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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 
CARACTERIZAÇÃO FENOTÍPICA E FUNCIONAL DE CÉLULAS NATURAL KILLER (NK) 

DURANTE A MONOINFECÇÃO E COINFECÇÃO PELOS VÍRUS DENGUE E ZIKA  

 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Gabriel Macedo Costa Guimarães 

 

As arboviroses correspondem uma das principais causas de morbidade e 
mortalidade humana em áreas tropicais e subtropicais do mundo. O vírus 
Dengue (DENV) é o arbovírus mais importante que afeta o homem e constitui 
um sério problema de saúde pública no Brasil. A associação com desordens 
congênitas e neurológicas, tornou o vírus Zika (ZIKV) uma arbovirose de 
importância médica no Brasil e no mundo. Diversos fatores têm sido associados 
à patogênese dessas doenças, no entanto, os mecanismos envolvidos não são 
completamente compreendidos. As células Natural Killer (NK) são linfócitos 
CD3neg CD56+ que fazem parte da resposta imune inata e são fundamentais 
durante a fase inicial das infecções por meio de suas funções antivirais e 
citotóxicas contra células- alvo infectadas. Pouco se sabe sobre os mecanismos 
de ação das células NK durante a infecção pelo DENV ou ZIKV. Assim, o objetivo 
deste estudo foi avaliar o envolvimento das células NK durante a infecção e 
coinfecção pelos vírus DENV e ZIKV.  Analisando as células de pacientes 
naturalmente infectados e coinfectados pelo DENV e ZIKV, observamos maior 
frequência de células NK em pacientes infectados pelo DENV, em comparação 
com os demais grupos estudados. Além disso, demonstramos elevada 
frequência de células NK CD56dim CD16+ coexpressando a proteína intracelular 
perforina e o marcador CD62L em pacientes monoinfectados pelo DENV em 
comparação com pacientes monoinfectados pelo ZIKV, coinfectados DENV e 
ZIKV, pacientes com outras doenças febris (ODF) e doadores saudáveis. A 
quantificação de citocinas demonstrou elevadas concentrações de TNF-α e IL-6 
em pacientes infectados pelo DENV e também nos coinfectados. Elevadas 

concentrações de IFN- e de IL-15 foram detectadas nos pacientes com Dengue 
e nos pacientes coinfectados respectivamente. Também foi padronizado um 
modelo in vitro de cocultura de monócitos humanos infectados pelo DENV-2 ou 
ZIKV e células NK na presença de IL-2. Os resultados demonstraram um 
percentual mais baixo de monócitos após a infecção pelo DENV ou ZIKV 
comparados com a cocultura não infectada. Além disso, também observamos  
incremento na população de monócitos CD14+ CD16+ nas coculturas  infectadas. 
Corroborando com nossos dados ex vivo, observamos que o subtipo CD56dim 
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CD16+  apresentou elevada coexpressão de perforina e CD62L nas coculturas 
infectadas. Esses resultados demostram que as células NK são importantes 
celulas efetoras da resposta imune antiviral e estão relacionadas com a  
imunopatogenese dessas arboviroses de importancia médica no Brasil.  
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

PHENOTYPICAL AND FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF NATURAL KILLER CELLS 

(NK) DURING THE MONOINFECTION AND COINFECTION BY DENGUE AND ZIKA 

VIRUSES 

 

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION IN PARASITE BIOLOGY 

 

Gabriel Macedo Costa Guimarães 

 

Arboviruses are a major cause of human morbidity and mortality in tropical and 
subtropical areas of the world. Dengue virus (DENV) is the most important 
arbovirus that affects public health in Brazil. The association with congenital and 
neurological disorders, became the Zika virus (ZIKV) an arbovirosis of medical 
importance in Brazil and in the world. Several characters have been associated 
with the pathogenesis of diseases, however, the mechanisms are not fully 
understood. Natural Killer (NK) cells are CD3neg CD56+ lymphocytes that are part 
of the innate immune response and are critical during an early phase of viral 
infections due to their antiviral and cytotoxic functions against infected target 
cells. Little is known about the mechanisms of action of NK cells during infection 
by DENV or ZIKV. Thus, the aim of this study was to evaluate the involvement of 
NK cells during infection by DENV and ZIKV viruses. Analyzing cells infected with 
DENV, ZIKV and coinfected with both, a higher frequency of NK cells was 
observed in DENV-infected patients compared to the other groups studied. In 
addition, was detected a high frequency of CD56dim CD16+ NK cells by 
coexpressing an intracellular protein and the CD62L marker in DENV 
monoinfected patients compared to ZIKV mononuclear cells, coinfected with 
DENV and ZIKV, patients with febrile diseases (ODF) and healthy donors. A 
quantification of cytokines demonstrated the variation of TNF-α and IL-6 in 
patients infected by DENV and also in those coinfected. High concentrations of 

IFN- and IL-15 were detected in patients with monoinfected by DENV and 
coinfected patients, respectively. An in vitro model of coculture of human 
monocytes infected with DENV or ZIKV and NK cells in the presence of IL-2 was 
also standardized. The results showed a lower percentage of monocytes after 
infection by DENV or ZIKV compared to uninfected coculture. In addition, we also 
observed an increase in the CD14+ CD16+ monocyte population in the infected 
cultures. Corroborating with our ex vivo data, we also showed that the CD56dim 

CD16+ subtype of NK cells increased the coexpression of perforin and CD62L in 
infected cocultures. These results demonstrate that NK cells are important 
effector cells of the antiviral immune response and are related to the 
immunopathogenesis of these arboviruses of medical importance in Brazil. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1    Os Arbovírus 

 
O termo arbovírus é um acrônimo da expressão em inglês arthropod-

borne vírus, que engloba todos os vírus que são transmitidos por vetores 

artrópodes. São transmitidos aos seres humanos principalmente por meio da 

picada de mosquitos e carrapatos infectados (DOUGHTY et al., 2017; 

SUKHRALIA et al., 2019).  

Durante as últimas décadas, o aumento da emergência e reemergência 

de arboviroses indicou que patógenos transmitidos por vetores artrópodes 

continuam sendo uma ameaça para a saúde pública. Infecções como dengue, 

zika, chikungunya e febre amarela estão ocorrendo em nível global e não se 

limitam a qualquer região em desenvolvimento ou tropical no mundo (LIANG; 

GAO; GOULD, 2015). O vírus Dengue (DENV) está em ascensão, causando 

aproximadamente 390 milhões de infecções em seres humanos por ano. Nos 

últimos três anos, o vírus Zika (ZIKV) se espalhou por todo o mundo. O vírus 

Chikungunya (CHIKV) se espalhou pelo globo no início do século XXI, enquanto 

o vírus da febre amarela (YFV) ressurgiu na África e nas Américas (WILDER et 

al., 2017; MAYER et al, 2017). 

A expansão dessas arboviroses pode ser explicada a partir da 

intensificação de condições que favoreceram a proliferação e dispersão de 

mosquitos do gênero Aedes, como resultado da urbanização não planejada, 

implementação ineficiente de programas de controle de vetores. Além disso, o 

abastecimento irregular de água associado às práticas de armazenamento de 

água, e a falta de envolvimento da comunidade, além da vontade política fazem 

parte do conjunto de fatores responsáveis pelo aumento das arboviroses nos 

últimos anos (HORSTICK, et al. 2010; GUBLER, 2011; KILPATRICK, 2012; 

GOULD et al., 2017; LINDSAY, 2017; ROIZ et al., 2018). 

Os arbovírus são membros de cinco famílias distintas: Bunyaviridae, 

Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae (DOUGHTY et al., 2017). 

A família Flaviviridae é composta pelos gêneros Flavivirus, Pegivirus, Pestivirus 

e Hepacivirus. O vírus da febre amarela (YFV, Yellow Fever Virus), vírus do 

Oeste do Nilo (WNV, West Nile virus), vírus da Encefalite Japonesa (JEV, 
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Japanese encephalitis virus), vírus Dengue (DENV, Dengue virus) e vírus Zika 

(ZIKV, Zika virus) representam membros de importância médica do gênero 

Flavivirus, responsáveis por altos índices de mortalidade e morbidade ao redor 

do mundo (GUBLER, 2002; KILPATRICK, et al, 2012).  

 

 

1.1.2    Família Flaviviridae 

 
A família Flaviviridae compartilha diversas características em comum, 

são: vírus esféricos com simetria icosaédrica, tamanho entre 40-65nm e genoma 

composto de fita simples de RNA (Ácido Ribonucleico) com polaridade positiva 

com cerca de dez a onze mil pares de bases, contendo uma única sequência de 

leitura aberta (ORF, open Reading frame) codificando uma poliproteína 

posteriormente clivada em três proteínas estruturais (C, prM/M, E) e sete não-

estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (OLIVEIRA, 2016; 

GARCIA-BLANCO, 2016) (Figura 1.1).  

Figura 1.1: Genoma dos Flavivirus. Imagem representativa do genoma de um flavivirus, 
destaca-se a região que codifica as proteínas estruturais, como a do capsídeo (C), membrana 
(M – transcrita na sua forma precursora pre-M) e a do envelope (E); além da região que codifica 
as proteínas não-estruturais, como NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. Fonte: 
Adaptado de GUZMAN et al., 2010  
 

Após a ingestão de sangue de hospedeiro infectado, os vírus se 

multiplicam dentro dos tecidos do artrópode, consistindo o período de incubação 

extrínseco, gerando altos títulos virais, particularmente nas glândulas salivares. 

Os vírus são então passados para seres humanos ou outros vertebrados durante 

a picada de insetos (LAURETI, et al, 2018).  

A maioria das doenças causadas por arbovírus são zoonoses, ou seja, 

são principalmente infecções de vertebrados não humanos, que ocasionalmente 

podem causar infecções acidentais em humanos. Sendo o DENV uma exceção, 

já que os seres humanos são os hospedeiros primários entre os vertebrados 

(HANLEY & WEAVER, 2008).  
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1.2 Infecção pelo vírus Dengue 

 

1.2.1   Histórico e Epidemiologia 

 
A dengue se tornou a arbovirose mais difundida no mundo e está presente 

em todos os continentes, atingindo mais de 100 países. As áreas tropicais e 

subtropicais são as mais atingidas pelo fato de estarem densamente povoadas 

pelo mosquito transmissor Aedes aegypti, que é responsável pela manutenção 

do ciclo de transmissão do vírus (GUBLER, 1998). 

O agente etiológico da dengue é o DENV, transmitido por mosquitos 

fêmeas, principalmente da espécie Aedes aegypti e, em menor grau, Aedes 

albopictus em um ciclo humano-mosquito-humano. O DENV possui quatro 

sorotipos antigenicamente distintos (DENV-1, -2, -3 e -4) que compartilham 65%-

75% de homologia entre suas sequências de RNA, são classificados de acordo 

com critérios imunológicos e biológicos, e todos os sorotipos são capazes de 

causar o amplo espectro de quadros clínicos da dengue (CALISHER, 1989) 

GUBLER, 1997). Infecções por qualquer um dos quatro sorotipos confere 

imunidade de longa duração para o sorotipo homólogo. Observa-se uma 

imunidade cruzada entre sorotipos logo após a infecção primária, porém, após 6 

meses o hospedeiro torna-se suscetível a infecção pelos outros sorotipos do 

DENV (BHATT et al., 2013). 

Estima-se que a incidência anual global é de cerca de 400 milhões de 

casos suspeitos, resultando em aproximadamente 500.000 hospitalizações por 

ano (LIM, 2018). Outro estudo, coletou diversos dados da incidência mundial de 

dengue em 2013 em 141 países e territórios com transmissão ativa de dengue, 

e estimou um total de 58-40 milhões de casos de infecção pelo DENV, incluindo 

um total de 13.586 casos fatais e um custo total aproximado de 9 bilhões de 

dólares (SHEPARD et al., 2016). Há diversos fatores que influenciam essa 

pandemia, incluindo a globalização, a dispersão do vetor mosquito Aedes, 

inadequação de urbanização e a ausência de uma vacina licenciada ou 

terapêutica anti-dengue (SIMMONS et al., 2012). 

 Segundo o Boletim Epidemiológico da Secretaria de Vigilância em Saúde 

do Ministério da Saúde, foram registrados 239.389 casos prováveis de dengue 

no Brasil em 2017. Em 2018, foram registrados 203.157 casos, com uma 
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incidência de 97,8 casos/100 mil habitantes (Figura 1.2.1). A região Centro-

Oeste apresentou o maior número de casos prováveis em relação ao total do 

país (BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO, SE 36, 2018). 

  

Figura 1.2: Casos suspeitos de dengue, por semana epidemiológica de início de sintomas, 
Brasil entre 2016 e 2018. Fonte: Sinan NET (banco de 2016 atualizado em 23/06/2017; de 2017 
em 23/01/2018; e de 2018, em 30/05/2018).  

