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RESUMO

A dengue ¢ a arbovirose mais prevalente nas Américas sendo endémica no Brasil desde 1981,
tornando-se assim uma das doengas mais importantes na questdo das doengas emergentes e
reemergentes. Trata-se de uma doenga febril aguda com um amplo espectro clinico, com um
desafio significativo em seu manejo, devido a sobreposicdo de sintomas clinicos e
caracteristicas laboratoriais com outras doencas infecciosas. Pacientes com as formas graves da
dengue apresentam elevadas concentragdes de citocinas pro-inflamatorias circulantes, levando
a ativacao endotelial, vazamento vascular, hemorragia e choque hipovolémico. Embora o papel
das células do sistema imunologico na secrecdo de citocinas pré-inflamatorias durante a
infec¢do por dengue seja bem estabelecido, o papel das plaquetas na patogénese da doenga nao
¢ completamente compreendido. O objetivo do presente estudo € descrever a participagao das
plaquetas na resposta imune a infec¢ao pelo virus da dengue, focando na sua contribuigdo para
a inflamacdo. Para realizar esta revisao, foi conduzida uma busca nas bases de dados
eletronicas: PubMed, Web of Science e Science Direct, resultando na selecdo de 22 artigos
publicados nos ultimos 12 anos e selecionados de acordo com critérios de conveniéncia. Os
estudos recentes indicam que a ativagao plaquetaria contribui significativamente para a resposta
inflamatoéria. Plaquetas ativadas liberam diversas citocinas e quimiocinas como CXCL4 (PF4),
CXCLS8 (IL-8), CCL5 (RANTES) e IL-1B. Além disso, as plaquetas liberam microparticulas e
exossomos que promovem a formacdo de armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs) e
estimulam a produg¢do de citocinas por macréfagos e neutréfilos. Outro achado importante €
que as plaquetas na dengue estdo envolvidas na ativa¢do do inflamassoma NLRP3, resultando
na secre¢do de IL-1f e contribuindo para o aumento da permeabilidade vascular. A presenca de
histonas livres, especialmente H2 A, ativam plaquetas e contribuem para a resposta inflamatoria.
Plaquetas ativadas também expressam niveis elevados de P-selectina, facilitando a interacdo
com leucocitos e células endoteliais. Essa interacao induz a secre¢ao de citocinas inflamatorias
como IL-1p e TNF-a. A trombocitopenia observada em pacientes com dengue ocorre devido a
diminui¢ao da producao de plaquetas na medula dssea e ao aumento da depuracao de plaquetas
do sangue periférico, sendo que o estado de ativacao das plaquetas determina essa depuragao.
Esses achados sugerem que intervengdes que visam reduzir a ativagdo plaquetaria ou modular

a interagdo das plaquetas podem ser estratégicas no manejo da dengue grave.

Palavras-chave: dengue, plaquetas, trombocitopenia, resposta inflamatoéria.



ABSTRACT

Dengue is the most prevalent arboviral disease in the Americas, being endemic in Brazil since
1981, and has become one of the most important diseases concerning emerging and reemerging
diseases. It is an acute febrile illness with a broad clinical spectrum, presenting significant
challenges in its management due to the overlap of clinical symptoms and laboratory features
with other infectious diseases. Patients with severe forms of dengue exhibit high concentrations
of circulating pro-inflammatory cytokines, leading to endothelial activation, vascular leakage,
hemorrhage, and hypovolemic shock. Although the role of immune cells in secreting pro-
inflammatory cytokines during dengue infection is well established, the role of platelets in the
pathogenesis of the disease is not fully understood. The objective of the present study is to
describe the involvement of platelets in the immune response to dengue virus infection,
focusing on their contribution to inflammation. To conduct this review, a search was performed
in electronic databases: PubMed, Web of Science, and Science Direct, resulting in the selection
of 22 articles published in the last 12 years, selected according to convenience criteria. Recent
studies indicate that platelet activation significantly contributes to the inflammatory response.
Activated platelets release various cytokines and chemokines such as CXCL4 (PF4), CXCL8
(IL-8), CCL5 (RANTES), and IL-1B. Additionally, platelets release microparticles and
exosomes that promote the formation of neutrophil extracellular traps (NETs) and stimulate
cytokine production by macrophages and neutrophils. Another important finding is that
platelets in dengue are involved in the activation of the NLRP3 inflammasome, resulting in the
secretion of IL-1B and contributing to increased vascular permeability. The presence of free
histones, especially H2A, activates platelets and contributes to the inflammatory response.
Activated platelets also express elevated levels of P-selectin, facilitating interaction with
leukocytes and endothelial cells. This interaction induces the secretion of inflammatory
cytokines such as IL-1B and TNF-a. Thrombocytopenia observed in dengue patients occurs due
to decreased platelet production in the bone marrow and increased clearance of platelets from
the peripheral blood, with the activation state of the platelets determining this clearance. These
findings suggest that interventions aimed at reducing platelet activation or modulating platelet

interaction may be strategic in managing severe dengue.

Keywords: dengue, platelets, thrombocytopenia, inflammatory response.
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1INTRODUCAO

A dengue ¢ a arbovirose mais prevalente nas Américas. Consiste em uma doenga viral,
transmitida por artropodes hematdfagos durante o repasto sanguineo (SILVA et al., 2021). Seu
agente etiologico ¢ o virus da dengue (DENV), que no Brasil sdo transmitidos por mosquitos
fémea da espécie Aedes aegypti, amplamente distribuidos em regides tropicais e subtropicais
deste pais (BRASIL, 2023).

A dengue ¢ endémica no Brasil desde 1981, tornando-se assim uma das doencas mais
importantes na questio das doengas emergentes e reemergentes (CAMARA et al., 2007). No
contexto atual, os arbovirus de maior circulacdo no Brasil sio Dengue (DENV), Chikungunya
(CHIKYV) e Zika virus (ZIKV), embora existam outros com potencial de dissemina¢do no pais.
Com frequéncia, os quadros graves sdo conhecidos somente ap6s circulagdo viral em extensas
epidemias, muitas vezes mostrando impacto imprevisivel na morbidade e mortalidade
(DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017).

A febre da dengue ¢ classicamente uma doenca autolimitada e inespecifica. Mas em
alguns casos, a doenca pode evoluir para formas mais graves, como a Febre Hemorragica da
Dengue (FHD) e a Sindrome do Choque da Dengue (SCD), representando um risco
significativo a vida do paciente (ADANE; GETAWA, 2021). Atualmente, ndo ha tratamento
especifico para a dengue ou suas formas graves. O tratamento da dengue ¢ baseado em medidas
de suporte e varia conforme a classificacdo clinica dos pacientes, que ¢ dividida em quatro
grupos (A, B, C e D), levando em consideragdo a presenca de sinais de alarme, gravidade da
doenca e comorbidades (MINISTERIO DA SAUDE, 2024).

Existem cerca de cinco sorotipos conhecidos do complexo Dengue Virus (DENV):
DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4 ¢ DENV-5. A circulagdo dos sorotipos de 1 a 4 ¢
observada no Brasil, enquanto o DENV-5 prevalece predominantemente no continente asiatico
(MUSTAFA et al., 2015). A coexisténcia de multiplos sorotipos do virus em uma regido
contribui para a incidéncia de casos graves (HALSTEAD, 2007).

Quanto aos fatores de risco para a evolugao da dengue para suas formas graves, alguns
grupos populacionais vulneraveis precisam ser considerados. A infecc¢ao por dengue tende a ser
mais grave em mulheres, especialmente durante a gravidez. Além disso, a febre hemorragica
da dengue (FHD) e a sindrome do choque da dengue (SCD) sdo mais propensas a ocorrer em
bebés e idosos. Pacientes com doengas cronicas, como diabetes mellitus ou asma, também
apresentam um risco elevado de desenvolver formas graves da doenca. Embora a desnutri¢ao

predisponha a muitas doengas infecciosas, ela ndo parece aumentar a probabilidade de dengue
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grave. Outro fator importante é o sorotipo do virus infectante, que pode influenciar
significativamente a gravidade da infec¢@o por dengue (RAJAPAKSE, 2011).

A dengue ¢ uma doenga complexa com amplo espectro de apresentacdes clinicas, que
muitas vezes ¢ erroneamente diagnosticada como outras doencgas tropicais. Nao existem
marcadores confidveis para prever o desenvolvimento das manifestacdes graves. A falta de
marcadores preditivos e tratamentos especificos ¢ consequéncia de lacunas na compreensao dos
mecanismos subjacentes da dengue (SRIKIATKHACHORN; MATHEW; ROTHMAN, 2017).

