FD FHD SCD 

Percentual de pacientes plaquetopênicos 

Kalayanarooj et al (1997) Children’s Hospital, Bangkok 16% 82%  – 
     

Kalayanarooj et al (2002) Children’s Hospital, Bangkok 50,2% 93,8% 92,1% 
     

Chairulfatah et al (2003) Hospitais de Bandung, Indonésia – 47% 74% 
     

Mourão et al (2007) Fundação de Medicina Tropical 

do Amazonas, Brasil 

21,1%* 45,5%* – 

     

Bozza et al (2008)** Hospitais de Niterói (RJ), Brasil 63% 72% 
     

Média da contagem de plaquetas (células/mm³) 

Kalayanarooj et al (2002) Children’s Hospital, Bangkok 123.599 63.855 53.452 
     

Libraty et al (2002) Hospitais da Tailândia 129.000 48.000 – 
     

Valero et al (2002) Hospitais de Zulia, Venezuela 168.200 63.570 – 

*Pacientes com plaquetopenia grave (< 50.000/mm
3
); 

**Pacientes classificados em dengue clássica ou dengue grave. 

 

Anticorpos anti-E de reatividade cruzada com o plasminogênio e integrinas 

plaquetárias poderiam estar relacionados com hemorragia em dengue (Rothman, 2004), e 

imunocomplexos associados com ativação do complemento podem ser detectados em 

pacientes com FHD apesar de antígenos virais não serem encontrados nesses complexos 

(Theofilopoulus et al, 1976). Um mecanismo de coagulopatia induzido por anticorpos anti-

NS1, no qual anticorpos ligados a plaquetas poderiam acelerar a depuração plaquetária 

levando ao desenvolvimento de plaquetopenia tem sido proposto (Sun et al, 2007). 

Anticorpos contra a proteína NS1 do DENV-2 apresentaram reatividade cruzada com 

fibrinogênio e integrinas da superfície de plaquetas e de células endoteliais in vitro. 

Anticorpos que responderam fortemente para NS1 apresentaram respostas similares para 

fibrinogênio e para plaquetas, enquanto os anticorpos que responderam moderadamente e/ou 

fracamente para NS1 apresentaram respostas superiores para fibrinogênio e plaquetas. Supõe-

se que esses autoanticorpos possam formar imunocomplexos circulantes com proteínas de 

coagulação sanguínea e causar os efeitos patológicos em plaquetas e células endoteliais, o que 

poderia explicar a plaquetopenia e o extravasamento de plasma observados durante a 

FHD/SCD (Falconar, 1996; Falconar, 2007). 

 Em um estudo clínico realizado por Saito et al (2004), níveis elevados de 

imunoglobulinas associadas a plaquetas (PAIgM e PAIgG) haviam sido correlacionados com 
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plaquetopenia durante a fase aguda de infecções secundárias pelo DENV. Em outro estudo, o 

mesmo grupo demonstrou um aumento significativo da fagocitose de plaquetas por 

macrófagos in vitro durante a fase aguda de infecções secundárias pelo DENV, estando este 

aumento na fagocitose inversamente correlacionado com a contagem de plaquetas dos 

doadores. Porém diante de resultados prévios em que o tratamento com altas doses de 

imunoglobulina intravenosa falhou em recuperar a contagem de plaquetas dos pacientes com 

FD/FHD, o grupo conclui que a depuração plaquetária por macrófagos através dos receptores 

para Fcγ não é um mecanismo primário de plaquetopenia associada ao DENV (Dimaano et al, 

2007; Honda et al, 2009). 

Ensaios in vitro de infecção de células endoteliais pelo DENV-2 demonstraram haver 

um aumento da expressão de E-selectina nas células infectadas, bem como da aderência de 

plaquetas a essas células. As plaquetas, por sua vez, mostraram-se ativadas após interagirem 

com as células endoteliais infectadas pelo DENV. Esse fenômeno de interação entre plaquetas 

e células endoteliais poderia contribuir para a plaquetopenia associada ao DENV 

(Krishnamurti et al, 2002). 

Estudos recentes sugerem que a interação direta entre o DENV e plaquetas possa 

induzir alterações morfológicas associadas à ativação plaquetária como mudanças na estrutura 

da membrana, dilatação do sistema canalicular aberto, degranulação e filopodia; bem como 

um aumento na expressão de P-selectina e na capacidade de ligação ao fibrinogênio (Ghosh et 

al, 2008). Outro estudo detectou o RNA viral dos quatro sorotipos de DENV e demonstrou, 

por microscopia eletrônica, a presença de partículas dengue-like em plaquetas isoladas de 

pacientes com FD e FHD, enquanto ensaios in vitro permitiram a detecção de produtos virais 

(proteínas NS1 e E) associados a plaquetas (Noisakran et al, 2009a e 2009b).  

Considerando que a interação direta entre DENV e plaquetas, ou até mesmo a infecção 

plaquetária pelo DENV, possa contribuir para a plaquetopenia associada ao DENV, novos 

estudos são necessários para determinar as vias metabólicas envolvidas na ativação 

plaquetária pelo DENV e o quanto a infecção ou interação plaqueta-vírus são requeridas para 

iniciar esse processo de ativação celular. 

 

1.6 Função Mitocondrial na Fisiologia Plaquetária e na Infecção pelo DENV 

 

Uma importante função da mitocôndria na maioria das células eucarióticas é a 

fosforilação oxidativa, por meio da qual a cadeia transportadora de elétrons (CTE) produz um 

gradiente eletroquímico que é, posteriormente, direcionado para a síntese de ATP pela ATP-
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sintase. A cadeia transportadora de elétrons tem como aceptor final de elétrons o O2, que é 

então convertido em H2O (Figura 1.7). 

 

 
Figura 1.7: Esquema representativo da fosforilação oxidativa. Em vermelho os complexos enzimáticos 

da CTE (complexo I – NADH desidrogenase, II – succinato desidrogenase, III – citocromo C redutase, IV – 

citocromo C oxidase); em verde a ATP-sintase (complexo V); e em azul o trocador de nucleotídeos adenínicos 

(ANT). U = ubiquinona, C = citocromo C. Os elétrons entram na CTE pelos complexos I e II, a ubiquinona 

transporta os elétrons dos complexos I e II para o complexo III, o citocromo C do complexo III para o complexo 

IV, e o O2 recebe os elétrons do complexo IV sendo então convertido em H2O; os complexos I, III, e IV 

bombeiam prótons para o espaço intermembranas durante a passagem dos elétrons pela cadeia; a ATP-sintase 

usa o gradiente eletroquímico gerado pela CTE para fosforilar ADP em ATP; o ANT retira o ATP e repõe e 

ADP da matriz mitocondrial. 
 

É atualmente reconhecida a contribuição da mitocôndria na apoptose, um processo 

associado a morte celular em células nucleadas e recentemente descrito em plaquetas. Um 

balanço entre BCL-XL e BAK regula a meia-vida de plaquetas na circulação periférica, com o 

envelhecimento plaquetário ocorre a degradação de BCL-XL iniciando a via intrínseca da 

apoptose e consequente depuração plaquetária (Mason et al, 2007). Nesse sentido, 

dimunuição do potencial de membrana mitocondrial é um importante parâmetro para a 

qualidade de plaquetas que se tornam apoptóticas durante a estocagem (Verhoeven et al, 

2005). Além disso, redução do potencial de membrana mitocondrial (m), exposição de 

fosfatidilsirina e ativação de caspases têm sido descritas na ativação plaquetária por diversos 

agonistas (Leytin et al, 2006; Lopez 2008). 

Estudos recentes demonstraram que alterações na bioenergética de mitocôndrias de 

células hepáticas infectadas pelo DENV, incluindo despolarização do m e aumento no 

consumo de oxigênio, parecem ser sinais precoces da ativação da cascata de apoptose, 

sugerindo que desbalanço energético esteja associado à infecção (El-Bacha et al, 2007). 

Considerando o envolvimento da função mitocondrial e apoptose na fisiologia plaquetária, a 

disfunção mitocondrial induzida diretamente pelo DENV, como foi recentemente observado 

em hepatócitos, pode representar um ponto chave na interação plaqueta-DENV, merecendo, 

portanto, ser detalhadamente estudada. 
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2. JUSTIFICATIVAS  

 

O diagnóstico clínico de FD e FHD não é fácil, o espectro de sintomas é muito amplo 

e em alguns casos a progressão da doença de clássica para grave, e às vezes para o óbito, pode 

ocorrer em um período muito curto. Porém não existe atualmente apoio laboratorial para o 

prognóstico de FHD/SCD e os testes laboratoriais têm sido úteis apenas para confirmar o 

diagnóstico (WHO 2009). Plaquetopenia e hemoconcentração definem as formas graves da 

doença, e os níveis de plaquetas se correlacionam tanto com a gravidade quanto com 

progressão para cura, mas os mecanismos responsáveis pela plaquetopenia associada ao 

DENV permanecem incompletamente esclarecidos (Mourão et al, 2007). 

A interação direta do DENV com plaquetas promovendo ativação plaquetária parece 

ser um importante mecanismo periférico da trombocitopenia associada ao DENV (Ghosh et al 

2008), mas o processo de ativação plaquetária diretamente induzidas pelo DENV necessita de 

confirmação e expansão dos aspectos funcionais, de forma que o papel da interação plaqueta-

DENV na patogênese da doença e na plaquetopenia associada à dengue permanecem pouco 

esclarecidos. Logo, a identificação e compreensão dos mecanismos e vias metabólicas 

envolvidos nesse processo, bem como suas repercussões, serão fundamentais para a 

determinação de marcadores de gravidade e para o desenvolvimento de novos alvos 

terapêuticos, visando prevenção e/ou resolução das formas graves, assim como para a redução 

da morbidade e mortalidade. 