 

1.2.2   Replicação do DENV e células alvo 

A infecção pelo DENV inicia-se com a picada do mosquito e liberação dos 

vírus juntamente com a secreção salivar do vetor. A partícula viral interage com 

a membrana plasmática da célula alvo e é internalizada (MUKHOPDHYAY et al., 

2005).  

De modo inicial a estabelecer a infecção, o DENV liga-se primeiramente 

aos receptores da célula hospedeira através da proteína E na membrana celular. 

A interação ligante-receptor inicia a captação do virion por meio da endocitose 

mediada pelo receptor (ACOSTA et al., 2014.; VAN DER SCHAAR et al., 2008).  

Dentro do endossomo ácido tardio, a fusão da membrana ocorre quando 

o envelope do virion se funde com a membrana endossomal, seguido da 

liberação do nucleocapsídeo e liberação do RNA viral no citoplasma (MODIS et 

al., 2004). O genoma de RNA do DENV é traduzido em uma única poliproteína 
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pelos ribossomos do hospedeiro e a poliproteína é então clivada por proteases 

virais e do hospedeiro, para liberar proteínas virais individuais (ACOSTA et al., 

2014). 

Os principais alvos para a replicação do DENV são os fagócitos 

mononucleares, tais como os macrófagos, monócitos e as células dendríticas 

(DCs, Dendritic Cells) (WANG et al., 2002; KOU et al., 2007; DURBIN et al., 

2008). Foram detectados antígenos virais em células de baço, pulmão, fígado, 

células endoteliais e células de Kupffer de casos fatais (JESSIE et al., 2004; 

PÓVOA et al., 2014).  

Em modelos in vitro, DENV é capaz de infectar diversas linhagens 

celulares, tais como: células VERO (células renais de macaco verde africano - 

Cercopithecus aethiops), a linhagem C6/36 proveniente do clone do mosquito 

Ae. albopictus, HepG2 e Huh7 (linhagem de hepatócitos) (THEPPARIT et al., 

2013) EA.hy926 (células endoteliais humanas) (KANLAYA et al., 2009)   HUVEC 

(células endoteliais da veia umbilical humana) e HUASMC (células musculares 

lisas da artéria umbilical humana) (ARIAS-ARIAS et al., 2018) HMVEC (Células 

endoteliais da microvasculatura) (KELLEY et al., 2012) e HMEC-1 (células 

endoteliais da microvasculatura dermal humana) (TALAVERA et al, 2004). Além 

disso, monócitos humanos e DCs são suscetíveis à infecção e são utilizados 

como modelo de estudo de infecção pelo DENV (GANDINI et al, 2013; LIBRATY 

et al, 2001; GANDINI et al., 2011).   

Apesar dos esforços para determinar as moléculas responsáveis para 

reconhecimento de DENV pelas células alvo, receptores específicos para DENV 

ainda não foram definitivamente identificados (HIDARI & SUZUKI, 2011). No 

entanto, há alguns candidatos, como por exemplo: o receptor de manose, 

receptor CD14, glicosaminoglicanos como o heparam sulfato (presente em 

monócitos e macrófagos), e a molécula de adesão das células dendríticas (DC-

SIGN, dendritic cell-specific intercelular adhesion molecule-3-grabbing non-

integrin) (CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015). 
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1.2.3   Manifestações clínicas da infecção pelo DENV 

 

A infecção pelo vírus Dengue apresenta um amplo espectro clínico. Até 

75% das infecções por DENV são assintomáticas independentemente da faixa 

etária (FREEMAN, 2018). Os casos sintomáticos apresentam inicialmente 

sintomas brandos como uma febre indiferenciada que pode ser caracterizada 

como febre do dengue (FD). Muitas vezes, a FD não é diagnosticada devido à 

dificuldade no diagnóstico clínico, uma vez que é confundida com outras doenças 

virais (HASAN et al., 2016).  

Antes da classificação da OMS de 2009, dengue era classificada em febre 

do dengue (FD), febre hemorrágica do dengue (FHD) e síndrome do choque da 

dengue (SCD) de acordo com a classificação da OMS de 1997. Esse sistema de 

classificação mostrou diversas limitações, especialmente no diagnóstico de 

pacientes graves que não se incluíam nos rigorosos critérios de FHD (VIEIRA 

MACHADO et al., 2014).  

A dificuldade em seguir os parâmetros clássicos da OMS de 1997 (WHO, 

1997) na triagem dos casos graves da dengue, evidenciou e incentivou a 

necessidade de um estudo amplo para estabelecer um esquema de 

classificações que possa ser utilizado por toda a América Latina (YACOUB et al., 

2013). A nova classificação da OMS de 2009 classificou os pacientes em 3 

grupos distintos: dengue sem sinais de alarme (FD), dengue com sinais de 

alarme (FDSA) e dengue grave (DG) (OMS, 2009). 

Em linhas gerais, a dengue é uma doença de baixa mortalidade, em que 

podem ocorrer infecções sequenciais por diferentes sorotipos, e acometer 

crianças e adultos. Os sintomas que caracterizam a doença são: dor de cabeça, 

artralgia, mialgia, o aparecimento súbito de febre alta, dor retro-orbital e 

desconforto abdominal. Em alguns casos, podem ser detectados eritemas 

máculo-papular. A febre geralmente é bifásica, podendo durar de 2 a 7 dias. As 

manifestações hemorrágicas podem ocorrer em alguns indivíduos com FD. 

Trombocitopenia é comum em dados laboratoriais associados à FD, sendo que 

34% dos pacientes com FD possuem contagem de plaquetas menor do que 

100.000 mm³. A principal característica dos casos graves é o extravasamento do 

plasma como consequência do aumento da permeabilidade vascular, o que pode 
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ser diagnosticado por meio da observação de aumento no hematócrito (OMS, 

2009).  

Um novo estudo de avaliação dos sinais e sintomas associados com a 

gravidade, apoiado pela OMS intitulado Dengue Control (DENCO), apresentou 

uma nova classificação clínica em uso pela OMS desde 2009 (Figura 1.1), que 

leva em conta os níveis de gravidade para o atendimento clínico (OMS, 2009). 

 

Figura 1.2.1: Classificação dos casos de dengue de acordo com a Organização Mundial da 
Saúde (2009).  

 
 

1.2.4 Imunopatogênese do DENV 

A infecção por qualquer um dos sorotipos virais resulta em uma imunidade 

de longa duração para o sorotipo homólogo, no entanto, a divergência entre suas 

sequências não possibilita uma proteção contra sorotipos heterólogos 

(ROTHMAN, 2011). Estudos sugerem que em uma infecção secundária por um 

sorotipo diferente seria um risco para a forma grave da doença (SANGKAWIBHA 

et al, 1984; GUZMAN et al., 1990). Assim, a patogênese da dengue não está 
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relacionada apenas com o vírus, como também a uma interação de fatores 

ambientais e do hospedeiro. 

Diversos mecanismos têm surgido para explicar esses fenômenos 

relacionados às infecções secundárias e aos diferentes sorotipos de DENV, 

entre os quais, destacam-se a teoria da facilitação da infecção dependente de 

anticorpos (ADE) e a teoria do pecado antigênico original (MONGKOLSAPAYA 

et al, 2003). Além da infecção secundária heterotípica (quando o sorotipo viral é 

diferente do da infecção primária) que é o maior fator de risco, outros fatores 

influenciam na gravidade da doença como os genótipos e sorotipos virais, a 

idade, o intervalo entre as infecções e os fatores específicos do hospedeiro 

(WANG et al., 2017; KATZELNICK, 2017). No entanto, o completo entendimento 

da imunopatogênese da dengue ainda é um desafio. 

A seguir, serão discutidos os principais mecanismos envolvidos com a 

imunopatogênese do DENV. 

 

1.2.4.1 Virulência viral 

De acordo com esse conceito, sugere-se que determinadas cepas virais 

estariam relacionadas às formas graves da dengue, visto que as formas mais 

graves podem ocorrer também em infecções primárias (MATHEW, 2008; 

LEITMEYER et al., 1999)  e que elevada carga viral foi correlacionada com casos 

graves de dengue (DUYEN et al, 2011).  

Estudos epidemiológicos vêm constatando que determinados genótipos 

têm sido relacionados à maior incidência de formas graves de dengue, como no 

caso da cepa DENV-2 do Sudeste Asiático que foi associada com casos graves 

quando comparada à cepa DENV-2 Americana (WATTS et al., 1999).  

O sequenciamento genético de cepas circulantes revelou que o genótipo 

americano raramente está associado à FHD/SCD (LEITMEYER et al., 1999), 

enquanto as cepas asiáticas estão relacionadas às formas mais graves da 

dengue (WATTS et al., 1999).  

No Brasil, a introdução de uma nova linhagem asiática de DENV-2 foi 

relacionada ao aumento no número de casos graves e fatais. Esse aumento 

pode ser explicado pela introdução de cepas do genótipo asiático no continente, 
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que teriam maior vantagem seletiva em relação às cepas americanas (LIU et al, 

2011; FARIA et al., 2013; WAN et al., 2013; NUNES, et al., 2016). 

Além do genótipo, estudos recentes demonstraram a relação entre sorotipos e a 

gravidade da dengue, sugerindo que DENV-1 e DENV-4 estariam ligados a um 

maior número de casos brandos, enquanto DENV-2 e DENV-3 promoveriam 

mais casos graves (FRIED et al., 2010; HERING, 2017). 

 

1.2.4.2 Facilitação da infecção dependente de anticorpos (ADE) 

Este mecanismo sugere que embora protetora, a resposta humoral 

também poderia impactar na gravidade da doença. Dados epidemiológicos 

apontam como fatores de risco: a infecção sequencial por dengue ou a infecção 

primária em crianças nascidas de mães imunes à flavivírus (HALSTEAD, 1988; 

KLIKS et al., 1988).  

A resposta imunológica contra o sorotipo infectante do DENV promove 

imunidade duradoura a este sorotipo, e também, por até seis meses, aos outros 

sorotipos. Neste sentido, Hastead e O’rourke propuseram a teoria da ADE. Os 

pesquisadores demonstraram que células mononucleares de sangue periférico 

(PBMCs) de primatas não humanos infectadas pelo DENV in vitro, apresentaram 

aumento da infecção após a adição de anticorpos específicos contra DENV. 

(HALSTEAD & O'ROURKE, 1997). Acredita-se que esse aumento contribua para 

o agravamento da doença.  

 

1.2.4.3 Tempestade de citocinas  

Este conceito refere-se à liberação exacerbada ou descontrolada de 

citocinas pró-inflamatórias – “tempestade de citocinas” - e tem sido associada ao 

aumento da permeabilidade vascular, manifestações hemorrágicas, podendo 

levar ao desenvolvimento do choque hipovolêmico, resultando em morte (BASU 

& CHATURVEDI, 2008; ROTHMAN, 2011; COSTA et al., 2013). Na infecção pelo 

DENV, o extravasamento plasmático é uma das principais consequências 

postuladas devido a tempestade de citocinas (TISONCIK et al. 2012). 
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Citocinas como IFN-, IL-10, IL-6, IL-7, GM-CSF e MIF, além de outras, 

têm sido observadas em níveis elevados em pacientes graves quando 

comparados com pacientes brandos (GREEN et al, 1999a; CHEN et al., 2005; 

BOZZA et al, 2008). 

 

1.2.4.4 Pecado antigênico original  

Este mecanismo foi proposto por Mongkolsapaya e colaboradores em 

2003, em que sugere que a gravidade da doença observada durante infecções 

secundárias ocorreria devido à participação de células T de memória de 

reatividade cruzada (MONGKOLSAPAYA et al., 2003).  

Desta forma, de acordo com esta teoria, durante uma infecção primária, 

ocorre expansão de clones de células T específicas para o sorotipo infectante e 

geração de células T de memórias. Já no caso de uma segunda infecção por um 

outro sorotipo, as células T de memória geradas na primeira infecção, reagiriam 

de forma cruzada contra o vírus da infecção secundária. Porém, essa expansão 

de células T com baixa avidez para o sorotipo infectante e alta avidez para o 

sorotipo de uma infecção anterior, produz uma enorme quantidade de 

mediadores inflamatórios, favorecendo o aumento da permeabilidade vascular, 

podendo levar ao quadro de hemorragias graves, choque hipovolêmico e a morte 

(MONGKOLSAPAYA et al., 2003).  

 

 

1.3   Infecção pelo vírus Zika  

1.3.1 Histórico e epidemiologia 

Entre os anos de 1914 a 1970, diversos vírus foram isolados por um grupo 

de pesquisadores britânicos e americanos em um programa de pesquisa sobre 

a ocorrência natural de febre amarela (YFV – Yellow fever vírus) em Uganda, 

patrocinado pela Fundação Rockfeller. Dentre esses vírus encontrados, estava 

o Zika vírus (DICK et al.,1952). 
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Aproximadamente a 11 kilômetros à nordeste do instituto de pesquisa, 

tinha uma área florestal chamada Zika. Esta área de floresta consiste em um 

cinturão estreito e denso de grandes árvores. Encontra-se ao longo da borda do 

Lago Vitória, em Uganda. Devido à incidência relativamente alta de imunidade à 

febre amarela entre os macacos na península de Entebbe, a floresta Zika foi 

escolhida como uma das áreas de estudo da febre amarela (DICK et al. 1952; 

DICK, 1953). 

