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RESUMO

SOUSA, C. M. Anadlise de fatores celulares e moleculares envolvidos na trombocitopenia
da infeccio pelo virus dengue. 2008. 111f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

As plaquetas na circulacdo normalmente ndo aderem ao endotélio vascular. Algumas vezes,
em resposta a distirbios na hemostasia por injdiria vascular ou a fatores imunoldgicos, as
plaquetas ativadas aderem as células endoteliais estimuladas. O aumento da aderéncia das
plaquetas ativadas as células do endotélio vascular estimuladas pode contribuir para a
trombocitopenia observada em muitas patologias inclusive na infeccao pelo virus dengue. Em
nosso estudo, verificamos um aumento na aderéncia das plaquetas em HUVEC e CHO,
transfectadas com genes dos receptores CD36, ICAM-1 ou VCAM-1 quando estas foram
infectadas pelo virus dengue sorotipo 3 ou estimuladas com sobrenadante de macréfagos
infectados pelo mesmo virus. Além da aderéncia plaquetéria foi avaliado, por citometria de
fluxo em CHO, a presenca dos receptores CD36, ICAM-1 e VCAM-1. Nossos resultados
sugerem que em uma infeccao pelo virus dengue a resposta imunoldgica do hospedeiro causa
distirbios na hemostasia que ocasionam um seqiiestro das plaquetas via moléculas de adesao
do endotélio vascular para o espaco pericapilar, contribuindo assim com a trombocitopenia e

em conseqiiéncia disto as hemorragias ocasionadas nesta virose.

Palavras chaves: dengue, trombocitopenia e plaquetas.



ABSTRACT

SOUSA, C. M. Analysis of the cellular end molecular factors involved in
thrombocytopenia in dengue virus infections. 2008. 111f. Thesis (Doctoral) — Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

Platelet in circulation normally does not adhere to the vascular endothelium. Some times, in
reply the riots in the hemostasis for vascular injury or immunological factors, platelets
activated adhere in stimulated endothelial cells. The increase of the adhesion of platelets
activated in stimulated cells of the vascular endothelium can also contribute for the
thrombocytopenia observed in much pathology, in infection for dengue virus, for example. In
our study, we verify an increase in the adhesion of platelets in HUVEC and CHO, transfected
with genes of receptors CD36, ICAM-1 or VCAM-1 when these had been infected by the
serotype 3 dengue virus or stimulated with supernatants of macrophages infected for the same
virus. Beyond the adhesion of platelets it was evaluated, for flow cytometry in CHO, the
presence of receptors CD36, ICAM-1 and VCAM-1. Our results suggest that in an infection
for the dengue virus affection the immunological reply of the host cause riots in the
hemostasis that cause a kidnapping of platelets it saw molecules of adhesion of the vascular
endothelium space to pericapillary it, thus contributing with the thrombocytopenia and in

consequence of this the hemorrhages caused in this infection.

Keywords: dengue, thrombocytopenia and platelets.
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1 - INTRODUCAO



1.1 — Consideracoes gerais sobre o virus dengue

A dengue € atualmente a doenga mais importante causada por um arbovirus no mundo,
as arboviroses sdo infecgdes virais provenientes de artrépodes. Anualmente as infeccdes com
o virus dengue vém ocasionando mais de 50 milhdes de casos de dengue cléssico,
aproximadamente 250 mil casos da dengue hemorrdgica/sindrome do choque da dengue
(DHF/DSS) e 2,5 a 3 bilhdes de pessoas correm o risco de contrair a infec¢io (GUBLER,
2004; BENTE; RICO-HESSE, 2006). Nos ultimos vinte anos tem sido observado um
aumento significativo na atividade epidémica, expansdo da distribuicdo geogréfica,
transmissdo continua de varios sorotipos e emergéncias de febre hemorrdgica em areas onde a
doenca ndo era prevalente.

A dengue ¢ a virose de transmissdo vetorial mais relevante em termos de morbidade e
mortalidade, sendo transmitida no repasto sanguineo pela fémea do mosquito do género
Aedes, principalmente o Aedes aegypti (FIGUEIREDO; BENEDITO In: FOCACCIA;
VERONES]I, 2002). Esta virose esta presente nos grandes centros urbanos de vdrias regioes
do mundo, principalmente em &reas tropicais e subtropicais, sob a forma de surtos epidemicos
de grande magnitude ou sob a forma hiperendémica, nos lugares onde ha um ou mais
sorotipos circulantes do virus (TEIXEIRA et al., 1999).

O virus dengue é esférico envelopado e com projecdes em sua superficie, onde a
proteina E € a maior proteina do envelope viral, € glicosilada e seus residuos de cisteina
formam pontes dissulfidricas que sdo importantes determinantes antigénicos. O virus dengue
classifica-se em quatro sorotipos antigenicamente distintos, denominados dengue sorotipo 1,

dengue sorotipo 2, dengue sorotipo 3 e dengue sorotipo 4 segundo Scherer (1968 apud

FOCACCIA; VERONESI, 2002), estando classificados como um complexo dentro da familia



Flaviviridae. Cada um desses sorotipos possui diversos gendtipos que diferenciam entre si por
variagdes na seqii€éncia de nucleotideos. Apesar da variagdao de nucleotideos ocorrer em todo o
genoma, essa variacdo é mais estudada nos genes que constituem a proteina E, do envelope
viral e, da junc@o dessa proteina com a proteina nao estrutural 1 (NS1) (CALISHER et al.,
1989), uma das sete proteinas ndo estruturais que € responsdvel pela maturacdo do virus,
sendo ainda responsdvel pela fixacdo do complemento (MACKENZIE et al., 1996). Os
virions maduros apresentam genoma viral constituido de RNA de fita simples com polaridade
positiva de aproximadamente 11 kilobases e com peso molecular de 3,3 x 10° daltons. Medem
aproximadamente 50 nm de diametro, apresentam capsideo de simetria icosaédrica e sao
envoltos por uma membrana lipoprotéica (HENCHAL; PUTNAK, 1990).

A infec¢do por qualquer um dos quatro sorotipos pode produzir manifestagdes que
variam desde uma sindrome viral inespecifica apresentando um quadro febril, at€é um quadro
grave e algumas vezes fatal de febre hemorrdgica, que € caracterizado por uma desordem na
hemostasia e aumento da permeabilidade vascular, ou ainda, a DSS, que sem um tratamento
adequado pode levar o paciente a 6bito em até seis horas. Segundo Tauil (2001). Sdo fatores
de risco para os casos graves: a cepa do sorotipo do virus infectante, o estado imunoldgico, a
concomitancia com outras doencas prévias por outro sorotipo viral da doenga, a idade e a
genética do individuo.

As manifestacdes da dengue podem se apresentar como infec¢des assintomadticas, mas
sdo os quadros graves da doenga hemorragica os principais responsaveis pelos altos indices de
morbidade e mortalidade, sendo uma das principais causas de mortalidade infantil no sudeste
asidtico. Nas Américas, sendo todos os grupos etdrios ainda suscetiveis, mesmo a forma
menos grave da doenca, a dengue € responsavel por uma grande perda econdmica, pois afeta
principalmente a populacdo economicamente ativa. Clinicamente as formas mais graves da

dengue sdo de dificil diagndstico, sendo confundidas com outras doengas caracterizadas por



distirbios da permeabilidade capilar (HENCHAL; PUTNAK, 1990). O extravasamento
vascular € uma marca na febre hemorragica da dengue, onde o endotélio vascular serve como
uma peneira molecular que a 4gua e pequenos solutos cruzam livremente, enquanto fica
restrita a passagem de moléculas maiores (MICHEL, 1998). Essa barreira vascular € essencial
para a manuteng¢do da concentragdo de proteinas no plasma assim como no fluido intersticial.

O pico da viremia nos estigios iniciais da infeccdo tem correlagdo com a fase mais
grave da doencga, e os fatores virais e do hospedeiro se apresentam como determinantes no
sucesso da replicacdo viral (VAUGHN et al., 2000). Ha consideragdes evidenciando que a
circulacdo prévia de anticorpos anti-dengue é um fator de risco predominante na
predisposicdo a DHF, aumentando a infec¢do via anticorpos dependente, pelo aumento da
penetracdo viral em células dispondo de receptores Fc, como por exemplo, os macréfagos
(HALSTEAD, 1988).

Os fatores responsaveis pelo aparecimento da dengue e da DHF, como um problema
de saude publica sdo apontados como sendo: as mudangas sociais, o aumento da densidade
demogréifica acompanhada de uma urbanizacdo descontrolada, o decaimento na infra-
estrutura da saide publica e a ndo implementagdo de um controle efetivo do mosquito nas
areas onde o dengue € endémico, principalmente nos paises tropicais em desenvolvimento
(GUBLER, 1987, GUBLER; CLARK, 1994; GUBLER,1997). Outro fator citado como
responsavel pela emergéncia global da dengue e da DHF seria o aumento das viagens aéreas
entre centros populacionais do mundo, como mecanismo de transporte do virus dengue ou de
outros patégenos incubados nos passageiros (GUBLER, 1987; GUBLER; CLARK, 1994;
RIGAU-PEREZ et al., 1994; GUBLER,1997).

O diagnéstico definitivo da infeccdo pelo virus dengue pode ser realizado hoje

somente em laboratdrio, pelo isolamento viral, detec¢do de antigenos virais € RNA em soro



ou tecidos do paciente, ou ainda, da deteccao de anticorpos especificos no soro dos individuos
contaminados (KING et al., 1991; GUZMAN; KOURI, 1996).

Cinco testes sorolégicos bésicos t€m sido utilizados para diagndstico da infeccdo por
dengue, inibicdo da hemaglutinacdo, fixacdo do complemento, teste de neutralizacdo, ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) tipo captura e sanduiche. Porém mesmo estes possuem
limitacdo, tal como, a necessidade de altos titulos de anticorpos especificos para
diagnosticarem a doencga. Além disto, os niveis de anticorpos na infec¢do por dengue apenas
comegam a ser detectado, em média apds o quinto dia do contdgio, inviabilizando desta forma

um precoce diagnodstico.

1.2 — Aspectos histéricos do virus dengue

O virus dengue e o virus da febre amarela foram uns dos primeiros microrganismos a
serem denominados virus e descritos como agentes filtrdveis e submicroscopicos em 1902 e
1907. Durante a primeira década do século XX, o virus dengue mostrou ser transmitido por
artrépodes, mas ndo foi isolado até o ano de 1943 (FIELDS et al., 2001). Somente mais tarde,
foi que se alcangou o conhecimento e a tecnologia necessdria para o desenvolvimento de
pesquisas laboratoriais com esses agentes. As primeiras evidéncias do ciclo de transmissdo do
dengue foram publicadas por Bancroft (1906 apud FOCACCIA; VERONESI, 2002), que
levantou a hipdtese do mosquito da espécie Aedes aegypti ser o vetor da infeccdo, o que
depois foi confirmado por Siler et al. (1926 apud FOCACCIA; VERONESI, 2002) e
Simmons et al. (1931 apud FIELDS et al., 2001). Com isso, foi possivel estabelecer os elos

epidemiolégicos envolvidos na transmissdo da doenga: mosquito infectado, homem



susceptivel, homem infectado, mosquito infectado novamente (MARTINEZ-TORRES, 1990
apud TEIXEIRA et al., 1999).

O isolamento do virus dengue s6 ocorreu na década de 40, por Kimura (1943) e por
Hotta (1944), tendo-se denominado esta cepa Mochizuki (HOTTA; KIMURA, 1952 apud
FIELDS, 2001). Sabin e Schlesinger em 1945 isolaram a cepa Hawaii, sendo que, neste
mesmo ano Sabin ao identificar outro virus em Nova Guiné, observou que as cepas tinham
caracteristicas antigénicas diferentes da primeira cepa isolada (SABIN, 1952 apud
FOCACCIA; VERONESI, 2002). Em 1956 no curso da epidemia pelo virus dengue no
sudeste asidtico, novos isolados apresentaram novamente caracteristicas antigénicas diferentes
(MARTINEZ-TORRES, 1990 apud TEIXEIRA et al., 1999).

Em 1968, ja havia milhares de isolamentos do virus dengue e uma grande confusdo em
relacdo a classificacdo dos mesmos. Foi quando Scherer sugeriu ao comité da Organizacao
Mundial da Saide a classificagdo do virus dengue em quatro tipos distintos, agrupados com
base na relagdo antigénica entre eles, assim denominou-se as primeiras cepas descritas
sorotipo 1, a cepa da Nova Guiné sorotipo 2 e aos isolados no sudeste asidtico como sendo

sorotipos 3 e 4 (SCHERER, 1968 apud FOCACCIA; VERONESI, 2002).

1.3 — Aspectos epidemiolégicos

Nas Américas, o Aedes aegypti € o Unico transmissor do virus dengue com
importancia epidemiolégica. Esta espécie de mosquito é originaria da Africa, onde se adaptou
ao ambiente doméstico criado pelo homem, tornando-se antropofilico (DYE, 1992 apud

TEIXEIRA et al., 1999). As larvas do mosquito vetor sdo encontradas em depositos artificiais



de 4gua, tais como caixas d’dgua, pneus, garrafas, enfim tudo que acumule dgua. Estas
caracteristicas de adaptacdo do vetor permitiram que se tornassem abundantes nas cidades e
facilmente transportados para outras dreas por meio de transportes terrestres, aéreos ou
maritimos, o que fez que aumentasse a sua competéncia vetorial, ou seja, sua habilidade em se
infectar, se reproduzir e transmitir o virus dengue (ROSEN, 1988).

O Aedes albopictus é uma espécie oriunda das selvas asidticas e até recentemente
restrita aquele continente, nos ultimos anos disseminou-se pelas Américas através do
transporte maritimo intercontinental (RODHAIN et al. apud TEIXEIRA et al., 1999).

