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RESUMO 

 

Introdução: A dengue é uma infecção viral e pode ser classificada em dengue leve, normalmente 

tratada domiciliarmente, e dengue com sinais de alarme (sa+) e dengue grave (sa+/grave), que 

requerem hospitalização. Manifestações graves da dengue são consideradas o resultado da ativação 

exacerbada da resposta imune. A importância dos mecanismos reguladores promovidos por 

moléculas e citocinas anti-inflamatórias das células T multifuncionais e T reguladoras (Tregs) no 

controle das respostas inflamatórias é evidente em muitas doenças infecciosas. Portanto, nosso 

objetivo foi investigar a presença destes mecanismos em diferentes formas clínicas da infecção por 

dengue. Métodos e Resultados: células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de pacientes 

com dengue foram cultivadas na presença da biblioteca de peptídeos para as proteínas virais de 

envelope (ENV) ou NS3 de DENV1. Pacientes com dengue leve apresentaram níveis mais altos de 

IFNγ, TNF e IL12p70 no plasma quando comparado com o grupo sa+/grave. As frequências de 

células T CD4+ ou CD8+ específicas para DENV simples ou duplo produtoras (TNF ou IL10 ou 

IFNγ/TNF ou IFNγ/IL10) foram maiores em dengue leve quando comparado com as formas 

clínicas sa+/grave. Além disso, pacientes com dengue leve apresentaram níveis mais altos de 

células T específicas para NS3 triplo produtoras de IFNγ, TNF e IL10 que o grupo sa+/grave. 

Dentre as moléculas reguladoras avaliadas, verificamos que pacientes com dengue aumentam as 

frequências de células Teff GITR+ ou LAP+ ou PD1+, e células Tregs CD226+ e CTLA4+. Por outro 

lado, pacientes com dengue leve apresentaram elevadas frequências de Tregs CD200+ e de modo 

importante elevadas frequências de tTregs GITR+ produtoras de IL10 específicas ao DENV, 

população pouco entrada em pacientes com dengue sa+/grave. Além disso, usando o mapeamento 

de epítopo da biblioteca de peptídeos do ENV de DENV1, conseguimos identificar peptídeos 

associados a produção de IL10 pelas Tregs. Conclusão: A evolução clínica da dengue parece 

relacionar-se com mecanismos reguladores da resposta imune. Tregs de indivíduos com dengue 

sa+/grave apresentaram deficiência importante em marcadores de ativação, sugerindo um fenótipo 

disfuncional e a produção de IL10 por células T multifuncionais e por células tTregs GITR+ está 

associada à apresentação clínica de dengue leve, sugerindo que esses mecanismos reguladores são 

importantes para limitar a imunopatologia da dengue. 

 

Palavras-chave: célula Treg, imurregulação e dengue  



ABSTRACT 

 

Introduction: Dengue is a viral infection and can be classified into mild dengue, usually treated at 

home, and dengue with warning signs (sa+) and severe dengue (sa+/severe), which require 

hospitalization. Severe manifestations of dengue are considered to be the result of exacerbated 

activation of the immune response. The importance of regulatory mechanisms promoted by anti-

inflammatory molecules and cytokines of multifunctional and regulatory T cells (Tregs) in 

controlling inflammatory responses is evident in many infectious diseases. Therefore, our objective 

was to investigate the presence of these mechanisms in different clinical forms of dengue infection. 

Methods and Results: Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from dengue patients were 

cultured in the presence of the peptide library for the viral envelope proteins (ENV) or NS3 of 

DENV1. Patients with mild dengue had higher plasma levels of IFNγ, TNF and IL12p70 when 

compared to the sa+/severe group. The frequencies of specific CD4+ or CD8+ T cells producing 

single or double DENV (TNF or IL10 or IFNγ/TNF or IFNγ/IL10) were higher in mild dengue 

when compared to sa+/severe clinical forms. Furthermore, patients with mild dengue had higher 

levels of triple NS3-specific T cells producing IFNγ, TNF, and IL10 than the sa+/severe group. 

Among the regulatory molecules evaluated, we verified that patients with dengue increase the 

frequencies of Teff GITR+ or LAP+ or PD1+ cells, and Tregs CD226+ and CTLA4+ cells. On the 

other hand, patients with mild dengue showed high frequencies of CD200+ Tregs and, importantly, 

high frequencies of GITR+ tTregs that produce IL10 specific to DENV, a population that is rarely 

used in patients with sa+/severe dengue. Furthermore, using epitope mapping of the DENV1 ENV 

peptide library, we were able to identify peptides associated with IL10 production by Tregs. 

Conclusion: The clinical evolution of dengue seems to be related to regulatory mechanisms of the 

immune response. Tregs from individuals with sa+/severe dengue showed an important deficiency 

in activation markers, suggesting a dysfunctional phenotype, and the production of IL10 by 

multifunctional T cells and by tTregs GITR+ cells is associated with the clinical presentation of 

mild dengue, suggesting that these regulatory mechanisms are important to limit dengue 

immunopathology. 

 

Keywords: Treg cell, immuregulation and dengue   
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1. INTRODUÇÃO 

 

A dengue é uma infecção viral transmitida por mosquito que é principalmente caracterizada 

por uma febre aguda autolimitada, que se resolve espontaneamente na maioria dos casos (WHO, 

2009). Nos últimos 50 anos, houve um aumento de 30 vezes na incidência da infecção pelo vírus 

da dengue, que atualmente está amplamente distribuída nos países tropicais e subtropicais (Fig. 1). 

Cerca de 2,5 bilhões de pessoas vivem nessas áreas endêmicas, e estimativas conservadoras 

calculam que cerca de 50 milhões de pessoas por ano sejam acometidas por esta doença no mundo 

(GUZMAN, et al., 2016). Minas Gerais, que possui uma população de aproximadamente 21 

milhões de habitantes, apresentou 4 grandes epidemias de dengue na última década, nos anos de 

2013, 2015, 2016 e 2019 (Tabela 1) (SES-MG, 21/01/2020). 

 

 

Figura 1 – Mapa de distribuição da dengue no mundo. As áreas preenchidas em amarelo representam 

regiões onde a dengue tem sido reportada. Fonte: WHO 2014 disponível em: 

http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_DengueTransmission_ITHRiskMap.png.  

Dengue, países ou áreas de risco, 2013 
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Tabela 1 – Casos prováveis de dengue por mês de início de sintomas, 2011 a 2020, MG. Fonte: Boletim 

epidemiológico das doenças transmitidas pelo Aedes: dengue, chikungunya e zika, nº 162, semana epidemiologia 03, 

data de atualização 21/01/2020 da Secretaria do Estado de Saúde de Minas Gerais. Disponível em 

https://www.saude.mg.gov.br/images/noticias_e_eventos/000_2020/Boletins_Aedes/Boletim%2021-01-2020.pdf 

 

A dengue causa impactos econômicos muito importantes nas regiões acometidas devido ao 

grande número de casos, aos custos alocados para saúde, como manejo clínico adequado, 

hospitalizações, além das perdas causada pelas faltas ao trabalho. Em um estudo realizado durante 

os anos de 2005 e 2006 que avaliou 1695 pacientes de 8 países, 5 localizados nas Américas 

(incluindo o Brasil) e 3 na Ásia, foi demonstrado que pacientes com dengue leve os ambulatoriais 

tiveram uma perda média de dias de estudo ou de trabalho de 14,8 dias, enquanto que os pacientes 

hospitalizados perdem em média 18,9 dias. Os custos para os casos ambulatoriais e hospitalizados 

não fatais foram de US $514 e US $1394, respectivamente, e, quando há risco de morte, é somado 

um custo de US $828. O Brasil foi responsável por 94% destes custos da dengue nas Américas 

(SUAYA, et al., 2009). 

Outro trabalho acerca dos custos financeiros causado pela dengue estudou 8.226 casos 

suspeitos de dengue durante o ano de 2010 em Dourados, no estado de Mato Grosso do Sul no 

Brasil. Foi demonstrado que o gasto global com hospitalizações chegou à US $210.084,30, que 

correspondeu a 2,5% do PIB municipal daquele ano, além disso, quando foi necessário algum tipo 

de produto derivado do sangue, como transfusão de plaquetas, houve um custo quase 3 vezes maior 

que os casos que não precisaram (VIEIRA MACHADO, et al., 2014). 

Os trabalhos mostram que os casos de dengue tratados implicam em custos na área da saúde 

e na economia global. Porém, estes cálculos são muito conservadores segundo a WHO, pois 

https://www.saude.mg.gov.br/images/noticias_e_eventos/000_2020/Boletins_Aedes/Boletim%2021-01-2020.pdf
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ignoram os gastos financeiros com casos subnotificados e de programas de controle e vigilância 

vetorial (WHO, 2009). Os dados disponíveis de notificações não acompanham a realidade do 

dramático aumento da incidência de dengue em todo o mundo devido a subnotificações e 

classificações errôneas dos casos de dengue. Por isso, o que se tem é uma estimativa de que ocorram 

390 milhões (IC 95%, 284-528 milhões) de infecções causadas pela dengue por ano e destas cerca 

de 96 milhões (67-136 milhões) procuram os serviços de saúde (BHATT, et al., 2013). Outro 

trabalho calculou que cerca de 3,9 bilhões de pessoas de 128 países vivem em área de risco para 

infecção pelo vírus dengue (BRADY, et al., 2012). Tais dados denotam a relevância desse 

problema de saúde pública. 

Os vírus da dengue são constituídos de uma fita simples de RNA positivo, membros da 

família Flaviviridae, denominados de DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4, todos circulantes no 

Brasil. A identidade gênica da sequência primária dos quatro sorotipos é de 65-70% (GUZMAN, 

et al., 2010). Não está claro o tropismo dos vírus em hospedeiros humanos, mas existem evidências 

de que as infecções acometem principalmente células mononucleares fagocitárias como 

macrófagos, monócitos e células dendríticas (MATHEW; TOWNSLEY; ENNIS, 2014), embora 

outras células imunológicas possam ser infectadas (SILVEIRA,  et al., 2018). A infecção pelo vírus 

levará a liberação do material genético no citoplasma, que será traduzido em uma única 

poliproteína (Fig. 3) constituída de três proteínas estruturais: ENV (envelope), C (capsídeos) e pré-

Membrana (pM), e sete proteínas não estruturais: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5 

(BARTENSCHLAGER; MILLER, 2008; FISCHL; BARTENSCHLAGER, 2011). Os vírus 

imaturos contendo a pM e ENV, tornam-se infecciosos e maduros no Complexo de Golgi, onde a 

pM é clivada (JAIN; CHATURVEDI; JAIN, 2014; MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 

2005; MURPHY; WHITEHEAD, 2011). 

A dengue é principalmente transmitida pela picada do mosquito Aedes aegypti fêmea, 

presente preferencialmente nas áreas urbanas, mas também pode ser transmitida pelo Aedes 

albopictus presente em países de clima temperado. Estes vetores podem introduzir qualquer um 

dos quatro sorotipos virais no hospedeiro (WEISKOPF; SETTE, 2014). Acredita-se que um 

controle efetivo dos mosquitos auxiliaria significativamente no combate à dengue. Segundo a 

WHO, o mosquito Aedes aegypti foi erradicado do Brasil em 1958, em decorrência de um programa 

contra a febre amarela da Organização Pan Americana de Saúde (OPAS). Porém, após a 
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descontinuidade do programa, houve a reintrodução do Aedes aegypti na América do Sul, 

juntamente com a cocirculação de múltiplos sorotipos do DENV (TEIXEIRA, et al., 2013).  

Atualmente existem várias formas comprovadamente eficazes de se combater o mosquito, 

sendo a mais simples delas a eliminação dos criadouros (WHO, 2009). Outras alternativas são a 

modificação genética ou introdução da bactéria Wolbachia nos mosquitos, que induzem 

respectivamente a eliminação do vetor da dengue (WISE DE VALDEZ, et al., 2011) e a resistência 

à infecção pelo vírus dengue (MOREIRA, et al., 2009; WALKER, et al., 2011). 

Além disso, o desenvolvimento de uma vacina eficaz seria ideal para o controle 

epidemiológico da dengue. A vacina desenvolvida pela SANOFI-PASTEUR apresentou uma 

proteção estimada de 60,8% aos quatro sorotipos virais, mas o nível de proteção variou entre os 

sorotipos (DENV1 - 50,3%, DENV2 - 42,3%, DENV3 - 74,0% e DENV4 - 77,7%). Nota-se que a 

eficácia é alta para DENV3 e DENV4 e fraca para DENV2. Mas a vacina contribuiu para uma 

redução na sintomatologia da dengue e apresentou eficácia elevada contra dengue grave e 

hospitalizações. Outros dados interessantes são que a idade e o contato prévio com vírus da dengue 

estariam contribuindo para o desempenho da vacina. Assim, para indivíduos soronegativos a 

eficácia geral da vacina foi de apenas 52,5%, já a proteção em indivíduos soropositivos foi de 

81,9% (GUY, et al., 2015). Infelizmente, dados recentes demonstraram que essa vacina foi 

responsável por causar um aumento de casos graves de dengue em indivíduos soronegativos sendo, 

dessa forma, seu uso não recomendado para essa população (SRIDHAR, et al., 2018). 

A grande maioria dos casos de dengue são assintomáticos ou subclínicos, ou seja, os 

indivíduos infectados não apresentam sintomas aparentes, mas a manifestação clínica pode variar 

de sintomas febris leves a casos de grave de febre hemorrágica. Segundo a WHO 2009 a dengue 

pode ser classificada em três categorias distintas, dependendo das manifestações clínicas e 

parâmetros laboratoriais que os pacientes apresentam. A maioria dos indivíduos infectados por 

dengue tem uma doença autolimitada denominada de dengue sem sinais de alarme (sa-), e 

apresentam febre, mialgia, cefaleia, entre outros sintomas que podem ser tratados em casa. Os 

pacientes com dengue com sinais de alarme (sa+) demandam maior atenção clínica, justamente por 

conta de sinais de alarme como vômitos persistentes, sangramentos, queda abrupta de plaquetas e 

outros. E os casos graves de dengue, podem apresentar acometimento grave de órgãos, perda 

intensa de fluidos, hemorragia grave, e outros, portanto necessitam de acompanhamento clínico 

rigoroso (Fig. 2).  



19 
 

 

Figura 2 – Classificação Clínica da Dengue. Desenho esquemático com os principais sinais e sintomas encontrados 
em indivíduos acometidos por dengue e suas correspondentes classificações segundo os critérios da (WHO, 2009). 

 

A fisiopatogênese da dengue com sinais de alarme e dengue grave pode estar associada a 

fatores do próprio vírus como virulência da cepa (HALSTEAD; COHEN, 2015) e/ou a fatores 

intrínsecos do hospedeiro, como a idade, o grupo sanguíneo (COFFEY et al., 2009), a reinfecção 

por sorotipo diferente, a existência de comorbidades como doenças crônicas, diabetes e asma 

(WHO, 2009) ou devido à resposta imune desregulada (MATHEW; ROTHMAN, 2008; 

ROTHMAN, 2011; ROUSE; SEHRAWAT, 2010). 
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De modo sucinto, a resposta imune ao vírus da dengue se inicia quando o vírus infecta as 

células apresentadoras de antígeno profissionais, como as dendríticas, que promovem a ativação 

das células T que passam a produzir e liberar citocinas. Dentre os epitopos reconhecidos pelas 

células T CD4+ e CD8+, os mais imunogênicos estão nas proteínas virais C, ENV (E), NS3 e NS5 

(Fig. 3), sendo que a NS3 é uma das proteínas mais conservadas entre os flavivírus e apresenta um 

alto nível de conservação de aminoácidos (a.a.) entre os sorotipos de dengue (DUANGCHINDA 

et al., 2010; MATHEW; TOWNSLEY; ENNIS, 2014). 

 

 

As células T desempenham funções relevantes que contribuem para a eliminação da 

infecção da dengue. Por exemplo, em uma infecção primária o que normalmente ocorre é a ativação 

das células T levando à expansão clonal destas e eliminação da infecção. As células T CD8+ 

reconhecem as células infectadas e podem eliminá-las (ROTHMAN, 2011), e também produzem e 

liberam citocinas pró-inflamatórias como IFNγ e TNF (HATCH et al., 2011). As células T CD4+ 

auxiliam e aumentam a resposta das células T CD8+ , promovem a ativação plena das células B, 

regulam a resposta imune através da liberação de mediadores anti-inflamatórios, como IL10, 

elevam o nível de ativação e a capacidade citotóxica de células infectadas, e promovem o 

desenvolvimento da memória celular (DUANGCHINDA et al., 2010; LUHN et al., 2007). 

Um indivíduo infectado pela primeira vez com o vírus da dengue estará protegido por um 

longo período à reinfecção pelo mesmo sorotipo, proteção essa conhecida como homotípica 

(MATHEW; ROTHMAN, 2008). Além disso, estará também protegido contra a infecção a 

qualquer um dos demais sorotipos por um tempo curto, conhecida como proteção heterotípica 

(ROTHMAN, 2011). Acredita-se que essa proteção heterotípica deva-se a altos títulos de 

anticorpos neutralizantes com reatividade cruzada. Estes anticorpos neutralizantes opsonizam os 

vírus e impedem a infecção de novas células, conferindo resistência ao vírus (AUSTIN et al., 2012; 

Figura 3 – Localização dos 

epitopos reconhecidos pelas 

células T. Desenho esquema-

tico da poliproteína do vírus 

da dengue. As setas demons-

tram os locais de epitopos bem 

definidos que são reconhe-

cidos pelas células T huma-

nas. Fonte: (Rothman, 2011). 
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UBOL et al., 2010). Porém, estes anticorpos neutralizantes de reatividade cruzada perdem 

rapidamente seus títulos em cerca de três meses, e os indivíduos estarão tão ou mais susceptíveis 

aos outros sorotipos do vírus (DEJNIRATTISAI et al., 2010). 