Em abril de 1947, seis gaiolas sentinelas contendo macacos rhesus 

(Macaca mulata) foram posicionadas na copa de árvores da floresta Zika, área 

onde estes macacos serviriam como potencial hospedeiro para a população local 

de mosquitos, conhecida por transmitir YFV. A temperatura dos macacos rhesus 

eram medidas diariamente nas gaiolas. No dia 18 de abril de 1947, foi registrado 

um aumento na temperatura de um dos macacos – Rhesus 766 – de 39.7°C.  

No dia seguinte, a temperatura tinha chegado a 40°C. No terceiro dia de 

febre, uma amostra de sangue foi coletada do Rhesus 766. O soro foi injetado 

via intracerebral e intraperitoneal em um grupo de camundongos Swiss. Nos 

camundongos que foram inoculados intraperitonealmente, não houve nenhuma 

anormalidade durante o período de observação de trinta dias. No entanto, o 

grupo em que foi inoculado soro intracerebralmente mostrou sinais de 

enfermidade no décimo dia após a inoculação. O agente filtrável foi isolado do 

cérebro desses camundongos infectados, e foi assim, o primeiro isolamento do 

vírus Zika (DICK et al, 1952; DICK, 1953). 

Até pouco tempo atrás, acreditava-se que o isolamento de ZIKV em seres 

humanos foi obtido no ano de 1954, quando foi isolado do soro de uma menina 

nigeriana de dez anos de idade (MACNAMARA, 1954). Entretanto, dados 

recentes sugerem que o primeiro isolamento viral de ZIKV em humanos ocorreu 

em Uganda, por Simpson em 1964. Uma década após o primeiro relato errôneo 

por Macnamara, em que o isolamento viral publicado em 1954 foi, na verdade, 

de um vírus similar ao ZIKV, denominado Spondeweni vírus (WIKAN & SMITH, 

2017). 

Um estudo na década de 70 demonstrou que 40% da população da 

Nigéria possuía anticorpos neutralizantes contra ZIKV, demonstrando assim, a 

elevada prevalência de infecção no país (FAGBAMI, 1979). Já fora do continente 
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africano, o vírus foi detectado pela primeira vez em humanos nos anos entre 

1977-1978, na população local da Indonésia (OLSON et al., 1981).  

Não foram localizadas publicações com relatos de casos de zika no 

período de 1983-2006. O surgimento do surto de ZIKV em 2007 na ilha Yap na 

Micronésia, foi o primeiro relato de infecção pelo vírus fora do continente africano 

e asiático (DUFFY et al., 2009). 

 

 

1.3.2 Vírus Zika no Brasil 

 
Os primeiros relatos de pacientes com quadro de doença exantemática 

associado à conjuntivite e artralgia começaram a surgir no final de 2014 no Brasil 

(CARDOSO et al., 2015), se tornando o primeiro país do continente americano 

afetado pela doença. Em fevereiro de 2015, o Ministério da Saúde confirmou o 

surto de doença exantemática no Brasil.  

Em Abril do mesmo ano, foi confirmada a circulação do vírus no Nordeste 

do Brasil, quando pesquisadores da Universidade Federal da Bahia detectaram 

o genoma do ZIKV em 7 de 24 amostras sorológicas de fase aguda de pacientes 

exantemáticos de Camaçari, Bahia, por meio da técnica de reação em cadeia da 

polimerase (RT-PCR) (CAMPOS et al., 2015).  

A transmissão autóctone no Brasil foi confirmada por Zanluca e 

colaboradores do Instituto Carlos Chagas, Instituto Oswaldo Cruz no Paraná, em 

amostras oriundas do Rio Grande do Norte. Foram encontradas 8 amostras 

positivas, sendo que a análise filogenética demonstrou alta similaridade com 

sequências da linhagem asiática do vírus Zika (ZANLUCA et al. 2015). 

Acredita-se que até o final de 2015, os casos suspeitos de ZIKV variaram 

entre 440.000 a 1.300.000 (HENNESSEY et al., 2016). Já em novembro de 2016, 

casos autóctones da doença foram confirmados em todos os 26 estados do 

Brasil, com aproximadamente 211.770 casos prováveis de febre pelo vírus Zika 

no país, tendo sido confirmados 126.395 casos (BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO 

49, 2016).  
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Além dos casos convencionais de ZIKV no Brasil, a infecção pelo vírus foi 

associada com a microcefalia e Síndrome Guillain-Barré (SGB), sendo a SGB 

inicialmente proposta durante o surto na Polinésia Francesa. (CALVET et al., 

2016; OLIVEIRA MELO et al., 2016; CAO-LORMEAU et al., 2016) (Figura 3). 

Figura 1.3.1: Distribuição da incidência de Zika e casos notificados e confirmados de 
microcefalia no Brasil durante 2016. (A) Incidência (/100 mil habitantes.) de febre pelo vírus 
Zika por município, até a Semana Epidemiológica 49 no Brasil em 2016.  (B) Casos confirmados 
de microcefalia ou alteração do sistema nervoso central até a Semana Epidemiológica 52 no 
Brasil em 2016. Adaptado de boletins epidemiológicos para: Zika (http://tinyurl.com/jno38tt) e 
microcefalia (http://tinyurl.com/hm2ag4g) [acessados em 12 de Dezembro de 2018]. 

 

Em 2017, foram confirmados laboratorialmente 8 óbitos por ZIKV, sendo 

quatro no estado do Rio de Janeiro, dois em Espírito Santo, um no Maranhão e 

um na Paraíba. Foram registrados 216.207 casos prováveis de febre ZIKV em 

recém-nascidos, natimortos ou abortamento. A análise da taxa de incidência de 

casos prováveis de Zika, segundo regiões geográficas, demonstrou que as 

regiões Centro-Oeste e Norte apresentaram as maiores taxas de incidência: 38,8 

casos/100 mil habitantes e 12,5 casos/100 mil habitantes, respectivamente 

(BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO 50, 2017). 

Segundo o monitoramento dos casos de doença aguda pelo ZIKV até a 

Semana Epidemiológica 42 de 2018, foram registrados 7.544 casos suspeitos 

de doença pelo ZIKV no país, com taxa de incidência de 3,6 casos/100 mil 
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habitantes. A região Sudeste apresentou o maior número de casos suspeitos 

(2.779 casos; 36,8%) em relação ao total do país. Em seguida, aparecem as 

regiões Nordeste (2.184; 29,0%), Centro-Oeste (1596 casos; 21,2%), Norte (944 

casos; 12,5%) e Sul (41 casos; 0,5%). Já a análise da taxa de incidência de 

casos prováveis de Zika, segundo regiões geográficas, demonstra que as 

regiões Centro-Oeste e Norte apresentam as maiores taxas de incidência: 10,1 

casos/100 mil habitantes e 5,3 casos/100 mil habitantes, respectivamente 

(BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO, SE 30, 2018).  

A Figura 1.3.2 mostra os casos suspeitos de ZIKV no Brasil, por semana 

epidemiológica de início dos sintomas, entre os anos de 2016 até 2018. Nesse 

gráfico é possível observar que em 2016 ocorreu a epidemia de ZIKV afetando 

milhares de pessoas, enquanto nos anos de 2017 e 2018 diminuiu drasticamente 

o número de casos suspeitos à infecção pelo ZIKV no Brasil. 

A análise dos casos prováveis de doença aguda pelo vírus Zika, por 

semana epidemiológica no Brasil entre os anos de 2016 até 2018, permite 

verificar a redução drástica no número de casos desde 2016, conforme o gráfico 

abaixo. 

Figura 1.3.2 – Casos suspeitos de doença aguda pelo vírus Zika, por semana 
epidemiológica de início de sintomas, Brasil entre 2016 e 2018. Fonte: Sinan NET (banco de 
2016 atualizado em 23/06/2017; de 2017 em 23/01/2018; e de 2018, em 30/05/2018).  
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Em relação à introdução e rota de dispersão do ZIKV, inicialmente 

acreditava-se que o vírus fora introduzido no Brasil durante a Copa do Mundo, a 

qual aconteceu durante os meses de junho e julho de 2014. No entanto, nenhum 

país endêmico para a arbovirose participou da competição (MUSSO, 2015). Isto 

não exclui totalmente a possibilidade de introdução do vírus na época da Copa, 

já que torcedores procedentes de países endêmicos para ZIKV possam ter vindo 

ao Brasil e assim, introduzido o vírus.  

Posteriormente, um estudo sugeriu que o ZIKV possa ter entrado no país 

durante o campeonato internacional de canoagem que aconteceu em agosto de 

2014 no Rio de Janeiro e possuía participantes de quatro áreas endêmicas: Nova 

Caledônia, Polinésia Francesa, Ilhas Cook e Ilha de Páscoa (MUSSO, 2015). 

Outras hipóteses sugerem que a introdução do ZIKV seja proveniente da visita 

do Papa Francisco, com a chegada de muitos jovens católicos da África e Ásia 

no Brasil durante a Jornada Mundial da Juventude em julho de 2013 (EPELBOIN 

et al. 2017). Já que as manifestações clínicas do ZIKV se confundem com 

aquelas causadas por outras arboviroses endêmicas no Brasil, como a dengue, 

a introdução do ZIKV provavelmente foi despercebida. 

 
 
 

1.3.3 Formas de transmissão do vírus Zika 

 
O ciclo natural de transmissão de ZIKV envolve majoritariamente a picada 

de fêmeas de mosquitos do gênero Aedes (LI et al., 2012; DIAGNE et al., 2015), 

e considera-se que o Aedes aegypti é o principal vetor do vírus Zika por sua 

abundância urbana e natureza antropofílica (HAYES 2009, KRAEMER et al., 

2015). 

A espécie Ae.albopictus é considerada um vetor secundário, capaz de 

transmitir outros flavivírus incluindo DENV e CHIKV, assim como o Ae.aegypti. 

(GRARD et al., 2014). No entanto, mosquitos Ae.albopictus preferem áreas com 

vegetação, servindo como ponte entre a floresta e as áreas urbanas (PAUPY et 

al,. 2009). 

Diferentemente dos demais arbovírus, como DENV, CHIKV e YFV, o vírus 

Zika possui além da transmissão vetorial, outros modos de transmissão que 

representam a importação de ZIKV em regiões fora do território onde circulam 
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os vetores ou em áreas que ainda não haviam experimentado surtos (GREGORY 

et al., 2017). Outras formas de transmissão não-vetoriais já foram estudadas, 

entre elas: transmissão sexual, transplacentária e através de transfusão de 

sangue (BESNARD et al., 2014; MUSSO et al., 2015; ADIBI et al., 2016; SUBISSI 

et al, 2018).  

O vírus Zika já foi detectado no sangue (BEARCROFT 1956., MUSSO et 

al., 2014) saliva humana (MUSSO et al., 2015), sêmen (ATKINSON et al., 2016), 

leite materno (BLOHM et al., 2018) urina (GURINAT et al., 2015) e no trato 

genital feminino (PRISANT et al., 2016). Recentemente, Musso e colaboradores 

encontraram achados laboratoriais que propiciaram maior suporte para a 

comprovação da transmissão sexual (MUSSO et al., 2015). Outros estudos 

confirmaram a detecção de RNA viral no sêmen de diversos homens que 

apresentaram sintomas de infecção por ZIKV (FOY et al., 2011; MUSSO et al., 

2015; ATKINSON et al., 2016). Além disso, a carga viral no sêmen foi maior do 

que em comparação com a urina ou sangue (ATKINSON et al., 2016; MANSUY 

et al., 2016). 

 

 

1.3.4 Manifestações clínicas da infecção pelo ZIKV 

 
Assim como DENV, a grande maioria dos casos de Zika são 

assintomáticos. Cerca de 20-25% dos indivíduos infectados apresentam 

sintomas da doença, uma doença branda semelhante a dengue com quadro 

febril acompanhado manifestações clínicas de dores de cabeça, o qual dura em 

torno de 7 dias (CDC, 2016; CERBINO-NETO et al., 2016; LAZEAR & 

DIAMOND, 2016; SONG et al., 2017). Além disso, o paciente infectado com ZIKV 

pode apresentar artralgia, mialgia e dor retro-orbital. Em alguns casos, 

apresentam conjuntivite e rash (FLORES et al., 2016).  

A grande preocupação em torno da infecção pelo ZIKV nos anos recentes, 

diz respeito a sua associação a quadros neurológicos como a Síndrome de 

Guillain-Barré (SGB), em que o próprio sistema imunológico ataca as células 

nervosas da pessoa, causando fraqueza muscular e, por vezes, paralisia. Além 

disso, síndromes congênitas do ZIKV que culminam em uma diminuição no 

tamanho do cérebro de recém-nascidos, associada a degenerações no trato 
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espinhal e calcificações no córtex cerebral (BRASIL et al., 2016; FLORES et al., 

2016; OLIVEIRA MELO et al., 2016). O recente surto epidêmico no Brasil e em 

outros países da América Latina ilustrou a rapidez com que o ZIKV emergiu 

(CAMPOS et al., 2015; ZANLUCA et al., 2015). 