A distribui¢do e a freqii€ncia das infec¢des pelo virus dengue estdo intrinsecamente
relacionadas com a plasticidade de adaptagdo do Aedes aegypti ao ambiente habitado pelo
homem, e distingue-se de outras doencas infecciosas e parasitdrias, pois sua ocorréncia nao
estd relacionada com mdés condigdes sociais e econdmicas das populacdes (BARRETO et al.,
1994; TEIXEIRA et al., 2003).

E complexa a inter-relacio dos fatores envolvidos na dinimica da circulagio dos

quatro isotipos do virus dengue, o que gera incertezas sobre os determinantes das suas

apresentacoes epidemioldgicas.

1.4 — Patogenia da dengue e quadro clinico

Em criancas mais velhas e adultos jovens a infeccdo com o virus dengue
freqlientemente produz uma sindrome caracteristica referida como dengue classico, que
apresenta febre alta, acompanhada de cefaléia, dor retrocular, mialgias, artralgias afetando os

punhos, dedos, tornozelos e artelhos, embora as articulagdes maiores também possam ser



atingidas; algumas vezes cursa com anorexia, nduseas e vomito (WATERMAN; GUBLER,
1989; HAYES; GUBLER, 1992). Observa-se também, o aparecimento de manifestacoes
hemorragicas leves ou graves, tais como exantema, epistaxe e petéquias apds o terceiro dia,
sendo proeminente no térax, no dorso, nos bracos e nas pernas (KURANE et al., 1992;
MONATH; HEINZ, 1996 apud FIELDS, 2001). A fase aguda dura de 3 a 7 dias, porém, a
convalescenga pode-se prolongar por semanas e estar associada com prostragdo e depressao,
especialmente em adultos.

Acredita-se que existam duas formas opostas de resposta imunolégica ao virus dengue,
a primeira previne e propicia a recuperacdo nas infec¢des e a segunda relaciona-se a
imunopatologia da dengue hemorragica (HALSTEAD, 1988).

A primeira forma de resposta esta relacionada com a infec¢do primdria pelo dengue
que estimula a producao de anticorpos do isotipo IgM, detectdveis a partir de 2 a 3 dias apds o
inicio dos sintomas, atingindo um nivel mais elevado por volta de 7 a 8 dias e a partir dai
sofre um lento declinio, passando a ndo ser mais detectado apds alguns meses. A partir do
quarto dia apds o inicio dos sintomas os anticorpos do isotipo IgG sdo observados em baixos
niveis, mas elevam-se gradualmente atingindo altos valores em 2 semanas € mantém-se
detectdveis por vdrios anos, conferindo imunidade contra o sorotipo do virus infectante,
provavelmente por toda vida.

A segunda forma da resposta imunoldgica ao virus dengue é paradoxal, pois prejudica
o hospedeiro previamente infectado, sendo responsavel pela DHF/DSS, esta resposta, a base
de IgG, ndo € restrita a anticorpos neutralizantes do virus, mas sua afinidade € suficiente para
fixar a particula viral e facilitar sua penetracdo em células através do receptor Fc (KURANE
et al, 1992; HALSTEAD, 1971 apud FOCACCIA; VERONESI, 2002; WELSH;

ROTHMAN, 2003).



Alguns individuos infectados com o virus dengue desenvolvem uma sindrome grave e
algumas vezes fatal. O quadro clinico da DHF inicia-se de forma similar ao dengue cléssico.
Os fendmenos hemorragicos surgem no segundo ou terceiro dia da doenca, com petéquias na
face, véu palatino, axilas e extremidades. Podem ainda ocorrer purpuras e grandes equimoses
na pele, epistaxes, gengivorragias, metrorragias e hemorragias digestivas moderadas. A
esplenomegalia, hematémese e dor abdominal indicam mal progndsticos, com provavel
evolugdo para choque (SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE DO RIO DE JANEIRO,
1988).

Os sintomas relacionados a DSS costumam surgir entre o terceiro e o sétimo dia da
doenca, mantendo-se neste estado critico por 12 a 24 horas. Os pacientes mostram-se agitados
e em alguns casos refere a dor abdominal, posteriormente tornam-se letargicos, sem febre e
com sinais de insuficiéncia circulatéria como: pele fria, manchada e congestionada, cianose
perioral, pulso rdpido e sudorese fria. A pressdo arterial torna-se convergente, baixa ou
imensuravel. Instala-se a acidose metabdlica e a coagulacdo intravascular disseminada, com a
auséncia de tratamento o 6bito costuma ocorrer de quatro a seis horas (NOGUEIRA et al.,
1991; VASCONCELOS et al.,, 1994). A DHF/DSS tem como base fisiopatolégica uma
resposta imunoldgica andmala envolvendo leucdcitos, citocinas € imuno-complexos,
causando aumento da permeabilidade por md funcao do endotélio vascular, sem destrui¢cao do
mesmo, mas com queda da pressdo arterial e manifestacdes hemorragicas associadas a
trombocitopenia (HOBER et al., 1993).

A patogénese da forma hemorrdgica da dengue ndo estd bem definida e vdrias
hipéteses existem (Figura 1). A maior aceitacdo refere-se a um fendmeno denominando
“aumento da infec¢do mediada por anticorpos” fendmeno comum a outras infecgdes virais,
como por exemplo, a infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana adquirida (TAKEDA;

ENNIS, 1990). Esta hipétese defende a idéia de que anticorpos adquiridos em infeccdes



prévias por um determinado sorotipo do virus dengue ndo seriam neutralizantes ou teriam
titulos muito baixos para eliminarem o sorotipo responsavel pela atual infeccdo. Estes
anticorpos se ligariam a outros epitopos do sorotipo responsavel pela infeccao atual, comuns
aos 4 sorotipos virais, formando entdo, complexo virus-anticorpo que facilitaria a penetragao
do virus nas células monocitdrias, células alvo em nosso organismo para replicacdo viral (LEI
et al., 2001). A facilidade de penetragdo do virus nestas células resulta em uma maior carga
viral, maior intensidade da resposta imunoldgica a esta infec¢do, com aminas vasoativas e em
conseqii€éncia sintomas mais graves da doenca (HALSTEAD, 1988).

Tém sido publicados estudos bem conduzidos que suportam o conceito do
envolvimento do sistema imunoldgico na patogénese da infec¢do pelo virus dengue que
resulta na forma hemorragica da doenca (HOBER, et al.,1993; BETHELL et al., 1998). Foi
sugerido que citocinas e mediadores quimicos como fator de necrose tumoral (TNF),
interleucina (IL)-1, IL-2, IL-3, interferon-y (IFN-vy), fator de ativag¢do plaquetaria (PAF), C3a,
C5a e histamina, produzidos pelos linfocitos ativados e/ou mondcitos infectados, estdo
envolvidos nos mecanismos imunopatogénicos que induzem o aumento da permeabilidade
vascular observada em pacientes com dengue hemorrdgica (HOBER, et al.,1993; BETHELL
et al., 1998). Rothman e Ennis (1999) propuseram um modelo de imunopatogénese com base
nessas observacdes. Nesse modelo, infec¢des por virus dengue de mondcitos/macréfagos sao
aumentadas pelo fendmeno do ADE (aumento dependente de anticorpo) e facilitada pela
sintese de IFN-y por linfécitos T CD4+ virus especifico, que aumenta a expressdo de
receptores Fc. Quanto maior o nimero de mondcitos/macréfagos infectados, maior ativagao
de linfécitos T, portanto, niveis maiores de citocinas e mediadores quimicos. O efeito
sinergista dessas proteinas induz o aumento da permeabilidade vascular, extravasamento

plasmético e disfun¢do do sistema de coagulagdo, conduzindo a hemorragias.
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Figura 1. Imunopatologia da DHF/DSS (FIOCRUZ, 2007).



1.5 — Endotélio vascular

O endotélio vascular foi considerado durante muitos anos como uma simples barreira
entre o sangue e os tecidos vizinhos. Além do endotélio atuar como uma membrana
semipermedvel, permitir o transporte de macromoléculas do sangue para o espaco intersticial,
atualmente, é reconhecido como um sensor de mudangas das for¢cas hemodinamicas e da
concentracdo de hormodnios circulantes ou de substancias vasoativas locais. Em resposta a
estimulos, as células endoteliais sintetizam e liberam diversas substancias biologicamente
ativas. Os produtos de secrecdo endotelial atuam como sinais quimicos que possibilitam a
comunicacdo das células endoteliais ndo apenas entre si, mas também com células do sangue,
estabelecendo uma importante inter-relagao funcional. Por meio de seus produtos de secrec¢ao,
o endotélio vascular participa na regulacio do tonus e da permeabilidade vascular, na
hemostasia, em respostas proliferativas de células e em mecanismos de defesa como as
respostas inflamatéria e imunoldgica (Figura 2). Todas essas propriedades funcionais nos
obrigam a considerar que as alteracdes na funcdo do endotélio, como mecanismos
fisiopatoldgicos, sdo cruciais no desenvolvimento das doencas.

O endotélio mantém um delicado equilibrio entre os fatores que regulam a agregacao
plaquetdria, a coagulacdo e a fibrindlise. A célula endotelial inibe a agregacdo plaquetéria
mediante a liberacdo de 6xido nitrico e de prostaciclina, que diminuem o Ca®* citosélico das
plaquetas (MONCADA et al., 1976). As plaquetas circulantes no sangue permanecem
inativas, portanto, ndo interagem com o endotélio integro. Este fato é importante para a
manuten¢do da adesdo plaquetdria. Em condicdes normais as células endoteliais ndo atuam
como uma superficie trombogénica, mas em certas condi¢des, essas células provocam um

aumento da aderéncia das plaquetas (RODGERS, 1988). As células endoteliais lesadas



secretam o fator de von Willebrand, que leva a ativagao das plaquetas e consequentemente sua
adesdo ao endotélio.

O endotélio participa ativamente no desenvolvimento da resposta inflamatéria. Os
fatores inflamatérios aumentam a sintese de proteinas de adesdo na membrana da célula
endotelial como as selectinas, as moléculas de adesdo intercelular (ICAM) e as moléculas de
adesdo da célula vascular (VCAM). Estas moléculas atuam como receptores que fixam
leucécitos. Os leucdcitos aderidos sdo ativados, liberam substancias como anion superoxido,
que estimula a sintese de moléculas de adesdo, que dessa forma migram para o espago
subendotelial em resposta a estimulos quimiotaticos (LUSTER, 1998).

O aumento da permeabilidade vascular, que leva a migracao celular, também favorece
o escape de um liquido rico em proteinas (exsudato) para o intersticio, esta ¢ a marca
registrada da inflamacdo aguda. A perda de liquido rico em proteina a partir do plasma reduz
a pressdo osmotica intravascular e aumenta a pressdo osmotica intersticial. Este fendmeno
leva a uma acentuada fuga de liquidos e seu acimulo no espaco intersticial.

A reorganizacgdo citoesquelética e juncional ou retragdo endotelial, resulta em lacunas
interendoteliais, que podem ser induzidas in vitro por mediadores citocinicos, como a IL-1, o
TNF e o IFN-y (BRETT et al., 1989). Estas citocinas geram uma reorganizagdo estrutural do
citoesqueleto, de tal modo, que as células endoteliais se retraem umas em relagdo as outras ao
longo de suas jungdes; este fato conduz a perda de continuidade endotelial. Em contraste ao
efeito da histamina, que € imediata e dura cerca de 15 a 30 minutos, essa resposta € um pouco
tardia, perdurando por mais tempo.

O extravasamento do plasma prolongado e tardio que ocorre através da
descontinuidade endotelial é relativamente comum, envolvendo tanto as vénulas quanto os
capilares. Este tipo de aumento da permeabilidade pode ser provocado por certas toxinas

bacterianas, por exemplo. Também caracterizado por uma desordem na hemostasia e aumento



da permeabilidade vascular, sdo as manifestagdes clinicas presentes na infec¢do pelo virus
dengue. O mecanismo subjacente a este tipo de extravasamento nao foi esclarecido,
possivelmente seria o resultado de um efeito direto do agente agressor, que pode conduzir

uma lesao celular tardia ou dos efeitos das citocinas inflamatorias.
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Figura 2. Esquema do endotélio onde foi perdida a regulacdo da permeabilidade vascular e da
hemostasia, em funcdo de uma resposta inflamatéria e imunolégica (UTMB, 2007).



1.6 — Moléculas de adesdao

A aderéncia e a transmigracdo celular sdo, em grande parte, determinadas pelas
ligacdes entre moléculas de adesdo complementares nos leucécitos e nas células endoteliais e
os mediadores quimicos, fatores quimiotaticos e algumas citocinas, afetam estes processos por
promoverem uma modulacdo na expressdao superficial ou na avidez destas moléculas de
adesdo (COCHRANE; GIMBRONE, 1992; COTRAN, 1993).

Os receptores de adesdo envolvidos pertencem a trés familias de moléculas, as
selectinas, as integrinas e as imunoglobulinas (SPRINGER, 1994).

As selectinas, assim denominadas por se caracterizarem por um dominio extracelular
na extremidade N-terminal, relacionado com as lectinas que ligam actcares presentes em
células de mamiferos consistem em: E-selectina, também conhecida como ELAM-1, fica
confinada ao endotélio; P-selectina, também denominada GMP140, est4 presente no endotélio
e nas plaquetas; L-selectina, também denominada LAM-1, estd presente na maioria dos
leucdcitos. As selectinas P e E se ligam, através de seu dominio selectina, a oligossacarideos,
que por sua vez, fazem ligacdes covalentes com diversas glicoproteinas da superficie celular.
A L-selectina se liga a glicoproteinas semelhantes a mucina (GLiCAM-1 e CD34).

