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RESUMO 

 

A dengue é uma doença viral aguda causada por quatro sorotipos diferentes (DENV1, DENV2, 

DENV3 ou DENV4) e muito presente em países tropicais e subtropicais. A doença pode ser 

classificada como dengue sem sinais de alarme (DSA), dengue com sinais de alarme (DCA) e 

dengue grave (DG), que pode ser fatal. Especula-se que o processo inflamatório exacerbado 

seja o responsável pela ocorrência da DG, porém pouco se sabe sobre os mecanismos que 

regulam o processo inflamatório em infecções por dengue. As células T reguladoras (Tregs) 

são importantes reguladoras da resposta inflamatória através da secreção de citocinas anti-

inflamatórias, como a IL-10, ou por inibição direta das células efetoras através de seus 

receptores como CD200, LAP, GITR, PD-1, entre outros. O estudo de mecanismos de regulação 

mediada por Tregs pode fornecer informações sobre como o hospedeiro controla a inflamação 

em uma infecção aguda prevenindo complicações. A fim de avaliar o perfil de resposta 

imunológica, as PBMC foram isoladas de amostras de sangue de indivíduos saudáveis e 

infectados com vírus dengue e mantidas congeladas a -196°C até o momento de uso. Após 

descongelamento, as células foram cultivadas com estímulos antigênicos e submetidas à 

citometria de fluxo multi-paramétrica. Observou-se que os indivíduos DSA mostraram um 

aumento significativo na produção de citocinas inflamatórias como IFNγ e TNFα, oriundos de 

células T específicas de dengue, 7 dias após o início dos sintomas. Além disso, as células T de 

pacientes DSA exibiram produção de IL-10 específica ao dengue 30 dias após o início dos 

sintomas, em contraste com os sujeitos DCA. Apesar de não haver diferença na frequência das 

Tregs (CD4+ CD25highCD127lowFoxP3+), foram observadas entre as classificações de dengue, 

que as células Tregs de pacientes DSA expressam frequências mais elevadas de CD200 e GITR 

quando comparado ao grupo DCA. Muito importante, a população de Tregs específica à dengue 

produzindo níveis elevados de IL-10 foi detectada em indivíduos DSA, mas não em indivíduos 

DCA. Outras moléculas reguladoras, como PD-1 e LAP, não foram diferentes entre os grupos. 

Indivíduos DSA durante a defervescência exibiram maior produção de IFNγ e TNFα por células 

T específicas ao dengue quando comparados aos pacientes DCA. Além disso, a resposta pró-

inflamatória específica do dengue foi associada com mecanismos de regulação (IL-10, CD200 

e GITR), sugerindo que a resposta imune equilibrada é importante para a evolução clínica da 

dengue favorável. 

 

Palavras-chave: Dengue, Tempestade de Citocinas e Células Tregs. 



 

ABSTRACT 

 

Dengue is a viral acute disease caused by four different serotypes (DENV1, DENV2, DENV3 

or DENV4) and very present on tropical and subtropical countries. The disease can be classified 

as dengue without warning sings (DWS-), dengue with warning signs (DWS+) and severe 

dengue (SD), which can be fatal. It is speculated that exacerbated inflammatory process 

underlies SD, however little is known about the mechanisms that regulates inflammatory 

process in dengue infection. Regulatory T cells (Tregs) are major regulators of inflammatory 

responses through secretion of anti-inflammatory cytokines, like IL-10, or by direct inhibition 

of effector cells through receptors like CD200, LAP, GITR, PD-1, among others. The study of 

regulatory mechanisms mediated by Tregs can provide insight about how the host controls acute 

infection inflammation preventing complications. In order to evaluate immunological response 

profile, PBMCs were isolated from blood samples from healthy and dengue-infected subjects 

and kept frozen at -196°C until use. After thawing, cells were cultured with antigenic stimuli 

and subjected to multi-parametric flow cytometry. We observed that DWS- individuals showed 

significant increase in the production inflammatory cytokines like, IFNγ and TNFα, from 

dengue-specific T cells as early as 7 days post-fever (PF). In addition, T cells from DWS- 

patients displayed dengue-specific production of IL-10 at 30 days PF, in contrast to DWS+ 

subjects. Despite no differences in frequency of Tregs (CD4+CD25highCD127lowFoxP3+) 

observed between dengue classifications, Tregs cells from DWS- patients expressed higher 

frequencies of CD200 and GITR when compared to DWS+ group. Importantly, a population of 

dengue-specific Tregs producing high levels of IL-10 was detected in DWS- subjects, but not 

in DWS+ individuals. Other regulatory molecules, like PD-1 and LAP, were not different 

between groups. DWS- individuals displayed earlier dengue-specific T cell production of IFNγ 

and TNF than DWS+ patients. In addition, dengue-specific pro-inflammatory response was 

associated with regulatory mechanisms (IL-10, CD200 and GITR), suggesting that balanced 

immune response is important for a favorable clinical evolution of dengue. 

 

Keywords: Dengue, Cytokine Storm and Treg cells. 
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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). Suspeita-se da sua ocorrência desde tempos muitos antigos: há relatos 

de uma doença com sintomas compatíveis aos da dengue registrados em uma enciclopédia 

médica chinesa publicada em séculos anteriores ao da Dinastia Chinesa (265-420 AD) (Murray, 

Quam e Wilder-Smith, 2013). 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 (Brasil, 2011; Simmons, 2012). 

 

 
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.  

 

A ampla extensão acometida pelas infecções de dengue causam impactos econômicos a 

essas regiões devido aos custos alocados para saúde, como manejo clínico adequado, 

Dengue, países ou áreas de risco, 2013 



15 
 

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 a dengue moderada levou os 

pacientes a ficarem média 14,8 dias nos ambulatórios e 18,9 dias hospitalizados. 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. Além disso, foi 

estimado que o custo anual decorrente da dengue para estes 8 países foi de US $587 milhões 

(variando: US $448 a US $768 milhões), sendo que 89% deste valor é atribuído a morbidade e 

11% a mortalidade. O Brasil foi responsável por 94% dos custos das Américas (Suaya, Shepard, 

Siqueira, et al., 2009). 

Outro trabalho acerca dos custos financeiros causado pela dengue foi desenvolvido 

durante o ano de 2010 em Dourados, no estado de Mato Grosso do Sul no Brasil, envolvendo 

8.226 casos suspeitos de dengue, sendo que 56,8% destes foram casos confirmados e 507 

pacientes foram hospitalizados. Este trabalho demonstrou que o gasto global com os casos com 

hospitalizações em Dourados chegou à US $210.084,30, que correspondeu a 2,5% do produto 

interno bruto daquele ano, e pacientes que necessitaram de algum tipo de produto derivado do 

sangue, como transfusão de plaquetas, tiveram um custo aproximadamente 3 vezes maior que 

os casos que não precisaram (Vieira Machado, Estevan, Sales, et al., 2014). As pesquisas 

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 ignoram os gastos 

financeiros com casos subnotificados e de programas de controle e vigilância vetorial (WHO, 

2009). 

O clima brasileiro apresenta altas temperaturas, umidade e variações sazonais das 

chuvas, que proporcionam condições ideais para o crescimento e sobrevivência do mosquito. 

Após os anos 80, a incidência da dengue vem aumentando; assim, em 1999 foram 204.000 

casos relatados. Em 2000 a dengue foi relatada em 22 dos 27 estados brasileiros e o mosquito 

estava presente em todos os estados (Teixeira, Costa, Barreto, et al., 2009). Durante o período 

de 2000-2010, a incidência da dengue no Brasil variou substancialmente, com três epidemias 

nacionais nos anos de 2002, 2008 e 2010. Em 2002, o número de prováveis casos de dengue 

foi de 684.527 a 794.219, em 2008 foi de 637.663 a 806.036 e em 2010 mais de 1 milhão de 

casos (538/100.000 habitantes), sendo o menor número (72.000 casos) relatado em 2004 

(Teixeira, Siqueira, Ferreira, et al., 2013). Na última década (2000-2010), 8.440.253 casos 
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foram reportados com elevado número de casos graves 221.043 e fatais 3.058 (Teixeira, 

Siqueira, Ferreira, et al., 2013). 

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

membros da família Flaviviridae, denominados de DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4, todos 

circulantes no Brasil. Em 1986, o DENV1 foi reintroduzido no Rio de Janeiro, desde seu último 

surto em 1923 (Schatzmayr, Nogueira e Travassos da Rosa, 1986), resultando na expansão 

subsequente de infecções pelos vírus dengue (DENV) e suscitando 60.000 casos relatados em 

1987 (Teixeira et al., 2013). Os vírus isolados de 2000-2008 mostraram que DENV1 foi 

predominante no início da década, já DENV3 tornou-se predominante a partir de 2003 e 

DENV2 em 2007 (Teixeira et al., 2013). O sorotipo DENV4 ficou restrito à cidade de Boa 

Vista (Roraima) por 28 anos, porém no ano de 2008 o estado do Amazonas relatou o primeiro 

caso de DENV4, e em seguida reemergiu em Boa Vista em julho de 2010 (Temporao, Penna, 

Carmo, et al., 2011). 

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

Halstead, Artsob, 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 e Ennis, 

2014). A infecção pelo vírus acontece através da interação da proteína estrutural viral, envelope 

(E), com os receptores de membrana presente nas células alvo (Beltramello, Williams, 

Simmons, et al., 2010; Duangchinda, Dejnirattisai, Vasanawathana, et al., 2010). Os vírus são 

endocitados e se fundem com o endossomo e a diminuição do pH leva à dissociação do capsídeo 

(C), liberando o material genético no citoplasma. O genoma é traduzido em uma única 

poliproteína que é dirigida ao Retículo Endoplasmático (RE) onde será clivada por proteases 

do hospedeiro que darão origem às três proteínas estruturais: E, C e pré-Membrana (pM), e a 

sete proteínas não estruturais: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5 (Fig. 2 A), que 

auxiliam na montagem do vírus (Bartenschlager e Miller, 2008; Fischl e Bartenschlager, 2011). 

Os vírus imaturos contendo a pM e E, presentes no lúmen do RE, seguem para o Complexo de 

Golgi, onde a pM é clivada, tornando os vírus infecciosos e maduros (Fig. 2 B e C) 

(Mukhopadhyay, Kuhn e Rossmann, 2005; Murphy e Whitehead, 2011; Jain, Chaturvedi e Jain, 

2014). 
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Figura 2 – Estrutura e replicação do vírus dengue. (A) Representação do genoma do vírus dengue que codifica 

as 3 proteínas estruturais E, C, pM e M, e 7 proteínas não estruturais NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5. 

Fonte: (Guzman et al., 2010). (B) Ciclo de vida do vírus dengue, TGN (trans-Golgi network). Fonte: 

(Mukhopadhyay, Kuhn e Rossmann, 2005). (C) Representação estrutural de um vírus imaturo e maduro. Fonte: 

(Fritz, Stiasny e Heinz, 2008). 

 

Em 2012, a WHO classificou a dengue como a mais importante doença viral transmitida 

por mosquito do mundo. 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. Estes vetores podem introduzir qualquer um dos quatro sorotipos virais 

no hospedeiro (Weiskopf e 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 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). Uma 

alternativa é a liberação de mosquitos machos, geneticamente modificados, que gerarão fêmeas 

incapazes de voar, e assim a nova população de fêmeas não poderia se acasalar, procurar 

hospedeiros ou evitar predadores, levando então à eliminação do vetor da dengue (Wise de 

Valdez, Nimmo, Betz, et al., 2011). Outra estratégia é a inserção embrionária no Aedes aegypti 
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de cepas da bactéria intracelular Wolbachia. A presença desta deixa os mosquitos parcialmente 

resistentes à infecção pelo vírus dengue (Moreira, Iturbe-Ormaetxe, Jeffery, et al., 2009; 

Walker, Johnson, Moreira, et al., 2011). Além disso, uma alternativa eficiente seria a criação 

de uma vacina, porém apesar das extensas pesquisas na área, ainda não se tem uma vacina 

amplamente aceita. Dados da vacina desenvolvida pela SANOFI-PASTEUR, que foi 

recentemente liberada para comercialização no Brasil e no México, apresentam proteção 

estimada de 60,8% aos quatro sorotipos virais, e o nível de proteção varia entre os sorotipos 

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

alta para DENV4 e fraca para DENV2. Mas houve uma redução direta na sintomatologia da 

dengue, e a vacina apresentou elevada eficácia contra dengue grave e hospitalizações. Outros 

dados interessantes são que o contato prévio com vírus da dengue e a idade estariam 

contribuindo para o desempenho da vacina. Também, para indivíduos soronegativos a eficácia 

da vacina foi de 52,5%, já para soropositivos foi de 81,9% (Guy, Briand, Lang, et al., 2015). 