Dessa forma, este trabalho pretende contribuir no estabelecimento do vínculo entre a 

infecção viral, metabolismo energético plaquetário e ativação plaquetária, uma vez que 

procuramos explorar os efeitos do DENV sobre o metabolismo plaquetário e identificar 

possíveis mecanismos relacionados à plaquetopenia em dengue. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Caracterizar os efeitos diretos do DENV sobre a ativação e o metabolismo energético 

de plaquetas humanas a partir do modelo in vitro de interação plaqueta-DENV. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

A) Avaliar a ativação plaquetária e secreção de citocinas após interação de plaquetas 

com o DENV-2 através de análises por citometria de fluxo, microscopia de fluorescência, 

ELISA e Luminex; 

 

B) Avaliar a função mitocondrial em plaquetas quiescentes e ativadas através de 

oxigrafia de alta resolução e citometria de fluxo; 

 

C) Avaliar disfunção mitocondrial e morte em plaquetas expostas ao DENV-2 através 

de citometria de fluxo. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Coleta de Material Biológico 

 

O sangue foi colhido com escalpe 21G em uma seringa de 60 mL contendo 7 mL de 

ACD (8 g/L de ácido cítrico, 22,4 g/L de citrato de sódio e 2 g/L de dextrose; pH 5,1) até o 

volume final de 50 mL. A coleta do material foi realizada por meio de punção venosa em 

doadores saudáveis mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE) (ANEXO I) de acordo com projeto aprovado pelo Comitê de Ética do Instituto de 

Pesquisas Clínicas Evandro Chagas (IPEC) sob o parecer consubstanciado – 016/2010 e 

protocolo 006.0.009.000-09. Foram incluídos no estudo 19 doadores, maiores de 18 anos, que 

não tenham apresentado até 15 dias antes da coleta qualquer quadro de doença febril ou outros 

sintomas, e que não tenham feito uso de antiinflamatórios não esteroidais. Gestantes foram 

excluídas da participação no estudo. 

 

4.2 Isolamento de Plaquetas 

 

Plaquetas foram isoladas usando o método de Hamburger e McEver (1990). O volume 

de 50 mL de sangue total foi centrifugado a 800 rpm (200 x g) por 20 minutos a temperatura 

ambiente. A camada correspondente ao plasma rico em plaquetas (PRP) foi coletada e a esta 

foi adicionada PGE1 (prostaglandina E1, Cayman Chemical 13010.1), que alcançou uma 

concentração final de 0,3 µM, de forma a evitar a ativação plaquetária durante o processo de 

contrifugação. O PRP foi então centrifugado à 1.500 (730 x g) rpm por 20 minutos a 

temperatura ambiente, descartou-se o sobrenadante e as plaquetas foram ressuspensas em 25 

mL de PSG (5mM de PIPES, 145 mM de NaCl, 4mM de KCl, 50µM de Na2HPO4, 1mM de 

MgCl2·6H2O, 5,5mM de glicose; pH 6,8). Mais uma vez PGE1 foi adicionada para a 

concentração final de 0,3 µM. Após mais uma centrifugação à 1500 rpm (730 x g) por 20 

minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante foi descartado e as plaquetas foram 

ressuspensas em meio M199 (meio 199 com EBSS, L-Glutamina e HEPES; Lonza 12-117F) 

para a concentração final de 1x10
9
 células/mL, a contagem foi realizada em centrífuga para 

microhematócrito, cada linha do cartão de hematócrito corresponde a 1x10
9
 plaquetas 

humanas. 

O nível de pureza das plaquetas isoladas foi avaliado por meio de citometria de fluxo 

(BD FACScan Excalibur) utilizando um anticorpo monoclonal para CD-41a conjugado à 

fluoresceína isotiocianato (FITC mouse anti-human CD41a, eBioscience 11-0419). Foram 
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adquiridos 10.000 eventos os quais mostraram ter mais de 99% de células CD41a positivas 

(Figura 4.1). 

 

      

Figura 4.1: Análise do nível de pureza das plaquetas isoladas. A) População de células purificadas 

analisadas quanto ao tamanho e granulozidade; B) Perfil de expressão de CD41a nas células isoladas (em azul 

células não marcadas e em vermelho células marcadas com CD41a-FITC). Observou-se mais de 99% de 

positividade para CD41a nas plaquetas isoladas.  

 

4.3 Manutenção das Plaquetas Isoladas em Cultura  

 

As plaquetas foram mantidas em meio M199, em um tubo de polipropileno, em estufa 

com temperatura de 37ºC e atmosfera com 5% de CO2. Mantidas nessas condições as células 

são viáveis por até 24 h. 

 

4.4 Produção e Armazenamento do DENV-2  

 

O DENV-2 16681 foi replicado em células de mosquito Ae.albopictus clone C6/36 

adaptadas ao crescimento a 33º C e cultivadas em meio L-15 (Leibovitz) suplementado com 

triptose fosfato 0,3%, glutamina 0,02%, solução de aminoácidos não-essenciais MEM 1% e 

soro fetal bovino 5%. Depois de seis dias de propagação, o sobrenadante contendo o vírus foi 

separado por centrifugação a 1000g por 5 minutos e coletado, o título viral foi verificado por 

meio de ensaio de placa em células BHK, alíquotas foram armazenadas em nitrogênio líquido 

e descongeladas apenas no momento do uso (Assunção-Miranda et al, 2010). Vírus inativados 

foram obtidos incubando-se o DENV-2 por 1 h a 56º C (Souza et al, 2009). O sobrenadante 

de células C6/36 não infectadas cultivadas nas mesmas condições que as células nas quais o 

vírus replicou (Mock) foi usado como controle nos experimentos realizados. Vírus 

gentilmente cedido por Halstead em 1996 e produzido em colaboração com o Laboratório de 

Bioquímica de Vírus – UFRJ. 
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4.5 Interação Plaqueta-DENV 

 

 Plaquetas (1x10
6
 ou 5x10

6
 células) foram incubadas com o DENV-2 ou com DENV-2 

inativado em multiplicidade de infecção (moi) de 1,0 PFU/célula e mantidas por 6 ou 24 h em 

estufa a 37º C e atmosfera com 5% de CO2. Mock foi utilizado como controle no mesmo 

volume que a suspensão viral administrada. 

 

4.6 Avaliação da Ativação Plaquetária por Microscopia de Fluorescência 

 

Placa LabTek de permanox de 8 poços foi bloqueada com BSA 2% por 1 hora a 37º C. 

Plaquetas (5x10
6
 células por poço) foram adicionadas e aderidas espontaneamente aos poços 

da placa, e incubadas por 24 h a 37º C com DENV-2 ou controles. As células foram então 

fixadas incubando-se com paraformoldeído 4% por 20 min a TA, permeabilizadas com Triton 

0,1% por 5 min a TA, e bloqueadas com soro de cabra 10% por 1 hora a TA, sendo realizadas 

três lavagens com PBS entre uma etapa e outra. As células foram então marcadas com 

faloidina (1:100). A lâmina foi montada em meio de montagem Vactashield (Vector 

Laboratories Inc., Ca. 94010) e analisada em microscópio de fluorescência. As imagens foram 

adquiridas com o software Image-Pro Plus versão 7.0. 

 

4.7 Citometria de Fluxo 

 

4.7.1 Avaliação da Ativação Plaquetária por Citometria de Fluxo 

 

A avaliação da expressão de P-selectina na superfície de plaquetas foi utilizada como 

marcador da ativação plaquetária. A análise foi feita por meio de citometria de fluxo (BD 

FACScan Excalibur) utilizando anticorpo monoclonal para P-selectina (CD62-P) conjugado à 

fluoresceína isotiocianato (FITC mouse anti-human CD62-P, BD Pharminogen 555523). 

Plaquetas expostas ao DENV ou controles foram analisadas após incubação com o anticorpo 

diluído 1:50 por 30 minutos a temperatura ambiente protegidas da luz. 

 

4.7.2 Medida do Potencial de Membrana Mitocondrial 

 

O m foi avaliado em plaquetas intactas (não permeabilizadas) utilizando a sonda 

fluorescente tetrametilrodamina etil éster (TMRE) (Molecular Probes, Invitrogen) através de 

citometria de fluxo (BD FACScan Excalibur), sendo a excitação a 488nm e a emissão na faixa 
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do laranja/vermelho 590 nm. Plaquetas expostas ao DENV ou controles (10
6
 células por tubo) 

foram incubadas por 10 minutos à 37°C protegidas da luz em 500µL de tampão Tyrode 

modificado (137 mM de NaCl, 2,68 mM de KCI, 5 mM de HEPES, 1 mM de MgCl2, 11,9 

mM de NaHCO3, 0,42 mM de NaH2P04 e 0,56 mM de glicose; pH 7,4) contendo 100 nM de 

TMRE e análisadas por meio de citometria de fluxo (BD FACScan Excalibur). 

