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BIOGÊNESE E FUNÇÃO DOS CORPÚSCULOS LIPÍDICOS NA INFECÇÃO PELO VÍRUS DENGUE 

 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 

GISELLE BARBOSA DE LIMA 

 

A dengue, em termos de morbidade e mortalidade, é caracterizada como a principal arbovirose humana, sendo 

responsável pela infecção de milhares de pessoas nas regiões tropical e subtropical do mundo, causando a morte 

de adultos e crianças. Uma das razões para a ausência de abordagens terapêuticas adequadas se deve ao pouco 

conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos na interação do vírus dengue com as células hospedeiras. 

No entanto, evidências sugerem que a regulação de diferentes etapas do metabolismo celular desempenhe 

funções cruciais tanto na replicação viral quanto na resposta do hospedeiro à infecção. Estudos têm demonstrado 

que o acúmulo intracelular de lipídios em corpúsculos lipídicos – organelas citoplasmáticas dinâmicas e 

funcionalmente ativas – está associado a doenças de grande relevância para a saúde pública, incluindo a hepatite 

C. Além disso, foi observado que estas organelas desempenham funções não apenas na replicação do vírus da 

hepatite C, mas também na produção de partículas infecciosas; entretanto, o envolvimento dos corpúsculos 

lipídicos durante a infecção pelo vírus dengue ainda não foi avaliado. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi 

investigar a formação e função dos corpúsculos lipídicos durante a infecção pelo vírus dengue, com foco na 

interação com proteínas virais, na modulação da capacidade replicativa e/ou infecciosa do vírus e na geração 

aumentada de mediadores inflamatórios. Nossos resultados demonstraram um aumento no número de 

corpúsculos lipídicos em leucócitos isolados de pacientes com a forma grave da doença, bem como indução da 

biogênese destas organelas em diferentes tipos celulares infectados com distintos sorotipos do vírus dengue in 

vitro. A exposição de células ao vírus dengue inativado por aquecimento não promoveu a formação de 

corpúsculos lipídicos. Em paralelo à indução da formação destas organelas, em células infectadas in vitro, 

observamos um aumento na produção de PGE2. Adicionalmente, demonstramos que a proteína do capsídeo viral, 

bem como o MIF – mediador proinflamatório cuja concentração está diretamente correlacionada com a 

gravidade da doença – se encontravam colocalizados nos corpúsculos lipídicos durante a infecção. Por fim, 

observamos que a modulação da lipogênese e da formação de corpúsculos lipídicos, através do tratamento das 

células com as drogas C75 e triacsin C, afetaram a capacidade replicativa do vírus. Desta forma, os nossos 

resultados indicam que a infecção pelo vírus dengue promove a biogênese de corpúsculos lipídicos de uma 

maneira dependente das enzimas ácido graxo sintase e acil-CoA sintetase, uma vez que a inibição destas por 

drogas específicas leva ao bloqueio da formação destas organelas. Esta inibição também promove uma redução 

na replicação viral, propondo um papel dos corpúsculos lipídicos neste processo. Além disso, o aumento na 

geração de PGE2 induzido pelo vírus, bem como a localização do MIF e da proteína do capsídeo viral nestas 

organelas sugerem que os corpúsculos lipídicos atuem na produção aumentada de mediadores inflamatórios e na 

regulação temporária do processo viral. Assim, a modulação dos corpúsculos lipídicos pode vir a representar um 

potencial alvo terapêutico para o tratamento da dengue.  
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ABSTRACT 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 

GISELLE BARBOSA DE LIMA 

 

Dengue, in terms of disease and mortality, is characterized as the most important arthropod-borne human viral 

disease, infecting millions of people in tropical and subtropical regions of the world and being responsible for 

many deaths in children and adults. The lack of adequate therapeutic approaches for treatment of dengue is a 

consequence of our limited understanding about the molecular mechanisms that underlie the interaction between 

dengue virus and human host. However, evidence suggests that the regulation of different steps of cellular 

metabolism play crucial roles in both viral replication and the host response to infection. Recent studies have 

shown that intracellular accumulation of lipids within lipid droplets – dynamic and functionally active organelles 

– is associated with diseases of major relevance to public health, including hepatitis C. Furthermore, it was 

observed that these organelles play roles not only in hepatitis C virus replication, but also in the production of 

infectious particles; however the involvement of lipid droplets in dengue virus infection has never been 

addressed. Therefore, this work aimed to investigate lipid droplets formation and function during dengue virus 

infection, focusing on interaction with viral proteins, modulation of replication and/or production of infectious 

virus and increased generation of inflammatory mediators. Our results demonstrated a significant increase in 

lipid droplets accumulation in leukocytes from dengue hemorrhagic fever patients, as well as induction of 

biogenesis in different cell types infected with distinct serotypes of dengue virus in vitro. Importantly, heat 

inactivated dengue virus failed to induce lipid droplets formation in cells infected in vitro. In paralleled to an 

increased lipid droplets biogenesis, in cells infected in vitro, we observed an increase in PGE2 generation. 

Additionally, we also demonstrated that the virus core protein and MIF – proinflammatory mediator whose 

concentration is directly related to disease severity – co-localizes in lipid droplets during infection. Finally, we 

observed that modulation of lipogenesis and lipid droplets formation, by treatment of the cells with C75 and 

triacsin C, impaired dengue virus replication. Thus, our results indicate that dengue virus infection promotes 

lipid droplets biogenesis and that this event seems to be dependent of the enzymes fatty acid synthase and acyl-

CoA synthetase, since specific inhibition of these enzymes blocks the formation of these organelles. This 

inhibition also leads to decreased viral replication, suggesting a role of lipid droplets in this process. Moreover, 

the increased production of PGE2 induced by dengue virus, as well as MIF and virus core protein localization in 

these organelles propose that lipid droplets are involved in both increased generation of inflammatory mediators 

as temporary regulation of viral process.  So, the modulation of lipid droplets might represent an attractive 

therapeutic target for dengue.  
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1.1 Dengue 

 

1.1.1. Taxonomia e etiologia 

       A família Flaviviridae abrange diversos patógenos virais responsáveis por causar doenças 

graves e mortes em humanos e animais. Atualmente, esta família consiste de três gêneros: 

Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus. O gênero Flavivirus engloba mais de 70 vírus, incluindo 

alguns dos mais importantes patógenos humanos como os vírus da dengue, da febre amarela, 

do oeste do Nilo e da encefalite japonesa (Mukhopadhyay e cols., 2005; Lindenbach e cols., 

2007). 

       O vírus dengue (DENV) é o agente causador da doença e, até o presente momento, foram 

isolados quatro sorotipos antigenicamente distintos, classificados como DENV-1 a 4. O 

DENV-1 foi primeiramente isolado durante a Segunda Guerra Mundial, no Pacífico, por 

investigadores japoneses e americanos. Em seguida, um grupo de pesquisa encontrou uma 

cepa de vírus proveniente da Nova Guiné, antigenicamente distinta da cepa isolada 

anteriormente, que, portanto, foi designada como DENV-2. O DENV-3 e DENV-4 foram 

isolados na década de 50 durante uma epidemia nas Filipinas. Desde então, milhares de vírus 

provenientes dos trópicos foram isolados, entretanto não foi documentado um novo sorotipo 

do DENV (Mackenzie e cols., 2004; Gould e Solomon, 2008).  

 

1.1.2. Estrutura do vírus dengue 

       A estrutura do DENV foi resolvida através de uma combinação das técnicas de 

microscopia crioeletrônica e cristalografia de raios X. No sobrenadante de células infectadas, 

o vírus é encontrado como partícula madura (infecciosa) e imatura (não infecciosa) com um 

diâmetro de aproximadamente 50 e 60 nm, respectivamente. Ambas as partículas são 

compostas por nucleocapsídeo, que consiste do RNA genômico em conjunto com múltiplas 

cópias da proteína do capsídeo (C), envolto por uma bicamada lipídica proveniente da célula 

hospedeira. Possuem em suas superfícies as glicoproteínas E (envelope) e prM (precursora da 

proteína de membrana) ou  proteína M (membrana), que apresentam diferentes conformações 

nas distintas formas (figura 1.1) (Lindenbach e cols., 2007; Perera e Kuhn, 2008). Durante a 

infecção, partículas subvirais também são produzidas e apresentam um diâmetro de 

aproximadamente 32 nm. São constituídas pelas glicoproteína E e proteína M, mas não 

possuem nucleocapsídeo, sendo, assim, não infecciosas (Mukhopadhyay e cols., 2005; 

Junjhon e cols., 2008). 

       O genoma viral consiste de uma fita simples de RNA de polaridade positiva com 

aproximadamente 11 kb de comprimento. Este codifica uma única fase aberta de leitura 
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(ORF) flanqueada pelas regiões não codificantes 5’ e 3’, que são importantes para a 

amplificação do RNA viral. Na porção terminal da região 5’ há uma estrutura cap, porém na 

região 3’, apesar de existir estruturas de RNA conservadas, não há cauda poli-A. O RNA 

genômico é diretamente utilizado como RNA mensageiro (mRNA) para a síntese da 

poliproteína precursora (figura 1.2), que é posteriormente clivada, por uma combinação de 

proteases viral e do hospedeiro, em três proteínas estruturais (C, prM e E), que constituem a 

partícula viral, e sete não estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5), 

envolvidas na replicação e montagem do vírus, bem como na modulação da resposta do 

hospedeiro (Alvarez e cols., 2005; Lindenbach e cols., 2007; Perera e Kuhn, 2008; Fernandez-

Garcia e cols., 2009).      

 

 

Figura 1.1. Estrutura do vírus dengue. Ao centro, esquema da organização das proteínas 

tanto na partícula viral imatura quanto na madura (adaptada de Heinz e Allison, 2001). À 

esquerda, vírus imaturo com projeções e à direita, vírus maduro liso (Perera e Kuhn, 2008). 

 

 

Figura 1.2. Organização do genoma do vírus dengue. A única fase aberta de leitura (ORF), 

flanqueada pelas regiões não codificantes 5’ e 3’, codifica uma poliproteína precursora 

(adaptada de Fernandez-Garcia e cols., 2009).               
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1.1.3. Ciclo de replicação 

        O ciclo de replicação inicia-se quando o DENV infecta uma célula hospedeira 

permissiva (Clyde e cols., 2006). Em estudos realizados com espécimes obtidos de pacientes 

com dengue observou-se a presença de RNA ou antígenos virais em diversos tecidos e órgãos, 

incluindo fígado, baço, cérebro, linfonodo, rim, pulmão, coração, medula óssea e pele 

(Boonpucknavig e cols., 1979; Bhoopat e cols., 1996; Miagostovich e cols., 1997; de Araujo e 

cols., 2009). O DENV pode infectar uma variedade de tipos celulares in vivo, como as células 

dendríticas, monócitos, macrófagos, linfócitos e células endoteliais (Bente e Rico-Hesse, 

2006). In vitro, o vírus também é capaz de infectar diversas células de mamíferos, e, portanto, 

algumas linhagens celulares têm sido extensamente utilizadas, tais como as de fibroblastos 

provenientes de rim de hamster – BHK-21 (Baby Hamster Kidney) – e as de hepatócitos 

derivadas de hepatocarcinoma humano – HepG2 (Henchal e Putnak, 1990; Clyde e cols., 

2006). 

       O primeiro contato entre o vírus e a célula hospedeira se dá através da interação da 

glicoproteína E com alguns receptores da superfície celular. Evidências sugerem que o 

receptor DC-SIGN esteja envolvido na infecção de células dendríticas pelo DENV (Navarro-

Sanchez e cols., 2003; Tassaneetrithep e cols., 2003). Entretanto, a endocitose mediada por 

este receptor parece ser dispensável para a replicação viral e propõe-se que o DC-SIGN atue 

como facilitador da interação do DENV com outro receptor que possa promover a sua 

internalização (Lozach e cols., 2005). Além deste, tem sido proposto a interação do DENV 

com outros receptores, incluindo o receptor para manose (Miller e cols., 2008), CLEC5A 

(Chen e cols., 2008), GRP78 (BiP) (Jindadamrongwech e cols., 2004), bem como moléculas 

associadas ao CD14 (Chen e cols., 1999). 

       A internalização do DENV ocorre por endocitose mediada pela rede de clatrinas (80%) 

ou macropinocitose (20%) (Suksanpaisan e cols., 2009). O ambiente ácido do endossoma 

induz uma mudança conformacional na glicoproteína E, propiciando a fusão entre as 

membranas viral e da célula hospedeira, o que culmina na liberação do nucleocapsídeo no 

citoplasma celular (Mukhopadhyay e cols., 2005; Melo e cols., 2009). 

       A proteína C dissocia-se do RNA viral e, uma vez no citoplasma da célula, este é 

traduzido em uma poliproteína precursora. Esta permanece ancorada à membrana do retículo 

endoplasmático (RE), onde é co e pós-traducionalmente clivada, por proteases viral e do 

hospedeiro, em três proteínas estruturais e sete não estruturais (figura 1.3) (Mukhopadhyay e 

cols., 2005; Clyde e cols., 2006). 

       Após a tradução, a proteína NS5, que age como RNA polimerase dependente de RNA, 

produz o RNA viral de polaridade negativa, que atua como molde para a síntese de novas 
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cópias de polaridade positiva. Estas, por sua vez, podem ser empacotadas em partículas virais 

ou servir como mRNA (Fernandez-Garcia e cols., 2009). A replicação viral ocorre em 

estruturas de membranas induzidas pelo DENV, conhecidas como complexo de replicação 

(RC) (Mackenzie e cols., 1996; Grief e cols., 1997; Welsch e cols., 2009). Este é composto 

por RNA viral, proteínas virais e provavelmente fatores do hospedeiro. Acredita-se que o RC 

seja eficiente por ancorar a maquinaria de replicação em compartimentos de membrana e/ou 

por proteger este processo dos mecanismos de defesa do hospedeiro. 

 

    

Figura 1.3. Topologia e sítios de clivagem da poliproteína do vírus dengue na membrana 

do retículo endoplasmático. O RNA viral é traduzido em uma poliproteína precursora que 

permanece ancorada à membrana do RE, onde é clivada por proteases viral e celulares (setas) 

originando dez proteínas virais. As glicoproteínas prM e E são liberadas da poliproteína 

através da ação da signalase (seta azul) no RE, porém permanecem ancoradas na parte luminal 

da membrana. A sequência sinal da proteína C é clivada pela serina protease NS3 e seu 

cofator NS2B (NS2B/NS3) (seta vermelha). Durante a maturação da partícula viral, a 

glicoproteína prM é processada pela furina (seta rosa), originando o peptídeo pr e a proteína 

M. As proteínas NS são clivadas principalmente pela protease viral no citoplasma, com 

exceção da NS1, que é liberada da NS2A por uma protease desconhecida (seta verde) no 

lúmen do RE. NS2A/2B e NS4A/4B ficam ancoradas no RE como proteínas 

transmembranares (adaptada de Perera e Kuhn, 2008). 

      

        A montagem do vírus ocorre no lúmen do RE. O RNA viral é complexado com múltiplas 

cópias da proteína C seguido por empacotamento em uma bicamada lipídica derivada do RE, 

contendo heterodímeros das glicoproteínas prM e E. Após transporte pela via secretória do 

hospedeiro, a maturação viral se dá na rede trans-Golgi através da clivagem, mediada por 
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furina, da prM em M. Por fim, as partículas virais são liberadas no meio extracelular por 

exocitose (Fernandez-Garcia e cols., 2009).   

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

 

 

Figura 1.4. Ciclo de replicação do vírus dengue. O DENV é internalizado por endocitose 

mediada por receptor (1). O ambiente ácido no interior do endossoma induz fusão entre as 

membranas viral e do hospedeiro (2), resultando na liberação do genoma viral no citoplasma 

celular (3). A tradução do RNA viral é seguida por processamento da poliproteína precursora 

através de proteases viral (seta azul) e do hospedeiro (seta preta) (4). Os sítios de clivagem e a 

topologia das proteínas estruturais (verde) e não estruturais (vermelho), na membrana do RE, 

estão esquematicamente ilustradas. Após a tradução, o RC é montado em estruturas de 

membranas induzidas pelo vírus, dando início à replicação do DENV (5). Há a transcrição do 

RNA (+) em RNA (-), que atua como molde para a síntese de novas cópias de RNA (+). Estas 

podem servir como mRNA ou ser empacotadas em partículas virais (6). O empacotamento 

ocorre na superfície do RE seguido por brotamento das proteínas estruturais e RNA (+) no 

lúmen do RE. Os vírus imaturos resultantes são transportados pelo trans-Golgi, onde a furina 

medeia a clivagem da prM em M gerando partículas infecciosas maduras (7), que são 

liberadas por exocitose (8) (adaptada de Fernandez-Garcia e cols., 2009).          

          

1.1.4. Transmissão 

       Algumas espécies de mosquitos Aedes, dependendo da área geográfica, atuam como 

agentes transmissores da dengue, incluindo A. aegypti, A. albopictus, A. polynesiensis e outros 
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membros do grupo A. scutellaris; e, portanto, o DENV é um arbovírus – termo ecológico 

utilizado para descrever vírus que requerem artrópodes para completar seus ciclos de vida 

(Gubler, 1998a,2002b).  

       Existem dois ciclos de transmissão do DENV, o ciclo urbano e o silvestre. O ciclo urbano 

envolve os humanos, que atuam como hospedeiros reservatórios e amplificadores, e 

geralmente os mosquitos A. aegypti como vetores. O A. aegypti é antropofílico, extremamente 

adaptado ao ambiente urbano, possui ampla distribuição geográfica e está estabelecido em 

virtualmente todos os países tropicais. O A. albopictus é considerado vetor secundário no 

sudeste asiático, oeste do Pacífico, Américas do Sul e Central. Embora aquele desempenhe o 

papel mais importante na transmissão urbana, este e outras espécies secundárias podem ser 

mais suscetíveis às infecções experimentais e em algumas áreas, os vetores mais importantes 

(Ali e cols., 2003; Halstead, 2008; Kyle e Harris, 2008; Weaver e Vasilakis, 2009). 