Da familia das imunoglobulinas incluem-se duas moléculas de adesdo endotelial:
ICAM-1 e VCAM-1, sendo que ambas interagem com integrinas.

As integrinas sdo glicoproteinas heterodiméricas adesivas, compostas por cadeias alfa
e beta, que também atuam como receptores para a matriz extracelular. Os principais
receptores de integrina para ICAM-1 sdo as P,-integrinas LFA-1 e MAC-1 (CD11a/CD18 e

CD11b/CD18) e para a VCAM-1, a B;-integrinaVLA-4 (04f;-integrina) (Figura 3).



A P-selectina se redistribui normalmente na membrana de granulacdes endoteliais
intracitoplasmaticas especificas, sdo os denominados corptsculos de Weibel-Palade. Ao ser
estimulada pela histamina, trombina ou PAF, a P-selectina é rapidamente redistribuida na
superficie da celula (Bevilacqua, 1993). Este processo ocorre em questdo de minutos no
sangue circulante e serve para levar moléculas de adesdo pré-formadas, logo que elas sejam
necessarias a superficie.

Alguns mediadores da inflamagdo, em especial as citocinas IL-1 e TNF, induzem a
sintese de moléculas de adesdao endotelial. Este processo exige a sintese de novas proteinas e
costuma iniciar-se ap6s 1 a 2 horas (POBER; COTRAN, 1990). A E e P-selectinas, por
exemplo, ndo estdo presentes no endotélio normal, sdo induzidas pela IL-1 e TNF, duas
citocinas derivadas de macréfagos. O pico desta indugado € atingido ap6s 4 a 6 horas, e a E-
selectina medeia a adesdo dos neutréfilos através da ligacao a seus receptores. Estas mesmas
citocinas também aumentam a expressao da ICAM-1 e VCAM-1, que se encontram presentes
em baixas quantidades no endotélio normal.

O aumento da avidez da ligacdo € o mecanismo de maior relevancia na interacao das
integrinas. A LFA-1, por exemplo, estd normalmente presente nos neutréfilos, mondcitos e
linfécitos, mas ndo adere a seu ligante ICAM-1 no endotélio. Quando os neutréfilos sio
ativados por agentes quimiotdticos ou por outros estimulos, a LFA-1 € convertida de um
estado de baixa afinidade para um de alta afinidade de ligacdo em relacdo a ICAM-1, em
virtude de uma alteracdo na conformacdo da molécula. Durante a inflamacdo, a maior
afinidade da LFA-1 no leucdcito ativado, associado ao aumento da expressao da ICAM-1 no
endotélio, induzida pelas citocinas, cria condicdes para uma forte ligacdo entre LFA-1 e
ICAM-1 gerando uma firme adesdo ao endotélio (TRAVIS, 1993). Os neutréfilos, mondcitos,

eosindfilos e diversos tipos de linfécitos empregam moléculas diferentes na adesdo e esta



adesividade pode ser modulada pelo estado de ativacdo do leucécito e do endotélio
(BUTCHER, 1991).

A molécula de adesdo CD36 € uma glicoproteina presente em plaquetas, mondcitos
maduros, macrofagos e células endoteliais. Tem como fungdes conhecidas a participacdo na
fagocitose das células apoptéticas e a adesdo plaquetdria. Trabalhando com um modelo
murino de maldria cerebral, Wassmer et al. (2004), sugerem que as plaquetas servem de ponte
ligando o eritrécito infectado com a célula endotelial via molécula de adesao CD36 no
processo de seqiiestro observado na infec¢do por Plasmodium falciparum. Observagdes in
vitro, reforcam essa teoria, mostrando uma quantidade significantemente menor do seqiiestro
de eritrocitos infectados na placenta (GYSIN et al., 1999; FRIED; DUFFY, 1996; BEESON
et al., 1999), resultado explicado pelos autores pela auséncia de CD36 no sinciciotrofoblasto

(GYSIN et al., 1999; MAUBERT, 1997).
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Figura 3. Esquema das moléculas de adesdo de células endoteliais e seus principais receptores
(CBRINSTITUTE, 2007).



1.7 - Trombocitopenia

A reducdo do numero de plaquetas constitui uma causa importante de hemorragias
generalizadas. A contagem plaquetdria normalmente se situa entre 150.000 e 300.000 por
mm®, e uma contagem inferior a 100.000 plaquetas por mm’ geralmente é considerada como
uma trombocitopenia. Entretanto, a hemorragia espontinea sé fica evidente quando a
contagem cai abaixo de 20.000 plaquetas por mm”.

Faz-se necessdrio reiterar que as plaquetas sdo vitais para a hemostasia quando
constituem tampdes tempordrios e participam na reagdo de coagulagdo. Assim, a
trombocitopenia caracteriza-se principalmente por sangramento, em geral partindo de
pequenos vasos. As localizagdes comuns destas hemorragias sdo a pele e as mucosas dos
tratos gastrintestinal e geniturindrio, onde o sangramento costuma se associar com o
desenvolvimento de pequenas petéquias. O sangramento intracraniano € outro perigo em
pacientes trombocitopénicos com plaquetometrias acentuadamente baixas.

As muitas causas de trombocitopenia podem ser classificadas segundo quatro
principais categorias: reducdo da producdo de plaquetas, reducdo da sobrevida plaquetdria,
dilucional e seqiiestro.

Existem evidéncias que correlacionam a trombocitopenia e infeccdes virais. A
trombocitopenia pds-viral aguda pode desenvolver-se em criangas apds recuperagdo de um
exantema viral ou infec¢c@o das vias respiratdrias superiores. Por motivos que ainda ndo foram
totalmente esclarecidos, algumas espécies de virus induziriam a formacdo de anticorpos
antiplaquetédrios, que conduziriam a uma auto-imunidade plaquetdria. Ao contrario da

trombocitopenia idiopdtica auto-imune, a doenca € auto limitada e se resolve

espontaneamente em 4 a 6 semanas.



A trombocitopenia pode surgir de modo imprevisivel em qualquer paciente que
apresente uma esplenomegalia acentuada, quadro clinico denominado hiperesplenismo.
Normalmente, o bago seqiiestra entre 30 a 40 % da massa de plaquetas circulantes e, quando
aumenta, chega a seqiiestrar até 90 % do total de plaquetas.

Segundo alguns investigadores, a perturbacao do endotélio tem importancia primordial
na patogenia de algumas doengas que cursam com trombocitopenia (RUGGENENTI;
REMUZZI, 1991). Em apoio a isso, foram documentadas vérias anormalidades, inclusive a
reducgdo na sintese de prostaciclina e um déficit da geracao de 6xido nitrico, os quais impedem
a agregacao plaquetdria e causam vasodilatacdo. Postula-se que a alteracdo endotelial também
seja excepcionalmente responsavel pelo aumento na quantidade do fator de von Willebrand
circulante. Estes fatores podem causar agregacdo patoldgica de plaquetas e predispor a
trombose na microcirculacao ou o desenvolvimento de uma miriade de agregados plaquetarios

que induz a trombocitopenia.

1.8 — Adesao plaquetaria

Em condi¢des fisiolégicas normais, as plaquetas circulantes ndo interagem com o
endotélio ndo ativado (MAY et al., 1999). Se por algum motivo o endotélio sofre alguma
alteracdo, este pode levar a um efeito imediato de adesdao plaquetdria e agregacdo no local da
injuria (CLEMETSON, 1999). O mecanismo molecular envolvido na interacdo plaqueta-
endotélio ndo foi totalmente identificado, mas existem algumas evidéncias que glicoproteinas
plaquetdrias (GP) IIb/Illa (integrina ollbB3) (LI et al., 1996; BOMBELI et al., 1998),

PECAM-1 (ROSENBLUM et al., 1996), fibrinogénio (MASSBERG et al., 1999), e a



integrina f1 (BOMBELI et al., 1999) estdao envolvidas neste processo, dependente da ativagao
endotelial. Em adi¢do, diferentes receptores estdo envolvidos de acordo com o estado de
ativacdo da plaqueta.

Trabalhando a interacdo de plaquetas com vénulas de mesentério de camundongo
André et al. (2000), demonstraram que quando os vasos eram estimulados com célcio, este
induzia dentro de 15 segundos, a adesdo plaquetdria e a translocacdo sem a formagdo de
agregados. Do inicio ao final do processo levava o tempo méximo de 1 minuto, quando
aproximadamente 25.000 plaquetas aderiam em 1 mm’ a interacio diminuia
progressivamente. Este processo de adesdo plaquetdria era dependente do fator de von
Willebrand e independente de P-selectina. A andlise histolégica desse experimento
demonstrou que as células endoteliais das vénulas ndo apresentavam alteragdes morfoldgicas
sugerindo que as plaquetas aderem pela secrecdo do fator de von Willebrand e pela face
luminal das células endoteliais. O tratamento das células endoteliais com histamina mostrou
uma adesdo similar. A adesdo plaquetdria ndo diminuia quando as plaquetas eram tratadas
com anticorpos anti-PECAM-1 ou anti-PSGL-1, indicando que essas moléculas ndo estdo
envolvidas na interagdo plaqueta-endotélio. Ainda o mesmo trabalho mostrou que a adesao
era mediada pela GPIba, porque as plaquetas murinas utilizadas expressavam exclusivamente
a GPIbo humano, e quando as plaquetas eram tratadas com uma protease de veneno de
serpente que cliva GPIba, diminuia drasticamente a concentragdo plaquetdria ao longo do
Vvaso.

Lagadec et al. (2003), usando plaquetas humanas ou plaquetas murinas e CD477,
demonstraram que CD47 expressa nessas plaquetas contribui significantemente para a adesdo
plaquetaria quando as células endoteliais sdo estimuladas com TNF-a. As moléculas CD36 e
GPIba estdo também envolvidas, visto que as plaquetas quando sdo bloqueadas com

anticorpos monoclonais contra estes receptores diminui a adesao plaquetaria.



HUVEC infectada com virus dengue 2, em comparagdo com as células estimuladas
com lipopolissacarideo apresentaram um aumento significante na adesdo das plaquetas, estes
dados demonstram que as plaquetas aderem em HUVEC infectadas com o virus dengue e esta
interacdo pode contribuir com a trombocitopenia observada durante a infeccdo
(KRISHNAMURTI et al., 2002).

A diminuicdo da fun¢@o e do nimero das plaquetas contribui para uma forma mais
grave de algumas infec¢des causadas por virus, como a por virus dengue, por exemplo, onde
uma caracteristica predominante € a trombocitopenia. Em pacientes com a febre hemorrégica
da dengue, estudos de biopsia ndo revelaram injuria nas células endoteliais (HALSTEAD,
1989), caracterizando o aumento da permeabilidade vascular como uma conseqiiéncia da acdo
de mediadores infamatérios devido a resposta imune a infec¢do pelo virus.

Dessa forma a alteracao do endotélio pode ser o principal fator envolvido no aumento
da permeabilidade vascular e na trombocitopenia da infec¢do ocasionada pelo virus da
dengue. Diante disso, nossa proposta € utilizar um modelo in vitro de endotélio para

identificar a cinética das moléculas de adesdao durante a infec¢do pelo virus dengue 3 ou o

estimulo com o sobrenadante de macréfagos infectados por dengue 3.



2-OBJETIVOS



A diminuicdo da fun¢do e do nimero das plaquetas contribui para uma forma mais
severa de algumas infecgdes virais, como a febre hemorragica da dengue, onde uma
caracteristica predominante é a trombocitopenia. Uma das hipdteses seria a interacdo das
plaquetas com o endotélio vascular provocada pela infec¢do viral. No presente trabalho, nos
propusemos elucidar alguns aspectos da adesdo plaquetdria associada a infec¢@o pelo virus da
dengue utilizando um modelo in vitro de endotélio e moléculas de adesdo vascular. Assim os
objetivos especificos deste trabalho foram:

1 — Verificar se o virus dengue foi capaz de infectar células provenientes da veia umbilical
humana;

2 — Verificar se ocorreu um aumento da adesdo plaquetaria em células provenientes da veia
umbilical humana infectadas com o virus dengue;

3 — Verificar se ocorreu um aumento da adesdo plaquetdaria em células provenientes da veia
umbilical humana expostas ao sobrenadante de macréfagos infectados com o virus dengue;

4 — Verificar se o fendmeno pode ser reproduzido em modelo celular utilizando a linhagem
CHO transfectada com os receptores de adesdo celular CD36, ICAM-1 ou VCAM-1 e
infectadas com o virus dengue e,

5 — Verificar se ocorreu um aumento da adesdo plaquetdria na linhagem CHO transfectada
com os receptores de adesdo celular CD36, ICAM-1 ou VCAM-1, e expostas ao sobrenadante

de macréfagos infectados com o virus dengue.



3 - MATERIAIS E METODOS



3.1 — Virus

O virus dengue sorotipo 3 (DENV-3), provenientes da viroteca do Laboratério de
Virologia do Centro de Pesquisa em Medicina Tropical (CEPEM), foram previamente
isolados de pacientes com dengue (VIEIRA et al., 2007), e gentilmente cedidos pelo Professor

Doutor Weber Cheli Batista.

3.2 - Obtencao e manutencao das células da veia umbilical humana

As células endoteliais foram isoladas da veia do corddo umbilical humano como
descrito por Jaffe et al. (1973). Apds a obtencdo de 25 cm de corddo umbilical humano
proveniente de uma cesariana, o cordao umbilical foi lavado externamente com dgua e sabao
anti-séptico antes de ser armazenado na solucdo tampado de corddo onde foi mantido de 2 a 8
°C por 24 horas. A solugdo tampdo de corddo foi preparada com 80 g de NaCl, 1,4 g de
Na,HPO,, 0,2 g de KH,PO4, 3 g de KCl, 20 g de glicose e 20 g/ml de albumina humana
(Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), e a esta mistura foi acrescentado 800 ml de dgua
deionizada. O pH foi acertado para 6,5, o volume foi completado para 1000 ml, a solugdo foi
filtrada com uma membrana de nitrocelulose de poro de 0,22 um de diametro (TPP,
Switzerland) e armazenada de 4 °C. No momento do uso a solu¢do tampdo de corddo foi
diluido 10 vezes e refiltrado.