  

4.7.3 Avaliação da Exposição de Fosfatidilserina 

 

A externalização de fosfatidilserina foi avaliada através de marcação com anexina V 

conjugada à fluoresceína isotiocianato (TACS
TM

 Annexin V-FITC, TA5532) de acordo com 

especificações do fabricante. Tubos para microcentrífuga contendo plaquetas expostas ao 

DENV-2 ou controles (10
6
 células por tubo) foram centrifugados por 5 min a 7.000 rpm 

(3.000 x g). As células foram ressuspensas em 100µL de reagente de incubação com anexina 

V (10µL tampão de ligação 10x [100 mM de HEPES, 1,5 M de NaCl, 50 mM de KCl, 10 mM 

de MgCl2, e 18mM de CaCl2], 1µL de anexina V-FITC, e 89µL de água destilada estéril), e 

incubadas por 15 min a TA protegidas da luz. Foram adicionados 400µL de tampão de ligação 

em cada tubo e aquisição foi realizada em citômetro de fluxo (BD FACScan Excalibur) até 

uma hora após a marcação. 

 

4.8 Medida de Consumo de oxigênio 

 

O consumo de oxigênio foi medido em oxígrafo de alta resolução da marca Oroboros 

(Oroboros oxygraph-2k). Plaquetas intactas (5x10
8
 células/mL) foram incubadas em 2 mL de 

volume final de meio M199. O fluxo de oxigênio foi medido usando apenas os substratos 

respiratórios endógenos celulares em plaquetas incubadas com os inibidoras da CTE 

Antimicina-A e cianeto de potássio, com o inibidor da ATP-sintase oligomicina, ou com o 

desacoplador FCCP. O protocolo para medida do consumo de oxigênio em plaquetas foi 

padronizado por nosso grupo em colaboração com o Laboratório de Bioquímica Redox – 

UFRJ e com o Laboratório de Bioenergética Aplicada – UFRJ. 
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4.9 Dosagem de Citocinas 

 

4.9.1 ELISA 

 

Os níveis de RANTES (CCL5) nos sobrenadantes de plaquetas expostas ao DENV-2 

ou controles por 24 h a 37º C foram determinados pelo método Enzime Linked Immuno 

Sorbent Assay (ELISA) utilizando anticorpos monoclonais específicos para RANTES humano 

de acordo com as especificações do fabricante (R&D Systems). 

 

4.9.2 Ensaio Multiplex 

 

Os níveis de citocinas nos sobrenadantes de plaquetas expostas ao DENV-2 ou 

controles por 24 h a 37º C foram dosados por meio de ensaio de citocinas multiplex 

(Luminex
®
) através de microesferas conjugadas a anticorpos monoclonais específicos para a 

citocina alvo, de acordo com especificação do fabricante (Human Multi-Cytokine Flex Kit, 

Upstate, cat. 48-504 a 48-515) As citocinas analisadas foram interleucina 4 (IL-4), IL-13, 

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), monocyte chemoattractant 

protein 1 (MCP-1) e tumour necrosis factor α (TNF-α). As microesferas foram encubadas em 

50 µL de sobrenadante em uma placa de 96 poços com filtro por 1 h e 30 min em agitador de 

placa, depois lavadas e incubadas com anticorpos de detecção biotinilados também por 1 h e 

30 min em agitador de placa protegidas da luz e, finalmente, foram incubadas com 

estreptavidina conjugada a ficoeritrina (PE) por 30 min em agitador de placa protegidas da 

luz. Citocinas humanas recombinantes (2,2 a 9.000 pg/mL para MCP-1 e 1,22 a 5.000 pg/mL 

para as demais citocinas) foram usadas para estabelecer uma curva padrão. A leitura foi 

realizada por meio do sistema Luminex
®
 (Bio-Plex Workstation, Bio-Rad Laboratories; Rede 

de Plataformas Tecnológicas PDTIS, subunidade RPT03C/Luminex RJ) e do software Bio-

Plex Manager. 

 

4.10 Análise Estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 5.1 

(GraphPad software, San Diego, CA), também utilizado para a construção dos gráficos. A 

significância estatística entre grupos foi determinada através de análise pareada em teste t de 

Studant, sendo considerado significativo valores de p < 0,05. A correlação entre variáveis foi 

analisada através do coeficiente de Pearson para amostragem com distribuição normal. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Plaquetas Encontram-se Ativadas Após Interação com o DENV-2 

 

Plaquetas foram incubadas com meio 199, com Mock, com 0,5 U/mL de trombina ou 

com DENV-2 (m.o.i 1,0 PFU/cel.) por 24 h a 37º C e em seguida foram observadas em 

microscópio de fluorescência para análise de morfologia e perfil de ativação das células. A 

marcação de plaquetas com faloidina, uma sonda que se liga fortemente aos filamentos de 

actina da célula, possibilitou observar que as plaquetas expostas ao DENV-2 apresentavam 

características inerentes à ativação plaquetária como espalhamento, filopodia e agregação 

(Figura 5.1 D). As mesmas características foram observadas em plaquetas ativadas com 

trombina (controle positivo) (Figura 5.1 C), mas não foram observadas em plaquetas 

incubadas apenas com meio 199 (controle negativo) (Figura 5.1 A). Células incubadas com 

mock não apresentaram características de células ativadas (Figura 5.1 B), sugerindo que a 

interação do DENV diretamente com plaquetas promove a ativação dessas células. 
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Figura 5.1: Fotomicrografias de plaquetas expostas ao DENV-2 e controles. 5 x 10

6
 plaquetas foram 

incubadas por 24 h a 37º C com meio 199 (A), mock (B), 0,5 U/mL de trombina (C) ou DENV-2 (m.o.i. = 1,0 

PFU/célula) (D) e marcadas com faloidina. As células incubadas com meio ou com mock apresentaram um 

aspecto de plaquetas quiescentes, exibindo formato discóide e não exibindo agregação; já as plaquetas incubadas 

com trombina e com DENV-2 apresentaram características de plaquetas ativadas, exibindo aspecto lamelar 

espalhado, filopodia e agregação. As fotomicrografias foram adquiridas com objetiva de 100 x; barras 

representam medidas de 10 µm. 
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A expressão de P-selectina (CD62-P) na superfície da plaqueta é um dos principais 

marcadores de ativação plaquetária. A presença desse marcador foi avaliada por citometria de 

fluxo em plaquetas incubadas por 6 h a 37º C com DENV-2 (m.o.i. de 1,0 PFU/cel), com 

mock ou com DENV-2 inativado por calor (m.o.i. de 1,0 PFU/cel). Plaquetas incubadas com 

0,2 U/mL de trombina por 15 min a 37º C (células mantidas em meio 199 por 5 h e 45 min a 

37º C antes da adição de trombina) foram usadas como controle positivo, e plaquetas 

quiescentes (incubadas apenas com meio 199 por 6 h a 37º C) como controle negativo. 

Observou-se um aumento significativo da expressão de P-selectina nas plaquetas 

expostas ao DENV-2 assim como nas plaquetas ativadas por trombina, mas não nas plaquetas 

incubadas com mock ou com o vírus inativado (Figura 5.2), confirmando a ativação 

plaquetária diretamente induzida pelo DENV. 

 

 

Figura 5.2: Expressão de P-selectina (CD62-P) em plaquetas expostas ao DENV-2 ou controles. 

Plaquetas (1 x 10
6
) foram incubadas por 6 h a 37º C com meio 199 ou trombina (0,2 U/mL) (painéis A e C), ou 

com Mock, DENV-2 (moi = 1,0 PFU/célula) ou DENV-2 inativado (moi = 1,0 PFU/célula) (painéis B e D), 

marcadas com anti-CD62-P-FITC (1:50) e analisadas por citometria de fluxo. A e B: histogramas 

representativos. C e D: barras representam médias de três experimentos individuais com doadores diferentes ± 

desvio padrão. Diferenças significativas estão representadas por asteriscos (* p < 0,05). 
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5.2 Estímulo com DENV-2 Induz secreção de Citocinas em Plaquetas Humanas  

 

Os níveis das citocinas IL-4, IL-13, GM-CSF, MCP-1, TNF-α e RANTES foram 

dosados no sobrenadante de plaquetas incubadas por 24 h a 37º C com DENV-2 (m.o.i = 1,0 

PFU/célula) ou com mock. Os sobrenadantes de plaquetas incubadas por 24 h a 37º C com 0,5 

U/mL de trombina e plaquetas incubadas apenas com meio 199 foram usados como controles 

positivo e negativo respectivamente. Os sobrenadantes de plaquetas expostas ao DENV-2 ou 

controles foram recolhidos e congelados a -20º C até o momento do uso.   

As concentrações de GM-CSF, MCP-1, TNF-α IL-4 E IL-13 encontraram-se 

significativamente elevadas nos sobrenadantes de plaquetas expostas ao DENV-2 quando 

comparadas às plaquetas incubadas com mock (Figura 5.3 D, E, F, J e K). Interessantemente, 

não foi observado aumento significativo nos níveis dessas citocinas nos sobrenadantes de 

plaquetas ativadas com trombina em relação às plaquetas incubadas apenas com meio. As 

células ativadas por trombina esboçaram um discreto aumento nas concentrações de GM-

CFS, MCP-1 e TNF-α, mas esse aumento não foi significativo (Figura 5.3 A, B, C, G e H). 

As concentrações de RANTES por sua vez apresentaram-se significativamente 

aumentadas nos sobrenadantes de células ativadas por trombina em relação aos de células 

incubadas apenas com meio, enquanto não foi observado aumento significativo nos níveis de 

RANTES nos sobrenadantes de plaquetas expostas ao DENV-2 quando comparados com os 

de células incubadas com mock (Figura 5.3 I e L). 
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Figura 5.3: Níveis de citocinas nos sobrenadantes de plaquetas incubadas com DENV-2 ou controles. 