       O ciclo silvestre ocorre nas florestas do sudeste asiático e do oeste africano, entre 

primatas não humanos e, na maioria dos casos, mosquitos A. albopictus (Kyle e Harris, 2008). 

Por ser um vírus completamente adaptado aos humanos, o DENV, ao contrário da maioria dos 

arbovírus, perdeu a necessidade do ciclo silvestre para a manutenção de epidemias 

(Mackenzie e cols., 2004).  

       Para que haja transmissão, a fêmea do mosquito Aedes spp. deve picar um indivíduo 

infectado durante a fase virêmica da doença. Após o repasto sanguíneo, ocorre o período de 

incubação extrínseco, com duração de 8-12 dias, tornando o mosquito infectado e, portanto, 

transmissor do DENV (McBride e Bielefeldt-Ohmann, 2000). Este se mantém infectado por 

toda a sua vida (TDR e WHO, 2009). Por consequência, ao picar um indivíduo saudável 

ocorre a infecção do mesmo, promovendo o período de incubação intrínseco com duração 

média de 4,5-7 dias (Halstead, 2008). O ciclo se repete quando mosquitos não infectados se 

alimentam de um indivíduo nesta fase. 

 

1.1.5. Aspectos epidemiológicos 

       As primeiras epidemias de uma doença semelhante à dengue foram documentadas na 

Ásia, África e América do Norte em 1779-1780, quando a indústria naval e o comércio 

estavam em expansão. A partir daí, as epidemias de dengue ocorreram em intervalos longos, 

de 10 a 40 anos, uma vez que a principal forma de transporte de vetores e vírus, entre os 

centros populacionais, se dava através das embarcações a vela. A introdução de novas cepas 

virais e sorotipos era rara, refletindo na baixa frequência das epidemias (Gubler, 

1998a,2002a). Contudo, um novo padrão endêmico da doença, acompanhado pelo aumento na 

incidência de casos graves, surgiu no sudeste asiático, após a Segunda Guerra Mundial 
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(Henchal e Putnak, 1990). As alterações ecológicas decorrentes do pós-guerra contribuíram 

para a disseminação tanto do A. aegypti quanto do DENV, favorecendo a ressurgência de 

epidemias em diversos países desta região nas décadas de 50 e 60. Na década de 70, o 

desenvolvimento econômico associado ao crescimento populacional, à urbanização 

descontrolada e à falta de controle efetivo do vetor foram importantes na dispersão da doença 

por todo o sudeste da Ásia (Wilder-Smith e Gubler, 2008). A circulação de mais de um 

sorotipo na Ásia em conjunto ao intenso movimento de pessoas infectadas através de viagens 

aéreas internacionais, propiciaram a distribuição do vírus e mosquito, durante as décadas de 

70 e 80, para as ilhas do Pacífico e América tropical (Gubler, 1998b).  

       Nas décadas de 50 e 60, a maioria dos países da América do Sul e Central adotaram 

campanhas de erradicação do mosquito A. aegypti. Estas foram coordenadas pela Organização 

Pan-americana de Saúde (OPAS), que embora dirigidas para o controle da febre amarela, 

proporcionaram também a eliminação da dengue. Porém, na década de 70, devido ao 

surgimento de outras prioridades e à redução de recursos, o programa de erradicação foi 

interrompido e essa espécie voltou a infestar a maioria desses países tropicais. Apesar das 

mudanças epidemiológicas terem sido mais dramáticas nas Américas, o número de casos da 

doença também aumentou nas ilhas do Pacífico e Caribe. Este aumento foi seguido pelo 

surgimento de epidemias e formas graves, além de hiperendemicidade (Gubler, 1998a,b; 

Mackenzie e cols., 2004; Schatzmayr e Cabral, 2009). 

       Como consequência desse quadro, a dengue é considerada hoje uma das principais 

doenças infecciosas em termos de morbidade e mortalidade (Guzman e Kouri, 2002). 

Atualmente, cerca de 2,5 bilhões de pessoas vivem em áreas onde há risco de transmissão, 

que ocorre nas regiões tropical e subtropical do mundo (figura 1.5), predominantemente em 

áreas urbanas e semi-urbanas. Estima-se que 50 milhões de infecções, com 500.000 casos de 

formas graves da doença, ocorram em mais de 100 países ocasionando 22.000 mortes 

anualmente (WHO, 2009). Apesar de menos de 10% dos casos sintomáticos de dengue ser 

notificado e cerca de 50-90% das infecções serem assintomáticas, a Organização Mundial de 

Saúde (OMS) classificou a dengue como a principal arbovirose humana (WHO, 1997; Kyle e 

Harris, 2008). 

 



9 

 

 

Figura 1.5. Distribuição global da dengue em 2010. (Adaptada de WHO, 2010 

(http://www.who.int/ith/en/)). 

 

1.1.5.1. Dengue no Brasil 

       Com a disseminação do DENV pela América tropical e a reinfestação do Brasil pelo A. 

aegypti em 1977, houve a reintrodução do vírus no país na década de 80. A partir de então, 

mais de 60% dos casos de dengue reportados nas Américas ocorreram no Brasil (Nogueira e 

cols., 2007).  

       O relato mais antigo de uma doença clinicamente compatível com a dengue foi em 1846, 

no Rio de Janeiro. Casos da doença foram descritos em Curitiba (PR) e no estado do Rio 

Grande do Sul, em 1917; no Rio de Janeiro, em 1922; e em Niterói (RJ), em 1923. No 

entanto, o primeiro surto de dengue documentado ocorreu em Boa Vista (RR), nos anos de 

1981 e 1982, na qual os sorotipos 1 e 4 foram isolados de pacientes e vetores. Este episódio 

foi contido pelo programa local de controle do vetor, que foi importante para a extinção da 

doença nos próximos 4 anos. Entretanto, com a dificuldade de implantar campanhas efetivas 

de combate ao mosquito houve a dispersão do vírus para outras cidades (Figueiredo, 2000; 

Nogueira e cols., 2007). 

       A primeira grande epidemia aconteceu com a entrada do DENV-1, em 1986, no estado do 

Rio de Janeiro e a situação se agravou consideravelmente com a introdução do DENV-2 em 

Niterói (RJ) no ano de 1990, onde foi registrado o primeiro caso fatal da doença (Nogueira e 

cols., 1991; Nogueira e cols., 2007).     
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       Desde então, a dengue, acompanhando a expansão do A. aegypti, implantou-se em 

praticamente todo o país, que contava, ainda, com o risco de entrada dos outros dois sorotipos 

presentes em países vizinhos, como Colômbia, Venezuela, México e Caribe (Schatzmayr, 

2001). Por conseguinte, em dezembro de 2000, o DENV-3 foi isolado primeiramente no 

município de Nova Iguaçu (RJ), sendo responsável pela alarmante epidemia no verão de 

2001-2002, marcada pelo maior número de casos e mortes confirmados até aquele momento, 

bem como por manifestações clínicas mais graves. Somente no estado do Rio de Janeiro, em 

2002, foram documentados 288.245 casos de dengue, 1.831 casos de formas graves da doença 

e 91 óbitos. Essas notificações excederam os 1.621 casos de formas graves da dengue e 76 

óbitos registrados em todo o país desde a reintrodução do DENV em 1986 (Nogueira e cols., 

2001; Nogueira e cols., 2005). 

       O DENV-3 predominou na grande maioria dos estados brasileiros entre 2002 e 2006. No 

período entre 2007 e 2009, houve a substituição para o DENV-2, contribuindo fortemente 

para a ocorrência de epidemias em diversos estados. Ao longo de 2009, porém, ocorreu uma 

nova mudança no sorotipo preponderante, com a recirculação importante do DENV-1 em 

alguns estados (Informe Epidemiológico da Dengue, MS/SVS, 2010).  

       Segundo dados da OPAS, no período entre 2002 e 2009 foram notificados no país, mais 

de 3,5 milhões de casos da doença. Até julho de 2010, a Secretaria de Vigilância em Saúde do 

Ministério da Saúde (SVS/MS) registrou 482.284 casos confirmados de dengue, 2.271 casos 

de formas graves da doença e 367 óbitos. Além disso, foi constatado que 20 dos 27 estados 

apresentaram um aumento no número de casos quando comparado ao mesmo período de 

2009. Acredita-se que a recirculação do DENV-1 pode ser um dos fatores envolvidos neste 

aumento observado em 2010, em virtude da baixa circulação deste sorotipo ao longo da 

década (Informe Epidemiológico da Dengue, MS/SVS, 2010). Como consequência, o Brasil 

se tornou, no século XXI, o país com a maior quantidade de casos notificados de dengue e, 

por este motivo, ocupa o primeiro lugar no ranking internacional de casos total da doença 

(Teixeira e cols., 2009). 

       É importante ressaltar que o DENV-4 já foi isolado recentemente em Roraima, 

totalizando 10 casos confirmados até agosto de 2010. Teixeira e colaboradores já haviam 

declarado em 2005 que a introdução deste sorotipo era possível devido ao intenso transporte 

marítimo e aéreo entre o Brasil e outros países afetados. O DENV-4 não circulava no Brasil 

há 28 anos e fica difícil prever se o mesmo apresentará força de transmissão no território 

nacional. Como prevenção, o MS adotou algumas medidas como programas de educação em 

saúde e combate ao vetor, bem como vigilância epidemiológica (Teixeira Mda e cols., 2005; 

Nota técnica, MS/SVS, 2010). 
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1.1.6. Manifestações clínicas 

       Após o período de incubação, a infecção por qualquer um dos quatro sorotipos pode 

resultar em formas assintomáticas ou subclínicas, além de um amplo espectro de gravidade da 

doença. As manifestações clínicas da dengue se apresentam como quadros de febre 

indiferenciada, que caracterizam a Febre da Dengue (FD), ou quadros graves que podem 

evoluir ao óbito, conhecidos como Febre Hemorrágica da Dengue (FHD) e Síndrome de 

Choque da Dengue (SCD) (TDR e WHO, 2009). 

       A FD manifesta-se como uma doença febril aguda e autolimitada que ocorre do segundo 

ao sétimo dia após a infecção. É marcada por febre ≥ 39°C de início abrupto, cefaléia, dor 

retro-orbitária, mialgia, artralgia, náuseas e vômitos. Estes sintomas podem ser acompanhados 

por leucopenia e trombocitopenia, bem como manifestações hemorrágicas. Por volta de uma 

semana após o estabelecimento da doença, os pacientes normalmente se recuperam sem 

complicações e, em vista disto, a FD raramente está associada à morte. Contudo, durante o 

curso de infecção pelo DENV, alguns pacientes podem progredir para as formas mais graves 

da doença (Kurane, 2007; Noisakran e Perng, 2008). 

       As manifestações clínicas iniciais da FHD são similares as da FD. Todavia, o que 

determina a gravidade e a diferencia da forma não grave é o extravasamento de plasma, que 

ocorre devido ao aumento na permeabilidade vascular, sendo acusado por hematócrito 

elevado. Além disto, trombocitopenia (≤ 100.000/mm
3
), leucopenia, manifestações 

hemorrágicas, distúrbios na coagulação e danos hepáticos também são observados (WHO, 

1997; Solomon e Mallewa, 2001; Noisakran e Perng, 2008). 

       A FHD pode evoluir para a SCD, que é caracterizada por falência circulatória, incluindo 

diminuição da pressão de pulso, hipotensão e choque hipovolêmico. Este último está 

associado ao extravasamento plasmático e o seu prolongamento promove o desenvolvimento 

de acidose metabólica, sangramento no trato gastrointestinal e em outros órgãos. O choque 

tem curta duração, podendo levar ao óbito entre 12 e 24 horas caso não haja reposição 

volêmica (WHO 1997; Rigau-Perez e cols., 1998).   

 

1.1.7. Imunopatogênese 

       No início do século XX, a busca por modelos animais capazes de reproduzir os sinais 

clínicos da dengue tornou-se intensa, visto que estudos em humanos são considerados 

complicados em virtude das rápidas mudanças no quadro clínico, da dificuldade na obtenção 

de espécimes provenientes de pacientes com hemostase prejudicada, além de outros fatores. 

Dentro deste contexto, inúmeros modelos murinos foram desenvolvidos, embora nenhum 

deles seja capaz de representar o amplo espectro da doença (Atrasheuskaya e cols., 2003; 
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Bente e Rico-Hesse, 2006). Estes modelos incluem tanto a infecção de camundongos 

selvagens com o DENV isolado de paciente (Paes e cols., 2005; Paes e cols., 2009), quanto de 

camundongos selvagens, transplantados com células humanas ou imunocomprometidos com 

cepas de vírus adaptadas à via intracerebral (Atrasheuskaya e cols., 2003; Bente e Rico-Hesse, 

2006; Yauch e Shresta, 2008; Souza e cols., 2009). Apesar das limitações, os modelos 

murinos representam importantes avanços para as pesquisas em patogênese da dengue, já que 

os camundongos reproduzem alguns dos sinais clínicos observados em humanos, tais como: 

viremia, febre, trombocitopenia, hemoconcentração, aumento na permeabilidade vascular, 

injúria hepática, níveis elevados de citocinas e quimiocinas, hemorragia tecidual, hipotensão 

e/ou morte. 

       As hipóteses propostas para a compreensão da patogenia da FHD/SCD foram baseadas, 

principalmente, em observações experimentais in vitro e, mais recentemente, graças ao 

desenvolvimento de um modelo animal que apresenta as características clínicas da forma 

grave da doença, em modelos experimentais in vivo. Acredita-se que diversos fatores possam 

influenciar a gravidade da doença, incluindo fatores relacionados ao hospedeiro e ao vírus 

(Atrasheuskaya e cols., 2003; Green e Rothman, 2006; Souza e cols., 2009). Entretanto, os 

mecanismos moleculares envolvidos na progressão da doença para as formas mais graves 

ainda não foram completamente esclarecidos (Kyle e Harris, 2008). 

 

1.1.7.1. Fatores virais 

       Com o advento das técnicas que permitiram o sequenciamento do genoma, os quatro 

sorotipos do DENV foram classificados em distintos grupos genéticos ou genótipos. Há 

evidências de que a variabilidade genética entre as cepas virais pode estar associada a 

diferenças na virulência (Cologna e Rico-Hesse, 2003; Rico-Hesse, 2009). De fato, 

comparações entre genótipos virais e dados epidemiológicos permitiram a associação das 

elevadas taxas de transmissão e da incidência de FHD com grupos virais específicos (Rico-

Hesse e cols., 1997; Messer e cols., 2003).  

       Leitmeyer e cols. demonstraram as desigualdades entre o DENV-2 genótipo sudeste 

asiático, que tem sido associado com FD e FHD, e o DENV-2 genótipo americano, 

comumente relacionado com FD. Foi observado que as diferenças nas sequências da 

glicoproteína E e das regiões não codificantes 5’ e 3’ do genoma podem estar relacionadas 

com as alterações na virulência entre os diferentes genótipos (Leitmeyer e cols., 1999; Pryor e 

cols., 2001). 

       Além da virulência, outros fatores como viremia e presença de proteínas virais no sangue 

podem estar relacionados com a gravidade da doença (Clyde e cols., 2006). No entanto, os 
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estudos são controversos. Foi demonstrado, durante um surto em Taiwan no ano de 1998, 

uma correlação positiva entre a viremia e o desenvolvimento de FHD pelo DENV-3 (Wang e 

cols., 2003). Em paralelo aos altos títulos virais, a forma secretada da proteína NS1 estava 

presente em maior quantidade no plasma de pacientes com FHD em comparação aos com FD 

(Libraty e cols., 2002). Por outro lado, foi observado, durante surtos em Taiwan nos anos de 

2002 e 2003 pelo DENV-2, que a viremia de pacientes com FD ou FHD não era 

significativamente diferente (Chen e cols., 2005). 

               

1.1.7.2. Fatores do hospedeiro 

       Dados epidemiológicos indicam que cerca de 90% dos casos de FHD ocorrem em 

infecções secundárias heterólogas (Mathew e Rothman, 2008). A fim de explicar essas 

observações, a teoria da amplificação dependente de anticorpos (ADE – antibody dependent 

enhancement) foi proposta (Halstead e O'Rourke, 1977; Halstead, 1988). De acordo com esta 

teoria, anticorpos específicos contra o sorotipo do DENV, provenientes da infecção primária, 

seriam capazes de reconhecer o sorotipo heterólogo, porém incapazes de neutralizá-lo. A 

opsonização do vírus infectante por anticorpos IgG não neutralizantes levaria à formação de 

complexo imune capaz de ligar-se a receptores que reconhecem a porção Fc das moléculas de 

anticorpo IgG (FcγR), presentes na superfície de células alvo, tais como monócitos e 

macrófagos. Isso facilitaria a entrada do DENV nestas células, culminando no aumento da 

replicação viral e consequentemente maior título viral, produção de citocinas e ativação de 

células do sistema imunológico; contribuindo para o desenvolvimento das formas graves da 

doença (Kliks e cols., 1989; McBride e Bielefeldt-Ohmann, 2000; Vaughn e cols., 2000; 

Green e Rothman, 2006). 

       A hipótese da ADE tem sido demonstrada principalmente através de observações 

epidemiológicas e estudos in vitro (McBride e Bielefeldt-Ohmann, 2000). Embora esta 

hipótese seja um dos mecanismos mais aceitos e difundidos para explicar a evolução para a 

FHD/SCD, a relevância deste fenômeno in vivo ainda não foi completamente esclarecida 

(Mathew e Rothman, 2008). Dados recentes mostraram um aumento significativo nos títulos 

virais em primatas não humanos que receberam anticorpos anti-DENV e, em seguida, 

infectados com sorotipo heterólogo, sugerindo que este fenômeno possa ocorrer in vivo 

(Goncalvez e cols., 2007).  