No laboratério o corddo umbilical foi transferido para uma placa de petri e suas

extremidades foram clampadas (Cientific, Brasil), o corddao foi colocado em um copo de



Béquer contendo dlcool a 70 % por 30 segundos. As extremidades com clamp foram cortadas
e o cordao umbilical foi lavado com solu¢do tampao salina fosfato (PBS). Uma das
extremidades da veia do corddo umbilical foi canulada e a veia lavada com a solug¢do tampao
de corddao, em seguida a outra extremidade do corddao foi clampada e pela extremidade
canulada foi adicionado a veia 200 U/mg de colagenase tipo 1 (Sigma Aldrich Co., St. Louis,
MO, USA) diluida em solu¢do tampao de corddo e outro clamp foi colocado nesta
extremidade do corddao umbilical. Na seqiiéncia o cordao umbilical foi colocado em um frasco
contendo soluc¢do tampdo de cordio e foi colocado a 37 °C por 30 minutos. Apés este passo o
corddo umbilical foi colocado em uma placa de petri e as extremidades foram cortadas para a
retirada dos clamps. A veia foi canulada novamente e lavada com meio RPMI-1640 (Sigma
Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) suplementado com 5 % de soro fetal bovino (SFB)
(Cultilab, Campinas, SP, Brasil). A suspensdo celular foi recolhida em um tubo de 50 ml, e
centrifugada a 400 g por 10 minutos. O precipitado celular foi suspenso em 10 ml do meio de
cultura. A suspensdo celular foi transferida para uma garrafa de cultura de 25 cm’® (TPP,
Switzerland) e incubada a 37 °C a 5% de CO, por aproximadamente 7 dias.

O meio utilizado para o cultivo das células endoteliais da veia umbilical humana
(HUVEC) foi o meio RPMI-1640 (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) suplementado
com 20% de SFB, previamente inativado a 56 °C por 30 minutos, (Cultilab, Campinas, SP,
Brasil), 100 U/ml de penicilina (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), 100 pg/ml de
estreptomicina (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), 90 U/ml de heparina (Sigma
Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), 1 pg/ml de hidrocortizona (Sigma Aldrich Co., St. Louis,
MO, USA), 2 ul/ml de fluconazol (Hipolabor Farmacéutica Ltda., Borges Sabard, MG,
Brasil), 0,1 % de gelatina (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), 10 ng/ml de fator de
crescimento de células endoteliais (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), 10 ng/ml de

fator de crescimento de endotélio vascular (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) e 10



ng/ml de fator de crescimento epidermal (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA). O meio
completo foi filtrado em membrana de nitrocelulose de poro 0,22 um de diametro (TPP,

Switzerland) e armazenado a 4 °C. O meio da cultura celular foi trocado a cada 2 dias.

3.3 - Células de ovario de hamster

As linhagens celulares especiais utilizadas em nossos experimentos foram cedidas
gentilmente pelo Doutor Arthur Scherf do Instituto Pasteur, Franca. A linhagem original da
célula ovariana de hamster (CHO) expressa o receptor sulfato de condroitina A (CSA). A
linhagem CHO745 ndo expressa o receptor de CSA (ESKO et al., 1985; ESKO et al., 1987),
pois o gene da via de biossintese de CSA foi nocauteado. Por técnica de transfeccdo, na
linhagem CHO745, foram introduzidos genes que sdo responsdveis pela expressao dos
receptores, CD36, molécula de adesdo da célula vascular-1 (VCAM-1) ou molécula de adesao

intercelular-1 (ICAM-1) (HASLER et al., 1993). Como observado na tabela 1.

Tabela 1 — Perfil das linhagens CHO utilizadas.

Linhagem Celular  Transfeccio  Fendétipo

CHO/CD36 + gene CD36 CD36
CHO/ICAM-1 + gene ICAM-1 ICAM-1
CHO/VCAM-1  +gene VCAM-1 VCAM-1

CHO745




O meio utilizado para o cultivo das CHO foi o meio RPMI-1640 (Sigma Aldrich Co.,

St. Louis, MO, USA) conforme descrito anteriormente para as HUVEC.

3.4 - Separacao de células mononucleares de sangue periférico por densidade

Foi coletado 20 ml de sangue periférico humano de 4 doadores sauddveis em tubo de
coleta contendo heparina (Becton Dickinson, Plymouth, UK, USA). O sangue heparinizado
foi centrifugado a 400 g por 10 minutos. Em seguida com o auxilio de uma pipeta Pasteur, o
plasma, a camada de células brancas sobre as hemadcias e um pouco de hemécias foram
coletados, diluidos e homogeneizados em PBS na propor¢ao de 1 para 1 em um volume final
de 10 ml. Em outro tubo acrescentou-se 1 por¢ao de ficoll (Amersham Biosciences, Sweden)
para 2 por¢des da suspensdo sangiiinea em um volume final de 9 ml. A suspensdo sangiiinea
foi escorrida vagarosamente pela parede do tubo sobre o ficoll com auxilio da pipeta Pasteur.
Os tubos foram centrifugados por 30 minutos a 400 g. Apds centrifugacdo coletou-se a por¢cao
opaca, anel de células mononucleadas, e transferiu-se para um novo tubo onde foi adicionado
o volume 5 vezes maior de PBS e centrifugado a 400 g por 10 minutos, o sobrenadante foi
desprezado e a lavagem foi repetida. O precipitado celular foi suspenso em 5 ml do meio de
cultura e transferido para uma garrafa cultura com 25 cm’ (TPP, Switzerland) que foi

incubada a 37 °C a 5% de CO,.



3.5 - Obtencao de macroéfagos a partir de mondécitos

De acordo com Pryor et al. (2001), mondcitos de 2 doadores diferentes foram
selecionados a partir de células mononucleares de sangue periférico por aderéncia em garrafa
de cultura. Apods 3 horas de incubagdo as células mononucleares nao aderidas foram retiradas
e as células aderidas foram lavadas rigorosamente com PBS. Estas células aderidas foram
cultivadas em meio RPMI-1640 (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) suplementado com
10% de SFB, previamente inativado a 56 °C por 30 minutos, (Cultilab, Campinas, SP, Brasil),
100 U/ml de penicilina (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), 100 ug/ml de
estreptomicina (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) e 10 % de soro humano (SH). O
meio completo foi filtrado em membrana de nitrocelulose de poro de 0,22 um de didmetro
(TPP, Switzerland) e armazenado a 4 °C. As células foram mantidas a 37 °C a 5% de CO,. De
acordo com Pryor et al. (2001), apds 5 dias de cultivo as células mononucleares diferenciadas

em macréfagos sao de 85 % a 90 % e estdo prontas para a infecc¢ao.

3.6 - Obtencao de soro humano

Foram coletados 20 ml de sangue periférico humano de um doador sauddvel e nao
fumante em tubo de vidro (Becton Dickinson, Plymouth, USA). O sangue foi centrifugado a
1200 g por 10 minutos, o soro foi coletado e inativado a 56 °C por 30 minutos. Em seguida,
foi filtrado em membrana de nitrocelulose com poro de 0,22 um de diametro (TPP,

Switzerland), aliquotado e armazenado a -70 °C.



3.7 - Plaqueamento de CHO e HUVEC

As células derivadas da cultura de CHO e HUVEC foram descoladas da garrafa
mecanicamente com auxilio de pipeta e PBS gelado. As células foram transferidas para um
tubo de 50 ml, e centrifugadas a 400 g por 10 minutos. Em seguida, o nimero de células
presentes no tubo foi quantificado em camara hemocitométrica do tipo Neubauer espelhada
(Boeco, Alemanha) sob microscépio de luz com aumento de 400 vezes. O cdlculo do ndmero
de células/ml foi feito utilizando-se a seguinte féormula: nimero de células = média dos 4
quadrantes x inverso da diluicio da amostra x 10*.

Cerca de 10° células/poco em 200 ul de meio de cultura foram plaqueadas em placas
de 24 pocos, para o experimento no FACS, ou em placas de 96 pogos, para o experimento de
adesdo plaquetdaria. O meio de cultura foi trocado periodicamente até as células formarem
uma monocamada confluente, momento ideal para a infec¢do das células com o DENV-3 ou

exposicdo ao sobrenadante de macréfagos infectados como DENV-3.

3.8 - Infeccao da cultura de CHO e HUVEC com DENV-3

A infeccdo com DENV-3 em cultura de CHO e HUVEC foi realizada com 50 pl de
sobrenadante de cultura de células C6/36 (células de linhagem continua provenientes do
Aedes albopictus) infectadas com DENV-3 em volume final de 90 ul por pogo contendo meio
RPMI-1640 (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), sem soro, com uma mutiplicidade de

infec¢do (MOI) de 2 por 2,5 horas a 37°C a 5% de CO,. A placa foi delicadamente agitada a



cada 15 minutos. Apds a infec¢do, o sobrenadante foi removido e as células lavadas por 3
vezes com PBS. Em seguida foi adicionado o meio especifico para a celula. Apds 72 horas de
infeccdo as células estavam prontas para os experimentos utilizando o citdmetro de fluxo e os
experimentos de adesdo plaquetdria. Nos controles foram utilizados o0 mesmo volume de meio
RPMI-1640 sem soro ou meio RPMI-1640 sem soro com 1 ug/ml de lipopolissacarideo (LPS)

(Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA).

3.9 - Infeccao da cultura de macréfagos com DENV-3

Ap6s 5 dias de cultura as células mononucleares diferenciadas em macréfagos foram
descoladas da garrafa, mecanicamente, com o auxilio de uma pipeta e PBS gelado. As células
foram transferidas para um tubo de 50 ml e centrifugadas a 400 g por 10 minutos. Em
seguida, o nimero de células presentes no tubo foi quantificado em cdmara hemocitométrica
do tipo Neubauer espelhada (Boeco, Alemanha) como descrito anteriormente. Cerca de 2 x
10° células/poco em 500 ul de meio de cultura foram plaqueadas em placas de 24 pocos.

A infeccio com DENV-3 em cultura de macréfago foi realizada com 50 pl de
sobrenadante da cultura de C6/36 infectadas com DENV-3 em um volume final de 90 ul por
poco de meio RPMI-1640 (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), sem soro, com uma
MOI de 2 por 2,5 horas a 37°C a 5% de CO,. A placa foi delicadamente agitada a cada 15
minutos. Apds a infeccdo, o sobrenadante foi removido e as células lavadas 3 vezes com PBS.
Em seguida, foi adicionado meio especifico para macréfagos. Apds 48 horas de infec¢do o

sobrenadante de macréfagos infectados foi coletado e utilizado nos experimentos. Nos



controles foram utilizados o0 mesmo volume de meio RPMI-1640 sem soro ou meio RPMI-

1640 sem soro e com 1 pg/ml de LPS (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA).

3.10 - Reacao de imunofluorescéncia indireta

Para confirmacao da infeccdo das HUVEC, CHO e macréfagos, empregou-se a técnica
de imunofluorescéncia indireta (IFI) utilizando anticorpos policlonais anti virus dengue. Esta
técnica confirmou a infeccdo das células pelo virus dengue pela interacdo detectavel de
anticorpos especificos com antigenos virais. Para isso, utilizou-se anticorpos denominados
primadrio e secunddrio que caracterizam o teste de IFI. O primario interage diretamente com os
antigenos virais. O secundério, conjugado a um revelador, ¢ uma imunoglobulina anti-IgG e
interage com o primdrio. O anticorpo primdrio utilizado foi cedido gentilmente pelo Doutor
Vincent Deubel do Instituto Pasteur, Franca. Constituiu-se de liquido ascitico de camundongo
rico em anticorpos policlonais contra varios antigenos de virus dengue, derivando dai sua
denominacdo fluido ascitico hiperimune ou MIAF. J4 em relacdo ao anticorpo secunddrio,
utilizou-se imunoglobulina de carneiro anti-IgG de camundongo conjugada a isotiocianato de
fluoresceina (FITC) como substancia reveladora (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA).

As células foram raspadas do fundo da garrafa de cultura e suspensas em meio de
cultura. Em seguida, 20 ul de cada suspensdo foi transferida para os spots das 1aminas de
vidro préprias para imunofluorescéncia. Estas foram deixadas secar a temperatura ambiente e
em seguida, as células foram fixadas com acetona gelada por 10 minutos. A seguir, foram
adicionados 20 pul de MIAF policlonal, diluido 1/500 em PBS e incubado a 37 °C em camara

umida por 30 minutos, na seqiiéncia, as laminas foram lavadas com PBS e deixadas secar



novamente. Em seguida, foi acrescentado 20 pl de anti-IgG camundongo FITC diluido em
PBS na diluicdo anteriormente padronizada de 1/2000, contendo azul de Evans 1/1000 e
incubadas novamente por 30 minutos a 37 °C em camera umida. As laminas foram lavadas
trés vezes com PBS, e deixadas secar. Na seqiiéncia, foi montada a laminula com glicerol

tamponado, sendo feita a leitura em seguida em microscépio de imunofluorescéncia.