As citocinas foram dosadas em sobrenadantes de plaquetas incubadas por 24 h a 37º C com Meio 199, trombina 

(0,5 U/mL), mock ou DENV-2 (moi = 1,0 PFU/célula) por ensaio Luminex (IL-4, IL-13, GM-CSF, MCP-1 e 

TNF-α) ou por ELISA (RANTES). Barras representam médias de três experimentos individuais com doadores 

diferentes ± desvio padrão. Diferenças significativas estão representadas por asteriscos (* p < 0,05; ** p < 0,01). 
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5.3 Análise da Função Mitocondrial da Plaqueta Quiescente e Ativada 

 

Tendo em vista determinar a função mitocondrial plaquetária, os parâmetros 

respiratórios celulares foram avaliados através da medida do consumo de oxigênio por 

oxigrafia de alta resolução, e do m por citometria de fluxo, possibilitando uma análise 

tanto da atividade dos complexos da cadeia transportadora de elétrons quanto da 

permeabilidade das membranas mitocondriais. 

 

5.3.1 A ATP-Sintase Plaquetária Pode Reverter Sua Atividade e Manter o m Diante 

da Interrupção da Cadeia Transportadora de Elétrons 

 

O fluxo de oxigênio e o m foram medidos na presença de três drogas: o FCCP 

(carbonil ciano p-trifluorometoxifenilhidrazona) (1µM), um ionóforo de prótons, que foi 

utilizado nos experimentos como desacoplador (controle positivo do colapso do m); a 

antimicina-A (3µg/mL), inibidor da citocromo C redutase (complexo III); e a oligomicina 

(1µg/mL), inibidor da ATP-sintase (complexo V); que foram utilizadas para determinar os 

perfis inibitórios de complexos enzimáticos da CTE para mitocôndrias de plaquetas intactas. 

O fluxo de oxigênio foi medido ainda na presença de cianeto de potássio (2 mM), um inibidor 

da transferência de elétrons da citocromo oxidase (complexo IV) para o oxigênio molecular. 

A antimicina-A em uma dose que claramente diminui o fluxo de oxigênio (Figura 5.4 

A), não apenas falhou em promover a queda do m, mas provocou um aumento 

significativo deste (Figura 9 B e C). Propomos que esse efeito possa ser explicado por uma 

reversão de atividade da F[0]F[1] ATP-sintase, o que estaria mantendo o gradiente de prótons 

diante da interrupção da cadeia transportadora de elétrons. Essa hipótese foi confirmada 

quando Antimicina-A e Oligomicina foram administradas simultaneamente, promovendo a 

queda do m das plaquetas também de forma significativa (Figura 5.4 B e C). 
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Figura 5.4: Resposta da função mitocondrial plaquetária a drogas inibidoras dos complexos enzimáticos 

mitocondriais e ao desacoplador FCCP. A: Efeitos da oligomicina (1 µg/mL), da antimicina-A (3 µg/mL), do 

FCCP (1 µM) e do cianeto de Potássio (2mM) no consumo de oxigênio de plaquetas quiescentes; as células 

foram mantidas a 37º C em meio contendo 5mM de glicose até o fluxo de O2 se estabilizar (valor obtido como 

basal), após a adição das drogas esperou-se cerca de 10 minutos para que o fluxo de O2 se estabilizasse 

novamente e obtiveram-se os valores para cada droga. B e C: Efeitos da oligomicina (1 µg/mL), da antimicina-A 

(3 µg/mL), e do FCCP (1 µM) sobre o m de plaquetas quiescentes; células marcadas com a sonda TMRE 

foram incubadas com as drogas por 10 minutos e as medidas de intensidade média de fluorescência obtidas por 

citometria de fluxo. Barras representam médias de três a nove experimentos individuais com doadores diferentes 

± desvio padrão. Diferenças estatísticas estão representadas por asteriscos (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 

0,001). 
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5.3.2 A Ativação Plaquetária por Trombina Promove Diminuição do m e Aumento 

no Fluxo de O2 de Maneira Dependente da Dose 

 

O fluxo de oxigênio e o m foram medidos em plaquetas ativadas com diferentes 

concentrações de trombina. Observou-se uma diminuição do m e aumento no consumo de 

oxigênio diante da ativação plaquetária com crescentes concentrações do agonista, até uma 

concentração limite a partir da qual o m começa a aumentar e o consumo de oxigênio a 

decrescer (Figura 5.5 A – C). A relação entre potencial de membrana mitocondrial e fluxo de 

oxigênio demonstrou haver uma correlação negativa (r = -0,99) estatisticamente significativa 

(p < 0,001) (Figura 5.5 D), sugerindo que estes eventos não ocorrem de forma independente. 

Esses resultados são compatíveis com o desacoplamento da fosforilação oxidativa. 

 

  
 Figura 5.5: Função mitocondrial em plaquetas ativadas por trombina. A: Fluxo de O2 de acordo com a 

concentração de trombina; as células foram mantidas a 37º C em um meio contendo 5mM de glicose até que se 

estabilizasse o fluxo de O2 (valor obtido como basal), após a adição de crescentes concentrações (0,1 a 1,0 

U/mL) de trombina  esperou-se cerca de 10 minutos para que o fluxo de O2 se estabilizasse novamente e 

obtiveram-se os valores para cada concentração de trombina. B: m de acordo com a concentração de 

trombina; plaquetas marcadas com a sonda fluorescente TMRE foram incubadas com trombina (0,1 a 1,0 U/mL) 

por 15 minutos e as medidas de intensidade média de fluorescência obtidas por citometria de fluxo. C: relação do 

fluxo de O2 e do m com a concentração de trombina; pontos representam médias de até 9 experimentos 

independentes com doadores distintos ± desvio padrão. D: relação do fluxo de O2 com o m; correlação foi 

obtida através do coeficiente de Pearson (r = -0,99; p < 0,0001). 
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Um mecanismo possível para explicar o fenômeno observado é a formação do poro de 

transição de permeabilidade mitocondrial (MPTP). O MPTP é formado por um complexo de 

transição de permeabilidade constituído pelo canal de ânion dependente de voltagem 

(VDAC), o trocador de nucleotídeos adenínicos (ANT) e a ciclofilina-D (Cyp-D), uma 

proteína da matriz mitocondrial, e resulta na dissipação do gradiente de prótons, sendo as 

alterações no fluxo de O2 uma conseqüência dos efeitos do MPTP sobre o m. A formação 

do MPTP em plaquetas ativadas com diferentes agonistas será abordada no tópico 6.2. 

Resultados preliminares do nosso grupo confirmam essa hipótese de formação do 

MPTP. O fluxo de oxigênio e o m foram medidos em plaquetas ativadas com crescentes 

concentrações de trombina pré-tratadas ou não com ciclosporina-A (CsA) (25nM por 15 min), 

uma droga que se liga a Cyp-D e impede a formação do MPTP. O decréscimo do m e o 

aumento no fluxo de O2 observados em plaquetas ativadas com até 0,4 U/mL de trombina não 

foram observadas nas células pré-tratadas com CsA (Figura 5.6 A e B), confirmando a 

hipótese de que a ativação plaquetária por trombina promove a formação do MPTP, que seria 

responsável pela dissipação do m e consequentemente pelo aumento no consumo de 

oxigênio. O aumento do m e a redução do fluxo de O2 observados em plaquetas ativadas 

com as doses mais altas de trombina por sua vez, não foram alterados pelo pré-tratamento 

com CsA (Figura 5.6 A e B) sugerindo que o mecanismo responsável pelo retorno do 

potencial de membrana, e consequentemente do fluxo de O2, em plaquetas ativadas com doses 

mais altas de trombina não envolve a formação do MPTP. 

Para determinar o papel da reversão da ATP-sintase na recuperação do m de 

plaquetas ativadas por 0,4 a 1,0 U/mL de trombina o m foi medido em plaquetas ativadas 

com crescentes concentrações de trombina pré-tratadas ou não com Oligomicina (1 µg/mL 

por 15 min). Observa-se que o pré-tratamento com oligomicina leva ao aumento do m das 

plaquetas ativadas com até 0,4 U/mL do agonista (Figura 5.6 C), demonstrando que em 

plaquetas ativadas com essas concentrações de trombina a ATP-sintase atua como um 

consumidor do gradiente de prótons. Já em plaquetas ativadas com as concentrações acima de 

0,4 U/mL o pré-tratamento com oligomicina levou a redução do m (Figura 5.6 C) 

demonstrando que em plaquetas ativadas com doses mais altas de trombina a ATP-sintase 

atua como um gerador do gradiente de prótons, e confirmando que a reversão da ATP-sintase 