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

indivíduos infectados não apresentam sintomas aparentes. Em 2010 estimou-se que cerca de 

294 milhões dos casos daquele ano de trabalho eram assintomáticos, enquanto que 96 milhões 

eram sintomáticos, ou seja, um número cerca de 3 vezes menor (Bhatt, Gething, Brady, et al., 

2013). A dengue pode ser classificada, a partir das manifestações clínicas e laboratoriais, em 

Dengue Sem Sinais de Alarme (DSA), Dengue Com Sinais de Alarme (DCA) e Dengue Grave 

(DG). A DSA, antes conhecida como dengue clássica, é caracterizada principalmente por febre 

aguda que dura de 3-7 dias, e pode estar acompanhada de sinais e sintomas inespecíficos tais 

como cefaleia, mialgia, artralgia, anorexia, náuseas, exantemas, leucopenia e prova do laço 

positivo, mas que na grande maioria das vezes se resolve sem complicações (Brasil, 2011). A 

febre acompanhada de pelo menos 2 dos sintomas de alarme, como dor abdominal intensa e 

contínua, vômitos persistentes, sangramento de mucosas, letargia ou irritabilidade, caracteriza 

a DCA. É notável que alguns indivíduos DSA, ou mais frequentemente DCA, possam evoluir 

para o quadro clínico de DG, antes classificada com febre hemorrágica da dengue (FHD), que 

apresenta extravasamento plasmático grave, sangramento grave e/ou comprometimento severo 

dos órgãos (Brasil, 2011). 

O aumento do número de casos de DG entre 2000-2010, principalmente em 2002 e 2008 

(mais 18.000 casos) é impressionante quando comparado com os anos 90 (menos de 1000). A 

epidemia de 2008 continuou com índices elevados em 2009-2010 com aproximadamente 4.000 

casos de DG em 2010. A proporção de casos graves relatados é comparável com o número de 
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casos encontrados nas Américas, mas é bem menor com relação à Ásia. Em 2010, 13.909 casos 

foram classificados como FHD e 3807 como DG, sendo que 370 e 308 foram casos fatais 

respectivamente (Teixeira et al., 2013).  

A fisiopatogênese da DCA e DG pode estar associada a fatores do próprio vírus como 

virulência da cepa (Halstead e Cohen, 2015) ou a fatores intrínsecos do hospedeiro, como a 

idade, o grupo sanguíneo (Coffey, Mertens, Brehin, et al., 2009), se se trata de uma reinfecção 

por sorotipo diferente, comorbidades como doenças crônicas, diabetes e asma (WHO, 2009) ou 

devido à resposta imune desregulada (Mathew e Rothman, 2008; Rouse e Sehrawat, 2010; 

Rothman, 2011). 

A resposta imune ao dengue se inicia quando o vírus infecta as células do sistema imune 

inato, principalmente células dendríticas, que, como apresentadoras de antígeno profissionais, 

migram para o linfonodo e promovem a ativação das células T. O receptor de células T (TCR) 

reconhece os peptídeos virais ligados ao MHC das células dendríticas e este reconhecimento 

associado à interação com moléculas coestimulatórias ativa as células T, que passam a produzir 

e liberar citocinas. Dentre os epítopos reconhecidos pelas células T CD4+ e CD8+, os mais 

imunogênicos são C, E e NS3 (Fig. 3), sendo que a NS3 é uma das proteínas mais conservadas 

entre os flavivírus e apresenta um alto nível de conservação de aminoácidos entre os sorotipos 

de dengue (Duangchinda et al., 2010; Mathew, Townsley e 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 TNFα (Hatch, Endy, Thomas, et 

al., 2011). As células T CD4+ auxiliam e aumentam a resposta das células T CD8+ e promovem 

Figura 3 – Localização dos 

epítopos reconhecidos pelas 

células T. Desenho esquema-

tico da poliproteína do vírus 

da dengue e as setas 
demonstram os locais de 

epítopos bem definidos que 

são reconhecidos pelas 

células T humanas. Fonte: 

(Rothman, 2011). 
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a ativação plena das células B, regulam a resposta imune através da liberação de mediadores 

anti-inflamatórios, como IL-10, elevam o nível de ativação e a capacidade citotóxica de células 

infectadas, e promovem o desenvolvimento da memória celular (Luhn, Simmons, Moran, et al., 

2007; Duangchinda et al., 2010). 

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

um longo período à reinfecção pelo mesmo sorotipo (Mathew e Rothman, 2008). Além disso, 

estará também protegido contra a infecção a qualquer um dos demais sorotipos por um tempo 

curto. Esta proteção é conhecida como 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 (Ubol, Phuklia, Kalayanarooj et al., 2010; Austin, 

Dowd, Shrestha, et al., 2012). Tais anticorpos neutralizantes perdem seus títulos rapidamente e 

em cerca de três meses, os indivíduos estarão tão ou mais susceptíveis aos outros sorotipos do 

vírus (Dejnirattisai, Jumnainsong, Onsirisakul, et al., 2010). Além de protegerem contra a 

infecção de forma direta ao neutralizarem o vírus, os anticorpos podem se ligar a proteínas 

virais expressas nas membranas de células infectadas, mais comumente NS1, levando à ativação 

do sistema do complemento e contribuindo para a citotoxicidade celular dependente de 

anticorpos, promovendo então a lise destas células (Nascimento, Silva, Cordeiro, et al., 2009; 

Mathew, Townsley e Ennis, 2014).  

Assim, em uma infecção secundária heterotípica, pode ocorrer uma dengue mais grave, 

devido à reatividade cruzada de anticorpos não neutralizantes específicos ao sorotipo da 

infecção primária, mas com reatividade cruzada ao novo sorotipo. Estes anticorpos acabam 

opsonizando o vírus da infecção heterotípica sem promover neutralização, pois a maioria destes 

não são neutralizantes. Essa opsonização não neutralizante facilita então que os vírus, mesmo 

aqueles imaturos que são incapazes de infectar uma célula ativamente, sejam endocitados via 

Receptores Fcγ I e II presentes nas células apresentadoras de antígenos como as células 

dendríticas, macrófagos e células B (Beltramello et al., 2010; Ng, Zhang, Tan, et al., 2014). 

Isto leva ao aumento da replicação viral durante a infecção secundária, elevando a viremia e 

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

citocinas (Beltramello et al., 2010; Ng et al., 2014), que por sua vez acabam desencadeando 

todo o processo patológico da dengue. Este fenômeno é denominado de Aumento Dependente 

de Anticorpos (Fig. 4) (“Antibody-Dependent Enhancement” ADE) (Rothman, 2011). 
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Figura 4 – Aumento Dependente de Anticorpos (ADE). Representação dos mecanismos de neutralização e ADE 

de anticorpos específicos ao DENV. Os anticorpos com elevada especificidade ao vírus, ou seja, com maior 
complementação aos epítopos do vírus, podem bloquear a interação do vírus com os receptores celulares ou 

bloquear a fusão do vírus com a membrana da vesícula, impedindo a liberação do material genético no citoplasma. 

Os anticorpos com menor complementação aos epítopos virias, podem aumentar internalização dos vírus, inclusive 

os vírus imaturos, através da interação com os Receptores Fcγ I ou II. Fonte: (Rothman, 2011). 

 

O ADE foi demonstrado experimentalmente em um trabalho utilizando macacos Rhesus 

jovens. Estes primatas desenvolveram um quadro típico de DG mesmo em uma infecção 

primária, quando imunizados passivamente com anticorpos anti-DENV não neutralizantes 

(Goncalvez, Engle, St Claire, et al., 2007). Outro estudo, ao utilizar anticorpos que possuíam 

como alvo diferentes epítopos dos 4 sorotipos dengue e modificados de forma que a sua ligação 

com o receptor Fcγ fosse impedida, demonstrou que esta ligação entre os anticorpos e o receptor 

Fcγ é necessária para aumentar a infecção. E o uso destes anticorpos como uma terapia pós-

exposição em camundongos que receberam uma infecção letal de DENV levou à neutralização 

dos vírus dengue tanto in vitro quanto in vivo (Beltramello et al., 2010). 

Portanto, a resistência à infecção ou à patologia encontrada na dengue mediada pela 

atividade dos anticorpos dependerá do balanço entre anticorpos neutralizantes e não 

neutralizantes. Segundo (Chan, Zhang, Tan, et al., 2011), os anticorpos não poderiam 

neutralizar os DENVs apenas por prevenir a interação viral com receptores celulares ou por 

inibir a fusão intracelular viral, pois assim apenas os anticorpos que são capazes de bloquear a 

fusão intracelular conseguiriam neutralizar o vírus através da captação mediada pelo receptor 
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Fcγ, e os demais anticorpos levariam ao ADE. Assim, a utilização de soro humano do início da 

convalescência de uma infecção primária de dengue demonstrou que a neutralização dos 

DENVs se dá através da formação de agregados vírus-anticorpo, de modo dependente de 

concentração, e este complexo permite a ligação cruzada ao receptor inibitório Fcγ IIB, 

expresso em baixos níveis, mas que impede a fagocitose mediada pelo Receptor Fcγ e previne 

assim o ADE (Chan et al., 2011).  

Paradoxalmente, (Guzman, Alvarez e Halstead, 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 e 

Halstead, 2013). Esses dados foram também comprovados experimentalmente em um estudo 

com camundongos infectados com dengue, o qual investigou como a resposta de células T 

CD8+ influencia na resolução da patologia da dengue mediada por anticorpos (Zellweger, Eddy, 

Tang, et al., 2014). Estes camundongos foram sensibilizados com DENV inativo e logo em 

seguida desafiados a uma infecção por dengue. Os camundongos desenvolveram uma dengue 

grave, mediada pela resposta de anticorpos não neutralizantes e somada à ausência de resposta 

vigorosa de células T CD8+. Porém, a transferência de células T CD8+ ativas contra DENV para 

estes camundongos preveniu o ADE e ainda reduziu a carga viral (Zellweger et al., 2014).  

 A ativação linfocitária é fundamental na resistência à infecção. Por exemplo, alguns 

trabalhos relatam altos níveis de células T CD4+ produtoras das citocinas TNFα, IFNγ e IL-2 

em pacientes assintomáticos (Hatch et al., 2011; Mathew, Townsley e Ennis, 2014). Entretanto, 

acredita-se que a hiperativação das células T esteja associada ao desenvolvimento de 

manifestações hemorrágicas (Duangchinda et al., 2010; Simmons, 2012). De fato, alguns 

trabalhos demonstram que os níveis de citocinas como TNFα, IFNγ e IL-2 estão muito 

aumentados em indivíduos com DG (Zellweger, Prestwood e Shresta, 2010; Rothman, 2011). 

 Além do ADE, outra hipótese que explica o aumento de casos graves observados em 

uma infecção secundária é o Pecado Antigênico Original. Os linfócitos B e os linfócitos T 

também podem apresentar reatividade cruzada. Assim, em infecções secundárias, pode ocorrer 

uma expansão seletiva de clones específicos ao vírus da primeira infecção com reatividade 

cruzada. Como há uma expansão privilegiada de células com reatividade cruzada, e 

eventualmente grande parte destas células não são adequadas para combater especificamente o 

novo vírus, ocorre a ativação de um grande número de células de memória que são de certa 
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forma ineficientes para combater o segundo vírus. Estas células produzem grandes quantidades 

de citocinas pró-inflamatórias como IFNγ, TNF e IL-6, fenômeno conhecido como Tempestade 

de Citocinas. Esta ocorre no período de febre leva à hiperativação do endotélio, podendo 

desencadear os sintomas relacionados à permeabilidade vascular, hemorragias e choques 

(Duangchinda et al., 2010; Rothman, 2011; Zompi e Harris, 2013). 

Portanto, de acordo com essas hipóteses, o aumento da carga viral 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 contribuem para patologia da dengue. É importante ressaltar 

que as complicações encontradas na DCA e DG, como extravasamento plasmático grave, se 

iniciam quando a viremia está em resolução, e simultaneamente quando há uma forte resposta 

dos linfócitos T, implicando na produção de elevados níveis de citocinas inflamatórias 

(Dejnirattisai, Duangchinda, Lin, et al., 2008). Estas observações indicam que o DENV não é 

o único e nem o grande responsável pela patologia encontrada na dengue, bem como o 

fenômeno do ADE, pois a viremia causada pelo ADE já estaria controlada. 