       Desde 1945, Cuba não registrava casos de dengue, entretanto em 1977-1978 houve uma 

epidemia causada pelo DENV-1. A população cubana, então, ficou sob risco de infecção 

secundária caso um diferente sorotipo fosse introduzido no país. Isto aconteceu em 1981, com 

a introdução do DENV-2. Nesta nova epidemia, quadros mais graves foram notificados e 
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testes realizados em pacientes que desenvolveram FHD/SCD mostraram, em 98% dos casos 

examinados, um padrão sorológico consistente com infecção secundária. Adicionalmente, 

crianças menores de dois anos, nascidas depois da primeira epidemia, não desenvolveram as 

formas graves da doença. Entretanto, crianças menores de um ano evoluíram ao óbito e 

acredita-se que estas eram nascidas de mães imunes ao DENV-1 (Kouri e cols., 1989).  

       Em outro estudo, foi constatado que a infecção de células THP-1 na presença de 

anticorpos não neutralizantes promoveu aumento tanto da replicação viral quanto da 

expressão de citocinas anti-inflamatórias, como interleucinas (IL) -6 e -10. Por outro lado, a 

produção de IL-12, interferon (IFN) -γ e óxido nítrico foi suprimida. Sendo assim, a ADE 

facilita não apenas o processo de internalização viral, mas modifica os mecanismos antivirais 

de resposta intracelular, resultando no aumento da replicação do DENV e contribuindo para a 

patogênese da doença (Chareonsirisuthigul e cols., 2007).  

       As pesquisas têm focado quase que exclusivamente em infecções secundárias e, portanto, 

têm ignorado os casos de infecções primárias que evoluem para as formas mais graves e até 

mesmo ao óbito (Halstead e cols., 2002). Aproximadamente 10% dos casos de FHD/SCD 

ocorrem em pacientes durante a primeira infecção, dos quais a maioria são crianças entre 6 e 

12 meses de vida (Green e Rothman, 2006). Acredita-se que anticorpos maternos IgG anti-

DENV sejam transferidos através da placenta, contribuindo para o fenômeno da ADE que 

também parece estar associado ao desenvolvimento de FHD em crianças menores de 1 ano de 

idade (Simmons e cols., 2007). Durante os primeiros meses de vida, estes anticorpos 

protegem as crianças da infecção pelo DENV. Porém, aos 6 meses de idade, os títulos de 

anticorpos anti-DENV decaem para níveis subneutralizantes e aos 12 meses de vida 

desaparecem do soro, reduzindo, portanto, o risco de desenvolvimento das formas graves 

(Halstead e cols., 2002; Watanaveeradej e cols., 2003; Pengsaa e cols., 2006). 

       Outra teoria que explica a maior gravidade da dengue observada na infecção secundária é 

a do “pecado antigênico original” (Mongkolsapaya e cols., 2003). Durante a infecção 

secundária, ocorre um aumento da apresentação de antígenos bem como da ativação de 

células T CD4
+
 e CD8

+
 de memória da infecção prévia por outro sorotipo. A proliferação 

dessas células T de memória, mas de baixa especificidade para o outro sorotipo, se sobressai 

em relação à expansão das células T “naive” (não ativadas previamente) de maior avidez para 

o sorotipo infectante, promovendo uma alteração na resposta imunopatológica (Pang e cols., 

2007; Mathew e Rothman, 2008). Neste cenário, há também um aumento na secreção de 

citocinas proinflamatórias, tais como IFN-γ e TNF-α, que podem agir diretamente sobre as 

células do endotélio vascular, resultando em aumento da permeabilidade e extravasamento do 

plasma (Mangada e cols., 2002). 
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       Entretanto, durante a infecção primária pelo DENV também foi observado que a 

concentração de determinados mediadores inflamatórios encontrava-se aumentada (Iyngkaran 

e cols., 1995). Sendo assim, acredita-se que um dos fatores responsáveis pela evolução da 

doença para as formas mais graves é a ativação, principalmente, de células T, 

monócitos/macrófagos, células dendríticas, hepatócitos e células endoteliais, que culmina na 

liberação exacerbada de citocinas (Pang e cols., 2007). Portanto, é de se esperar que pacientes 

com FD apresentem níveis ou perfis de mediadores inflamatórios diferentes daqueles 

observados em pacientes com FHD (Pacsa e cols., 2000). De fato, a análise do soro de 

pacientes infectados indicou que a concentração de IL-12 (Pacsa e cols., 2000) e da proteína 

inflamatória de macrófagos (MIP) -1β (Bozza e cols., 2008) encontrava-se elevada durante a 

FD quando comparada com a FHD. Em contrapartida, os níveis de IL-4 (Bozza e cols., 2008), 

IL-8 (Raghupathy e cols., 1998), IL-10 (Green e cols., 1999), IL-13 (Mustafa e cols., 2001; 

Bozza e cols., 2008), fator estimulador de colônias de granulócitos-macrófagos (GM-CSF) 

(Bozza e cols., 2008) e fator inibidor da migração de macrófagos (MIF) (Chen e cols., 2006) 

estavam elevados durante a FHD quando comparados com a FD. 

       A análise do secretoma de células HepG2 demonstrou que o MIF era produzido durante a 

infecção in vitro pelo DENV-2 (Higa e cols., 2008). O MIF é um mediador proinflamatório 

expresso por distintos tipos celulares, não apenas do sistema imunológico, e liberado em 

resposta a diversos estímulos. Os efeitos mediados pelo MIF, em parte através do receptor 

CD74-CD44, CXCR2 e CXCR4, incluem a indução da produção de mediadores 

inflamatórios, a expressão de receptores do tipo Toll (TLR) e moléculas de adesão, a 

neutralização dos efeitos dos glicocorticóides, o potencial quimioatrativo e o aumento da 

sobrevida de leucócitos (Calandra e Roger, 2003; Leng e cols., 2003; Shi e cols., 2006; 

Bernhagen e cols., 2007). Como observado em pacientes com sepse (Bozza e cols., 2004), a 

concentração desta citocina estava relacionada à gravidade da dengue (Chen e cols., 2006), 

porém o papel do MIF na patogênese da doença ainda precisa ser investigado. 

       Algumas das manifestações clínicas observadas durante as formas graves da dengue se 

assemelham às mudanças patofisiológicas observadas em animais após a ativação sistêmica 

do receptor do fator de ativação plaquetária (PAF) (Ishii e Shimizu, 2000; Stafforini e cols., 

2003). Macrófagos obtidos de pacientes infectados pelo DENV-1 liberam quantidades 

significativas de PAF quando comparados com o controle (Yang e cols., 1995). Em modelo 

animal de infecção in vivo, foi observado que a ativação do receptor do PAF (PAFR) estava 

envolvida no aumento da permeabilidade vascular, trombocitopenia, níveis elevados de 

citocinas, choque e hemorragia. Os resultados demonstram que este receptor desempenha 

funções durante a infecção experimental pelo DENV e o seu bloqueio previne manifestações 
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graves da doença e o aumento do título viral sistêmico, sugerindo um papel importante do 

PAF durante a evolução da doença para as formas mais graves (Souza e cols., 2009).         

       Além disso, foi demonstrado que alguns marcadores imunológicos podem estar 

diretamente relacionados com sintomas específicos da doença. Há correlação entre a 

concentração de GM-CSF com hipotensão; por outro lado, MIP-1β mostrou-se associado com 

bom prognóstico e acredita-se que este efeito seja devido ao seu potencial quimioatrativo e 

ativador de células NK, que são eficientes no controle de vírus (Bozza e cols., 2008). No 

entanto, os fatores determinantes da produção diferencial dos diversos mediadores, bem como 

os papéis de cada uma destas moléculas no complexo cenário fisiopatológico da dengue 

necessitam esclarecimento. 

       Através da análise da expressão de genes envolvidos na resposta imune inata, Gomes e 

colaboradores associaram alguns destes genes com a gravidade da dengue. Neste estudo foi 

observado que os níveis de expressão de TLR7 e MYD88 estavam significativamente 

elevados em pacientes com FHD quando comparados com pacientes com FD, sugerindo que o 

padrão de expressão de determinados genes possa ser importante na distinção entre os 

pacientes com a forma grave da doença daqueles com a forma clássica (Gomes e cols., 2010).    

       A relação entre a gravidade da dengue e a ativação exacerbada do sistema imunológico 

fez alguns pesquisadores sugerirem que a resposta imune aos componentes do DENV pudesse 

contribuir para uma reação autoimune, que, por fim, levaria ao desenvolvimento da FHD/SCD 

(Halstead, 2007). Foi demonstrada uma reatividade cruzada de anticorpos anti-NS1 com 

células endoteliais, culminando na ativação das mesmas. Esta ativação era acompanhada pela 

produção de IL-6, IL-8 e da proteína quimiotática de monócitos do tipo 1 (MCP-1), bem 

como pelo aumento na expressão da molécula de adesão intercelular (ICAM) -1 e na 

capacidade de aderência às células mononucleares do sangue periférico (PBMC) (Lin e cols., 

2005). Desta forma, a hipótese da autoimunidade ou do mimetismo molecular propõe que a 

disfunção endotelial, observada durante os casos graves, seja resultante da reatividade cruzada 

entre anticorpos anti-NS1 e proteínas do hospedeiro e/ou células endoteliais (Halstead, 2007). 

       Outros fatores, incluindo a ativação do complemento, também foram propostos na 

patogenia da dengue. Avirutnan e colaboradores demonstraram que a proteína NS1 era capaz 

de ativar esta via (Avirutnan e cols., 2006). Adicionalmente, foi observado através de estudos 

clínicos que os níveis tanto desta proteína quanto dos produtos provenientes da ativação da 

cascata do complemento estavam presentes em grande quantidade, antes da ocorrência do 

extravasamento plasmático, em pacientes infectados (Nishioka, 1974; Avirutnan e cols., 2006; 

Wang e cols., 2006). Recentemente, foi demonstrado que pacientes com FHD apresentavam 

níveis elevados de C3a, C4a, C5a e fator D quando comparados com pacientes com FD. Por 
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outro lado, os níveis de C3 e fator H encontravam-se reduzidos em pacientes com a forma 

grave da doença quando comparados com pacientes com a forma clássica (Nascimento e cols., 

2009). Sendo assim, as evidências sugerem que a ativação exacerbada da via do complemento 

esteja envolvida no desenvolvimento das formas graves da doença e que o desequilíbrio nos 

níveis dos fatores D e H esteja associado à regulação anormal desta via em pacientes com 

FHD.   

       Alguns fatores de risco para o desenvolvimento das formas graves foram sugeridos, 

incluindo asma brônquica, anemia falciforme e diabetes (Guzman e Kouri, 2008). Em Cuba, 

alguns casos graves e até mesmo fatais mostraram-se significativamente associados a essas 

doenças crônicas (Guzman, 2005). Um estudo demonstrou que a idade dos pacientes também 

pode ser considerada um fator de risco, uma vez que a mortalidade em crianças de 3 a 14 anos 

de idade, com infecções secundárias, foi 14,5 vezes maior quando comparada em adultos de 

15 a 39 anos (Guzman e cols., 2002).  

       Quanto à contribuição genética para a patogênese da dengue, foi observado que 

caucasianos apresentam uma maior predisposição para o desenvolvimento de FHD em relação 

aos negróides e, portanto, diversos genes humanos que regulam a gravidade da doença podem 

estar distribuídos de forma desigual entre as raças (de la e cols., 2007). Estudos sugerem que 

polimorfismos nos genes ligados ao complexo do antígeno leucocitário humano (HLA) e não 

HLA podem estar associados ao aumento na susceptibilidade à FHD (Chaturvedi e cols., 

2006). Na população cubana, HLA I (-A, -B e -C) foi relacionado com aumento na 

susceptibilidade à doença grave, enquanto HLA II (DRB1) foi associado com resistência à 

doença (Sierra e cols., 2007). Além disso, foi observado na população brasileira que 

polimorfismos no gene MBL2 protegem contra o desenvolvimento de trombocitopenia 

associado ao fenótipo grave da doença (Acioli-Santos e cols., 2008). Essas evidências revelam 

a importância da genética do hospedeiro na modulação da doença. 

       As hipóteses citadas para tentar explicar a patogênese da FHD/SCD nos mostram o quão 

complexo é a interação do DENV com as células hospedeiras. Acredita-se que a combinação 

de fatores de riscos individuais, genéticos, epidemiológicos e virais contribua para o 

aparecimento das formas graves da doença (Kouri e cols., 1989).   

 

1.1.8. Prevenção e controle 

       As estratégias para a prevenção e o controle da dengue tornaram-se mais urgentes com a 

expansão geográfica do vírus e do vetor, bem como pelo aumento na incidência de casos 

graves nos últimos anos. A principal estratégia de controle da transmissão da dengue é a 

redução da população do seu principal vetor, o mosquito A. aegypti. Contudo, o controle deste 
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mosquito é considerado extremamente difícil devido a sua íntima relação com os humanos 

(Gubler, 1998a; Gibbons e Vaughn, 2002). 

       As ferramentas disponíveis para prevenir a doença são bastante limitadas (Gubler, 

1998a). Enquanto vacinas contra outros flavivírus, incluindo os vírus da febre amarela e da 

encefalite japonesa, já foram desenvolvidas, as vacinas contra os DENV ainda estão sobre 

intensa investigação (Gould e Solomon, 2008). Evidências sugerem que as vacinas capazes de 

induzir a produção de anticorpos neutralizantes contra os quatro sorotipos serão eficazes na 

prevenção da doença e não contribuirão para o desenvolvimento da ADE (Whitehead e cols., 

2007). Sendo assim, este requerimento em associação com o desenvolvimento de uma 

imunidade duradoura constituem os maiores desafios para a produção de vacinas contra a 

dengue. 

       As dificuldades de prevenção e controle encontradas ressaltam a importância do 

desenvolvimento de agentes terapêuticos específicos contra a doença. Propõe-se que fatores 

virais e do hospedeiro considerados essenciais para o ciclo de replicação do DENV possam 

atuar como potenciais alvos terapêuticos (Noble e cols., 2010). 

       Avanços recentes têm demonstrado, através da remoção química de colesterol das 

membranas celulares, que este lipídio estava envolvido na entrada e replicação do DENV 

(Lee e cols., 2008). Outro estudo constatou que a enzima mevalonato difosfato descarboxilase 

(MVD), essencial para a biossíntese de colesterol, era requerida para a replicação viral 

(Rothwell e cols., 2009), sugerindo que drogas utilizadas na inibição da biossíntese de 

colesterol poderiam ser testadas contra a dengue.  

       O acúmulo intracelular de lipídios em corpúsculos lipídicos está associado a doenças de 

grande relevância para a saúde pública, incluindo doenças inflamatórias e infecciosas (Bozza 

e cols., 2009). Durante a infecção pelo vírus da hepatite C (HCV), um membro pertencente à 

família do DENV, foi observado que essas organelas citoplasmáticas aumentavam em número 

e estavam envolvidas na replicação e produção de partículas virais infecciosas (Miyanari e 

cols., 2007; Targett-Adams e cols., 2008a; Targett-Adams e cols., 2008b). Esses dados 

indicam que os corpúsculos lipídicos possam ser alvo potencial para a terapia contra a 

hepatite C. De fato, o conjunto de resultados destaca a importância do metabolismo lipídico 

no ciclo de replicação dos membros da família Flaviviridae. Entretanto, o estudo da função 

dos corpúsculos lipídicos durante a infecção pelo DENV ainda não foi avaliado. 
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1.2 Corpúsculos lipídicos 

 

1.2.1 Características gerais, composição e funções 

       Os corpúsculos lipídicos, também chamados de gotas lipídicas ou adipossomos, são 

organelas citoplasmáticas ricas em lipídios presentes em virtualmente todos os organismos 

(Bozza e cols., 2009). Em algumas células de mamíferos, como hepatócitos e adipócitos, os 

corpúsculos lipídicos estão abundantemente presentes, enquanto que em outros tipos 

celulares, incluindo leucócitos, o acúmulo citoplasmático destas estruturas se dá através de 

um processo induzido por uma variedade de estímulos (Murphy, 2001). 

       O tamanho, a regulação, a composição e, consequentemente, a função destas organelas 

podem variar consideravelmente entre tipos celulares. Os corpúsculos lipídicos são inclusões 

citoplasmáticas esféricas, não delimitados por uma membrana clássica, associados a 

elementos do citoesqueleto e que em estudos ultraestruturais apresentam elétron-densidade 

variável (Murphy, 2001; Bozza e cols., 2007). Estes domínios são constituídos basicamente 

por lipídios neutros, como triacilglicerol, diacilglicerol, colesterol livre e ésteres de colesterol; 

associados a uma variada composição protéica e envolvidos por uma monocamada de 

fosfolipídios (Zweytick e cols., 2000; Brown, 2001; Murphy, 2001). A análise da composição 

da monocamada que envolve os corpúsculos lipídicos revelou que esta é composta por 

fosfatidilcolina e ácidos graxos insaturados (Tauchi-Sato e cols., 2002), diferindo dos 

fosfolipídios encontrados nas membranas do RE e de microdomínios ricos em colesterol e 

esfingolipídios. 

       Por muito tempo, estas organelas foram representadas como depósitos inertes de gordura 

e sítios de transporte de lipídios. Atualmente, dados indicam que os corpúsculos lipídicos são 

estruturas altamente dinâmicas e funcionalmente ativas. Em leucócitos, estas estruturas 

aumentam em número e tamanho durante processos inflamatórios e infecciosos, além de 

desempenhar funções como organelas especializadas, incluindo envolvimento na sinalização e 

ativação celular, na regulação do metabolismo e tráfego lipídico, bem como no controle da 

síntese e secreção de mediadores inflamatórios (Bozza e cols., 2009). Com coloração e 

fixação apropriadas, os corpúsculos lipídicos podem ser visualizados (figura 1.6 B-D), 

enquanto que colorações rotineiras constituídas por alcoóis provocam a dissolução destas 

estruturas (figura 1.6A) (Pacheco e cols., 2002). 
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Figura 1.6. Corpúsculos lipídicos em macrófagos ativados. Os corpúsculos lipídicos foram 

visualizados por microscopia de luz (A-C) ou fluorescência (D) após coloração com May-

Grunwald-Giemsa (A), ósmio (B), oil red O (C) e BODIPY™ 493/503 (D) (adaptada de 

Bozza e cols., 2007; D'Avila e cols., 2008). 