é a responsável pelo retorno do m em plaquetas ativadas com doses acima de 0,4 U/mL de 

trombina. 
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Figura 5.6: Efeitos da Ciclosporina-A e da oligomicina sobre a função mitocondrial de plaquetas 

ativadas por trombina. A: Fluxo de O2 em plaquetas ativadas com crescentes concentrações de trombina pré-

tratadas ou não com Ciclosporina-A (25 nM por 15 min); as células foram mantidas a 37º C em um meio 

contendo 5mM de glicose até que se estabilizasse o fluxo de O2 (valor obtido como basal), após a adição de 

crescentes concentrações de trombina (0,1 a 1,0 U/mL) esperou-se cerca de 10 minutos para que o fluxo de O2 se 

estabilizasse novamente e obtiveram-se os valores para cada concentração do agonista. B: m de plaquetas 

ativadas com crescentes concentrações de trombina pré-tratadas ou não com oCiclosporina-A (25 nM por 15 

min); plaquetas foram incubadas com trombina por 15 min a 37º, marcadas com a sonda TMRE, e as medidas de 

intensidade média de fluorescência obtidas por citometria de fluxo. B: m de plaquetas ativadas com 

crescentes concentrações de trombina pré-tratadas ou não com oligomicina (1 µg/mL por 15 min); plaquetas 

foram incubadas com trombina por 15 min a 37º, marcadas com a sonda TMRE, e as medidas de intensidade 

média de fluorescência obtidas por citometria de fluxo. Pontos representam médias de seis experimentos 

individuais com doadores diferentes ± desvio padrão. 
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5.4 Plaquetas Expostas ao DENV-2 Apresentam Diminuição do m e Aumento na 

Exposição de Fosfatidilserina 

 

No intuito de avaliar os efeitos da exposição ao DENV-2 sobre o m de plaquetas, 

estas células foram incubadas por 6 h a 37º C com mock, DENV-2 ou DENV-2 inativado, 

marcadas com TMRE e analisadas por citometria de fluxo. Células quiescentes (incubadas 

apenas com meio 199) e células ativadas com trombina (0,2 U/mL de trombina por 15 min a 

37º C após 5 h e 45 min de incubação com meio 199 a 37º C) foram usadas como controle 

negativo e positivo respectivamente (Figura 5.7 A e C). Uma diferença significativa na IMF 

para TMRE de plaquetas infectadas com DENV-2 e incubadas com Mock sugerem que a 

exposição de plaquetas ao DENV-2 promove a dissipação do m (Figura 5.7 B e D). 

 

 
Figura 5.7: Potencial de membrana mitocondrial em plaquetas expostas ao DENV-2 e controles. 

Plaquetas (1 x 10
6
) foram incubadas por 6 h a 37º C com meio 199 ou trombina (0,2 U/mL) (painéis A e C), ou 

com Mock, DENV-2 (moi = 1,0 PFU/célula) ou DENV-2 inativado (moi = 1,0 PFU/célula) (painéis B e D), 

marcadas com TMRE e analisadas por citometria de fluxo. A e B: histogramas representativos. C e D: barras 

representam médias de três experimentos individuais com doadores diferentes ± desvio padrão. Diferenças 

estatísticas estão representadas por asteriscos (* p < 0,05). 
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Adicionalmente, plaquetas expostas ao DENV-2 e controles foram marcadas com 

anexina V-FITC no intuito de associar a disfunção mitocondrial de plaquetas expostas ao 

DENV-2 com morte celular. Como mostra a figura 5.8, a exposição de fosfatidilserina 

apresentou-se marcadamente aumentada em plaquetas ativadas por trombina (0,2 U/mL) ou 

por exposição ao DENV-2 (m.o.i 1,0 PFU/cel). Observa-se aumento tanto na intensidade 

média de fluorescência (Figura 5.8 A-D) quanto no número de células positivas para anexina-

V (Figura 5.8 E-G). Junto com a diminuição do m, esses dados sugerem morte celular após 

a exposição de plaquetas ao DENV-2, bem como, após a ativação plaquetária por trombina. 

 

 
Figura 5.8: Exposição de fosfatidilserina em plaquetas expostas ao DENV-2 e controles. Plaquetas (1 x 

10
6
) foram incubadas por 6 h a 37º C com meio 199 ou trombina (0,2 U/mL) (painéis A, B, D e F), ou com 

Mock, DENV-2 (moi = 1,0 PFU/célula) ou DENV-2 inativado (moi = 1,0 PFU/célula) (painéis A C, E e G), 

marcadas com anexina V-FITC e analisadas por citometria de fluxo. A – C: dot polts e histogramas 

representativos; D – G: barras representam médias de três experimentos individuais com doadores diferentes ± 

desvio padrão. Diferenças significativas estão representadas por asteriscos (* p < 0,05; ** p < 0,01). 
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Dupla marcação com anexina V-FITC e TMRE demonstrou estar a externalização da 

fosfatidilserina positivamente correlacionada com a diminuição do m observada em 

células ativadas por trombina e expostas ao DENV-2 (Figura 5.9 B), estando positivas para 

anexina V-FITC justamente as células cujo m mostrou-se reduzido (Figura 5.9 A). 

 

 

Figura 5.9: Correlação entre m e exposição de fosfatidilserina. Plaquetas foram incubadas com meio 

199, trombina (0,2 U/mL), Mock, DENV-2 (moi = 1,0 PFU/célula) ou DENV-2 inativado (moi = 1,0 

PFU/célula), marcadas com TMRE e com anexina V-FITC, e analisadas por citometria de fluxo. A: dot plots 

representativos das plaquetas quiescentes e ativadas por trombina ou por exposição ao DENV-2; B: relação entre 

m e exposição de fosfatidilserina; correlação foi obtida através do coeficiente de Pearson (r = -0,79; p < 

0,001). 
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6 DISCUSSÃO 

 

6.1 Ativação e Degranulação de Plaquetas Expostas ao DENV 

 

Plaquetopenia acentuada com contagem de plaquetas menor de 100.000/mm
3
 e 

aumento na permeabilidade vascular caracterizada por aumento do hematócrito acima de 20% 

e hipoproteínemia são achados clínicos comuns principalmente na forma grave da infecção 

pelo DENV, podendo ocasionalmente ocorrer na dengue branda. Seus níveis estão 

positivamente correlacionados com a gravidade do quadro clínico e negativamente 

correlacionados com a recuperação clínica dos pacientes (WHO, 1997; Mourão et al, 2007). 

Nossos resultados mostram a partir de um modelo in vitro de interacão plaqueta-

DENV que plaquetas expostas ao DENV-2 apresentam alterações morfológicas inerentes à 

ativação plaquetária como espalhamento, filopodia e agregação. Essas carcaterísticas 

morfológicas foram também observadas nas células ativadas por trombina, controle positivo 

de ativação plaquetária nesse estudo, mas não em plaquetas incubadas apenas com meio 199 

ou com mock. Além disso, a avaliação da expressão de P-selectina por citometria de fluxo 

confirmou a ativação plaquetária induzida diretamente pela exposição ao DENV, uma vez que 

um aumento significativo da expressão de P-selectina foi observado na superfície das células 

incubadas com o vírus, mas não de células incubadas com mock. 

Esses resultados corroboram com os achados de Ghosh et al (2008) que demonstraram 

alterações morfológicas associadas à ativação plaquetária e aumento na expressão de P-

selectina em plaquetas expostas ao DENV-2. No entanto a ausência de um controle 

demonstrando os efeitos da exposição de plaquetas ao tipo celular no qual o vírus foi 

produzido torna difícil atribuir à exposição ao DENV as alterações morfológicas observadas 

no estudo citado. Logo, nosso estudo complementa as observações de Ghosh et al ao 

demonstrar a ativação apenas de plaquetas expostas ao DENV-2, mas não de plaquetas 

expostas ao mock. 

A ativação de plaquetas por meio da interação direta com o DENV tem sido proposta 

como um mecanismo que contribui para a plaquetopenia observada em dengue, uma vez que a 

ativação plaquetária aumentaria a morte dessas células na circulação periférica (Ghosh et al, 

2008), mas vale lembrar que a ativação e degranulação plaquetária promovem a ativação de 

outras células como células endoteliais, linfócitos e monócitos (Zimmerman, 2001; Weyrich 

et al, 2002), também envolvidas na patogênese da dengue. Dessa forma a ativação de 

plaquetas decorrente da interação direta com o DENV poderia contribuir não apenas para a 
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plaquetopenia, mas também para as alterações do endotélio e para modular a resposta imune 

celular durante a infecção. 

A interação entre plaquetas e moléculas associadas a patógenos tem sido descrita 

como um importante mediador da resposta imune inata contra microorganismos invasores. O 

reconhecimento de LPS por TLR4 em plaquetas tem sido associado com ativação plaquetária, 

secreção de TNF-α, sequestro de plaquetas na microvasculatura pulmonar e interação entre 

plaquetas e neutrófilos, além de ser proposto como um mecanismo de plaquetopenia e de 

lesão tecidual na sepse grave (Andonegui et al, 2005; Aslam et al, 2006; Jayachandran et al, 

2006; Clark et al, 2007; Urban e Zichlinski, 2007). 

A habilidade de plaquetas em modular a resposta inflamatória decorre da interação de 

plaquetas ativadas com células endoteliais mediada pela integrina αIIbβ3 e CD40L, induzindo 

um fenótipo pró-inflamatório no endotélio; da interação de plaquetas ativadas com leucócitos 

mediada pela P-selectina, modulando a ativação e expressão de genes inflamatórios dessas 

células; e da secreção de fatores inflamatórios e mediadores imunes estocados nos grânulos α 

plaquetários, dentre eles citocinas como IL-6, quimiocinas como RANTES, MIP-1α e MCP-3, 

fatores de crescimento como PDGF e TGF-β, e aminas vasoativas como histamina. Outros 

fatores como IL-1β, TXA2, TF e PAF são sintetizados pela plaqueta ativada (Bergmeier e 

Wagner, 2007; Bozza el al, 2009). 