As principais manifestacdes da dengue grave (FHD e SCD), incluem extravasamento
de plasma devido a elevada permeabilidade vascular, hemorragia e trombocitopenia
(KURANE, 2007). Estes estdo frequentemente associados a uma "tempestade de citocinas",
caracterizada por uma elevacdo na concentragdo de citocinas pro-inflamatorias. Essa resposta
inflamatoria exagerada desencadeia a ativagcdo endotelial e o subsequente extravasamento
vascular. A tempestade de citocinas ¢ acompanhada pela ativacdo do sistema de coagulagao,
liberacao de proteinas de fase aguda, receptores soluveis e outros mediadores da inflamagao
(GUABIRABA; RYFFEL, 2014).

Células do sistema imunoldgico, como mondcitos, macrofagos, células dendriticas,
células endoteliais e linfocitos T, desempenham um papel crucial na secre¢do de citocinas pro-
inflamatorias durante a infeccdo por dengue (SRIKIATKHACHORN; MATHEW;
ROTHMAN, 2017). Entretanto, apesar da trombocitopenia ser uma marca registrada da
infec¢do por dengue, o papel desempenhado pelas plaquetas na patogénese da dengue ndo ¢
completamente compreendido (HOTTZ et al., 2014).

Entender a dengue como uma doenga dinamica ¢ fundamental. Na dengue, multiplos
mecanismos estdo envolvidos na resposta inflamatoria, em especial o0 mecanismo de ativagao
plaquetaria. A investigacao dessas interagdes complexas € necessaria para melhor compreender
a gravidade da doengca (PORTILHO; LIMA; CAIRES, 2022). A auséncia de um tratamento
especifico destaca ainda mais a necessidade de estudos dedicados a desvendar a fisiopatologia

subjacente, visto que a compreensao ainda ¢ incompleta (PORTILHO; LIMA; CAIRES, 2022).
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1.1 PARTICULA VIRAL

O virus da Dengue (DENV) ¢ da familia Flaviviridae e membro do género Flavivirus.
Consiste em um virus esférico, com um diametro de 40 a 50nm, envelopado, cujo genoma ¢
constituido por um RNA de fita simples e polaridade positiva (ALVAREZ et al., 2005). A
particula viral inclui proteinas estruturais, como o capsideo (C), a proteina da membrana (M) e
a proteina do envelope (E). Além de sete proteinas ndo estruturais (NS), incluindo NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5, envolvidas na replicagdo viral (GUZMAN et al., 2010).

As proteinas de membrana (M) e de envelope (E), apresentam diferentes conformagdes
dependendo do estagio de maturagdo do virus (Figura 1). Na fase imatura, as glicoproteinas E
e pré-membrana (prM) estdo associadas, formando heterodimeros que compdem a envoltoria
viral. Para que essas particulas se tornem infecciosas, ¢ necessario um processo de maturagao
que envolve a clivagem da proteina prM pela enzima furina. Com a maturagao, as proteinas sao

rearranjadas na superficie viral, formando uma estrutura tridimensional (OLIVEIRA, 2012).

Figura 1 - Estrutura do virus da Dengue e Organizacdo das proteinas traduzida do RNA viral.

a) Virus

Virus b)
imaturo

maturo

Protel’nas_ Proteinas ndo
M estruturais estruturais
QiaEEEE
O= W
3

Fonte: Adaptado de HUANG et al., 2022.

A proteina E esta envolvida tanto no reconhecimento do receptor da célula hospedeira
quanto na fusdo do virus a membrana durante a entrada na célula, sendo o principal alvo de
anticorpos neutralizantes. Dividida em trés dominios funcionais (I central, IT de dimerizagdo, e
I de ligacdo aos receptores), a proteina E existe na forma de dimeros e se reorganiza em
trimeros sob pH baixo, como no endossomo (MURUGESAN; MANOHARAN, 2020).

A proteina ndo estrutural NS1 ¢ altamente imunogénica, sendo uma glicoproteina
presente em diferentes formas: associada a organelas intracelulares, ancorada @ membrana ou
secretada de células infectadas. A forma secretada regula a ativacdo do complemento, que
produz fortes respostas humorais (LINDENBACH; RICE, 2003). A NS1 ¢ encontrada no
plasma, sendo utilizada como ferramenta de diagndstico (OLIVEIRA, 2012).
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1.2  PATOGENESE DA DENGUE

A fisiopatologia da dengue envolve uma complexa interagdo entre o virus, o sistema
imunoldgico do hospedeiro e fatores vasculares. Apds a transmissdo pelo mosquito infectado,
o virus inicialmente se replica nas células dendriticas proximas ao local de inoculacdo. Em
seguida, dissemina-se pelo organismo, infectando mondcitos, macrofagos e células musculares,
o que explica a mialgia observada durante a doenga (LUPI; CARNEIRO; COELHO, 2007).

A resposta imunologica do hospedeiro apresenta uma dualidade, por um lado, ¢
essencial para controlar e eliminar o virus, mas, paradoxalmente, algumas respostas podem
agravar a doenga. Halstead (2014) propds a teoria da amplificacdo dependente de anticorpos
(ADE). Na primeira infec¢do, o corpo produz anticorpos especificos para um sorotipo. Em uma
segunda infeccdo por um sorotipo diferente, esses anticorpos ndo neutralizam o virus e
produzem uma reagao cruzada. Os imunocomplexos formados suprimem os sistemas antivirais
inatos, facilitando a entrada do virus nas células imunes, como mondécitos e macrofagos,
permitindo uma replicacdo viral intracelular aprimorada. Assim, os anticorpos podem
potencializar a segunda infec¢ao por diferentes sorotipos de DENV (HALSTEAD, 2014).

A evidéncia mais forte de que os anticorpos sdo suficientes para potencializar
infecgdes por dengue € a ocorréncia regular de FHD/SCD em bebés com menos de um ano de
idade durante sua primeira infeccdo por dengue (HALSTEAD, 2003). Estes anticorpos,
especificamente os IgG antiDEN, sdo transferidos da mae para o bebé via transplacentaria. Os
bebés nascidos de maes com imunidade estabelecida ao virus da dengue constituem, portanto,
um grupo especial de alto risco para FHD (SIMMONS et al., 2007).

A ativagdo de células de memoria com reatividade cruzada ocorre de forma
complementar. As células apresentadoras de antigeno capturam proteinas virais sintetizadas e
as apresentam nas vias do MHC aos linfocitos T. Devido a alta homologia (70%) entre os quatro
sorotipos do DENV, os linfocitos T reagem a mais de um sorotipo. Os epitopos variantes
modificam a resposta dos linfocitos T, induzindo um perfil alterado de citocinas e a lise de
células alvo, fendmeno conhecido como pecado antigénico original (ROTHMAN, 2011).

Inicialmente, acreditava-se que as citocinas pré-inflamatorias fossem produzidas por
linfécitos T altamente reativos. Entretanto, estudos posteriores revelaram que os linfocitos T
sdo encontradas em baixas quantidades durante a fase aguda, produzindo pequenas quantidades
dessas citocinas. Sugere-se que os linfocitos T possam, na verdade, exercer um papel protetor.

Assim, ¢ mais provavel que outras células hematopoiéticas, como células dendriticas,
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monocitos e macréfagos, diretamente infectadas pelo DENV, sejam a principal fonte de
citocinas através da ativagdo de vias imunes inatas (MALAVIGE; OGG, 2017).

Embora em taxas menores, a infec¢ao primaria por DENV também pode levar a
manifestacdo grave da doenga. Isso pode ser explicado por uma combinagdo de carga viral
elevada e viruléncia da cepa. Hé correlacdo entre titulos virais mais elevados e o sorotipo do
virus infectante (COSTA et al, 2013). O DEN-2 ¢ considerado o mais virulento, seguido pelo
DEN-3 (LUPI; CARNEIRO; COELHO, 2007).

O dano as células endoteliais por infecgdo ou morte celular extensa ndo parece ser
responsavel pelo aumento da permeabilidade vascular associado a dengue. Na verdade, os
pacientes que estdo se recuperando da FHD recuperam a funcdo endotelial normal de forma
relativamente rapida, o que implica que a causa da permeabilidade vascular ¢ mais reversivel
(GUZMAN, 2016). Nesse sentido, ¢ amplamente aceito que o processo de eliminagio de células
infectadas por DENV gera uma cascata de quimiocinas e citocinas que, atinge o endotélio

vascular levando ao aumento da permeabilidade vascular (HALSTEAD, 2014).

1.3 MANIFESTACOES CLINICAS DA DENGUE

1.3.1 Febre da Dengue (DF)

A dengue cléssica ¢ uma forma comum e menos grave da infec¢do. Esta condicdo ¢é
caracterizada por um periodo de incubagao de 4 a 7 dias apos a picada do mosquito Aedes
aegypti infectado pelo virus (RATHORE et al., 2020). Essa manifestagdo clinica ¢ observada
com maior frequéncia em adultos e adolescentes e pode se apresentar apenas com febre leve ou
uma doenga mais incapacitante. Os sintomas caracteristicos envolvem o inicio subito de febre
alta e uma variedade de sinais e sintomas inespecificos, incluindo dor de cabeca, dor retro
orbital, mialgia, artralgia, nduseas e vomitos, anorexia, fraqueza e erupgcdes cutaneas. E comum
observar leucopenia e moderada trombocitopenia nos exames laboratoriais (GUBLER, 1998).