 

       Os corpúsculos lipídicos apresentam um conteúdo protéico diversificado, caracterizado 

principalmente por proteínas da família PAT. As principais proteínas PAT descritas 

relacionadas com os corpúsculos lipídicos, consideradas essenciais para o estoque e 

metabolismo de lipídios, compreendem a perilipina, a adipofilina ou proteína relacionada com 

a diferenciação de adipócitos (ADRP) e a proteína de interação de porção terminal de 47 kDa 

(TIP47) (Londos e cols., 2005). Estas proteínas parecem estar diretamente envolvidas na 

organização estrutural e biogênese destas organelas (Londos e cols., 1999; Miura e cols., 

2002; Wolins e cols., 2006; Robenek e cols., 2009). Em particular, a ADRP tem sido 

associada a corpúsculos lipídicos de diferentes tipos celulares e descrita como uma proteína 

específica, sendo considerada, portanto, um importante marcador para estas inclusões 

dinâmicas (Brasaemle e cols., 1997; Heid e cols., 1998). 

       Importantes enzimas envolvidas no metabolismo de colesterol, como esqualeno 

epoxidase e lanosterol sintase, e na síntese de ácidos graxos, incluindo acetil-CoA carboxilase 

e ACSL3, também foram encontradas em corpúsculos lipídicos de diferentes tipos celulares, 

sugerindo que processos anabólicos e catabólicos possam ocorrer nestas organelas (Fujimoto 

e cols., 2004; Liu e cols., 2004; Umlauf e cols., 2004; Wan e cols., 2007). Além destas 

enzimas, quinases conhecidas por regular sinais extracelulares, tais como proteína quinase 

ativada por mitógeno (MAPK), quinase regulada por sinal extracelular (ERK), p38, proteína 

quinase C (PKC) e fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), encontraram-se localizadas nestes 

A

DCB
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domínios citoplasmáticos de leucócitos que, portanto, podem estar envolvidos na sinalização 

intracelular (Yu e cols., 1998; Yu e cols., 2000; Chen e cols., 2002).        

       Outros grupos de proteínas presentes em corpúsculos lipídicos foram descritos. Citocinas 

como o TNF-α (Beil e cols., 1995; Pacheco e cols., 2002), quimiocinas como a regulada sob 

ativação, normalmente expressa e secretada por células T (RANTES) e a IL-16 (Lim e cols., 

1996), bem como fatores de crescimento (Dvorak e cols., 2001) foram detectados nestas 

organelas de leucócitos ativados. Entretanto, ainda não foi elucidado como estes mediadores 

são liberados dos corpúsculos lipídicos e/ou se eles possuem capacidade de sinalização nestas 

estruturas. 

       Nos últimos anos, foi proposto que o aumento do número de corpúsculos lipídicos em 

leucócitos poderia resultar num aumento da produção de eicosanóides por estas células 

(Bozza e cols., 2007). Isto porque inicialmente foi demonstrado que os corpúsculos lipídicos 

de eosinófilos, neutrófilos e macrófagos atuam como sítios intracelulares de araquidonato 

esterificado tanto em lipídios neutros quanto em diferentes classes de fosfolipídios (Weller e 

cols., 1989; Weller e cols., 1991; Yu e cols., 1998; Johnson e cols., 1999). Em seguida, foi 

descrita a presença de enzimas envolvidas na liberação do ácido araquidônico (AA), incluindo 

fosfolipase A2 citosólica (cPLA2) e MAPK, em corpúsculos lipídicos (Yu e cols., 1998; 

Wooten e cols., 2008; Moreira e cols., 2009). Sendo assim, o araquidonato livre, poderia, 

então, ter acesso a enzimas formadoras de eicosanóides, como a 5-lipoxigenase (5-LO) e 

ciclooxigenase (COX), que se encontraram colocalizadas nestes domínios citoplasmáticos 

(Bozza e cols., 1997; Bozza e cols., 1998; Pacheco e cols., 2002). Em vista disso, estudos 

relataram uma correlação positiva entre a formação de corpúsculos lipídicos e o aumento da 

produção de eicosanóides derivados das enzimas LO e COX, como leucotrieno (LT) B4 e 

prostaglandina (PG) E2 (Bozza e cols., 1996a; Bozza e cols., 1996b; Bozza e cols., 1997; 

Pacheco e cols., 2002). 

       Uma vez que os eicosanóides não são estocados e, desta forma, rapidamente liberados 

após estímulo celular, o acesso direto ao local de produção intracelular era inacessível. 

Entretanto, através da técnica EicosaCell (Bandeira-Melo e cols., 2001b, 2011), que permite a 

fixação destes mediadores nos seus locais de síntese, nosso grupo demonstrou que os 

corpúsculos lipídicos de leucócitos ativados atuam como locais de síntese de LTC4, LTB4 e 

PGE2 (Bandeira-Melo e cols., 2001b; Bandeira-Melo e cols., 2002a; Vieira-de-Abreu e cols., 

2005; D'Avila e cols., 2006; Pacheco e cols., 2007). O papel dos eicosanóides derivados 

destas estruturas pode variar dependendo do tipo celular, estímulo e condição inflamatória 

(Bozza e cols., 2007). 
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1.2.2 Biogênese 

       Algumas hipóteses têm sido sugeridas para explicar o processo de formação dos 

corpúsculos lipídicos. Em eucariotos, a mais aceita propõe que os lipídios neutros são 

sintetizados por enzimas do RE e depositados, até uma determinada concentração, entre as 

duas folhas da membrana do RE. A seguir, são liberados no citoplasma carregando uma 

hemimembrana proveniente da face citosólica da membrana do RE. Esta observação é 

compatível com a organização dos corpúsculos lipídicos (Brown, 2001; Murphy, 2001; 

Tauchi-Sato e cols., 2002).  

       A gênese destas estruturas não é uma manifestação de injúria celular ou simplesmente 

atribuída ao acúmulo de ácidos graxos, mas sim um fenômeno altamente regulado que 

depende do estímulo e tipo celular, além de uma variedade de condições patológicas (Bozza e 

Bandeira-Melo, 2005). Assim, agonistas lipídicos e protéicos bem como estímulos infecciosos 

podem levar à formação de corpúsculos lipídicos em diferentes tipos celulares (Bozza e cols., 

2009). 

       Trabalhos de Bozza e colaboradores mostraram a participação do AA e ácido oléico (AO) 

na biogênese dos corpúsculos lipídicos, onde a aspirina e outros anti-inflamatórios não 

esteroidais foram capazes de inibir a formação destas organelas induzida por estes lipídios. 

Contudo, o salicilato de sódio, que não inibe a enzima COX, apresentou a mesma propriedade 

de inibição que a aspirina, sugerindo que este fenômeno é independente da ativação de COX. 

Nas análises das isoformas de COX durante a formação dos corpúsculos lipídicos, foram 

utilizados camundongos deficientes de COX-1 e COX-2 e os resultados obtidos mostraram 

que a indução destas organelas por AA ou AO não foi diferente daquela observada em 

animais selvagens. Estes resultados propõem que a formação de corpúsculos lipídicos é 

independente da ativação tanto de COX-1 quanto de COX-2 (Bozza e cols., 1996b; Bozza e 

cols., 2002). 

       Vários estudos demonstraram que citocinas e quimiocinas ativam vias de sinalização 

intracelular levando à formação de corpúsculos lipídicos (Bozza e cols., 1998; Bandeira-Melo 

e cols., 2001a; Bandeira-Melo e cols., 2001b; Bandeira-Melo e cols., 2002b). Dentro deste 

contexto, observamos que a quimiocina MCP-1 estava envolvida na regulação da gênese de 

corpúsculos lipídicos, em macrófagos, durante inflamação induzida por LPS ou sepse 

experimental. Este evento mostrou ser dependente do receptor CCR2, da sinalização 

envolvendo MAPK e PI3K, bem como da dinâmica microtubular (Pacheco e cols., 2007). 

       A relação entre a formação de corpúsculos lipídicos e infecções por parasitas 

intracelulares tanto em modelos de infecções clínicas quanto experimentais tem sido 

documentada. Os corpúsculos lipídicos parecem estar correlacionados com mecanismos de 
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patogênese, sobrevivência e multiplicação do microorganismo invasor. Entretanto, os 

mecanismos que desencadeiam o fenômeno de formação de corpúsculos lipídicos induzidos 

por patógenos intracelulares não são completamente entendidos (Bozza e cols., 2007; D'Avila 

e cols., 2008). 

 

1.2.3 Envolvimento dos corpúsculos lipídicos na infecção pelo vírus da hepatite C 

       Nos últimos anos, tem sido proposto que o impacto da infecção crônica pelo HCV sobre 

o metabolismo lipídico seja importante tanto na progressão da doença hepática quanto na 

resposta ao tratamento antiviral (Negro, 2004; McLauchlan, 2009b). A esteatose hepática, 

caracterizada pelo acúmulo hepatocelular de corpúsculos lipídicos, é o fenótipo histológico 

proeminente durante a infecção pelo HCV, acometendo 73% dos pacientes infectados pelo 

genótipo 3 e 50% daqueles infectados por outros genótipos (Negro e Sanyal, 2009; Syed e 

cols., 2009).  

       Além de atuar como marcador patológico, os corpúsculos lipídicos são frequentemente 

citados como organelas alvo para proteínas do HCV. A contribuição destas inclusões 

citoplasmáticas durante a infecção não está completamente esclarecida devido à dificuldade 

de cultivo viral em condições laboratoriais, bem como à falta de um modelo animal 

apropriado. No entanto, a associação de duas proteínas do HCV, C e NS5A, aos corpúsculos 

lipídicos já é conhecida há mais de 10 anos (Moradpour e cols., 1996; Barba e cols., 1997; 

Hope e McLauchlan, 2000; Shi e cols., 2002). A detecção da proteína NS5A – envolvida na 

replicação e montagem de partículas virais infecciosas – na superfície destas organelas é 

menos aparente quando comparada com a proteína C – envolvida na formação do 

nucleocapsídeo, onde é empacotado o genoma viral – já que grande parte fica localizada na 

membrana do RE (Brass e cols., 2002; McLauchlan, 2009a). Apesar de estudos adicionais 

serem requeridos para definir de maneira mais precisa a natureza da interação entre a proteína 

NS5A e os corpúsculos lipídicos, muito já se sabe sobre a associação da proteína C com estas 

estruturas (McLauchlan, 2009a). 

       Através da utilização de um sistema capaz de produzir partículas virais infecciosas, foi 

demonstrado que a habilidade da proteína C em associar-se com a superfície dos corpúsculos 

lipídicos está relacionada com a produção do HCV, uma vez que mutações no domínio C-

terminal hidrofóbico (D2) desta proteína, envolvido na interação com os corpúsculos 

lipídicos, prejudicavam a produção de partículas virais infecciosas (Boulant e cols., 2007).  

Similarmente, o impedimento da maturação da proteína C leva tanto ao bloqueio da 

localização desta proteína nos corpúsculos lipídicos quanto à redução da secreção de 

partículas virais infecciosas (Targett-Adams e cols., 2008b). No caso da proteína NS5A, foi 
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observado que mutações no domínio envolvido na associação com estas organelas também 

previne a produção de progênie infecciosa (Miyanari e cols., 2007).          

       Além disso, foi demonstrado que a proteína C é capaz de alterar a mobilidade dos 

corpúsculos lipídicos de uma forma dependente da dinâmica microtubular, com implicações 

na capacidade infecciosa do HCV. Ela desloca a principal proteína estrutural dos corpúsculos 

lipídicos, a ADRP, proposta na regulação da interação destas estruturas com os microtúbulos 

e também na distribuição intracelular dos corpúsculos lipídicos (Boulant e cols., 2008). Para 

explicar esse rearranjo intracelular, foi sugerido que a proteína C auxilia o deslocamento dos 

corpúsculos lipídicos para os locais de síntese de RNA viral, uma vez que o genoma do HCV 

foi detectado em frações celulares contendo estas organelas (Miyanari e cols., 2007). 

       Avanços recentes constataram que a proximidade entre os corpúsculos lipídicos de 

células infectadas e o RNA do HCV é dependente da associação destas estruturas com a 

proteína C (Targett-Adams e cols., 2008a; Targett-Adams e cols., 2008b). McLauchlan 

propôs que os corpúsculos lipídicos possam atuar como locais de transferência do RNA viral 

para a proteína C, dando início ao empacotamento do genoma e à formação do 

nucleocapsídeo, que representa o primeiro passo da produção de partículas virais 

(McLauchlan, 2009a). Uma vez que C e NS5A formam interações proteína-proteína (Masaki 

e cols., 2008), estas podem constituir a ponte entre os corpúsculos lipídicos e os locais de 

replicação do HCV (figura 1.7). 
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Figura 1.7. Modelo proposto para explicar o papel dos corpúsculos lipídicos na 

produção do HCV. (i) A poliproteína do HCV é ancorada à membrana do RE. O peptídeo 

sinal localizado entre a proteína C e a glicoproteína E1 é clivado pela peptidase sinal (SP). 

Este processamento produz a forma imatura da proteína C (localizada no citoplasma) e a 

porção N-terminal da glicoproteína E1 (localizada no lúmen do RE). (ii) A forma madura da 

proteína C é gerada pela clivagem do peptídeo sinal dentro de C-E1 pela peptidase do 

peptídeo sinal (SPP). (iii e iv) A proteína C madura é liberada da poliproteína e trafega sobre 

a membrana do RE até a transferência para a superfície do corpúsculo lipídico. (v) A 

associação entre a proteína C e os corpúsculos lipídicos é mediada pelo domínio D2. (vi) A 

proteína C continua localizada na superfície dos corpúsculos lipídicos. Concomitantemente, a 

síntese do genoma do HCV ocorre em estruturas derivadas da membrana do RE, designadas 

como complexo de replicação (RC). O RC é constituído por proteínas não estruturais 

associadas (verde) que estão envolvidas na replicação do RNA viral. (vii) Os corpúsculos 

lipídicos associam-se ao RC para facilitar o início da montagem da partícula viral. Esta 

relação se dá graças à interação entre as proteínas C (localizada nos corpúsculos lipídicos) e 

NS5A (localizada no RC) (adaptada de McLauchlan, 2009b).           

 

       Essas evidências sugerem fortemente que a associação entre a proteína C e os 

corpúsculos lipídicos seja essencial tanto à patogênese do HCV quanto ao ciclo de replicação 

viral. Sendo assim, a via de produção de partículas virais infecciosas, que depende destas 

organelas dinâmicas, pode ser alvo de estratégias futuras para a prevenção e tratamento da 

infecção pelo HCV (Fukasawa, 2010). 

       Apesar do HCV ser um membro pertencente à família do DENV, as possíveis relações 

entre o DENV e os corpúsculos lipídicos ainda não foram avaliados. Desta forma, o estudo da 

função dos corpúsculos lipídicos na infecção pelo DENV é de grande relevância para o 

entendimento da replicação e/ou empacotamento viral, bem como para o estudo da modulação 

da síntese de mediadores inflamatórios. Além disso, caso se confirme que os vírus se utilizam 

destas organelas citoplasmáticas como local para sua replicação e montagem, a inibição da 

formação e/ou função dos corpúsculos lipídicos poderá representar um potencial alvo 

terapêutico contra a dengue. 
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2.1. Objetivo geral 

 

 Investigar o papel dos corpúsculos lipídicos na infecção pelo vírus dengue. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

 Analisar a formação de corpúsculos lipídicos induzida pelo vírus dengue, bem como 

sua possível interação com a proteína do capsídeo viral; 

 

 Estudar o papel dos corpúsculos lipídicos na regulação da capacidade replicativa e/ou 

infecciosa do vírus dengue; 

 

 Avaliar o papel dos corpúsculos lipídicos na geração de mediadores inflamatórios 

durante a infecção viral. 
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3.1. Voluntários 

 

       Pacientes recentemente admitidos ao Hospital de Clínicas de Niterói e com suspeita de 

dengue grave foram convidados a participar como voluntários deste estudo. A inclusão dos 

voluntários ocorreu durante uma epidemia causada pelo DENV-3 na região. Os pacientes com 

formas graves de dengue foram aqueles que apresentaram instabilidade hemodinâmica 

(hipotensão postural, redução da pressão arterial sistólica na posição supina em 20 mmHg ou 

pressão arterial sistólica < 90 mmHg), manifestações hemorrágicas (teste de torniquete 

positivo, petéquias, equimoses, sangramento em mucosas ou hemorragia digestiva), 

trombocitopenia (contagem de plaquetas < 50.000/mm
3
) e desidratação/hemoconcentração 

(hematócrito ≥ 20% ou sinais de extravasamento plasmático, como ascite, derrame pleural ou 

hipoproteinemia). 

       A coleta do sangue foi realizada por meio de punção venosa em 8 pacientes infectados 

pelo DENV-3, confirmado por testes de ELISA IgM anti-DENV e RT-PCR específico para o 

sorotipo 3, e 7 voluntários sadios. As amostras de sangue foram colocadas em gelo para 

posterior separação dos leucócitos e coleta do plasma, que foram realizadas através de 

centrifugação a 800 x g, durante 15 minutos e a 4°C. Para as devidas análises foram feitos 

citocentrifugados com o plasma rico em leucócitos. 

                       

3.2. Cultura de células 

 

       Monócitos humanos, isolados de voluntários sadios através de gradiente de centrifugação 

em Histopaque (Sigma-Aldrich) e aderidos em frascos de cultura por 3 horas, foram mantidos 

em placas de 24 poços com lamínulas, em meio de cultura DMEM (Invitrogen) estéril 

suplementado com 10% de soro humano autólogo, a 37°C na atmosfera de 5% de CO2, 

durante 1 semana para diferenciação em macrófagos. 

       Células HepG2, uma linhagem celular derivada de hepatocarcinoma humano, foram 

adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC). Estas células foram cultivadas em 

frascos de cultura de 25 cm
2
 contendo 10 mL do meio mínimo essencial (MEM) (Invitrogen) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen), a 37°C na atmosfera de 5% 

de CO2. 