As principais hipóteses para patogênese da dengue são baseadas em eventos 

relacionados com ativação de células de imunidade inata e adaptativa levando a uma maciça 

liberação de citocinas capazes de atuar diretamente sobre o endotélio e levando ao aumento da 

permeabilidade vascular, extravasamento de plasma, hemoconcentração e hipotensão (Pang et 

al, 2007). O papel da ativação de plaquetas nessa produção alterada de citocinas e 

consequente desbalanço entre citocinas pró e anti-inflamatórias não foi ainda explorado. 

Nesse estudo nós dosamos nos sobrenadantes de culturas de plaquetas expostas ao 

DENV-2 e controles as citocinas humorais IL-4 e IL-13, as quimiocinas RANTES e MCP-1, 

o fator de crescimento GM-CSF, e a citocina pró-inflamatória TNF-α. Com exceção de 

RANTES, todas as citocinas dosadas estavam significativamente elevadas nos sobrenadantes 

de plaquetas expostas ao DENV-2 quando comparados ao controle. Plaquetas ativadas por 

trombina, por sua vez, apresentaram um aumento discreto, mas não significativo, na secreção 

de GM-CSF, MCP-1 e TNF-α, e um aumento significativo na secreção de RANTES. 

Esses resultados sugerem que o estímulo com DENV-2 induz um fenótipo pró-

inflamatório em plaquetas mais eficientemente do que um agonista fisiológico como a 

trombina. Diferenças entre os perfis de citocinas observados em plaquetas expostas ao DENV 

e em plaquetas ativadas por trombina sugerem secreção de citocinas dependente do estimulo, 
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e que os mecanismos de ativação envolvidos na ativação plaquetária induzida pelo DENV são 

diferentes daqueles envolvidos na ativação plaquetária por trombina. 

As citocinas humorais IL-4 e IL-13 induzem a ativação e a diferenciação dos linfócitos 

B levando a produção de IgG1 e IgE. Essas citocinas poderiam atuar de forma importante na 

patogênese da dengue, uma vez que anticorpos da classe IgG podem amplificar a infecção em 

monócitos e macrófagos (ADE), bem como anticorpos anti-NS1 de reatividade cruzada com 

integrinas da superfície de plaquetas e de células endoteliais poderiam contribuir para a 

plaquetopenia e o extravasamento de plasma observados durante a infecção pelo DENV. 

O aumento na secreção de TNF-α em plaquetas expostas ao DENV corrobora com os 

altos níveis plasmáticos dessa citocina em pacientes com dengue, sendo os níveis mais 

elevados encontrados em pacientes com FHD (Green et al, 1999). Um estudo mais recente 

encontrou níveis significativamente mais elevandos de TNF-α e MCP-1, mas não de 

RANTES, em pacientes com SCD (Chau et al, 2008), esses resultados também estão de 

acordo com os níveis dessas citocinas secretados por plaquetas expostas ao DENV. 

Relações entre os níveis plasmáticos de citocinas, gravidade e manifestações clínicas 

em pacientes com dengue clássica ou grave foram previamente estabelecidas por nosso grupo. 

Dentre as citocinas secretadas por plaquetas ativadas após interação com o DENV aqui 

descritas, IL-4, IL-13 e GM-CSF encontravam-se aumentadas em pacientes com dengue 

grave, TNF-α e MCP-1 foram correlacionados com plaquetopenia e níveis aumentados de 

GM-CSF e MCP-1 correlacionados com hipotensão (Bozza et al, 2008). 

Nossos resultados mostram que plaquetas ativadas diretamente pela interação com o 

DENV podem ter um papel importante na imunopatogênese da doença ao contribuir para a 

produção dessas citocinas, que por sua vez estão relacionadas com plaquetopenia, alterações 

endoteliais e gravidade em pacientes com dengue. 

Diferentes mecanismos podem estar envolvidos nas interações entre vírus e células. 

Células dendríticas mielóides e plasmacitóides, por exemplo, respondem diferentemente a 

exposição ao DENV e são ambas ativadas. Células dendríticas mielóides apresentam altos 

níveis de replicação viral correlacionados com a expressão de DC-SIGN, sendo a ativação 

dessas células dependente da replicação; já as células dendrtíticas plasmacitóides apesar de 

serem capazes de internalizar o DENV não são capazes de sustentar a replicação viral, e ainda 

assim são ativadas após a exposição ao DENV. A ativação de células dendríticas 

plasmacitóides ocorre de forma independente da replicação viral, sendo mediada pelo 

reconhecimento do RNA viral por TLR7 (Sun et al, 2009). 

Em nosso estudo, o aumento na expressão de P-selectina observado em plaquetas 

ativadas por trombina e em plaquetas expostas ao DENV-2 não foi observado em plaquetas 
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expostas ao DENV-2 inativado, sugerindo que a ativação plaquetária por exposição ao DENV 

não se limita a uma resposta da célula aos antígenos virais.  

Estudos recentes demonstraram a presença de material genético e proteínas virais (E e 

NS-1) em plaquetas isoladas de pacientes com dengue e em plaquetas incubadas in vitro com 

o DENV, sugerindo a infecção de plaquetas humanas pelo DENV (Noisakran et al, 2009a e 

2009b). De fato, plaquetas possuem em sua superfície diversas moléculas como DC-SIGN, 

CD41, FcγII e integrina αvβIII (Paul et al, 2002; Flaujac et al, 2010) que poderiam atuar como 

receptores primários para a entrada do DENV na célula, mas o papel desses receptores na 

interação plaqueta-DENV ainda não foi definido. 

Novos estudos serão realizados por nosso grupo a fim de determinar quais 

mecanismos e moléculas estão envolvidos na ativação de plaquetas expostas ao DENV, bem 

como se plaquetas são capazes de internalizar o DENV ou de sustentar a replicação viral, e o 

quanto esses eventos são requeridos para a ativação plaquetária. 

 

6.2 Análise da Função Mitocondrial Plaquetária 

 

A fosforilação oxidativa gera dois parâmetros mensuráveis que nos permitiram avaliar 

a função mitocondrial de plaquetas tanto em seu estado fisiológico quiescente quanto ativado. 

São eles: o consumo de O2 e o m. 

Realizamos as medidas do consumo de O2 em plaquetas quiescentes intactas mantidas 

em um meio contendo 5 mM de glicose na presença e na ausência de drogas inibidoras dos 

complexos enzimáticos mitocondriais ou do desacoplador FCCP. A medida do fluxo de O2 

cianeto sensível (montante do consumo de oxigênio que pode ser inibido por cianeto de 

potássio) de plaquetas nos permitiu observar que plaquetas consomem um volume pequeno de 

O2 quando comparada com outras células. Esse consumo se mostra proporcional ao número 

de mitocôndrias presentes em cada tipo celular (Tabela 6.1). 

O m também foi medido em plaquetas nas mesmas condições, possibilitando 

comparar os valores encontrados para fluxo de oxigênio e m com os efeitos esperados para 

cada droga. 

A oligomicina ao inibir a ATP-sintase promove o acúmulo de prótons no espaço 

intermembranas, e o FCCP ao aumentar a permeabilidade das membranas a prótons leva a 

dissipação do m; os efeitos da oligomicina e do FCCP sobre o fluxo de O2 (redução e 

aumento respectivamente) são consequências diretas de seus efeitos sobre o m, uma vez 

que o potencial elétrico na membrana interna da mitocôndria regula o fluxo de elétrons nos 

complexos da CTE. 
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Tabela 6.1: Comparação entre a respiração mitocôndrial de plaquetas e de outros tipos 

celulares (Peatchman et al, 2001; Perrotta et al, 2003; Maianski et al, 2004; White, 2007). 

 

Tipo 

Celular 

Consumo de 

O2 basal 

Consumo de O2 

cianeto insensível 

Consumo de O2 

cianeto sensível 

Número de 

mitocôndrias 

Respiração 

mitocondrial 

nmol/min/ 

10
7
 células 

nmol/min/10
7
 

células 

nmol/min/10
7
 

células 

mitocôndrias/ 

célula 

nmol/min/10
7
 

mitocôndrias 

HepG2 115 2 113 ~ 1.300 ~ 8,7 x 10
-2

 

      

PBMC 50 3,75 46,25 1.050 ± 114 ~ 4,4 x 10
-2

 

      

Neutrófilos 3,75 3,75 –  86 ± 28 –  

      

Eosinófilos 16 14 2 24 a 36 ~ 6,6 x 10
-2

 

      

Plaquetas 5,3 x 10
-2

* 0,52 x 10
-2

* 4,78 x 10
-2

 1 ou poucas < 4,78 x 10
-2

 

* resultados nossos 

 

A antimicina-A por outro lado atuaria primeiro no fluxo de O2, já que a inibição do 

complexo III leva a interrupção do fluxo de elétrons e consequentemente do consumo de O2, o 

que levaria a gradativa dissipação do m pela ATP-sintase. No entanto, esse efeito da 

antimicina-A sobre o m, comum em outros tipos celulares, não foi observado em 

plaquetas, pois estas células possuem uma ATP-sintase reversível que pode usar a energia do 

gradiente de prótons para gerar ATP ou pode hidrolizar ATP em ADP para manter o m. 

Nesse caso, a inibição concomitante dos complexos III e V promoveram a queda do m em 

plaquetas. 