 Recentemente foi demonstrado que os mastócitos de roedores, macacos e humanos são 

capazes de detectar o DENV, mesmo em concentrações bem reduzidas. Estes são ativados, 

degranulam e produzem citocinas (King, Marshall, Alshurafa et al., 2000; St. John, Rathore, 

Yap, et al., 2011). Além disso, os mastócitos possuem receptores Fc que reconhecem os 

anticorpos que opsonizam o DENV e são assim ativados (King et al., 2000). A resposta dos 

mastócitos ao vírus da dengue também envolve as vias de ativação antivirais, como MDA5 e 

RIG-I (St. John et al., 2011). Os mastócitos ativados liberam citocinas vasodilatadoras, como 

IL-1β e IL-6 (King et al., 2000), citocinas inflamatórias, como TNFα e IFNγ, e quimiocinas, 

como CCL5, CXCL12 e CXCL1 (St. John et al., 2011). Os mastócitos também degranulam em 

resposta à infecção por dengue, liberando proteases, leucotrienos e histamina, que induzem a 

quebra das apertadas junções das células endoteliais e reduzem a coagulação sanguínea, 

contribuindo para aumento da permeabilidade microvascular, que pode levar ao extravasamento 

plasmático grave (St John, 2013). 

O trabalho de (St. John et al., 2011) demonstrou que camundongos deficientes de 

mastócitos ou que receberam drogas que estabilizam os mastócitos apresentaram uma infecção 

por dengue sistêmica com reduzido extravasamento plasmático. Além disso, os mastócitos 

mostraram importante papel no recrutamento de células NK e contribuem para controle da carga 
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viral (St. John et al., 2011). Então, os mastócitos juntamente com os fenômenos do ADE e 

Pecado Antigênico Original, parecem contribuir com patogênese da dengue grave. 

Outros trabalhos abordam mecanismos distintos que proporcionam ou colaboram para 

a patologia encontrada na dengue grave. Por exemplo, os monócitos também parecem contribuir 

com a produção de citocinas inflamatórias. Também foi relatada a presença de agregados de 

plaquetas-monócitos em indivíduos com dengue que apresentavam trombocitopenia e sinais de 

aumento da permeabilidade vascular. A ligação entre plaquetas ativadas e monócitos leva à 

secreção de IL-1β, IL-8 e MCP-1 (proteína 1 quimioatrente de monócitos), e a interação de 

plaquetas apoptóticas com monócitos, sem a necessidade de fagocitose, foi suficiente para 

induzir a secreção de IL-10, como uma forma imuno-regulatória (Hottz, Medeiros-de-Moraes, 

Vieira-de-Abreu, et al., 2014). Este trabalho sugere então que a agregação de plaquetas ativadas 

ou em apoptose contribui para a patogênese da dengue (Hottz et al., 2014). Outro estudo 

demonstrou que a translocação bacteriana está relacionada à extensiva ativação do sistema 

imunológico na dengue (Van de Weg, Pannuti, de Araujo, et al., 2013). 

 Dessa forma, a indução da resposta imune ótima ou sub-ótima depende de todo o 

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

infecção secundária que pode facilitar fenômenos como Pecado Antigênico Original e ADE e 

consequentemente a Tempestade de Citocinas. Embora os modelos que expliquem a evolução 

da DG convirjam em um mecanismo pró-inflamatório exacerbado, pouco se especula sobre os 

mecanismos de regulação da resposta inflamatória à dengue. 

O controle destas respostas pró-inflamatórias ocorre através da atividade de alguns 

subgrupos celulares que inibem outras células que medeiam eventos inflamatórios. Isso ocorre 

por meio da indução de moléculas regulatórias, como PD-1 e CTLA-4, expressas por células T 

efetoras, ou pela produção de citocinas como IL-10 e TGFβ (Rouse e Sehrawat, 2010). Além 

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

em diversas doenças, porém o papel que elas desempenham durante a dengue ainda não foi 

estudado. As células Tregs 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 e Tarbell, 2009; Josefowicz, Lu e Rudensky, 2012). 
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 As células Tregs humanas são caracterizadas por expressarem CD25hi, CD127low e 

FoxP3+. Estas células constitutivamente expressam altos níveis de CD25, que é a cadeia α do 

receptor de IL-2, uma importante citocina para a ativação e sobrevida de células T, também 

expressam moléculas imunorregulatórias como CD200, GITR, CTLA-4, LAP e PD-1 (dentre 

outras), porém nenhuma dessas são consideradas marcadores específicos para a população de 

Tregs. O fator de transcrição FoxP3 é a assinatura mais usada para discriminar a célula Treg 

(Josefowicz, Lu e Rudensky, 2012).  

As células Tregs são geradas e amadurecem no timo (Fig. 5), e são conhecidas como 

células Tregs naturais. Sob certas condições também podem se desenvolver extra-timicamente, 

sendo conhecidas como Tregs periféricas ou induzidas (Bilate e Lafaille, 2010). Acredita-se 

que a diferenciação de células Tregs no timo seja promovida por interações de alta afinidade 

com o complexo peptídeo próprio-MHC (Josefowicz, Lu e Rudensky, 2012). Entretanto, 

existem alguns trabalhos que demonstram células Tregs naturais específicas a antígenos 

microbianos. Por exemplo, um estudo realizado com camundongos infectados com o vírus 

influenza demonstrou a proliferação de Tregs naturais (CD4+CD25+FoxP3+) em resposta ao 

antígeno do vírus influenza no pulmão e em menor proporção nos linfonodos mediastinais 

(medLN). Esse estudo ainda demonstrou que tais Tregs específicas não se originaram de células 

T CD4+ que sofreram conversão para Tregs induzidas (Bedoya, Cheng, Leibow, et al., 2013). 

 

Figura 5 - A intensidade do sinal do TCR instrui o destino dos timócitos CD4+ e a diferenciação de células 

Tregs. Linfócitos T CD4+ recebem sinais de várias intensidades através da interação do TCR com peptídeo-MHC 

expresso por APCs. A força dos sinais de TCR (ou avidez funcional, baseada em uma combinação de afinidade de 

interação individual do MHC-peptídeo-TCR e a abundância de MHC-peptídeo) e a sua duração determina o 

destino das células T CD4+. Sobre a recepção do sinal do TCR de elevada intensidade, a maioria dos linfócitos T 

CD4+ sofrem a morte celular programada. Os timócitos CD4+ que recebem sinais do TCR de força intermediária 

são capazes de escapar da eliminação e são induzidas a se diferenciar em células Tregs. Fonte: (Josefowicz, Lu e 

Rudensky, 2012). 
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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, alguns estudos demonstraram que 

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

patologia da doença (Belkaid e Tarbell, 2009) em infecções crônicas como Friend vírus 

(Dittmer, He, Messer, et al., 2004), HIV (Kinter, Hennessey, Bell, et al., 2004) e HCV (Belkaid 

e Rouse, 2005). Tais estudos demonstraram que o aumento no número das Tregs pode 

comprometer a eficácia da resposta de T CD8+ (Hue, Tuan, Thi, et al., 2011) comprometendo 

o controle adequado dessas infecções. 

O ambiente no qual as células Tregs irão atuar requer elementos regulatórios 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 (Fig. 6). Por exemplo, o estudo de (Shafiani, Dinh, Ertelt, et al., 2013) demonstrou 

que o Mycobacterium tuberculosis induziu 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, Rudra, Treuting, 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). 

 

Figura 6 – Especialização funcional das células Tregs em distintas classes de resposta imune. As células 

Tregs geradas no timo ou na periferia, podem se especializar através da superregulação ou ativação dos fatores de 

transcrição em resposta a diferentes estímulos encontrados no ambiente. Os fatores de resposta encontrados no 

meio podem cooperar com o FoxP3 para conferir as células Tregs um estado transitório ou permanente, o que 

permite sua função sob medida sob distintos microambientes. Fonte: (Josefowicz, Lu e Rudensky, 2012). 
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 Surpreendentemente há poucos estudos acerca da funcionalidade e influência 

imunopatológica das células Treg em indivíduos acometidos com dengue. Mas em um estudo 

comparativo acerca do mecanismo de ação e função das células Treg em pacientes com DSA e 

DG, verificou-se alteração na razão da frequência de células Treg/células T efetoras, e esta 

razão é significativamente elevada em pacientes com DSA (Luhn et al., 2007). 

 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 e à resistência à doença. 
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2. HIPÓTESE 

 

Uma vez que a alta frequência de células Tregs pode estar associada a um pior 

prognóstico por suprimir a resposta imune efetora ou a uma melhor evolução clínica por 

controlar a resposta inflamatória sistêmica, nossa hipótese é que o comprometimento da função 

das células Treg pode influenciar o desenvolvimento da dengue grave. Portanto, o estudo da 

regulação da resposta imune através da expressão de mediadores anti-inflamatórios e moléculas 

inibitórias permitirá compreender melhor a função de células Treg em indivíduos infectados 

pelo vírus da dengue. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

Investigar o perfil de resposta inflamatória e o perfil das células T reguladoras em 

indivíduos acometidos por dengue com ou sem sinais de alarme. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

1- Realizar diagnóstico clínico, sorológico e molecular, através dos métodos: 

ELISA – verificar a presença de anticorpos e assim distinguir infecção primária e 

secundária. 

CBA – avaliar o nível de citocinas inflamatórias presentes na circulação periférica 

durante a fase aguda. 

qRT-PCR – realizar a tipagem viral e a quantificação da carga viral.  

2- Avaliar e comparar o perfil da resposta de células T entre indivíduos DSA e DCA em 

vários momentos da infecção, na presença ou ausência de estímulo imunogênico. 

3- Avaliar e comparar os indivíduos DSA e DCA em vários momentos da infecção, o 

perfil das células T regulatórias na presença ou ausência de estímulo imunogênico. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Este trabalho, que teve início em Janeiro de 2013, foi aprovado pelo Comitê de Ética – 

CPqRR e conta com o financiamento do CNPq (processo número 404138/2012-8). 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 indivíduos convidados a participar deste Projeto foram 

devidamente informados acerca deste e assinaram Termo de Consentimento (Anexo 1). 

 

4.1 Recrutamento de Pacientes 

Indivíduos de qualquer idade e sexo não-imunes à dengue ou com suspeita de dengue 

foram recrutados na Comunidade, no Centro de Saúde Jardim Montanhês e nos Hospitais Santo 

Ivo e Santa Casa. As amostras de sangue periférico (60 mL) foram coletadas em tubos coletores 

a vácuo heparinizados. No caso dos pacientes as coletas foram feitas em três momentos 

diferentes: 3-4 dias após o início dos sintomas (período febril), 6-12 dias após o início dos 

sintomas (período defervescência) e 30 dias após o início dos sintomas (período 

convalescência). 

 

4.2 Classificação Clínica da Dengue 

Os pacientes foram classificados de acordo com o quadro clínico detalhado nos 

prontuários, através da avaliação sintomática característica que define o paciente como dengue 

sem sinais de alarme, dengue com sinais de alarme ou dengue grave, segundo critérios da OMS 

(Fig.7). As manifestações clínicas encontradas nos indivíduos DSA são principalmente 

caracterizadas por febre aguda que dura de 3-7 dias, e pode ser acompanhada de sinais e 

sintomas inespecíficos tais como cefaleia, mialgia, artralgia, anorexia, náuseas, exantemas, 

leucopenia e prova do laço positivo, mas que na grande maioria das vezes costuma se resolver 

sem complicações (Brasil, 2011). Já os sujeitos que são classificados com DCA apresentam 

febre acompanhada de pelo menos 2 sintomas de alarme, tais como dor abdominal intensa e 

contínua, vômitos persistentes, sangramento de mucosas, letargia ou irritabilidade, entre outros. 
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Os critérios usados para classificar os pacientes como DG são o extravasamento plasmático 

grave, sangramento grave e/ou comprometimento grave dos órgãos (Brasil, 2011). 

 

 

Figura 7 – 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). 

 

4.3 Processamento de Amostras 

No mesmo dia da coleta, foi feita a separação de plasma e PBMC (células 

mononucleares do sangue periférico), através da centrifugação utilizando Ficoll Hipaque 

(SIGMA), que separa os componentes do sangue por diferença do gradiente de densidade. 

Quando necessário, as amostras foram mantidas a 4ºC até o momento do processamento. As 
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amostras de plasma foram armazenadas em freezer -80ºC, e as células lavadas, contadas e 

ressuspensas em meio de congelamento (meio DMEM/Soro Bovino Fetal (SBF) + 10% 

Dimethyl Sulfoxide (DMSO) da SIGMA), mantidas por cerca de 24 h a -80ºC e então 

transferidas para o botijão contendo nitrogênio líquido (-196ºC) até o uso. 