 

 

1.3.5 Patogênese do ZIKV 

 
Assim como outros flavivírus, é provável que o ZIKV infecte células das 

glândulas epiteliais e salivares dos mosquitos após a ingestão de sangue de um 

indivíduo infectado. Após um período de 5-10 dias, o vírus Zika pode ser 

encontrado na saliva do mosquito, e assim, ser transmitido para humanos.  

Quando o mosquito infectado faz o repasto sanguíneo, a saliva infectada 

deposita o vírus na epiderme e na derme do hospedeiro, o que leva à infecção 

por ZIKV tanto dos fibroblastos da pele do hospedeiro quanto dos queratinócitos 

(HAMEL et al., 2015).  

Monócitos particularmente CD14+ CD16+, seguidos das células 

dendríticas, são os principais alvos de infecção do ZIKV (MICHLMAYR et al., 

2017. Já que monócitos podem infiltrar diversos tecidos, incluindo órgãos 

imunologicamente protegidos, são alvos ideais para infecção, já que podem 

atuar como “Cavalo de Tróia”. (ANDRADE et al., 2017).  

Além disso, a porcentagem de monócitos CD14+ CD16+ é aumentada 

durante a infecção pelo ZIKV, e o perfil de expressão gênica de monócitos é 

geralmente mutado, com baixa indução de citocinas e quimiocinas, consistente 

com a leve sintomatologia de Zika. (ANDRADE et al., 2017). A identificação das 

células alvo da infecção por ZIKV no sangue é um importante passo para o 

entendimento dos estágios iniciais da resposta imune inata. 

Ainda não está claro como a infecção por ZIKV alcança sítios 

imunoprivilegiados dentro do corpo e rompe as barreiras protetoras como a 

placentária e hemato-testicular, o que leva à transmissão sexual e defeitos 

congênitos. (D’ORTENZIO et al., 2016). Uma possível rota é por meio dos 

leucócitos, que poderiam disseminar o vírus para diferentes compartimentos do 

corpo ou servir como um reservatório, em um mecanismo conhecido como 

Trojan Horse “cavalo de tróia” (SALINAS et al., 2010). Já o vírus do Oeste do 
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Nilo (WNV – West Nile vírus), outro flavivírus, infecta monócitos e isso contribui 

para a sua disseminação para o cérebro, resultando em encefalite e meningite 

(GARCIA-TAPIA et al., 2006; RIOS et al., 2006). 

 

1.4   Coinfecções – Dengue e Zika vírus  

Em diversos cenários epidemiológicos, até mesmo no Brasil, ocorre a 

cocirculação dos vírus Dengue e Zika. Quando ocorre uma infecção sintomática 

do ZIKV ou do DENV, as manifestações clínicas são semelhantes, embora as 

pessoas que adoecem com o vírus Zika geralmente tenham sintomas leves. 

(WHO, 2015). 

Um estudo de caso de um paciente com coinfecção de DENV e ZIKV, 

mostrou que o mesmo teve manifestações mais graves do que as manifestações 

já descritas para a infecção pelo ZIKV, incluindo artralgias graves e inchaço das 

articulações. (IOVINE et al., 2016). Embora isso possa simplesmente 

representar variação individual, é reconhecido que os anticorpos específicos 

para DENV, podem atuar favorecendo a infecção de ZIKV, pelo menos em um 

contexto in vitro. Sugere-se que a imunidade prévia do DENV intensifica a 

infecção de ZIKV in vivo e pode aumentar a gravidade da doença. (PAUL et.al., 

2016). 

Em um trabalho realizado em Manaus, capital do estado do Amazonas no 

Brasil, descobriu-se que quase todos os mosquitos Aedes.aegypti avaliados 

foram suscetíveis à coinfecção com ambos os arbovírus – DENV e ZIKV – e que 

a coinfecção influenciou fortemente a competência vetorial, com transmissão 

preferencial do ZIKV pela picada do Aedes.aegypti ao hospedeiro vertebrado 

(CHAVES et al., 2018).  

Ainda existem poucos trabalhos relatando a imunopatogênese das 

coinfecções de DENV e ZIKV, e menos ainda, voltados às células Natural Killer 

do sistema imunológico inato. 
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1.5   Aspectos fenotípicos e funcionais de células Natural Killer (NK) 
 

O Sistema Imunológico (SI) consiste em uma organização de células, 

moléculas, tecidos e órgãos com funções especializadas na defesa de um 

organismo contra agressores.  O SI é constituído por respostas com 

características biologicamente distintas: a resposta imune inata, uma defesa 

rápida, robusta e inespecífica contra patógenos; e a resposta imune adaptativa, 

especifica composta por células efetoras especializadas na eliminação de 

patógenos e na geração de memória imunológica (IWASAKI & MEDZHITOV, 

2010). 

 A primeira linha de defesa do organismo contra os vírus Dengue ou Zika, 

e qualquer outro vírus ou microorganismo patogênico está na imunidade inata. 

Ela existe antes do encontro com os microorganismos e é rapidamente ativada 

por eles, antes mesmo do desenvolvimento das respostas imunológicas 

adaptativas (BONILLA & OETTGEN, 2010).  

As células Natural Killer (NK) são linfócitos citotóxicos que possuem papel 

essencial na resposta imune antitumoral e antiviral. Como o próprio nome já diz, 

células NK são “naturalmente” citotóxicas e diferentemente das células T 

citotóxicas, não necessitam de exposição prévia ao antígeno para realizar suas 

funções efetoras (SUN & LANIER, 2011). Células NK compartilham algumas 

similaridades com as células T e B, incluindo a origem de um mesmo progenitor 

comum linfoide (CLP) e a dependência de citocinas de cadeia gama comum 

como a IL-2 para o desenvolvimento e atividade efetora (DISANTO et al., 1995; 

GALY et al., 1995; KONDO & AKASHI, 1997; BEAULIEU, 2018). 

As células T se desenvolvem no timo e se tornam ativadas quando seus 

receptores de células T (TCRs) rearranjados somaticamente encontram 

antígenos estranhos no contexto das moléculas do complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC) e ligantes co-estimulatórios expressos em células 

apresentadoras de antígenos.  

Em contraste, as células NK se desenvolvem primariamente fora do timo, 

em vários outros tecidos, e não expressam TCR. Em vez disso, as células NK 

são reguladas por numerosos tipos de receptores ativadores e inibidores, não 

rearranjados, incluindo dois tipos principais de receptores que se ligam a MHC 

classe I: receptores lectina tipo C evolutivamente conservado e não polimórfico, 
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e a grande família poligênica e altamente polimórfica de receptores KIR (do 

inglês Killer Immunoglobulin-like receptors) (COLONNA et al., 1999; FREUD et 

al., 2017).   

Dadas as maneiras distintas pelas quais as células T e as células NK são 

projetadas para responder à expressão de moléculas MHC de classe I (isto é, 

ativação das células T por meio do TCR e a regulação das células NK através 

de receptores que reconhecem MHC de classe I), é provável que as células T e 

as células NK forneçam imunidade complementar contra infecções e câncer, os 

quais as moléculas de MHC podem ou não ser reguladas negativamente 

(GRIFFIN et al., 2010; GARRIDO et al., 2017; FREUD et al., 2017).  

Além disso, sabe-se que é preciso dias para montar uma resposta robusta 

de células T (ou seja, resposta adaptativa), estudos recentes sugerem que esta 

é complementada por uma resposta inata muito mais rápida, em parte mediada 

por NK células (DEGUINE & BOUSSO, 2013; JAIN & PASARE, 2017).  

Contudo, esta é uma visão excessivamente simplificada da interação 

entre as células T e células NK, já que as células T podem expressar muitos 

receptores associados a células NK, incluindo receptores de ligação a moléculas 

MHC de classe I (STRAUSS-ALBEE et al., 2014; DAVIS et al., 2015). 

 Ademais, estudos têm cada vez mais mostrado que as células NK podem 

se adaptar através da remodelação epigenética em resposta a exposições 

ambientais e pode até mesmo formar memória imunológica (O'SULLIVAN et al. 

2015; TESI et al., 2016). 

As células NK representam aproximadamente 10% dos linfócitos 

humanos circulantes no total de células mononucleares do sangue periférico 

(PBMCs), e constituem a terceira maior população de linfócitos, após as células 

B e T (MANDAL & VISWANATHAN, 2014). Morfologicamente, são 

caracterizadas como linfócitos grandes e granulares, originados na medula 

óssea e fenotipicamente são definidos, em humanos, como CD56+ CD3neg. 

(MANDAL & VISWANATHAN, 2014). 

Acreditava-se que as células NK se desenvolviam exclusivamente na 

medula óssea. No entanto, evidências recentes em humanos e camundongos 

sugerem que as NK possam se desenvolvem e diferenciar em tecidos linfoides 
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secundários, incluindo o baço e os linfonodos (SCOVILLE et al., 2017; ABEL et 

al., 2018).  

Em humanos, várias deficiências raras de células NK têm sido descritas 

(ORANGE, 2002). O primeiro relato foi de um caso de uma jovem que não tinha 

células NK funcionais e sofreu uma série de infecções virais durante a infância e 

adolescência, incluindo infecções por múltiplos vírus herpes (BIRON et al., 

1989).  

Diversos estudos subsequentes têm associado síndromes de 

imunodeficiência humana que resultam no comprometimento total ou parcial do 

número e função das células NK, com maior suscetibilidade a infecções virais 

incluindo vírus herpes simples (HSV), vírus varicela zoster, citomegalovírus 

(CMV) e vírus do papiloma humano (DE VRIES et al., 1996; JAWAHAR et al., 

1996; DE HASS et al., 1996; JOST & ALTFELD, 2013). Esses estudos 

estabeleceram o papel crítico das células NK funcionais no controle de infecções 

virais em humanos. 

 

1.5.1 As subpopulações das células NK 

As células NK humanas constituem uma população heterogênea de 

linfócitos CD3neg e são classificadas pela expressão relativa na membrana 

extracelular de duas moléculas principais: CD56 e CD16 (LANIER et al., 1986a).  

O antígeno CD56 ou molécula de adesão neural (NCAM-1) possui função 

desconhecida nas células NK humanas (LANIER et al., 1989), embora outros 

estudos sugerem que essa molécula possa mediar interações entre as células 

NK e as células alvo (NITTA et al., 1989; SUZUKI et al., 1991). 

Já o CD16 ou receptor de baixa afinidade de Imunoglobulina gama 

(FcRγIII) (LANIER et al., 1986b) é um receptor Fc que reconhece e se liga a 

porção Fc de um anticorpo, como IgG, que tenha se ligado à superfície de uma 

célula-alvo infectada por um patógeno (opsonização). Uma vez que o receptor 

se liga ao anticorpo, a célula NK se torna ativa e induz a liberação de proteínas 

como perforina e granzimas, além da produção de citocinas como IFN-, que 

levam à morte da célula alvo e assim, limitam a disseminação da infecção viral. 

Esse mecanismo de ação das células NK através do reconhecimento do CD16 
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à porção Fc de um anticorpo é conhecido como citotoxicidade mediada por 

células dependente de anticorpos (ADCC) (WANG et al. 2015). 

 Baseado na expressão de CD56 e CD16, as células NK humanas são 

geralmente divididas em CD56bright CD16neg e CD56dim CD16+ (POLI et al., 

2009). No sangue periférico, a população CD56dim CD16+ constitui a maioria 

(aproximadamente 90%) das células NK. Esse subtipo produz baixa quantidades 

de citocinas, embora tenha mostrado ser mais citotóxico do que as células NK 

CD56bright CD16neg, devido a produção de altos níveis de perforina e granzima, 

assim como, através da indução de ADCC por meio de CD16 (FREUD et al., 

2005;  BERAHOVICH et al., 2006;  THOREN et al., 2007; FU et al., 2014). 

 Já as células CD56brightCD16neg representam a minoria de células NK no 

sangue periférico (aproximadamente 10%), e diferentemente das CD56dim, estas 

produzem grandes quantidades de citocinas e exibem baixa citotoxicidade, além 

de serem maioria nos linfonodos (WALDHAUER, I. & STEINLE, A. 2008.) 

As células NK secretam citocinas pró-inflamatórias tais como IFN- e TNF-

α. Essas citocinas são cruciais na amplificação da resposta imune inata devido 

a ativação de macrófagos e são também importantes para regulação da resposta 

imune adaptativa. As citocinas regulam a ontogenia, sobrevivência e a 

proliferação das células NK, a ativação/maturação e a citotoxicidade, sendo as 

IL-2, IL-15, IL-12, IL-18 e IFN tipo I, os principais mediadores dessa regulação 

(ZWIRNER & DOMAICA, 2010).   