A manutenção do m através da hidrólise de ATP não é um evento exclusivo de 

plaquetas. Os eosinófilos, cujas mitocôndrias possuem um papel funcional restrito a apoptose, 

também possuem uma ATP-sintase reversível responsável pelo m dessas células 

(Peatchman et al, 2001); em astrócitos a interrupção da CTE leva a ativação da via glicolítica 

acompanhada da hiperpolarização da mitocôndria (por reversão da ATP-sintase), evitando a 

depleção do ATP intracelular e a morte da célula por apoptose (Almeida et al, 2001); e 

macrófagos ativados também mantêm um elevado m diante da completa inibição da 

respiração através da hidrolise do ATP proveniente da via glicolítica como um mecanismo de 

defesa contra apoptose (Garedew et al, 2010). 

No que diz respeito à atividade mitocondrial da plaqueta ativada, nossos resultados 

mostram que a ativação plaquetária por trombina em uma dose de até 0,4 U/mL promove 

queda do m e aumento no fluxo de O2 de maneira dependente da dose através de um 

mecanismo que envolve transição de permeabilidade. 

A transição de permeabilidade mitocondrial é o aumento da permeabilidade da 

membrana interna a solutos com massa molecular de até 1.500 Da em decorrência da 
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formação do MPTP. Este evento está associado com ruptura da membrana externa, 

despolarização mitocondrial, vazamento de proteínas do espaço intermembranas para o 

citoplasma e apoptose. As moléculas atualmente mais aceitas como componentes do MPTP 

são o VDAC, o ANT e a Cyp-D (Bernarde e Forte, 2007). 

A despolarização do m tem sido descrita em plaquetas durante a estocagem e/ou 

ativação por certos agonistas como trombina ou o ionóforo de cálcio A23187, sendo associada 

com ativação da via intrínseca de apoptose, demonstrada por aumento da expressão das 

proteínas pró-apoptóticas Bid, Bax e Bak, ativação de caspase-3 e exposição de 

fosfatidilserina (Verhoeven et al, 2005; Leytin et al, 2006; Lopez 2008).  

A ativação plaquetária por colágeno induz ativação de caspase-3, mas pouco altera a 

exposição de fosfatidilserina (Shcherbina e O’Donnell, 1999; Keuren et al, 2005; Leytin et al, 

2006). Já a ativação por zimosan A opsonizado está associada com a hiperpolarização do 

m, sendo a despolarização observada apenas 24 horas após a adição do estímulo, o que 

ocorre paralelo ao aumento da exposição de fosfatidilserina, mas não da ativação de caspases-

3 e 9 ou da expressão de Bax e Bak (Matarrese et al, 2009). 

Em um estudo de Leytin et al (2009) a inibição da formação do MPTP por CsA foi 

capaz de prevenir a apoptose de plaquetas ativadas por A23187, prevenindo completamente a 

despolarização do m, ativação de caspase-3, fragmentação em micropartículas, e inibindo 

parcialmente a exposição de fosfatidilserina. Um outro estudo (Jobe et al, 2007) demonstrou 

que a perda do m observada durante a ativação de plaquetas isoladas de camundongos 

selvagens por trombina mais convulxina não ocorre em camundongos geneticamente 

deficientes para Cyp-D (Cyp-D -/-). Resultados semelhantes foram obtidos para exposição de 

fosfatidilserina e ligação ao fibrinogênio, mas não para expressão de P-selectina, sugerindo 

que a apoptose durante a ativação plaquetária é mediada pela formação de MPTP e 

dependente de Cyp-D. 

Nesse mesmo estudo (Jobe et al, 2007), demonstrou-se que a atividade pró-coagulante 

e a retração do coágulo encontram-se alteradas em plaquetas Cyp-D -/-. Os autores sugerem 

haver um papel crítico do MPTP na regulação da ativação plaquetária, principalmente no que 

diz respeito à passagem do estado de ativada para altamente ativada. 

Estudos anteriores têm sustentado esse conceito de ativação plaquetária gradual em 

estímulos com diferentes níveis de trombina ou co-estímulo com trombina mais convilxina ou 

trombina mai colágeno (Jobe et al, 2005; Remenyi et al, 2005). Nossos resultados mostram 

diferenças na função mitocondrial plaquetária de acordo com os níveis de trombina aplicados, 

havendo uma recuperação do m e redução do fluxo de oxigênio em plaquetas ativadas com 

doses partir de 0,4 U/mL de trombina. Segundo nossos resultados a reversão da ATP-sintase 
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representa um mecanismo chave nesse processo, e uma vez que em eosinófilos, astrócitos e 

macrófagos ativados a reversão da ATP-sintase está associada com proteção contra apoptose, 

sendo os níveis de ATP mantidos pela via glicolítica (Peatchman et al, 2001; Almeida et al, 

2001; Garedew et al, 2010), acreditamos que em plaquetas este mecanismo atue de forma a 

impedir a morte precoce por apoptose de plaquetas ativadas com altas doses de trombina. 

Nesse sentido, a ativação da via glicolítica seria uma importante resposta à ativação 

plaquetária por trombina. Um estudo de Kirtland e Baum (1974) sugere que o ATP necessário 

para a agregação plaquetária tem origem principalmente na via glicolítica, sendo pequena a 

contribuição da mitocôndria. Acreditamos, que a função da mitocôndria na plaqueta ativada 

seja restrita ao controle da apoptose, enquanto a energia necessária à ativação seja mantida 

pela via glicolítica. Novos estudos serão realizados por nosso grupo para determinar o papel 

da a ativação da via glicolítica durante a ativação plaquetária, e da ATP-sintase reversível no 

processo de morte celular em plaquetas. 

 

6.3 Disfunção Mitocondrial e Morte em Plaquetas Expostas ao DENV-2 

 

O envolvimento da mitocôndria na regulação da ativação plaquetária e no controle da 

morte celular por apoptose é evidente (Remenyi et al, 2005; Matarrese et al, 2009). Apesar da 

ativação de plaquetas expostas ao DENV ter sido anteriormente descrita, o envolvimento da 

mitocôndria na ativação plaquetária diante da interação com o DENV ainda não foi 

explorado. Nesse estudo observamos que plaquetas ativadas durante a exposição ao DENV 

apresentam sinais de disfunção mitocondrial e morte celular, estando esses eventos 

significativamente correlacionados. 

O m encontra-se claramente reduzido em plaquetas expostas ao DENV-2, 

paralelamente essas células exibem um aumento expressivo na exposição de fosfatidilserina, 

indicando ocorrência de morte celular associada à exposição de plaquetas ao DENV. Apesar 

de ambos, queda do m e exposição de fosfatidilserina, serem sinais de apoptose, novos 

ensaios devem ser realizados para determinar se esse é o processo responsável pela morte 

celular em plaquetas expostas ao DENV (Kroemer et al, 2009). 

As infecções virais são conhecidas por modular diversas funções no metabolismo das 

células hospedeiras. Proteínas virais que têm como alvo a mitocôndria podem modular de 

forma importante disfunção mitocondrial e apoptose em células infectadas por vírus. Diversas 

dessas proteínas têm sido descritas, entre elas as que se ligam diretamente ao MPTP como a 

proteína HBx do vírus da hepatite B e a proteína Vpr do HIV, que estão relacionadas com 

alterações no m e na indução da apoptose (Everett e McFadden, 2001; Verrier et al, 2003). 
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A associação entre disfunção mitocondrial e morte celular induzida pelo DENV foi 

pela primeira vez investigada por El-Bacha et al (2007) em um estudo no qual foram 

observados aumento do consumo de O2 e queda do m em hepatócitos infectados pelo 

DENV-2, culminando na queda do conteúdo de ATP e na carga de energia cinética dessas 

células. Essas alterações na fisiologia mitocondrial e na homeostase energética foram 

associadas com alterações ultraestruturais típicas do processo de apoptose. 

No que diz respeito às proteínas do DENV individualmente, Catteau et al (2003a) 

demonstraram as propriedades pro-apoptóticas do peptídeo ApoptoM , um peptídeo de 9 

resíduos na porção C-terminal da proteína M. Células HeLa transfectadas com plasmídeos 

contendo a região codificante para esse peptídeo apresentaram exposição aumentada de 

fosfatidilserina e queda do m, sendo a ativação de caspase-3 requerida para a indução de 

apoptose por ApoptoM. (Catteau et al, 2003b). 

Aumento do estresse oxidativo tem sido descrito em pacientes com dengue (Gil et al, 

2004), mas só recentemente a relação entre estresse oxidativo e gravidade foi estabelecida 

(Soundravally et al, 2008). A peroxidação lipidica e oxidação protéica são significantemente 

mais altas nos pacientes com dengue, sendo os valores estáveis durante o curso da doença 

branda e crescentes durante o curso da doença grave. Adversamente, o status antioxidante 

total é significantemente mais baixo nos pacientes com a doença grave, sendo os valores 

decrescentes durante o curso da infecção. A peroxidação lipídica mostra correlação tanto com 

o hematócrioto quanto com plaquetopenia em pacientes com FHD e SCD. 

Em um estudo realizado por Valero et al (2002) os níveis plasmáticos de oxido nítrico 

(NO) encontravam-se elevados em pacientes com FD, mas não em pacientes com FHD. O 

possível papel das plaquetas na produção de NO foi testado nesse mesmo estudo incubando 

plaquetas com DENV-2 (m.o.i. = 0,5 PFU/célula), mas não se observou diferenças nos níveis 

de NO nos sobrenandantes das plaquetas incubadas com o vírus e das plaquetas controles. 