Em certos casos, ha também uma tendéncia ao sangramento, evidenciado pelas
manifestagdes hemorragicas cutaneas, incluindo petéquias e purpura, sio as mais comuns,
juntamente com sangramento gengival, epistaxe, menorragia € hemorragia gastrointestinal

(SRICHAIKUL; NIMMANNITYA, 2000).

1.3.2 Febre Hemorragica da Dengue (FHD)
O principal aspecto que diferencia a Febre Hemorragica da Dengue (FHD) ¢ o
extravasamento plasmatico. Assim, o termo coloca uma énfase inadequada na hemorragia,

mesmo que essa ndo seja sua caracteristica mais distintiva (NANAWARE et al., 2021).
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O aumento da permeabilidade vascular, resulta no acimulo de liquido nas cavidades
pleural e peritoneal, e a reducao da pressdo arterial e da pressdo de pulso, resultando em ma
perfusao dos orgdos (MALAVIGE; OGG, 2017). Ocorre principalmente em criangas com
menos de 15 anos de idade e até 2% do total de casos de DENV apresentam progressao da
infecgdo para condicdes graves (NANAWARE et al., 2021).

A febre hemorragica da dengue inicia de forma semelhante ao dengue classico, com
febre (ocasionalmente 40 a 41 °C), mantendo-se elevada por periodo de 2 a 7 dias, quando entao
apresenta queda subita (SERUFO et al., 2000). As manifestagdes hemorragicas na dengue
podem ser evidenciadas pelo teste do torniquete positivo. O teste deve ser realizado na triagem,
obrigatoriamente, em todo paciente com suspeita de dengue (BRASIL,2024).

Outras manifestagdes cutineas incluem a presenca de equimoses e purpura. Ja os
sangramentos internos podem se manifestar através de sangramentos da mucosa, trato
gastrointestinal, epistaxe, gengivorragia e até mesmo em locais de injecdes recentes. Em casos
mais graves, a hematémese (vomito de sangue) e a melena pode ocorrer (KURANE, 2007).

A febre hemorragica ¢ definida como a presenca de febre, com ou sem manifestagdes
hemorragicas, associada a trombocitopenia com valores inferiores a 100.000/mm?, além de pelo
menos um sinal indicativo de extravasamento plasmatico (SERUFO et al., 2000). Para
identificar a presenga de extravasamento plasmatico, ¢ necessario observar ao menos uma das
seguintes condigdes: um aumento do hematocrito que seja igual ou superior a 20% em relacdo
a média estabelecida para a idade, sexo e populagdo do paciente; presenca de derrame pleural,

acumulo de liquido na cavidade abdominal, ou hipoproteinemia (KURANE, 2007).

1.3.3 Sindrome do Choque da Dengue (SCD)

A Sindrome do Choque da Dengue (SCD) representa o estdgio mais severo da doenca.
Clinicamente, manifesta-se por insuficiéncia circulatoria, pressao arterial reduzida, dor
abdominal continua, vOmitos, alternincia entre inquietagdo e letargia, além de uma transi¢ao
acelerada de febre para hipotermia acompanhada de sudorese. O choque induzido pela dengue
ocorre durante a defervescéncia e num momento em que os titulos virais estao caindo, indicando
uma provavel causa imunomediada (MULLER; ALEXANDRA; YOUNG, 2017).

O choque hipovolémico surge devido a perda significativa de volume plasmatico.
Disttrbios na hemostasia sao evidentes, como aumento na fragilidade capilar (indicado por teste
do torniquete positivo e propensdao a hematomas), trombocitopenia e comprometimento da

fun¢do plaquetaria (GUBLER, 1988).
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1.4 IMUNOHEMOSTASIA

As plaquetas sdo fundamentais ndo apenas para a hemostasia e a manutengdo da
integridade vascular, mas também desempenham um papel crucial na vigilancia imunoldgica
(DELVAEYE; CONWAY, 2009). Apesar de seu papel na hemostasia ser bem estabelecido, a
compreensdo do seu papel como células efetoras na resposta inflamatdria e imunologica esta
em constante evolucdo (VIEIRA-DE-ABREU et al., 2011).

As plaquetas sdo pequenos fragmentos celulares anucleados presentes no sangue. Suas
caracteristicas incluem uma membrana plasmatica externa que envolve organelas
citoplasmaticas, como granulos a, corpos densos (granulos 0) e lisossomos (WHITE, 2007).
Para manter a contagem normal de plaquetas, que varia entre 150.000 e 400.000 por microlitro
de sangue, novas plaquetas precisam ser produzidas diariamente a partir de megacariocitos na
medula 6ssea (AZEREDO; MONTEIRO; PINTO, 2015).

Quando as plaquetas encontram estimulos como lesao na parede do vaso ou presenca
de patogenos, ocorre o inicio do processo de ativagdo plaquetaria causando uma mudanca de
formato mediada pela actina (Figura 2). A estrutura modifica-se de esferas discoides lisas para
esferas espinhosas. Este processo ¢é iniciado por um influxo de célcio (Ca*?), que promove a
formagdo de pseuddpodes. Durante esta reacdo, o numero de receptores na membrana
plaquetaria para proteinas adesivas e de coagulagdo aumenta, e as plaquetas ativadas atraem

outras plaquetas, que se agregam (AZEREDO; MONTEIRO; PINTO, 2015).

Figura 2 - Dinamica dos filamentos de actina em plaquetas no processo de ativagao.
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Em repouso

Fonte: Adaptado de CHUNG et al., 2021.

Plaquetas estimuladas respondem rapidamente com a secre¢do de proteinas estocadas
em forma de granulos (FLAUMENHAFT; SHARDA, 2019). Os granulos o sdo as organelas
mais abundantes em plaquetas, eles possuem proteinas de coagulagdo, fatores de crescimento,
glicoproteinas de adesdo (fibrinogénio, fator de von Willebrand), mediadores inflamatorios e

proteinas estruturais (P-selectina, integrina allbB3). Enquanto os granulos densos armazenam
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substancias como ADP, ATP, histamina, céalcio e pirofosfatos, que sdo fundamentais para a
agregacao plaquetaria (RIVERA et al., 2009; FLAUMENHAFT; SHARDA, 2019).

Quando ativadas, as plaquetas liberam uma variedade de quimiocinas e citocinas,
como CXCL1, CXCL4 (PF4), CXCL5, CXCL7, CXCLS (IL-8), CXCL12, CCL3 (MIP-1a), e
CCL5 (RANTES) estocados nos granulos a plaquetarios. O principal efeito dessas citocinas ¢
regular as fungdes inflamatorias, como migragado de leucocitos, fagocitose e geragao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (CHEN et al., 2020). A quimiocina mais abundante ¢ a PF4, que
tem uma ampla gama de atividades relacionadas a imunidade inata, incluindo efeitos sobre os
mondcitos e quimiotaxia de neutréfilos (STOREY; THOMAS, 2015).

A ativacao plaquetdria engloba alteragdes morfoldgicas, sinalizagdo de dentro para
fora da superficie plaquetéria através de integrinas (como allbB3), que sdo responsaveis pela
mediagdo da agregacdo plaquetaria, e desgranulagdo, resultando na liberacdo de moléculas
soluveis ou translocacao de proteinas transmembrana. Esses eventos amplificam a adesdo das
plaquetas a parede vascular ou aos leucocitos. Por exemplo, a P-selectina ¢ translocada para a
membrana da superficie plaquetdria apds um estimulo de ativagdo e interage com o receptor
PSGL-1, promovendo a interagdo entre plaquetas e leucécitos (HAPSARI PUTRI ez al., 2018).

As plaquetas expressam moléculas do MHC classe I de forma intracelular. Quando
ativadas, essas moléculas sao redistribuidas para a superficie, permitindo a apresentagao direta
de antigenos aos linfocitos T e promovendo sua ativagdo, o que regula a resposta imunoldgica
adaptativa. Plaquetas ativadas também liberam substancias soltiveis no plasma, como o ligante
CDA40 (sCD40L), P-selectina (sP-selectina) e serotonina (SCHERLINGER et al., 2023).

O ligante CD40 (CD40L) ¢ translocado para a superficie celular apods a ativagdo. Ao
interagir com CD40 em linfocitos B, monocitos, células dendriticas, macrofagos e células
endoteliais, modula a atividade dessas células. Essa interacdo induz a liberacdo de moléculas
de adesao no endotélio, como ICAM-1, VCAM-1 e CCL2 (CHEN et al., 2020), e promove a
maturacao das células dendriticas por meio do contato direto com CD40L (SINGH et al., 2020).