A fim de elucidar os mecanismos pelos quais a resposta imune pode estar contribuindo para 

evolução da fisiopatogenese encontrada na dengue foram elaboradas algumas teorias, sendo as 

principais a hipótese do Aumento Dependente de Anticorpos (“Antibody-Dependent 

Enhancement” ou ADE) e a do Pecado Antigênico Original. Ambas convergem em uma 

Tempestade de Citocinas que leva a um quadro de inflamação sistêmica culminando em um 

extravasamento plasmático. Em uma infecção secundária heterotípica, pode ocorrer o fenômeno 

conhecido como ADE, que é caracterizado pelo aumento da infecção capacidade de infecção viral 

mediado pela presença de anticorpos específicos ao sorotipo da infecção primária, mas com 

reatividade cruzada ao novo sorotipo e incapazes de neutralizá-lo (ROTHMAN, 2011). A 

opsonização do vírus durante uma infecção heterotípica sem promover neutralização pode facilitar 

a entrada dos vírus nas células via Receptores Fcγ I e II, inclusive de vírus imaturos que são 

incapazes de infectar uma célula ativamente (BELTRAMELLO et al., 2010; NG et al., 2014). Esse 

fenômeno aumenta a replicação viral durante uma infecção secundária heterotípica, elevando a 

viremia e induzindo as células do sistema imune inato e adaptativo a produzirem grandes 

quantidades de citocinas, conhecido como a Tempestade de Citocinas (FERRARA, 1993), que por 

sua vez acabam desencadeando todo o processo patológico da dengue (DUANGCHINDA et al., 

2010; ROTHMAN, 2011). De fato, alguns trabalhos demonstram que os níveis de citocinas como 

TNF, IFNγ e IL2 estão muito aumentados em indivíduos com dengue grave (ROTHMAN, 2011; 

ZELLWEGER; PRESTWOOD; SHRESTA, 2010). Entretanto, outros trabalhos demonstram que 

a presença de altos níveis de IFNγ, TNF e IL2 podem também estar associados ao controle da 

infecção (HATCH et al., 2011; MANGADA, MARLOU M et al., 2002). 

Além do ADE, o Pecado Antigênico Original (FRANCIS, 1960) é outra hipótese que tenta 

explicar o aumento de casos graves observados em uma infecção secundária heterotípica por 

dengue. Tal como os linfócitos B, os linfócitos T também podem apresentar reatividade cruzada. 

Assim, em infecções secundárias, pode ocorrer uma expansão seletiva de clones de linfócitos T 

específicos ao vírus da primeira infecção com reatividade cruzada. Como há uma expansão 

privilegiada de células de memória com reatividade cruzada, alguns autores acreditam que 

eventualmente parte destas células não são adequadas para combater especificamente o novo vírus, 
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ocorrendo então a ativação de um grande número de células de memória que são, de certa forma, 

ineficientes para combater o segundo vírus (ROTHMAN, 2011). Então, estas células produziriam 

grandes quantidades de citocinas pró-inflamatórias como IFNγ, TNF e IL6, justamente durante o 

período de febre, o que leva à hiperativação do endotélio, podendo desencadear os sintomas 

relacionados ao aumento da permeabilidade vascular, hemorragias e choques (Duangchinda et al., 

2010; Rothman, 2011). 

No entanto, Guzman et al. (2013) demonstraram que há também um aumento da quantidade 

de casos assintomáticos de dengue em infecções secundárias, mesmo com a presença de anticorpos 

não neutralizantes, possivelmente associado à presença de uma resposta eficiente de linfócitos T 

citotóxicos produtores de IFN (GUZMAN; ALVAREZ; HALSTEAD, 2013). Esses dados foram 

também comprovados experimentalmente em um estudo com camundongos que desenvolviam 

dengue grave mediada pela presença de anticorpos não neutralizantes, mas a transferência de 

células T CD8+ homotípicas ativas contra DENV preveniu o ADE nestes camundongos e ainda 

reduziu a carga viral (ZELLWEGER et al., 2014). E alguns trabalhos relataram a presença de altos 

níveis de células T CD4+ produtoras das citocinas TNFα, IFNγ e IL2 em pacientes assintomáticos 

(HATCH et al., 2011; MATHEW; TOWNSLEY; ENNIS, 2014). Tais dados, embora comprovem 

a ocorrência do fenômeno do Pecado Antigênico Original, colocam em dúvida sua contribuição 

como fator deletério na infecção por dengue.  

Portanto, de acordo com essas hipóteses, o aumento da carga viral na infecção secundária 

desencadeado pelo ADE induz as células a produzirem grandes quantidades de citocinas 

inflamatórias, como IFNs do tipo I e II, e citocinas vasoativas, como TNF. Do mesmo modo, os 

clones inespecíficos, exemplificados pelo fenômeno do Pecado Antigênico Original, estão 

relacionados a uma infecção secundária heterotípica e poderiam também contribuir para patologia 

da dengue aumentando o processo inflamatório. É importante ressaltar que as complicações 

encontradas na dengue com sinais de alarme e dengue grave, como extravasamento plasmático 

grave, se iniciam durante a defervescência, quando a viremia está em resolução, que é 

simultaneamente quando há uma forte resposta dos linfócitos T, implicando na produção de 

elevados níveis de citocinas inflamatórias (DEJNIRATTISAI et al., 2008). Estas observações 

sugerem que o DENV não é o único e nem o grande responsável pela patologia encontrada na 

dengue. 
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 Dessa forma, a indução da resposta imune ótima ou subótima depende de todo o contexto 

em que o indivíduo infectado enfrenta – como a cepa do vírus, a carga viral, se é uma infecção 

secundária que pode facilitar fenômenos como o ADE, e consequentemente a Tempestade de 

Citocinas. Embora os modelos que expliquem a evolução da dengue grave convirjam em um 

mecanismo pró-inflamatório exacerbado, pouco se conhece sobre os mecanismos de regulação da 

resposta inflamatória à dengue. 

 As respostas inflamatórias podem ser controladas por mecanismos reguladores mediados 

por populações celulares que suprimem estas atividades efetoras. Este controle das respostas pró-

inflamatórias pode ocorrer por meio da indução de moléculas reguladoras, como PD1 e CTLA4, 

expressas pelas células T efetoras, ou pela produção de citocinas anti-inflamatórias como IL10 e 

TGFβ (ROUSE; SEHRAWAT, 2010).  Neste trabalho abordamos o perfil regulador das células T 

multifuncionais produtoras de IL10 e células T reguladoras.  

 Há pouca informação sobre células T multifuncionais na infecção por dengue, 

principalmente no que diz respeito às células Th1 IL10+ e Tc1 IL10+. Mas em outras doenças como 

malária (FREITAS DO ROSARIO et al., 2012; JAGANNATHAN et al., 2014), toxoplasmose 

(JANKOVIC et al., 2007), doença de Chagas (FLORES-GARCÍA et al., 2011; ROFFE et al., 

2012) e influenza (SUN et al., 2009) as células T IL10+IFNγ+CD4+ específicas do patógeno estão 

associadas a evolução favorável destas doenças. Por outro lado, essas células T multifuncionais 

estão associadas a respostas efetoras prejudicadas à leishmaniose (ANDERSON et al., 2007) e 

tuberculose (MOREIRA-TEIXEIRA et al., 2017), mas ainda são consideradas um importante 

mecanismo para limitar a patologia a essas mesmas doenças. A Th1 IL10+ também pode expressar 

outras citocinas além da IL10 e IFNγ, como a produção de TNF, uma citocina que possui 

propriedades antivirais (ALEJO et al., 2018). 

Além disso, as células T CD4+ reguladoras (Tregs) medeiam uma resposta anti-inflamatória 

efetiva em diversas doenças e desempenham um papel importante na tolerância periférica que 

permite regular a ativação de células T efetoras e da resposta imune inata, permitindo minimizar 

os danos colaterais nos tecidos. Além disso, as Tregs previnem respostas exacerbadas em infecções 

agudas ou crônicas. Portanto, as Tregs são constantemente requisitadas pelo hospedeiro para 

monitorar a resposta imune a fim de prevenir prejuízo aos tecidos devido à inflamação (BELKAID; 

V. TARBELL, 2009; JOSEFOWICZ; LU; RUDENSKY, 2012).  
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A expressão do fator de transcrição FoxP3 por células Tregs é a assinatura mais usada para 

caracterizar uma célula Treg, tendo em vista que a expressão deste gene é um regulador crítico para 

desenvolvimento e função das Tregs (FONTENOT, J.; GAVIN; RUDENSKY, 2003; HORI ET 

AL., 2003; KHATTRI et al., 2003; SAKAGUCHI et al., 2008; ZHENG; RUDENSKY, 2007). No 

entanto, para melhor definir uma célula Treg humana é necessário o uso de outros marcadores, 

como por exemplo, as moléculas de superfície CD25 e CD127. A molécula CD25 é a cadeia α do 

receptor de IL2, uma importante citocina para a ativação e sobrevida de células T, e é 

constitutivamente expressa pelas Tregs (JOSEFOWICZ; LU; RUDENSKY, 2012). Outra molécula 

de superfície que pode ser usada é a CD127, que é a cadeia α do receptor de IL7. Esta molécula é 

pouco expressa após a ativação das células T, mas são novamente expressas na maioria das células 

T de memória. Portanto o uso de CD127 como marcador de superfície auxilia na seleção de uma 

população de Tregs mais puras provenientes do sangue periférico (LIU et al., 2006) e contribui na 

distinção entre uma célula T convencional virgem ou de memória (CD127hi) e uma Treg 

(CD127low) (SEDDIKI et al., 2006). Dessa forma, neste trabalho caracterizamos as Tregs pela 

expressão de CD25hi, CD127low e FoxP3+. 

As células Tregs podem ser classificadas entre tímicas (tTregs) e induzidas (iTregs). As 

tTregs são geradas e amadurecem no timo por interações de alta afinidade com o complexo 

peptídeo próprio-MHC (JOSEFOWICZ; LU; RUDENSKY, 2012). Entretanto, existem alguns 

trabalhos que demonstram a existência de células tTregs específicas a antígenos microbianos. Por 

exemplo, um estudo realizado com camundongos infectados com o vírus influenza demonstrou a 

proliferação de tTregs (CD4+CD25+FoxP3+) em resposta ao antígeno do vírus influenza no pulmão 

e em menor proporção nos linfonodos mediastinais. (BEDOYA et al., 2013). Sob certas condições 

também podem se desenvolver extra-timicamente, sendo conhecidas como Tregs periféricas ou 

induzidas (iTregs) (Fig.4) (BILATE; LAFAILLE, 2010; CUROTTO DE LAFAILLE; LAFAILLE, 

2009). 

Para se estudar o papel das tTregs durante o curso de uma infecção se faz necessária uma 

melhor definição do fenótipo ontológico destas células. Foi demonstrado que há um aumento na 

expressão do fator de transcrição Helios em Tregs (FONTENOT, J. D. et al., 2005; GETNET et 

al., 2010; SUGIMOTO et al., 2006). Além disso, foi demonstrado que a presença de Helios, que 

interage com promotor de FoxP3, contribui para a capacidade supressiva das Tregs e que a 

manutenção da expressão de Helios ocorre apenas em tTregs, mas não em iTregs proveniente de 
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células T CD4+CD25- condicionadas a expressar FoxP3. Portanto Helios pode ser um marcador 

para distinguir tTregs e iTregs (GETNET et al., 2010). 

 

 

 

As células Treg suprimem a proliferação de células T e a produção de citocinas 

inflamatórias como IFNγ, TNF e IL6 (LUHN et al., 2007). Esta supressão ocorre através de vários 

mecanismos (Fig. 5), entre eles a produção de citocinas reguladoras como IL10 e TGFβ, e a 

interação célula-célula que se utiliza de moléculas imunorreguladoras tais como CD200, GITR, 

LAP, PD1, LAG3, CTLA4 e CD226, dentre outras, com as moléculas expressas em células 

ativadas  (MATHEW; TOWNSLEY; ENNIS, 2014).  Porém nenhuma dessas são consideradas 

marcadores específicos para a população de Tregs (JOSEFOWICZ; LU; RUDENSKY, 2012), mas 

o uso destas moléculas como marcadores em Tregs contribui para a melhor caracterização e 

fenotipagem destas células. 

A glicoproteina transmembrana CD200 que é encontrada na superficie celular de alguns 

tecidos, como entotélio, rins, placenta e sistema nervoso central, é também expressa por linfócitos 

T ativados e células B (BARCLAY; CLARK; MCCAUGHAN, 1986; WRIGHT et al., 2001), mas 

a expressão de seu ligante CD200R é restrita a células de linhagem mielóide como macrófagos, 

mastócitos e células dendríticas (PRESTON et al., 1997; WRIGHT et al., 2001). Alguns trabalhos 

demonstraram que a interação de CD200 com CD200R em macrófagos está relacionada com a 

supressão de suas atividades (BARCLAY et al., 2002; GAISER et al., 2018; HOEK et al., 2000; 

JENMALM et al., 2006), e outros indicam que o aumento da expressão de CD200 está envolvido 

Figura 4 – Geração de células Tregs FoxP3+ 

Tímicas e Periféricas. As células tTregs 

(denominadas de nTregs na figura), diferenciam-

se no Timo e migram para os tecidos periféricos. 

As células Tregs Foxp3+ induzidas (iTregs) 

diferenciam-se em órgãos linfóides secundários e 

tecidos. A população periférica de células Tregs 

Foxp3+ compreende tanto as tTregs e iTregs. É 

muito provável que as células Foxp3+ tTreg e iTreg 
diferem em seu repertório de TCR, pois as células 

iTreg são derivadas de células CD4+ naive 

periféricas maduras (Curotto de Lafaille and 

Lafaille, 2009). 
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no aumento da frequência de Tregs (COLES et al., 2012; GORCZYNSKI; LEE; BOUDAKOV, 

2005).  

GITR é uma molécula da superfamília de receptores de TNF, cuja a expressão é aumentada 

nos linfócitos T ativados e parece exercer um papel co-estimulador em células T efetoras 

(GURNEY et al., 1999; NOCENTINI et al., 1997). Além disso, GITR está envolvido no 

desenvolvimento de células Tregs e parece ser essencial para a supressão de linfócitos T mediada 

por CD25+CD4+ (SHIMIZU et al., 2002), bem como também foi relatado que a atividade 

supressiva de células CD4+CD25low é regulada por GITR (BIANCHINI et al., 2011). 

A molécula LAP mantêm o TGFβ em seu estado latente por dificultar sua interação com 

seus receptores, prevenindo então a ativação precoce desta citocina que está envolvida no processo 

de regulação de função e proliferação das células T (ALI et al., 2008; ANNES, 2003; GANDHI; 

ANDERSON; WEINER, 2007). Foi relatado que LAP está relacionado com a função e a 

diferenciação de Tregs e que pode ser usado como um marcador de células Treg ativadas (CHEN 

et al., 2008; DUAN et al., 2011; GANDHI et al., 2010; TRAN et al., 2009).  

PD1 possui uma função relacionada com a tolerância periférica (BELKAID; TARBELL, 

2009) e é expressa em células T ativadas. A ativação de PD1 resulta na inibição da proliferação de 

células T e da secreção de citocinas (FRANCISCO; SAGE; SHARPE, 2010). 

CTLA4 atua interagindo com as moléculas CD80/CD86 presente em células apresentadoras 

de antígenos, impedindo a ligação destas com o CD28, ou seja, impedindo a coestimulação 

necessária para ativação das células T. Está presente em linfócitos T convencionais apenas quando 

ativados, porém é constitutivamente expresso em altos níveis em Tregs (READ; MALMSTRÖM; 

POWRIE, 2000). 

LAG3 é uma molécula homóloga ao CD4 e interage com moléculas MHC de classe II. 

Vários trabalhos indicam que está envolvida na regulação da ativação e na expansão de células T 

ativadas (HUARD et al., 1995; WORKMAN et al., 2004; WORKMAN; VIGNALI, 2003) e sua 

presença em Tregs pode indicar o estado ativado destas células, já que foi relatado que a presença 

de LAG3 em Tregs contribuiu significativamente para sua capacidade supressiva (HUANG et al., 

2004). 

CD226 medeia adesão celular a outras células através de seus ligantes CD155 e CD112 

(XU; JIN, 2010), por exemplo expressos em dendríticas, endoteliais, fibroblastos (FUCHS; 

COLONNA, 2006; SAKISAKA; TAKAI, 2004). CD226 está envolvido na diferenciação e 
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proliferação de células T naive (SHIBUYA et al., 2003). Por outro lado, TIGIT, antagonista de 

CD226, pois também se liga aos CD155 e CD112, está relacionado com a supressão da atividade 

de células T, redução dos níveis de IL12p40 e aumento IL10 pelas dendríticas maduras 

imunoreguladoras (YU et al., 2009). Foi relatado que TIGIT foi altamente expresso em tTregs e 

está associado a capacidade supressiva exercida pelas tTregs, enquanto que tTregs CD226+ tinham 

uma função supressora reduzida, juntamente com aumento na produção de IL10 e IFNγ pelas 

tTregs CD226+ (FUHRMAN et al., 2015). Em modelo de encefalomielite autoimune experimental, 

foi demonstrado que CD226 também atenuou a função reguladora das células Tregs e diminuiu os 

níveis de expressão de TIGIT e CTLA4 (WANG et al., 2019). À luz desses dados, CD226 parece 

ser um marcador de Tregs disfuncionais. 

A atividade das Tregs parece apresentar um papel duplo durante o curso de algumas 

infecções. Por um lado, desempenham adequadamente as atividades de controle da resposta 

inflamatória. Por outro, a atividade das Tregs pode levar a um controle exacerbado da resposta 

imune, inclusive aumentando a sobrevivência do patógeno e em alguns casos levando à persistência 

do mesmo por um longo período. Por exemplo, as Tregs impedem a eliminação do parasito 

Leishmania major em infecção crônica (BELKAID et al., 2002). Outros demonstraram que as 

respostas mediadas pelas Tregs podem influenciar na amplitude da resposta e na subsequente 

patologia da doença (BELKAID; V. TARBELL, 2009) em infecções crônicas como Friend vírus 

(DITTMER et al., 2004), HIV (KINTER et al., 2004) e HCV (BELKAID; ROUSE, 2005). Tais 

estudos demonstraram que o aumento no número das Tregs pode comprometer a eficácia da 

resposta de T CD8+ prejudicando o controle adequado dessas infecções. 

O ambiente no qual as células Tregs irão atuar requer elementos reguladores específicos 

para manter ou restabelecer a homeostase local. Assim, alguns trabalhos demonstram que as Tregs 

também expressam fatores de transcrição relacionados com o tipo de resposta que elas modulam. 

Por exemplo, (SHAFIANI et al., 2013) demonstraram que o Mycobacterium tuberculosis induz a 

proliferação de Tregs durante o início da infecção e a expressão de Tbet pelas Tregs foi importante 

para sua especialização funcional (SHAFIANI et al., 2013). Da mesma forma, Chaudhry, et al. 