 

4.4 Diagnósticos clínicos e sorológico 

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

dengue. O diagnóstico sorológico para dengue com a detecção de IgM e IgG foi realizado 

utilizando o kit ELISA PanBio (Inverness Medical Innovations Australia Pty Ltd) de acordo 

com as normas do fabricante. Indivíduos apresentando IgG no período febril (3-4 dias) foi 

considerado como caso de infecção secundária. A leitura foi realizada no equipamento Espectra 

MAX Plus (Molecular Devices) utilizando o programa ProSoft Max. 

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

feita utilizando os Kits de CBA Inflamatório Humano da BD (IL-8, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-

12p70 e TNF) e CBA Th1/Th2/Th17 Humano da BD (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFNγ e IL-

17A) de acordo com as instruções do fabricante. Os dados foram adquiridos no equipamento 

BD FACSVerse utilizando o software BD FACSuite. 

 

4.5 Cultura de Células e Vírus 

As células C636, da larva completa do mosquito Aedes albopictus, foram utilizadas para 

aumento de título viral. As células C636 foram cultivadas em meio Leibovitz 5% SBF e 1% 

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

infectadas com 1 dos 4 sorotipos virais 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 24 h, as células foram infectadas com 1 

dos 4 sorotipos virais e incubadas por 5 dias em estufa úmida com 5% CO2 a 37ºC. Após o 
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término de incubação, as células foram fixadas utilizando solução de paraformaldeído 10% 

tamponado e deixadas em temperatura ambiente por cerca de 24 h. 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. 

 

4.6 Diagnóstico molecular 

O RNA foi extraído do sobrenadante de cultura de C636 infectado com 1 dos 4 

sorotipos, para serem utilizados como curva padrão do PCR quantitativo (qPCR), e de plasma 

dos pacientes utilizando o PureLink Viral RNA/DNA Kits (INVITROGEN). 

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), Taq DNA Polymerase from Thermus aquaticus (SIGMA), oligos iniciadores 

e sondas descritos anteriormente (Tabela 1) (Hue et al., 2011). As reações foram processadas 

no equipamento Applied Biosystems da ABI Prism. O programa utilizado para reação foi o 

SDS 2.4, com os seguintes ciclos: 25ºC/60min; 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 C636 infectadas com 1 dos 4 

sorotipos virais. 

 

Tabela 1 – Oligo Iniciadores (Primers) e Sondas 

Sorotipo Sequência dos Primers e Sondas (5’-3’) 

DENV1-F ATCCATGCCCAYCACCAAT 

DENV1-R TGTGGGTTTTGTCCTCCATC 

DENV1-Sonda FAM-TCAGTGTGGAATAGGGTTTGGATAGAGGAA-BHQ1 

DENV2-F TCCATACACGCCAAACATGAA 

DENV2-R GGGATTTCCTCCCATGATTCC 

DENV2-Sonda FAM-AGGGTGTGGATTCGAGAAAACCCATGG-BHQ1 

DENV3-F TTTCTGCTCCCACCACTTTC 

DENV3-R CCATCCYGCTCCTTGAGA 

DENV3-Sonda Cyan500-AAGAAAGTTGGTAGTTCCCTGCAGACCCCA-BHQ1 

DENV4-F GYGTGGTGAAGCCYCTRGAT 

DENV4-R AGTGARCGGCCATCCTTCAT 

DENV4-Sonda Cyan500-ACTTCCCTCCTCTTYTTGAACGACATGGGA-BHQ1 
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4.7 Biblioteca de Peptídeos 

Os peptídeos, obtidos da Mimotopes Australia (The Peptide Company), foram 

construídos com o comprimento de 15 aminoácidos (a.a.) com descolamento de 5 a.a., cobrindo 

totalmente a sequência primária das proteínas E (Epr) e NS3 de DENV1 e DENV4, o que gerou 

97 peptídeos da Epr de DENV1, 96 peptídeos da Epr de DENV4 (1 peptídeo estava insolúvel 

provavelmente devido a impurezas), 123 peptídeos da NS3 de DENV1 e 123 peptídeos da NS3 

de DENV4. Os peptídeos foram ressuspensos em DMSO (20mg/mL). A partir de cada peptídeo 

ressuspenso foi preparada a biblioteca de peptídeos sobrepostos das proteínas Epr DENV1 

(206μg/mL), Epr DENV4 (206μg/mL), NS3 DENV1 (162μg/mL) e NS3 DENV4 (162μg/mL). 

 

4.8 Citometria de fluxo 

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

caracterizar, por meio de 2 painéis distintos, as células e citocinas que estão envolvidas na 

resposta contra infecção da dengue. 

 

4.8.1 Cultura de Células 

As PBMC foram descongeladas em banho Maria a 37°C e transferidas para tubo 

contendo meio RPMI com 20 µg/mL de Benzonase Nuclease (SIGMA). Após centrifugação, 

as células foram distribuídas em placas de cultura estéreis de 96 poços na concentração de 

1,0x106 células/poço. Após um período de ambientação de cerca de 2 horas em estufa úmida 

com 5% de CO2 a 37°C, as células foram cultivadas por mais 10 horas em 4 condições 

experimentais distintas: a) ausência de estímulo, b) estímulo com biblioteca de peptídeos da 

proteína Epr do vírus DENV1 (2,0 µg/mL), c) estímulo com biblioteca de peptídeos da proteína 

NS3 do DENV1 (0,2 µg/200mL), e d) estímulo com anticorpos anti-CD3 (1,0 μg/mL – BD) e 

anti-CD28 (0,5 μg/mL – BD). Em todas as condições de cultura foi adicionado Brefeldina A 

(1,0 μg/mL – BD) (BioLegend). Após o período de incubação as células foram lavadas e 

marcadas para avaliação por citometria de fluxo com os painéis de citocinas e células Treg, 

descritos abaixo. 
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4.8.2 Painel de citocinas 

Foi usado um indicador de viabilidade celular LIVE/DEAD Fixable Blue Dead Cell 

Stain Kit, neste trabalho denominado de ViViD (Life Technologies), que reage com aminas 

livres, tanto na superfície quanto no interior das células. Caso a célula tenha perdido a 

integridade de membrana, o que distingue as células vivas das mortas é a menor ou maior 

incorporação, respectivamente, do ViViD. Além disso, este painel é composto pelos seguintes 

marcadores de superfície celular: CD3 (Qdot 655 – Invitrogen), CD4 (V500 – BD) e CD8 (Qdot 

605 – Invitrogen) que caracteriza duas subpopulações de células T; e a marcação intracelular 

de CD3 (Qdot 655 – Invitrogen), IFNγ (PE/Cy7 – BD), IL-2 (APC – Ebioscience) e TNFα 

(PE/Alexa 700 – Invitrogen), que distinguem as células Th1 (Mangada e Rothman, 2005; Imrie, 

Meeks, Gurary, Sukhbataar, Kitsutani, Effler e Zhao, 2007); IL-4 (Alexa 488 – Ebioscience) e 

IL-13 (FITC – Ebioscience) que caracterizam as células Th2 (Mangada e Rothman, 2005; Imrie 

et al., 2007); IL-17A (PerCP/Cy5.5 – Ebioscience), que é produzido por células Th17 

(Francisco, Sage e Sharpe, 2010; Weissler, Garcia, Kropf, Aitken, Bedoya, Wolf, Erikson e 

Caton, 2015); e IL-10 (PE – Ebioscience), que caracteriza um padrão mais regulatório (Hottz 

et al., 2014). 

 

4.8.3 Painel de células T regulatória 

Este painel é composto pelo ViViD (Life Technologies), CD3 (Qdot 655 – Invitrogen), 

CD4 (V500 – BD), CD127 (APC/e-Fluor 780 – Ebioscience), que é o receptor de IL-7, está 

presente em células T de memória e naive e pouco expresso em células Treg e ativadas 

(Josefowicz, Lu e Rudensky, 2012), CD25 (Alexa 700 – BD), que compõe o receptor de IL-2 

de alta afinidade e que está presente em células T ativadas e células Treg (Josefowicz, Lu e 

Rudensky, 2012), PD-1 (BV605 – Biolegend), que possui uma função relacionada com a 

tolerância periférica (Belkaid e Tarbell, 2009) ‒ as células T ativadas expressam PD-1, e sua 

ativação resulta na inibição da proliferação de células T e secreção de citocinas (Francisco, 

Sage e Sharpe, 2010); GITR (FITC – Ebioscience), que está envolvido no desenvolvimento de 

células Treg (Shimizu, Yamazaki, Takahashi, et al., 2002); LAP (PerCP – R&D), que é um 

marcador de células Treg ativadas - LAP associado ao TGFβ previne a ativação precoce desta 

citocina que está envolvida no processo de regulação de função e proliferação da célula (Duan, 

So, Mehta, et al., 2011); CD200 (PE/Cy7 – Ebioscience), que é uma molécula co-estimulatória 

para a proliferação de células T, é encontrado em células T ativadas e está envolvido na 
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supressão da atividade de macrófagos (Barclay, Wright, Brooke et al., 2002); e a marcação 

intracelular de CD3 (Qdot 655 – Invitrogen); IL-10, que é uma citocina anti-inflamatória 

(Belkaid e Tarbell, 2009); e FoxP3 (APC – Ebioscience), que é o principal gene regulatório e é 

o principal marcador de células T reguladoras (Belkaid e Tarbell, 2009). 

Após marcação das PBMC os dados foram adquiridos no equipamento BD LSRFortessa 

utilizando o software BD FACSDiva. 

 

4.8.4 Análises 

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

de gate utilizadas estão demonstradas nas Fig.8 para citocinas e Fig.9 para células Tregs. A 

estratégia de gate utilizada tanto para as análises dos painéis de citocinas e Tregs consiste 

primeiramente na seleção das populações de linfócitos (SSC-A x FSC-A), no gate de Singlet 

(FSC-H x FSC-A), que é utilizado para exclusão de grumos celulares, e o gate de Time (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 de ViViD x CD3, onde foi selecionada a população de linfócitos T vivos (ViViD-CD3+) 

(Fig.8). 

A partir do gate de células ViViD-CD3+, para o Painel de Citocinas (Fig.8) foram 

selecionadas as subpopulações de linfócitos T CD4+ (CD4+CD8-) e CD8+ (CD4-CD8+). Dentro 

do gate de células ViViD-CD3+ determinou-se as populações de células que produziam as 

citocinas IL-2, IFNγ, TNFα, IL-4/IL-13, IL-17A e IL-10 (ViViD-CD3+ IL-2+, ViViD-CD3+ 

IFNγ+, ViViD-CD3+ TNFα+, ViViD-CD3+ IL-4/IL-13+, ViViD-CD3+ IL-17A+, e ViViD-CD3+ 

IL-10+), e por fim, os gates de citocinas selecionados nas células T ViViD-CD3+, foram 

integralmente transferidos para as subpopulações de linfócitos T CD4+CD8- (ViViD-CD3+ 

CD4+CD8- IL-2+, ViViD-CD3+ CD4+CD8- IFNγ+, ViViD-CD3+ CD4+CD8- TNFα+, ViViD-

CD3+ CD4+CD8- IL-4/IL-13+, ViViD-CD3+ CD4+CD8- IL-17A+, e ViViD-CD3+ CD4+CD8- IL-

10+) e também transferidos para os linfócitos T CD4-CD8+ (ViViD-CD3+ CD4-CD8+ IL-2+, 

ViViD-CD3+ CD4-CD8+ IFNγ+, ViViD-CD3+ CD4-CD8+ TNFα+, ViViD-CD3+ CD4-CD8+ IL-

4/IL-13+, ViViD-CD3+ CD4-CD8+ IL-17A+, e ViViD-CD3+ CD4-CD8+ IL-10+). 



37 
 

A começar da população de ViViD-CD3+, para o Painel de Tregs (Fig.9), foi selecionado 

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

CD25 x FoxP3 a população duplo positiva CD25+FoxP3+ e no dot plot de CD25 x 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) nos gates destes 

dois dot plots (CD25xFoxP3 e CD25xCD127) foram definidas as células Tregs (CD4+ 

CD25hiCD127lowFoxP3+). Enfim, os gates para GITR+, IL-10+, LAP+, CD200+ e PD-1+ foram 

selecionados na população de linfócitos T CD4+ (ViViD-CD3+ CD4+ GITR+, ViViD-CD3+ 

CD4+ IL-10+, ViViD-CD3+ CD4+ LAP+, ViViD-CD3+ CD4+ CD200+, e ViViD-CD3+ CD4+ PD-

1+) e estes foram transferidos inteiramente para a população de células Tregs, que deu origem 

as populações ViViD-CD3+ CD4+ CD25hiCD127lowFoxP3+ GITR+, ViViD-CD3+ CD4+ 

CD25hiCD127lowFoxP3+ IL-10+, ViViD-CD3+ CD4+ CD25hi CD127lowFoxP3+ LAP+, ViViD-

CD3+ CD4+ CD25hiCD127lowFoxP3+ CD200+, e ViViD-CD3+ CD4+ CD25hiCD127lowFoxP3+ 

PD-1+. 