       Células BHK-21 (Baby Hamster Kidney), uma linhagem de fibroblastos provenientes de 

rim de hamster, foram mantidas em frascos de cultura de 25 cm
2
 contendo 10 mL do meio de 

cultura α-MEM (Invitrogen) suplementado com 10% de SFB (Invitrogen), a 37°C na 

atmosfera de 5% de CO2. 
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       Células de mosquito Aedes albopictus, C6/36, foram cultivadas em frascos de cultura de 

25 cm
2
 contendo 10 mL do meio de cultura L-15 (Invitrogen) suplementado com triptose 

fosfato 0,3%, bicarbonato de sódio 0,75 g/L, glutamina 1,4 mM, aminoácidos não essenciais e 

SFB 10%, a 28°C em estufa do tipo B.O.D. 347 CD. 

       

3.3. Preparo dos estoques virais 

 

       Para a produção dos estoques dos vírus DENV-2 (cepa 16681) e DENV-3 (cepa 16562), 

as células C6/36 foram infectadas com multiplicidade de infecção (MOI) de 0,1 em meio de 

cultura sem SFB por 90 minutos. Após este período, o meio de cultura foi trocado, 

suplementado com SFB 2% e as células foram cultivadas por até 9 dias de infecção. Ao 

término deste período, o meio de cultura contendo as partículas virais foi coletado e 

centrifugado a 1.000 x g por 5 minutos para a remoção de debris celulares. O sobrenadante foi 

aliquotado em tubos criogênicos estéreis e armazenados a -80ºC.  

       Como controle desse preparo (controle de secretado), as células C6/36 foram submetidas 

ao mesmo procedimento citado anteriormente, entretanto não foram infectadas – amostras 

mock. 

 

3.4. Titulação dos vírus 

   

       Células BHK-21 confluentes foram infectadas com diluições crescentes do estoque viral 

na ausência de SFB. Após o período de adsorção de 90 minutos, o inóculo viral foi retirado. 

Foi adicionada às células uma solução de carboximetilcelulose 1% em meio de cultura α-

MEM suplementado com 5% de SFB. Após 5 dias, as células foram fixadas em formaldeído 

10% por 2 h, lavadas abundantemente e coradas com solução de cristal violeta 1% e etanol 

20% por 40 minutos. O título foi calculado a partir do número de placas contadas nos poços 

correspondentes às diluições e expresso em unidade formadora de placa por mL (PFU/mL). 

 

3.5. Inativação viral por aquecimento 

 

       O DENV foi inativado através da incubação do estoque viral a 65°C por 30 minutos. Este 

procedimento foi feito imediatamente antes da infecção das células. 
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3.6. Cultura de células e infecção com os vírus dengue in vitro 

 

       As células HepG2 ou BHK-21, cultivadas em frascos de cultura, foram tripsinizadas e a 

suspensão de células foi recolhida e adicionada à quantidade equivalente de meio MEM 

(Invitrogen) ou α-MEM (Invitrogen) respectivamente, suplementado com SFB (Invitrogen) 

10%. A suspensão foi centrifugada a 500 x g por 10 minutos e a 4ºC. Após este procedimento, 

as células foram ressuspendidas em meio de cultura estéril suplementado com SFB 10%, 

plaqueadas em placas de 24 poços contendo ou não lamínulas e incubadas a 37ºC na 

atmosfera de 5% de CO2.  

       Após 24 h, células HepG2 ou BHK-21 semiconfluentes foram infectadas, com MOI de 4 

ou 10 respectivamente, pelo DENV-2, DENV-3 ou DENV inativado por aquecimento. A 

infecção foi realizada em meio de cultura sem SFB por 90 minutos. Ao término do período de 

adsorção, o inóculo viral foi retirado e foi adicionado às células, meio de cultura 

suplementado com SFB 2%. As culturas foram mantidas em estufa a 37ºC e atmosfera de 5% 

de CO2, por 24 ou 48 h para posterior análise. Como controle da infecção, as células foram 

submetidas ao mesmo procedimento, porém ao invés de serem infectadas, foram incubadas 

com o mock. 

       Os macrófagos humanos foram extensivamente lavados para a remoção de células não 

aderidas. Em seguida, foram infectados pelo DENV-3 ou DENV-3 inativado, utilizando-se 

MOI de 4. A infecção foi realizada em meio de cultura DMEM (Invitrogen) sem soro 

humano. Após 3 h, o meio de cultura foi trocado e suplementado com soro humano autólogo 

5% por 24 h, a 37°C na atmosfera de 5% de CO2. Ao término deste período, os sobrenadantes 

das culturas foram coletados e armazenados a -20°C para posterior quantificação de 

mediadores lipídicos. As células foram processadas de acordo com o tipo de análise. Como 

controle da infecção, os macrófagos humanos foram submetidos ao mesmo procedimento, 

entretanto ao invés de serem infectados, foram incubados com o mock. 

       A viabilidade celular durante a infecção foi determinada por ensaios de exclusão com o 

corante azul de tripan ou redução do composto 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo 

de tetrazólio (MTT). As análises neste estudo foram realizadas com viabilidade celular ≥ 

90%.   

 

3.7. Tratamentos com inibidores do metabolismo lipídico 

 

       Após o período de adsorção viral (90 minutos), as células HepG2 ou BHK-21 foram 

tratadas com diferentes concentrações de C75 (Cayman chemicals), um inibidor da enzima 
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ácido graxo sintase, ou triacsin C (Sigma), um inibidor da enzima acil-CoA sintetase, por 24 

ou 48 h. Ambas as drogas foram ressuspendidas em DMSO (Sigma) estéril e na hora do uso 

diluídas em meio de cultura. As células infectadas e tratadas foram mantidas a 37°C em 

atmosfera de 5% de CO2. A viabilidade celular na presença destas drogas foi determinada por 

ensaios de exclusão com o corante azul de tripan ou redução do composto 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazólio (MTS) (Cell titer 

96® Aqueous Non-Radioactive Cell proliferation Assay, Promega). 

 

3.8. Infecção com o vírus reporter e análise da atividade da luciferase 

 

     As células BHK-21 foram infectadas com o DENV-2 carregando o gene reporter luciferase 

(DENV-R) (cedido pela Dra. Andrea Gamarnik; figura 2.1) e após o período de adsorção (90 

minutos), tratadas com diferentes concentrações de C75 (Cayman chemicals). Os níveis de 

luciferase foram analisados 10, 24 e 48 h após a infecção. Em cada ponto, o meio de cultura 

foi removido e as células foram suavemente raspadas (Cell scraper, Nunc). Em seguida, 

foram lavadas, centrifugadas e lisadas através da adição de tampão de lise do kit da Promega. 

Foi utilizado um kit específico (Dual-luciferase assay kit, Promega), de acordo com as 

instruções do fabricante, para quantificar os níveis de luciferase. A atividade da luciferase foi 

determinada através do luminômetro (Turner BioSystems). 

 

 

Figura 2.1. Representação esquemática do DENV-R. A sequência que codifica as proteínas 

estruturais foi substituída pela sequência que codifica a luciferase. Esta foi fundida aos 

primeiros 102 nucleotídeos da proteína C. Com o intuito de assegurar a liberação apropriada 

deste reporter a partir da poliproteína, o DENV-R carrega um local de clivagem específico 

(adaptada de Alvarez e cols., 2005). 
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3.9. PCR em tempo real 

 

       A extração do RNA de células BHK-21 ou HepG2 infectadas com o DENV-2 e tratadas 

com inibidores do metabolismo lipídico por 24 h foi realizada através da adição à cultura 

celular de 1mL do reagente Trizol® (Invitrogen). Após homogeneização, as amostras foram 

incubadas com 200µL de clorofórmio (Vetec) por 5 minutos e a 25°C, misturadas por 2 

minutos e centrifugadas a 12.000 x g por 15 minutos e a 4°C. A fase aquosa foi transferida 

para um novo tubo e o RNA foi precipitado pela adição de 700µL de álcool isopropílico 

(Vetec). As amostras foram mantidas a 25°C por 15 minutos e centrifugadas a 14.000 x g por 

10 minutos e a 4°C. O precipitado de RNA foi lavado com 1 mL de etanol (Vetec) 75% e, em 

seguida, centrifugado a 7.500 x g por 5 minutos e a 4°C, secado em capela e dissolvido em 

20µL de água livre de RNAse. O RNA foi quantificado através de espectrofotômetro a 

260/280 nm.         

       O cDNA foi sintetizado utilizando kit específico (High-Capacity cDNA reverse 

transcription kit, Applied Biosystems). Para isso, 5µg de cada amostra de RNA foi misturada 

com 2µL do tampão de transcrição reversa 10x, 0,8µL de dNTPs 25x, 2µL de iniciadores 

randômicos 10x, 1µL de transcriptase reversa MultiScribe™ e água livre de RNAse para 

20µL totais. As amostras foram mantidas a 25°C por 10 minutos e a 37°C por 2 h. 

       A PCR em tempo real foi realizada pelo sistema Taqman (Applied Biosystems) em 

termociclador (ABI PRISM 7700 Sequence Detection System, Applied Biosystems), 

utilizando-se iniciadores para a região não codificante 5’ do DENV (forward: 5’- 

ATTAGAGAGCAGATCTCTG-3’; reverse: 5’- TGACACGCGGTTTC-3’; probe: 5’-

TCAATATGCTGAAACGCG-3’) nas seguintes condições: desnaturação inicial a 95°C por 

10 minutos seguido de 45 ciclos a 95°C por 15 segundos, 45°C por 30 segundos e 72°C por 1 

minuto (Conceicao e cols., 2010).   

 

3.10. Coloração e enumeração dos corpúsculos lipídicos 

 

3.10.1  Por tetróxido de ósmio  

 

       As lamínulas contidas nas placas de 24 poços dos grupos controle (mock) ou infectados 

com o DENV (24 ou 48 h), tratados ou não, foram fixadas em formaldeído 3,7% em PBS (pH 

7,4) por 15 minutos. Em seguida, lavadas em tampão cacodilato 0,1 M (pH 7,4), diluído em 

água Milli-Q, e  fixadas em tetróxido de ósmio 1,5%, diluído em tampão cacodilato, por 30 

minutos. Passado o tempo determinado, as lamínulas foram lavadas em água destilada e 
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tratadas com tiocarbohidrazida 1% por 5 minutos. Posteriormente, foram lavadas em água 

destilada e tampão cacodilato 0,1 M e contrastadas em tetróxido de ósmio 1,5%. Após 3 

minutos, foram lavadas novamente com água destilada e montadas com o meio “Aqua 

Polymount” (Vector). A morfologia das células fixadas foi observada e os corpúsculos 

lipídicos foram enumerados por microscópio de campo claro, em objetiva de imersão (100x), 

considerando-se um total de 50 células consecutivas por lâmina. 

 

3.10.2 Por oil Red O 

 

       A coloração de corpúsculos lipídicos foi realizada com o corante de lipídios neutros, oil 

red O (ORO), onde as lamínulas contendo as células foram fixadas em formaldeído 3,7% em 

PBS (pH 7,4) por 15 minutos e lavadas por três vezes com água destilada. Posteriormente, as 

lamínulas receberam propilenoglicol 100% durante 5 minutos, seguido de ORO 0,5% por 8 

minutos. Em seguida, foram lavadas novamente com água destilada e cobertas com 

propilenoglicol 80% por 5 minutos. Passado o tempo determinado, as lamínulas foram 

lavadas por duas vezes com água destilada e coradas com hematoxilina. Após 30 segundos, 

foram lavadas novamente com água destilada e montadas com o meio “Aqua Polymount” 

(Vector). A morfologia das células fixadas foi observada e os corpúsculos lipídicos foram 

analisados por microscópio de campo claro, equipado com câmera digital, em objetiva de 

imersão (100x). As imagens foram processadas pelo programa “Image-Pro Plus software” 

(MediaCybernetics). 

 

3.10.3 Por sonda lipídica fluorescente (BODIPY)  

 

       As lamínulas contendo as células foram fixadas em formaldeído 3,7% em PBS (pH 7,4) 

por 15 minutos. Após esse período, foram lavadas por três vezes com PBS. Em seguida, 

incubadas com sonda lipídica fluorescente - BODIPY™ 493/503 (4,4-difluoro-1,3,5,7,8-

pentametil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno) (Molecular Probes) - (diluição final 1:500 em 

PBS) durante 10 minutos. Posteriormente, foram lavadas por duas vezes com PBS e montadas 

com meio de montagem específico (Polysciences, Warrington, PA). As imagens foram 

obtidas através do microscópio de fluorescência Olympus, equipado com câmera digital “Plan 

Cool-SNAP-Pro CF” em conjunção com “Image-Pro Plus software” (MediaCybernetics). 
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3.11. Ensaios de imunolocalização 

 

3.11.1 Imunolocalização da proteína C associada à incorporação de sonda lipídica 

fluorescente 

 

       Células BHK-21 em cultura foram infectadas com o DENV-2 durante 24 h e fixadas em 

solução de 4% de formaldeído e 4% de sacarose em PBS (pH 7,4), por 20 minutos. Em 

seguida, lavadas por três vezes com PBS, tratadas com NH4Cl 50mM por 10 minutos e 

lavadas por três vezes com PBS (2 minutos cada). As células, então, foram permeabilizadas 

em Triton X-100 0,1% em PBS por 4 minutos e lavadas por três vezes com PBS (2 minutos 

cada). Posteriormente, foram incubadas com gelatina 0,2% em PBS por 20 minutos, ou até 1 

h, e depois mantidas em PBS durante 5 minutos. As células foram, então, incubadas por 1 h 

com anticorpo de coelho policlonal anti-proteína C (cedido pela Dra. Andrea Gamarnik) 

(diluição final 1:1000 em solução de gelatina 0,2% / PBS). Após cinco lavagens alternando 

PBS e solução de gelatina 0,2% / PBS (2 minutos cada), as células foram incubadas por 30 

minutos com anticorpo de detecção Cy3 anti-coelho (Jackson Immuno Research) (diluição 

final 1:500 em solução de gelatina 0,2% / PBS). Para localização dos corpúsculos lipídicos, 

foi utilizada a sonda lipídica fluorescente BODIPY™ 493/503 (Molecular Probes) (diluição 

final 1:500 em PBS) durante 10 minutos. Passado o tempo determinado, as células foram 

lavadas por três vezes com PBS (2 minutos cada) e por fim, montadas com meio de 

montagem específico (Polysciences, Warrington, PA). As imagens foram obtidas através do 

microscópio confocal (Axioplant, Zeiss).  

 

3.11.2 Imunolocalização do MIF associada à incorporação de sonda lipídica fluorescente 

 

       Macrófagos infectados ou não pelo DENV-3 in vitro por 24 h foram fixados em 

formaldeído 3% em PBS (pH 7,4) por 10 minutos. Posteriormente, foram lavados com PBS e 

permeabilizados em Triton X-100 0,2% por 10 minutos. Em seguida, as células foram lavadas 

por duas vezes com PBS e bloqueadas com soro de burro 2% em PBS por 15 minutos. As 

células foram, então, incubadas com o anticorpo policlonal anti-hMIF (R&D Systems), 

diluído na mesma solução de bloqueio na concentração final de 5 µg/mL, por 45 minutos. 

Após o período de incubação, as células foram lavadas por três vezes com PBS e incubadas 

com o anticorpo secundário IgG anti-cabra conjugado com o fluoróforo ALEXA 546 

(Molecular Probes) diluído na solução de bloqueio a 1:1000, por 1 h. Para localização dos 

corpúsculos lipídicos foi utilizada a sonda BODIPY™ 493/503 (Molecular Probes) (diluição 
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final 1:200 em PBS) durante 10 minutos. Como controle da marcação do MIF, foi utilizado o 

soro de cabra (Jackson Laboratories) (diluição final 1:100) ao invés do anticorpo policlonal 

anti-hMIF. Por fim, as células foram lavadas por três vezes com PBS por 10 minutos e 

montadas em meio de montagem específico (Polysciences, Warrington, PA). As imagens 

foram obtidas através do microscópio de fluorescência Olympus, equipado com câmera 

digital “Plan Cool-SNAP-Pro CF” em conjunção com “Image-Pro Plus software” 

(MediaCybernetics).  

 

3.12. Ensaio de imunocitoquímica 

 

       Leucócitos humanos obtidos de pacientes infectados pelo DENV-3 foram fixados em 

formaldeído 3,7% em PBS (pH 7.4) por 10 minutos. Em seguida, foram permeabilizados em 

solução de saponina 0,05% em HBSS por 5 minutos e lavados com HBSS. As células foram, 

então, incubadas com anticorpo policlonal anti-hMIF ou IgG de cabra, diluídos em saponina 

0,05% / HBSS, por 1 h. Após o período de incubação, as células foram lavadas por três vezes 

com saponina 0,05% / HBSS e incubadas com o anticorpo IgG anti-cabra conjugado à biotina 

(Sigma- Aldrich). A imunomarcação do MIF foi revelada utilizado o kit ABC Vectastatin 

glucose-oxidase, de acordo com as instruções do fabricante (Vector Laboratories). Por fim, as 

células foram observadas em microscópio de campo claro, equipado com câmera digital, em 

objetiva de imersão (100x). As imagens foram processadas pelo programa “ImagePro”. 