(2009) mostraram que as células Tregs expressando Stat3 controlaram respostas patogênicas de 

perfil Th17. Porém quando as Tregs deixam de expressar este fator de transcrição crítico para 

resposta Th17, os camundongos desenvolvem inflamação intestinal fatal (CHAUDHRY et al., 

2009). 
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Figura 5 – Representação dos mecanismos de supressão utilizados por células Tregs. Os mecanismos propostos 

de imunossupressão utilizados pelas Tregs podem ser: a produção de citocinas anti-inflamatórias IL10, IL35 e TGFβ 
(TGFβ  quando ligado à membrana é conhecido como LAP), produção de granzima citolítica B, produção de IL10 e 

TGFβ mediada por TIGIT; regulação negativa das células dendríticas (DCs) mediada por LAG3, a interação de CTLA4 

com CD80/CD86 impedindo a co-estimulação de CD28, indução da expressão de IDO por DCs, a produção de 

adenosina pelas ectoenzimas imunossupressora de superfície celular CD39 e CD73, captação de IL2 pelas Tregs 

utilizando receptor de alta afinidade para IL2 (CD25) produzida por células efetoras dependentes de IL2, e indução da 

produção de IL10 por células T não reguladoras. Fonte: Gwilz 11 July 2017. Adaptado de (VIGNALI; COLLISON; 

WORKMAN, 2008).  (Acessado em 07/05/2018). 

  

Surpreendentemente há poucos estudos acerca da funcionalidade e influência 

imunopatológica das células Treg em indivíduos acometidos com dengue. Um estudo demonstrou 

que as células Treg de pacientes com dengue possuem capacidade de suprimir a produção de 

citocinas pro-inflamatórias após estimulação específica por peptídeos de DENV in vitro (LUHN et 
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al., 2007). Além disso, verificou-se que existe um desbalanço na razão da frequência de células 

Treg/células T efetoras, e esta razão é significativamente elevada em pacientes com dengue sem 

sinais de alarme, mas não em dengue grave, o que sugere um papel importante no controle da 

imunopatologia encontrada em DG (LUHN et al., 2007). Outro trabalho demonstrou uma expansão 

significativamente maior de Tregs durante a fase aguda de dengue sem sinais de alarme comparado 

com dengue grave, bem como foi maior em pacientes acometidos por uma infecção primária de 

dengue (TILLU et al., 2015). E um trabalho recente verificou que durante a fase aguda, pacientes 

com dengue apresentaram predominantemente a presença de Tregs tímicas (CD45RA+FoxP3low 

CCR4-), e uma baixa frequência de Tregs efetoras (CD45RA-FoxP3high CCR4+) que apresentam 

elevada capacidade supressiva (JAYARATNE et al., 2017).  

 O campo de investigação da imunopatologia da dengue é bem amplo, por outro lado, a 

literatura atual carece de dados relacionados à regulação das respostas imunes durante a infecção 

por dengue. Visto que a dengue é um importante problema de saúde mundial, e que as teorias que 

explicam suas formas graves sugerem que a falta de controle da resposta inflamatória contribui 

diretamente para fisiopatologia da dengue, torna-se de extrema importância estudar 

detalhadamente os mecanismos regulatórios que poderiam controlar esta resposta exacerbada. Esta 

é uma área ainda pouco explorada, cujo estudo gerará conhecimentos para a melhor compreensão 

da modulação da resposta imune que leva ao desenvolvimento da dengue grave ou à resistência à 

doença. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar e comparar o perfil da regulação da resposta imune mediado pelas células T 

multifuncionais e células Tregs entre os pacientes com dengue leve e dengue sa+/grave, tanto 

durante a fase crítica (entre 6-12 dias após início dos sintomas) quanto no período de 

convalescência (30 dias após início da febre). 

 

2.2 Objetivos Específicos 

• Investigar o perfil de citocinas inflamatórias em pacientes com dengue leve e dengue 

sa+/grave. 

• Verificar a produção de citocinas por linfócitos T CD4+ e CD8+ específicos ao DENV. 

• Investigar os linfócitos T simples, dublo ou triplo produtores de IFNγ, TNF e IL10. 

• Comparar os níveis de citocinas produzidas entre as células T que produzem uma, duas ou 

mais citocinas. 

• Investigar o estado de ativação dos subtipos de linfócitos T (efetoras, memória, naive e 

TAMRA) e a expressão de moléculas reguladoras como CD200, GITR, LAP e PD1. 

• Caracterizar o estado funcional das células Tregs através da expressão de moléculas 

reguladoras, como CD200, GITR, LAP, PD1, CTLA4, LAG3 e CD226, e também pela 

produção da citocina anti-inflamatória IL10. 

• Verificar se as Tregs produtoras de IL10 expressam Tbet, que demonstraria um 

direcionamento na regulação de um perfil de resposta do tipo Th1 (Tbet+). 

• Verificar se há proliferação das células Tregs IL10+ após estímulo antigênico determinado 

pelo aumento da proteína nuclear Ki67hi. 

• Investigar a origem das células Tregs produtoras de IL10 através da expressão do fator de 

transcrição Helios, ou seja, se Helios+ são tTregs, se Helios- são iTregs. 

• Realizar o mapeamento de epitopo da biblioteca de peptídeos imunogênicos às Tregs 

produtoras de IL10 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Recrutamento de Voluntários, informações clínicas. 

Este estudo foi revisado e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto René 

Rachou, Fiocruz-MG (CAAE: 30492014.9.0000.5091). Os trabalhos experimentais foram 

realizados no Laboratório de Imunoparasitologia do Departamento de Bioquímica e Imunologia do 

Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais, e no Laboratório de 

Imunopatologia da Fundação Osvaldo Cruz – Centro de Pesquisa Renê Rachou em Minas Gerais.  

Os voluntários convidados a participar deste Projeto, entre os anos de 2013 a 2019, residem 

em Belo Horizonte –MG e São José do Rio Preto – SP, e foram devidamente informados acerca 

deste ou responsáveis legais (no caso de um participante menor de idade) e assinaram Termo de 

Consentimento (Anexo 1), antes de sua inscrição no estudo. O recrutamento de indivíduos 

saudáveis foi realizado na comunidade. Os voluntários com suspeita de dengue (pacientes 

ambulatoriais) foram recrutados no Centro de Saúde Jardim Montanhês, Hospital Santo Ivo e 

Hospital de Base de São José do Rio Preto.  Os pacientes internados foram recrutados no Hospital 

Metropolitano Odilon Behrens, Hospital Santa Casa de Belo Horizonte, e Hospital de Base de São 

José do Rio Preto.  

A classificação clínica dos pacientes sintomáticos foi realizada de acordo com as diretrizes 

da WHO 2009 pelo aluno no momento do consentimento, o qual também foi responsável por 

coletar sintomas da doença e evolução, resultados do hemograma e volume plaquetário, quando 

disponíveis os prontuários. A classificação foi revisada retrospectivamente por um médico 

independente. Neste trabalho os casos de dengue foram classificados em dois grupos: a) dengue 

leve que recebeu tratamento ambulatorial; b) pacientes internados apresentando dengue com sinais 

de alarme (sa+) e dengue grave. Portanto os grupos foram denominados de a) dengue leve e b) 

sa+/grave. 

 

3.2. Coleta e processamento de amostras 

As amostras de sangue periférico (40-60mL) foram coletadas em tubos coletores a vácuo 

heparinizados e realizadas em três momentos diferentes: 3-4 dias após o início dos sintomas 

(período febril), 6-12 dias após o início dos sintomas (fase crítica, período de internação) e mais de 

30 dias após o início dos sintomas (período convalescência). 
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No mesmo dia da coleta, plasma e PBMC (células mononucleares do sangue periférico) 

foram separados por centrifugação utilizando gradiente de Ficoll Hipaque (SIGMA). Quando 

necessário, as amostras foram mantidas a 4ºC até o momento do processamento. As amostras de 

plasma foram armazenadas em freezer -80ºC, e as células lavadas, contadas e ressuspensas em 

meio DMEM + 10% Soro Bovino Fetal (SBF) (Cultilab, Lote 013/13) e congeladas em meio de 

congelamento SBF + 10% Dimethyl Sulfoxide (DMSO) (SIGMA). As células foram mantidas por 

cerca de 24 h a -80ºC e então transferidas para um botijão contendo nitrogênio líquido (-196ºC) até 

o uso. 

 

3.3 Cultura de Células e Vírus 

As células C6/36, da larva do mosquito Aedes albopictus, foram utilizadas para aumento de 

título viral. As células C6/36 foram cultivadas em meio Leibovitz contendo 5% de SBF e 1% de 

Penicilina/Estreptomicina. Ao atingirem cerca 95% de confluência, estas células foram infectadas 

com 4 sorotipos DENV separadamente e cultivadas por 10 dias. Após término deste período o 

sobrenadante da cultura infectada foi coletado, centrifugado, separado do pellet celular, 

homogeneizado, aliquotado e congelado a -196ºC. 

A cultura das células BHK-21, fibroblastos de rim do hamster Mesocricetus auratus, foi 

utilizada para verificação do título viral. As células BHK-21 foram cultivadas em meio DMEM 

contendo 10% SBF, 1% Penicilina/Estreptomicina e 1% Anfoterecina B. As células BHK-21 foram 

semeadas em placas de cultura estéreis de 6 poços (quantidade suficiente para atingir confluência 

de 95% no dia seguinte). Após cerca de 24h, as células foram infectadas com 4 sorotipos virais 

separadamente e incubadas por 5 dias em estufa úmida com 5% CO2 a 37ºC. Após o término de 

incubação, as células foram fixadas utilizando solução de paraformaldeído 10% tamponado e 

deixadas em temperatura ambiente por cerca de 24h. As células foram coradas por 5 minutos 

utilizando solução de cristal violeta. Fez-se a contagem de placas de lise e cálculos para 

determinação do título viral. 

 

3.4 Diagnóstico Molecular 

O RNA foi extraído do sobrenadante de cultura de C6/36 infectado com 1 dos 4 sorotipos, 

para serem utilizados como curva padrão do PCR quantitativo (qPCR), e do plasma/soro dos 

pacientes utilizando o PureLink Viral RNA/DNA Kits (INVITROGEN). 
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A tipagem e carga viral no sangue foram realizadas por qPCR em tempo real utilizando o 

kit SuperScript III Platinum One-Step Quantitative RT-PCR Sytem with ROX (INVITROGEN) de 

acordo com as instruções do fabricante, na presença de oligos iniciadores e sondas descritos 

anteriormente (Tabela 2) (HUE et al., 2011). Foi adicionado 1U/µL de heparinase quando 

necessário para evitar propriedades inibidoras da heparina na polimerase (JOHNSON et al., 2003). 

As reações foram processadas no equipamento ABI 7500 (Applied Biosystems). O programa 

utilizado para reação foi o SDS 2.4, com os seguintes ciclos: 25ºC/60min (para ação da heparinase); 

60ºC/15min; 95ºC/2min; e 45 ciclos de 95ºC/15seg. e 60ºC/1min. O nível de expressão do RNA 

foi determinado baseado na curva padrão que utilizou o RNA viral extraído da cultura de células 

C6/36 infectadas com 1 dos 4 sorotipos virais. 

 

Tabela 2 – Oligo e sondas utilizadas 

Sorotipos Sequência dos primers e sondas (5’-3’) 

DENV1-F ATCCATGCCCAYCACCAAT 

DENV1-R TGTGGGTTTTGTCCTCCATC 

DENV1-Sonda FAM-TCAGTGTGGAATAGGGTTTGGATAGAGGAA-TAMRA 

DENV2-F TCCATACACGCCAAACATGAA 

DENV2-R GGGATTTCCTCCCATGATTCC 

DENV2-Sonda FAM-AGGGTGTGGATTCGAGAAAACCCATGG-TAMRA 

DENV3-F TTTCTGCTCCCACCACTTTC 

DENV3-R CCATCCYGCTCCTTGAGA 

DENV3-Sonda TET-AAGAAAGTTGGTAGTTCCCTGCAGACCCCA-TAMRA 

DENV4-F GYGTGGTGAAGCCYCTRGAT 

DENV4-R AGTGARCGGCCATCCTTCAT 

DENV4-Sonda TET-ACTTCCCTCCTCTTYTTGAACGACATGGGA-TAMRA 

 

3.5 Diagnóstico sorológico, infecção secundária e critérios de inclusão  

Todos os indivíduos incluídos na pesquisa foram submetidos a testes sorológicos para 

dengue. O diagnóstico sorológico para detecção de IgM (amostras preferencialmente entre 6-12 

dias, mas em casos que não havia amostra nesta fase crítica, foi realizado com a amostra do 

primeiro tempo de 3-5 dias) e IgG (amostras na fase febril e crítica, e também período de 

convalescência) foi realizado utilizando o kit ELISA PanBio (Inverness Medical Innovations 

Australia Pty Ltd) de acordo com as normas do fabricante. A leitura foi realizada no equipamento 
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Espectra MAX Plus (Molecular Devices) utilizando o programa SoftMaxPro. Amostras reativas 

para IgG durante os primeiros 7 dias de sintomas foram considerados casos de infecção secundária. 

Os indivíduos foram incluídos neste estudo se positivos para infecção por dengue quando detectado 

IgM nos primeiros 7 dias de sintomas ou quando amostras de sangue foram positivas para PCR 

para dengue. Controles saudáveis estavam livres de sintomas e negativos para IgM e IgG 

específicos para dengue. Foram excluídos da pesquisa amostras cujo resultado de IgM foi 

indeterminado e não houve amplificação de DNA no ensaio de RT-PCR. 

 

3.6 Dosagem de citocinas plasmáticas 

A quantificação de citocinas circulantes em plasma descongelado pela primeira vez foi feita 

utilizando os Kits de CBA Humano da BD de acordo com as instruções do fabricante. Os dados 

foram adquiridos no equipamento BD FACSVerse utilizando o software BD FACSuite. 

 

3.7 Biblioteca de Peptídeos e Pools para Mapeamento de Epitopo 

Os peptídeos foram obtidos da Mimotopes (Mulgrave, Autralia) e as bibliotecas peptídicas 

foram construídas com peptídeos sequenciais de 15a.a. com deslocamento de 5a.a. (>70% de 

pureza), abrangendo totalmente a sequência primária das proteínas Envelope (ENV) e NS3 de 

DENV1 (NP 059433.1). As bibliotecas continham 97 e 123 peptídeos, respectivamente para ENV 

(NP 722460.2) e NS3 (NP 722463) de DENV1 (Tabela 3). Os peptídeos foram reconstituídos em 

DMSO (20mg/mL) e utilizados na concentração final de 2µg/mL em cada ensaio. Para o 

mapeamento de epitopos, pools de peptídeos de ENV DENV1 foram preparados seguindo a 

sequência de peptídeos, sendo que os pools de 1 ao 9 continham 10 peptídeos cada e o 10° pool 

continha os últimos 7 peptídeos. 

 

Tabela 3 – Sequência de a.a. dos peptídeos das bibliotecas de ENV e NS3 de DENV1 

Biblioteca ENV DENV1  Biblioteca NS3 DENV1 

Pools ID Sequência do Pepetídeo  ID Sequência do Pepetídeo 

P
o
o
l 

n
º 

1
 ENV-DV1-1 MRCVGIGNRDFVEGL  NS3-DV1.1 SGVLWDTPSPPEVER 

ENV-DV1-2 IGNRDFVEGLSGATW  NS3-DV1.2 DTPSPPEVERAVLDD 

ENV-DV1-3 FVEGLSGATWVDVVL  NS3-DV1.3 PEVERAVLDDGIYRI 

ENV-DV1-4 SGATWVDVVLEHGSC  NS3-DV1.4 AVLDDGIYRILQRGL 



35 
 

ENV-DV1-5 VDVVLEHGSCVTTMA  NS3-DV1.5 GIYRILQRGLLGRSQ 

ENV-DV1-6 EHGSCVTTMAKNKPT  NS3-DV1.6 LQRGLLGRSQVGVGV 

ENV-DV1-7 VTTMAKNKPTLDIEL  NS3-DV1.7 LGRSQVGVGVFQEGV 

ENV-DV1-8 KNKPTLDIELLKTEV  NS3-DV1.8 VGVGVFQEGVFHTMW 

ENV-DV1-9 LDIELLKTEVTNPAV  NS3-DV1.9 FQEGVFHTMWHVTRG 

ENV-DV1-10 LKTEVTNPAVLRKLC  NS3-DV1.10 FHTMWHVTRGAVLMY 

P
o
o
l 

n
º 

2
 

ENV-DV1-11 TNPAVLRKLCIEAKI  NS3-DV1.11 HVTRGAVLMYQGKRL 

ENV-DV1-12 LRKLCIEAKISNTTT  NS3-DV1.12 AVLMYQGKRLEPSWA 

ENV-DV1-13 IEAKISNTTTDSRCP  NS3-DV1.13 QGKRLEPSWASVKKD 

ENV-DV1-14 SNTTTDSRCPTQGEA  NS3-DV1.14 EPSWASVKKDLISYG 

ENV-DV1-15 DSRCPTQGEATLVEE  NS3-DV1.15 SVKKDLISYGGGWRF 

ENV-DV1-16 TQGEATLVEEQDANF  NS3-DV1.16 LISYGGGWRFQGSWN 

ENV-DV1-17 TLVEEQDANFVCRRT  NS3-DV1.17 GGWRFQGSWNAGEEV 

ENV-DV1-18 QDANFVCRRTFVDRG  NS3-DV1.18 QGSWNAGEEVQVIAV 

ENV-DV1-19 VCRRTFVDRGWGNGC  NS3-DV1.19 AGEEVQVIAVEPGKN 

ENV-DV1-20 FVDRGWGNGCGLFGK  NS3-DV1.20 QVIAVEPGKNPKNVQ 

P
o
o
l 

n
º 

3
 

ENV-DV1-21 WGNGCGLFGKGSLLT  NS3-DV1.21 EPGKNPKNVQTAPGT 

ENV-DV1-22 GLFGKGSLLTCAKFK  NS3-DV1.22 PKNVQTAPGTFKTPE 

ENV-DV1-23 GSLLTCAKFKCVTKL  NS3-DV1.23 TAPGTFKTPEGEVGA 

ENV-DV1-24 CAKFKCVTKLEGKIV  NS3-DV1.24 FKTPEGEVGAIALDF 

ENV-DV1-25 CVTKLEGKIVQYENL  NS3-DV1.25 GEVGAIALDFKPGTS 

ENV-DV1-26 EGKIVQYENLKYSVI  NS3-DV1.26 IALDFKPGTSGSPIV 

ENV-DV1-27 QYENLKYSVIVTVHT  NS3-DV1.27 KPGTSGSPIVNREGK 

ENV-DV1-28 KYSVIVTVHTGDQHQ  NS3-DV1.28 GSPIVNREGKIVGLY 

ENV-DV1-29 VTVHTGDQHQVGNET  NS3-DV1.29 NREGKIVGLYGNGVV 

ENV-DV1-30 GDQHQVGNETTEHGT  NS3-DV1.30 IVGLYGNGVVTTSGT 

P
o
o
l 

n
º 

4
 

ENV-DV1-31 VGNETTEHGTIATIT  NS3-DV1.31 GNGVVTTSGTYVSAI 

ENV-DV1-32 TEHGTIATITPQAPT  NS3-DV1.32 TTSGTYVSAIAQAKA 

ENV-DV1-33 IATITPQAPTSEIQL  NS3-DV1.33 YVSAIAQAKASQEGP 

ENV-DV1-34 PQAPTSEIQLIDYGA  NS3-DV1.34 AQAKASQEGPLPEIE 

ENV-DV1-35 SEIQLIDYGALTLDC  NS3-DV1.35 SQEGPLPEIEDEVFR 

ENV-DV1-36 IDYGALTLDCSPRTG  NS3-DV1.36 LPEIEDEVFRKRNLT 

ENV-DV1-37 LTLDCSPRTGLDFNE  NS3-DV1.37 DEVFRKRNLTIMDLH 

ENV-DV1-38 SPRTGLDFNEMVLLT  NS3-DV1.38 KRNLTIMDLHPGSGK 

ENV-DV1-39 LDFNEMVLLTMKGKS  NS3-DV1.39 IMDLHPGSGKTRRYL 

ENV-DV1-40 MVLLTMKGKSWLVHK  NS3-DV1.40 PGSGKTRRYLPAIVR 
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P
o
o
l 