 

4.9 Análises Estatísticas  

Análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa Prism (GraphPad) versão 6.0. Os 

resultados foram analisados utilizando os testes estatísticos: Mann-Whitney test e Wilcoxon 

test. As diferenças foram consideradas estatisticamente significativa quando P ≤ 0.05. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Indivíduos com DCA desenvolvem uma resposta sistêmica inflamatória escassa associada 

a altos níveis plasmáticos de IL-10 

 

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). Portanto, para verificar a 

existência dessa Tempestade de Citocinas e o perfil inflamatório na circulação periférica em 

pacientes com dengue, medimos a presença de várias citocinas pró-inflamatórias e regulatórias 

utilizando os Kits de CBA Inflamatório e CBA Th1/Th2/Th17. 

Não encontramos variações importantes da concentração plasmática de IL-1β, IL-2 e de 

IL-8 entre os diferentes grupos estudados (Fig. 10 A, B e C). Entretanto, observamos que os 

indivíduos com DCA apresentaram níveis menores de IL-12p70 e TNF quando comparados aos 

indivíduos com DSA e às vezes até mesmo quando comparados aos controles (Fig. 10 D e E), 

sugerindo uma inadequação da resposta inflamatória nesse grupo. Os indivíduos com DCA 

apresentaram níveis significativamente menores de IL-12p70 comparado aos indivíduos 

Controle e DSA, cerca de 7 dias após o início dos sintomas (Fig. 10 D). A concentração de TNF 

encontrada no grupo DCA, tanto no período de defervescência quanto no de convalescência, é 

significativamente menor do que as encontradas nos grupos Controle e DSA (Fig. 10 E). 

  



41 
 

 

Figura 10 – Indivíduos com DCA desenvolvem uma resposta inflamatória sistêmica escassa. As citocinas IL-

1β, IL-2, IL-8, IL-12p70 e TNF (A-E) foram mensuradas em plasma de indivíduos Controle (círculo aberto), DSA 

(quadrado verde claro) e DCA (triângulo azul claro) utilizando Kit de CBA Inflamatório. As linhas vermelhas 

representam a Média Geométrica. Controle n=22, 3-4d DSA n=19 e DCA n=4, 6-12d DSA n=39 e DCA n=22, 

>30d DSA n=33 e DCA n=10. Teste estatístico Mann-Whitney. 

 

Os sujeitos classificados como DSA apresentaram aumento significativo nos níveis 

plasmática de IFNγ nos tempos de 3-4 dias e 6-12 dias após o início dos sintomas comparado 

ao Controle (p=0,0032 e p=0,0274). Curiosamente, os níveis de IFNγ encontrados no grupo 

DCA 30 dias após o início dos sintomas são significativamente menores quando comparado ao 

grupo Controle (p=0,0391). Observamos queda gradual significativa na concentração de IFNγ 

durante a evolução clínica dos indivíduos DSA desde o período febril com retorno aos níveis 
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basais na convalescência. Além disso, os níveis de IFNγ encontrados nos indivíduos DSA, tanto 

na defervescência quanto na convalescência, são significativamente elevados comparado com 

DCA nos mesmos períodos analisados (Fig. 11 A). 

O grupo DSA, durante a fase de defervescência e convalescência, exibiu aumento 

significativo de IL-4 com relação aos grupos Controle (p=0,0168 e p=0,0657) e DCA no 

período de defervescência (Fig. 11 B). 

Observamos que a concentração plasmática de IL-6 nos indivíduos com DSA 

encontrou-se elevada tanto 3-4 dias quanto de 6-12 dias após o início dos sintomas, em relação 

ao grupo Controle (p<0,0001 e p=0,0091). No período de 3-4 dias os indivíduos DSA possuem 

concentração plasmática de IL-6 significativamente maior do que as concentrações observadas 

6-12 dias e 30 dias (p=0,0324 e p=0,002). Com relação à DCA, observamos que os níveis de 

IL-6 foram reduzidos significativamente 30 dias após o início dos sintomas comparado aos 

tempos iniciais da evolução clínica (p=0,034 e p=0,0048). Encontramos um aumento 

significativo na concentração plasmática de IL-6 nos sujeitos DSA com relação aos DCA no 

período de convalescência (Fig. 11 C). 

Os pacientes com DSA apresentaram níveis significativamente maiores de IL-17A 

durante a defervescência comparado com DCA no mesmo período (Fig. 11 D), embora tais 

níveis não sejam diferentes do grupo controle. 

Já os níveis circulantes da citocina anti-inflamatória IL-10 foram significativamente 

maiores nos indivíduos com dengue, apresentando um pico no período febril e redução 

gradativa até atingirem os níveis basais na convalescência (b>a onde p<0,009). Curiosamente, 

durante o período febril, os indivíduos do grupo DCA apresentaram níveis cerca de 10 vezes 

maiores de IL-10 comparado com os indivíduos DSA no mesmo período (Fig. 11 E).  

Os resultados de citocinemia sugerem uma montagem mais precoce e eficaz da resposta 

inflamatória nos indivíduos DSA em relação aos DCA. Estes níveis aumentados de IL-8, IFNγ, 

IL-4 e IL-6 encontrados no grupo DSA podem indicar a presença da Tempestade de Citocinas 

na circulação periférica. 
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Figura 11 – Indivíduos com DCA desenvolvem resposta inflamatória sistêmica fraca associada a altos níveis 

plasmáticos de IL-10. As citocinas IFNγ, IL-4, IL-6, IL-17A e IL-10 (A-E) foram mensuradas em plasma de 

indivíduos Controle (círculo aberto), DSA (quadrado verde claro) e DCA (triângulo azul claro) utilizando Kit de 

CBA Th1, Th2 e Th17. As linhas vermelhas representam a Média Geométrica. Letras diferentes, com a mesma 

cor, indicam diferença estatística entre os grupos. p≤0,005. Cor violeta representam DSA e cor laranja representa 

DCA. Controle n=22, 3-4d DSA n=19 e DCA n=4, 6-12d DSA n=39 e DCA n=22, >30d DSA n=33 e DCA n=10. 

Teste estatístico Mann-Whitney. 
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5.2 Linfócitos T específicos ao DENV de indivíduos do grupo DSA produzem citocinas de perfil 

Th1  

 

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, principalmente IFNγ, que 

compõe respostas de perfil Th1. 

Assim, para investigar a produção das citocinas por linfócitos T, estimulamos PBMC 

de indivíduos dos diversos grupos com bibliotecas de peptídeos do DENV1 cobrindo toda a 

proteína Epr ou NS3. Essa preparação contém a maior parte dos epítopos reconhecidos por 

células T CD4+ e CD8+, sendo as proteínas mais imunogênicas do vírus dengue (Duangchinda 

et al., 2010; Rothman, 2011). O estímulo policlonal anti-CD3/anti-CD28 também foi utilizado 

nas culturas.  

Não observamos alterações relevantes da produção de IL-2, IL-4/IL-13 ou IL-17A por 

células T CD3+ (Figs. 12-14), células T CD4+ (Fig. 12-14 B) ou CD8+ (Fig. 12-14 C) após 

estimulação com Epr durante a infecção pelo DENV. Algumas tendências ou pequenas 

diferenças significativas são detectadas: a elevada frequência de células T CD3+IL-2+ após 

estímulo com Epr ou NS3 durante o período de defervescência ou convalescência dos 

indivíduos DCA respectivamente (Fig. 12 A); redução significativa da produção de IL-2 por 

células T CD8+, quando estimuladas com NS3, dos indivíduos DSA durante a defervescência 

(Fig. 12 C); aumento de células CD4+IL-4/IL-13+ específicas ao Epr do grupo DSA 30 dias 

após o início dos sintomas (Fig. 13 B); maior frequência de células CD3+IL-17A+ após estímulo 

com NS3 em DCA, durante a defervescência, quando comparado com DSA durante o mesmo 

período (Fig. 14 A). No entanto, tais diferenças não parecem ser importantes diante do quadro 

geral de produção de citocinas por células T observado. 
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Figura 12 – Produção de IL-2 por linfócitos T. As PBMC provenientes de indivíduos Controle, DSA e DCA 

foram cultivadas por 10 horas em 4 condições distintas: apenas com Meio (círculo aberto, quadrado verde claro e 

triângulo azul claro), ou com adição de estímulos (círculo fechado, quadrado verde escuro e triângulo azul escuro) 
imunogênico (Epr ou NS3 - DENV1) ou policlonal (Anti-CD3 e Anti-CD28). Brefeldina A foi adicionada em 

todas as conndições nas últimas 10 horas de cultura. Após o término da incubação, as células foram lavadas e 

submetidas a marcação com painel de anticorpos para de citometria de fluxo multiparamétrica como detalhado em 

Material e Métodos. Em (A) está representado a percentagem de células CD3+ViViD- IL-2+, Controle n=8, 6-12d 

DSA n=11 e DCA n=10; >30d DSA n=8 e DCA n=7, em (B) células CD3+ViViD- CD4+CD8- IL-2+, Controle n=7, 

6-12d DSA n=9 e DCA n=6, >30d DSA n=7 e DCA n=3; e em (C) células CD3+ViViD- CD4-CD8+ IL-2+, Controle 

n=7, 6-12d DSA n=9 e DCA n=6, >30d DSA n=7 e DCA n=3, em todos foi utilizado o Teste estatístico Wilcoxon. 

Letra a representa o grupo Controle e b os demais grupos quando a diferença entre eles é igual a p≤0,005 segundo 

o Teste Mann-Whitney. 
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Figura 13 – A infecção por dengue não induziu produção relevante de IL-4/IL-13 por linfócitos T específicos 

ao DENV1. As PBMC provenientes de indivíduos Controle, DSA e DCA foram cultivadas por 10 horas em 4 

condições distintas: apenas com Meio (círculo aberto, quadrado verde claro e triângulo azul claro), ou com adição 

de estímulos (círculo fechado, quadrado verde escuro e triângulo azul escuro) imunogênico (Epr ou NS3 - DENV1) 

ou policlonal (Anti-CD3 e Anti-CD28). Brefeldina A foi adicionada em todas as conndições nas últimas 10 horas 

de cultura. Após o término da incubação, as células foram lavadas e submetidas a marcação com painel de 

anticorpos para de citometria de fluxo multiparamétrica como detalhado em Material e Métodos. Em (A) está 

representado a percentagem de células CD3+ViViD- IL-4/IL-13+, Controle n=10, 6-12d DSA n=13 e DCA n=11, 

>30d DSA n=10 e DCA n=8; (B) CD3+ViViD- CD4+CD8- IL-4/IL-13+, Controle n=9, 6-12d DSA n=11 e DCA 

n=7, >30d DSA n=9 e DCA n=4; (C) CD3+ViViD- CD4-CD8+ IL-4/IL-13+, Controle n=9, 6-12d DSA n=11 e DCA 

n=7, >30d DSA n=9 e DCA n=4, em todos foi utilizado o Teste estatístico Wilcoxon. 
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Figura 14 – A infecção por dengue não induziu produção relevante de IL-17A por linfócitos T específicos 

ao DENV1. As PBMC provenientes de indivíduos Controle, DSA e DCA foram cultivadas por 10 horas em 4 

condições distintas: apenas com Meio (círculo aberto, quadrado verde claro e triângulo azul claro), ou com adição 

de estímulos (círculo fechado, quadrado verde escuro e triângulo azul escuro) imunogênico (Epr ou NS3 - DENV1) 

ou policlonal (Anti-CD3 e Anti-CD28). Brefeldina A foi adicionada em todas as conndições nas últimas 10 horas 

de cultura. Após o término da incubação, as células foram lavadas e submetidas a marcação com painel de 

anticorpos para de citometria de fluxo multiparamétrica como detalhado em Material e Métodos. Em (A) está 

representado a percentagem de células CD3+ViViD- IL-17+, Controle n=10, 6-12d DSA n=13 e DCA n=11, >30d 

DSA n=10 e DCA n=8; (B) CD3+ViViD- CD4+CD8- IL-17+, Controle n=9, 6-12d DSA n=11 e DCA n=7, >30d 

DSA n=9 e DCA n=4; e em (C) CD3+ViViD- CD4-CD8+ IL-17+ Controle n=9, 6-12d DSA n=11 e DCA n=7, >30d 

DSA n=9 e DCA n=4, em todos foi utilizado o Teste estatístico Wilcoxon. Letra a representa o grupo Controle e 

b os demais grupos quando a diferença entre eles é igual a p≤0,005 segundo o Teste Mann-Whitney. 
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Por outro lado, ao avaliarmos a produção de TNFα pelas células T, verificamos que 

DSA, 6-12 dias após o início dos sintomas, apresentaram produção significativamente maior de 

TNFα+ por células T CD4+ na presença de Epr, comparado com DCA (Fig. 15 B). Foi observada 

redução na frequência das células T CD8+TNFα+ estimuladas com Epr em indivíduos com DCA 

na fase de defervescência (Fig. 15 C). 