 

3.13. Isolamento de corpúsculos lipídicos por fracionamento subcelular 

 

       Suspensões de células BHK-21 (5 x 10
7
 células/3mL) infectadas com o DENV-2 foram 

centrifugadas a 500 x g por 10 minutos e a 4°C, seguidas de ressuspensão em tampão TEE 

KCl (Tris 20 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM e KCL 100 mM) (pH 7,4). Este procedimento 

foi realizado durante três vezes para a lavagem das células. Posteriormente, foram 

adicionados inibidores de proteases (leupeptina 10 µg/mL, benzamidina 10 µg/mL, pepstatina 

0,7 µg/mL e fenil-metil-sulfonil-fluoride 0,1 mM) às suspensões de células e em seguida, 

estas foram submetidas ao rompimento através da cavitação em nitrogênio a 700Ψ por 15 

minutos e a 4°C. Os lisados foram coletados e centrifugados a 800 rpm por 5 minutos para a 

retirada do núcleo. Com cada homogenato foi realizado um gradiente de sacarose. O lisado foi 

misturado com o mesmo volume do tampão de sacarose 1,08 M e foram adicionados 

lentamente 2 mL do tampão de sacarose 0,27 M, 2 mL do tampão de sacarose 0,135 M e 

finalmente, 2 mL da solução tampão TEE KCl para a formação do gradiente. Os gradientes de 
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sacarose, então, foram centrifugados a 250.000 x g, por 1 h e10 min e a 4°C. Sete frações 

foram coletadas do topo em direção ao fundo: corpúsculos lipídicos (frações 1 e 2), zona 

intermediária entre os corpúsculos lipídicos e o citosol (fração 3), citosol (frações 4 e 5) e 

microssoma e núcleo (frações 6 e 7). A atividade da lactato desidrogenase (LDH) foi medida 

como marcador citosólico, utilizando o kit CytoTox 96 (Promega). Em seguida, as proteínas 

do fracionamento subcelular foram concentradas por precipitação com ácido tricloroacético 

(TCA) 10% a 4°C durante 1 h. Os precipitados foram lavados por duas vezes com acetona 

gelada. A dosagem de proteínas foi realizada utilizando o kit BCA (Pierce) para a análise do 

conteúdo protéico nas frações. 

 

3.14. Western blotting 

 

       As proteínas obtidas do fracionamento subcelular ou do lisado de células foram 

submetidas à eletroforese em SDS-PAGE (em gel de poliacrilamida 15%) e transferidas para 

membrana de nitrocelulose umedecida em metanol utilizando tampão de transferência (Tris 

25 mM, glicina 192 mM pH 8 e 20% de metanol em água Milli-Q). A transferência foi 

realizada a 17 Volts por 60 minutos em sistema semi-seco (Trans-Blot Semi Dry). Após a 

transferência, a membrana foi incubada por 1 h com solução bloqueadora de leite desnatado a 

5% em TBST (Tris-HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, Tween 20 0.05 %).  Posteriormente, a 

membrana foi lavada com TBST e incubada por 1 h com o anticorpo policlonal anti-proteína 

C ou anticorpo anti-ADRP (Fitzgerald), ambos diluídos a 1:500 em TBST. Após este tempo, 

as membranas foram lavadas com TBST. As proteínas de interesse foram, então, identificadas 

pela incubação da membrana com anticorpos secundários anti-coelho (Pierce) ou anti-

porquinho da Índia (Pierce) conjugados a peroxidase (HRP) e diluídos, em TBST na 

concentração de 1:5000 ou 1:6000, respectivamente. A detecção foi feita com o sistema de 

análise de “Western blotting Supersignal Chemiluminescence” (Pierce) e a membrana exposta 

a filme de autoradiografia (GE Healthcare). 

 

3.15. Dosagem de PGE2 

 

       Os níveis de PGE2 nos sobrenadantes das culturas de macrófagos, infectados ou não pelo 

DENV-3, foram avaliados por ensaio imunoenzimático conforme as instruções do fabricante 

(Cayman Chemical, Inc). Placas de 96 poços foram cobertas com 200 µl de anticorpo de 

cabra anti-IgG de camundongo diluído em tampão fosfato de potássio (0,05 M) durante o 

período de uma noite. No dia seguinte, as ligações inespecíficas foram bloqueadas pela adição 
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de 200 µl de tampão fosfato de potássio (0,05 M) com BSA 1% e a placa foi mantida sob 

agitação por 4 h. Após este período, a placa foi lavada com Tween 20 a 0,05% em PBS 

(PBST). Em seguida, foram adicionados 50 µl das amostras previamente diluídas em EIA 

Buffer 1:200 ou 50 µl da PGE2 na curva-padrão (1 ng/mL, 500, 250, 125, 63, 31 e 16 pg/mL 

diluídos em tampão fosfato de potássio 0,05 M com BSA 1%). O anticorpo anti-PGE2 (50 µl) 

e a PGE2 conjugada com colinesterase foram adicionados e incubados durante cerca de 16 h. 

Poços controle (branco) foram incluídos e receberam somente o tampão fosfato com 1% de 

BSA e a PGE2 conjugada com colinesterase. Após esta etapa, a placa foi lavada por cinco 

vezes com PBST. Em seguida, foram adicionados 200 µl do reagente de Elmans, que contém 

o substrato para a enzima colinesterase (diluído em água Milli-Q, segundo instruções do 

fabricante), para revelar a reação. A placa foi mantida sob agitação durante 2 h e os resultados 

obtidos com a leitura a 405 nm na leitora de placa. Os dados foram analisados com o 

programa “Soft Max Pro”, e a dosagem baseada na respectiva curva-padrão. 

 

3.16. Análise estatística 

 

       Os dados obtidos neste estudo foram representados como média e erro padrão da média 

(EPM) e avaliados estatisticamente através do teste de ANOVA e Newman-Keuls, 

considerando significativos os valores de p < 0,05. 

 

3.17. Considerações sobre aspectos éticos 

 

       Pacientes e voluntários sadios foram recrutados após aprovação do protocolo de pesquisa 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (licenças número 058/98 e 

539/09) e mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.          
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4.1. Leucócitos de pacientes com FHD apresentam aumento na formação de 

corpúsculos lipídicos 

 

       A formação de corpúsculos lipídicos pode ser desencadeada por vários estímulos 

inflamatórios e infecciosos (Bozza e cols., 2009). Desta forma, resolvemos investigar se as 

células provenientes de pacientes infectados pelo DENV apresentavam um aumento na 

formação destas organelas citoplasmáticas. Para isso, amostras sanguíneas obtidas de oito 

pacientes com FHD, causada pelo sorotipo 3, e sete voluntários sadios foram coletadas. 

Nossos resultados mostraram o aumento em número e tamanho dos corpúsculos lipídicos, 

contrastados por tetróxido de ósmio, em leucócitos isolados de pacientes infectados pelo 

DENV-3 (figura 4.1B) quando comparado com leucócitos isolados de voluntários sadios 

(figura 4.1A), através de microscopia de campo claro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.1. Imagem de leucócitos isolados de voluntários sadios ou pacientes com FHD. 

Leucócitos provenientes de voluntários sadios (A) ou pacientes com FHD (B), causada pelo 

sorotipo 3, foram contrastados com tetróxido de ósmio. Os corpúsculos lipídicos foram 

visualizados por microscópio de campo claro. A seta indica um corpúsculo lipídico observado 

como organela citoplasmática osmiofílica.  
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       Ao quantificarmos os corpúsculos lipídicos, contrastados por tetróxido de ósmio, em 

leucócitos isolados de pacientes infectados, confirmamos o aumento na biogênese destas 

organelas quando comparado com leucócitos isolados de voluntários sadios (figura 4.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2. Análise quantitativa de corpúsculos lipídicos em leucócitos isolados de 

pacientes com FHD e voluntários sadios. Leucócitos periféricos foram isolados de 8 

pacientes com FHD, causada pelo sorotipo 3, e 7 voluntários sadios. Após, foram 

contrastados com tetróxido de ósmio para a visualização e enumeração de corpúsculos 

lipídicos através do microscópio de campo claro. Cada barra representa a média ± EPM de 

corpúsculos lipídicos por célula, considerando-se um total de 50 leucócitos consecutivos por 

lâmina. * diferença significativa entre os grupos controle e infectado; p < 0,05. 
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4.2. O DENV-3, mas não o DENV-3 inativado, induz a formação de corpúsculos 

lipídicos in vitro 

 

       Observações clínicas e experimentais indicam o envolvimento do fígado na infecção pelo 

DENV. Dados indicam que a permissividade celular seja modulada não apenas pelo sorotipo 

e cepa viral, mas também pelo próprio tipo celular (Seneviratne e cols., 2006). Além disso, foi 

observado que a fisiologia celular parece ser importante durante a infecção pelo DENV, uma 

vez que as células HepG2 na fase G2 do ciclo celular são mais susceptíveis à infecção e 

produzem altos títulos virais quando comparadas com células em outra fase (Phoolcharoen e 

Smith, 2004). As células HepG2 apresentam-se como um bom modelo para o estudo da 

infecção pelo DENV in vitro.    

       Para avaliarmos se o aumento na formação de corpúsculos lipídicos, observado em 

células de pacientes infectados, era reproduzido in vitro, células HepG2 foram infectadas com 

o DENV-3 por 24 h. Na figura 4.3B, os corpúsculos lipídicos, corados por oil red O, são 

visualizados em células HepG2 infectadas com o DENV-3 por microscopia de campo claro. 

Nas células HepG2 incubadas com o mock, a presença destas organelas era rara (figura 4.3A). 

 

  

 

 

 

 

Figura 4.3. Imagem de células HepG2 infectadas ou não pelo DENV-3 in vitro. Células 

HepG2 foram cultivadas em triplicata com mock (A) ou infectadas com DENV-3 (B) e 

incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO2. Após 24 h, foram coradas com oil red O para 

análise dos corpúsculos lipídicos através do microscópio de campo claro.  
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       Ao quantificarmos os corpúsculos lipídicos, contrastados por tetróxido de ósmio, em 

células HepG2 infectadas com DENV-3 ou DENV-3 inativado por aquecimento, durante 24 

h, observamos que o DENV-3, mas não o DENV-3 inativado, foi capaz de induzir um 

aumento na formação destas organelas quando comparado com células não infectadas (figura 

4.4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.4. Efeito do DENV-3 na formação de corpúsculos lipídicos in vitro. Células 

HepG2 foram cultivadas em triplicata com mock, infectadas com DENV-3 inativado por 

aquecimento (DENV-3i) ou com DENV-3, MOI de 4, e incubadas a 37°C em atmosfera de 

5% de CO2 durante 24 h. Após este tempo, as células foram contrastadas com tetróxido de 

ósmio e a contagem dos corpúsculos lipídicos de 50 células consecutivas foi realizada em 

microscópio de campo claro. Os resultados são representativos de 3 experimentos 

independentes e expressam a média ± EPM. * aumento significativo em relação às células não 

infectadas (mock) ou infectadas com o DENV-3i; p < 0,05.  
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4.3. O DENV-2, mas não o DENV-2 inativado, induz a formação de corpúsculos 

lipídicos in vitro 

 

       Com o intuito de avaliar se o DENV-2, assim como o DENV-3, era capaz de induzir um 

aumento na biogênese de corpúsculos lipídicos in vitro, células HepG2 e BHK-21 foram 

infectadas com DENV-2 ou DENV-2 inativado por aquecimento durante 24 h. Nossos 

resultados indicam que o DENV-2, mas não o DENV-2 inativado, foi capaz de induzir um 

aumento na formação destas organelas quando comparado com células não infectadas (figura 

4.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.5. Efeito do DENV-2 na formação de corpúsculos lipídicos in vitro. Células 

HepG2 (A) ou BHK-21 (B) foram cultivadas em triplicata com mock, infectadas com DENV-

2 inativado por aquecimento (DENV-2i) ou DENV-2 (MOI= 4 PFU/ HepG2 ou 10 PFU/ 

BHK-21) e incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO2. Após 24 h, as células foram 

contrastadas com tetróxido de ósmio e a contagem dos corpúsculos lipídicos de 50 células 

consecutivas foi realizada em microscópio de campo claro. Os resultados são representativos 

de 3 experimentos independentes e expressam a média ± EPM. * aumento significativo em 

relação às células não infectadas (mock) ou infectadas com DENV-2i; p < 0,05.  
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4.4. A proteína do capsídeo do DENV-2 trafega para os corpúsculos lipídicos 

 

       Vários estudos têm demonstrado que algumas proteínas virais podem interagir 

especificamente com os corpúsculos lipídicos do hospedeiro, sendo este evento 

particularmente relevante durante a infecção pelo HCV, um membro pertencente à família do 

DENV. No entanto, as possíveis relações entre as proteínas do DENV e os corpúsculos 

lipídicos não foram avaliados e, portanto, resolvemos investigar este processo. 

       Através do ensaio de imunolocalização associado à incorporação de sonda lipídica 

fluorescente observamos uma interação significativa entre a proteína C do DENV-2 e os 

corpúsculos lipídicos das células BHK-21 (figura 4.6A). Visando confirmar este dado, 

isolamos os corpúsculos lipídicos destas células, através de fracionamento subcelular em 

gradiente de sacarose e demonstramos, por Western blotting, que a proteína C do DENV-2 

estava localizada nas frações purificadas destas organelas (figura 4.6B). 
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Figura 4.6. Localização dos corpúsculos lipídicos e da proteína C do DENV-2 nas células 

BHK-21.  (A) Células BHK-21 foram infectadas com DENV-2 e mantidas a 37°C em 

atmosfera de 5% de CO2. Após 24 h, foram imunomarcadas com o anticorpo de coelho anti-

proteína C revelado por anticorpo secundário Cy3 anti-coelho, coradas com sonda lipídica 

fluorescente (BODIPY™ 493/503) e analisadas por microscopia confocal. A sequência do 

painel mostra: BODIPY™, anti-proteína C e sobreposição dos corpúsculos lipídicos / proteína 

C do DENV-2. As cores das imagens de corpúsculos lipídicos e da proteína C foram 

invertidas. (B) Células BHK-21 foram infectadas com DENV-2 e mantidas a 37°C em 

atmosfera de 5% de CO2 durante 24 h. Em seguida, foram submetidas ao fracionamento 

subcelular em gradiente de sacarose. As proteínas provenientes da fração de corpúsculos 

lipídicos, bem como de outras frações subcelulares, foram analisadas por Western blotting. O 

blot representa 3 experimentos independentes. CL: fração de corpúsculos lipídicos; C: fração 

citosólica; M: fração microssomal; T: extrato total. 
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4.5. A formação de corpúsculos lipídicos induzida pelo DENV-2 é bloqueada por 

inibidores do metabolismo lipídico  

 

       A biogênese de corpúsculos lipídicos, em diferentes tipos celulares, pode ser afetada por 

drogas capazes de inibir enzimas envolvidas no metabolismo de lipídios (Fujimoto e cols., 

2006; Accioly e cols., 2008). Deste modo, resolvemos estudar o efeito do C75 e triacsin C, 

drogas moduladoras da lipogênese, sobre a formação de corpúsculos lipídicos induzida 

durante a infecção pelo DENV.          

       Células BHK-21 ou HepG2 foram infectadas com o DENV-2 in vitro e tratadas com 

diferentes concentrações de C75, um potente inibidor da enzima ácido graxo sintase, durante 

24 ou 48 h. Nossos resultados inicialmente demonstraram que o DENV-2 foi capaz de induzir 

uma maior formação de corpúsculos lipídicos 48 h após a infecção das células BHK-21 

quando comparado com o tempo de 24 h de infecção (figura 4.7A). O tratamento das células 

com esta droga promoveu uma redução significativa na formação destas organelas induzida 

pelo DENV-2 in vitro de uma maneira dose-dependente (figura 4.7). Durante a infecção das 

células HepG2, a concentração de 5 µM de C75 já era eficaz na redução da biogênese de 

corpúsculos lipídicos induzida pelo DENV-2 (figura 4.7C); enquanto que no caso das células 

BHK-21 era necessário pelo menos uma dose de 10 µM (figura 4.7A).                                                  

       Em paralelo, observamos que células BHK-21 infectadas pelo DENV-2 in vitro e tratadas 

com diferentes concentrações de triacsin C, um inibidor da enzima acil-CoA sintetase, por 

24h, apresentavam uma redução significativa na biogênese destas organelas induzida durante 

a infecção apenas na dose de 10 µM (figura 4.8). 
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foram contrastadas com tetróxido de ósmio (A,C) ou BODIPY™ (B). As imagens foram 

obtidas através do microscópio de fluorescência, enquanto que a contagem dos corpúsculos 

lipídicos de 50 células consecutivas foi realizada em microscópio de campo claro. Os 

resultados são representativos de 3 experimentos independentes e expressam a média ± EPM. 

* aumento significativo em relação às células não infectadas (mock); + redução significativa 

em relação às células infectadas pelo DENV-2; p < 0,05. 

24 h 

(A) 

Mock DENV-2 DENV-2 + C75 20 µM 

48 h 

(C) 

24 h 

(B) 

Figura 4.7. Análise de corpúsculos 

lipídicos em células infectadas pelo 

DENV-2 in vitro e tratadas com 

diferentes concentrações de C75. 
Células BHK-21 (A,B) ou HepG2 (C) 

foram cultivadas em triplicata com mock 

ou infectadas com DENV-2. Após o 

período de adsorção viral (90 minutos), o 

inóculo foi removido, as células foram 

tratadas com diferentes concentrações de 

C75 e mantidas a 37°C em atmosfera de 

5% de CO2, durante 24 (A,C) ou 48 h (A-

B). Passado   estes   tempos,   as   células   
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Figura 4.8. Análise quantitativa de corpúsculos lipídicos em células BHK-21 infectadas 

pelo DENV-2 in vitro e tratadas com diferentes concentrações de triacsin C. Células 

BHK-21 foram cultivadas em triplicata com mock ou infectadas com DENV-2.  Após o 

período de adsorção viral (90 minutos), o inóculo foi removido, as células foram tratadas com 

diferentes concentrações de triacsin C e mantidas a 37°C em atmosfera de 5% de CO2, durante 

24 h. Passado este tempo, as células foram contrastadas com tetróxido de ósmio e a contagem 

dos corpúsculos lipídicos de 50 células consecutivas foi realizada em microscópio de campo 

claro. Os resultados são representativos de 3 experimentos independentes e expressam a 

média ± EPM. * aumento significativo em relação às células não infectadas (mock); + 

redução significativa em relação às células infectadas pelo DENV-2; p < 0,05. 
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4.6. A inibição da formação de corpúsculos lipídicos tem impacto na capacidade 

replicativa do DENV-2  

 

       Para avaliarmos se a formação de corpúsculos lipídicos interfere na capacidade 

replicativa do vírus, utilizamos um replicon do DENV-2 cuja sequência codificadora das 

proteínas estruturais foi substituída pela sequência codificadora da luciferase.  Construções de 

replicon contêm todos os elementos genéticos necessários para a amplificação em hospedeiros 

susceptíveis, porém não possuem a principal parte dos genes codificando proteínas estruturais. 