3.11 - Sobrenadante de macréfagos infectados com DENV-3 em monocamadas de CHO

e HUVEC

As culturas de CHO e HUVEC foram lavadas com RPMI-1640 (Sigma Aldrich Co.,
St. Louis, MO, USA) e posteriormente expostas a 150 ul de sobrenadante de macréfagos
infectados com DENV-3, sobrenadante de macréfagos com LPS ou sobrenadante de
macréfagos com meio RPMI-1640, por 6 horas, a 37 °C, com 5% de CO,. A seguir, o

sobrenadante foi aspirado e descartado, as células foram lavadas com PBS.

3.12 - Biotinilacio das plaquetas

Segundo procedimentos descritos por Li et al., (1996), foi coletado 5 ml do sangue de
um doador sauddvel em tubo pléstico contendo citrato de s6dio (Becton Dickinson, Plymouth,
USA). O sangue foi centrifugado a 400 g por 10 minutos. Apds a centrifugacao foi coletado o

plasma rico em plaquetas (PRP). Em 2 ml de PRP foi adicionado a 2 ml de biotina (Sigma



Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) (1,6 g de biotina-X-NHS foi dissolvida em 40 ul de dimetil
sulfoxida (DMSO) (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)) em solu¢@o tampao carbonato
(0,106 g/1 de Na,COs e 2,46 g/l de NaHCOs, pH 8,0 — 8,5). A solucdo foi incubada por 30
minutos a temperatura ambiente.

Para remover a biotina ndo ligada as plaquetas, estas foram suspensas em solucao
tampao citrato (128 mmole/l de NaCl, 4,3 mmole/l de NaH,PO4-H,0, 7,5 mmole/l de
Na,HPO,, 4,8 mmole/l de citrato de sédio, 2,4 mmole/l de acido citrico, 11 mmole/l de
glicose e 0,35 % de albumina de soro bovino (BSA) (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO,
USA), pH 6,5) e centrifugadas a 1200 g por 10 minutos. Esse procedimento foi realizado 2
vezes.

O precipitado de plaquetas biotiniladas foi suspenso em solucdo tampao Hepes-Tyrode
modificado (137 mmole/l de NaCl, 2,8 mmole/l KCI, 1 mmole/l de MgCI2, 12 mmole/l de
NaHCO3, 0,4 mmole/l de Na2HPO4, 0,35 % de BSA, 10 mmole/l de hepes (Sigma Aldrich
Co., St. Louis, MO, USA) e 5,5 mmole/l de glicose, pH 7,4). A concentra¢do final de

plaquetas foi igual a encontrada no PRP, 300 milhdes de plaquetas/ml.

3.13 - Ensaio de adesao plaquetaria

O sobrenadante da cultura de CHO e/ou HUVEC foi aspirado e desprezado. As células
foram lavadas por 2 vezes com PBS. Dez milhdes de plaquetas biotiniladas contidas em 100
ul de solugdo tampao Hepes-Tyrode foram alicotadas em pocos de placas com 96 pogos
contendo monocamadas de HUVEC ou CHO. As células com as plaquetas foram incubadas

por 1 hora, a 37 °C, com 5% de CO,. Em seguida, as plaquetas ndo aderentes foram



eliminadas por lavagem com PBS e as células foram fixadas com 100 ul de 4 % de formalina
em PBS, por 20 minutos, a temperatura ambiente. A seguir, as células foram lavadas com
PBS e a placa foi bloqueada com 300 pl por poco de PBS contendo 10% de albumina. A
placa foi incubada por 2 horas, a temperatura ambiente. Apds o bloqueio foi adicionado 100
ul do conjugado avidina-peroxidase (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) por 30
minutos reagindo no escuro. As células foram lavadas por 5 vezes com PBS. A reacdo foi
revelada com um kit utilizando como substrato o 3, 3°, 5, 5° tetrametil benzidina (TMB)
(Pierce, USA) onde se misturou um volume igual da solu¢gdo de TMB com a solugdo de
peréxido de hidrogénio. Desta solugdo 100 ul foi colocado por pogo na placa, a temperatura
ambiente, por 5 minutos. A reagao foi bloqueada com 100 pl de acido sulfirico (H,SO4) a 0,5
molar por pogo. A leitura foi realizada utilizando filtro de leitura de 450 nm e a placa foi lida

em leitor de ELISA (Multiskan Ascent, Uniscience).

3.14 — Citometria de fluxo

Os anticorpos monoclonais (moAc) FITC anti-humano CD36 e o moAc PE anti-
humano CD54 (ICAM-1), foram obtidos da Bio Legend, USA. Os moAc FITC mouse anti-
humano CD106 (VCAM-1) e o controle de isotipo ndo especifico FITC mouse 1gG;x mAc,
foram adquiridos da Southern Biotech, USA.

Durante os experimentos as células e os respectivos moAc foram organizadas da
seguinte forma: as células CHO745/CD36, receberam moAc FITC anti-humano CD36; as
células CHO745/ICAM-1, receberam moAc PE anti-humano CD54; as células

CHO745/VCAM-1, receberam moAc FITC mouse anti-humano CD106 e as células CHO745



foram testadas com os trés moAc. Cada tipo celular ainda foi incubado com um controle de
isotipo nao especifico, moAc FITC mouse IgG k.

As células em placas de 24 pocos derivadas da cultura das quatro linhagens de CHO
infectadas com DENV-3 ou expostas ao sobrenadante de macréfago infectado por DENV-3,
foram descoladas do poco mecanicamente com o auxilio da pipeta e 1 ml de PBS gelado. As
células foram transferidas para tubos préprios para FACS e centrifugadas a 400 g por 8
minutos. Apods centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o precipitado celular suspenso
em 1 ml de solucao tampao de FACS (1% de SFB (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)
em PBS). Novamente a suspensdo celular foi centrifugada a 400 g por 8 minutos e o
sobrenadante descartado. Em seguida, o precipitado celular foi suspenso em 25 ul de solugao
tampao de FACS e a ele adicionado 4 pl de moAc especifico, por 30 minutos, no escuro. A
seguir, foi adicionado 3 ml de solu¢dao tampiao de FACS por tubo e as células foram
centrifugadas a 400 g, por 8 minutos. O precipitado celular foi suspenso em 100 pl de solucao
tampao de FACS e a ele foi adicionado 100 pl de formaldeido 4 % em PBS, por 20 minutos, a
temperatura ambiente. Apds a fixagcdo das células, foi adicionado 3 ml de solu¢do tampao de
FACS por tubo e a suspensao foi centrifugadas a 400 g, por 8 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado celular suspenso em 400 ul de solucdo tampao de FACS. Depois de
finalizado o protocolo, as células foram analisadas em um citdmetro de fluxo (FACScan;

Becton Dickinson). Todos os dados foram processados utilizando o programa de computador

BD Cell Quest ™



3.15 — Analise estatistica

O estudo da densidade o6ptica (D.O.) das plaquetas aderidas nas HUVEC e CHO
estimuladas pelo DENV-3, LPS e meio RPMI-1640, ou ainda, estimuladas com o
sobrenadante de macréfagos que previamente foram tratados com os mesmos estimulos, foi
realizado pelo teste de hipéteses e significancia (SPIEGEL, 1993). Todas as comparagdes
foram consideradas no nivel de 5% de significancia. Em todas as situacdes estudadas, as

estatisticas calculadas foram consideradas significativas quando p < 0,05.



4 - RESULTADOS



4.1 — Infeccao de HUVEC com DENV-3

As HUVEC foram coletadas a partir da digestao, por colagenase, do endotélio da veia
do corddao umbilical humano, extraido do recém nascido. Para a obtenc@o do cordao umbilical
foram escolhidos os partos cesarianos e as maes sauddveis para diminuir o risco de
contaminacdo das células. Para ser feita a coleta do cordao umbilical o projeto de pesquisa foi
aprovado pelo comité de ética do Hospital de Base do municipio de Porto Velho, RO.

Ap6s a extragdo das células da veia umbilical humana estas foram incubadas por sete
dias ate formar uma monocamada confluente, como mostra a Figura 4.A. Estas células foram
inoculadas com 50 pl do sobrenadante de cultura de células C6/36 infectadas previamente
com o DENV-3. Apés 72 horas de incubac¢do, uma reacao de IFI foi realizada para determinar
a presenca da infec¢do viral na cultura celular.

Nossos resultados evidenciaram que todas inoculagdes com DENV-3 em células
provenientes da veia umbilical humana, o virus foi capaz de infectar HUVEC (Figura 4.B), e
portanto reagir a IFI realizada para esta confirmacao. O controle negativo da infeccdo (Figura
4.C) nao fluoresceu mostrando que as unicas células que reagiam a IFI foram as infectadas

pelo DENV-3.



L]

Figura 4. Reacdo de imunofluorescéncia indireta em HUVEC infectadas pelo DENV-3. (A)
Monocamada celular confluente. (B) IFI positiva em célula infectada com DENV-3. (C) IFI

negativa.



4.2 - Anadlise da aderéncia plaquetaria em HUVEC infectadas pelo DENV-3 ou

estimuladas com sobrenadante de macréfagos infectados pelo DENV-3

A linhagem celular proveniente da veia umbilical humana foi a escolhida para
representar um modelo de endotélio vascular nos ensaios in vitro de adesao plaquetaria apos
infeccdo pelo DENV-3. No decorrer do trabalho, questionamos o mecanismo da adesdo
plaquetdria, assim simulando o que ocorre na infec¢do normal, resolvemos trabalhar com mais
uma varidavel, sobrenadante de macréfagos infectados pelo DENV-3, também como estimulo
para a adesdo de plaquetas nas células endoteliais.

Ap6s duas semanas em cultura, as HUVEC formavam uma monocamada confluente.
Nesta fase foi possivel realizar os ensaios de infec¢do celular e de adesdo plaquetdria. As
células endoteliais foram lavadas e entdo infectadas com DENV-3. Paralelamente foram
também colocadas em placas de cultura as células que receberiam o sobrenadante de
macréfagos infectados pelo mesmo virus e nas mesmas condicdes que as HUVEC.

As plaquetas foram obtidas de doadores sauddveis e que ndo ingeriram aspirina ou
outra droga anti-plaquetdria em um prazo anterior a dez dias. Essas plaquetas foram
biotiniladas e na seqii€éncia, colocadas em contato com as HUVEC infectadas pelo DENV-3
ou estimuladas pelo sobrenadante de macréfagos infectados pelo DENV-3. A revelacao das
plaquetas foi realizada com o conjugado avidina-peroxidase. O nimero de plaquetas foi
quantificado pela intensidade da coloracdo. A reacdo foi revelada com TMB e perdxido de
hidrogénio, a coloracdo azul da reacdo foi bloqueada e a leitura realizada.

O teste de hipdteses e significancia foi aplicado a D.O. registrada pelo leitor de ELISA
em trés experimentos realizados em datas diferentes e com amostras em triplicata. A média

entre as triplicatas dos trés experimentos mostrou que a adesdo das plaquetas em células



infectadas com DENV-3 foi significantemente maior quando comparado com as células que
foram incubadas com meio RPMI-1640, como pode ser observado na Figura 5. O mesmo
aconteceu com as células endoteliais que foram estimuladas com o sobrenadante de
macréfagos infectados com DENV-3 em comparagio com as HUVEC que receberam
sobrenadante de macréfagos nao infectados (Figura 5). A anélise estatistica, ainda, constatou
que nao houve diferenca significativa quando os dois métodos de estimulo foram comparados,
células infectadas diretamente com as células que receberam o estimulo a partir do

sobrenadante de macréfagos infectados (Figura 5).
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Figura 5. Ensaio de adesao de plaquetas em HUVEC.




4.3 - Aderéncia plaquetiria em CHO infectadas pelo DENV-3 ou estimuladas com

sobrenadante de macroéfagos infectados pelo DENV-3

Na Figura 5 mostramos que plaquetas aderem ao nosso modelo de endotélio quando
infectadas com DENV-3 ou estimuladas com sobrenadante de macréfagos infectados pelo
mesmo. Partindo desse resultado procuramos trabalhar com uma linhagem celular que
expressasse receptores conhecidos visando desvendar qual receptor estaria fazendo a conexao
plaqueta-célula endotelial.

Trabalhando com as quatro linhagens de CHO (CHO745, CHO/CD36, CHO/ICAM-1
e CHO/VCAM-1), realizamos ensaios de adesdo plaquetdria onde as células foram infectadas
diretamente com o DENV-3 ou receberam como estimulo o sobrenadante de macréfagos
infectados pelo mesmo virus. Nas Tabelas 2 e 3 apresentadas a seguir, estdo representadas, a
média entre as triplicatas de trés experimentos diferentes utilizando como estimulo a infec¢ao
com DENV-3 diretamente (Tabela 2) ou o sobrenadante de macréfagos infectados com

DENYV-3 (Tabela 3).



Tabela 2. Ensaio de adesao de plaquetas em linhagem CHO infectada com DENV-3.

Célula D.O.
Experimento Desvio
CHO Estimulo 1 2 3 Média Padrao
CHO/CD36 RPMI 0,296 0,245 0,214 0,2517  0,04141
LPS 1,359 1,278 1,350 1,3290  0,04440
DV-3 1,375 1,250 1,667 1,4307  0,21400
CHO/ICAM-1 RPMI 0,319 0,410 0,390 0,3730  0,04782
LPS 1,181 0,978 1,079 1,0793  0,10150
DV-3 0,766 0,640 0,757 0,7210  0,07029
CHO/VCAM-1 RPMI 0,275 0,411 0,243 0,3097  0,08920
LPS 1,187 1,043 0,824 1,0180  0,18279
DV-3 0,952 1,061 0,859 0,9573 0,10111
CHO745 RPMI 0,515 0,509 0,414 0,4793  0,05666
LPS 0,536 0,593 0,582 0,5703  0,03024
DV-3 0,551 0,536 0,421 0,5027 0,07112

Tabela 3. Ensaio de adesdo de plaquetas em linhagem CHO estimuladas com sobrenadante de

macré6fagos infectados com DENV-3.