Indivíduos com DSA apresentaram produção aumentada de IFNγ pelas células T (Fig. 

16). Houve um aumento significativo na frequência de células CD3+IFNγ+ (Fig. 16 A) e 

CD8+IFNγ+ (Fig. 16 C) quando estimulados com Epr durante a convalescência de pacientes 

com DSA. Além disso, células T CD4+ e CD8+ de indivíduos com DSA apresentaram níveis 

significativamente maiores de IFNγ após o estímulo específico quando comparados com células 

T CD4+ (Fig. 16 B) ou CD8+ (Fig. 16 C) de indivíduos com DCA. No período de 

convalescência, PBMC de indivíduos com DSA apresentam aumento da produção de IFNγ após 

o estímulo, o que não se observa em PBMC de indivíduos com DCA (Fig. 16 A e C), o que 

pode sugerir um defeito no desenvolvimento de células T antígeno-específicas nos casos mais 

graves. 

Estes resultados sugerem que os indivíduos DSA montaram uma resposta inflamatória 

coerente com a resistência ao vírus e que surpreendentemente indivíduos com DCA não 

conseguiram estabelecer tal resposta durante a fase mais crítica da evolução clínica, o período 

de defervescência. Pelo contrário, a resposta de perfil Th1, necessária para a eliminação do 

vírus, parece estar suprimida neste grupo. Estes resultados sugerem, portanto, que uma 

produção eficiente de resposta Th1 favorece a melhor resolução clínica da doença. 
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Figura 15 – Os pacientes DSA apresentaram produção de TNFα por linfócitos T específicos ao DENV1. As 

PBMC provenientes de indivíduos Controle, DSA e DCA foram cultivadas por 10 horas em 4 condições distintas: 

apenas com Meio (círculo aberto, quadrado verde claro e triângulo azul claro), ou com adição de estímulos (círculo 

fechado, quadrado verde escuro e triângulo azul escuro) imunogênico (Epr ou NS3 - DENV1) ou policlonal (Anti-

CD3 e Anti-CD28). Brefeldina A foi adicionada em todas as conndições nas últimas 10 horas de cultura. Após o 

término da incubação, as células foram lavadas e submetidas a marcação com painel de anticorpos para de 

citometria de fluxo multiparamétrica como detalhado em Material e Métodos. Em (A) está representado a 

percentagem de células CD3+ViViD- TNFα+, Controle n=10, 6-12d DSA n=13 e DCA n=11, >30d DSA n=10 e 

DCA n=8; (B) CD3+ViViD- CD4+CD8- TNFα+, Controle n=9, 6-12d DSA n=11 e DCA n=7, >30d DSA n=9 e 

DCA n=4; e em (C) CD3+ViViD- CD4-CD8+ TNFα+, Controle n=9, 6-12d DSA n=11 e DCA n=7, >30d DSA n=9 
e DCA n=4, em todos foi utilizado o Teste estatístico Wilcoxon. Letra a representa o grupo Controle e b os demais 

grupos quando a diferença entre eles é igual a p≤0,005 segundo o Teste Mann-Whitney. 
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Figura 16 – Os indivíduos DSA apresentaram produção de IFNγ por linfócitos T específicos ao DENV1. As 

PBMC provenientes de indivíduos Controle, DSA e DCA foram cultivadas por 10 horas em 4 condições distintas: 

apenas com Meio (círculo aberto, quadrado verde claro e triângulo azul claro), ou com adição de estímulos (círculo 

fechado, quadrado verde escuro e triângulo azul escuro) imunogênico (Epr ou NS3 - DENV1) ou policlonal (Anti-

CD3 e Anti-CD28). Brefeldina A foi adicionada em todas as conndições nas últimas 10 horas de cultura. Após o 

término da incubação, as células foram lavadas e submetidas a marcação com painel de anticorpos para de 

citometria de fluxo multiparamétrica como detalhado em Material e Métodos. Em (A) está representado a 

percentagem de células CD3+ViViD- IFNγ+, Controle n=10, 6-12d DSA n=12 e DCA n=11, >30d DSA n=10 e 

DCA n=8; (B) CD3+ViViD- CD4+CD8- IFNγ+, Controle n=7, 6-12d DSA n=11 e DCA n=7, >30d DSA n=9 e 

DCA n=4; e (C) CD3+ViViD- CD4-CD8+ IFNγ+, Controle n=9, 6-12d DSA n=11 e DCA n=7, >30d DSA n=9 e 
DCA n=4, em todos foi utilizado o Teste estatístico Wilcoxon. Letra a representa o grupo Controle e b os demais 

grupos quando a diferença entre eles é igual a p≤0,005 segundo o Teste Mann-Whitney. 
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5.3 Indivíduos com DSA apresentaram elevada produção de IL-10 por linfócitos T específicos 

ao DENV1 

 

A citocina anti-inflamatória IL-10 tem como função regular as respostas imunes inata e 

adaptativa. Tendo em vista que a hiperativação imune ocorre na dengue, torna-se de extrema 

relevância mensurar a produção desta citocina por células T especificas ao vírus, a fim de 

compreender melhor a imunopatologia da dengue grave.  

Verificamos que houve um aumento na frequência das células T CD3+IL-10+ específicas 

em indivíduos com DSA durante a convalescência (Fig. 17 A). Esse aumento deve-se tanto às 

células T CD4+ quanto à população de células T CD8+, especialmente quando estimuladas com 

Epr (Fig. 17 B e C). Curiosamente, o grupo com DCA, por sua vez, parece apresentar uma 

regulação negativa da produção de IL-10 quanto exposto ao antígeno específico (Fig. 17 B e C) 

apresentando, assim, um perfil oposto ao do grupo com DSA. 

Estes dados sugerem que pode haver um papel da produção de IL-10 por linfócitos T 

específicos ao vírus dengue na evolução inflamatória que medeia um combate eficiente viral e 

contribui para a melhor evolução clínica da doença. 
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Figura 17 – Os indivíduos DSA apresentaram elevada produção de IL-10 por linfócitos T específicos ao 

DENV1. As PBMC provenientes de indivíduos Controle, DSA e DCA foram cultivadas por 10 horas em 4 
condições distintas: apenas com Meio (círculo aberto, quadrado verde claro e triângulo azul claro), ou com adição 

de estímulos (círculo fechado, quadrado verde escuro e triângulo azul escuro) imunogênico (Epr ou NS3 - DENV1) 

ou policlonal (Anti-CD3 e Anti-CD28). Brefeldina A foi adicionada em todas as conndições nas últimas 10 horas 

de cultura. Após o término da incubação, as células foram lavadas e submetidas a marcação com painel de 

anticorpos para de citometria de fluxo multiparamétrica como detalhado em Material e Métodos. Em (A) está 

representado a percentagem de células CD3+ViViD- IL-10+, Controle n=10, 6-12d DSA n=13 e DCA n=11, >30d 

DSA n=10 e DCA n=8; em (B) células CD3+ViViD- CD4+CD8- IL-10+ Controle n=9, 6-12d DSA n=11 e DCA 

n=7, >30d DSA n=9 e DCA n=4; e em (C) células CD3+ViViD- CD4-CD8+ IL-10+, Controle n=7, 6-12d DSA 

n=11 e DCA n=7, >30d DSA n=9 e DCA n=4, em todos foi utilizado o Teste estatístico Wilcoxon. Letra a 

representa o grupo Controle e b os demais grupos quando a diferença entre eles é igual a p≤0,005 segundo o Teste 

Mann-Whitney.  
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5.4 Indivíduos com DSA apresentaram elevada frequência de células Tregs produzindo IL-10 

e expressando CD200 e GITR 

 

Para melhor compreender como é realizado o controle da inflamação na infecção por 

dengue, nós estudamos o fenótipo das células Tregs (CD4+CD25highCD127lowFoxP3+) nas 

diferentes formas clínicas da Dengue Humana. 

A frequência total de células Tregs foi similar no grupo Controle e os indivíduos com 

dengue (Fig. 18 A). Também não encontramos diferenças na frequência e na intensidade da 

expressão das moléculas regulatórias LAP e PD-1 em células Tregs dos grupos avaliados (dados 

não apresentados). 

No entanto, ao analisar a frequência de células Tregs expressando as moléculas 

regulatórias CD200 e GITR, observamos percentagens significativamente maiores nos 

indivíduos com DSA durante a defervescência quando comparados aos pacientes com DCA. 

Além disso, a Intensidade Média de Fluorescência (MFI – Media Intensity Fluorescence) da 

molécula GITR nas Tregs do grupo DSA é significativamente maior com relação ao DCA (Fig. 

18 B). No período de convalescência, ambos os marcadores retornam aos níveis basais (dados 

não mostrados). 

 

Figura 18 – Os indivíduos DSA apresentaram elevada frequência de células Tregs expressando CD200 e 

GITR. Frequência Total de células Tregs em indivíduos Controle (círculo aberto), durante a defervescência de 

DSA (quadrado verde claro) e DCA (triângulo azul escuro), Controle n=6, 6-12d DSA n=9 e DCA n=8 (A). 

Frequência e MFI de Tregs expressando CD200 e GITR, 6-12d DSA n=9 e DCA n=7 (exceto MFI de Tregs GITR 

6-12d DSA n=8 e DCA n=5) (B). As linhas vermelhas representam a Média Geométrica. Teste estatístico Mann-

Whitney. 
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Além disso, quando as células Treg foram avaliadas quanto à sua capacidade de 

produção de IL-10, encontramos um aumento significativo na frequência de células Treg 

específicas à proteína do Envelope viral (Epr) produtoras de IL-10 nos indivíduos DSA durante 

a convalescência (Fig. 19). 

 

Figura 19 – As células Tregs provenientes dos indivíduos DSA produzem IL-10 em resposta ao estímulo 

imunogênico. As PBMC provenientes de indivíduos Controle, DSA e DCA foram cultivadas por 10 horas em 4 

condições distintas: apenas com Meio (círculo aberto, quadrado verde claro e triângulo azul claro), ou com adição 

de estímulos (círculo fechado, quadrado verde escuro e triângulo azul escuro) imunogênico (Epr ou NS3 - DENV1) 

ou policlonal (Anti-CD3 e Anti-CD28). Brefeldina A foi adicionada em todas as conndições nas últimas 10 horas 

de cultura. Após o término da incubação, as células foram lavadas e submetidas a marcação com painel de 
anticorpos para de citometria de fluxo multiparamétrica como detalhado em Material e Métodos. Após o término 

de incubação, as células foram lavadas e seguiu com o processo de marcação de citometria de fluxo 

multiparametrica para caracterização das células Treg produtoras de IL-10 (CD4+CD25highCD127low FoxP3+). 

Controle n=6, 6-12d DSA n=9 e DCA n=7, >30d DSA n=8 e DCA n=8. Teste estatístico Wilcoxon. 

 

Estes resultados sugerem uma associação entre a elevada frequência de células Treg 

expressando CD200 e GITR, que medeiam o controle da resposta imune inata e adaptativa, 

respectivamente, e Treg específicas ao DENV1 produzindo IL-10, e uma evolução clínica 

favorável. 
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6. DISCUSSÃO 

 

A resolução das infecções causadas por vírus como dengue, West Nile, influenza, entre 

outros, são bastante variáveis. É possível encontrar indivíduos que desenvolvam uma doença 

assintomática ou infecção subclínica, bem como uma pequena minoria das pessoas que 

desenvolvem doenças mais graves que podem ser letais (Rouse e Sehrawat, 2010). Muitos 

estudos buscam compreender melhor a patologia encontrada na DG. Já se sabe que uma 

infecção primária confere proteção por um longo período ao sorotipo homólogo (Mathew e 

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 viremia elevada, fenômeno conhecido como ADE, e consequentemente a produção 

exacerbada de citocinas pelas células da imunidade inatas 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 naive durante a infecção secundária heterotípica aguda. Entretanto, 

estes linfócitos de memória não possuem uma ótima avidez aos epítopos correspondentes ao 

novo vírus, e por existir uma certa preferência na ativação de células de memória em 

comparação às naive, a resposta que será montada não será a mais adequada para eliminar o 

novo sorotipo viral, e pode também levar a uma Tempestade de Citocinas ainda mais intensa 

(Zompi e Harris, 2013). 