n
º 

5
 

ENV-DV1-41 MKGKSWLVHKQWFLD  NS3-DV1.41 TRRYLPAIVREAIKR 

ENV-DV1-42 WLVHKQWFLDLPLPW  NS3-DV1.42 PAIVREAIKRKLRTL 

ENV-DV1-43 QWFLDLPLPWTSGAS  NS3-DV1.43 EAIKRKLRTLVLAPT 

ENV-DV1-44 LPLPWTSGASTSQET  NS3-DV1.44 KLRTLVLAPTRVVAS 

ENV-DV1-45 TSGASTSQETWNRQD  NS3-DV1.45 VLAPTRVVASEMAEA 

ENV-DV1-46 TSQETWNRQDLLVTF  NS3-DV1.46 RVVASEMAEALKGMP 

ENV-DV1-47 WNRQDLLVTFKTAHA  NS3-DV1.47 EMAEALKGMPIRYQT 

ENV-DV1-48 LLVTFKTAHAKKQEV  NS3-DV1.48 LKGMPIRYQTTAVKS 

ENV-DV1-49 KTAHAKKQEVVVLGS  NS3-DV1.49 IRYQTTAVKSEHTGK 

ENV-DV1-50 KKQEVVVLGSQEGAM  NS3-DV1.50 TAVKSEHTGKEIVDL 

P
o
o
l 

n
º 

6
 

ENV-DV1-51 VVLGSQEGAMHTALT  NS3-DV1.51 EHTGKEIVDLMCHAT 

ENV-DV1-52 QEGAMHTALTGATEI  NS3-DV1.52 EIVDLMCHATFTMRL 

ENV-DV1-53 HTALTGATEIQTSGT  NS3-DV1.53 MCHATFTMRLLSPVR 

ENV-DV1-54 GATEIQTSGTTTIFA  NS3-DV1.54 FTMRLLSPVRVPNYM 

ENV-DV1-55 QTSGTTTIFAGHLKC  NS3-DV1.55 LSPVRVPNYMIIMDE 

ENV-DV1-56 TTIFAGHLKCRLKMD  NS3-DV1.56 VPNYMIIMDEAHFTD 

ENV-DV1-57 GHLKCRLKMDKLTLK  NS3-DV1.57 IIMDEAHFTDPASIA 

ENV-DV1-58 RLKMDKLTLKGMSYV  NS3-DV1.58 AHFTDPASIAARGYI 

ENV-DV1-59 KLTLKGMSYVMCTGS  NS3-DV1.59 PASIAARGYISTRVG 

ENV-DV1-60 GMSYVMCTGSFKLEK  NS3-DV1.60 ARGYISTRVGMGEAA 

P
o
o
l 

n
º 

7
 

ENV-DV1-61 MCTGSFKLEKEVAET  NS3-DV1.61 STRVGMGEAAAIFMT 

ENV-DV1-62 FKLEKEVAETQHGTV  NS3-DV1.62 MGEAAAIFMTATPPG 

ENV-DV1-63 EVAETQHGTVLVQVK  NS3-DV1.63 AIFMTATPPGSVEAF 

ENV-DV1-64 QHGTVLVQVKYEGTD  NS3-DV1.64 ATPPGSVEAFPQSNA 

ENV-DV1-65 LVQVKYEGTDAPCKI  NS3-DV1.65 SVEAFPQSNAVIQDE 

ENV-DV1-66 YEGTDAPCKIPFSTQ  NS3-DV1.66 PQSNAVIQDEERDIP 

ENV-DV1-67 APCKIPFSTQDEKGV  NS3-DV1.67 VIQDEERDIPERSWN 

ENV-DV1-68 PFSTQDEKGVTQNGR  NS3-DV1.68 ERDIPERSWNSGYDW 

ENV-DV1-69 DEKGVTQNGRLITAN  NS3-DV1.69 ERSWNSGYDWITDFP 

ENV-DV1-70 TQNGRLITANPIVTD  NS3-DV1.70 SGYDWITDFPGKTVW 

P
o
o
l 

n
º 

8
 

ENV-DV1-71 LITANPIVTDKEKPV  NS3-DV1.71 ITDFPGKTVWFVPSI 

ENV-DV1-72 PIVTDKEKPVNIETE  NS3-DV1.72 GKTVWFVPSIKSGND 

ENV-DV1-73 KEKPVNIETEPPFGE  NS3-DV1.73 FVPSIKSGNDIANCL 

ENV-DV1-74 NIETEPPFGESYIVV  NS3-DV1.74 KSGNDIANCLRKNGK 

ENV-DV1-75 PPFGESYIVVGAGEK  NS3-DV1.75 IANCLRKNGKRVVQL 

ENV-DV1-76 SYIVVGAGEKALKLS  NS3-DV1.76 RKNGKRVVQLSRKTF 
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ENV-DV1-77 GAGEKALKLSWFKKG  NS3-DV1.77 RVVQLSRKTFDTEYQ 

ENV-DV1-78 ALKLSWFKKGSSIGK  NS3-DV1.78 SRKTFDTEYQKTKNN 

ENV-DV1-79 WFKKGSSIGKMFEAT  NS3-DV1.79 DTEYQKTKNNDWDYV 

ENV-DV1-80 SSIGKMFEATARGAR  NS3-DV1.80 KTKNNDWDYVVTTDI 

P
o
o
l 

n
º 

9
 

ENV-DV1-81 MFEATARGARRMAIL  NS3-DV1.81 DWDYVVTTDISEMGA 

ENV-DV1-82 ARGARRMAILGDTAW  NS3-DV1.82 VTTDISEMGANFRAD 

ENV-DV1-83 RMAILGDTAWDFGSI  NS3-DV1.83 SEMGANFRADRVIDP 

ENV-DV1-84 GDTAWDFGSIGGVFT  NS3-DV1.84 NFRADRVIDPRRCLK 

ENV-DV1-85 DFGSIGGVFTSVGKL  NS3-DV1.85 RVIDPRRCLKPVILK 

ENV-DV1-86 GGVFTSVGKLTHQVF  NS3-DV1.86 RRCLKPVILKDGPER 

ENV-DV1-87 SVGKLTHQVFGTAYG  NS3-DV1.87 PVILKDGPERVILAG 

ENV-DV1-88 THQVFGTAYGVLFSG  NS3-DV1.88 DGPERVILAGPMPVT 

ENV-DV1-89 GTAYGVLFSGVSWTM  NS3-DV1.89 VILAGPMPVTVASAA 

ENV-DV1-90 VLFSGVSWTMKIGIG  NS3-DV1.90 PMPVTVASAAQRRGR 

P
o
o
l 

n
º 

1
0
 

ENV-DV1-91 VSWTMKIGIGILLTW  NS3-DV1.91 VASAAQRRGRIGRNQ 

ENV-DV1-92 KIGIGILLTWLGLNS  NS3-DV1.92 QRRGRIGRNQNKEGD 

ENV-DV1-93 ILLTWLGLNSRSTSL  NS3-DV1.93 IGRNQNKEGDQYIYM 

ENV-DV1-94 LGLNSRSTSLSMTCI  NS3-DV1.94 NKEGDQYIYMGQPLN 

ENV-DV1-95 RSTSLSMTCIAVGMV  NS3-DV1.95 QYIYMGQPLNNDEDH 

ENV-DV1-96 SMTCIAVGMVTLYLG  NS3-DV1.96 GQPLNNDEDHAHWTE 

ENV-DV1-97 AVGMVTLYLGVMVQA  NS3-DV1.97 NDEDHAHWTEAKMLL 

 
   NS3-DV1.98 AHWTEAKMLLDNINT 

 
   NS3-DV1.99 AKMLLDNINTPEGII 

 
   NS3-DV1.100 DNINTPEGIIPALFE 

 
   NS3-DV1.101 PEGIIPALFEPEREK 

 
   NS3-DV1.102 PALFEPEREKSAAID 

 
   NS3-DV1.103 PEREKSAAIDGEYRL 

 
   NS3-DV1.104 SAAIDGEYRLRGEAR 

 
   NS3-DV1.105 GEYRLRGEARKTFVE 

 
   NS3-DV1.106 RGEARKTFVELMRRG 

 
   NS3-DV1.107 KTFVELMRRGDLPVW 

 
   NS3-DV1.108 LMRRGDLPVWLSYKV 

 
   NS3-DV1.109 DLPVWLSYKVASEGF 

 
   NS3-DV1.110 LSYKVASEGFQYSDR 

 
   NS3-DV1.111 ASEGFQYSDRRWCFD 

 
   NS3-DV1.112 QYSDRRWCFDGERNN 

 
   NS3-DV1.113 RWCFDGERNNQVLEE 
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   NS3-DV1.114 GERNNQVLEENMDVE 

 
   NS3-DV1.115 QVLEENMDVEIWTKE 

 
   NS3-DV1.116 NMDVEIWTKEGERKK 

 
   NS3-DV1.117 IWTKEGERKKLRPRW 

 
   NS3-DV1.118 GERKKLRPRWLDART 

 
   NS3-DV1.119 LRPRWLDARTYSDPL 

 
   NS3-DV1.120 LDARTYSDPLALREF 

 
   NS3-DV1.121 YSDPLALREFKEFAA 

 
   NS3-DV1.122 ALREFKEFAAGRR 

 
   NS3-DV1.123 PLALREFKEFAAGRR 

 

3.8 Avaliação de citocinas intracelulares e Imunofenotipagem 

A análise das PBMC utilizando a técnica de Citometria de Fluxo permitiu identificar e 

caracterizar, por meio de 5 painéis distintos, células, moléculas reguladoras e citocinas que estão 

envolvidas na resposta contra infecção da dengue. 

 

3.8.1 Cultura de Células 

As PBMC foram descongeladas em banho Maria a 37°C e lavadas em meio RPMI 1640 

(Sigma-Aldrich) 10% SBF e 20U/mL benzonase nuclease (Novagen). Após centrifugação, as 

células foram ressuspendidas em meio RPMI 1640 com 10% SBF e distribuídas em poços de placas 

de cultura estéreis de 96 poços na concentração de 0,5x106 células/poço (Painel de Subpopulações 

de células T e Painel de Tregs I) ou 1,0x106 células/poço (Painel de Células T multifuncionais, 

Painel de Tregs II, Painel de Tregs III).  

 

3.8.2 Painel T de memória e Painel de Tregs I 

Após o período de ambientação de 2 horas em estufa úmida com 5% de CO2 a 37°C, seguiu-

se com o protocolo de marcação de citometria de fluxo para o painel de subpopulações de células 

T ou painel de Tregs I. As células foram lavadas com solução salina tamponada com fosfato (PBS 

1x) a 4°C e marcadas por 10 minutos em temperatura ambiente (TA) no escuro com Violet 

Live/Dead (ViViD) (Invitrogen), um indicador de viabilidade celular, que reage com aminas livres, 

tanto na superfície quanto no interior das células. Caso a célula tenha perdido a integridade de 

membrana, menor ou maior incorporação do ViViD pode ocorrer, o que distingue as células vivas 

das mortas, respectivamente. Em seguida foram lavadas com tampão FACS (PBS 1x com 2% de 
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SBF) e seguiu-se com a marcação extracelular, por 20 minutos em TA no escuro, do painel de 

subpopulações de células T (Tabela 4) ou painel de Tregs I (Tabela 5), cujo os anticorpos foram 

diluídos em tampão FACS. 

 

Tabela 4 - Painel de Subpopulações de células T 

Anticorpo Fluorocromo Marca Catálogo 

Marcação Extracelular: 

CD3 Qd655 invitrogen Q10012 

CD4 V500  BD 560768 

CD8 APC Ebioscience 17-0081-82  

CD27 APC/H7 BD 560222 

CD45RA Alexa700  Biolegend 304120 

CD127 PE BD 557938 

CD200 PE/Cy7 ebioscience 25-9200-42 

GITR FITC  ebioscience 53-5875-42 

LAP PERCP R&D FAB2463C 

PD1 BV605 Biolegend 329923 

    

Tabela 5 - Painel de células Tregs I 

Anticorpo Fluorocromo Marca Catálogo 

Marcação Extracelular: 

CD3 Qd655 invitrogen Q10012 

CD4 V500 BD 560768 

CD127 ef780 ebioscience 47-1278-41 

CD25 AF700 BD 561398 

LAG3 AF647 Biolegend 369304 

CD226 PERCP/Cy5.5 Biolegend 338314 

GITR  FITC ebioscience 53-5875-41 

Marcação Intracelular: 

FoxP3 PE/Dazzle Biolegend 320126 

CTLA4 PE-Cy7 Biolegend 349914 

 

 

 

http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=catProductDetail&productID=Q10012
http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=catProductDetail&productID=Q10012
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No caso do painel de Subpopulação de células T, as células foram lavadas com tampão 

FACS e fixadas com PFA 2% (Sigma) por 1 hora em TA ao abrigo da luz, lavadas com FACS e 

ressuspendidas em FACS para aquisição no equipamento BD LSR-FORTESSA utilizando o 

software BD FACSDiva. 

Com relação ao Painel de Tregs I, as células foram lavadas, fixadas e permeabilizadas por 

20 minutos em TA ao abrigo da luz, utilizando o kit FoxP3 staining buffer Set (eBioscience) 

seguindo-se com a marcação intracelular dos anticorpos diluídos em tampão do kit FoxP3 por 45 

minutos a 4°C ao abrigo da luz. Após marcação intracelular, as células foram lavadas 3 vezes com 

o tampão do kit FoxP3 e ressuspendidas em FACS para aquisição no equipamento BD LSR-

FORTESSA utilizando o software BD FACSDiva. 

 

3.8.3 Painel de Células T multifuncionais, Painel de Tregs II e Painel de Tregs III 

Após a ambientação de 2 horas em estufa úmida com 5% de CO2 a 37°C, as células foram 

incubadas por mais 10 horas em 4 condições experimentais distintas: a) ausência de estímulo, b) 

estímulo com biblioteca (pools ou peptídeos individuais) de peptídeos do ENV do DENV1 

(2,0µg/mL), c) estímulo com biblioteca de peptídeos do NS3 do DENV1 (2,0µg/mL), e d) estímulo 

com anticorpos anti-CD3 (1,0μg/mL) (BD) e anti-CD28 (0,5μg/mL) (BD). Em todas as condições 

de cultura foi adicionado Brefeldina A (1,0 μg/mL) (BioLegend). 

Terminado o período de incubação as células foram lavadas com PBS 1x a 4°C, marcadas 

com ViViD, lavadas e realizada a marcação extracelular do painel de Células T multifuncionais 

(Tabela 6), ou painel de Tregs II (Tabela 7) ou painel de Tregs III (Tabela 8). Após essa etapa, as 

células foram fixadas, permeabilizadas, lavadas, e seguiu-se com a marcação intracelular de seus 

respectivos painéis. Após marcação intracelular as células foram lavadas e ressuspendidas em 

FACS para os dados serem adquiridos no equipamento BD LSR-FORTESSA utilizando o software 

BD FACSDiva. 

 

 

 

 

 

 



41 
 

Tabela 6 - Painel de Células T multifuncionais 

Anticorpo Fluorocromo Marca Catálogo 

Marcação Extracelular: 

CD3 Qd655 invitrogen Q10012  

CD4 V500  BD 560768 

CD8 Qd605 invitrogen Q10009  

Marcação Intracelular: 

TNF PE/Alexa700  invitrogen RHTNFA24 

IL10 PE ebioscience 12-7108-82 

IL17A PERCP/Cy5.5 ebioscience 45-7179 

IFNγ PE/Cy7 BD 557844 

IL4  FITC ebioscience 11-7049-42 

IL13 FITC Ebioscience 11-7139-42 

IL2 APC ebioscience 17-7029 

    

TABELA 7 - Painel Tregs II 

Anticorpo Fluorocromo Marca Catálogo 

Marcação Extracelular: 

CD3 Qd655 invitrogen Q10012  

CD4 V500 BD 560768 

CD127 ef780 ebioscience 47-1278-41 

CD25 AF700 BD 561398 

CD200 PE/Cy7 ebioscience 25-9200-42 

GITR  FITC ebioscience 53-5875-41 

LAP  PERCP R&D FAB2463C 

PD1 BV605 Biolegend 329923 

Marcação Intracelular: 

FoxP3 APC ebioscience 17-4776-42 

IL10 PE ebioscence 12-7108-82 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=catProductDetail&productID=Q10012
http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=catProductDetail&productID=Q10009
http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=catProductDetail&productID=Q10009
http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=catProductDetail&productID=Q10012
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TABELA 8 - Painel Tregs III 

Anticorpo Fluorocromo Marca Catálogo 

Marcação Extracelular: 

CD3 Qd655 Invitrogen Q10012  

CD4 V500 BD 560768 

CD127 ef780 ebioscience 47-1278-41 

CD25 AF700 BD 561398 

Marcação Intracelular: 

FoxP3 APC ebioscience 17-4776-42 

IL10 PE ebioscence 12-7108-82 

Helios PE/Dazzle Biolegend 137232 

Tbet PERCP/Cy5.5 Biolegend 644824 

Ki67 QD605 Biolegend 350522  

IL17 PERCP/Cy5.5 ebioscience 45-7179 

 

3.8.4 Análises das citometrias de fluxo 

As análises foram realizadas utilizando o Programa FlowJo versão 10 (LLC) e as estratégias 

de gate utilizadas estão demonstradas nas Figs. 6, 7 e 8, respectivamente, para os painéis de células 

T multifuncionais, painel de subpopulações de células T e painel de Tregs. A estratégia de gate 

utilizada para as análises dos painéis consiste primeiramente na seleção das populações de 

linfócitos (SSC-A x FSC-A), singlets (FSC-H x FSC-A), que é utilizado para exclusão de grumos 

celulares, e o gate de tempo (SSC-A x Time), para exclusão de eventuais interrupções de fluxo 

durante a aquisição. Em seguida, para obter uma interseção destes três gates iniciais (Linfócitos, 

Singlet e Time) foi utilizada a ferramenta Boolean Gate, opção Make and Gate do programa 

FlowJo, que deu origem ao dot plot utilizado no painel ViViD x CD3, onde foi selecionada a 

população de linfócitos T vivos (ViViD-CD3+) (Fig.6). 