Os RNAs, consequentemente, replicam, mas não são empacotados em partículas virais. Sendo 

possível a distinção entre a tradução viral e a síntese de RNA devido a sua natureza não 

infecciosa, os replicons são considerados importantes ferramentas no estudo da replicação 

viral (Alvarez e cols., 2005; Ng e cols., 2007).  

       Para investigarmos o papel de drogas capazes de interferir na biogênese de corpúsculos 

lipídicos sobre a replicação viral, utilizamos células BHK-21 ou HepG2 infectadas com 

DENV-2 ou DENV-2 carregando o gene reporter luciferase (DENV-R) e tratadas com 

diferentes concentrações de C75 ou triacsin C, por 24 ou 48 h. Avaliamos a atividade da 

luciferase ou quantificamos as cópias virais por PCR em tempo real. Nossos resultados 

sugerem que o tratamento das células BHK-21, após o período de adsorção do DENV-R, com 

diferentes concentrações de C75 reduz a replicação viral em 24 e 48 h (figura 4.9A, segundo 

painel). No caso das células HepG2, após o período de adsorção do DENV-2 e tratamento 

com diferentes concentrações de C75 durante 24 h observamos a diminuição do número de 

cópias do RNA viral (Figura 4.9B). Em paralelo, ao tratarmos as células BHK-21, após o 

período de adsorção do DENV-2, com diferentes concentrações de triacsin C por 24 h, 

observamos também uma redução no número de cópias virais (figura 4.10).  

       Para confirmar se o C75 estava realmente afetando apenas a capacidade replicativa do 

vírus, e não a sua entrada ou tradução da poliproteína viral, analisamos a atividade da 

luciferase em um tempo mais curto (10 h). Observamos que não havia diferença significativa 

entre a atividade da luciferase nas duas doses de C75 utilizadas, sugerindo que esta droga 

esteja afetando, principalmente, a replicação do DENV-2 nestas células (figura 4.9A, primeiro 

painel).  
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Figura 4.9. Efeito do C75 sobre a replicação do DENV-2. (A) Células BHK-21 foram 

infectadas com DENV-R e após o período de adsorção (90 minutos), tratadas com diferentes 

concentrações de C75. A atividade da luciferase foi detectada nos extratos citoplasmáticos 

obtidos destas células, após 10, 24 e 48 h de tratamento. O primeiro painel representa a 

avaliação da entrada e tradução do DENV-2 (10 h) e o segundo painel, a avaliação da síntese 

de RNA viral (24 e 48 h). (B) Células HepG2 foram infectadas com DENV-2 e após o 

período de adsorção, tratadas com diferentes concentrações de C75 por 24 h. O número de 

cópias virais foi quantificado através da técnica PCR em tempo real; n=2. Luc: Luciferase. 
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Figura 4.10. Efeito do triacsin C sobre a replicação do DENV-2. Células BHK-21 foram 

infectadas com o DENV-2 e após o período de adsorção, tratadas com diferentes 

concentrações de triacsin C por 24 h. O número de cópias virais foi quantificado através da 

técnica PCR em tempo real; n=2.  
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4.7. MIF em leucócitos de pacientes com FHD é estocado num padrão citoplasmático 

sugestivo de localização nos corpúsculos lipídicos  

 

       Diversos estudos demonstraram que a concentração de determinados mediadores 

inflamatórios encontrava-se significativamente aumentada durante a infecção pelo DENV. O 

MIF, uma citocina proinflamatória importante na modulação da resposta imunológica e 

inflamatória, é um deles e já foi demonstrado, através da análise do soro de pacientes 

infectados, que a sua concentração está diretamente relacionada com a gravidade da doença 

(Chen e cols., 2006; Assuncao-Miranda e cols., 2010). 

       Entretanto, os fatores determinantes da produção diferencial dos diversos mediadores, 

bem como os papéis de cada uma destas moléculas no complexo cenário fisiopatológico da 

dengue necessitam esclarecimento. Desta forma, resolvemos avaliar a relação entre o aumento 

no número dos corpúsculos lipídicos e a geração aumentada desses mediadores. Inicialmente, 

ao investigarmos a localização subcelular do MIF em leucócitos de pacientes com a forma 

grave da doença, através de imunocitoquímica, observamos que esta citocina estava estocada 

num padrão citoplasmático sugestivo de localização nos corpúsculos lipídicos (figura 4.11). 

 

 

 

 

 

Figura 4.11: Localização subcelular do MIF em leucócitos isolados de pacientes com 

FHD. Leucócitos humanos obtidos de pacientes infectados com o DENV-3 foram incubados 

com anticorpo policlonal anti-hMIF (B) ou IgG de cabra (A). Em seguida, as preparações 

foram incubadas com IgG anti-cabra conjugado à biotina. A imunomarcação do MIF foi 

revelada utilizado o kit ABC Vectastatin glucose-oxidase e analisada através de microscopia 

de campo claro. O painel à esquerda mostra o controle, no qual foi utilizado anticorpo 

irrelevante ao invés do anticorpo primário específico, e o painel à direita mostra a localização 

do MIF. 

Controle MIF

(A) (B) 



54 

 

4.8. O DENV-3 induz a compartimentalização do MIF nos corpúsculos lipídicos de 

macrófagos humanos  

 

       Para confirmar se o MIF realmente estava estocado nessas organelas citoplasmáticas 

durante a infecção pelo DENV, realizamos o ensaio de imunolocalização associado à 

incorporação de sonda lipídica fluorescente (BODIPY™ 493/503). A figura 4.12 mostra a 

localização da marcação de BODIPY (verde) e MIF (vermelho) na colocalização (amarela), 

indicando que o MIF encontrava-se localizado nos corpúsculos lipídicos de macrófagos 

humanos infectados com o DENV-3 in vitro durante 24 h. 

 

 

 

 

Figura 4.12. MIF é estocado nos corpúsculos lipídicos durante a infecção pelo DENV. 

Macrófagos humanos infectados com o DENV-3 in vitro durante 24h foram incubados com o 

anticorpo policlonal anti-hMIF ou IgG de cabra. Em seguida, as preparações foram incubadas 

com IgG anti-cabra conjugado com o fluoróforo ALEXA 546 e marcadas com sonda lipídica 

fluorescente BODIPY™ 493/503. As imagens foram obtidas através do microscópio de 

fluorescência. A sequência do painel superior mostra: corpúsculos lipídicos marcados com 

BODIPY, anti-hMIF e sobreposição das imagens; painel inferior: corpúsculos lipídicos 

marcados com BODIPY, controle do anticorpo primário (IgG de cabra) e sobreposição das 

imagens. 
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4.9. O DENV-3 induz aumento na formação de corpúsculos lipídicos e na geração de 

PGE2 em macrófagos humanos in vitro 

 

       Os mediadores lipídicos desempenham papel central no desenvolvimento da resposta 

inflamatória, estando relacionados à patogênese de diversas doenças. Na infecção pelo DENV 

a prostaciclina (PGI2) foi encontrada em elevada concentração no plasma de pacientes com 

FHD, particularmente durante choque (Preeyasombat e cols., 1999), enquanto o PAF e a 

PGD2 foram produzidos por células mononucleares infectadas com o vírus (Yang e cols., 

1995). 

     Avaliamos se a infecção pelo DENV-3, em macrófagos humanos, induzia a produção de 

PGE2. Nossos resultados demonstraram que o DENV-3 é capaz de induzir um aumento na 

geração de PGE2 em paralelo ao aumento na formação de corpúsculos lipídicos (figura 4.13). 

 

 

 

   

 

 

Figura 4.13. O DENV-3 induz a formação de corpúsculos lipídicos e a geração de PGE2 

em macrófagos humanos in vitro. (A) Macrófagos humanos cultivados com mock ou 

infectados com DENV-3 in vitro, durante 24 h, foram corados com BODIPY™ 493/503 e 

analisados por microscópio de fluorescência. (B) Os sobrenadantes de macrófagos humanos 

cultivados com mock ou infectados com DENV-3 in vitro foram coletados 24 h após a 

infecção e submetidos à dosagem de PGE2 através de ensaio imunoenzimático (EIA). 
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       O acúmulo intracelular de lipídios em corpúsculos lipídicos está associado a infecções 

clínicas e experimentais, neoplasias e diversas condições inflamatórias. Avanços recentes 

indicam que estas organelas não atuam apenas como depósitos de lipídios, mas também como 

estruturas dinâmicas altamente reguladas que possuem funções como domínios 

citoplasmáticos envolvidos no metabolismo e tráfego lipídico, na sinalização e ativação 

celular, bem como no controle da síntese e secreção de mediadores inflamatórios (Bozza e 

cols., 2009).  

       Parece que o papel exercido pelos corpúsculos lipídicos, durante processos infecciosos, 

os torne alvo bastante interessante para determinados patógenos, especialmente àqueles que 

modulam processos celulares do hospedeiro a fim de facilitar a replicação e, 

consequentemente, a sobrevivência dos mesmos. De fato, isto pareceu ser relevante durante a 

infecção pelo HCV, um membro pertencente à família do DENV, onde estas organelas 

mostraram-se envolvidas na associação com proteínas virais, replicação e produção de 

partículas infecciosas (Miyanari e cols., 2007; Targett-Adams e cols., 2008a; Targett-Adams e 

cols., 2008b). 

       Na literatura atual, apesar de muitos estudos terem documentado o papel dos corpúsculos 

lipídicos durante a infecção pelo HCV, não encontramos referências sobre o envolvimento 

destas organelas durante a infecção pelo DENV. Desta forma, este trabalho visa mostrar, pela 

primeira vez, a biogênese e função dos corpúsculos lipídicos durante a infecção pelo DENV, 

com foco na interação com proteínas virais, modulação da capacidade replicativa e/ou 

infecciosa do vírus e geração aumentada de mediadores inflamatórios. 

       Nossos resultados mostraram que leucócitos isolados de pacientes com a forma grave da 

doença, causada pelo sorotipo 3, apresentavam um aumento no número de corpúsculos 

lipídicos quando comparado com leucócitos obtidos de voluntários sadios. Nos estudos in 

vitro demonstramos que este fenômeno era reproduzido, uma vez que a infecção de 

macrófagos humanos ou células HepG2 com o DENV-3, durante 24 h, foi capaz de induzir a 

biogênese destas organelas quando comparada com células incubadas com o mock. De forma 

interessante, o aumento na formação de corpúsculos lipídicos observado durante a infecção 

não era dependente do sorotipo, já que o DENV-2 também foi capaz de estimular a gênese 

destas estruturas em células BHK-21 ou HepG2, após 24 ou 48 h de infecção in vitro, quando 

comparada com células incubadas com o mock. Outro ponto curioso deste estudo foi a 

observação de que o vírus inativado por aquecimento não promovia à formação destas 

organelas in vitro, sugerindo que este evento dependa da integridade viral.  

       Sendo assim, os dados obtidos propõem que o aumento na formação dos corpúsculos 

lipídicos induzido pelo DENV dependa de uma infecção produtiva, visto que o DENV 
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inativado por aquecimento falhou em induzir estas estruturas. Entretanto, foi demonstrado que 

a biogênese de corpúsculos lipídicos independe de uma infecção produtiva quando o estímulo 

é o BCG, já que a micobactéria morta por aquecimento leva à indução da formação destas 

organelas com a participação do TLR2 (D'Avila e cols., 2006). É possível, portanto, que as 

mudanças conformacionais induzidas na glicoproteína E do DENV prejudicam a interação do 

vírus com um possível receptor na membrana celular que seja capaz de promover ou facilitar 

a sua internalização, além de desencadear uma cascata de sinalização que culmine na gênese 

dos corpúsculos lipídicos. 

       Através da análise da expressão do mRNA de receptores envolvidos no reconhecimento 

de moléculas específicas derivadas de microorganismos, foi demonstrado que a infecção pelo 

DENV promovia um aumento na expressão do mRNA de TLR3, TLR8, RIG-I e MDA5, 

sugerindo que o vírus poderia ser reconhecido pelos mesmos (Conceicao e cols., 2009). Deste 

modo, não podemos descartar a hipótese de que o RNA do DENV ao ser reconhecido por tais 

receptores desencadeie sinalização intracelular que culmine na biogênese de corpúsculos 

lipídicos observada durante a infecção. 

       Assim, os mecanismos que regulam a formação destas organelas durante a infecção pelo 

DENV ainda precisam ser esclarecidos. Embora não existam inibidores específicos para os 

corpúsculos lipídicos, diversos estudos demonstraram que diferentes classes de drogas são 

capazes de bloquear a formação destas organelas dinâmicas. Desta forma, para confirmar esta 

hipótese, utilizamos inibidores de enzimas envolvidas no metabolismo de lipídios, o C75 e o 

triacsin C. Ambas as drogas já haviam sido reportadas como inibidoras da formação destas 

estruturas em distintos tipos celulares (Fujimoto e cols., 2006; Accioly e cols., 2008). 

Portanto, ao analisarmos o efeito destes inibidores sobre a biogênese de corpúsculos lipídicos, 

em diferentes tipos celulares, observamos uma redução significativa na formação destas 

organelas induzida durante a infecção pelo DENV. 

       Estes resultados fortemente sugerem que a gênese de corpúsculos lipídicos induzida 

durante a infecção pelo DENV ocorra de uma forma dependente das enzimas ácido graxo 

sintase e acil-CoA sintetase. Recentemente, foi demonstrado que durante a infecção há um 

aumento na atividade da enzima ácido graxo sintase e, consequentemente, na biogênese de 

lipídios (Heaton e cols., 2010); no entanto, este estudo não investigou a formação e/ou o papel 

dos corpúsculos lipídicos durante este processo. A fim de promover o aumento de 

constituintes lipídicos importantes no estabelecimento de uma replicação viral eficiente, o 

HCV promove a ativação da enzima ácido graxo sintase (Yang e cols., 2008), do fator de 

transcrição SREBP (Waris e cols., 2007) e dos receptores nucleares PPARγ (Kim e cols., 

2007; Kim e cols., 2009) e LXR (Lima-Cabello e cols., 2010). Sendo assim, uma vez que os 
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nossos resultados demonstraram que a inibição de enzimas envolvidas na síntese de lipídios 

prejudica a formação de corpúsculos lipídicos induzida pelo DENV, estudos que incluem a 

análise de receptores nucleares e fatores de transcrição envolvidos na lipogênese são 

necessários para desvendar os mecanismos que regulam a biogênese destas organelas. 

       É possível que a infecção como um todo contribua para a gênese dos corpúsculos 

lipídicos. Estudos demonstraram que durante a infecção pelo DENV há a produção de 

diversos mediadores inflamatórios e, portanto, acreditamos que alguns destes possam atuar 

em sinergismo com o vírus para promover a formação destas estruturas citoplasmáticas. 

       Dados do nosso grupo mostraram que o PAF e moléculas semelhantes ao PAF, mas não o 

liso-PAF, promovem a biogênese de corpúsculos lipídicos de maneira dependente do seu 

receptor acoplado a proteína G e sinalização abaixo deste, que inclui a ativação da 5-LO, PKC 

e fosfolipase C (PLC), num mecanismo que pode envolver uma alça autócrina na geração de 

CCL2 (Bozza e cols., 1996a; Bozza e cols., 1997; Bozza e cols., 1998; de Assis e cols., 2003). 

Adicionalmente, demonstramos que a quimiocina MCP-1 estava envolvida, durante 

inflamação induzida por LPS ou sepse experimental, na regulação da gênese destas organelas 

em macrófagos, de uma forma dependente do seu receptor CCR2, da sinalização envolvendo 

MAPK e PI3K, bem como da dinâmica microtubular (Pacheco e cols., 2007). Além disso, 

nosso grupo recentemente observou que o MIF é capaz de induzir a formação de corpúsculos 

lipídicos em eosinófilos, sendo este processo dependente do seu receptor CD74, da eotaxina e 

o receptor CCR3 (Vieira-de-Abreu e cols., 2010). Tendo em vista que estes mediadores 

inflamatórios se encontram em níveis elevados durante a infecção pelo DENV (Yang e cols., 

1995; Chen e cols., 2006; Fink e cols., 2006; Lee e cols., 2006; Souza e cols., 2009; 

Assuncao-Miranda e cols., 2010) é razoável que eles possam estar envolvidos na biogênese de 

corpúsculos lipídicos, porém esta hipótese ainda precisa ser investigada. 

       Além destas suposições, outra possibilidade é a de que proteínas virais, uma vez no 

citoplasma das células hospedeiras, também sejam capazes de desencadear uma cascata de 

sinalização intracelular que levaria à formação destas organelas dinâmicas. Durante a infecção 

pelo HCV, foi observado que a proteína C promovia um aumento no tamanho e densidade dos 

corpúsculos lipídicos em células hepáticas (Lyn e cols., 2010). De fato, nossos resultados 

mostraram que a transfecção de células BHK-21 com um vetor de expressão que codifica a 

forma madura da proteína C do DENV promovia a indução da formação destas estruturas 

quando comparada com células BHK-21 transfectadas com um vetor controle. Porém, esta 

indução foi menor do que aquela observada durante a infecção com o DENV-2 in vitro 

(Samsa e cols., 2009), sugerindo que outros fatores virais ou a infecção em si estejam 

envolvidos na alteração do metabolismo lipídico do hospedeiro.          
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       A proteína C do DENV é básica, possui 12 kDa e forma homodímeros em solução (Jones 

e cols., 2003; Wang e cols., 2004). Através da técnica de ressonância magnética nuclear, sua 

estrutura tridimensional foi resolvida e o estudo indicou que o monômero é composto por 

quatro hélices α (α1 a α4). As três primeiras hélices (α1 a α3) constituem a parte central do 

monômero, enquanto a α4, a hélice mais longa, estende-se além da parte central e possui uma 

alta densidade de resíduos básicos na sua superfície, que foram propostos na interação com o 

RNA viral. No lado oposto da molécula, foi sugerido que a superfície formada por α2 - α2’ e 

α1 - α1’, não carregada, interage com membranas (Ma e cols., 2004). A região hidrofóbica 

interna, composta pelos resíduos 46 a 66, incluí as hélices α2 e α3 (Markoff e cols., 1997). 