Estudiosos acreditam que a produção excessiva de citocinas pró-inflamatórias podem 

apresentar um papel importante na permeabilidade vascular, como no trabalho de (Rothman, 

2011), que demostrou que os pacientes com FHD possuem elevados níveis plasmáticos de 

citocinas pró-inflamatórias e vasoativos tanto antes quanto durante o momento do 

extravasamento plasmático, e o grau de elevação destas citocinas se correlaciona com a 

gravidade da doença (Bethell, Flobbe, Cao, et al., 1998; Green, Vaughn, Kalayanarooj, et al., 

1999b; Bozza, Cruz, Zagne, et al., 2008). Outras infecções, como as causadas pelo vírus da 

gripe e o hantavírus, também são caracterizadas pela Tempestade de Citocinas, em que a 

ativação imune é extensiva e cria uma cascata de produção de citocinas, o que resulta em um 

aumento da permeabilidade vascular (Rothman, 2011). 
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De forma interessante, ao avaliarmos o perfil de citocinas inflamatórias circulante em 

indivíduos acometidos por dengue, encontramos que os indivíduos com DCA desenvolveram 

uma resposta inflamatória escassa. Apesar de encontrarmos um aumento nos níveis de IL-8 e 

uma tendência no aumento de IL-6, observamos que os indivíduos com DCA, durante a 

defervescência, apresentaram níveis significativamente menores de IL-12p70, TNF, IFNγ, IL-

4 e IL-17A quando comparados aos indivíduos dos grupos Controle e DSA. Porém, no grupo 

com DSA, observamos um aumento nos níveis de IL-8, IFNγ, IL-4 e IL-6. Este pico de 

produção de citocinas coincide com a tão extensivamente relatada Tempestade de Citocinas 

(Mathew e Rothman, 2008), embora as evidências em nossos dados apontam para níveis 

inflamatórios maiores em pacientes com DSA. Acreditamos, entretanto, que diferenças ainda 

maiores podem estar ocorrendo nos tecidos e, de certa forma, os níveis sistêmicos podem ser 

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 vírus 

na pele durante a infecção por dengue (Rivino, Kumaran, Thein, et al., 2015). 

Surpreendentemente, a Tempestade de Citocinas foi menor nos indivíduos DCA e, portanto, 

não justifica a gravidade do quadro clínico dos indivíduos DSA. 

É importante ressaltar que as complicações encontradas em DCA e DG, como 

extravasamento plasmático grave, se iniciam quando a viremia está em resolução, 

simultaneamente com a forte resposta dos linfócitos T, o que implica na produção de elevados 

níveis de citocinas inflamatórias (Dejnirattisai et al., 2008). Estas observações indicam que o 

DENV não é o único e nem o grande responsável pela patologia encontrada na dengue, bem 

como o fenômeno do ADE, pois a viremia causada pelo ADE já estaria controlada. Assim, estes 

achados sugerem que a imunopatologia encontrada em sujeitos com DG pode estar sendo 

mediada diretamente pela resposta do hospedeiro. 

A ativação dos linfócitos é essencial na resistência à infecção. Alguns trabalhos 

mostraram que os indivíduos com FHD apresentaram níveis elevados de formas solúveis de 

moléculas presentes nas células T, como CD4 solúvel, CD8 solúvel e o receptor de IL-2, que 

são indicativos da ativação de células T (Kurane, Innis, Nimmannitya, N et al., 1991; Green et 

al., 1999b; Rothman, 2011). Outro estudo também relatou maior ativação das células T, 

determinada pela expressão de CD69, no sangue periférico de pacientes com FHD comparado 

aos que apresentavam febre da dengue (Green, Pichyangkul, Vaughn, et al., 1999). O aumento 

da ativação dos linfócitos T, bem como a produção de citocinas, tem sido relatado nos sujeitos 
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com FHD tanto durante a infecção primária, quanto na secundária (Green et al., 1999b; 

Rothman, 2011). 

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 Th0, ou seja, produção principalmente de IFNγ, TNF, IL-2 

e CCL4, e menos comumente das citocinas de perfil Th2 como IL-4 (Mangada e Rothman, 

2005; Imrie et al., 2007). Em nosso trabalho encontramos que os indivíduos classificados como 

DSA apresentaram produção de citocinas predominantemente de perfil Th1 pelos linfócitos 

específicos ao vírus dengue. 

As citocinas produzidas por estas células T podem apresentar múltiplos efeitos sobre as 

células, como a indução ou melhoria da inflamação e a alteração da permeabilidade vascular. 

As citocinas IL-2 ou TNF podem agir diretamente sobre as células endoteliais vasculares e 

induzir o extravasamento vascular sistêmico (Pang, Cardosa e Guzman, 2007). Células T 

oriundas de indivíduos hospitalizados com dengue produzem TNF em resposta à estimulação 

com antígenos do vírus da dengue, o que sugere que as células T podem estar participando na 

patogênese da dengue e contribuindo para a maior gravidade clínica da doença (Mangada, 

Endy, Nisalak, et al., 2002). Com relação à citocina IL-2, observamos um aumento substancial 

na produção desta citocina por linfócitos T específicos ao DENV dos indivíduos DCA durante 

a defervescência. Por outro lado, os linfócitos T CD4+ específicos ao vírus proveniente dos 

pacientes com DSA durante a defervescência produziram níveis significativamente maiores de 

TNFα comparado a indivíduos com DCA. Estes resultados sugerem que apesar desta citocina 

ser considerada importante vasodilatador, outro mecanismo deve estar atuando em conjunto 

com sua presença, já que encontramos níveis significativos de TNF no grupo de DSA, que 

evolui sem complicações e sem sinais de extravasamento plasmático. Além disso, nossos 

resultados são semelhantes aos encontrado por (Hatch et al., 2011) e (Mathew, Townsley e 

Ennis, 2014), que relataram altos níveis de células T CD4+ produtoras de citocinas TNFα e 

IFNγ em pacientes com melhor prognóstico à infecção pelo vírus dengue. 

Os nossos resultados mostram que os linfócitos T CD4+ e CD8+ específicos ao DENV, 

oriundo de indivíduos com DSA durante a defervescência, produzem níveis significativamente 

maiores de IFNγ com relação a DCA. Estes resultados demonstraram que os indivíduos 

classificados como DSA estão inflamados principalmente durante o período mais crítico da 

evolução clínica, e surpreendentemente o mesmo não foi observado para DCA. A resposta de 
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perfil Th1, necessária para a eliminação do vírus, parece estar suprimida no grupo com DCA, 

o que sugere que uma produção mais adequada de resposta Th1 e favorece a melhor resolução 

clínica da doença. 

Além de uma resposta inflamatória eficiente, os pacientes com DSA também 

apresentaram um adequado perfil regulatório, inclusive com a produção de IL-10. A citocina 

anti-inflamatória IL-10 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 e Riley, 

2008). As atividades da IL-10 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, Malefyt, Coffman et al., 2001). 

A quantidade de IL-10 que é produzida durante uma infecção pode influenciar a 

magnitude de danos teciduais. Portanto, se a resposta de IL-10 for ausente ou estiver suprimida, 

as reações inflamatórias contra os agentes infecciosos poderão ser exageradas. O trabalho de 

(Sun, Madan, Karp et al., 2009) demonstrou que durante uma infecção aguda de camundongos 

por influenza, a produção de IL-10 por células T efetoras específicas ao vírus influenza, 

minimizou a severidade das lesões pulmonares (Sun, Madan, Karp et al., 2009). A atividade 

protetora da IL-10 também pode ser observada durante as infecções crônicas, como HCV e 

HIV, nas quais, a função anti-inflamatória da IL-10 contém a gravidade das reações 

inflamatórias (Mangia, Santoro, Piattelli, et al., 2004; Brockman, Kwon, Tighe, et al., 2009; 

Naicker, Werner, Kormuth, et al., 2009). A importância da IL-10 para uma evolução favorável 

de um processo infeccioso também já foi demonstrada para outras infecções, como as causadas 

por protozoários. Um trabalho recente em malária e leishmaniose visceral identificou uma via 

de regulação da patologia mediada por TNF por meio da produção de IL-10, de um modo 

dependente de Blimp-1, pelas células Tr1 (Th1 produtoras de IL-10) (Montes de Oca, Kumar, 

de Labastida Rivera, et al., 2016). Outro estudo demonstrou que camundongos que controlam 

a infecção aguda por Trypanosoma cruzi apresentaram uma frequência elevada de células T 

CD4+ e CD8+ produtoras de IFNγ e IL-10 (Roffe, Rothfuchs, Santiago, et al., 2012). 

Os nossos resultados mostram claramente um aumento significativo na produção de IL-

10 pelos linfócitos T específicos ao DENV dos indivíduos classificados como DSA durante a 

fase de convalescência, que sugere, em concordância com os trabalhos citados acima, que os 
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pacientes DSA estão controlando as respostas pró-inflamatórias, contribuindo para a melhor 

evolução clínica da doença. Além disso, a produção da IL-10 encontrada no grupo DSA pode 

ser observada tanto pelos linfócitos T CD4+ quanto pelos T CD8+ específicos ao vírus. Outros 

trabalhos também já haviam demonstrado esta plasticidade das células CD8+ em produzir a 

citocina anti-inflamatória IL-10. Células T CD8+ oriundas de indivíduos com HIV produzem 

IL-10 e suprimem a produção de IL-2 (Elrefaei, Ventura, Baker, et al., 2007). 

Por outro lado, os linfócitos T CD8+ dos sujeitos com DCA, durante a fase mais crítica 

da evolução clínica, ou seja, na defervescência, parecem apresentar uma regulação negativa da 

produção de IL-10 quando expostos ao antígeno específico. Desta forma, este perfil é oposto 

ao do grupo com DSA. Este resultado sugere que as complicações observadas durante a 

evolução clínica dos pacientes classificados como DCA podem estar associadas à falta de 

controle da resposta inflamatória que contribui para a imunopatologia. Outros estudos também 

relatam que a ausência da sinalização de IL-10 pode impedir o controle das respostas 

inflamatórias, e consequentemente contribuir para apresentações clínicas mais graves. Por 

exemplo, a falta de IL-10 resulta em reações inflamatórias mais graves durante a infecção ocular 

pelo vírus herpes simples em modelo experimental (Sarangi, Sehrawat, Suvas e Rouse, 2008). 

Além disso, a supressão da resposta de IL-10 por células T efetoras parece contribuir para o 

aumento de virulência das cepas de H1N1 e H5N5 (Kobasa, Jones, Shinya, et al., 2007). 

Como já mencionamos, várias células podem produzir IL-10. Nossos resultados 

demonstraram altos níveis de IL-10 circulante em ambos os grupos de DSA e DCA, tanto na 

fase febril quanto na defervescência. Entretanto, a origem da IL-10 parece ser diferente entre 

estes grupos. Nossos dados indicam que a IL-10 provém da resposta imune adaptativa nos 

indivíduos DSA, enquanto que a fonte provável da IL-10 para os sujeitos com DCA parece ser 

o sistema inato, já que não encontramos produção de IL-10 pelos linfócitos T destes pacientes. 

Pelo contrário, como já mencionado acima, ocorre uma diminuição significativa da produção 

de IL-10 pelos linfócitos T em resposta ao estímulo específico. Outros trabalhos também 

demonstraram a presença da IL-10 em diferentes fases da dengue (Green, Vaughn, 

Kalayanarooj, et al., 1999; Pandey, Jain, Garg, et al., 2015). Isto pode ser reflexo das distintas 

fontes dessa citocina, incluindo macrófagos durante a fase inicial e as células T reguladoras 

(Tregs), que são uma das principais fontes de IL-10 no compartimento adaptativo. 

Dentre as grandes fontes de IL-10 do sistema imunológico, podemos considerar as 

células Tregs, que em humanos caracterizam-se pela expressão das moléculas CD25hi, 

CD127low e FoxP3+ (Josefowicz, Lu e Rudensky, 2012). As Tregs eficientemente controlam as 
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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 Treg suprimem a proliferação de células T e a produção 

de citocinas pró-inflamatórias, como IFNγ, TNFα e IL-6, por meio de dois mecanismos 

principais: liberação de citocinas anti-inflamatórias, como TGF-β e, especialmente, IL-10, e, 

como mencionado anteriormente, por meio da interação de moléculas regulatórias, tais como 

CD200, GITR, CTLA-4, LAP e PD-1, expressos nas Tregs, com seus respectivos receptores 

presentes nas APCs e células T efetoras (Belkaid e Tarbell, 2009) e (Josefowicz, Lu e 

Rudensky, 2012). 