Yu e colaboradores sugeriram que células NK CD56bright possam se 

diferenciar em CD56dim, assim, acredita-se que o subtipo CD56bright representa 

uma forma imatura ou em desenvolvimento das células Natural Killer (YU et al., 

2010). Dessa forma, as células NK CD56bright se diferenciariam adquirindo 

expressão de CD56dim, especialmente CD16 e KIR e perderiam a expressão de 

CD56bright além da redução de CD94 (BEZIAT et al., 2010; EISSENS et al., 

2012).  

  As células acessórias são importantes na regulação das funções efetoras 

das células NK. Estas induzem a maturação das células dendríticas (Dendritic 

Cells –DCs) via secreção de TNF-α/IFN- e por meio do contato célula–célula. 

Por outro lado, a produção de citocinas pelas DCs, como por exemplo IFN-α ou 

IL-15, aumenta a citotoxidade, proliferação e produção de IFN- pelas células 
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NK. Esta cooperação entre as DCs e as células NK é fundamental na indução 

da resposta tipo Th1 e citotoxidade da células T CD8 (WALZER et al., 2005).  

O reconhecimento dos padrões moleculares associados a patógenos (do 

inglês Pathogen-associated molecular pattern - PAMPs) pelos receptores do tipo 

Toll (do inglês Toll-like receptors – TLRs) desencadeia uma complexa cascata 

de transdução de sinal que irá culminar na produção de citocinas pró-

inflamatórias e dos interferons tipo I (IFN-α/β) importantes na defesa antiviral 

(IWASAKI & MEDZHITOV, 2004). Essa especificidade para estruturas 

microbianas faz com que o sistema imune inato possa distinguir o próprio do não 

próprio. As células NK podem ser ativadas tanto diretamente pelo vírus, 

mediante o reconhecimento de padrões virais via TLR, quanto indiretamente 

através de citocinas como a IL-2. Estas células são capazes de reconhecer RNA 

viral de dupla fita e de fita simples, além de expressarem receptores TLRs como: 

TLR-3, TLR-7, TLR-8 e TLR-9 (SIVORI et al., 2004; HART et al., 2005). 

 

 

1.5.2 Mecanismos de inibição ou ativação das células NK 
 

As células NK expressam uma grande variedade de receptores de 

superfície, que não sofrem rearranjo gênico e que podem ser ativadores ou 

inibidores da citotoxicidade. (LONG et al., 2013). Existem diversas famílias de 

receptores que apresentam tanto receptores inibitórios quanto receptores 

ativadores. Os principais receptores descritos pertencem as famílias dos KIR 

(receptores semelhantes a imunoglobulina de células “Killer”), CD94/NKG2 

(receptores de lectina do tipo C) e NCRs (receptores de citotoxicidade natural) 

(LONG et al., 2013). 

O balanço dinâmico entre receptores de ativação e inibição é responsável 

por determinar tanto a função efetora citotóxica das células NK de lisar as células 

alvo, quanto a produção de citocinas. Esses receptores possuem estratégia 

altamente sofisticada para evitar danos em células normais, ao mesmo tempo 

que identificam potenciais células alvo (VIVIER et al., 2008; SHI et al., 2008). 

Estes receptores são divididos em duas classes principais – inibidores ou 

ativadores - de acordo com sua influência nas células NK.   
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Primeiramente, em relação aos receptores inibitórios, sabe-se que as 

células NK humanas expressam diversas famílias desses receptores que 

especificamente identificam a expressão de moléculas MHC classe I clássicas e 

não clássicas em células alvo, e permitem que as células NK possam discriminar 

células normais de células infectadas ou doentes de acordo com a hipótese 

“missing-self” (LJUNGGREN, H. G. & KARRE, 1990; KARRE, 2008)  (Figura 5). 

Esses receptores inibitórios geram sinais de supressão que impedem a atividade 

das células NK e podem se ligar a diferentes grupos alélicos de moléculas HLA-

I expressas em células alvo (YOON et al., 2007).  

Já os receptores ativadores, estimulam as células NK a lisar células alvo 

que não possuem moléculas MHC-I na sua superfície (JAMIESON et al., 2004). 

Células tumorais ou infectadas por vírus diminuem a expressão de MHC-I para 

escapar do reconhecimento e morte pelas células T citotóxicas (REEVES & 

JAMES, 2917; LIU, 2009). Assim, os receptores de células NK podem ser 

classificados de acordo com sua função ou de acordo com a família a qual 

pertencem.  

 

Figura 1.4.1: Representação esquemática das funções fisiológicas das células NK.  
(A) O balanço entre os sinais ativadores e inibitórios regulam o reconhecimento das células 
saudáveis pelas células NK. (B) As células tumorais ou infectadas por vírus podem 
superexpressar ligantes que são reconhecidos pelos receptores de ativação das células NK que 
anulam os sinais inibitórios e induzem a lise das células alvo (C) Representação da hipótese 
“missing self”. As células tumorais ou infectadas por vírus podem também diminuir, regulando 
negativamente, a expressão de moléculas MHC classe I que são detectadas como “missing self” 
e sofrem lise pelas células NK. Quando células alvo não expressam na superfície celular 
moléculas MHC classe I, a ligação de receptores ativadores aos seus ligantes na célula alvo, na 
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ausência de sinais inibitórios, induz a ação efetora das células NK, por exemplo, via liberação de 
grânulos citotóxicos. (D) Representação da ADCC. Quando a molécula CD16 reconhece a 
porção Fc de um anticorpo acoplado em um antígeno na superfície da célula alvo infectada, isso 
induz a ativação das células NK e assim, a degranulação. Adaptado de MORVAN & LANIER, 
2016.   

 

O balanço entre os sinais ativadores e inibitórios integra o mecanismo de 

ativação das células NK. Quando a integração desses sinais atua em favor da 

ativação, desencadeia a função efetora das células NK que é caracterizada pela 

produção de mediadores solúveis inflamatórios e, principalmente, pela 

citotoxicidade às células alvo. A citotoxicidade ocorre por meio da liberação de 

grânulos citotóxicos pelas células NK, o que permite a apoptose de células alvo, 

mecanismo dependente da secreção de granzima/perforina ou expressão de 

TRAIL/FASL na superfície celular (KRZEWSKI & COLIGAN, 2012). As perforinas 

são proteínas que formam poros na membrana das células-alvo que podem 

perturbar a permeabilidade e levar a lise osmótica. Ao mesmo tempo que ajuda 

a permitir a apoptose mediada por granzimas (OSINSKA et al., 2014).  

Os receptores ativadores das células NK se ligam aos ligantes expressos 

na superfície das células alvo e estimulam as células NK para lisar as células 

alvo. Por outro lado, os receptores das células NK reconhecem moléculas MHC 

classe I (HLA-I) na superfície das células alvo, e essa interação inibe a lise das 

células alvo, sobrepondo os efeitos dos receptores ativadores. O sinal inibitório 

é perdido quando as células alvo diminuem ou perdem a expressão de moléculas 

MHC classe I, como é no caso de células tumorais ou infectadas por vírus, que 

possuem essa estratégia para escapar do reconhecimento e da destruição pelos 

linfócitos T citotóxicos (CTLs) (IGNEY & KRAMMER, 2002; REVILLEZA et al., 

2011; STADNISKY et al., 2011).  

Assim, o engajamento de receptores ativadores e inibitórios com seus 

ligantes determina se a célula NK vai atuar de forma efetora ou não. Geralmente, 

há três estágios que envolvem a interação das células NK com a célula alvo até 

levar à morte por apoptose. O primeiro estágio é a ligação da célula NK a célula 

alvo por meio de um painel de receptores ativadores e moléculas de adesão, 

como LFA-1 que reconhecem estruturas na superfície da célula alvo (PIETRA et 

al., 2012). De acordo com a hipótese missing-self, as células NK levam a morte 

da célula alvo por meio da ausência de sinais inibitórios devido à perda ou 

diminuição da expressão de moléculas MHC-I nas células alvo (KARRE, 2008).  
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O segundo estágio envolve o desencadeamento de uma cascata de sinais 

de ativação intracelular na célula NK, levando ao movimento dos grânulos 

citotóxicos em direção à superfície da célula NK. Em terceiro lugar, a liberação 

de proteínas citotóxicas dos grânulos citotóxicos para sinapse imunológica e, 

consequentemente para as células alvo, com objetivo de facilitar a morte da 

célula alvo (LANIER, 2003, MACE et al., 2012).  

Células NK ativadas também aumentam a expressão de Fas ligante 

(FasL), que reconhece Fas na superfície das células alvo, e essa interação leva 

a apoptose da célula alvo (NAGATA & SUDA, 1995). Estudos demonstraram que 

FasL é estocado na membrana do grânulo citotóxico e então, realocado para a 

superfície da célula efetora em processo de degranulação (BOSSI & 

GRIFFITHS, 1999, HE & OSTERGAARD, 2007). 

 

 

1.5.3 Papel das células NK durante a imunopatogênese do DENV e ZIKV 
 

Flavivírus como DENV e ZIKV induzem o aumento na expressão de 

moléculas MHC classe I, e isso diminui a detecção das células infectadas pelas 

células NK, já que o aumento dessas moléculas MHC interage eficientemente 

com receptores inibitórios das NK (YOSSEF et al., 2012; YE et al., 2013; JOST 

& ALTFELD, 2013). Já foi descrito que a maior consequência biológica do 

aumento de moléculas MHC classe I induzidos pelo DENV é a diminuição 

drástica da atividade citotóxica das células NK, conforme mostrado em ensaios 

de citotoxicidade in vitro (HERSHKOVITZ et al., 2008; KURANE, et al., 1984). 

O aumento da ativação das células NK na imunopatogênese da dengue 

vem sendo associado com bom prognóstico, sugerindo um papel protetor. 

Azeredo e col. (2006) mostraram que o aumento da expressão de células NK 

CD69+ (CD69 - marcador de ativação tanto de células T, B, quanto de NK) está 

associado à forma branda da dengue (AZEREDO et al., 2006).  Já nos pacientes 

com a Síndrome do Choque do Dengue, análises genômicas mostraram que 

aspectos funcionais das células NK estariam diminuídos nestes indivíduos 

(DEVIGNOT et al, 2010).  

Estudo in vitro utilizando células NK humanas autólogas mostrou que 

células dendríticas derivadas de monócitos (MDDCs) infectadas com DENV, 
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mas não monócitos, ativam células NK de maneira dependente de contato, 

resultando no aumento da expressão de CD69 e secreção de IFN- (COSTA et 

al., 2017). Além disso, este mesmo trabalho mostrou que o bloqueio de 

moléculas de adesão (LFA-1, DNAM-1, CD2 e 2β4) em cocultura de células NK 

e MDDCs infectadas pelo DENV, aboliu a ativação das células NK assim como 

a secreção de IFN- e o controle da replicação do DENV. 

Outro estudo in vitro mostrou o aumento na expressão de HLA-E após a 

infecção por qualquer um dos quatro sorotipos do DENV em células endoteliais 

microvasculares humanas (HMEC-1). No entanto, a infecção pelo ZIKV não 

aumentou a expressão de HLA-E (DREWS et al., 2018; MICHLMAYR et al., 

2017).  

 Um trabalho recente desenvolveu um modelo murino sintomático da 

infecção ocular pelo ZIKV, no qual por meio da extração de RNA e técnica RT-

PCR das amostras de olho coletadas em diferentes idades após a infecção pelo 

ZIKV, verificou-se o aumento na expressão relativa de TNF-α, IFN-, granzima e 

perforina. Aumento esse, que não foi acompanhado pelo aumento da expressão 

de marcadores de células T (CD3 e CD8), sugerindo que outras células, 

possivelmente as células NK, poderiam alcançar o olho infectado dos 

camundongos no início da doença (MANANGEESWARAN et al., 2018). 

Cada vez mais surgem novas evidências de que os monócitos CD14+ 

seriam os principais alvos durante a infecção pelo ZIKV (FOO et al., 2017). 

Recentemente, Lum e colaboradores (LUM et al., 2018) mostraram que a 

atividade das células NK foi diretamente dependente da presença de monócitos 

CD14+ na infecção in vitro pelo ZIKV. As PBMCs de doadores saudáveis foram 

depletadas de monócitos CD14+, o que diminuiu significativamente a expressão 

dos vários marcadores de ativação das células NK, demonstrando o papel 

funcional dos monócitos como um dos principais fatores para a estimulação das 

células NK (LUM et al., 2018). 
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2   JUSTIFICATIVA 

Há mais de 30 anos, o Brasil vem sofrendo o impacto de epidemias 

causadas pelos DENV, desde a introdução do DENV-1 em 1986. No caso da 

infecção pelo ZIKV, após anos restritos a certas áreas do globo terrestre, 

causando casos esporádicos em humanos, o ZIKV se tornou emergência de 

saúde pública no Brasil e no mundo.  