Para a análise do painel de células T multifuncionais, a partir do gate de células ViViD-

CD3+, foram selecionadas as subpopulações de linfócitos T CD4 (CD4+CD8-) e CD8 (CD4-CD8+). 

Em seguida foi determinado os gates para as citocinas IFNγ TNF e IL10. Para verificar se as células 

T produziam uma destas citocinas (IFNγ+TNF-IL10-, IFNγ-TNF+IL10- ou IFNγ-TNF-IL10+), ou 

duas (IFNγ+TNF+IL10-, IFNγ+TNF-IL10+ ou IFNγ-TNF+IL10+), ou as três citocinas 

(IFNγ+TNF+IL10+) utilizamos a ferramenta Boolean Gate: Create Combination Gates do 

http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=catProductDetail&productID=Q10012
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programa. Amostras com menos de 20.000 eventos no portão ViViD-CD3+ foram excluídas da 

análise. 

 

Figura 6: Estratégia de gate do Painel de Citocinas. Foram selecionadas as populações de linfócitos, singlets e time. 

Em seguida, foi realizada a interseção desses três gates iniciais, para selecionar a população de células CD3+ vivas 

(CD3+ViViD-). Dentro de CD3+, foram selecionadas as populações de CD4+ (CD4+CD8-) e CD8+ (CD4-CD8 +), e os 

gates das citocinas (IFNγ, TNF e IL10) foram selecionadas a partir dessas populações. 

 

A partir do gate de células ViViD-CD3+, para o Painel de subpopulações de células T (Fig.7) 

foram selecionadas as subpopulações de linfócitos T CD4+ e CD8+. Dentro de CD4+ e CD8+ foram 

selecionados os gates das moléculas reguladoras CD127, CD200, GITR, LAP e PD1, e também os 

gates de quatro estados funcionais das células T: CD27+CD45RA-, CD27+CD45RA+, CD27-

CD45RA+ e CD27-CD45RA-. Os gates das moléculas reguladoras selecionados em CD4+ e em 

CD8+ foram então transferidos para suas respectivas subpopulações de estados funcionais. 
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Figura 7 – Estratégia de análise das subpopulações de linfócitos T CD4+ e CD8+. Dot plot representativo dos gates 

utilizados para determinar as células de memória (CD27+CD45RA-), naive (CD27+CD45RA+), efetora transitória 

(CD27-CD45RA+) e efetora (CD27-CD45RA-). Q significa quadrante. 

 

A começar da população de ViViD-CD3+, para o Painel de Tregs, foi selecionado o gate da 

subpopulação de linfócitos T CD4+, em seguida foram selecionados nos dot plots de 

CD25vs.FoxP3 a população duplo positiva CD25+FoxP3+ e no dot plot de CD25v.s.CD127 foi 

feito o gate da população CD25+CD127low. Por meio do uso da ferramenta Boolean Gate: Make 

and Gate nestas populações selecionadas (CD25+FoxP3+ e CD25+CD127low) foram definidas as 

células Tregs (CD4+CD25hiCD127lowFoxP3+). Enfim, os gates para CD200+, GITR+, LAP+, PD1+, 

CD226+, CTLA4+, LAG3+ e IL10+, foram selecionados na população de linfócitos T CD4+ e estes 

foram transferidos inteiramente para a população de células Tregs. Amostras com menos de 100 

eventos no gate de CD4+ CD25hiCD127lowFoxP3+ foram excluídas da análise. 
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Figura 8 - Estratégia de Gate do Painel das células Tregs. Dentro da população de células CD3+ vivas    
(CD3+ViViD-), fez-se o gate das células CD4+, e dentro deste grupo foram selecionadas as populações de 

CD25+FoxP3+ e CD25+CD127low. Estes dois dot plots foram utilizados para obter as células Tregs (CD4+ 

CD25hiCD127lowFoxP3+) através da ferramenta Boolean Gate: Make and Gate. Enfim, selecionou-se os gates para 

GITR+, CD200+, LAP+, PD1+, CD226+, CTLA4+, LAG3+ e IL10+ dentro do grupo de CD4+ (não representados) e 

transferiu-se inteiramente para a população obtida de células Tregs como demonstrado na figura. 
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A começar da população de linfócitos T CD4+, para avaliar células Tr1, foram excluídas as 

células CD25hiCD127lowFoxP3+ da população de células T CD4 total, através da ferramenta 

Boolean Gate: Make Not Gate dos dot plots de CD25v.s.FoxP3 e de CD25v.s.CD127, em seguida 

utilizou-se a ferramenta Boolean Gate: Make and Gate nas populações de CD4+ total e 

CD25v.s.FoxP3neg e CD25v.s.CD127neg e obtivemos as Tr1 (CD4+ (CD25hiCD127lowFoxP3+)neg). 

Enfim, o gate para IL10+ foi selecionado. Amostras com menos de 100 eventos no gate de CD4+ 

CD25hiCD127lowFoxP3+ foram excluídas da análise. 

 

3.9 Análises Estatísticas  

Análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad PrismV6.05. Os 

resultados foram analisados utilizando os testes estatísticos: Kruskal-Wallis, Mann-Whitney e 

Wilcoxon, conforme indicado nas legendas das figuras. As diferenças foram consideradas 

estatisticamente significativa quando P ≤ 0.05. Os outliers foram retirados pelo método ROUT (Q 

= 2,0%) do programa GraphPad Prism V6.05. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Dados da coorte 

 

O recrutamento dos controles e indivíduos com suspeita de dengue foi realizado nas áreas 

endêmicas de Belo Horizonte/MG e São Jose do Rio Preto/SP, Brasil entre os anos de 2013 e 2019. 

Os pacientes com dengue confirmada (n=93, 60% feminino) foram classificados de acordo com os 

critérios da Organização Mundial de Saúde (WHO, 2009). Neste trabalho os pacientes foram 

separados em dois grupos: dengue leve (tratados em casa ou ambulatoriais) e sa+/grave (pacientes 

internados com sinais de alarme e dengue grave). Os dados laboratoriais e as características clínicas 

são apresentados na Tabela 9. Não foi possível recuperar dados clínicos e laboratoriais detalhados 

de todos os pacientes, mas todos os pacientes deste estudo possuem classificação clínica, idade, 

gênero e testes diagnósticos.  

A distribuição de idade e sexo foi semelhante entre os pacientes com dengue, embora os 

indivíduos que compõem o grupo controle sejam mais jovens, devido a exposição elevada da 

população a doença o que dificulta encontrar voluntários mais velhos não expostos a dengue 

(Tabela 9). O número de mulheres é semelhante entre os grupos controle e pacientes com dengue 

(Tabela 9). Ao avaliarmos se os pacientes foram acometidos por infecção secundária, por meio da 

presença de anticorpos IgG em amostras coletadas antes do 7º dia do início de sintomas, 

encontramos que 86% (37/43) dos pacientes com dengue sa+/grave apresentavam infecção 

secundária, significativamente maior que os pacientes com dengue leve 63% (34/54) (Tabela 9). 

Em relação a contagem de hemácias e valor de hematócrito não há diferenças entre os pacientes 

com dengue leve comparado com sa+/grave, porém pacientes com sa+/grave apresentam maior 

frequência de plaquetas abaixo de 50.000/mm3 e menor nível plaquetário geral comparado com 

dengue leve (Tabela 9). 
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Tabela 9 - Características gerais da coorte 

 
Controle 

(n=26) 

Dengue Leve 

(n=54) 

Sa+/grave 

(n=43) 

Idadea 28.0 (20-42) 35.5 (13-62)* 38.6 (13-79)* 

Sexo (f) 65% (17/26) 57% (31/54) 58% (25/43) 

RT-PCR 0% (0/26) 54% (29/54) 42% (18/43) 

ELISA IgM 0% (0/26) 65% (35/54) 84% (36/43) 

ELISA IgG (>30d) 0% (0/26) 67% (20/30) 92% (11/12) 

Infecção secundária — 63% (34/54) 86% (37/43)# 

Características laboratoriais dos pacientes com dengue 

Hemácias (x106/mm3)b  4,758 (4,50 – 5,02) 4,309 (3,8 – 4,8) 

Hematócrito (%)b  40,5 (38,3 – 42,7) 38,6 (35,9 – 41,3) 

Plaquetas < 50.000/mm3  0% (0/25) 47% (13/28)# 

Menor Contagem de Plaquetas (x103/mm3)b  125 (100 – 157) 56,9 (43 – 74)& 

a Média Geométrica (mín. – máx.) 

b Média Geométrica (Intervalo de Confiança) 

* Kruskal-Wallis Test P=0.01  

# Fisher’s test P<0.01 (#) 

& Mann Whitney Test P<0.0001 

 

4.2 Indivíduos com sa+/grave dengue desenvolveram uma resposta inflamatória sistêmica escassa 

associada a altos níveis plasmáticos de IL10 

 

A dengue grave está associada a uma hiperativação imune que leva ao extravasamento 

plasmático, e acredita-se que isto se deve principalmente aos elevados níveis de citocinas 

inflamatórias durante a Tempestade de Citocinas (ROTHMAN, 2011). Para avaliar o perfil 

inflamatório sistêmico durante as fases crítica e de convalescença da infecção por dengue, medimos 

IFNγ, TNF e IL10 no plasma de controles e indivíduos com dengue leve e sa+/grave. Pacientes 

com dengue leve apresentaram níveis aumentados de IFNγ e TNF quando comparado ao grupo 

sa+/grave, na fase crítica (Figs.9A e B). Na convalescência, os níveis dessas citocinas diminuíram, 

mas os indivíduos com dengue leve ainda apresentaram níveis mais elevados do que os pacientes 

com sa+/grave (Fig.9A e B). A infecção pela dengue foi associada ao aumento dos níveis 

plasmáticos de IL10 tanto em dengue leve quanto em sa+/grave, comparado com os controles 
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(Fig.9C) durante a fase crítica, retornando aos níveis basais na convalescência. É interessante que 

encontramos níveis semelhantes de IL10 plasmática entre os dengue leve e sa+/grave durante as 

fases crítica ou de convalescência (Fig.9C). Porém, encontramos que os pacientes com infecção 

secundária, durante o período crítico, apresentam níveis maiores de IL10 comparado com os que 

apresentavam infecção primária e controle (Fig.9F). 

 

 

Fig. 9. Níveis plasmáticos de IFNγ, TNF e IL10. IFNγ, TNF e IL10 foram medidos no plasma de controles (círculo 

aberto) e pacientes com dengue leve (quadrado verde) e sa+/grave (triangulo azul) nas fases críticas (6-12 dias após o 

início da febre) e convalescência (mais 30 dias após o início da febre), conforme detalhado nos métodos. Cada símbolo 
representa um único individuo, as linhas vermelhas representam a Média Geométrica (GM). A significância estatística 

foi avaliada por Mann-Whitney (* para P<0.05) e por Kruskal-Wallis (# para P<0.05). Controle n= 17. Durante a fase 

crítica dengue leve n= 33-35, sa+/grave n= 22. Convalescência dengue leve n= 31-32, sa+/grave n= 8-10. 
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4.3 Pacientes com dengue leve apresentaram frequências mais altas de células T produtoras de TNF 

e IL10, mas não de IFNγ, específicas ao DENV quando comparadas a pacientes sa+/grave 

 

Durante uma infecção, o sistema imune inato e adaptativo são ativados para combater o 

agente agressor, e a resposta é direcionada de acordo com o tipo de estímulo. A fim de controlar a 

replicação viral, as células T produzem citocinas inflamatórias, como IFNγ e TNF, que compõem 

respostas de perfil Th1, e reguladoras, como IL10 para prevenir exacerbação do processo 

inflamatório. Assim, para investigar a produção de citocinas pelas células T durante a infecção pela 

dengue, cultivamos PBMCs na presença de bibliotecas de peptídeos ENV ou NS3 de DENV1. 

Essas bibliotecas contêm a maior parte dos epitopos reconhecidos por células T CD4+ e CD8+, 

sendo as proteínas mais imunogênicas do vírus dengue (DUANGCHINDA et al., 2010; HATCH 

et al., 2011). Primeiramente avaliamos se as bibliotecas de peptídeos estimulariam a produção de 

citocinas como IFNγ, TNF e IL10 por células T simples produtoras. Os pacientes com dengue leve 

apresentaram maior frequência de células T CD4+ ou CD8+ simples produtoras de TNF (Figs.10A 

ou B) específicas ao ENV durante a fase crítica quando comparados com os pacientes com 

sa+/grave. Também há um aumento em pacientes com dengue leve na frequência de células T 

CD4+ simples produtoras de IL10 (Fig.10E) ou CD8+ simples produtoras de TNF (Fig.10G) ambas 

específicas ao NS3 durante a fase crítica quando comparado com o grupo sa+/grave. De modo 

importante, encontramos que a frequência de linfócitos T CD8+ simples produtores de IL10 

específicos ao ENV são significativamente maiores em dengue leve durante a fase crítica 

comparado com sa+/grave e também com o controle não imune (Fig.10B). As frequências de 

células T CD4+ simples produtoras de TNF e IL10 específicas ao DENV estão significativamente 

diminuídas em pacientes sa+/grave durante a fase de convalescência quando comparado com 

dengue leve e também com os controles não imunes (Figs.10C e F). 
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Figura 10. Frequência de células T CD4+ ou CD8+ simples produtoras de IFNγ, TNF ou IL10. PBMC de pacientes 

com dengue leve (quadrado verde) e sa+/grave (triângulo azul) foram estimuladas com bibliotecas de peptídeos para 

ENV (A-D) e NS3 (E-H), durante as fases críticas e de convalescença da infecção. As frequências de células T CD4+ 

ou CD8+ simples produtoras de IFNγ, TNF ou IL10 foram avaliadas por citometria de fluxo. As linhas vermelhas 

representam a GM. Linhas pontilhadas representam a GM do grupo de controle não infectado (N = 11-15). As 

diferenças entre os grupos de grupos infectados com DENV foram analisadas pelo teste estatístico de Mann-Whitney 

e são indicadas por asteriscos (*) para P <0.05. As comparações entre os grupos controle não-infectado e dengue foram 

realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis e são indicadas pelo sinal da cerquilha (#) para P <0.05. Durante a fase crítica 

dengue leve n= 20-22, sa+/grave n= 14-16. Convalescência dengue leve n= 19-20, sa+/grave n= 4-5. 
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4.4 Indivíduos com dengue leve apresentaram altas frequências de células T multifuncionais. 

 

A produção de citocinas IFNγ, TNF e/ou IL10 pelas células T multifuncionais foi avaliada 

após estimulação com as bibliotecas de peptídeos de ENV e NS3 de DENV1. De modo geral, 

notamos que, as frequências das células T duplo produtoras foram maiores em dengue leve, na fase 

crítica e na convalescência, comparado com o grupo controle (representado por #) (Figs.11A-D e 

G), diferentemente das células T simples produtoras. Por exemplo, a frequência de células T CD4+ 

produtoras de IFNγ/TNF específicas ao ENV são maiores em dengue leve na fase crítica 

comparado com controle (Fig.11A), bem como há um aumento desta população em pacientes com 

dengue, indiferente da classificação, durante a convalescência comparado com controle (Fig.11C). 

No período crítico, pacientes com dengue leve também apresentaram maiores frequências de 

células T CD8+ produtoras de IFNγ/TNF específicas ao ENV e ao NS3 comparado com pacientes 

com sa+/grave e indivíduos controle (Fig.11B e 11G). De modo importante, as frequências de 

células T CD4+ IFNγ+IL10+ e CD8+ IFNγ+IL10+ específicas ao ENV são maiores em dengue leve, 

durante a fase crítica e de convalescência, comparado com os grupos de pacientes sa+/grave e 

controle (Figs.11A - D). O mesmo encontramos com relação às frequências de células T CD8+ 

produtoras de IFNγ/IL10 específicas ao NS3 que estão aumentadas no grupo com dengue leve, na 

fase crítica, comparado com os grupos dengue sa+/grave e controle (Fig.11G). E ainda, as 

frequências de células T CD4+ TNF+IL10+ e CD8+ TNF+IL10+ específicas tanto ao ENV e ao NS3 

estão suprimidas em pacientes que apresentam sa+/grave dengue, durante o período de 

convalescência, comparado com o dengue leve e controle (Figs.11C, D, F e H). 
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Figura 11. Frequência de células T CD4+ ou CD8+ duplo produtoras de IFNγ/TNF ou IFNγ/IL10 ou TNF/IL10. 

PBMC de pacientes com dengue leve (quadrado verde) e sa+/grave (triângulo azul) foram estimuladas com bibliotecas 

de peptídeos para ENV (A-D) e NS3 (E-H), durante as fases críticas e de convalescença da infecção. As frequências 

de células T CD4+ ou CD8+ duplo produtoras de IFNγ, TNF ou IL10 foram avaliadas por citometria de fluxo. As linhas 

vermelhas representam a GM. Linhas pontilhadas representam a GM do grupo de controle não infectado (N = 11-15). 