Célula D.O.
Estimulo Experimento Desvio
CHO do MO 1 2 3 Média  Padrio
CHO/CD36 RPMI 0,577 0,466 0,665 0,5693  0,09972
LPS 0,873 1,113 1,282 1,0893  0,20553
DV-3 1,007 1,395 1,022 1,1413  0,21981
CHO/ICAM-1 RPMI 0,277 0,263 0,269 0,2697  0,00702
LPS 0,675 0,771 0,827 0,7577  0,07687
DV-3 0,763 0,738 0,932 0,8110  0,10553
CHO/VCAM-1 RPMI 0,334 0,329 0,387 0,3500  0,03214
LPS 1,053 0,731 0,944 0,9093  0,16378
DV-3 0,923 0,821 0,893 0,8790  0,05242
CHO745 RPMI 0,274 0,255 0,277 0,2687  0,01193
LPS 0,481 0,477 0,467 0,4750  0,00721
DV-3 0,325 0,347 0,34 0,3373  0,01124

A média entre as triplicatas dos trés experimentos demonstrou que nas linhagens de
células CHO/CD36, CHO/ICAM-1 e CHO/VCAM-1 houve um aumento significativo na

adesdo das plaquetas quando comparado o estimulo de LPS e a infec¢do pelo DENV-3 com o



meio RPMI, mas ndo houve diferenca significativa quando comparamos a adesdo plaquetaria
do estimulo por LPS com a infec¢do pelo DENV-3. Com a linhagem CHO745, nao houve
diferenca significativa da adesao das plaquetas em nenhum dos estimulos utilizados.

Da mesma forma comparamos as linhagens celulares CHO/CD36, CHO/ICAM-1 e
CHO/VCAM-1, quando receberam como estimulo o sobrenadante de macréfagos estimulados
por meio RPMI-1640, LPS e DENV-3. Onde houve um aumento significativo na adesdo das
plaquetas em comparagao dos estimulos por LPS e infec¢do pelo DENV-3 com o meio RPMI-
1640, mas ndao houve diferenca significativa quando comparado a adesdo plaquetdria do
estimulo de macréfagos por LPS com a infeccao pelo DENV-3. Com a linhagem celular
CHOQO745, ndo houve diferenca significativa da adesao de plaquetas em nenhum dos estimulos

utilizados nos macréfagos.



4.4 — Comparacao da aderéncia plaquetaria entre CHO estimuladas diretamente, por
DENV-3, LPS ou meio RPMI, com as células que receberam sobrenadante de

macroéfagos estimulados

A média entre as triplicatas dos trés experimentos apds a andlise estatistica
demonstrou que foi igual a adesdo das plaquetas em células CHO/CD36 infectadas com o
DENV-3 em comparacio com a mesma linhagem de células, que foram incubadas com
sobrenadante de macréfagos infectados por DENV-3, o mesmo ocorreu quando o estimulo
das células foi o LPS (Tabelas 1, 2 e Figura 6). Utilizando apenas meio RPMI como controle
negativo as CHO/CD36 que receberam sobrenadante de macréfago apresentaram um aumento
significativo na adesdo das plaquetas quando comparado com as células que receberam meio
RPMI diretamente (Tabelas 1, 2 e Figura 6).

Nao foi obtida diferenga estatistica significativa em nenhum dos estimulos utilizados
(DENV-3, LPS ou meio RPMI-1640), como demonstrado nas Figuras 7, 8 € 9, ndo houve
diferenca significativa na aderéncia das plaquetas, quando as linhagens CHO/ICAM-1,
CHO/VCAM-1 e CHO745, foram diretamente estimuladas, por DENV-3, LPS ou meio
RPMI, quando comparadas com as células que receberam o sobrenadante de macréfagos

estimulados.
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Figura 6. Ensaio de adesdo de plaquetas em CHO/CD36.
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Figura 7. Ensaio de adesdo de plaquetas em CHO/ICAM-1.




1,4

1,2 —e— CHO/VCAM-1+RPMI

—=— CHO/VCAM-1+LPS
CHO/VCAM-1+DENV-3
—»— CHO/VCAM- 1+M@ RPMI
—— CHO/VCAM- 1+M@ LPS
—e— CHO/VCAM-1+M@ DENV-3

S 08
A 06
0,4
0,2

1 2 3

Numero de experimentos

Figura 8. Ensaio de adesdo de plaquetas em CHO/VCAM-1.
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Figura 9. Ensaio de adesdo de plaquetas em CHO745.




4.5 — Comparacio da aderéncia plaquetaria entre CHO745, CHO/CD36, CHO/ICAM-1

e CHO/VCAM-1 infectadas por DENV-3

A média entre as triplicatas dos trés experimentos apds a andlise estatistica
demonstrou, que quando comparamos as linhagens celulares CHO/CD36, CHO/ICAM-1 e
CHO/VCAM-1 nao ha uma diferenca significativa entre os valores obtidos da adesdo das
plaquetas entre estas células. Quando comparamos a adesdo plaquetdria nas células
CHO/CD36, CHO/ICAM-1 e CHO/VCAM-1 com a linhagem CHO745, observamos que
houve um aumento significativo da adesdo de plaquetas nas linhagens CHO/CD36 e
CHO/VCAM-1, mas nao houve diferenca significativa entre os valores de adesdao das

plaquetas entre as linhagens CHO745 e CHO/ICAM-1 (Tabela 2 e Figura 10).
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Figura 10. Ensaio de adesdo de plaquetas em CHO745, CHO/CD36, CHO/ICAM-1 e
CHO/VCAM-1 infectadas pelo DENV-3.



4.6 — Comparacio da aderéncia plaquetaria entre CHO745, CHO/CD36, CHO/ICAM-1

e CHO/VCAM-1 estimuladas com sobrenadante de macréfagos infectados por DENV-3

A média entre as triplicatas dos trés experimentos apds a andlise estatistica
demonstrou, que quando comparamos as linhagens celulares CHO/CD36, CHO/ICAM-1 e
CHO/VCAM-1 nao ha uma diferenca significativa entre os valores obtidos da adesdo das
plaquetas entre estas células. Quando comparamos a adesdo plaquetdria nas células
CHO/CD36, CHO/ICAM-1 e CHO/VCAM-1 com a linhagem CHO745, observamos que
houve um aumento significativo entre os valores obtidos nas linhagens transfectadas de

adesdo plaquetdria em comparagdo com a linhagem CHO745 (Tabela 3 e Figura 11).
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Figura 11. Ensaio de adesdo de plaquetas em CHO745, CHO/CD36, CHO/ICAM-1 e
CHO/VCAM-1 estimuladas com sobrenadante de macréfagos infectados pelo DENV-3.



4.7 - Analise dos receptores na membrana das células CHO745, CHO/CD36,

CHO/ICAM-1 e CHO/VCAM-1 infectadas pelo DENV-3

As quatro linhagens de CHO (CHO745, CHO/CD36, CHO/ICAM-1 e CHO/VCAM-
1) infectadas com DENV-3, foram submetidas a experimentos de qualificagdo de receptores
de adesdo por FACS.

A linhagem CHO/CD36, recebeu moAc FITC anti-humano CD36; a CHO/ICAM-1,
recebeu moAc PE anti-humano CD54; a CHO/VCAM-1, recebeu moAc FITC mouse anti-
humano CD106 e, a linhagem celular CHO745, foram testadas com os trés moAc. Cada
linhagem celular, ainda, foi incubada com um controle de isotipo nao especifico, moAc FITC
mouse [gG k.

A primeira anélise feita no citometro de fluxo foi quanto ao tamanho e granulosidade
da linhagem celular CHO, como demonstra a Figura 12. Com esse resultado, desenhamos um
campo de células e a partir dele fizemos os outros experimentos. Dessa forma as células
marcadas com os anticorpos monoclonais s6 valeriam para nossa amostra se estivessem
dentro deste campo.

Quando comparamos a quantidade de receptores, CD36, VCAM-1 e ICAM-1 na
membrana das respectivas linhagens celulares CHO/CD36, CHO/VCAM-1 e CHO/ICAM-1,
infectadas por DENV-3 com as células que receberam o estimulo por LPS ndo observamos
diferenca. O mesmo ndo ocorreu quando a comparagdo foi com o meio RPMI, a quantidade
de receptores CD36, na membrana das células CHO/CD36, aumentou dois logs no gréfico
(Figura 13). Enquanto os receptores VCAM-1, na membrana das células CHO/VCAM-1,
aumentou meio log (Figura 14) e, os receptores ICAM-1, na membrana das células

CHO/ICAM-1, aumentou um log no gréfico (Figura 15).



Para mostrar a fidelidade de nossos resultados utilizamos a linhagem CHO745, que
apresenta o gene da via de biossintese de seu receptor nocauteado, como controle negativo
para as outras linhagens celulares utilizadas em nossos experimentos. Nao foi detectado
fluorescéncia em nenhuma das amostras testadas, anti-CD36-FITC (Figura 16.A), anti-
VCAM-1-FITC (Figura 16.B) e anti-ICAM-1-PE (Figura 16.C), como demonstrado nos dot

plots da Figura 16.
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Figura 12. Andlise do citometro de fluxo quanto ao tamanho e granulosidade da linhagem
celular CHO.
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Figura 13. Anélise do receptor CD36 em células CHO/CD36 infectadas pelo DENV-3.
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Figura 14. Anélise do receptor VCAM-1 em células CHO/VCAM-1 infectadas pelo DENV-3.
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Figura 15. Anélise do receptor ICAM-1 em células CHO/ICAM-1 infectadas pelo DENV-3.
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Figura 16. Anélise das células CHO745, infectadas pelo DENV-3, quanto aos receptores
CD36, VCAM-1 e ICAM-1 em sua superficie. Células CHO745 foram incubadas com
anticorpos monoclonais: (A) anti-CD36-FITC, (B) anti-VCAM-1-FITC e (C) anti-ICAM-1-
PE. Nas amostras (1) as células foram estimuladas com meio RPMI, nas de nimero (2)
receberam LPS e nas amostras (3) as células foram infectadas com DENV-3.



4.8 — Anadlise dos receptores na membrana das células CHO745, CHO/CD36,
CHO/ICAM-1 e CHO/VCAM-1 estimuladas com sobrenadante de macroéfagos

infectados pelo DENV-3

As quatro linhagens de CHO (CHO745, CHO/CD36, CHO/ICAM-1 e CHO/VCAM-
1) estimuladas com o sobrenadante de macréfagos infectados com DENV-3, foram
submetidas a experimentos de qualificacdo de receptores de adesao por FACS.

Quando comparamos a quantidade de receptores, CD36, VCAM-1 ¢ ICAM-1 na
membrana das respectivas linhagens celulares CHO/CD36, CHO/VCAM-1 e CHO/ICAM-1,
estimuladas com sobrenadante de macréfagos infectados por DENV-3 com as células que
receberam o estimulo de sobrenadante de macréfagos com LPS, ndo observamos diferencas.
O mesmo nao ocorreu quando a comparagao foi com o sobrenadante de macréfagos com meio
RPMI, a quantidade de receptores CD36, na membrana das células CHO/CD36, aumentou
meio log no gréifico (Figura 17), de maneira semelhante ocorreu com os receptores ICAM-1,
na membrana das células CHO/ICAM-1 (Figura 18). Enquanto, os receptores VCAM-1, na
membrana das células CHO/VCAM-1, aumentou um log (Figura 19).

Para demonstrar a fidelidade de nossos resultados utilizamos a linhagem CHO745,
conforme descrito anteriormente, como controle negativo para as outras linhagens celulares
utilizadas em nossos experimentos. Nao foi detectado fluorescéncia em nenhuma das
amostras testadas, anti-CD36-FITC (Figura 20.A), anti-VCAM-1-FITC (Figura 20.B) e anti-

ICAM-1-PE (Figura 20.C), como demonstrado nos dot plots da Figura 20.
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Figura 17. Andlise do receptor CD36 em células CHO/CD36 estimulada com sobrenadante de

macréfagos infectados pelo DENV-3.
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Figura 18. Andlise do receptor ICAM-1 em células CHO/ICAM-1 estimulada com
sobrenadante de macréfagos infectados pelo DENV-3.
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Figura 19. Andlise do receptor VCAM-1 em células CHO/VCAM-1 estimulada com
sobrenadante de macréfagos infectados pelo DENV-3.
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Figura 20. Andlise das células CHO745, estimulada com sobrenadante de macréfagos, quanto
aos receptores CD36, VCAM-1 e ICAM-1 em sua superficie. Células CHO745 foram
incubadas com anticorpos monoclonais: (A) anti-CD36-FITC, (B) anti-VCAM-1-FITC e (C)
anti-ICAM-1-PE. Nas amostras (1) os macréfagos foram estimulados com meio RPMI, nas de
nimero (2) receberam LPS e nas amostras (3) os macréfagos foram infectados com DENV-3.



5 - DISCUSSAO



A dengue € provavelmente a doenga viral transmitida por um vetor artropode de maior
importancia em termos de morbidade e de mortalidade. A fisiopatologia da trombocitopenia e
da hemorragia causada pelo dengue é um dos fatores mais importantes nesta patologia. Os
mecanismos da trombocitopenia e coagulopatias sdo complexos envolvendo a ativacdo das
plaquetas, procoagulantes e anticoagulantes, sistema de coagulagdo, sistema complemento,
citocinas e células endoteliais, sendo que a contagem das plaquetas normalmente esta
relacionada com as hemorragias (SCHEXNEIDER; REEDY, 2005).