As plaquetas respondem a presenca de patogenos e padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs). Foi demonstrado a capacidade das plaquetas em reconhecer diretamente
o lipopolissacarideo (LPS) através do receptor Toll-like 4 (TLR4), resultando em uma resposta
distinta da classica ativagdo plaquetaria. Estudos indicam que a trombocitopenia induzida por
LPS depende da expressdao de TLR4 nas plaquetas (CLARK et al., 2007). Enquanto agonistas
tradicionais como trombina ou colageno induzem agregacao, o LPS ndo provoca esses efeitos,
mas promove uma forte ligagcdo entre plaquetas e neutrofilos. Esta interacao € crucial para a

formacao de armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs) (CLARK et al., 2007).
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2 OBJETIVO

O presente estudo tem como objetivo relacionar os mecanismos de ativagdo

plaquetaria com a inflamagdo da dengue.

2.1  OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Descrever a interagdo entre plaquetas e células imunolégicas.
b) Destacar os principais marcadores da ativacao plaquetaria na dengue.

c) Esclarecer os mecanismos que regem a ativagao plaquetaria na dengue.
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3METODOLOGIA
Este estudo tem como metodologia uma revisdo narrativa. Com essa finalidade sera
conduzida uma busca abrangente nas principais bases de dados eletronicas: PubMed, Web of
Science e Science Direct. Os critérios de inclusdo para a seleg@o dos artigos serdo baseados na
relevancia do contetido para o tema proposto, com preferéncia por estudos publicados nos
ultimos 12 anos. Dessa forma, garantimos uma analise dos avangos mais recentes na dengue.
A busca foi realizada utilizando as seguintes palavras-chaves: “platelets”,

2 6

“inflammatory response”, “dengue”, “thrombocytopenia”, “dengue pathogenesis” “platelet
activation” e termos associados. Apds a identificacao dos artigos, foram selecionados aqueles

com maior conveniéncia para o tema proposto, sem restri¢des quanto ao idioma.

3.1  CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO DE ARTIGOS

Os critérios para a inclusdo de artigos sdo estudos que aborde a relagdo entre ativagao
plaquetdria e a resposta inflamatoria na dengue. Também sera incluido pesquisas que
investigam os efeitos das plaquetas ativadas na produgdo de citocinas pré-inflamatorias.
Estudos que examinam a trombocitopenia como um aspecto da resposta imune a dengue e sua
relagdo com a resposta inflamatoria.

Foram excluidos estudos que se concentram em populacgdes especificas de idade ou
que apresentem comorbidades adjacentes. Também foram excluidos artigos que ndo estdo

disponiveis em texto completo.

3.2  SELECAO DOS ARTIGOS

Foram identificados um total de 52 artigos no PubMed, 74 no Web of Science e 475
no Science Direct. Uma avalia¢do preliminar dos titulos e resumos desses artigos permitiu a
selecdo daqueles que atendiam aos critérios de inclusdo estabelecidos na metodologia. No total,

22 artigos foram considerados adequados para esta revisdo narrativa.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  RESPOSTA INFLAMATORIA NA DENGUE

A resposta inflamatéria ao DENV deriva de mecanismos imunoldgicos que integram
tanto imunidade inata quanto a adaptativa (CHAUDHARY et al., 2022). As células dendriticas,
monocitos e macrofagos sdo os principais alvos do DENV (JOHN; LIN; PERNG, 2015). Estes
leucocitos expressam receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) que detectam padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs) (FERNANDES-SANTOS; AZEREDO, 2022).

A deteccdo de componentes virais ¢ uma etapa critica na resposta imunoldgica. Os
receptores Toll-like (TLRs) sdo essenciais na detec¢do de componentes virais especificos e na
inducdo da producao de interferons (IFNs) e outras citocinas inflamatorias. Essas moléculas sdao
cruciais para uma resposta antiviral eficiente. No entanto, respostas desreguladas podem
contribuir para a inflamag¢ao na dengue (FERNANDES-SANTOS; AZEREDO, 2022).

A imunidade inata atua como a primeira linha de defesa contra infec¢des virais, no
qual os interferons tipo I sdo um dos principais mediadores (KHANAM et al., 2022). Os TLR
desencadeiam vias de sinalizagdo intracelular que culminam na ativacdo dos fatores de
transcri¢do da imunidade inata, como IRF3, IRF7 e NF-kB. Esses fatores dirigem a transcri¢ao
e secrecdo de IFN-a e IFN-f, que atuam de forma autdcrina e paracrina para criar um ambiente
intracelular antiviral hostil a produgado de virions (KING; WEGMAN; ENDY, 2020).

O DENYV desenvolveu vérias estratégias para evadir a resposta imune do hospedeiro.
Proteinas nao estruturais do DENV, como NS2A, NS4A e NS4B, inibem a fosforilacao de
STATI, enquanto a proteina NS5 medeia a degradagdo proteasomal de STAT2 (Figura 3). A
degradacao de STAT?2 impede a formagdo do heterodimero STATI1/STAT2, crucial para a
transducao do sinal de IFN-a e IFN-B (KING; WEGMAN; ENDY, 2020). Com a evasao da
resposta imune inata, ocorre maior replicagdo viral nas células-alvo e, consequentemente, as
células imunes sdo recrutadas e produzem mediadores inflamatoérios de forma exacerbada,
causando danos a multiplos 6rgaos (FERNANDES-SANTOS; AZEREDO, 2022).

Um estudo post-mortem de dengue realizou uma analise imunohistoquimica e
quantificagdo da concentracdo de citocinas em diferentes o6rgdos periféricos. O estudo
demonstrou um aumento de células produtoras de TNF-a, IFN-y ¢ RANTES em tecidos do
figado, pulmdes e rins. Essas citocinas pro-inflamatorias sdo conhecidas por sua capacidade de
aumentar a permeabilidade vascular, uma caracteristica fundamental da DHF e DSS. Enquanto
a imunohistoquimica revelou infiltracdo significativa de células mononucleares nesses o6rgaos,

confirmando a resposta inflamatoéria induzida pelo DENV (POVOA et al., 2016).
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Figura 3 - Subversao da sinalizagdo do interferon pelo virus da Dengue.
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A via de sinalizago de interferon tipo I (IFN-a e IFN-f) ¢ ilustrada, mostrando como a proteina NS5 do virus da
dengue impede a fosforilagdo e ativagdo de STATI, e como a proteina NS5 promove a degradagdo de STAT2
através do proteassoma, inibindo a formagdo do complexo ISGF3 e, consequentemente, a transcrigdo de genes

induzidos por IFN (ISRE). Fonte: KING; WEGMAN; ENDY, 2020.

A resposta humoral envolve a produgdo de anticorpos neutralizantes ou
subneutralizantes contra o virus. Um estudo com 133 casos pediatricos de dengue mostrou uma
associagdo significativa entre titulos de anticorpos subneutralizantes e cargas virais de DENV
com a gravidade da doenga, fornecendo evidéncias do fendmeno ADE. Pacientes com titulos
baixos a intermediarios de anticorpos preexistentes anti-DENV (na faixa de 1:21 a 1:80)
apresentaram as maiores cargas virais e maior risco de desenvolver formas graves da doenca.
Enquanto aqueles com titulos de anticorpos altos tiveram menores cargas virais € menor
gravidade. Indicando que niveis altos de anticorpos podem fornecer uma protegao eficaz contra
infeccdes graves pelo DENV (WAGGONER et al., 2020). Nesse sentido, os anticorpos
preexistentes na dengue, podem tanto exacerbar quanto mitigar a gravidade da infecg¢@o.

Um estudo realizado por Patro et al. (2019) mediu 41 tipos de citocinas e quimiocinas
para identificar biomarcadores inflamatdrios associados a gravidade da dengue. Os niveis de
GM-CSF, IFN-y, IL-10, IL-15, IL-8, MCP-1, IL-6, MIP-1P e TNF-a foram significativamente
aumentados na dengue, em compara¢do com controles saudaveis. Entre as citocinas estudadas,
quatro se destacaram por sua correlagdo com a gravidade da doenca: IFN-y, GM-CSF, IL-10 e
MIP-1B. Essas citocinas correlacionaram-se significativamente com a gravidade da doenga e

poderiam servir como potencial preditor da gravidade dela (PATRO et al., 2019).
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Conhecida por suas propriedades anti-inflamatérias, a IL-10 é responsavel por
suprimir a resposta imune, o que pode ser benéfico para evitar danos excessivos aos tecidos
causados por uma inflamagao (PATRO et al., 2019). No entanto, durante a infec¢ao aguda por
DENV, concentragdes elevadas de IL-10 estdo associadas a supressdo das respostas imunes
especificas ao virus, particularmente as mediadas pelos linfocitos T (MALAVIGE et al., 2013).