As infecções causadas pelo ZIKV foram acompanhadas por um aumento 

nos casos da Síndrome de Guillain-Barré, concomitantemente com 

complicações fetais como a microcefalia. Além disso, devido à cocirculação dos 

dois vírus, casos de pacientes comprovadamente coinfectados pelo DENV/ZIKV 

já foram reportados. 

A redução do número de casos confirmados para o ZIKV em 2017 até os 

dias atuais, dificultou a realização de estudos utilizando pacientes naturalmente 

infectados por este vírus. Neste sentido, ensaios in vitro utilizando células alvo 

infectadas pelo ZIKV constituem uma ferramenta fundamental na elucidação dos 

mecanismos imunopatológicos envolvidos na infecção pelo ZIKV. Ainda é 

desconhecido o desfecho clínico em pacientes coinfectados e o risco potencial 

de desenvolvimento de formas clínicas mais graves.  

Até o momento, existem poucos estudos abordando a resposta imune em 

pacientes infectados pelo ZIKV, e menos ainda com pacientes coinfectados, 

enfatizando a importância dos estudos propostos neste projeto. Em 

contrapartida, a resposta imune adaptativa é bastante estudada na infecção pelo 

DENV, porém até o momento estudos abordando a resposta imune inata em 

pacientes naturalmente infectados ainda são escassos.  

As células NK são as principais efetoras da imunidade inata e no controle 

das infecções virais. De uma forma geral, estudos anteriores demonstraram a 

maior frequência de células NK CD3neg CD56+ em pacientes brandos mostrando 

que a infecção pelo DENV tem impacto nos números das células NK totais na 

fase aguda. Em relação ao ZIKV, apenas um estudo abordou a frequência de 

células NK em pacientes infectados, e não existem, até o momento, estudos em 

pacientes coinfectados pelo DENV e ZIKV. 
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 Ensaios funcionais que possam contribuir no conhecimento do papel de 

células do sistema imune inato tanto na infecção pelo DENV quanto pelo ZIKV, 

principalmente no que diz respeito as células NK ainda são necessários. 
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3   OBJETIVOS  

3.1 Objetivo geral 

Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo estudar o perfil 

fenotípico e funcional das células Natural Killer (NK) em pacientes 

monoinfectados e coinfectados pelos vírus Dengue e Zika. 

 

3.2 Objetivos específicos 

• Avaliar a frequência ex vivo das diferentes subpopulações de células NK, em 

pacientes mono e coinfectados pelo DENV e ZIKV e in vitro, em cocultura de 

monócitos infectados e células NK; 

 

• Analisar a expressão ex vivo de perforina e CD62L nas subpopulações de 

células NK; 

 

• Quantificar citocinas séricas em pacientes mono e coinfectados pelo DENV ou 

ZIKV ;   

 

• Cocultura de monócitos infectados pelo DENV ou ZIKV e células NK na 

presença de IL-2; 

 

• Determinar os aspectos funcionais e fenotípicos das células NK humanas 

durante cocultura com monócitos infectados pelo DENV e ZIKV; 

 

• Avaliar a frequência total de monócitos infectados e células NK em cocultura 

após a infecção pelos vírus Dengue ou Zika. 
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4   METODOLOGIA 

4.1 População de estudo 

  Em 2016 foram estudados casos suspeitos de infecção pelos arbovirus 

dengue, zika e chikungunya com até uma semana após o início dos sinais e 

sintomas da doença, entre o período de fevereiro a junho de 2016.  Através da 

colaboração com os médicos Dr. Rivaldo Venâncio da Cunha na UPA Coronel 

Antonino em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, e Dr. Paulo Vieira Damasco 

no Hospital Rio-Laranjeiras, Rio de Janeiro, o laboratório de Imunologia Viral 

coletou cerca de 200 amostras. Os dados clínicos e epidemiológicos destes 

estudos já estão publicados (AZEREDO et al., 2018; SOUZA et al., 2018).  

  Neste estudo analisamos 81 casos que apresentaram diagnóstico 

laboratorial de infecção pelo DENV, ZIKV e ou coinfectados com DENV e ZIKV. 

Ainda foram incluídas amostras de indivíduos clinicamente saudáveis (n=10) que 

não apresentaram episódios febris nos últimos 3 meses ou comorbidades. Dez 

amostras negativas para DENV, ZIKV e CHIKV coletadas durante o estudo foram 

também analisadas com grupo acometido por outras doenças febris (ODF).  

  Toda caracterização clínica dos pacientes foi realizada. Os casos 

confirmados em pacientes com infecção pelo DENV foram classificados segundo 

a classificação clínica da OMS, 2009. Já os casos confirmados de infecção pelo 

ZIKV foram classificados de acordo com o Ministério da Saúde, 2016.  

  De acordo com a Tabela 4.1, podemos observar que a maioria dos 

pacientes com dengue apresentaram a forma branda da doença, dengue sem 

sinais de alarme (DSSA). Da mesma forma, os pacientes coinfectados pelos 

vírus Dengue e Zika em sua maioria apresentaram a forma clínica DSSA.  

  Pacientes monoinfectados pelo ZIKV apresentaram sinais clínicos como 

febre, exantema, prurido e não foram observadas complicações ou 

manifestações neurológicas. Da mesma forma, não foram observadas 

complicações ou manifestações neurológicas nos pacientes coinfectados pelos 

vírus Dengue e Zika (AZEREDO et al., 2018). 

  De acordo com os dados demográficos dos casos confirmados de 

infecção pelo DENV, 55% foram mulheres e 45% homens. A média da idade foi 
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de 37 anos. Em relação aos casos confirmados de Zika, 59% foram mulheres e 

41% homens, e a média da idade foi de 39 anos. Em relação aos pacientes 

coinfectados pelo DENV e ZIKV, podemos observar que 42% foram mulheres e 

58% homens, e a média da idade foi de 34 anos. O principal sorotipo do vírus 

Dengue foi DENV-1 tanto nos casos infectados pelo DENV como nos 

coinfectados.  

  A aquisição dos dados demográficos, clínicos e laboratoriais foi feita no 

momento da consulta do paciente pelo médico e pesquisador em que foi 

preenchido o formulário, seguido da assinatura do Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido. Nas amostras de sangue de casos suspeitos foi realizado o 

diagnóstico laboratorial confirmatório de infecção pelo DENV, e ou ZIKV. 

 

Tabela 4.1: Dados demográficos, laboratoriais e clínicos dos pacientes 
infectados pelo DENV e/ou ZIKV. 

 
População de estudo com 91 pacientes, 40 monoinfectados pelo DENV, 22 monoinfectados pelo 
ZIKV, 19 coinfectados pelo DENV e ZIKV, além de 10 pacientes com outras doenças febris (ODF) 
com diagnóstico negativo para DENV e ZIKV. Dados expressos em Média ± Desvio Padrão. Dias 
de doença corresponde ao dia do início dos sintomas até o momento em que o paciente foi 
entrevistado. Outras comorbidades incluem rinite, asma brônquica, sinusite e artrite reumatoide. 
As idades e dias de doença foram representadas pelas médias aritmética dentro de cada grupo. 
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4.2 Diagnóstico laboratorial 

  Metodologias sorológicas e moleculares foram utilizadas no diagnóstico 

diferencial de infecção pelo DENV, ZIKV e CHIKV.  

 Para o diagnóstico laboratorial de infecção pelo DENV foram utilizados o 

kit Panbio Dengue IgM Capture ELISA (Alere™, Brisbane, Austrália), o Dengue 

Virus IgM Capture DxSelect™ (Focus Diagnostics, California, EUA), e o ELISA 

Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad Laboratories, California, EUA). A 

detecção molecular e tipagem dos sorotipos foi realizada de acordo com Lanciotti 

et al. (1992), além do protocolo de RT-PCR em tempo real descrito por Johnson 

et al. (2005). O diagnóstico de dengue foi confirmado pela positividade de pelo 

menos um dos seguintes métodos descritos acima. 

Para a investigação de casos suspeitos de infecção pelo ZIKV as amostras 

foram testadas para ZIKV pela metodologia de RT-PCR em tempo real descrita 

por Lanciotti et al. (2008). Não foram realizados métodos sorológicos na 

investigação de casos suspeitos de ZIKV devido reatividade cruzada deste vírus 

com outros Flavivirus. O diagnóstico de Zika foi confirmado pela positividade 

através da RT-PCR em tempo real (LANCIOTTI et al., 2008).  

Todas as amostras foram submetidas às metodologias sorológicas e 

moleculares para o diagnóstico de CHIKV pelo teste “padrão-ouro” ELISA de 

captura de IgM anti-CHIKV de acordo com o protocolo preconizado pelo 

Ministério da Saúde (2014), kit Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck, 

Alemanha), RT-PCR para detecção do CHIKV descrito por Lanciotti et al. (2007).  

 Esse estudo tem aprovação pelo Comitê de Ética para os estudos em 

pacientes infectados pelo DENV (Sistema Plataforma Brasil número CAAE 

13318113.7.3001.0021) e pelo ZIKV e CHIKV no Comitê de Ética em Pesquisa: 

CAAE-57221416.0.1001.5248, Plataforma Brasil. 

 Além da caracterização fenotípica das células NK de pacientes 

naturalmente infectados pelos arbovírus DENV e ZIKV, este projeto também 

investigou a interação das células NK com monócitos infectados in vitro. O 

desenho experimental exemplificando cada etapa utilizada neste presente 

trabalho está descrito no fluxograma a seguir, na Figura 4.1. 
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Figura 4.1: Fluxograma do desenho experimental para estudo do perfil fenotípico e funcional das 
células NK na resposta imune anti-DENV e anti-ZIKV em pacientes naturalmente infectados e 
em cocultura de células NK e monócitos infectados in vitro. 

 

 

4.3 Obtenção de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)  

 
  Foram coletados cerca de 20 mL de sangue venoso periférico de 

pacientes em tubos contendo anticoagulante ACD (BD Vacutainer®, catálogo 

#364606) para obtenção de PBMC e plasma. As PBMCs (do inglês: “Peripheral 

blood mononuclear cells”) foram isoladas do sangue através do gradiente de 

densidade de Ficoll-HistopaqueTM (Sigma).  

  O sangue foi inicialmente colocado sobre 15 mL de Ficoll-Histopaque, em 

seguida os tubos foram centrifugados a 400 x g por 30 minutos a temperatura 

ambiente em centrífuga sem freio. Após a centrifugação, as PBMCs foram 

recuperadas e lavadas duas vezes com PBS-SFB e a suspensão final foi 

ressuspendida em meio HBSS suplementado com 1mM de EDTA e 2% de SFB, 

e as células foram contadas na câmara de Neubauer ou no contador de células 

automático (BIO-RAD modelo TC20) 

  A viabilidade celular foi avaliada previamente pelo corante de exclusão 

Azul de Trypan e as células foram congeladas para estudos posteriores. As 

alíquotas contendo de 106-107 células viáveis foram criopreservadas em solução 
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de congelamento com 10% de DMSO (Sigma #108K01865) e 90% SFB (Gibco, 

Invitrogen Co., catálogo #12657-029), armazenadas inicialmente a -70°C por 24 

horas e em seguida, repassadas para o nitrogênio líquido até sua utilização. O 

soro foi separado, aliquotado e armazenados à -70°C para análises posteriores. 

Para realização dos ensaios ex vivo, as PBMC criopreservadas foram 

descongeladas a 37°C e lavadas com meio HBSS suplementado com 1mM de 

EDTA e 2% de SFB. 

 

 

4.4 Fenotipagem de células NK dos pacientes por citometria de fluxo 

 
De forma a investigar mudanças fenotípicas associadas à ativação de 

subpopulações de células NK do sangue periférico de pacientes infectados pelo 

DENV e ou ZIKV, foram realizados protocolos já bem estabelecidos pelo nosso 

grupo de marcação intracelular e de superfície celular por citometria de fluxo 

(AZEREDO et al., 2006; GANDINI et al 2017).  

As PBMCs foram descongeladas e as células foram contadas com o 

contador de células automático (BIO-RAD modelo TC20). Após a adição das 

células nos tubos de citometria, as mesmas foram centrifugadas a 350 x g por 7 

minutos a 4°C e posteriormente, foi descartado o sobrenadante. Em seguida, foi 

adicionado 100μL de bloqueio (PBS 1x / SFB 2% / EDTA 1mM e plasma 

inativado) e as células foram incubadas por 30 minutos a 4°C. Depois disso, as 

células foram lavadas com 400μL  de tampão de lavagem (PBS 1x / SFB 2% / 

EDTA 1mM) e submetidas a marcação de superfície com a adição de anticorpos 

monoclonais anti-CD3, -CD56, -CD16, -CD62L, -CD4, -CD8. Após a incubação 

por 30 minutos a 4°C, as células foram novamente lavadas com tampão de 

lavagem e fixadas com PFA 2%. Foi realizada aquisição de pelo menos 10.000 

– 20.000 células no gate de linfócitos utilizando o citômetro FACSAria IIu (BD 

Biosciences da Plataforma de Citometria, RPT08A-RJ-Fiocruz).  