No presente estudo demonstramos que o virus da dengue sorotipo 3 infecta células
endoteliais por visualiza¢do de antigenos virais de dengue nestas células utilizando anticorpos
policlonais anti-DENV-3., Experimentos demonstraram que o virus dengue € capaz de
infectar células endoteliais humanas através da ligacdo de glicoproteinas do envelope viral
com polipeptidios da superficie celular (WEI et al., 2003; JESSIE et al., 2004). A disfuncado
do endotélio vascular na infec¢do pelo virus dengue, bem como outras patologias que
apresentam hemorragias, define a célula endotelial como um gatilho para a patogénese da
doenca.

A HUVEC foi a linhagem celular escolhida para representar um modelo de endotélio
vascular nos ensaios in vitro de adesdo plaquetéria apds infec¢do pelo DENV-3. No decorrer
do trabalho, questionamos os mecanismos da adesdo plaquetdria, assim simulando o que
ocorre na infeccdo normal, resolvemos trabalhar com mais uma varidvel, sobrenadante de
macréfagos infectados pelo DENV-3, como estimulo para a ades@o de plaquetas nas células
endoteliais. Os resultados que obtivemos quando infectamos as células diretamente ou quando
utilizamos o sobrenadante de macréfagos estimulados, foram sensivelmente maiores quando
comparado com o controle de meio RPMI. E possivel que a ativacdo da célula endotelial seja
mediada pela infec¢do por virus dengue e que esta ocorre de forma direta ou indireta, como

um resultado da indugdo de citocinas inflamatorias. De forma semelhante realizando anélises



em microarray, Warke et al. (2003) e Dewi et al. (2004) demonstraram, a ativa¢do funcional
de HUVEC em resposta a uma inflamag¢do ou quando infectada pelo virus dengue. Nestes
trabalhos, trés vias de sinalizacdo foram identificadas na resposta inflamatéria durante a
infeccdo pelo virus dengue: TNF-a, IL-1B e IFN-0/f. Em trabalho com célula endotelial
humana infectada pelo virus dengue, foi constatado que estas células quando infectadas
produziam IL-6 e IL-8, afirmaram ainda, que estas citocinas contribuiam para a patogénese da
febre hemorragica da dengue (HUANG et al., 2000; LEI et al., 2001; HUANG et al., 2003).
Trabalhando com IL-8, Talavera et al. (2004), demostraram que quando células endoteliais
eram expostas a esta citocina, sofriam uma reorganizacdo do citoesqueleto, conduzindo assim
ao aumento da permeabilidade da monocamada de células endoteliais. Dewi et al. (2004),
demostraram o aumento da permeabilidade das células endoteliais devido ao efeito de
citocinas inflamatérias como o fator de necrose TNF-a e IFN—y, depois da infec¢ao pelo virus
dengue. Sao muitas as hipdteses para tentar esclarecer a atuacdo e o aumento da
permeabilidade nas células endoteliais, mas o mecanismo exato ainda ndo foi esclarecido.
Possivelmente a infec¢@o direta do virus dengue ou entdo a indugdo de citocinas inflamatdrias
liberadas pelos macréfagos ou ate mesmo pelas préprias células endoteliais, sdo o0s
responsaveis por esta ativagao.

Conhecendo a habilidade do virus dengue em infectar HUVEC e macréfagos
derivados de mondcitos humanos, questionamos se ndo seria possivel a infeccdo das HUVEC
através do sobrenadante de macréfagos utilizado como estimulo para as células endoteliais.
Esta questdo foi investigada por Carr et al. (2003), onde o sobrenadante de macréfagos
infectados pelo virus dengue sorotipo 2 foi utilizado para estimular HUVEC sem induzir a
infeccdo na célula endotelial. Neste estudo ainda foi verificado a produg¢do de TNF-a pelos
macréfagos humanos, e que a producao desta citocina explicaria o aumento da permeabilidade

em monocamada de células endoteliais quando expostas ao sobrenadante de macréfagos. Este



mecanismo pode estar envolvido nos sintomas classicos da dengue hemorragica e do choque
da dengue. Observando por este angulo, em nossos experimentos utilizamos sobrenadante de
macréfagos infectados pelo DENV-3 ou estimulados com LPS, e estes, quando comparados
ndo apresentaram diferenca significativa na aderéncia das plaquetas em HUVEC.
Possivelmente em nossos experimentos a ativagao das células endoteliais ocorre a partir da
liberacdo de uma ou mais citocinas inflamatdrias liberadas no sobrenadante de macréfagos
depois da infeccao pelo virus ou estimulo de com LPS. Em resposta a uma injuria vascular ou
produtos de processos inflamatdrios, as plaquetas aderem as células endoteliais ativadas
(CLEMETSON, 1999; RUGGERI; MENDOLICCHIO, 2007)

Apoiando esta hipétese Chen e Wang (2002), verificaram que os macréfagos derivado
de mondcitos humanos, quando infectados pelo virus do dengue, secretam multiplas citocinas
e quimiocinas da imunidade inata como: TNF-a, IFN-y, IL-1B, IL-8, IL-12, MIP1-a e
RANTES, demonstrando entdo que estas células maduras sdo funcionalmente competentes no
contexto da infeccdo viral. A secrecdo de citocinas e quimiocinas da imunidade inata sugere
que o acumulo destes mediadores pode ocorrer em diferentes tecidos que tenha a
dissemina¢do do virus dengue e desta forma gerar uma inflamacdo localizada. O aumento de
TNF-a em sobrenadante de macréfagos derivados de mondcitos humanos infectados pelo
virus dengue 2, também foi demonstrado por Espina et al. (2003), que observaram além do
aumento de TNF-a o aumento de apoptose. O virus induzindo o aumento da apoptose em
macroéfagos, contribui no mecanismo de defesa do hospedeiro contra o préprio virus. O
aumento da apoptose, aumenta a fagocitose de células apoptéticas infectadas e a producdo de
citocinas inflamatorias.

Para ocorrer a adesdo das plaquetas sdo necessdrias moléculas de adesdo especificas,
estas sdo responsdveis por mediar as interacdes plaqueta-plaqueta e plaqueta-endotélio,

engajando seus receptores em células endoteliais ou ligantes ndo celulares do plasma e da



matriz. Para estudar moléculas de adesdo envolvidas na interagdo plaqueta-endotélio,
escolhemos a linhagem celular CHO que teve o gene da via de biossintese do seu receptor
nocauteado, e posteriormente por técnica de transfeccao, foram introduzidos genes que s@o
responsaveis pela expressao dos receptores, CD36, VCAM-1 ou ICAM-1. Como apresentado
na introducdo, as plaquetas podem aderir efetivamente a muitos receptores, justamente por
isso o modelo experimental utilizando CHO transfectadas se torna muito bom, porque dessa
forma pode ser analisado molécula por molécula sem ter que lidar com as HUVEC que tem
obrigatoriamente tudo para aderir.

Moléculas de adesdo vascular sdo intensamente e rapidamente induzidas por uma
variedade de mediadores inflamatérios tais como: IL-1B, TNF-a, IFN-y e LPS
(BEVILACQUA et al., 1987). Normalmente estes receptores de adesdo estdo presentes na
superficie de células como HUVEC de 4 a 6 horas depois da ativagdo e permanecem até 24 a
48 horas na superficie destas células. E claro que estes receptores podem ndo ser expressos do
mesmo modo temporal e espacial dependendo do receptor in vivo ou in vitro e também das
células endoteliais de micro vasos derivados de diferentes tecidos (TEDDER et al., 1995).
Estes dados apresentados corroboram com o nosso trabalho, pois na padroniza¢do da infec¢ao
celular fizemos uma cinética de infeccdo para 24, 48 e 72 horas, (dados nao apresentados),
que demonstrou o aumento das moléculas de adesdo na superficie das CHO quando infectadas
por DENV-3. Andrews et al. (1978) e Funahara et al., (1987), relataram que os titulos do virus
do dengue aumentaram rapidamente até 48 horas em meio de cultura contendo células
endoteliais infectadas. Krishnamurti et al. (2002), demonstraram que a aderéncia maxima das
plaquetas ds células endoteliais ocorreu também apds 48 horas da infeccdao pelo virus. Ja
Curwen et al. (1980), demonstraram que a méixima aderéncia das plaquetas nas células
endoteliais ocorreu em 30 minutos, apds isso a aderéncia das plaquetas ao endotélio diminui.

De forma semelhante em um estudo realizado por Funahara et al. (1987), células endoteliais



infectadas pelo virus dengue e incubadas com plaquetas demonstram um aumento na
aderéncia em 10 minutos. Os experimentos devem progredir na identificacdo da expressao de
diferentes genes das células endoteliais quando estimuladas por diferentes vias. Pois
diferentes ligantes e/ou gatilhos estimulam diferentes condi¢des inflamatdrias e vias de
sinalizagdo.

Nosso primeiro experimento utilizando a linhagem CHO foi de adesdo plaquetaria,
este experimento constatou que a quantidade de plaquetas que se ligou aos receptores CD36,
ICAM-1 ou VCAM-1 presentes na superficie das células, foi semelhante quando estas foram
infectadas por DENV-3. O resultado da adesdo plaquetdria pode depender da gravidade do
distirbio ocorrido no endotélio, mas se a ativacdo das plaquetas também ocorrer, entdo as
plaquetas t€m a capacidade de orquestrar uma resposta adicional. Isto vai depender do nimero
e potencial de citocinas inflamatdérias e conseqiientemente a modulacdo da funcdo dos
leucdcitos (MOHLE et al., 1997). A estimulac¢do por IL-1, TNF-a e o PAF pode iniciar o
papel na regulacdo e/ou expressao de fatores envolvidos no aumento da aderéncia nas células
endoteliais (MANTOVANI et al., 1992; SCHMID et al., 1995). Sendo assim, nossas células
podem se ativar diretamente pela infec¢do do virus, o que levaria a mudancga e/ou aumento de
moléculas em sua superficie e a liberacdo de citocinas, ja as células que recebem o
sobrenadante de macréfagos infectados seriam ativadas pelas citocinas inflamatérias liberadas
pelos macréfagos. As citocinas presentes no meio podem ativar as plaquetas também o que
facilitaria sua ligacdo as células.

Diversos trabalhos na literatura investigaram porque as plaquetas normalmente nao
aderem ao endotélio vascular dos vasos sangiiineos. Foi suposto como responsédvel pela falta
de aderéncia das plaquetas ao endotélio vascular a inativagdo das plaquetas pela prostagladina

PGI2 liberada pelas proprias células endoteliais (DEJANA et al.,1979; CZERVIONKE et al.,



1979). Entretanto, esta hipdtese ndo foi suportada pelo trabalho de alguns investigadores
semelhantes a Curwen et al. (1980), e o papel de PGI2 na prevencao da adesdo das plaquetas.

Muitos estudos ja demonstraram que as plaquetas aderem as células do endotélio
vascular quando cultivadas na presenca de trombina (CZERVIONKE et al., 1978; FRY et al.,
1980; HOAK et al., 1980). As observagdes feitas em video refor¢cam os resultados observados
ao microscopio, sugerindo que a trombina pode estar envolvida nos danos e na formagao de
trombos formados pelas plaquetas nas células do endotélio vascular (ITOH et al., 1998). Além
disso, um aumentado de protrombina € um indicativo de um aumento na geracao de trombina,
que poderia também conduzir a uma ativagdo das células endoteliais e das plaquetas
(KAPLAN et al., 1989; KRISHNAMURTI et al., 2001). No presente estudo nao utilizamos
nenhum estimulo para ativa¢do da plaqueta, a ndo ser, que esta ocorra através da liberagcao de
citocinas presentes no sobrenadante das células estimuladas.

No trabalho de Krishnamurti et al. (2002) a infeccdo das HUVEC com o virus dengue
sorotipo 2, apresentou um aumento significativo da aderéncia das plaquetas nas células
infectadas em comparacdo com as células que foram estimuladas com LPS ou TNF-a. Em
nosso estudo ndo encontramos diferenca significativas das células que foram infectadas com o
virus e que receberam LPS como estimulo. Diferente do trabalho acima citado, em nosso
estudo, ndo utilizamos citocinas recombinantes, parte de nossos experimentos foram
realizados utilizando como fonte de estimulo o sobrenadante de macréfagos, previamente
estimulados pelo virus ou entdo LPS, presumindo que dessa forma o macréfago ativado
liberaria citocinas inflamatdrias e assim, podemos mimetizar in vitro o que ocorre in vivo.

Estudos ja citados neste trabalho descrevem a habilidade na producdo de citocinas e
quimiocinas inflamatdrias por macréfagos derivados de mondcitos humanos infectados
previamente pelo virus dengue, demonstrando entdo que estas células maduras sdo

funcionalmente competentes no contexto da infeccdo viral. Em nosso sistema, CHO



transfectadas com genes de CD36, ICAM-1 ou VCAM-1 foram estimuladas com
sobrenadante de macréfagos infectados pelo virus DENV-3 ou estimulados com LPS. Em
nosso estudo houve um aumento na expressao das moléculas CD36, ICAM-1 ou VCAM-1 na
superficie das CHO. Nos experimentos utilizamos sobrenadante de macréfagos infectados
pelo virus DENV-3 ou estimulados com LPS, e estes estimulos, quando comparados nao
apresentaram diferenca significativa na expressdo das moléculas de adesdao nas CHO
transfectadas. Este fato pode ser explicado pela via de ativacdo do macréfago que deve ser a
mesma para a infeccdo pelo virus dengue e o LPS, que levaria a liberacio das mesmas
citocinas ou citocinas com funcdes semelhantes. As citocinas inflamatérias liberadas no
sobrenadante da cultura de macréfagos seriam capazes de ativar células endoteliais e estas
expressariam as moléculas de adesdo, portanto, ligariam um maior nimero de plaquetas
quando comparado ao o meio RPMI.