A principal fonte de IL-10 durante a infeccdo aguda por DENV sdo os mondcitos
(MALAVIGE et al., 2013). De acordo com o estudo, a IL-10 mostrou ter um efeito seletivo nas
respostas imunes especificas ao DENV durante a infeccdo da dengue, sem influenciar as
respostas dos linfécitos T de peptideos virais ndo relacionados a dengue. Pacientes com niveis
mais altos de IL-10 sérico apresentaram menor frequéncia de respostas especificas de células T
para o DENV-NS3. A inibi¢cdo da IL-10 in vitro aumentou significativamente a producado de

IFN-y e producdo de TNF-a (MALAVIGE et al., 2013).

42  PLAQUETAS NA INFECCAO POR DENV

Na dengue, a trombocitopenia ¢ um achado clinico comum, e ocorre principalmente
devido a diminui¢do da producdo de plaquetas na medula 6ssea e ao aumento da depuracgao de
plaquetas do sangue periférico (AZEREDO; MONTEIRO; PINTO, 2015), sendo que o estado
de ativacdo das plaquetas durante a infec¢do por DENV determina a depuracao plaquetaria
pelas células fagociticas (VEDPATHAK et al., 2024).

As plaquetas sdo ativadas ao interagir com patdgenos através dos receptores de

superficie ou através de proteinas plasmaticas (SINGH et al., 2020).

Figura 4 - Principais Agonistas e Mecanismos de Ativagdo Plaquetaria.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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Durante a infeccdo por dengue, as plaquetas desempenham um papel critico na
resposta inflamatoria através da ativacao do inflamassoma NLRP3, resultando na ativagdo da
caspase-1 e na secrecao de IL-1B. Estudos demonstraram que as plaquetas de pacientes com
dengue contém tanto a forma precursora quanto a forma madura de IL-1B. Quando ativas, as
plaquetas liberam microparticulas (MPs) ricas em IL-1f. Esse processo depende da ativagao do
inflamassoma NLRP3, o qual ¢ ativado por vias envolvendo quinases e geracao de espécies
reativas de oxigénio (ERO) pelas mitocondrias. A ativagdo do inflamassoma e a subsequente
liberagdo de MPs se correlacionaram com sinais de aumento da permeabilidade vascular
caracteristico da dengue (HOTTZ et al., 2013).

A expressdao de superficie da P-selectina foi notavelmente elevada em pacientes
diagnosticados com dengue, especialmente aqueles que apresentavam sinais de alerta ou
sindromes graves, quando comparados com casos de dengue leve (HOTTZ et al., 2014;
TRUGILHO et al.,2017). A P-selectina é uma glicoproteina armazenada nos granulos alfa, que
¢ mobilizada para a superficie e liberada em suspensao durante a ativagao plaquetaria, sendo,
portanto, um marcador especifico. A P-selectina medeia processos inflamatorios interagindo
com o ligante (PSGL-1) em leucécitos e células endoteliais (MANDEL et al., 2022).

Para avaliar a capacidade do virus da dengue (DENV) em ativar plaquetas, foi
realizada a producdo e purificagdo tanto da proteina NS1 completa quanto de seus dominios
especificos. Utilizando citometria de fluxo, a capacidade de ativacdo plaquetaria pela NS1 foi
analisada por meio da identificacdo dos marcadores de superficie plaquetaria. As plaquetas
foram incubadas com diferentes concentra¢des de trés dominios da NS1: NS1 B-ladder, NS1
wing e NS1 mutant, por 60 minutos a 37°C. A expressao de marcadores de ativacao plaquetaria
foi avaliada através da fluorescéncia quando incubadas com a NS1 total do virus da dengue.
Observou-se que a NS1 completa do DENV induziu a expressdo da P-selectina e alIbBIIl, de
forma significativamente maior do que o controle negativo (LARRAGOITI et al., 2021).

A anélise indicou que a proteina completa DENV NS1, e todos os dominios da NSI
foram capazes de induzir a expressao do receptor da selectina P e do complexo allbB3 nas
superficies plaquetdrias. Os resultados da expressdo de marcadores de ativagdo plaquetaria
quando as plaquetas foram incubadas com os dominios individuais da NS1, indicaram que o
dominio NS1 wing ¢ o que gera maior ativagao plaquetaria, at¢ mesmo maior do que a NSI
completa. Isso sugere que o dominio da NS1 wing desempenha um papel significativo na
ativagdo plaquetaria durante a infeccao pelo DENV (LARRAGOITI et al., 2021).

Um estudo proposto por OJHA et al. (2017) investigou a relacdo entre a

trombocitopenia e a ativagao das plaquetas em pacientes com dengue. O nimero de plaquetas
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foi medido em pacientes com dengue em diferentes dias de febre em comparagdo com controles
saudaveis por citometria de fluxo. A contagem de plaquetas diminuiu de forma significativa no
quarto dia de febre, e se recuperou até o valor normal no dia dez. No mesmo periodo, as
plaquetas circulantes apresentavam um estado hiperativo, caracterizado pela expressdo maxima
de P-selectina, fosfatidilserina (PS), ligagdo de PACI elevada e quantidades elevadas de
microparticulas plaquetarias (MPs). Essa pesquisa mostrou uma relagdo inversa entre a
contagem de plaquetas e a expressdao dos marcadores de ativacdo plaquetaria, além de uma
ativacdo plaquetdria acentuada durante os estagios iniciais da doenca (OJHA et al., 2017).

Para manter a integridade endotelial durante a inflamacao, ¢ necessario um nimero
suficiente de plaquetas funcionais. Conforme sugerido por Michels et al. (2014), a dengue causa
defeitos funcionais nas plaquetas, que contribuem para o vazamento plasmatico. Essa hipdtese
surgiu da observacao de que petéquias e complicagdes hemorragicas ocorrem mesmo quando a
contagem de plaquetas estd acima do limite para sangramento espontaneo, indicando disfun¢des
plaquetarias (MICHELS et al., 2014).

O estudo de Michels et al. (2014) observou que a dengue esta associada a ativacao
plaquetaria, evidenciada por uma expressdao aumentada do anticorpo PAC-1, do marcador
lisossomal CD63 e do marcador de granulos alfa P-selectina (CD62P). Desenvolveu-se um teste
de funcdo plaquetaria usando citometria de fluxo com sangue ndo processado e anticoagulado,
adequado para condicdes de trombocitopenia. Defeitos funcionais das plaquetas foram
observados quando estimuladas com o agonista TRAP, apresentando uma expressdo maxima
reduzida de allbB3 e CD63, e diminuicdo das interacdes plaquetas-mondcitos e plaquetas-
neutrofilos. Demonstrando assim, que a desgranulagdo intensa pode esgotar as reservas de
granulos das plaquetas, reduzindo os marcadores de ativagdo. Pacientes com menor expressao
desses marcadores tinham maior risco de extravasamento de plasma (MICHELS et al., 2014).

Michels et al. (2014) também determinou a presenca de marcadores soluveis de
ativacdo plaquetaria como medida de degranulacao recente das plaquetas e concentragdes de
serotonina intraplaquetdria. A andlise revelou que os pacientes com dengue apresentavam
concentragoes elevadas de marcadores soltiveis de ativagdo plaquetaria, indicando uma ativagao
significativa das plaquetas. Essa ativacao estad correlacionada com o extravasamento de plasma
observado em ultrassonografias. Concentragdes aumentadas de serotonina intraplaquetaria
foram encontradas nos pacientes com dengue. A serotonina ¢ conhecida por sua relacdo com a
permeabilidade vascular, e seu aumento pode estar associado ao extravasamento de plasma

(MICHELS et al., 2014).



31

Pacientes com dengue apresentam concentragdes aumentadas de proteinas histona
H2A em circulagdo. Sabe-se que histonas livres se ligam e ativam as plaquetas tanto in
vitro como in vivo. A andlise protedmica realizada por Trugilho et al. (2017) revelou a presenca
de histonas exclusivamente em plaquetas de pacientes infectados, confirmada pela detec¢ao
com western blot, enquanto as histonas H2B e H3 ndo foram encontradas em plaquetas de
pacientes e controles saudaveis. Assim, foi sugerido que as plaquetas desempenham um papel
significativo no sequestro de histonas, especificamente da histona H2A, que sao liberadas na
circulagcao (TRUGILHO et al., 2017).

As plaquetas possuem receptores que detectam patdgenos e sinais inflamatorios,
incluindo receptores do complemento. Este reconhecimento pode levar a ativagao das plaquetas
pelo complemento e vice-versa (SPETH et al., 2015).

Os anticorpos ndo neutralizantes formam imunocomplexos com o DENV, ativam o
sistema complemento e induzem a opsonizagdo. O contato com os imunocomplexos
opsonizados resulta na ativagao plaquetaria (SPETH et al., 2015). O fator C3 do complemento
e a imunoglobulina G (IgG) sao reconhecidos por se ligarem a superficie das plaquetas ativadas,
promovendo a lise e depuragdo dessas células (OJHA et al., 2017).