As diferenças entre os grupos de grupos infectados com DENV foram analisadas pelo teste estatístico de Mann-

Whitney e são indicadas por asteriscos (*) para P <0,05. As comparações entre os grupos controle não-infectado e 

dengue foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis e são indicadas pelo sinal da cerquilha (#) para P <0,05.  Durante 

a fase crítica dengue leve n= 20-22, sa+/grave n= 14-16. Convalescência dengue leve n= 19-20, sa+/grave n= 4-5. 
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De um modo geral, observamos que no grupo de dengue leve há um aumento na frequência 

de células T triplo produtoras de IFNγ/TNF/IL10 específicas para NS3, porém não para ENV. Por 

exemplo, durante a fase crítica, a frequência de células T CD4+ e CD8+ IFNγ+TNF+IL10+ na 

presença de NS3 é maior em pacientes com dengue leve comparado ao grupo com dengue 

sa+/grave (Fig.12E), e ainda a frequência das células T CD8+ também triplo produtoras e 

específicas ao NS3 é maior em dengue leve tanto com relação à sa+/grave quanto ao controle 

(Fig.12G). De modo importante, notamos que o grupo com dengue leve, no período de 

convalescência, possui maior frequência de células T CD4+ e CD8+, produtoras de IFNγ/TNF/IL10 

específico a NS3 quando comparado com sa+/grave e também ao controle (Fig.12F e G). De modo 

interessante, estes dados indicam que o NS3 parece ser um melhor estimulador das respostas 

multifuncionais em células T. 

 

 

Figura 12. Frequência de células T CD4+ ou CD8+ triplo produtoras de IFNγ/TNF/IL10. PBMC de pacientes 

com dengue leve (quadrado verde) e sa+/grave (triângulo azul) foram estimuladas com bibliotecas de peptídeos para 

ENV (A-D) e NS3 (E-H), durante as fases críticas e de convalescença da infecção. As frequências de células T CD4+ 

ou CD8+ triplo produtoras de IFNγ, TNF ou IL10 foram avaliadas por citometria de fluxo. As linhas vermelhas 

representam a GM. Linhas pontilhadas representam a GM do grupo de controle não infectado (N = 11-15). As 

diferenças entre os grupos de grupos infectados com DENV foram analisadas pelo teste estatístico de Mann-Whitney 

e são indicadas por asteriscos (*) para P <0,05. As comparações entre os grupos controle não-infectado e dengue 

foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis e são indicadas pelo sinal da cerquilha (#) para P <0,05. Durante a fase 
crítica dengue leve n= 20-22, sa+/grave n= 14-16. Convalescência dengue leve n= 19-20, sa+/grave n= 4-5. 

As células T multifuncionais produzem maiores quantidades de IFNγ, TNF e IL10. 
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Para comparar os níveis de citocinas encontrados nas células T simples, duplo ou triplo 

produtoras, verificamos o MFI de cada citocina IFNγ, TNF e IL10. Na maioria das vezes, 

encontramos que o MFI de cada uma das citocinas é maior nas células T triplo produtoras 

comparado com as células T duplo e simples produtoras (Fig.13). Por exemplo, o valor de MFI de 

IFNγ encontrado nas células T CD8+ IFNγ+TNF+IL10+ específicas ao ENV foi de 9739, enquanto 

que as para as simples produtoras (IFNγ+TNF-IL10-) foi de 872,6, e para as duplo produtoras 

IFNγ+TNF+IL10- e IFNγ+TNF-IL10+ foram respectivamente de 1629 e 2986 (Fig.13A). Resultados 

similares foram observados para células T produtoras de TNF e IL10 (Fig.13B e C, 

respectivamente), bem como para a produção de IFNγ, TNF e IL10 por células T específicas para 

NS3 (Fig.13A-C). 

 

Figura 13. MFI da produção de citocinas por células T CD4+ ou CD8+ simples, duplo ou triplo produtoras de 

IFNγ, TNF e IL10 em pacientes com dengue leve durante a fase crítica. PBMC de pacientes com dengue leve 

durante a fase crítica foram estimuladas com bibliotecas de peptídeos para ENV e NS3. MFI de IFNγ (A) por células 

T simples (IFNγ+TNF-IL10-), duplo (IFNγ+TNF+IL10- e IFNγ+TNF-IL10+) e triplo (IFNγ+TNF+IL10+) produtoras. 

MFI de TNF (B) pelas simples (IFNγ-TNF+IL10-), duplo (IFNγ+TNF+IL10- e IFNγ-TNF+IL10+) e triplo 

(IFNγ+TNF+IL10+) produtoras. MFI de IL10 (C) por simples (IFNγ-TNF-IL10+), duplo (IFNγ+TNF-IL10+ e IFNγ-

TNF+L10+) e triplo (IFNγ+TNF+IL10+) produtoras. As diferenças entre os grupos foram analisadas pelo teste de 

Kruskal-Wallis, indicado por asteriscos (*) quando comparado as simples, duplo e triplos para P <0,05. A análise 

incluiu apenas populações de células T produtoras de citocinas, para células T CD4+ e CD8+ simples produtoras n=21 

e 20, respectivamente, duplo produtoras, 21 e 20 ou 18 e 20, e para triplo produtores 13 e 10. 
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4.5 O aumento na frequência de células T duplo ou triplo produtoras está positivamente relacionado 

com maiores níveis sanguíneos de plaquetas 

Para investigar se essas células T multifuncionais estão associadas a parâmetros de 

evolução clínica, verificamos a correlação entre as frequências das populações de células T e a 

plaquetopenia avaliada durante a fase crítica. As medidas séricas de plaquetas durante a fase crítica 

estavam disponíveis para a maioria dos pacientes internados, mas conseguimos de poucos pacientes 

ambulatoriais. Mesmo assim, com estes dados disponíveis, observamos que durante a fase crítica 

há uma correlação positiva entre o nível de plaquetas e as frequências de células T CD8+ produtoras 

de IFNγ/TNF específicas ao ENV, entre as frequências de células T CD8+ produtoras de IFNγ/IL10 

ou de IFNγ/TNF específicas ao NS3, e também entre as frequências de células T CD4+ e CD8+ 

triplo produtoras especificas ao DENV (Tabela 11), sugerindo um papel dessas populações 

celulares na evolução clínica. 

 

Tabela 10: Correlação entre o volume plaquetário e a frequência de células T produtoras de 

citocinas específicas ao DENV 

 Spearman rank r (P) 

 Específico ao ENV Específico ao NS3 

Produção de citocinas CD4
+
 CD8

+
 CD4

+
 CD8

+
 

IFN+TNF-IL10- Ns ns ns ns 

IFN-TNF+IL10- ns ns ns ns 

IFN-TNF-IL10+ ns ns ns ns 

IFN+TNF-IL10+ ns ns ns 0.51 (0.037) 

IFN+TNF+IL10- ns 0.62 (0.005) ns 0.58 (0.010) 

IFN-TNF+IL10+ ns ns ns ns 

IFN+TNF+IL10+ 0.47 (0.038) 0.50 (0.029) 0.71 (0.001) 0.53 (0.018) 

ns – not significant     

 

4.6 A diferença na IL12, mas não na IL27, está associada à presença de células T multifuncionais 

produtoras de IL10 em dengue leve 

A IL27 tem sido associada à produção de IL10 pelas células Th1 na leishmaniose e na 

malária (LUCAS et al., 2003; TIAN et al., 2019). Foi demonstrado que IL27 coopera com IL12 

para o surgimento (HEINEMANN et al., 2014; LUCAS et al., 2003) e função (WEI et al., 2011) 
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de células Th1 que produzem IL10. A fim saber o mecanismo pelo qual induziu a produção de 

IL10 pelas células T duplo e triplo produtoras, avaliamos os níveis plasmáticos das citocinas IL27 

e IL12p70. Não encontramos diferenças nos níveis plasmáticos de IL27 entre os grupos controle e 

as diferentes classificações da dengue, tanto durante a fase crítica quanto na convalescência 

(Fig.14A). Por outro lado, podemos observar que pacientes com dengue sa+/grave apresentam 

níveis suprimidos de IL12p70 durante a fase crítica quando comparado com dengue leve e 

indivíduos controle (Fig.14B). Esses dados sugerem que a IL12, mas não a IL27, está associado a 

presença de células produtoras de IFNγ e IL10 pelas células T de pacientes com dengue leve. 

 

 

Fig. 14. Níveis plasmáticos de IL27 e IL12p70. (A) IL27 e (B) IL12p70 foram medidas em plasmas de pacientes 

infectados com dengue durante as fases crítica e de convalescença da infecção. Cada símbolo representa um único 

indivíduo, as linhas vermelhas representam a GM. A diferença entre os grupos dengue leve e sa+/grave no mesmo 
tempo foi analisada pelo teste estatístico de Mann-Whitney (P<0.005) e as diferenças entre os pacientes com o grupo 

controle pelo teste de Kruskal-Wallis. N foi, respectivamente, para IL27 e IL12p70, 15 e 17 para controles, 33 e 35 

para dengue leve e 22 para sa+/grave durante a fase crítica. Durante a convalescência, o N foi 31 e 32 para dengue 

leve, e 5 e 10 para sa+/grave dengue.   

 

4.7 Subpopulações das células T e expressão de moléculas reguladoras nas células Teff 

A fim de identificar quais os subtipos de linfócitos T estão respondendo a infecção por 

dengue, nós analisamos primeiramente a frequência das subpopulações de células T de memória 

(CD27+CD45RA-), naive (CD27+CD45RA+), efetora transitória (CD27-CD45RA+) e efetora 

(CD27-CD45RA-) (Fig. 7 – dot plot representativo em materiais e métodos). Ao verificar a 

frequência das subpopulações de células T, CD4 e CD8, não encontramos diferenças relevantes 

entre os grupos controle e as diferentes classificações da dengue durante o período de 

defervescência ou convalescência (Fig. 15A e B). 

A presença de moléculas reguladoras como CD127, CD200, GITR, LAP e PD1, também 

foi avaliada nesses subtipos de linfócitos T CD4+ e CD8+. Nós encontramos, que embora a infecção 
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por dengue tenha aumentado a presença das moléculas reguladoras (GITR, LAP e PD1) nas células 

T CD4+ efetoras, sua expressão foi similar nas diferentes apresentações da dengue durante a fase 

crítica (Fig. 16A). Observamos que a expressão de receptores reguladores (GITR, LAP e PD1) 

retornam aos níveis basais nas células T efetoras dos pacientes com dengue na fase de 

convalescência (Fig. 16B). Não houve diferença na expressão destas moléculas reguladoras 

analisadas nos demais subtipos, memória (CD27+CD45RA-), naive (CD27+CD45RA+) e efetora 

transitória (CD27-CD45RA+). Esses dados nos sugerem que os linfócitos T de pacientes com 

dengue leve e sa+/grave apresentam capacidade de autoregulação semelhantes. 

 

Figura 15 – Frequências das subpopulações de linfócitos T CD4+ ou CD8+. PBMCs provenientes de indivíduos 

controle e pacientes com dengue leve e sa+/grave nas fases críticas (A) e convalescência (B) foram descongeladas e 

marcadas com painel de anticorpos para identificação das subpopulações de linfócitos T, conforme descrito em 

material e métodos. Em A e em B estão representadas a percentagem de células T CD4+ ou CD8+ vivas (ViViD-) dentro 

do gate de células CD3+. Para subpopulações de CD4+ Controle n=16; durante a fase crítica dengue leve n=17 e 

sa+/grave n=17; durante a convalescência dengue leve n=18 e sa+/grave n=6. Para subpopulações de CD8+ Controle 

n=13, fase crítica dengue leve n=16 e sa+/grave n=13; convalescência dengue leve n=16 e sa+/grave n=2. Linha 

vermelha representa a GM. Teste estatístico Mann-Whitney. 
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Figura 16 – Expressão de CD127, CD200, GITR, LAP e PD1 por células Teff CD4+ e CD8+. PBMCs provenientes 

de indivíduos controle e pacientes com dengue leve e sa+/grave nas fases críticas (A) e convalescência (B) foram 

descongeladas e marcadas com painel de anticorpos para identificação das subpopulações de linfócitos T, conforme 

descrito em material e métodos. Em A e em B estão representadas a percentagem de células T CD4+ ou CD8+ 
expressando as moléculas reguladoras CD127, CD200, GITR, LAP e PD1. Para CD4+ Effector controle n=17, durante 

a fase crítica dengue leve n=16 e sa+/grave n=17; convalescência dengue leve n=16 e sa+/grave n=5. CD8+ Effector 

controle n=14, durante a fase crítica dengue leve n=14 e sa+/grave n=13; convalescência dengue leve n=15 e sa+/grave 

n=2. Linha vermelha representa a GM. Teste estatístico Mann-Whitney. 

 

4.8 A frequência de células Tregs é similar entre as diferentes classificações da dengue 

As células T reguladoras (Tregs) desempenham importante função no controle das 

respostas imunes e prevenção de possíveis danos causados pela inflamação, como já foi 

demonstrado em infecções como HSV e WNV (LANTERI et al., 2009; SARANGI et al., 2008; 

SEHRAWAT et al., 2008; SUVAS et al., 2004). Como dito anteriormente, a dengue induz um 

processo inflamatório bem elucidado e que pode culminar em uma imunopatologia, portanto é 
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importante analisar o perfil de células Tregs (Fig. 8 – estratégia de análise em materiais e métodos) 

durante a infecção por dengue. Ao avaliarmos a frequência total das Tregs circulantes, observamos 

que foi similar entre os grupos controle e os grupos de pacientes com dengue durante a fase crítica 

e de convalescência (Fig. 17A). 

Até o momento poucos trabalhos avaliaram as células Tregs em pacientes com dengue. No 

estudo de (LUHN et al., 2007), assim como no nosso, não foi encontrado diferenças na frequência 

total de tregs entre as classificações clínicas da dengue. Eles também avaliaram a razão de Tregs 

por Teff e encontraram que apenas o grupo dengue leve apresentou um aumento de Tregs sobre 

Teff. Em nosso trabalho ao analisarmos a razão entre Tregs/Teff não observamos o mesmo que o 

grupo de (LUHN et al., 2007), ou seja, não encontramos diferenças entre os grupos quando 

avaliamos a frequência de Tregs/CD4+ Teff (Fig. 17B e C). 

 

Figura 17 – Frequência Total de Tregs e Razão entre a frequência de Tregs/Teff. PBMCs provenientes de 

indivíduos controle e pacientes com dengue leve e sa+/grave nas fases críticas e de convalescência foram 

descongeladas e marcadas para identificação de Tregs e linfócitos T CD4+ ou CD8+ efetores, conforme descrito em 

material e métodos. Em A está representado a frequência total de células Tregs. Em B e C estão as razões entre a 

frequência total de células Tregs e as frequências de CD4+ Teff ou CD8+ Teff, respectivamente. (A) Controle n=17, 

durante a fase crítica dengue leve n=20 e sa+/grave n=19, convalescência dengue leve n=19 e sa+/grave n=9. (B) 
controle = 16, durante a fase crítica dengue leve n=16 e sa+/grave n=17, convalescência dengue leve n=17 e sa+/grave 

n=6. (C) Controle = 13, durante a fase crítica dengue leve n=15 e sa+/grave n=13, convalescência dengue leve n=15 e 

sa+/grave n=2. As linhas vermelhas representam a GM. Teste estatístico Mann-Whitney. 
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4.9 De um modo geral as células Tregs GITR+ ou CD200+ ou LAG3+ parecem ser importantes para 

determinar a evolução clínica da doença em pacientes com dengue 

 

Além de verificar a presença destas Tregs em pacientes com dengue, é importante avaliar 

o fenótipo destas células. Verificamos o fenótipo das Tregs em diferentes formas clínicas de dengue 

por meio da expressão de moléculas reguladoras, como por exemplo GITR, CD200, LAP, PD1, 

CD226, CTLA4 e LAG3. Notavelmente a frequência de células Tregs expressando GITR é 

significativamente maior em dengue leve comparado com os grupos controle e dengue sa+/grave, 

tanto durante a fase crítica e na convalescência (Fig. 18A). No período crítico, encontramos um 

aumento na frequência de Tregs CD200+ em dengue leve quando comparado com dengue 

sa+/grave (Fig.18B). Em relação a frequência de Tregs que expressam LAP ou PD1, não 

encontramos diferenças entre o controle e pacientes com dengue tanto durante o período crítico e 

quanto na convalescência (Figs.18C e D). A frequência de Tregs CD226+ é maior em pacientes 

com dengue durante o período crítico quando comparado com o controle (Fig.18E), e na 

convalescência retornam aos níveis basais. A infecção pelo DENV induziu ainda maior frequência 

de Tregs expressando CTLA4 observado tanto na fase crítica quanto na convalescência (Fig. 18F). 

Observamos também que a frequência de Tregs que expressam LAG3 está diminuída em dengue 

leve apenas na convalescência quando comparado com os grupos controle e dengue sa+/grave 

(Fig.18G). 
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Figura 18 – Frequência de Tregs expressando GITR, CD200, LAP, PD1, CTLA4, LAG3 e CD226. Após 

descongelamento, PBMCs provenientes de indivíduos Controle, pacientes dengue leve e sa+/grave nas fases crítica e 

de convalescência foram submetidas a marcação com painel de anticorpos para avaliar a expressão de GITR, CD200, 

LAP, PD1, CD226, CTLA4 e LAG3 por Tregs como detalhado em Material e Métodos. Controle n= xx, dengue leve 

n=xx e sa+/grave n=xx. As linhas vermelhas representam a GM. As diferenças entre os grupos de grupos infectados 

com DENV foram analisadas pelo teste estatístico de Mann-Whitney e são indicadas por asteriscos (*) para P <0,05. 

As comparações entre os grupos controle não-infectado e dengue foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis e são 

indicadas pelo sinal da cerquilha (#) para P <0,05. (A-D) controle n= 16-17; fase crítica dengue leve n= 22-28 e 
sa+/grave n= 17-20; convalescência dengue leve n= 21-27 e sa+/grave n= 9. (E-G) controle n= 10-14; fase crítica 

dengue leve n= 11-16 e sa+/grave n= 13-14; convalescência dengue leve n= 7 e sa+/grave n= 5. 
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Verificamos também o nível de expressão dessas moléculas reguladoras analisando o MFI. 