Além disso, foi realizada a marcação intracelular de perforina. Após a 

fixação, as células foram lavadas duas vezes em tampão contendo PBS-EDTA 

e permeabilizadas durante 20 minutos com 100μL de Cytofix/Cytoperm (BD 

Bioscience). Em seguida, depois de terem sido lavadas duas vezes com 100μL 

de tampão Perm/Wash (BD Perm/Wash™ Buffer), as células foram coradas com 
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o anticorpo anti-perforina Alexa Fluor 488 da BioLegend (Clone dG9). 

Finalmente, as células foram lavadas duas vezes e fixadas em PFA 2%. As 

análises foram realizadas usando o Flow Jo software, version 10 (TreeStar, Inc., 

Ashland, OR, USA). 

 

 

4.5 Obtenção de partículas virais 

 
Para os ensaios de infecção in vitro, foram utilizados estoques virais do 

sorotipo DENV-2, genótipo Sudeste Asiático e cepa brasileira da linhagem II . Já 

o ZIKV foi doado pelo Dra. Ana Bispo do Laboratório de Flavivírus – 

IOC/FIOCRUZ, isolado de um paciente com Zika.  

Para a produção de massa viral do ZIKV, foram utilizadas células Vero 

(African green monkey kidney vero cell line) suplementadas em meio DMEM (do 

inglês Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Gibco Thermo Fisher Scientific), 

suplementados com 0,3% de triptose fosfato (Sigma Aldrich), 0,75 g/L de 

bicarbonato de sódio (Sigma Aldrich), 1,4 mM de L-glutamina, aminoácidos não 

essenciais (Lonza) e 10% ou 2% de SFB) a 37°C. A amostra sérica com 

diagnóstico positivo de infecção pelo ZIKV foi diluída em meio (MOI 0.1) e 

inoculada na monocamada confluente. A presença de partículas virais 

infecciosas foi acompanhada através da observação de efeito citopático e 

posteriormente confirmadas pela PCR em tempo real. 

 

 

4.6 Purificação de partículas virais 

 
Primeiramente, é necessário clarificar a amostra para remover qualquer 

debri celular do sobrenadante das culturas celulares infectadas com vírus ou 

não. O conteúdo das garrafas de cultura, após 7 dias de infecção, foi vertido em 

um tubo falcon de 50 mL. Cada garrafa em um tubo falcon diferente. As células 

foram centrifugadas a 1000g a 25ºC por 10 minutos. Foi feito um pool das 

garrafas infectadas e das garrafas não infectadas (mock). Foi adicionado uma 

solução crioprotetora (SFB) para a partícula viral, deixando o volume de vírus ou 

mock a ser ultracentrifugado com 10% de SFB. O volume de vírus foi distribuído 
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nos tubos de ultracentrifugação (Beckman Coulter) previamente lavados e 

anteriormente deixados overnight no fluxo com luz ultravioleta ligada. Os tubos 

de ultracentrifugação foram tarados em uma balança de precisão para obter 

pesos equivalentes com precisão de pelo menos duas casas decimais.  

A ultracentrifugação foi realizada a 100.000 x g por uma hora a 4ºC. Após 

a ultracentrifugação, foi retirado o rotor da centrífuga cuidadosamente para não 

soltar o sedimento celular. O sedimento celular foi ressuspendido em 500 L de 

meio RPMI em cada tubo. Em seguida, o vírus ultracentrifugado foi filtrado 

utilizando seringa de 1 mL e filtros de 0,22 m. Após filtrar, foram feitas alíquotas 

de 100 L e congeladas no freezer -70ºC.  

 

 

4.7 Isolamento de células NK humanas  

 
Para a realização da purificação de células NK humanas, foi utilizado o kit 

comercial de separação magnética por seleção negativa da STEMCELL 

(EasySep StemCell Technologies). Após obtenção das PBMCs a partir de buffy 

coat e posterior contagem, foi realizada uma lavagem com o tampão de 

purificação de células NK (HBSS contendo 2% SFB e 1mM EDTA) e a 

concentração ajustada para 5 x 107 células/mL em um tubo de citometria de 5 

mL estéril. Foi adicionado 50 L de Human NK Cell Enrichment Cocktail no tubo 

de citometria com a suspensão celular.  

Em seguida, foi homogeneizado e incubado a temperatura ambiente por 

10 minutos. As partículas magnéticas (D Magnetic Particles) foram vortexadas 

por 30 segundos até a suspensão ficar homogênea. Foi adicionado 100 L de 

partículas magnéticas no tubo com a suspensão celular. A suspensão celular foi 

homogeneizada e incubada a temperatura ambiente por 5 minutos. O volume foi 

completado até 3 mL com o tampão de purificação de células NK, 

homogeneizado e colocado o tubo no imã magneto por 2,5 minutos.  

Posteriormente, o tubo de citometria foi invertido em um novo tubo de 

citometria coletor, onde estarão as células NK purificadas. O tubo coletor foi 

novamente colocado no imã magneto por 2,5 minutos para garantir a pureza das 

células NK, e ao final, tubo foi invertido em um tubo falcon de 15 mL. O 
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sobrenadante foi centrifugado a 350 x g por 8 minutos a 4ºC. Após a 

centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o sedimento celular foi 

ressuspendido em meio com soro e foi realizado a contagem das células NK 

purificadas. A pureza das células NK após o protocolo de purificação foi 

confirmada pela citometria de fluxo com pureza acima de 90% conforme os 

dados do fabricante do kit de separação magnética, por meio da marcação de 

superfície celular utilizando anticorpos monoclonais anti-CD56 e anti-CD14 

respectivamente.  

 

 

4.8 Isolamento de monócitos humanos  

 
As células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram obtidas a 

partir de bolsas de fase leucocitária - buffy coat” - de doadores saudáveis, 

através da colaboração com o Hospital Universitário Clementino Fraga Filho, 

UFRJ. As PBMCs foram isoladas do sangue através do gradiente de densidade 

de Ficoll-HistopaqueTM (Sigma) de maneira similar ao descrito no item 4.2. Foram 

realizados testes sorológicos para Sífilis, Chagas, Hepatites virais, anti-HIV-1 e 

2 e anti-HTLV-1 e 2, no hospital da coleta para a avaliação de cada amostra. 

Após obtenção das PBMCs e posterior contagem, foi realizada uma lavagem 

com o tampão de purificação de monócitos (meio HBSS contendo 2%SFB e 1mM 

EDTA) e a concentração ajustada para 5 x 107 células/mL.  

A purificação ou isolamento de monócitos humanos foi realizada utilizando 

kits comerciais de separação magnética por seleção negativa (Dynabeads, 

Invitrogen ThermoFisher Scientific). Primeiramente, foi realizado a lavagem das 

beads: vórtex por 30 segundos até ficar uniforme e homogênea. Foram 

transferidos 400 L de bead para um tubo de citometria de poliestireno de 5 mL. 

E foi adicionado 1 mL do tampão de purificação de monócitos e colocar o tubo 

no imã magneto por 1 minuto. O sobrenadante foi descartado, o tubo foi 

removido do magneto e as beads aderidas nas laterais do tubo foram 

ressuspendidas em 400 L de tampão de purificação. Foi adicionado 100 L de 

reagente de bloqueio no tubo de citometria com a suspensão celular.  

Em seguida, foi adicionado 100 L do coquetel de anticorpos presente no 

kit comercial que atua por seleção negativa, a favor da depleção de células T, B, 
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dendríticas, NK, eritrócitos, granulócitos e macrófagos. Após homogeneizar, 

incubar por 20 minutos a 4ºC. Depois, foi adicionado 4 mL de tampão e 

centrifugado a 350g por 8 minutos a 4ºC. Sobrenadante foi descartado, e as 

células foram ressuspendidas em 500 L de tampão em tubo de citometria de 5 

mL. Foi adicionado 400 L das beads lavadas anteriormente no tubo de 

citometria com a suspensão celular e incubado por 15 minutos a 4ºC. Foi 

adicionado 4 mL de tampão e homogeneizado. Em seguida, foi colocado o tubo 

no imã magneto por 2 minutos. As células foram coletas em um tubo cônico de 

50 mL. Novamente foi adicionado 4 mL de tampão e colocado no imã magneto 

por 2 minutos. O sobrenadante foi coletado no mesmo tubo coletor de 50 mL da 

etapa anterior, e centrifugado a 350 x g por 8 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi 

descartado e o sedimento celular foi ressuspendido em meio sem soro para 

contagem dos monócitos. 

 

 

4.9 Infecção de monócitos humanos pelos vírus Dengue ou Zika 

 
Após o isolamento de monócitos humanos, foram plaqueados em meio 

RPMI suplementado com 20 mM HEPES, 100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL 

de estreptomicina, 2 mM de L-glutamina e 10% de SFB. O número de monócitos 

variou de acordo com o protocolo (1x105 a 1x106 por poço) e as células foram 

cultivadas em placas de 24 ou 96 poços com volume final de 200 µL. Os 

monócitos foram infectados com 30µL de vírus ultracentrifugado DENV ou ZIKV 

de acordo com o protocolo já estabelecido pelo laboratório (AZEREDO et al., 

2010; GANDINI et al., 2013). A adsorção viral durou 150 minutos (2 horas e 30 

minutos) e após esse período, o meio foi retirado e em seguida, reposto com 

meio RPMI suplementado.  

 

 

4.10 Cocultura de células NK com monócitos infectados pelo DENV ou ZIKV 

  
 Após a purificação dos monócitos e posterior contagem dos mesmos, 

1x105 monócitos foram plaqueados em uma placa de 96 poços e infectados com 

30µL de vírus ultracentrifugado DENV-2 ou ZIKV. A adsorção viral durou 150 
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minutos (2 horas e 30 minutos) e após esse período, o sobrenadante foi 

descartado um a um com uma pipeta automática, e adicionado novamente meio 

de cultura RPMI suplementado com 10% de SFB e incubado na estufa a 37°C 

com 5% de CO2 por 48h. 

Depois de realizada a purificação das células NK, 2x105 células foram 

plaqueadas na presença de 50U de IL-2 (placa de 96 poços).  Após 48h, foi 

realizada a cocultura das células NK ativadas com os monócitos previamente 

purificados e infectados pelo DENV-2 ou ZIKV. Todo o conteúdo da placa de 

monocultura das células NK foi transferido para a placa de monocultura dos 

monócitos infectados. A cocultura teve duração de 4 horas, e logo em seguida, 

a placa foi colocada dentro da geladeira por 30 minutos para desprender os 

monócitos aderidos no fundo da placa. Logo depois, as células foram removidas 

lentamente do poço da placa com auxílio de uma pipeta automática e 

transferidas para os tubos de citometria.  

 A proporção de células NK e monócitos utilizada na cocultura foi de 2:1, 

respectivamente, ou seja, duas vezes mais células NK do que monócitos 

infectados. Tanto essa proporção, quanto o tempo de análise pós-infecção (48h), 

foi padronizado de acordo com estudo de Vivian Vasconcelos Costa (COSTA et 

al., 2017). Neste estudo, os autores observaram que  a cocultura de células NK 

com MDDCs infectadas pelo DENV-2 na proporção de 1:1 mostrou-se menos 

capaz de ativar as células NK, em comparação com maiores proporções das 

células NK em comparação com as células alvo. Assim, optamos por adotar a 

proporção de 2:1, com 200.000 células NK para 100.000 monócitos infectados 

pelo DENV ou ZIKV em cocultura. 

 

 

4.11 Imunofenotipagem de superfície e intracelular por citometria de fluxo 

 
Os sobrenadantes das culturas de monócitos de doadores saudáveis, 

previamente infectados pelo DENV-2 ou ZIKV, foram recolhidos após 

centrifugação da cocultura e armazenados a -70˚C para posterior dosagem dos 

mediadores inflamatórios, por ELISA, e determinação da carga viral, por RT-PCR 

para DENV (JOHNSON et al., 2005) e ZIKV (LANCIOTTI et al., 2008). 
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A marcação de superfície e intracelular por citometria de fluxo foi realizada 

de acordo com o protocolo estabelecido em (AZEREDO et al., 2010). 

A marcação de superfície para citometria de fluxo foi inicialmente realizada 

ao adicionar 400 µL de solução de lavagem para citometria (PBS 1x contendo 

2% SFB e 1mM EDTA) ao sedimento celular, com posterior ressuspensão com 

uso do vórtex. A suspensão celular foi centrifugada a 350g por 7 minutos a 4ºC. 

O sobrenadante foi descartado e ressuspendido em 100 µL de solução de 

bloqueio (PBS – 1mM EDTA – 1% BSA – 5% plasma inativado). Após 

homogeneizado com auxílio do vórtex, foi incubado por 30 minutos a 4ºC.  