Alguns trabalhos fornecem evidências convincentes para o papel de células Tregs 

expressando FoxP3 em um largo número de infecções experimentais e em humanos (Belkaid e 

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, Azkur, Kim, Kumaraguru e Rouse, 2004). Em outro estudo, foi demonstrado 

que os indivíduos infectados com WNV que desenvolvem uma doença sintomática, com 

cefaleia, mialgia, fraqueza, febre e dor retro-orbitrária, apresentam baixa frequência de Tregs 

quando comparados com os indivíduos assintomáticos. Utilizando-se modelo experimental, foi 

demonstrado que camundongos sintomáticos infectados com WNV também desenvolvem 

menor frequência de Tregs e que os camundongos deficientes de Tregs desenvolvem infecção 

letal (Lanteri, O'brien, Purtha, et al., 2009). Outros trabalhos demonstraram que o aumento da 

proporção de Tregs limitou as reações imunopatológicas induzidas pela infecção por HSV 

(Sehrawat e Rouse, 2008; Sehrawat, Suvas, Sarangi, 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 DSA e DCA (Luhn et al., 2007). 

Entretanto, Lünh, K; et al 2007 observaram que o grupo DSA apresentou aumento relativo na 

razão de células Tregs por células T efetoras, e que uma maior presença relativa de Tregs se 

associa à evolução da doença (Luhn et al., 2007). 

Entretanto, apenas observar a frequência de 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 
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TLRs (Yao, King, Prayther, et al., 2007) ou mesmo os IFNs induzidos por vírus (Maier, 

Isogawa, Freeman et al., 2007) apresentam um papel nessa indução (Boasso, Hardy, Landay, 

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 e Sehrawat, 

2010). O presente trabalho é o primeiro a demonstrar um aumento significativo nas populações 

de Treg CD200+ e Treg GITR+ em indivíduos com DSA. 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, Rygiel, Raaben, et al., 2012). 

Por outro lado, a molécula GITR é importante no desenvolvimento das células Tregs e na 

regulação da resposta Th1 (Snell, Mcpherson, Lin, et al., 2010).  

Por fim, 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 IL-10 por Tregs (Macdonald, Duffy, Brady, et al., 2002), quanto de infecções 

agudas, como as causadas por protozoários (Roffe et al., 2012; Montes De Oca et al., 2016). 

Em nosso trabalho, ao avaliarmos a produção de IL-10 pelas células Tregs, encontramos um 

aumento significativo na frequência de Treg específicas ao vírus produtoras de IL-10, porém 

apenas nos indivíduos DSA durante a convalescência. 

Os resultados encontrados sugerem uma associação entre a frequência elevada de 

células Tregs expressando CD200 e GITR, que medeiam respectivamente o controle da resposta 

imune inata e adaptativa, Tregs específicas ao DENV1 produzindo IL-10, e um melhor 

prognóstico da doença. Esses resultados levaram-nos a elaborar uma nova hipótese para abordar 

a resposta mais eficiente à infecção pelo vírus Dengue (Fig. 20). 

Inicialmente, a presença do vírus induz a ativação da resposta imune inata, a fim de 

eliminar a infecção. Em seguida, as células T e B são ativadas e combatem a infecção 

diretamente e estimulando ainda mais a resposta inata através da produção de citocinas. Porém, 

como mencionado neste trabalho, a ativação exacerbada das respostas inata ou adaptativa pode 

desencadear a Tempestade de Citocinas, causando as manifestações clínicas da doença. 

 Nossos dados indicam que os indivíduos DSA são capazes de orquestrar uma resposta 

eficiente para a eliminação da infecção, por meio da ativação de linfócitos T específicos contra 

os vírus dengue produtores das citocinas IFNγ e TNFα. Além disso, é observada a produção 

das citocinas pró-inflamatórias IL-8 e IL-6 durante a fase inicial que se estende ao longo do 

curso da doença, e que possivelmente são provenientes do compartimento imune inato. 
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Portanto, estas respostas inflamatórias encontradas nos pacientes com DSA parecem estar 

adequadamente combatendo a infecção viral da dengue. E ainda, nós hipotetizamos que as 

células Tregs dos indivíduos com DSA estão controlando a resposta inata por meio da liberação 

de IL-10 e da expressão das moléculas regulatórias, como CD200, bem como a resposta 

adaptativa, pela produção de IL-10 e da expressão de moléculas regulatórias como GITR, 

levando então a um melhor prognóstico da doença. 

 

 

Figura 20. Nova hipótese para explicar a origem da patogênese em Dengue. Desenho esquemático que 

sumariza os resultados encontrados neste trabalho. 

 

Entretanto, as células Tregs provenientes dos indivíduos com DCA parecem estar 

comprometidas funcionalmente, perdendo a habilidade de controlar as respostas inflamatórias 

provenientes da imunidade inata e adaptativa. Surpreendentemente, não detectamos citocinas 

inflamatórias do compartimento adaptativo dos pacientes com DCA, apesar de encontrarmos 

um aumento de citocinas na circulação periférica. No entanto, como já descrito neste trabalho, 

é amplamente aceito o conceito de que a Tempestade de Citocinas esteja causando a patologia 
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encontrada na DG, o que nos leva a questionar: quais são as fontes celulares dessas citocinas? 

Acreditamos que mesmo níveis menores de citocinas pró-inflamatórias circulantes possam ter 

uma ação devastadora nos tecidos (onde podem ser encontrados em maiores concentrações) 

caso não estejam presentes mecanismos regulatórios. Sabemos que nossos métodos possuem 

algumas limitações, como por exemplo, a avaliação dos tecidos dos indivíduos acometidos por 

dengue, e que talvez seja o local onde a Tempestade de Citocinas esteja mais pronunciada.  
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7. CONCLUSÕES 

 

As células T específicas ao vírus Dengue e oriundas dos indivíduos que apresentam 

DSA produzem citocinas de perfil pró-inflamatório como IFNγ e TNFα. Surpreendentemente, 

o mesmo não foi observado nos pacientes com dengue com sinais de alarme. Houve produção 

da citocina anti-inflamatória IL-10 por células T específicas ao vírus Dengue provenientes 

apenas dos pacientes DSA.  

 A presença das células Tregs CD200+ e Tregs GITR+ provenientes dos indivíduos DSA 

é significativamente maior quando comparado ao grupo DCA. De forma importante, foi 

observado que os indivíduos com DSA possuem células Tregs específicas ao vírus Dengue 

capazes de produzir IL-10. 

 Estes resultados sugerem que a resposta pró-inflamatória de perfil Th1 somado à 

presença de um mecanismo regulador, proporcionado pelas células Tregs e encontrado nos 

indivíduos com DSA efetivamente contribuem para a resolução apropriada da infecção, levando 

à melhor evolução clínica da doença. 
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ANEXO A 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

 

Você está sendo convidado(a) para participar, como voluntário, em uma pesquisa. Após ser 

esclarecido(a) sobre as informações a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final 
deste documento, que está em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsável. 

Desde logo fica garantido o sigilo das informações. Em caso de recusa você não será 

penalizado(a) de forma alguma.  

 

INFORMAÇÕES SOBRE A PESQUISA: 

 

Título do Projeto: Estudo da dinâmica de células T com perfil pró-inflamatório e anti-inflamatório da 

infecção pelo vírus da dengue como biomarcadores da evolução clínica 
 

Pesquisador Responsável: Ricardo Tostes Gazzinelli 

Pesquisadores participantes:  

• Dr. Helton da Costa Santiago, UFMG e Centro de Pesquisas René Rachou 

• Dra. Télcia Magalhães, Santa Casa de Misericóridia de Belo Horizonte 

• Dra. Lílian Diniz, Hospital das Clínicas da UFMG e Hospital João Paulo II 

• Dr. Último Libânio, Hospital Santo Ivo 

• Dr. Ken Gollob, Santa Casa de Misericóridia de Belo Horizonte 

• Dra. Lis Antonelli, Centro de Pesquisas René Rachou 

• Marcela Helena Gonçalves Pereira, UFMG 

• Gabrielle Ariadne Bento, UFMG 

 

Telefones para contato e endereço para contato: 

Endereço e telefone do responsável pelo estudo 

- Av. Augusto de Lima, 1715 – Barro Preto - Belo Horizonte (Cep: 30190-002) 
 

- Secretária: Heloísa Helena Costa da Cruz – Tel: (31) 3349-7766 

- Av. Antônio Carlos, 6627. ICB, sala Q4172 - Belo Horizonte (Cep: ) 
- Responsável: Helton da Costa Santiago - Tel: (31)3409-2664; (31) 3409-2634 

 

Endereço e telefone institucional do Comitê de Ética - CPqRR: 

- Av. Augusto de Lima, 1715 – Barro Preto - Belo Horizonte (Cep: 30190-002) 

- Secretária: Bernadete Patrícia Santos– TeleFax: (31) 3349-7825 
 

O objetivo desse estudo é buscar um melhor entendimento sobre a forma como o corpo humano responde 

à infecção pelo vírus da dengue. A dengue é um grave problema de saúde pública sendo a causa de 
internação milhares de pessoas no Brasil e no mundo, podendo levar à morte. Sabe-se pouco sobre a 

forma como o sistema de defesa do corpo humano (sistema imunológico) responde à infecção. O 

objetivo desse estudo é verificar com detalhes a resposta imunológica à dengue em pacientes com 
dengue clássica ou dengue grave (hemorrágica) e assim poder desenvolver melhores protocolos de 

tratamento e diagnóstico. Acreditamos que a resposta imunológica é fundamental para que as pessoas 

infectadas evoluem sem maiores lesões ou desenvolvam a dengue hemorrágica. Pretendemos recrutar 

cerca de 600 pessoas voluntárias dentre adultos e crianças infectadas com dengue, sendo cerca de 30-60 
pessoas não infectadas, para estudar a resposta imunológica durante as diversas fases dessa infecção. 
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Para isso, pretendemos colher 60 mLs de sangue (cerca de 2 colheres de sopa) para adultos ou volume 

ajustados para a idade caso criança em cada visita, num total de 3 visitas em 1 mês, sendo a primeiro no 
dia de hoje, a segunda cerca de 7 dias após o início dos sintomas e a terceira 30 dias após o início dos 

sintomas. Esse sangue será utilizado na realização de exames e testes de laboratório para verificar como 

cada indivíduo está combatendo a infecção. Caso você esteja internado, colheremos até 20 mLs de 

sangue a cada 2 dias para tais análises durante a internação. A coleta do sangue será realizada usando 
tubos pequenos através de uma punção na veia do membro superior da sua preferência em pelo menos 

três momentos da infecção (no momento do diagnóstico, após a remissão da febre e 30 dias após o início 

dos sintomas). É importante lembrar que a coleta de sangue pode causar desconforto e hematoma no 
local de introdução da agulha. Em raros casos, algumas pessoas desmaiam por verem o seu próprio 

sangue. Caso você concorde em participar, você deverá vir a esse hospital para atendimento gratuito em 

outras duas visitas a serem agendadas pela equipe do projeto. Seu transporte será custeado com recursos 

desse projeto. Além disso, você passará por um exame clínico detalhado. Você, ou seu filho, não será 
beneficiado diretamente por esse projeto, mas estará contribuindo para que médicos e cientistas 

entendam melhor essa doença com vistas de melhorar o tratamento e/ou diagnóstico no futuro. 

Garantimos o sigilo das suas informações pessoais e seu direito de sair do estudo a qualquer momento 
que desejar. 

 

 

 Nome e Assinatura do pesquisador: 
 

 

 

 CONSENTIMENTO DA PARTICIPAÇÃO DA PESSOA COMO SUJEITO 

 
Eu, _________________________________, idade___, e CPF______________ abaixo assinado, 

concordo em participar do estudo sobre a dinâmica de células T com perfil pró-inflamatório e anti-

inflamatório da infecção pelo vírus da dengue como biomarcadores da evolução clínica, como 
voluntário. Fui devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador 

______________________________ sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como 

os possíveis riscos e benefícios decorrentes de minha participação. Foi-me garantido o sigilo das 
informações e que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve à qualquer 

penalidade ou interrupção de meu acompanhamento/ assistência/tratamento.  

 

Local e data ______________________________________________________ 
 

Nome: ____________________________________________________________ 

 
Assinatura do sujeito: ____________________________________ 

 

 

Em caso de sujeito menor que 18 anos: 

 

Nome do responsável: _________________________________________________       (PAI / MÃE) 

 

 

 

Assinatura do responsável: ______________________________________________ 

 