Apesar das diferenças nas frequências de Tregs GITR+, não observamos diferença entre grupos 

com relação ao MFI de GITR nas Tregs de controle e pacientes com dengue (Fig.19A). De forma 

semelhante, a densidade da expressão celular de LAP e PD1 também não apresentaram diferenças 

entre as formas clínicas de dengue (Fig.19C e D). Por outro lado, encontramos que o MFI de CD200 

nas células Tregs provenientes de indivíduos com dengue leve é maior comparado com indivíduos 

com dengue sa+/grave apenas fase convalescente, quando o grupo com dengue sa+/grave parece 

sofrer uma supressão dos seus níveis (Fig.19B). Curiosamente, apesar da frequência de Tregs 

CD226+ estar aumentada em pacientes com dengue durante a fase crítica, a densidade de CD226 

na superfície das Tregs diminuiu nos pacientes na fase crítica quando comparado com o grupo 

controle (Fig.19E) apresentando um movimento de retorno aos níveis basais primeiramente no 

grupo com dengue leve seguido do grupo com dengue sa+/grave na convalescência (Fig. 19E). 

Além dos pacientes com dengue apresentarem maior frequência de Tregs CTLA4+ em relação ao 

grupo controle, tanto na fase crítica quanto na convalescência, observamos também um aumento 

do MFI para CTLA4 nas Tregs de pacientes com dengue durante a fase de convalescência (Fig. 

19F). A expressão celular de LAG3 das Tregs de pacientes com dengue na fase crítica é menor 

quando comparada com a do grupo controle (Fig. 19G), retornando aos níveis basais ou até mesmo 

maiores, caso do grupo com dengue sa+/grave, no período de convalescência (Fig. 19G). 
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Figura 19 – MFI de GITR, CD200, LAP, PD1, CTLA4, LAG3 e CD226 expressas em células Tregs. Após 

descongelamento, PBMCs provenientes de indivíduos Controle, pacientes dengue leve e sa+/grave nas fases crítica e 

de convalescência foram submetidas a marcação com painel de anticorpos para avaliar o MFI de GITR, CD200, LAP, 

PD1, CD226, CTLA4 e LAG3 por Tregs como detalhado em Material e Métodos. As linhas vermelhas representam a 

GM. As diferenças entre os grupos de grupos infectados com DENV foram analisadas pelo teste estatístico de Mann-

Whitney e são indicadas por asteriscos (*) para P <0,05. As comparações entre os grupos controle não-infectado e 
dengue foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis e são indicadas pelo sinal da cerquilha (#) para P <0,05. (A-D) 

controle n= 16-17; fase crítica dengue leve n= 22-28 e sa+/grave n= 17-20; convalescência dengue leve n= 21-27 e 

sa+/grave n= 9. (E-G) controle n= 10-14; fase crítica dengue leve n= 11-16 e sa+/grave n= 13-14; convalescência 

dengue leve n= 7 e sa+/grave n= 5. 
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4.10 Paciente com dengue leve possuem população de Tregs produtoras de IL10 especificas ao 

DENV1 

 

As Tregs, além de utilizar moléculas reguladoras como forma de inibir a função de outras 

células, também produzem citocinas anti-inflamatórias como IL10. Portanto verificamos a 

produção de IL10 pelas Tregs quando estimuladas com as bibliotecas de peptídeos de ENV e NS3 

de DENV1. De modo importante, encontramos um aumento significativo na frequência de Tregs 

produtoras de IL10 específicas ao NS3 de DENV1 em indivíduos com dengue leve durante a fase 

crítica. E ainda, também houve aumento significativo na frequência de Tregs produtoras de IL10 

específicas ao ENV de DENV1 em indivíduos com dengue leve durante a convalescência (Fig. 

20B).  De forma curiosa, o grupo controle também respondeu ao estímulo com ENV (Fig. 20B). 

 

Figura 20 – Frequência de células Tregs produtoras de IL10 específicas ao DENV1. Após descongelamento, 

PBMCs provenientes de indivíduos controle dengue leve e sa+/grave nas fases críticas e de convalescência foram 

cultivadas por 10 horas na ausência ou na presença de estímulos imunogênico (ENV ou NS3 - DENV1) ou policlonal 

(Anti-CD3 e Anti-CD28). Em todas as condições foi adicionado BFA. Após o término da incubação, as células foram 

marcadas para avaliar a produção de IL10 por Tregs como detalhado em Material e Métodos. (A) Dot plot 

representativo da produção de IL10 por Tregs na ausência ou presença de estímulo da biblioteca de ENV DENV1 do 

grupo Controle, dengue leve e sa+/grave. (B) Frequência de Tregs produzindo IL10 na presença da biblioteca de 

peptídeos ENV ou NS3 de DENV1 ou na presença de aCD3/aCD28, Controle n=17, 6-12d dengue leve n=23 e 

sa+/grave n=19, >30d dengue leve n=22 e sa+/grave n=9. Teste estatístico Wilcoxon e Mann-Whitney. 
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4.11 As células Tregs produtoras de IL10 específica ao DENV expressam GITR, mas não CD200 

 

Como as Tregs de indivíduos com dengue leve têm maior expressão de CD200 e GITR 

quando comparados a pacientes com dengue sa+/grave, resolvemos verificar se tais moléculas 

poderiam ser marcadores extracelulares das Tregs IL10+. Assim, realizamos um estudo de 

correlação entre as Tregs específicas ao DENV1 provenientes dos pacientes com dengue durante 

as fases críticas e de convalescência. Não observamos correlação entre as Tregs produtoras de IL10 

específicas ao DENV e expressando CD200 (Fig.21A-D). De modo importante, houve uma forte 

correlação entre as Tregs produtoras de IL10 estimuladas com a biblioteca de ENV (Fig.21A e C) 

ou NS3 (Fig.21B e D) de DENV1 e as Tregs GITR+ provenientes de pacientes com dengue durante 

as fases crítica e de convalescência. 

 

Figura 21 – Correlação de Tregs produtoras de IL10 específicas ao DENV1 e Tregs GITR+ ou CD200+. Após 

descongelamento, PBMCs provenientes de pacientes com dengue nas fases críticas e de convalescência foram 

cultivadas por 10 horas na ausência ou na presença da biblioteca de peptídeos de ENV ou NS3 de DENV1. Em todas 

as condições foi adicionado a BFA. Após o término da incubação, as células foram submetidas a marcação para avaliar 

a produção de IL10 e expressão de CD200 e GITR por Tregs como detalhado em Material e Métodos. Correlação entre 

Tregs produtoras de IL10 específicas ao ENV de DENV1 expressando CD200 ou GITR de pacientes com dengue na 

fase crítica (A) ou de convalescência (C). Correlação entre Tregs produtoras de IL10 específicas ao NS3 de DENV1 

expressando CD200 ou GITR de pacientes com dengue na fase crítica (B) ou de convalescência (D). Pacientes com 
dengue na fase crítica n=41 e na convalescência n= 31. Teste estatístico Pearson correlation coefficients (P value: two-

tailed). 
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As células Tregs GITR+ são as que produzem IL10 específico ao DENV em pacientes com 

dengue, verificamos então se estas Tregs GITR+ também expressam CD200, LAP, PD1, CD226, 

CTLA4 ou LAG3. Observamos que há uma correlação positiva entre as Tregs GITR+ e as Tregs 

LAP+ ou CD226+ durante a fase crítica da dengue (Tabela 11). E ainda, as Tregs GITR+ de 

pacientes com dengue também expressam LAG3 durante a convalescência (Tabela 11). Estes 

marcadores adicionais podem contribuir para selecionar as Tregs específicas ao DENV e 

produtoras de IL10. 

 

Tabela 11 – Correlação entre as células Tregs GITR+ específicas ao ENV de DENV e as células 

Tregs expressando CD200, LAP, PD1, CD226, CTLA4 ou LAG3. 

    Pearson rank r (P) 

  
Tregs expressando: 

  CD200 LAP PD1 CD226 CTLA4 LAG3 

Fase Crítica Tregs GITR
+
 ns 

0.37 

(0.012) 
ns 

0.53 

(0.006) 
ns ns 

Convalescência Tregs GITR
+
 ns ns ns ns ns 

0.76 

(0.004) 

ns - não significante  
   

   

 

4.12 As células Tregs produtoras de IL10 específicas ao DENV expressam marcador Helios, 

marcador de tTregs 

 

Com o objetivo de compreender melhor a origem e características funcionais das Tregs 

IL10+ específicas ao ENV de dengue, investigamos se são Tregs tímicas (tTregs) através da 

expressão do fator de transcrição Helios. Se possuem uma resposta reguladora direcionada as 

respostas inflamatórias de perfil Th1 por meio da expressão de Tbet. Por fim, verificamos se estão 

proliferando, medido pela expressão de Ki67. Observamos que mais de 90% das Tregs produtoras 

de IL10 específicas ao ENV de DENV expressaram Helios (Fig. 22), enquanto que menos de 7% 

e 9% das Tregs IL10+ específicas ao ENV de DENV expressam Tbet e Ki67, respectivamente (Fig. 

22). Estes dados ainda que preliminares sugerem que estas células são tTregs produtoras de IL10 

específicas ao ENV de DENV que não possuem um controle direcionado ao perfil pró-inflamatório 

do tipo Th1 e não estão proliferando. 
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4.13 Mapeamento de epitopo das Tregs produtoras de IL10 específicas ao ENV de DENV1 

 

A fim de identificar o epítopo ou epitopos responsáveis pela ativação das Tregs produtoras 

de IL10 específicas ao DENV, iniciamos o mapeamento de epitopo utilizando a biblioteca de 

peptídeos de ENV de DENV1. Para isso, as PBMCs de voluntários que possuem Tregs produtoras 

de IL10 específicas ao DENV1, foram cultivadas por 10hs na presença de 10 pools dos peptídeos 

que cobrem toda a proteína do ENV de DENV1. Para investigar a indução da produção de IL10 

pelas Tregs consideramos que houve resposta quando a produção IL10 na presença dos pools de 

peptídeos de ENV foi maior que o dobro quando comparado com os níveis basais. Encontramos 

que os peptídeos presentes nos pools 8, 9 e 10 parecem ter sido os mais importantes na indução da 

produção de IL10 pelas Tregs específicas ao DENV (Fig.23A e B). Com destaque para o pool 9 

que foi responsável por 20% do total de Tregs produtoras de IL10 apresentadas (Fig.23B) e que 

apresentou a resposta de maior magnitude, ou seja, a produção de IL10 pelas Tregs especificas ao 

DENV na presença dos peptídeos do pool 9 foi maior que o limiar de intensidade de resposta 

observado nos demais pools (Fig.18C). Além disso, 6 de 8 indivíduos testados responderam ao 

pool 9 com produção de IL10 pelas Tregs. 

Para verificar quais dos peptídeos que estavam no pool 9 induziram a produção de IL10 

pelas Tregs específicas ao DENV, as PBMCs de voluntários que possuem Tregs produtoras de 

IL10 específicas ao DENV1, foram cultivadas por 10hs na presença individual dos peptídeos que 

constituíam o pool 9 (peptídeos de 81 a 90). Podemos observar que os peptídeos 81, 88 e 89 foram 

os que induziram maior resposta entre os voluntários, visto que suas Tregs específicas ao DENV 

estimuladas com os peptídeos 81, 88 e 89 produziram IL10 maior que o dobro quando comparado 

com os níveis basais (Fig.23C). Destacamos de forma importante, os peptídeos 88 e 89 que 

induziram uma resposta de maior magnitude comparado com os demais peptídeos (Fig.23D). 

 

Figura 22 – Expressão de Helios, 

Tbet ou Ki67 pelas Tregs 

produtoras de IL10 específicas ao 

ENV de DENV1. Dot plot 

representativo de paciente com 

dengue leve na fase de 
convalescência de Tregs produtoras 

de IL10 específicas ao ENV de 

DENV1 expressando Helios ou Tbet 

ou Ki67. 
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Figura 23 – Mapeamento de epitopo da proteína ENV de DENV1 utilizando Tregs produtoras de IL10 

especificas ao DENV. Após descongelamento PBMCs de foram cultivadas por 10 horas na ausência (A-E), ou na 

presença de 10 pools da biblioteca de peptídeos de ENV DENV1 (A-C), ou na presença de peptídeos que constituíam 

o pool 9 (81-90 separadamente) (D e E), ou na presença de estímulo policlonal (anti-CD3 e anti-CD28). Em todas as 

condições foi adicionado BFA. Após o término da incubação, as células foram submetidas a marcação com painel de 

anticorpos para avaliar a produção de IL10 por Tregs como detalhado em Material e Métodos. (A) Gates 

representativos da produção de IL10 por Tregs específicas ao DENV1 na ausência ou presença de estimulo 

imunogênico ou policlonal. Distribuição das frequências de respostas de células Tregs produtoras de IL10 associados 
aos pools de peptídeos de 1 a 10 (B) ou aos peptídeos 81 a 90 (D). Razão de resposta da produção de IL10 por Tregs 

específicas ao DENV1 entre as estimuladas com os pools de peptídeos (C) ou com os peptídeos separadamente (E) e 

a produção basal (ausência de estímulo). Linha tracejada representa a GM da produção de IL10 específica pelas Tregs 

de todos os voluntários (limiar da intensidade de resposta), para (C) GM = 1.288) e (E) GM=1.175. As linhas vermelhas 

representam a GM. (B) e (C) n=8. (D) e (E) n=7. 
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4.14 Células Tregs são maiores produtoras de IL10 que as células Tr1 

 

Além das células Tregs, outra fonte produtora da citocina anti-inflamatória IL10 são células 

T CD4+ FoxP3- (Tr1 – T reguladoras do tipo 1). Neste trabalho para estudarmos as células Tr1 

excluímos da população de células T CD4+ as células CD25hiCD127lowFoxP3+, como melhor 

detalhado em métodos. Comparamos a frequência de células Tregs IL10+ com as células Tr1 para 

avaliar a contribuição destas populações na produção de IL10 durante a infecção por dengue. 

Observamos que dentre as células T CD4 total a produção de IL10 é mais frequente em Tr1 quando 

comparado com as Tregs (Fig.24A). No entanto, de modo importante encontramos que o nível de 

produção de IL10 é maior em Tregs quando comparado com as Tr1 (Fig.24B). 

 

 

Figura 24 – Comparação da produção de IL10 pelas células Tregs e por células Tr1. Após descongelamento 

PBMCs de controles, dengue leve e sa+/grave, foram cultivadas por 10 horas na ausência, ou na presença da biblioteca 

de peptídeos de ENV DENV1 e na presença de estímulo policlonal (anti-CD3 e anti-CD28). Em todas as condições 

foi adicionado BFA. Após o término da incubação, as células foram submetidas a marcação com painel de anticorpos 
para avaliar a produção de IL10 por Tregs e por Tr1 como detalhado em Material e Métodos. (A) Frequência de Tregs 

IL10+ e Tr1 IL10+ dentro da população de CD4+ total. (B) MFI da produção de IL10 por Tregs e por Tr1. Barra de erro 

representada em vermelho.  
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5 DISCUSSÃO 

 

A resolução das infecções causadas por vírus como dengue, West Nile, influenza, entre 

outros, são bastante variáveis. É possível encontrar indivíduos que desenvolvem uma doença 

assintomática ou infecção subclínica, bem como uma pequena minoria das pessoas que 

desenvolvem doenças mais graves que podem ser letais (ROUSE; SEHRAWAT, 2010). Muitos 

estudos buscaram compreender melhor a patologia encontrada na dengue grave. Já se sabe que uma 

infecção primária confere proteção por um longo período ao sorotipo homólogo (MATHEW; 

ROTHMAN, 2008). Porém, durante uma infecção secundária heterotípica, a presença de 

anticorpos não neutralizantes e com reatividade cruzada ao sorotipo da infecção primária poderá 

acarretar em uma viremia elevada, fenômenos como o ADE, e consequentemente a produção 

exacerbada de citocinas pelas células da imunidade inata e adaptativa, que caracterizaria a 

Tempestade de Citocinas (BELTRAMELLO et al., 2010; NG et al., 2014). 

Além do ADE, há também a hipótese do Pecado Antigênico Original, que é explicada pela 

presença de linfócitos T e B de memória, que foram induzidos por uma exposição primária por um 

sorotipo diferente ao da infecção secundária, mas que são capazes de responder mais rapidamente 

que as células T virgens durante a infecção secundária heterotípica aguda. Entretanto, segundo essa 

hipótese, estes linfócitos de memória não possuiriam uma ótima avidez aos epítopos 

correspondentes ao novo vírus, e por existir uma certa preferência na ativação de células T de 

memória em comparação às células T virgens, a resposta que será montada não seria a mais 

adequada para eliminar o novo sorotipo viral desencadeando assim uma Tempestade de Citocinas 

ainda mais intensa (ZOMPI; HARRIS, 2013). 

A grande maioria dos estudos em dengue buscaram elucidar as causas da patogênese da 

doença, e se concentram em investigar os efeitos das respostas inflamatórias. Foi demonstrado que 

fatores vasoativos, como receptor de TNF solúvel, e a produção excessiva de citocinas, como IFN, 

estão associados à dengue grave (BETHELL et al., 1998; GREEN et al., 1999), TNF pode agir 

diretamente sobre as células endoteliais vasculares e induzir o extravasamento vascular sistêmico 

(PANG; CARDOSA; GUZMAN, 2007) e elevados níveis de IL-1beta, IL-8, TNF e MCP-1 

também estão associadas a permeabilidade vascular encontrada na dengue (BOZZA et al., 2008). 

No entanto, contrapondo aos achados citados acima, em nossa coorte, observamos que os pacientes 

com dengue sa+/grave apresentaram uma escassa resposta inflamatória, enquanto que os níveis 
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plasmáticos de IFNγ, TNF e IL12p70 estavam elevados em pacientes com dengue leve durante a 

fase crítica da doença. As diferenças encontradas entre o nosso trabalho e os citados acima pode 

ser o tempo analisado. Enquanto nós nos concentramos na pós-febril, aqueles analisaram o período 

febril, o que nos leva a especular que apesar de uma alta produção precoce de citocinas, indivíduos 

que desenvolvem dengue sa+/grave não conseguem sustentar esses níveis. A produção sustentada 

de citocinas em contraste com a produção não sustentada pode sugerir fontes de citocinas diferentes 

entre pacientes com dengue leve ou dengue sa+/grave. Em nosso trabalho, verificamos que 

indivíduos com dengue leve apresentam uma fonte adaptativa importante para as citocinas 

analisadas, enquanto os indivíduos com dengue sa+/grave tiveram uma ativação de linfócitos T 

específicos para DENV modesta. Nossos resultados, entretanto, concordam com os trabalhos de 

(HATCH et al., 2011; MATHEW; TOWNSLEY; ENNIS, 2014), que relataram altos níveis de 

células T CD4+ produtoras de citocinas TNF e IFNγ em pacientes com melhor prognóstico à 

infecção pelo DENV. Estas diferenças podem ser ainda maiores nos tecidos, de certa forma, os 

níveis sistêmicos seriam representativos de apenas parte da Tempestade de Citocinas. De fato, foi 

recentemente demonstrada a presença de intensa proliferação e ativação de linfócitos T específicos 

ao DENV na pele durante infecção aguda (RIVINO et al., 2015). 