Com o uso de marcadores fluorescentes tais como CD42a e CD62a (ROTHWELL et
al., 1998), demonstraram utilizando citometria de fluxo, que as plaquetas aderem as células
endoteliais ativadas. Durante a inflamacdo, moléculas da adesdo tais como E-selectin, P-
selectin, VCAM-1 e ICAM-1 sdo induzidas e/ou estdo altamente expressas nas células
endoteliais (CARLOS; HARLAN, 1994). Em outro sistema de células endoteliais
estimuladas, sdo marcadas com anticorpos especificos para E-selectin e P-selectin, ligantes de
E-selectin e P-selectin sdo expressos na superficie das plaquetas (Frenette et al., 1998). E
possivel que selectinas de plaquetas e células endoteliais interajam superficialmente
participando assim do processo inflamatério. Em nosso sistema, de CHO transfectadas com
genes de CD36, ICAM-1 ou VCAM-1 houve um aumento na expressdo dessas moléculas na
superficie das CHO. Assim como nio encontramos diferencas significativas, quanto a adesao

plaquetaria em HUVEC e CHO, quando infectamos estas células ou estimulamos com LPS, o



mesmo ocorreu com a expressdo de CD36, ICAM-1 e VCAM-1 na superficie das CHO
transfectadas.

Experimentos utilizando células endoteliais e infeccao pelo virus dengue
demonstraram que a c€lula endotelial é capaz de liberar citocinas e quimiocinas e aumentar a
expressdo de ICAM-1 em sua superficie e a abilidade de aderir leucécitos (PEYREFITTE et
al., 2005; LIN et al., 2005)

Bombeli et al. (1998), evidenciaram que as plaquetas se ligam a HUVEC usando
fibrinogénio como mediador da ligagao. Além do local de liga¢dao da [, integrina e ICAM-1
endotelial tem sido mostrado a presenca de um epitopo para a ligacdo do fibrinogénio para
mediar a ligacdo do leucécito (LANGUINO et al.,, 1993; LANGUINO et al., 1995). O
tratamento de HUVEC com anticorpos monoclonais bloqueando o local de ligacdo do
fibrinogénio diminuiu a liga¢do das plaquetas ativadas em 50 % (BOMBELI et al., 1998). A
utiliza¢do de anticorpos monoclonais anti-ICAM-1, que reconhece o epitopo da 3, integrina
também diminui a ligacdo das plaquetas, sugerindo uma reatividade cruzada com a ligacdo do
fibrinogénio (BOMBELI et al., 1998). A regido descrita foi localizada dentro do primeiro
dominio de imunoglobulina da molécula de ICAM-1 (D’SOUZA et al., 1996) que esta
também envolvida na ligacdo dos leucdcitos.

Além da integrina o3 e ICAM-1 estarem envolvidas na adesdo em células
endoteliais, adicionalmente temos a GPIba envolvida na ativagcdo e ligacdo das plaquetas a
monocamada de células endoteliais. A adesdo plaquetiria pode ser bloqueada
significantemente quando as HUVEC sdo tratadas previamente com anticorpos monoclonais
anti- GPIba (BOMBELI et al., 1998).

No mesmo estudo Bombeli et al. (1998), mensurando a ligacdo das plaquetas em
monocamadas de células endoteliais por citometria de fluxo, demonstraram que as plaquetas

ativadas ligam-se diretamente a receptores nas células endoteliais, mais do que a proteinas



expostas pela matriz intercelular, evidenciando que a superficie da célula endotelial, e ndo as
proteinas associadas a matriz intercelular estdo envolvidas na ligacdo das plaquetas. Uma
suspensdo de HUVEC incubadas com anticorpos monoclonais que bloqueiam a intera¢ao das
proteinas como o fator de von Willebrand, coldgeno IV e fibronectina, ndo inibe a adesdo
plaquetaria em monocamada de células endoteliais (BOMBELI et al., 1998). Testaram ainda,
a contribui¢do da ativacdo das plaquetas dependentes de moléculas de adesdo incluindo P-
selectina, E-selectina e VCAM-1. Se tratando da molécula de adesio VCAM-1, em nossos
experimentos utilizando a linhagem CHO transfectada com o gene para expressdo de VCAM-
1, quando infectada com o virus dengue ou estimulada por macréfagos previamente
infectados, as CHO/VCAM-1 apresentaram o menor aumento de receptores comparado com a
expressdo de CD36 e ICAM-1. Uma menor expressdo de VCAM-1 pode ser explicada por
uma pequena e/ou falta de inducao para uma maior regulacio deste receptor.

O envolvimento dos receptores das células endoteliais ICAM-1, integrina o33 e
GPIba na ativagdo e ligacao das plaquetas sugerem que o bloqueio destes receptores pode agir
com um efeito antitrombogénico, até mesmo porque as moléculas de adesdo vascular sdo
altamente reguladas por vdrios estimulos exdgenos. Células endoteliais ativadas podem
aumentar as moléculas de adesdo e com elas a ligacdo das plaquetas ativadas e contribuir para
a formacao de trombos ou o seqiiestro das plaquetas, e assim, a trombocitopenia.

Pacientes infectados com virus dengue que desenvolveram a febre da dengue ou a
febre hemorragica da dengue apresentaram marcante trombocitopenia (KRISHNAMURTTI et
al., 2002). Em um esforco para explicar as causas da trombocitopenia em pacientes infectados
pelo virus da dengue, trabalhamos com um modelo in vitro que demonstrou um aumento
significativo na aderéncia das plaquetas em culturas de células endoteliais infectadas pelo
virus da dengue ou estimuladas com o sobrenadante de macréfagos derivados de mondcitos

humanos infectados.



As manifestagdes clinicas da dengue sdo febre e hemorragia (BHAMARAPRAVATI
et al., 1967). As manifestacdes hemorragicas sao relacionadas a diversos fatores incluindo a
trombocitopenia. Defeitos nas funcdes das plaquetas e sua sobrevida diminuida foram
estudados para descrever esta coagulopatia (SRICHAIKUL et al., 1989; MITRAKUL et al.,
1977; MITRAKUL, 1979). Estudos também demonstraram que a destruicdo das plaquetas
parece ocorrer por causa da ativagcdo do sistema complemento (MALASIT, 1987; MALASIT
et al., 1990; WANG et al., 1995). Em estudo envolvendo criancas hospitalizadas com a febre
da dengue e febre hemorrdgica da dengue, sugeriram a hipétese que durante a infeccao pelo
dengue a fracdo principal das plaquetas circulantes se apresenta ativadas (KRISHNAMURTI
et al., 2002). Conseqiientemente, as plaquetas ativadas sdo removidas da circulagdo ou
perdem a habilidade de promover a formagdo dos codgulos. Outros dados sugerem que a
alterac@o vascular pode ser o fator principal envolvido na associacdo da trombocitopenia com
as hemorragias e a severidade da doenca. A infeccao pelo virus dengue nas células endoteliais
e as citocinas liberadas pelos macréfagos infectados, seriam capazes de modificar e/ou
aumentar o repertdrio de moléculas na superficie das células facilitando a adesdo de plaquetas
previamente ativadas pelas citocinas no sobrenadante celular.

Em nosso sistema de CHO transfectadas com genes para receptores CD36, ICAM-1
ou VCAM-1 quando estas sdo infectadas pelo virus dengue ou estimuladas por LPS; quando
recebem o estimulo através do sobrenadante de macréfagos infectados ou estimulados por
LPS, a expressdo dos receptores diferem quanto ao tipo de estimulo que a célula sofreu,
diretamente ou através do sobrenadante de macréfagos estimulados, e também quanto aos
receptores que cada célula apresenta (CD36, ICAM-1 ou VCAM-1). Com relagdo a adesdo
plaquetdria ndo ocorreu uma diferenca significativa apresentada nos diferentes ensaios para os
diferentes receptores. Mas quanto a expressao dos receptores, a molécula CD36 foi a que

apresentou um maior aumento em nossos ensaios € este aumento foi ainda maior quando a



célula é infectada diretamente, fato semelhante a expressio da molécula ICAM-1 onde,
também ocorreu um maior aumento de sua expressdo quando esta célula € infectada
diretamente. A expressao de VCAM-1 foi muito semelhante nos dois sistemas de estimulos
utilizados, com um discreto aumento na expressao da molécula nas células que sdo incubadas
com o sobrenadante de macréfagos estimulados. A diferenga apresentada em nosso trabalho
na expressao das moléculas de adesdo pode ser explicada pela utilizacdo de diferentes vias de
sinalizagdo para estes receptores e/ou o estimulo que serve de gatilho para iniciar a ativagao
celular e expressao de cada uma destas moléculas.

A molécula de adesao CD36 esta presente em plaquetas e células endoteliais,
Wassmer et al. (2004), demonstraram com eritrécitos infectados pelo Plasmodium
falciparum, que as plaquetas formavam uma ponte, ligando a célula endotelial ao eritrocito
infectado, e que o CD36 foi responsavel por fazer a ligacdo entre célula endotelial-plaqueta e
plaqueta-eritrocito infectado, comprovando isso em experimentos realizados com células
endoteliais que ndo expressavam CD36. De forma semelhante o CD36 auxilia na ligagdo da
plaqueta a célula endotelial na infeccdo pelo virus dengue. Possivelmente as citocinas
inflamatérias que favorecem a expressao de CD36 nas células endoteliais na dengue sdo as
mesmas na maldria.

O fator de von Willebrand contribui para a fung¢do das plaquetas mediando o inicio da
formacdo e progressao de trombos em locais de injuria tecidual, contribuindo para a adesado e
ativacdo das plaquetas (RUGGERI, 2003; SOSOTHIKUL et al., 2007). André et al. (2000),
descrevem uma grande interacdo entre as plaquetas e vénulas de mesentério in vivo onde seus
efeitos sdo induzidos e posteriormente reversiveis. Neste estudo os autores verificaram que as
plaquetas aderem passageiramente ao endotélio quando estimuladas e que este fendmeno €
mediado pelo fator de von Willebrand, foi descrito também a existéncia de pequenos espacos

entre as células endoteliais sugerindo a circulacdo e translocacdo das plaquetas através do



endotélio intacto. A adesao de plaquetas mediada pelo fator de von Willebrand foi também
descrita in vitro em células endoteliais da veia umbilical humana infectadas com o virus da
herpes (ETINGIN et al., 1993).

Muitas situagdes expdem formas altamente reativas de moléculas de adesdo que gera
rapidamente uma importante acumulacido local de plaquetas e leucdcitos; isto pode ser
explicado por uma variedade de estimulos, como a hipéxia (PINSKY et al., 1996), infec¢ao
viral ou bacteriana (ETINGIN et al., 1993; SPORN et al., 1991), trombina (CZERVIONKE et
al., 1978; VENTURINI et al., 1989), mediadores inflamatérios (SCHORER et al., 1987,
HAMILTON; SIMS, 1987), componentes do complemento C5b-9 (HATTORI et al., 1989),
radicais de oxigénio (PATEL et al., 1991) ou deposi¢ao de fibrina (RIBES et al., 1987).

A adesdo plaquetdria, a trombocitopenia e as disfuncdes das plaquetas, tém sido muito
estudadas na dengue e em outras viroses (MITRAKUL, 1979; FUNAHARA et al., 1987;
HALSTEAD, 1989; LI et al., 1996; KRISHNAMURTI et al., 2001; KRISHNAMURTI et al.,
2002; UPADHYA; STRASBERG, 2002; CARR et al., 2003; DESVARIEUX et al., 2005;
IANNACONE et al., 2008). Em recente estudo foi mostrado que a infec¢do em camundongos
pelo virus da coriomeningite linfocitica causa trombocitopenia, disfun¢do das plaquetas e
anemia hemorragica, que € letal (IANNACONE et al., 2008). A originalidade do trabalho, é
que a anemia hemorragica letal depende da inducdo do virus, para a producdo de IFN-a/B, que
€ responsdvel pela disfun¢do das plaquetas nesta patologia.

Quando infectadas pelo DENV-3 ou estimuladas pelo sobrenadante de macréfagos
infectados, HUVEC e CHO apresentam um aumento de CD36, ICAM-1 e VCAM-1 em sua
superficie o que explica o aumento na adesao de plaquetas observado neste trabalho, 0 mesmo
ndo ocorre com a linhagem CHO745 que ndo expressa estes receptores. E possivel que ocorra
a ativacdo da célula endotelial, quando ela é infectada pelo virus dengue ou estimulada pelo

sobrenadante de macréfagos infectados, isso ocasionaria o aumento da expressdo de



receptores e/ou a liberacdo de agentes, tais como citocinas, que na seqiiéncia ativa as
plaquetas aumentando sua aderéncia ao endotélio e sua fuga para o espaco subendotelial. Este
fendmeno acontecendo de forma generalizada no endotélio vascular pode explicar a

trombocitopenia observada na doenga ocasionada pelo virus dengue.



6 - CONCLUSOES



Neste trabalho concluimos que:

O virus dengue sorotipo 3 € capaz de infectar células provenientes da veia
umbilical humana.

As células provenientes da veia umbilical humana, quando infectadas pelo
virus dengue sorotipo 3 ou estimuladas por sobrenadante de macréfagos infectados, sdo
capazes de aumentar a adesao das plaquetas em sua superficie.

As linhagens celulares CHO transfectadas com os receptores de adesdo celular
CD36, ICAM-1 e VCAM-1, sdo bons modelos para trabalhar com infeccao pelo virus dengue.

As linhagens celulares CHO transfectadas com os receptores de adesao celular
CD36, ICAM-1 e VCAM-1, e estimuladas pelo virus dengue sorotipo 3 ou sobrenadante de
macréfagos infectados, sdo capazes de aumentar o nimero de moléculas e a aderéncia de

plaquetas em sua superficie.
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