Estudos recentes demonstraram que, apos o tratamento com o virus da dengue tipo 2
(DENV2), hd um aumento da ativagdo plaquetaria dependente da ativacdo do fator C3 do
complemento e do IgG a superficie plaquetaria. Além disso, a ativagdo do fator C3 do
complemento seguida pela ligagdo do complexo C5b-9 a superficie das plaquetas esta
fortemente associada a destruicao plaquetaria e a trombocitopenia em pacientes infectados pelo
DENV2 (OJHA et al., 2017).

As mitocondrias plaquetarias ndo apenas desempenham a funcdo de sintese de ATP,
mas também demonstraram contribuir para apoptose plaquetaria (CHAUDHARY et al., 2022).
Pacientes infectados pelo virus da dengue (DENV) apresentaram sinais classicos da via
intrinseca de apoptose, incluindo a ativagdo de caspase-9 e caspase-3 (HOTTZ et al., 2013).
Além disso, as plaquetas de pacientes com dengue exibiram uma significativa despolarizagao
mitocondrial, medida pela reducdo da intensidade da fluorescéncia da tetrametilrodamina etil
¢éster (TMRE). Esta despolarizagao foi mais intensa nas fases febril e de defervescéncia da
infeccdo. O estudo também identificou que o receptor DC-SIGN ¢ crucial na ativagdo de
plaquetas induzida pelo DENV. A neutralizagdo do DC-SIGN preveniu a ativagao plaquetaria
e a disfun¢do mitocondrial induzida pelo DENV (HOTTZ et al., 2013).
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43  PAPEL DAS MICROPARTICULAS E EXOSSOMOS DE PLAQUETAS

A infec¢do pelo DENV induz a ativagdo das plaquetas, aumentando a secre¢do de
exossomos e microvesiculas. Exossomos derivados de plaquetas promovem a formacao de
armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs) e estimulam a producdo de citocinas por
macrdofagos e neutrofilos, contribuindo para a inflamacdo. Microparticulas derivadas de
plaquetas transportam IL-1f3, uma citocina associada ao aumento da permeabilidade vascular,
representando um mecanismo de patogénese da dengue (KHANAM et al., 2022).

A eliminagdo de microparticulas (MPs) ¢ uma consequéncia da morte celular
apoptotica e da ativacdo celular. Niveis baixos de MPs circulantes no sangue contribuem para
a manutencao da homeostase, enquanto a produg¢do aumentada de MPs estd associada a
condigoes patologicas (PUNYADEE et al., 2015).

As MPs liberadas durante a infeccdo pelo DENV incluem aquelas derivadas de
plaquetas e eritrocitos, que sdo duas das principais populagdes de MPs detectadas na circulagdo.
Segundo Punyadee et al. (2015), pacientes com dengue hemorrdgica (DHF) apresentam
quantidades significativamente reduzidas de MPs derivadas de plaquetas (CD41la") em
comparagdo com aqueles com febre da dengue (DF), enquanto a quantidade de MPs derivadas
de eritrocitos (CD235") sdo mais elevadas. As MPs de eritrocitos estdo associadas a gravidade
da infeccao por DENV, mas ¢ a redugdo das MPs de plaquetas que estd diretamente ligada a
uma maior tendéncia hemorragica. Isso ocorre porque as MPs de plaquetas possuem uma
atividade pro-coagulante significativamente maior, essencial para manter a hemostasia
(PUNYADEE et al., 2015).

Além das microparticulas, os exossomos derivados de plaquetas (PLT-EXOs) também
desempenham um papel importante na patogénese da dengue. O estudo conduzido por
Vedpathak er al. (2024) investigou o impacto dos exossomos derivados de plaquetas na
integridade da monocamada endotelial e na inflamagao vascular em pacientes com dengue. O
estudo encontrou que os PLT-EXOs de pacientes com dengue, especialmente aqueles com
sinais de alerta e dengue grave, apresentaram niveis elevados das proteinas CD63 e CD?9. Esses
exossomos foram internalizados pelas células endoteliais (HUVECs), resultando na
desintegracdo da monocamada endotelial e na reducdo da expressao das proteinas de adesdao
celular Claudin-1, VE-Caderina e CD31 (PECAM-1).

Para avaliar a permeabilidade da monocamada endotelial, foi realizado o ensaio de
extravasamento de azul BSA-Evans. Este ensaio demonstrou que os PLT-EXOs de pacientes

com dengue resultaram em maior vazamento do complexo azul de Evans-BSA, indicando uma
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disfun¢do endotelial pronunciada. Além disso, os PLT-EXOs estimularam a liberagdo de
marcadores inflamatorios, como CRP, SAA, sVCAM-1 e sICAM-1, tanto nos supernadantes
das HUVECs quanto nos soros dos pacientes. Esses achados sugerem que os PLT-EXOs

promovem a permeabilidade vascular e a inflamagdo (VEDPATHAK et al., 2024).

44  INTERACAO DAS PLAQUETAS COM CELULAS IMUNES

A ativagdo plaquetaria nao ocorre apenas em resposta a lesdes e processos
hemostéticos, mas também desempenha um papel crucial na modulacdo da resposta do
hospedeiro e pode influenciar a sobrevivéncia do virus (ASSINGER, 2014). Em resposta a
infeccdo por DENV, as plaquetas ativadas liberam uma variedade de mediadores, incluindo
citocinas, quimiocinas e microparticulas, que interagem com células endoteliais € modulam a
atividade de outras células imunologicas (HOTTZ et al., 2014). Essas interagdes podem, em
alguns casos, criar um ambiente mais favoravel a replicagdo viral.

As plaquetas ativadas interagem com varias classes de leucdcitos, incluindo
mondcitos, neutrofilos e linfécitos (Figura 4). Na dengue, essas interagdes sao particularmente
importantes, pois as plaquetas formam agregados com linfocitos, mondcitos e granulocitos,
promovendo respostas protetoras e inflamatérias (HOTTZ; BOZZA; BOZZA, 2018).

As plaquetas ativadas formam agregados com monocitos através da interagdo do
receptor de superficie P-selectina, que se liga ao ligante PSGL-1 nos mondcitos. Esta interacao
desencadeia respostas funcionais nos monoécitos, promovendo a sintese e secrecdo de citocinas
como IL-1p, IL-8 e IL-10. Estas citocinas desempenham um papel importante na regulacao da
resposta imune e na modula¢ao da inflamagao (HOTTZ et al., 2014). Em pacientes com dengue,
especialmente aqueles com trombocitopenia e sinais de aumento da permeabilidade vascular,
foram observados niveis aumentados de agregados plaquetas-monocitos (HOTTZ et al., 2014).

A interagdo de plaquetas ativadas e apoptoticas com monocitos durante a infecgdo por
DENV envolve a ligagdo da P-selectina ao PSGL1, o reconhecimento da fosfatidilserina
(PhSer) pelos receptores de PhSer e a secre¢do de quimiocinas dos granulos a das plaquetas.
Esses sdo os principais mecanismos de imunomodula¢do de mondcitos por plaquetas ativadas,
seja apods estimulacdo agonista ou em condi¢des de doenga (HOTTZ et al., 2014). Além disso,
quando ativas, as plaquetas sdo fagocitadas pelos mondcitos, evidenciando uma associagao
entre plaquetas ativadas e trombocitopenia (QUIRINO-TEIXEIRA et al., 2021).

As plaquetas ativadas interagem com neutr6filos através de mecanismos semelhantes

envolvendo a P-selectina e receptores CLECS e TLR2 nos neutréfilos. Esta interagdo facilita a
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formacao de redes de neutréfilos chamadas NETs (armadilhas extracelulares de neutréfilos),
que podem capturar patdégenos, mas também podem contribuir para o dano endotelial e a
inflamacdo excessiva (QUIRINO-TEIXEIRA et al., 2021). Neutréfilos que formaram
agregados com plaquetas mostram aumento da atividade fagocitica (ASSINGER, 2014).

As plaquetas interagem diretamente com linfocitos T ¢ B e modulam sua fungdo
através da interacao direta célula-célula e de mediadores soluveis (ASSINGER, 2014). CXCL4
e CCLS liberados por plaquetas aumentam a producao de citocinas pr6 inflamatdrias pelos
linfocitos T. CXCL4 ¢ um importante mediador na diferenciagdo de células T, levando a um
aumento nos linfécitos T reguladores (ASSINGER, 2014).

Os anticorpos também podem agravar a doenga durante infec¢des secundarias por
DENV através da citotoxicidade celular. O fendmeno ADE resulta na lise direta das células
infectadas pelos natural killer (NK). A liberacdo de granulos citotoxicos e citocinas pelas
células NK contribui para a tempestade de citocinas, e o dano tecidual associado a eliminagao
da infeccdo (ST. JOHN; RATHORE, 2019).

A quimiocina CXCL4 ¢ armazenada em granulos alfa das plaquetas e ¢ liberada
durante a ativacdo plaquetaria, sendo produzida também por outras células imunolédgicas. Nos
monocitos, por exemplo, 0 CXCL4 ndo s6 funciona como um mediador quimioatraente, mas
também promove a sobrevivéncia, a produg¢do de TNF-a ¢ a liberagdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (SILVA-CARDOSO et al., 2017).