Os linfócitos T específicos ao DENV reconhecem as células infectadas com vírus e 

respondem com um diverso grupo de funções efetoras, como proliferação, formação de células de 

memória, lise das células alvo e produção de citocinas. O padrão de produção destas citocinas segue 

o perfil de Th1, ou seja, produção principalmente de IFNγ, TNF, IL2 e CCL4, e menos comumente 

das citocinas de perfil Th2 como IL4 (IMRIE et al., 2007; MANGADA, M. M.; ROTHMAN, 

2005). Em dengue, a ativação dos linfócitos é essencial na resistência à infecção e está altamente 

associada a uma produção robusta e sustentada de IFNγ (DUANGCHINDA et al., 2010; 

MANGADA, MARLOU M et al., 2002).  

A evolução nas ferramentas de estudo das respostas imunes nos permitiu enxergar as 

multifunções que as células T podem exercer, mostrando que de uma única célula pode ser fonte 

de mais de uma citocina. Embora existam poucos relatos analisando células T multifuncionais em 

dengue, as células T CD4 produtoras de IFNγ+TNF+IL2+ parecem estar associadas a uma resposta 

a vacina contra a dengue (CHU et al., 2015; LINDOW et al., 2012). Em nosso trabalho, 

observamos que indivíduos que desenvolvem dengue leve durante a fase crítica têm aumento nas 

frequências das populações de células T CD8+ duplo produtoras de IFNγ/TNF específicas ao 
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DENV quando comparado com sa+/grave e controle. E ainda, essa frequência elevada de células 

T CD8+ IFNγ+TNF+IL10- correlaciona-se positivamente com níveis mais altos de plaquetas, 

sugerindo associação com resistência à infecção por DENV.  

Além de uma resposta inflamatória eficiente, os pacientes da nossa coorte com dengue leve 

também apresentaram um adequado perfil regulador, inclusive com a produção de IL10 específica 

para antígenos virais. A citocina anti-inflamatória IL10 pode ser produzida por muitos tipos 

celulares como dendríticas ativadas, macrófagos infectados com vírus, células T CD4+ e CD8+, 

Tregs ativadas, células B e alguns subgrupos de NK, quando estimuladas com ligantes de TLR 

(COUPER; BLOUNT; RILEY, 2008). As atividades da IL10 podem interferir em muitas vias de 

sinalização que promovem a produção de quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias, como por 

exemplo inibindo a sinalização de NF-kB, suprimindo a transdução de sinal de IFN do tipo I, 

inibindo a expressão de MHC-II, entre outras ações (MOORE et al., 2001). 

Em dengue, o papel da IL10 tem sido motivo de muito debate. Enquanto alguns relatos 

associam a IL10 a uma evolução favorável das infecções em geral, incluindo a dengue, outros 

encontram a IL10 associada às respostas imunes prejudicadas e manifestações hemorrágicas da 

dengue. Acreditamos que a fonte celular de IL10 pode ter implicações importantes nesses achados 

divergentes. A maioria das evidências que ligam a IL10 à piora clínica da dengue são de relatos 

que avaliam seus níveis plasmáticos durante uma fase muito inicial (principalmente do período 

febril) da infecção e, principalmente, não avaliam a fonte. Por outro lado, a maioria das evidências 

que ligam a IL10 a uma evolução favorável de doenças infecciosas avalia a IL10 derivada de 

células T. O trabalho de (SUN et al., 2009) demonstrou que durante uma infecção aguda de 

camundongos por influenza, a produção de IL10 por células T efetoras específicas ao vírus 

influenza, minimizou a severidade das lesões pulmonares (SUN et al., 2009). Como já 

mencionamos, várias células podem produzir IL10. Nossos resultados demonstraram altos níveis 

de IL10 circulante em ambos os grupos de dengue leve e sa+/grave durante a fase crítica. 

Entretanto, a origem da IL10 pode ser diferente entre estes grupos.  

Em nosso trabalho, focamos na IL10 derivada dos mecanismos reguladores da imunidade 

adaptativa, especialmente quando associada a uma resposta imune eficaz contra a infecção por 

DENV. Inicialmente podemos observar que as células T CD4+ e CD8+ oriundas de pacientes com 

dengue leve produziram IL10 específico ao DENV, porém o mesmo não foi observado em 

sa+/grave (dados não mostrados), que sugere que os pacientes com dengue leve possuem um 
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mecanismo de controle das respostas pró-inflamatórias sem detrimento da resposta efetiva, 

contribuindo para a melhor evolução clínica da doença. Além disso, pacientes com dengue leve, 

durante a fase crítica e de convalescência, apresentaram maiores frequências de células T CD4+, 

bem como células T CD8+, ambas simples produtoras de IL10 específicas ao DENV comparado 

com pacientes com sa+/grave e controle. Outros trabalhos também já haviam demonstrado esta 

plasticidade das células CD8+ em produzir a citocina anti-inflamatória IL10. Por exemplo, em 

indivíduos infectados com HIV as células T CD8+ produziram IL10 e suprimiram a produção de 

IL2 (ELREFAEI et al., 2007). 

Nossos dados indicam que em dengue leve a IL10 provém da resposta imune adaptativa, 

enquanto que a fonte provável da IL10 para os sujeitos com sa+/grave parece ser o sistema inato, 

já que não encontramos produção de IL10 pelos linfócitos T destes pacientes. A ausência de células 

T produzindo IL10 em pacientes com sa+/grave sugere que a falta de controle da resposta 

inflamatória pode estar associada as complicações observadas durante a evolução clínica dos 

pacientes classificados como sa+/grave o que contribui para a imunopatologia. Outros estudos 

também relatam que a ausência da sinalização de IL10 pode impedir o controle das respostas 

inflamatórias e consequentemente contribuir para apresentações clínicas mais graves. Por exemplo, 

a falta de IL10 resulta em reações inflamatórias mais graves durante a infecção ocular pelo vírus 

herpes simples em modelo experimental (SARANGI et al., 2008). Além disso, a supressão da 

resposta de IL10 por células T efetoras parecem contribuir para o aumento de patogênese das cepas 

de H1N1 e H5N5 (KOBASA et al., 2007). 

A quantidade de IL10 que é produzida durante uma infecção pode influenciar a magnitude 

de danos teciduais. Portanto, se a resposta de IL10 for ausente ou estiver suprimida, as reações 

inflamatórias contra os agentes infecciosos poderão ser exageradas. A atividade protetora da IL10 

pode ser observada durante as infecções crônicas, como HCV e HIV, nas quais, a função anti-

inflamatória da IL10 contém a gravidade das reações inflamatórias (BROCKMAN et al., 2009; 

MANGIA et al., 2004; NAICKER et al., 2009). Portanto o que podemos esperar de uma resposta 

imune eficiente que elimine os patógenos, é uma resposta inflamatória adequada e controlada. 

Neste sentido as células T que produzem simultaneamente IL10 e IFNγ são de especial interesse 

porque foram associadas a resistência às infecções virais ou protozoárias em conjunto com uma 

redução na patologia relacionada as doenças causadas por estes agentes patogênicos. Por exemplo 
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em um estudo que a frequência elevada de células T CD4+ e CD8+ produtoras de IFNγ e IL10 

controlaram a infecção aguda por Trypanosoma cruzi em camundongos (ROFFE et al., 2012).  

Observamos que pacientes com dengue leve apresentaram frequências mais altas de células 

T CD4+ e CD8+ duplo produtoras de IFNγ/IL10 ou TNF/IL10 específicas ao DENV comparado 

com sa+/grave. E também células T CD4+ e CD8+ triplo produtoras IFNγ/TNF/IL10, especialmente 

em resposta ao antígeno NS3. Nossos dados mostram algumas flutuações em relação às diferenças 

entre os grupos dengue leve e sa+/grave de acordo com o tempo da infecção. Enquanto algumas 

populações de células T duplo produtoras estavam elevadas na circulação de dengue leve durante 

a fase crítica, outras estavam elevadas apenas durante a convalescência. Esses dados sugerem uma 

homeostase dinâmica das células T ao longo da infecção. 

As células T multifuncionais também precisam ser melhor estudadas com relação a 

capacidade de produção de citocinas.  Por exemplo, trabalhos de (LINDOW et al., 2012) 

demonstraram que as células T multifuncionais IFNγ/TNF/IL2, embora em menor número, 

produziram níveis mais altos de citocinas. De forma semelhante, também observamos que as 

células T triplo produtoras de IFNγ/TNF/IL10 específicas ao DENV apresentaram um nível maior 

de acúmulo intracelular de citocinas, comparado com as células T duplo e simples produtoras. 

Outra questão seria o tempo de meia vida destas células, como foi recentemente demonstrado para 

as células T multifuncionais IL2+ em que o tempo de vida da produção de múltiplas citocinas foi 

menor comparado com as células T simples produtoras, apesar disso, o equilíbrio entre a produção 

múltipla e única foi muito dinâmica (CHU et al., 2015). Em nosso trabalho não realizamos análises 

semelhantes, mas observamos uma flutuação interessante entre as fases críticas à convalescente 

nas frequências de células T IL10+ duplo ou triplo produtoras. 

Dentre as grandes fontes de IL10 do sistema imunológico, devemos considerar as células 

Tregs, que em humanos caracterizam-se pela expressão das moléculas CD25hi, CD127low e FoxP3+ 

(JOSEFOWICZ; LU; RUDENSKY, 2012). As Tregs eficientemente controlam as células T 

efetoras e células da resposta inata, prevenindo respostas exacerbadas tanto em infecções agudas 

quanto crônicas, consequentemente minimizando os danos colaterais nos tecidos (CAMPBELL, 

2015). As células Tregs suprimem a proliferação de células T e a produção de citocinas pró-

inflamatórias, como IFNγ, TNF e IL6, por meio de dois mecanismos principais: liberação de 

citocinas anti-inflamatórias, como TGF-β e IL10, e por meio de contato através da interação de 

moléculas reguladoras, tais como GITR, CD200, LAP, PD1, CD226, CTLA4 e LAG3, expressos 
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nas Tregs, com seus respectivos receptores presentes nas APCs e células T efetoras (BELKAID; 

V. TARBELL, 2009; JOSEFOWICZ; LU; RUDENSKY, 2012). 

Alguns trabalhos fornecem evidências convincentes para o papel de células Tregs 

expressando FoxP3 em um largo número de infecções experimentais e humanas (BELKAID; V. 

TARBELL, 2009). Por exemplo, a depleção das Tregs de camundongos antes da infecção por HSV 

resulta em lesões mais graves e a indução da doença ocorre com doses de vírus infectivos menores 

(SUVAS et al., 2004). Em outro estudo, foi demonstrado que a letalidade de camundongos 

infectados com WNV e o desenvolvimento sintomático da doença em indivíduos com WNV, estão 

relacionados a baixa frequência de células Tregs quando comparados com os indivíduos 

assintomáticos (LANTERI et al., 2009). Outros trabalhos demonstraram que o aumento da 

proporção de Tregs limitou as reações imunopatológicas induzidas pela infecção por HSV 

(SARANGI et al., 2008; SEHRAWAT et al., 2008). Até o momento, o único trabalho publicado 

que avaliou Tregs em dengue não encontrou diferença na frequência das células Tregs entre os 

grupos dengue leve e sa+/grave, nem observou se a dengue induziria disfunção das Tregs (LÜHN 

et al., 2007). Em nosso trabalho, nós avaliamos marcadores funcionais e observamos que há 

grandes diferenças em diversos marcadores quando se compara indivíduos com dengue leve ou 

dengue sa+/grave.  

Aliás, apenas observar a frequência de células Tregs pode ser insuficiente para uma 

conclusão sobre sua real participação em doenças inflamatórias. Sabe-se que a expressão dos 

receptores inibitórios presentes nas células do sistema imune inato e adaptativo é um dos 

mecanismos usados para regular a magnitude da resposta pró-inflamatória. Embora não esteja claro 

como a infecção leva à expressão destes receptores inibitórios em células T, alguns trabalhos 

demonstram que componentes virais como as proteínas nucléicas do HCV, ligantes TLRs (YAO 

et al., 2007) ou mesmo os IFNs induzidos por vírus (MAIER et al., 2007) apresentam um papel 

nessa indução (BOASSO et al., 2008). Além disso, acredita-se que a expressão de moléculas 

inibitórias seja um dos mais eficientes mecanismos pelos quais as células Tregs exercem sua função 

(ROUSE; SEHRAWAT, 2010). 

O nosso trabalho demonstrou um aumento significativo nas populações de células Tregs 

GITR+ e Tregs CD200+ em indivíduos com dengue leve. A presença de células Tregs CD200+ pode 

estar contribuindo para uma eficaz resolução da inflamação através da ligação com o receptor 

(CD200R), inibindo a resposta imune inata (KARNAM et al., 2012). Por outro lado, a molécula 
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GITR é importante no desenvolvimento das células Tregs e na regulação da resposta Th1 (SNELL 

et al., 2010). Além dessas moléculas, observamos que a infecção por dengue induz um aumento na 

frequência de células Tregs CTLA4+ presentes ao longo da fase crítica até a convalescência. 

Interessantemente, pacientes com dengue apresentaram maiores frequências de células Tregs 

expressando CD226, mas uma redução importante na densidade na membrana celular. Apesar de 

não haver diferenças entre as classificações clínicas da dengue quanto a presença e densidade de 

Tregs CD226+, especulamos que o aumento na mobilização de Tregs durante a dengue aguda possa 

estar associada à maior número de células expressando essa molécula, mas a redução da sua 

densidade na fase aguda possa se associar à liberação molecular para as Tregs executarem 

mecanismos efetores. Por outro lado, o repertório de moléculas reguladoras entre Tregs de 

pacientes com dengue leve e dengue sa+/grave é distinto. Enquanto pacientes com dengue leve 

apresentam aumento de CD200 e GITR nas fases aguda e convalescente, pacientes com dengue 

sa+/grave apresentam aumento apenas de LAG3 na fase de convalescência. Essa observação sugere 

diferentes funcionalidades entre as Tregs de pacientes com dengue leve e dengue sa+/grave. 

Estamos ainda investigando diferenças funcionais entre as Tregs desses diferentes grupos de 

pacientes com dengue, mas trabalhamos com a hipótese de disfunção reguladora de células Tregs 

com pacientes com as formas graves de dengue. 

As células Tregs são uma das principais fontes de IL10 no compartimento adaptativo, 

estudos mostram que as células Tregs possuem um papel benéfico tanto na resolução de infecções 

virais crônicas – como a causada pelo HCV, que apresenta elevada produção de IL10 por Tregs 

(MACDONALD et al., 2002), quanto de infecções agudas, como as causadas por protozoários 

(MONTES DE OCA et al., 2016; ROFFE et al., 2012). Em nosso trabalho, ao avaliarmos a 

produção de IL10 pelas células Tregs, encontramos um aumento significativo na frequência de 

Tregs específicas ao vírus e produtoras de IL10, porém apenas nos pacientes com dengue leve 

durante a convalescência. Observamos também que as Tregs produtoras de IL10 específicas são as 

mesmas células Tregs que expressam GITR, mas não CD200, sugerindo dois principais 

mecanismos reguladores mediados pelas células Tregs em dengue: contato para as Tregs CD200+ 

e contato e produção de IL10 para as Tregs GITR+ específicas ao DENV. 

As células Tregs podem ser oriundas do Timo (tTregs) ou induzidas na periferia (iTregs). 

Observamos que a produção de IL10 específica ao DENV por Tregs não se limitava apenas aos 

pacientes com dengue leve, o mesmo pôde ser visto quando se tratava das células Tregs 
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provenientes de voluntários controle, sugerindo então que estas células poderiam se tratar de 

células tTregs. Em humanos foi demonstrado que as Tregs que expressam Helios são provenientes 

do Timo, portanto são tTregs (FONTENOT, J. D. et al., 2005; GETNET et al., 2010; SUGIMOTO 

et al., 2006). Observamos que as células Tregs produtoras de IL10 específicas ao DENV expressam 

Helios, portanto os pacientes com dengue leve apresentam um importante componente regulador 

mediado pelas células tTregs GITR+IL10+ específicas ao DENV. 

As células Tr1 são outra fonte de produção de IL10 que contribuem para limitar a 

inflamação. Por exemplo, foi relatada uma via de regulação da patologia mediada por TNF, em 

malária e leishmaniose visceral, através da produção de IL10 pelas células Tr1, de um modo 

dependente de Blimp-1 (MONTES DE OCA et al., 2016). Em nosso trabalho, observamos que há 

uma frequência relevante de Tr1 produtoras de IL10, dentro da população de CD4, em comparação 

com a frequência de Tregs. Entretanto, os níveis intracelulares de IL10 encontrado nas células 

Tregs são significativamente maiores que os das células Tr1. O que sugere que as Tr1 contribuem 

para limitar a inflamação em dengue, mas em menor desempenho em relação aos outros 

mediadores reguladores estudados neste trabalho, as células T multifuncionais IL10+ específicas 

ao DENV, as Tregs CD200+ e as Tregs GITR+ IL10+ específicas ao DENV. 
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6 CONCLUSÕES 

 

As citocinas de perfil pró-inflamatório IFNγ e TNF estão circulantes em pacientes com 

dengue leve, apesar de não encontramos em pacientes com dengue sa+/grave nos tempos que 

investigamos. Além disso, a fonte produtora destas citocinas, IFNγ e TNF, em pacientes com 

dengue leve parecem ser as células T CD4+ e CD8+ específicas ao DENV.  

Contrapondo o perfil pró-inflamatório, os pacientes com dengue leve apresentaram maiores 

frequências de células T multifuncionais IL10+ e de células T simples produtoras de IL10 

comparado com pacientes com dengue sa+/grave. Demonstrando a presença de um importante 

mecanismo de controle da resposta inflamatória em pacientes que têm a dengue mais branda. 

 Nossos resultados sugerem que, uma adequada resposta inflamatória mediada por IFNγ e 

TNF para combater a infecção, somado a mecanismos reguladores mediados por células T 

multifuncionais IL10+, células tTregs GITR+ IL10+, células Tregs CD200+ encontrado nos 

indivíduos com dengue leve, efetivamente contribuem para a resolução apropriada da infecção, 

levando à melhor evolução clínica da doença. 
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