Apesar da proteína C ser a menos conservada dentre as proteínas dos flavivírus, as 

propriedades estruturais e a distribuição das cargas são bastante similares. 

       As proteínas C dos três gêneros pertencentes à família Flaviviridae não exibem 

homologia significativa na sequência ou organização comum de domínios. Todavia, todas são 

diméricas, básicas, possuem arranjo helicoidal e são responsáveis pelo empacotamento do 

genoma viral (Ivanyi-Nagy e Darlix, 2010). As proteínas C maduras dos hepacivírus possuem 

aproximadamente 170 aminoácidos de comprimento e consistem de dois domínios, o domínio 

N-terminal altamente básico (D1) e o domínio C-terminal hidrofóbico (D2) (Boulant e cols., 

2005). Contudo, as proteínas C dos pesti- e flavivírus são menores, com 90 a 100 resíduos e 

sem o domínio D2. Nos últimos anos, evidências sugerem que a formação do HCV requer a 

associação da proteína C aos corpúsculos lipídicos e que o domínio D2 era responsável por tal 

interação (Barba e cols., 1997; Hope e McLauchlan, 2000; McLauchlan e cols., 2002; Boulant 

e cols., 2006; Boulant e cols., 2007; Miyanari e cols., 2007; Shavinskaya e cols., 2007; 

Boulant e cols., 2008). Já que este domínio não está presente nas proteínas C do gênero 

Flavivirus, uma associação da proteína C do DENV com os corpúsculos lipídicos não era 

esperada. 

       Estudos reportaram que a proteína C encontrava-se localizada tanto no citoplasma quanto 

no núcleo de células infectadas pelo DENV. A localização nuclear foi cuidadosamente 

analisada por diversos grupos de pesquisa (Wang e cols., 2002; Sangiambut e cols., 2008). Ao 

contrário, há poucas informações sobre a distribuição desta proteína no citoplasma de células 

infectadas, local onde ocorre o empacotamento do RNA viral.   

       Ao investigarmos a localização da proteína C do DENV-2, utilizando para isso condições 

apropriadas capazes de manter a integridade dos corpúsculos lipídicos, demonstramos que 

esta proteína encontrava-se localizada nos corpúsculos lipídicos das células BHK-21 após 24 

h de infecção. Este evento também foi observado em outros tipos celulares (Samsa e cols., 

2009) Além disso, constatamos que a associação da proteína C a estas organelas se dava 



61 

 

através de resíduos hidrofóbicos específicos presentes na hélice α2, visto que substituições de 

dois aminoácidos (L50 e L54) desta hélice impediram a interação da proteína C com os 

corpúsculos lipídicos. Em contrapartida, mutações nos resíduos não carregados presentes na 

hélice α1 ou entre as hélices α1 e α2 não alteraram a interação entre esta proteína e os 

corpúsculos lipídicos (Samsa e cols., 2009).                                  

       Assim, o acúmulo da proteína C ao redor dos corpúsculos lipídicos propõe que estas 

organelas possam estar regulando temporariamente o processo viral através da regulação da 

disponibilidade desta proteína no citoplasma. A nossa hipótese é de que a interferência na 

formação de corpúsculos lipídicos possa ser um método de intervenção antiviral. Dessa 

forma, ao investigarmos o papel do C75 e triacsin C sobre a replicação do DENV, 

observamos que havia uma redução deste processo. Em seguida, para verificarmos qual etapa 

do ciclo de replicação estava sendo afetada após o tratamento das células, utilizamos o 

DENV-R. Nossos resultados mostraram que 10 h após a infecção, os níveis de luciferase não 

haviam sido alterados pelo inibidor C75, sugerindo que esta droga não esteja interferindo na 

entrada ou tradução viral. No entanto, 24 ou 48 h após a infecção, observamos uma redução 

nos níveis de luciferase, que corresponde à redução na amplificação do RNA do DENV. 

       O sobrenadante das células tratadas durante 48 h após a infecção foi coletado e, em 

seguida, utilizado para infectar células frescas na ausência do inibidor. Observamos, 48 h após 

a infecção, uma inibição na formação de partículas virais (Samsa e cols., 2009) e, portanto, 

nossos resultados sugerem que alterações no metabolismo dos corpúsculos lipídicos possam 

representar uma forma de bloquear a replicação do DENV. 

       Corroborando os resultados obtidos da importância destas organelas citoplasmáticas na 

replicação do DENV, investigamos o efeito das mutações na proteína C sobre este processo 

através da transfecção de células com os RNAs mutantes ou selvagem. Verificamos que 

mutações em aminoácidos hidrofóbicos localizados na hélice α2, necessários para a 

associação da proteína C aos corpúsculos lipídicos, impediram a formação de partículas virais 

infecciosas. Entretanto, mutações em aminoácidos não carregados presentes na hélice α1 ou 

entre as hélices α1 e α2, que não alteraram a interação entre a proteína C e estas organelas 

dinâmicas, não modificaram a propagação do DENV (Samsa e cols., 2009). Uma explicação 

plausível para estas observações seria que a proteína C, não localizada nos corpúsculos 

lipídicos, poderia se ligar a outros fatores envolvidos na replicação ou acumular no citoplasma 

e interagir prematuramente com o RNA viral, interferindo, portanto, na amplificação do 

genoma.  

       Estes resultados estão de acordo com um estudo prévio, no qual a deleção de alguns 

resíduos presentes na hélice α2 da proteína C do DENV prejudicou a propagação viral (Zhu e 
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cols., 2007). Baseado nos nossos resultados, aminoácidos hidrofóbicos presentes na hélice α2 

da proteína C do DENV poderiam atuar como o domínio C-terminal D2 dos hepacivírus, no 

que diz respeito à associação da proteína viral aos corpúsculos lipídicos. Portanto, hepaci- e 

flavivírus utilizam aspectos estruturais distintos para a localização subcelular da proteína C, 

sugerindo uma evolução convergente destas proteínas virais. 

        Os mecanismos envolvidos no recrutamento do RNA viral pela proteína C para formar o 

nucleocapsídeo ainda não foram completamente elucidados. Uma vez que ocorre a 

transferência de proteínas e lipídios entre o RE e os corpúsculos lipídicos (Thiele e Spandl, 

2008), é possível que inicialmente durante a infecção, a proteína C esteja armazenada nestas 

organelas para em seguida ser mobilizada à membrana do RE, onde a morfogênese da 

partícula viral tem início. Alternativamente, o RNA do DENV poderia interagir com a 

proteína C na superfície dos corpúsculos lipídicos, culminando na formação do 

nucleocapsídeo que seria, então, transferido à membrana do RE para a formação de partículas 

virais.        

       Acreditamos que durante a infecção estas organelas dinâmicas e funcionalmente ativas 

atuem não apenas como plataforma para a replicação viral, mas também na geração 

aumentada de mediadores inflamatórios. Isto porque a relação entre a formação de 

corpúsculos lipídicos e o aumento na síntese de eicosanóides – família de lipídios derivados 

do ácido araquidônico e que controlam processos celulares importantes, como apoptose, 

proliferação, metabolismo e migração celular – derivados da 5-LO e COX (LTC4, LTB4 e 

PGE2) foi observada por diversos grupos de pesquisa, incluindo o nosso, tanto in vitro (Bozza 

e cols., 1996a; Bozza e cols., 1996b; Bozza e cols., 1997; Bozza e cols., 1998; Bartemes e 

cols., 1999; Weller e cols., 1999; Pacheco e cols., 2007) quanto in vivo (Pacheco e cols., 

2002; Silva e cols., 2002; de Assis e cols., 2003; Melo e cols., 2003; Vieira-de-Abreu e cols., 

2005; Maya-Monteiro e cols., 2008). Entretanto, esta relação em associação com a detecção 

de enzimas formadoras de mediadores lipídicos nos corpúsculos lipídicos não eram 

suficientes para afirmar que os eicosanóides eram sintetizados nestas organelas durante 

processos inflamatórios ou infecciosos. Desta forma, nosso grupo demonstrou, através de uma 

técnica que permite a fixação destes mediadores nos seus locais de síntese, que os corpúsculos 

lipídicos de leucócitos ativados atuam como locais de síntese de LTC4, LTB4 e PGE2 

(Bandeira-Melo e cols., 2001b; Bandeira-Melo e cols., 2002a; Vieira-de-Abreu e cols., 2005; 

D'Avila e cols., 2006; Pacheco e cols., 2007). 

       Outro grupo de mediadores inflamatórios identificado nos corpúsculos lipídicos foram as 

citocinas – família de glicoproteínas envolvidas na inflamação, imunidade, proliferação, 

diferenciação e reparo celular. Citocinas como o TNF-α (Beil e cols., 1995; Pacheco e cols., 
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2002) e quimiocinas como a RANTES e a IL-16 (Lim e cols., 1996) foram detectadas nestas 

organelas de leucócitos ativados. Entretanto, ainda não foi elucidado como estes mediadores 

são liberados destas organelas e/ou se eles possuem capacidade de sinalização nestas 

estruturas. 

       Investigamos se o MIF – mediador proinflamatório cuja concentração estava diretamente 

relacionada à gravidade da doença – encontrava-se estocado nos corpúsculos lipídicos durante 

a infecção pelo DENV. Nossos resultados demonstraram que esta citocina, em leucócitos 

obtidos de pacientes com a forma grave da doença, estava localizada em inclusões 

citoplasmáticas compatíveis com os corpúsculos lipídicos. Para confirmar esta observação, 

utilizamos a técnica de imunolocalização associada à incorporação de sonda lipídica 

fluorescente e condições de fixação e permeabilização celular apropriadas, que previnem a 

dissolução destas organelas. Desta maneira, constatamos que o MIF encontrava-se estocado 

nos corpúsculos lipídicos de macrófagos humanos infectados pelo DENV-3 por 24 h in vitro. 

É importante ressaltar que o requerimento de condições ideais para a não dissolução destas 

estruturas tenha impedido outros grupos de pesquisa de identificar a presença do MIF nos 

corpúsculos lipídicos. 

       É possível que a localização do MIF nos corpúsculos lipídicos possa atuar como uma 

etapa intermediária na via de secreção desta citocina. Porém, não existem evidências 

disponíveis que suportem esta hipótese e, portanto, estudos serão necessários para definir a 

relação funcional entre o MIF e estas organelas. Estudos demonstraram que a secreção do 

MIF envolve vias não clássicas de secreção, incluindo o transportador ABCA1 (Flieger e 

cols., 2003) e a proteína associada ao Golgi p115 (Merk e cols., 2009). Assim, seria 

interessante analisar se estas proteínas, bem como o receptor CD74, colocalizam com o MIF 

nos corpúsculos lipídicos durante a infecção pelo DENV, bem como se a redução da 

biogênese destas organelas é capaz de interferir nos mecanismos de secreção do MIF. 

       Nossos resultados também mostraram que o DENV-3 é capaz de induzir em macrófagos 

humanos um aumento na secreção de PGE2 em paralelo ao aumento na formação de 

corpúsculos lipídicos in vitro. De fato, dois estudos observaram o aumento na geração de 

PGE2, em diferentes tipos celulares, durante a infecção pelo DENV-2 (Chen e cols., 2001; 

Liou e cols., 2008). Contudo, nossos dados não são suficientes para afirmar que os 

corpúsculos lipídicos estejam envolvidos na síntese e secreção de PGE2 durante a infecção, 

sendo necessários estudos adicionais que avaliem a localização tanto de enzimas envolvidas 

no metabolismo do ácido araquidônico – COX e LOX – quanto dos próprios mediadores 

lipídicos. 
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       Adicionalmente, observamos um aumento na secreção de MIF, TNF-α e IL-6 por 

macrófagos humanos infectados in vitro quando comparados com células incubadas com o 

mock ou infectadas com o DENV-3 inativado por aquecimento (Assuncao-Miranda e cols., 

2010). De maneira importante, o bloqueio do MIF, por anticorpo neutralizante ou antagonista 

seletivo, levou à inibição tanto da produção de PGE2 quanto da secreção dos outros 

mediadores inflamatórios citados sem afetar a replicação viral (Assuncao-Miranda e cols., 

2010). 

      Considerando o envolvimento dos corpúsculos lipídicos na produção de eicosanóides e o 

papel do MIF na indução da síntese e liberação de PGE2 (Mitchell e cols., 1999; Leng e cols., 

2003; Bozza e cols., 2009), é provável que a localização desta citocina nos corpúsculos 

lipídicos seja importante para a produção de mediadores lipídicos. Todavia, as possíveis 

funções intrácrinas do MIF a partir destas organelas ainda precisam ser avaliadas. 

       O papel do MIF na patogênese da dengue foi investigado e para tal foi utilizado uma cepa 

de DENV-2 adaptada ao camundongo para um modelo in vivo de FHD, caracterizado por 

aumento na permeabilidade vascular, número e função dos leucócitos alterados, hematócrito 

elevado, trombocitopenia e hemorragia. Nossos resultados demonstraram que camundongos 

deficientes de MIF apresentaram um decréscimo na letalidade e redução em todos os 

parâmetros analisados de gravidade da dengue quando comparados com animais controle, 

reforçando, portanto, o importante papel desta citocina na patogenia da doença (Assuncao-

Miranda e cols., 2010). Entretanto, o papel dos corpúsculos lipídicos e dos diversos 

mediadores inflamatórios que se encontram elevados durante a infecção in vivo pelo DENV 

ainda precisa ser investigado. 

       Os nossos resultados e hipóteses estão ilustrados na figura 5.1. Em resumo, observamos 

que o DENV é capaz de promover a biogênese dos corpúsculos lipídicos de uma maneira 

dependente das enzimas ácido graxo sintase e acil-CoA sintetase, uma vez que a inibição 

destas por drogas específicas leva à inibição da formação dos corpúsculos lipídicos. Esta 

inibição também promove um bloqueio na replicação do DENV, sugerindo um papel destas 

organelas dinâmicas neste processo. É possível que a proteína C, antes localizada nos 

corpúsculos lipídicos, possa acumular no citoplasma da célula hospedeira durante a redução 

da formação destas estruturas e, portanto, interagir prematuramente com o RNA viral, 

interferindo na amplificação do genoma. Por outro lado, a redução da formação dos 

corpúsculos lipídicos também pode afetar a montagem do vírus, já que inicialmente durante a 

infecção, a proteína C possa estar armazenada nestas organelas para em seguida ser 

mobilizada à membrana do RE, onde a morfogênese da partícula viral tem início. O MIF 

encontra-se estocado nos corpúsculos lipídicos durante a infecção, porém os mecanismos que 
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propiciam a sua secreção ainda precisam ser avaliados. Por fim, o DENV é capaz de 

promover um aumento na geração de PGE2, todavia estudos são necessários para analisar se 

este mediador lipídico é produzido e secretado a partir dos corpúsculos lipídicos induzidos 

durante a infecção. 

       Nossas perspectivas visam caracterizar os efeitos da infecção sobre os mecanismos que 

regulam a biogênese dos corpúsculos lipídicos e sua função na produção e secreção de 

mediadores inflamatórios, bem como identificar o mecanismo de secreção e/ou funções 

intrácrinas do MIF a partir destas organelas durante a infecção pelo DENV.     

 

   

 

Figura 5.1. Modelo proposto para biogênese e função dos corpúsculos lipídicos durante a 

infecção pelo vírus dengue. O DENV induz a biogênese dos corpúsculos lipídicos de uma 

maneira dependente de enzimas envolvidas no metabolismo lipídico, uma vez que a inibição 

das enzimas ácido graxo sintase e acil-CoA sintetase, por drogas específicas, leva à redução 

da formação destas organelas dinâmicas. Esta inibição também promove um bloqueio na 

replicação do DENV, sugerindo um papel dos corpúsculos lipídicos neste processo. Durante a 

infecção, a proteína C encontra-se localizada nos corpúsculos lipídicos e é possível que a 

redução da formação destas estruturas promova o acúmulo desta proteína viral no citoplasma 

da célula hospedeira e, portanto, a mesma pode interagir prematuramente com o RNA viral, 

interferindo na amplificação do genoma. Por outro lado, a redução da formação dos 

corpúsculos lipídicos também pode afetar a montagem do vírus, já que inicialmente durante a 
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infecção, a proteína C possa estar armazenada nestas organelas para em seguida ser 

mobilizada à membrana do RE, onde a morfogênese da partícula viral tem início. Durante a 

infecção, o MIF encontra-se estocado nos corpúsculos lipídicos, porém os mecanismos que 

promovem a sua secreção ainda precisam ser investigados. O DENV é capaz de promover um 

aumento na geração de PGE2, entretanto estudos adicionais são necessários para analisar se 

este mediador lipídico é produzido e secretado a partir dos corpúsculos lipídicos induzidos 

durante a infecção. 
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  A infecção pelo DENV promove a biogênese de corpúsculos lipídicos tanto em células 

provenientes de pacientes com FHD quanto em células infectadas in vitro. 

 

  A proteína C do DENV-2 interage especificamente com os corpúsculos lipídicos das 

células BHK-21, sugerindo que estas organelas possam estar regulando temporariamente o 

processo viral. 

 

  Drogas que interferem no metabolismo de lipídios foram capazes de reduzir a formação de 

corpúsculos lipídicos durante a infecção in vitro, bem como afetar a capacidade replicativa do 

DENV-2. Estes resultados propõem um papel dos corpúsculos lipídicos na replicação viral. 

 

  O MIF é estocado nos corpúsculos lipídicos durante a infecção pelo DENV-3. 

 

  O aumento na geração de PGE2 em paralelo ao aumento na formação de corpúsculos 

lipídicos foi observado durante a infecção pelo DENV-3. Estes dados sugerem que os 

corpúsculos lipídicos atuem na produção aumentada de mediadores inflamatórios.  
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