O estudo de Silva-Cardoso et al. (2017) demonstrou que a exposicdo das células
dendriticas derivadas de mondcitos (moDCs) a CXCL4 durante a diferenciacdo resulta em
células com um fenotipo mais maduro. Estas moDCs exibem maior expressao de marcadores
de maturacdo como CD83, CD86 ¢ MHC classe 1.

As plaquetas, através da CXCL4, também desempenham um papel significativo na
amplificacdo da resposta imune adaptativa. As CXCL4-moDCs sao capazes de induzir uma
proliferagdo mais robusta de linfocitos T CD4" ¢ CD8" autdlogas, bem como uma maior
producdo de citocinas como IFN-y e IL-4. Essa ativacdo ocorre de forma antigeno-
independente, sugerindo que a CXCL4 pode criar um ambiente imune mais reativo e

potencialmente inflamatoério (SILVA-CARDOSO et al., 2017).
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Figura 5 — Modulagao das plaquetas nas células imunoldgicas.
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As plaquetas ativadas secretam uma variedade de citocinas ¢ mediadores inflamatdrios, incluindo IL-1p, IL-10,
CD62, MIP-1a, 5-HT, PAF e RANTES, que promovem a inflamag@o e o recrutamento celular. a) As plaquetas
ativadas promovem a diferenciacdo dos mondcitos, que, por sua vez, secretam citocinas como IL-1p, IL-8 e IL-
10. b) Neutrofilos respondem a ativacdo plaquetaria com a libera¢ao de armadilhas extracelulares (NETs), aumento
do recrutamento celular, maior ativagdo e produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). ¢) As plaquetas
também influenciam as células dendriticas, promovendo sua maturagao e apresentacao de antigenos. d) As células
Natural Killer (NK) aumentam sua atividade litica em resposta as plaquetas ativadas. e) Os linfocitos T e B sao

ativados, com os linfécitos B aumentando a produgdo de anticorpos IgG. Fonte: Elaborado pelo Autor, 2024.

4.5  MEDIADORES ATIVADORES DE PLAQUETAS

Ha diversos mediadores que contribuem para a ativagao plaquetaria na dengue. O fator
ativador de plaquetas (PAF) ¢ um mediador lipidico inflamatorio altamente ativo, produzido
por mastdcitos, mondcitos e células endoteliais (SRISAWAT et al., 2023). Embora ndo seja um
marcador especifico para ativacdo plaquetaria, o estudo realizado por JEEWANDARA et al.
(2015) demonstraram que os niveis de PAF sao significativamente mais altos em pacientes com
dengue, especialmente naqueles com DHF.

Virias vias podem levar a ativacdo das plaquetas, mas o fator ativador de plaquetas
(PAF) parece ter um papel significativo. A ligagdo do PAF ao receptor do fator ativador de

plaquetas (PAFR) ativa varias cascatas de sinalizacdo intracelular. Foi observado que o PAF ¢
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capaz de ativar a transcri¢do do fator de transcrigdo NF-kB, resultando na expressao aumentada
de citocinas inflamatdrias, como o TNFa e o IL-13 (JEEWANDARA et al., 2015).

Na pesquisa in vitro, observou-se que o PAF presente no soro de pacientes com dengue
estd associado a diminuicao da expressdo de proteinas de jun¢do estreita (ZO-1) e a redugdo da
resisténcia transendotelial (TEER) em células endoteliais humanas. Essas proteinas sao
fundamentais para manter a integridade da barreira endotelial. Para investigar esse fenomeno,
foram realizados experimentos utilizando células HUVECs, expostas a diferentes
concentragdes de PAF (100 ng/ml, 200 ng/ml e 500 ng/ml). Os resultados mostraram que o PAF
reduz a expressdo da proteina ZO-1 e este efeito foi significativamente inibido pelo uso de um
bloqueador do receptor de PAF (PAFR). Além disso, as células HUVEC incubadas com soro
de pacientes com dengue apresentavam morfologia alterada, reducao na expressao de ZO-1 e
alargamento das jun¢des comunicantes JEEWANDARA et al., 2015).

Um ensaio clinico de fase 2 randomizado, duplo-cego e controlado por placebo foi
realizado em pacientes com dengue aguda no Sri Lanka. Aqueles que receberam 40 mg de
Rupatadina oral, um bloqueador do PAFR, durante cinco dias, apresentaram uma menor
probabilidade de desenvolver FHD (9,7%) em comparacdao com o placebo (17,5 %). Embora
esta diferenca ndo tenha sido estatisticamente significativa, a rupatadina também reduziu os
vomitos persistentes, as dores de cabeca e a sensibilidade hepatica (MALAVIGE et al., 2022).

O tratamento também resultou em uma menor probabilidade de desenvolver uma
reducdo na contagem de plaquetas inferiores a 50.000 células/mm? (P = 0,01) e uma redugao
significativa na duragdo da doenga (P =0,0002). Embora a rupatadina tenha mostrado potencial
para reduzir a propor¢ao de pacientes com dengue que desenvolvem FHD, ¢ improvavel que
seja eficaz isoladamente. Como anti-histaminico e bloqueador do PAFR, a rupatadina
provavelmente ndo previne o vazamento vascular causado por outros mediadores, como IL-1,
TNF-a e o antigeno NS1 da dengue (MALAVIGE et al., 2022).

Além disso, a rupatadina por si s6 ndo resultou em uma reducdo significativa das
manifestagdes hemorragicas (MALAVIGE et al., 2022). Isso sugere que, além da contagem de
plaquetas, outros fatores contribuem significativamente para o risco de sangramento em
pacientes com dengue. Portanto, abordagens terapéuticas que visam exclusivamente aumentar
a contagem de plaquetas podem nio ser suficientes. As concentracdes de rupatadina utilizadas
em estudos in vitro e em camundongos foram maiores do que as usadas no ensaio clinico, o que
pode explicar a eficacia limitada observada. Nesse sentido, mais estudos sdo necessarios para
confirmar esses achados e determinar a eficacia da rupatadina em diferentes condi¢des e doses

(MALAVIGE et al., 2022).
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A histona H2A livre circulante no plasma também mostrou capacidade de ativar
plaquetas. Plaquetas tratadas com histona H2A recombinante apresentaram aumento na
translocagdo de P-selectina para a superficie e na secrecdo de PF4/CXCL4, uma resposta que
foi inibida por quelantes de calcio e bloqueadores do receptor TLR4, sugerindo a participacdo
desses mecanismos na ativagdo plaquetaria. Adicionalmente, o bloqueio da histona H2A no
plasma de pacientes com dengue preveniu a ativacdo plaquetaria, reforcando o papel das
histonas na modulagao da resposta imunolédgica durante a infecgao (TRUGILHO et al., 2017).

As maiores quantidades de serotonina no sangue sdo armazenadas em granulos densos
em plaquetas, que também sdo liberados apos a ativacao plaquetdria (ASSINGER, 2014). De
acordo com Masri et al. (2019) um dos mecanismos de trombocitopenia induzido pelo virus da
dengue envolve a ativacdo das plaquetas mediada pela serotonina periférica liberada por células
mastocitarias, seguida pela fagocitose dessas plaquetas no baco. A serotonina ¢ uma das
diversas moléculas capazes de ativar as plaquetas, e 0s mastocitos sao uma das principais fontes
periféricas de serotonina (MASRI et al., 2019).

Para avaliar a importancia dos mastdcitos na presenga de trombocitopenia foram
utilizados dois modelos de camundongos: camundongos selvagens (WT) e camundongos
deficientes em mastdcitos (SASH). Ambos os grupos foram infectados com DENV. Observou-
se que os camundongos WT desenvolveram trombocitopenia, enquanto os camundongos SASH
ndo mostraram uma redugao significativa no niimero de plaquetas (MASRI et al., 2019). Assim,
foi observado que a serotonina derivada dos mastocitos causa trombocitopenia, apesar de que
também foi esclarecido que a serotonina exdgena por si s6 também tem o mesmo efeito.