A replicação do HCV, que assim como o DENV é um membro da família flaviviridae, 

também gera uma disfunção mitocondrial nas células infectadas. Em um modelo de células 

transformadas construído para mimetizar a infecção pelo HCV in vitro, observou-se redução 

do consumo de O2, queda do m, perda de atividade do complexo I, e aumento na produção 

de espécies reativas de oxigênio (ROS). Nenhum sinal de disfunção mitocondrial foi 

observado em células nas quais a transcrição do genoma do HCV foi inibida (Piccoli et al, 

2006). 

O mecanismo pelo qual a interação com o DENV contribui para alterações 

mitocondriais permanece elusivo. Uma vez que a despolarização do m e a morte celular 

por apoptose são características do estado de transição de permeabilidade (Crompton, 1999), 
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proteínas virais ou seus subprodutos poderiam interagir com proteínas das membranas 

mitocondriais, alterar sua permeabilidade e elevar o vazamento de prótons, causando assim 

alterações na fisiologia mitocondrial. Por outro lado a produção de ROS também poderia 

contribuir para a disfunção mitocondrial, uma vez que o aumento no estresse oxidativo tem 

sido observado na infecção pelo DENV tanto in vivo quanto in vitro (Lin et al, 2000; Valero 

et al, 2002; Gil et al, 2004; Soundravally et al, 2008). 

 

6.4 Considerações Finais 

 

No presente estudo nós descrevemos em plaquetas expostas ao DENV-2 alterações 

morfológicas e funcionais semelhantes àquelas observadas durante a ativação plaquetária por 

alguns agonistas conhecidos, como a trombina que foi usada como controle positivo de 

ativação plaquetária em nosso estudo. A função mitocondrial, principalmente no que diz 

respeito à formação do MPTP, está envolvida nos processos de ativação e apoptose em 

plaquetas; dessa forma, agentes farmacológicos que afetam a formação do MPTP são 

candidatos promissores para o tratamento de doenças associadas com aumentada destruição 

periférica de plaquetas apoptóticas (Bozza e Weyrich, 2008). 

É interessante lembrar que em nosso estudo os efeitos observados em plaquetas 

expostas ao DENV-2 não foram observados em plaquetas expostas ao vírus intativado, 

sugerindo que a interação plaqueta-DENV não se limita à exposição da célula aos antígenos 

virais, e que ocorre uma ação da partícula viral íntegra sobre plaquetas humanas. Novos 

estudos devem ser realizados no intuito de determinar o quanto interação superficial, 

internalização das partículas virais ou mesmo infecção são requeridas para a ativação de 

plaquetas expostas ao DENV, e nesse caso determinar se a replicação viral pode ocorrer 

nessas células, bem como estabelecer o papel de uma possível infecção plaquetária e de seus 

efeitos sobre o metabolismo energético da célula na patogênese da dengue. 
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7 CONCLUSÕES 

 

A) O DENV-2 interagindo diretamente com plaquetas humanas leva a ativação 

plaquetária, demonstrada nesse estudo pelo aumento na expressão de P-selectina (CD62-P) 

associada a alterações morfológicas sugestivas de ativação como espalhamento, filopodia e 

agregação; 

 

B) A ativação de plaquetas pela exposição ao DENV induz a secreção de IL-4, IL-13, 

GM-CSF, TNF-α e MCP-1. 

 

C) Plaquetas quiescentes apresentam um pequeno consumo de O2 responsável pela 

manutenção do m nessas células, que pode também ser mantido pela hidrólise de ATP 

diante da interrupção da CTE; 

 

D) A ativação plaquetária por trombina em doses de até 0,4 U/mL promove 

diminuição do m e aumento no fluxo de O2 de maneira dependente da dose através de um 

mecanismo que envolve transição de permeabilidade, enquanto a ativação por doses acima de 

0,4 U/mL promove aumento do m e diminuição do fluxo de O2 através de um mecanismo 

que envolve a reversão da ATP-sintase; 

 

E) A ativação de plaquetas pela interação com o DENV-2 está associada com 

despolarização do m e exposição de fosfatidilserina, sugerindo a indução de morte celular 

em plaquetas expostas ao DENV. 
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8 PERSPECTIVAS 

 

Diante dos resultados obtidos no presente estudos, novas perspectivas devem ser 

abordadas no intuito de melhor compreender a interação entre o DENV e plaquetas humanas. 

Uma vez que plaquetas apresentam em sua superfície moléculas já descritas como 

receptores primários para a entrada do DENV como DC-SIGN, CD41 e integrina αvβIII, a 

avaliação da ativação de plaquetas pré-incubadas com anticorpos de bloqueio para estas 

moléculas será realizada por nosso grupo no intuito de determinar o papel desses receptores 

na interação plaqueta-DENV. 

Observamos nesse estudo que plaquetas expostas ao DENV-2 apresentam sinais de 

disfunção mitocondrial e morte celular. A interação de proteínas virais com o MPTP ou a 

produção de ROS podem estar envolvidas nesse processo, dessa forma os efeitos do DENV 

sobre plaquetas tratadas com CsA ou com antioxidantes será importante para determinar o 

papel do MPTP e da produção de ROS na disfunção mitocondrial e morte celular de 

plasquetas ativadas pela exposição ao DENV. Além disso, pretendemos avaliar a ativação de 

caspases em plaquetas expostas ao DENV no intuito de caracterizar o processo responsável 

pela morte celular na interação plaqueta-DENV; bem como pretendemos avaliar o papel da 

ATP-sintase reversível no processo de morte celular associada à ativação plaquetária por 

diferentes agonistas ou pelo DENV. 

Enfim, novos estudos serão realizados por nosso grupo a fim de confirmar a infecção 

de plaquetas pelo DENV e, neste caso, determinar se pode ocorrer replicação viral nessas 

células. Além disso, a avaliação de ativação plaquetária, função mitocondrial, morte celular e 

secreção de citocinas em plaquetas isoladas de pacientes com dengue possibilitará estabelecer 

correlações entre estes parâmetros e os aspectos clínicos da doença. 
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ANEXO I 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE 

TÍTULO: Mecanismos de Ativação Plaquetária na Infecção pelo Vírus da Dengue 

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

Este estudo tem como objetivo identificar alguns fatores associados à queda da 

contagem de plaquetas pela infecção pelo vírus da Dengue, visando estabelecer novos 

tratamentos e marcadores que auxiliem no diagnóstico da progressão para as formas graves. 

PROPOSTA DO ESTUDO 

O Sr(a) ___________________________________________________________ está 

sendo convidado a participar deste estudo, que incluirá coleta de sangue para uso em 

pesquisa. 

EXPLICAÇÃO DOS PROCEDIMENTOS 

Será realizada a coleta de uma amostra de sangue de 50 (conquenta) mL, através de 

uma punção de veia periférica, utilizando-se material estéril e descartável. Este procedimento 

é semelhante à coleta de sangue para exames laboratoriais de rotina. 

Após a análise inicial, estas amostras ficarão armazenadas por 48 meses, para 

eventuais necessidades de realização de novas dosagens e/ou análises. Estas amostras estarão 

sob a responsabilidade do coordenador do estudo, Dr. Fernando Augusto Bozza. 

 

BENEFÍCIOS 

A sua participação no estudo não trará bnefícios diretos, no entanto pode trazer 

benefícios para o aumento do conhecimento a respeito da doença e para melhorias em 

diagnóstico e tratamento, pois o material colhido será utilizado em diversos testes que 

ajudarão a entender como ocorre a patologia e a progressão para as formas mais graves da 

Dengue. 

DESCONFORTOS E RISCOS 

Os desconfortos que podem ocorrer são aqueles relacionados a uma retirada normal de 

sangue para exame, como dor no local da punção venosa e formação de um hematoma local. 
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Este estudo não implica em qualquer modificação do tratamento empregado nem em 

administração de medicamentos experimentais. 

PARTICIPAÇÃO VOLUNTÁRIA NO ESTUDO 

A participação neste estudo é voluntária. Você pode se recusar a participar, bem como 

cancelar sua participação a qualquer momento do estudo. Esta decisão não afetará de 

nenhuma maneira os cuidados médicos que lhe serão oferecidos.  

CONFIDENCIALIDADE 

O seu nome não será mencionado em publicações ou relatórios produzidos para este 

estudo. Entretanto seu prontuário médico poderá ser consultado pelos profissionais 

envolvidos no estudo.  

SE VOCÊ TEM DÚVIDAS 

Se você tiver qualquer dúvida sobre o estudo, por favor, telefone para o Dr. Fernando 

Bozza no telefone 2562-1311. 
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CONSENTIMENTO PARA A PARTICIPAÇÃO NO ESTUDO 

A sua assinatura significa que você leu este formulário ou que ele foi lido para você, 

que lhe foram dadas todas as explicações sobre o estudo, que você recebeu respostas para as 

suas dúvidas, está satisfeito com as informações que lhe foram dadas e concordou com a 

participação no estudo.  

 

____________________________  ______________________  

Assinatura (Paciente)    Local e Data  

 

Se o paciente não é capaz de consentir: 

A sua assinatura, como representante legal do paciente, significa que você leu este 

formulário ou que ele foi lido para você, que lhe foram dadas todas as explicações sobre o 

estudo, que você recebeu respostas para as suas dúvidas, está satisfeito com as informações 

que lhe foram dadas e concordou com a participação do paciente no estudo.  

 

____________________________________ não é capaz de dar o seu consentimento.  

Nome do Paciente (em letra de forma) 

 

___________________________      __________________________  

Nome do Representante Legal  Grau de parentesco com o paciente        

(em letra de forma)                                     (em letra de forma) 

 

____________________________  ______________________  

Assinatura (Representante legal)             Local e Data 