Finalmente, para confirmar que os achados em camundongos se aplicam a humanos,
os pesquisadores realizaram experimentos in vitro com plaquetas humanas. Os resultados
mostraram que a serotonina aumentou a ativagao das plaquetas humanas em resposta ao DENV.
Ao utilizar antagonistas especificos dos receptores SHT2A, como a ketanserina e o
sarpogrelato, em camundongos infectados com DENV reverteu a trombocitopenia e reduziu a
ativacao das plaquetas nos camundongos. Assim, tanto a deficiéncia de mastdcitos em
camundongos quanto a inibi¢do farmacoldgica dos receptores SHT2A reverteu a

trombocitopenia (MASRI et al., 2019).
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46 PRODUCAO DE CITOCINAS E MEDIADORES INFLAMATORIOS

De acordo com Hottz et al. (2014), as plaquetas ao se agregarem as células endoteliais
e leucocitos, desempenham um papel crucial na resposta inflamatéria. Os agregados plaqueta-
mondcito foram significativamente maiores em pacientes com dengue trombocitopénicos em
comparagdo com pacientes ndo trombocitopénicos. Em particular, a exposi¢do dos monocitos
a plaquetas ativadas induz a secre¢do de citocinas, incluindo IL-1, IL-8, IL-10 e MCP-1, que
sao conhecidas por aumentar a permeabilidade endotelial (HOTTZ et al., 2014). A IL-1p ¢ uma
importante citocina proé-inflamatoria aumentada durante a infec¢do por dengue. Essa citocina
tem sido associada ao aumento da permeabilidade endotelial, & trombose e a hemostasia
desregulada na dengue. A IL-1 ¢ sintetizada como uma proteina precursora maior que € clivada
na citocina ativa por inflamassomas, que controlam a atividade da caspase-1 no sistema
imunolégico inato (HOTTZ et al., 2013).

Um estudo adicional proposto por Hottz et al. (2014), demonstrou que os monocitos
respondem a presenca de plaquetas apoptdticas em agregados com mondcitos € plaquetas,
secretando IL-10. Os pesquisadores realizaram experimentos nos quais estimularam as
plaquetas com trombina e convulxina, substancias conhecidas por ativar as plaquetas e induzir
apoptose. Observou-se que essa combinacdo resultou na expressao de P-selectina, exposi¢ao de
fosfatidilserina e perda de potencial de membrana mitocondrial, todos marcadores de apoptose.
Curiosamente, quando os mondcitos foram expostos apenas a plaquetas ativadas por trombina,
a secre¢do de IL-8 foi observada, mas nao de IL-10. No entanto, quando expostos a plaquetas
tanto ativadas quanto apoptéticas, os mondcitos secretaram tanto IL-8 quanto IL-10, indicando
uma resposta diferenciada dependendo do estado das plaquetas (HOTTZ et al., 2014).

Um estudo avaliou os diferentes tipos de citocinas e quimiocinas em pacientes com
dengue, apresentavam valores plasmaticos elevados das citocinas TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-18
e das quimiocinas CXCL8, CCL2 e CXCL10 em comparagdo com controles saudaveis. Nesse
estudo, os pacientes com dengue e trombocitopenia apresentaram valores significativamente
mais elevados de IL-10, o que corrobora com a hipotese de formacgao de agregados monocitos-
plaquetas como causa de trombocitopenia e liberagdo de citocinas (SOLORZANO et al., 2021).

O estudo conduzido por Trugilho et al., 2017 investigou a expressdao de quimiocinas,
especificamente o fator plaquetario 4 (PF4) e RANTES, em pacientes com dengue em
comparagao com individuos saudaveis. O PF4 ¢ uma quimiocina expressa exclusivamente por
plaquetas e megacaridcitos quando ativos. Descobriu-se que, embora as plaquetas dos pacientes

com dengue apresentassem menor armazenamento de PF4, quando ativadas durante a infecgao,
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liberavam mais dessa quimiocina do que as plaquetas de individuos saudaveis. Isso indica um
possivel esgotamento de seus proprios estoques internos desse fator. Além disso, os valores de
PF4 no sangue dos pacientes com dengue aumentaram, corroborando com a ideia de uma
liberagdo aumentada por plaquetas ativadas. Resultados semelhantes foram observados para a
quimiocina RANTES.

Pereira et al. (2020) investiga a presenga de linfocitos T multifuncionais que
expressam IFNy, IL10 e TNF em diferentes formas clinicas da dengue. A pesquisa identifica
que pacientes com dengue leve possuem frequéncias mais altas de linfocitos T multifuncionais,
especificamente CD4" e CD8", que produzem combinagdes de IFNy, IL10 e TNF. A presenca
dessas células esta associada a formas leves de dengue, sugerindo que elas desempenham um
papel protetor na evolugao clinica da infecgao. Também ocorreu uma correlagdo positiva dessas
células com a quantidade de plaquetas indicando uma fungao protetora (PEREIRA et al., 2020).

O TNF-a ¢ uma citocina pro-inflamatdria crucial que contribui para a permeabilidade
vascular aumentada e hemorragias durante infecgdes graves por DENV. Houve uma correlagao
negativa significativa entre a concentracio de TNF-o e a contagem de plaquetas.
Especificamente, um aumento de uma unidade em TNF-a foi associado a uma diminui¢do de
160 unidades na contagem de plaquetas (MEENA et al., 2020). Isso sugere que TNF-a
desempenha um papel importante na trombocitopenia associada a dengue. Analise das citocinas
mostra que a resposta imune em infec¢des por dengue ¢ complexa e envolve tanto citocinas
pré-inflamatorias quanto anti-inflamatérias. A 1L-2 e IL-4 desempenham papéis protetores e
regulatérios, enquanto a IL-10 pode aumentar a patogénese da dengue (MEENA et al., 2020).

Avancos recentes na pesquisa buscaram selecionar 10 biomarcadores das vias
vascular, imunologica e inflamatéria na infeccdo por dengue. Para isso, foram analisadas
amostras e dados clinicos de um grande estudo observacional multicéntrico conduzido em
quatro paises (Vietna, Camboja, Malédsia e El Salvador). No total, 281 casos de dengue
moderada a grave e 556 controles com dengue nao complicada foram incluidos na analise. Os
biomarcadores investigados foram VCAM-1, SDC-1, Ang-2, IL-8, IP-10, IL-1RA, sCD163,
STREM-1, ferritina e CRP (VUONG et al., 2021).

A analise revelou que a combinagdo de IL-1RA, Ang-2, IL-8, ferritina, [P-10 e SDC-
1 est4 associada a dengue moderada a grave em criancas. Em adultos, a combinagdo de SDC-
1, IL-8, ferritina, sSTREM-1, IL-1RA, IP-10 e sCD163 mostrou-se associada a dengue moderada
a grave. Esses achados sdo significativos, e contribuem para o desenvolvimento de painéis de
biomarcadores para uso clinico, facilitando a triagem e o manejo precoce de pacientes em risco

de complicagdes graves (VUONG et al., 2021).
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5 CONCLUSAO

Os principais achados desta revisdo indicam que as plaquetas desempenham um papel
importante na resposta inflamatoria durante a infeccdo por dengue. A ativacdo plaquetaria ¢
mediada por varios agonistas e resulta na liberagao de mediadores inflamatdrios, como citocinas
e quimiocinas, que modulam a interagdo com outras células imunoldgicas. Os estudos
destacaram a importancia do inflamassoma NLRP3 e da secre¢do de IL-1B na resposta
inflamatoéria das plaquetas, contribuindo para o aumento da permeabilidade vascular.

A ativagdo plaquetaria resulta na liberagdo dos constituintes granulares. Quimiocinas
e citocinas derivadas de plaquetas, como CXCL4, CCL5, IL-1B e TNF-a, regulam fungdes
inflamatorias, incluindo migragao de leucdcitos, fagocitose e geragdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Esses mediadores promovem a ativacao de células imunes e amplificam a
resposta inflamatoria. Além disso, as interagdes das plaquetas com células imunologicas, como
monocitos e neutrofilos, através de moléculas como P-selectina e PSGL-1, intensificam a
resposta inflamatoria, aumentando a permeabilidade endotelial e desregulando a hemostasia,
caracteristicas comuns na dengue grave.

As plaquetas de pacientes com dengue apresentam sinais de ativagdo, disfuncdo
mitocondrial e ativacdo da cascata de caspases de apoptose resultando em trombocitopenia.
Além disso, defeitos na funcao plaquetaria podem prejudicar adesdo e agregacao plaquetéaria no
endotélio inflamado, promovendo sangramento inflamatorio.

A anélise de marcadores especificos de ativagdo plaquetaria, como P-selectina, CD63,
allbP3, e as mudancgas na funcionalidade plaquetaria em resposta a infecgao, revelou que uma
ativacdo prolongada das plaquetas resulta em um estado de exaustdo. Isso sugere que as
plaquetas ao passar por um estado de ativagdo maxima e esgotar seus granulos de reserva, limita
sua capacidade de formar novos agregados e liberar mediadores inflamatdrios adicionais.

Por fim, a ligagao do complemento e a presenca de histonas livres contribuem para a
ativacdo e depuragdo das plaquetas durante a infecgdo por dengue. O complemento promove a
destruicao e remocgdo das plaquetas da circulagao, enquanto as histonas livres perpetuam um
ciclo de ativacdo e exaustdo. Todos estes processos que contribuem para a ativagao plaquetaria
resultam num aumento do consumo e remog¢ao de plaquetas e conduzem frequentemente a

trombocitopenia, que ¢ frequentemente observada durante a infecgdo viral.
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