Em seguida, foi adicionado 400 µL de solução de lavagem, homogeneizado, 

centrifugado e descartado o sobrenadante. Logo depois, foi adicionado o 

coquetel de anticorpos e incubado por 30 minutos a 4ºC. Após a incubação, foi 

novamente adicionado 400 µL de solução de lavagem, homogeneizado, 

centrifugado e descartado o sobrenadante. O sedimento celular foi 

homogeneizado com auxílio do vórtex, adicionado 100 µL de PFA 2% e incubado 

por 20 minutos a 4ºC. Seguidamente, foi realizada a última lavagem, em que foi 

adicionado 400 µL de tampão de lavagem, homogeneizado, centrifugado e 

descartado o sobrenadante. Por último, foi adicionado 150 µL de solução de 

citometria e após homogeneizado, foi para o citômetro ler cada um dos tubos 

marcados e não marcados. 

 

 

Tabela 4.2. Painel de anticorpos monoclonais para marcação de superfície e 
intracelular por citometria de fluxo. 
 

Anticorpo Fluorocromo Clone Catálogo Fabricante 

CD56 PE MEM-188 304606 BioLegend 

CD62L AF700 DREG-56 304820 BioLegend 

CD14 PerCP HCD14 325632 BioLegend 

CD16 PECy7 3G8 302016 BioLegend 

CD3 APC CY7 SK7   557832 BD 

NKp44 AF647 P44-8 355112 Biolegend 

CD69 PerCP L78 340548 BD 

Perforina AF 488 dG9 308108 BD 
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4.12 Quantificação de citocinas séricas por ELISA 

 

As citocinas (TNF-α, IFN-, IFN-α, IL-6, IL-12 e IL-15) foram quantificadas 

no soro de pacientes com diagnóstico confirmado para DENV ou ZIKV e 

doadores saudáveis, utilizando kits comerciais de ELISA e de acordo com as 

especificações do fabricante BD e R&D Systems, Peprotech.  

 

 

Tabela 4.3. Kits comerciais de ELISA para quantificação das citocinas. 
 

Citocinas Fabricante Catálogo Lote 

TNF-α PeproTech 900-TM25 0414T025-M 

IFN- RD DY282 1345595 

IFN-α Invitrogen BMS217 177937051 

IL-6 PepproTech 900-K16 0117016 

IL-12 PeproTech 900-TM96 0614T096-M 

IL-15 RD DY247  

 

 

 

4.13 Extração de RNA viral 

 
O RNA viral foi extraído do sobrenadante da monocultura de monócitos 

infectados e da cocultura desses com as células NK, utilizando o kit comercial 

QIAamp Viral RNA Mini Kit, (Qiagen, Alemanha) de acordo com protocolo 

descrito pelo fabricante. Em um tubo tipo epperdorf de 1,5 mL foram adicionados 

560 µL de Tampão de Lise AVL+ 5,6 µL de Carrier/AVE; 140 µL do sobrenadante 

da cultura ou cocultura. A suspensão foi homogeneizada e incubada por 10 

minutos a temperatura ambiente. Foram adicionados 560 µL de álcool etílico PA 

à 100% e a suspensão foi homogeneizada. 630 µL da mistura foram transferidos 

para uma coluna previamente numerada.  

Após centrifugação por 1 minuto a 8000 rpm o eluído do tubo coletor foi 

desprezado. Novo tubo coletor foi colocado na coluna e os 630 µL restantes da 

mistura foram transferidos para a coluna. Depois da centrifugação por 1 minuto 
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a 8000 rpm, o eluído foi descartado e a coluna foi transferida para novo tubo 

coletor. Adicionou-se 500 µL do Tampão de lavagem AW1 e após centrifugação 

por 1 minuto a 8000 rpm o eluído foi descartado. Adicionou-se 500 µL do Tampão 

de lavagem AW2 e após centrifugação por 3 minuto a 14000 rpm o eluído foi 

descartado. A coluna foi transferida para novo tubo coletor e após centrifugação 

por 1 minuto a 14000 rpm, a coluna foi transferida para um tubo tipo eppendorf 

de 1,5 ml previamente identificado. Adicionou-se 60 µL de Tampão de eluição 

(AVE) e após centrifugação por 1 minuto a 8000 rpm a coluna foi descartada e o 

RNA foi mantido e armazenado a - 70°C.  

 

 

4.14 Transcrição reversa seguida da reação em cadeia da polimerase  

 
 Foi utilizada a metodologia descrita por Lanciotti para a detecção do 

DENV durante as epidemias de 2016 e foi utilizado a metodologia de Johnson 

para a quantificação desse vírus nos sobrenadantes de cultura ou cocultura 

infectadas (JOHNSON et al., 2005). 

O protocolo para detecção do DENV consiste em uma transcrição reversa 

seguida pela reação em cadeia pela polimerase em tempo real (qRT-PCR) em 

microplaca óptica (Applied Biosystems, California, EUA) de acordo com o 

protocolo descrito por Johnson (et al. 2005). Neste procedimento, 5μl de RNA foi 

aplicado em 20 μl de uma mistura contendo H2O livre de nucleases (Thermo 

Scientific™, Massachusetts, EUA), SuperScript® III Platinum® One-Step qRT-

PCR kit (Invitrogen™, California, EUA), além das sondas e primers específicos 

para este virus.  

A reação foi realizada em termociclador LineGene 9600 (Bioer 

Technology, Zhejiang, China) de acordo com os seguintes parâmetros de 

termociclagem: transcrição reversa (1 ciclo de 45ºC por 30 min); ativação da 

enzima (1 ciclo de 95ºC por 10 min); desnaturação (45 ciclos de 95ºC por 15 

sec); anelamento/extensão (45 ciclo de 57ºC por 1 min); extensão final (45 ciclo 

de 72ºC por 1 min) e temperatura final (4ºC). 

A transcrição reversa seguida pela reação em cadeia pela polimerase em 

tempo real (qRT-PCR) para detecção do ZIKV, tanto durante a epidemia de 2016 

quanto para a quantificação desse vírus nos sobrenadantes de cultura ou 
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cocultura infectadas, foi realizada em microplaca óptica (Applied Biosystems, 

California, EUA) de acordo com o protocolo descrito por Lanciotti (et al., 2008).  

Neste procedimento, 5μl de RNA foi aplicado em 15 μl de uma mistura 

contendo H2O livre de nucleases (Promega, Wisconsin, EUA), GoTaq® Probe 

qPCR Master Mix (Promega, Wisconsin, EUA), GoScript™ Reverse 

Transcription System (Promega, Wisconsin, EUA), além dos primers e sondas 

específicos para este vírus. A reação foi realizada em termociclador LineGene 

9600 (Bioer Technology, Zhejiang, China) de acordo com os seguintes 

parâmetros de termociclagem: transcrição reversa (1 ciclo de 45ºC por 15 min); 

ativação (1 ciclo de 95ºC por 2 min); desnaturação (45 ciclos de 95º C por 15 

sec) e anelamento/extensão (45 ciclos de 60ºC por 1 min).  

 

 

4.15 Análise estatística  

 
Todos os dados clínicos e laboratoriais foram tabulados num banco de 

dados no programa EXCEL. As diferenças das médias e ou medianas foram 

comparadas utilizando o teste não pareado e não paramétrico de Mann-Whitney, 

em que p<0.05 foi considerado estatisticamente significante. Também foi 

utilizado o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, com o pós-teste de 

comparação de Dunn’s, na comparação de três ou mais grupos. Todas as 

análises estatísticas foram realizadas com o auxílio de um software 

computacional chamado GraphPad Prism versão 8 (GraphPad, US). 
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5   RESULTADOS  

5.1 Caracterização fenotípica de subpopulações de células NK no sangue 

periférico de pacientes mono e coinfectados pelo DENV e ZIKV 

 
 

5.1.1 Análise da frequência das subpopulações de células NK circulantes em 

pacientes monoinfectados pelo DENV ou ZIKV e coinfectados pelo DENV e ZIKV 

 
Inicialmente, avaliamos as diferentes subpopulações das células NK 

durante a infecção natural pelo DENV e/ou ZIKV durante a fase aguda da 

doença. As PBMCs de pacientes foram descongeladas e analisadas através da 

citometria de fluxo após a marcação com anticorpos anti-CD56, CD16 e CD3. 

Foram analisados 5 grupos diferentes: doadores de sangue saudáveis 

(Controle); pacientes com outras doenças febris (ODF), pacientes 

monoinfectados pelo DENV, pacientes monoinfectados pelo ZIKV; e pacientes 

coinfectados pelo DENV e ZIKV (Figura 5.1).  

A estratégia de gate para a análise das subpopulações das células NK em 

PBMCs de pacientes foi realizada conforme consta na Figura 5.1. Inicialmente, 

foram excluídos eventuais grumos, e posterior seleção da região morfológica de 

linfócitos. Em seguida, dentro do gate de linfócitos, foram excluídas as células 

CD3+ e as células NK foram estudadas por meio da expressão dos marcadores: 

CD56 e CD16. 

Por esse método de análise, observamos duas subpopulações de células 

NK: CD56+ CD16neg (CD56bright) e CD56+ CD16+ (CD56dim). Observamos um 

aumento significativo em ambas as subpopulações no grupo de pacientes com 

Dengue, em comparação a pacientes ODF. Além disso, foi observado um 

aumento na população de células CD56+ CD16+ do grupo de pacientes com 

Dengue em comparação com os doadores saudáveis. Além disso, observamos 

tendência de uma frequência maior de células NK CD56+ CD16+ (CD56dim) nos 

pacientes coinfectados com DENV e ZIKV em comparação com doadores 

saudáveis. 
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Figura 5.1: Frequência das subpopulações de células NK em pacientes com Dengue, Zika 
e coinfectados. As células NK foram analisadas a partir de PBMCs de pacientes coletadas na  
fase aguda e fenotipadas por  meio da citometria de fluxo via imunomarcação com anticorpos 
anti-CD3, anti-CD56 e anti-CD16. A estratégia para a seleção das subpopulações de células NK 
está representada na figura. (A) A estratégia de gate inicia-se com a exclusão de grumos, e em 
seguida, (B) a seleção da região morfológica de linfócitos. (C) Exclusão de células CD3 dentro 

do gate de linfócitos, selecionando a região de células NK CD3neg CD56+. (D) Visualização das 
subpopulações de células NK em um indivíduo saudável (controle) por meio da 

imunofenotipagem com anticorpos monoclonais anti-CD56 e -CD16 na região CD3neg CD56+. (E) 
Representação das frequências de células NK para os seguintes grupos: pacientes com outras 
doenças febris (ODF), Dengue (DENV), Zika (ZIKV) e coinfectados com Dengue e Zika (DENV 
e ZIKV). (F) Frequência de células NK CD3neg CD56+ CD16neg. (G) Frequência de células NK 
CD3neg CD56+ CD16+. As linhas representam as medianas com variação interquartil dos valores 
e cada ponto representa um doador. Valores foram submetidos ao teste estatístico não 
paramétrico de Kruskal-Wallis com o pós-teste de comparação de Dunn’s. 
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5.1.2 Perfil de ativação das subpopulações de células NK circulantes em 

pacientes monoinfectados pelo DENV ou ZIKV e coinfectados pelo DENV e ZIKV 

 
As células Natural Killer ativadas tornam-se citotóxicas e podem eliminar 

as células alvo por indução de apoptose. A exocitose de grânulos citotóxicos é 

um evento que leva a morte da célula alvo e possui duas proteínas essenciais 

dentro dos grânulos citotóxicos: perforina e granzima. A perforina forma poros 

na membrana plasmática das células alvo, permitindo a entrada de enzimas 

proteases pró-apoptóticas conhecidas como granzimas que levam à morte da 

célula alvo na presença ou ausência de ativação de caspases. Com o objetivo 

de estudar a atividade citotóxica das células NK, optamos por avaliar a 

expressão de perforina dentro de cada subpopulação das células NK nos 

diferentes grupos de pacientes. 

A expressão de perforina tanto das células NK CD56bright (Figura 5.2A) 

quanto CD56dim (Figura 5.2B) foi analisada e observamos um aumento na 

porcentagem de células CD56dim Perforina+ no grupo de pacientes 

monoinfectados pelo DENV em comparação com pacientes ODF.  

Além disso, observamos uma porcentagem maior de células NK CD56dim 

Perforina+ (mediana 73; controle) quando comparado com as células NK 

CD56bright Perforina+ (mediana 3.8; controle) em todos os grupos estudados. 
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Figura 5.2: Frequência de células NK perforina positivas em pacientes com Dengue, Zika 
e coinfectados. As células NK foram analisadas a partir de PBMCs de pacientes coletadas 
durante a  fase aguda  e posteriormente descongeladas e fenotipadas por meio da citometria de 
fluxo via imunomarcação com anticorpos anti-CD56, anti-CD16, anti-CD3 e anti-perforina. A 
estratégia para a seleção das subpopulações de células NK está representado na figura. (A) A 
estratégia de gate inicia-se com a exclusão de grumos, e em seguida, a seleção da região 
morfológica de linfócitos. (B) Frequência das células NK totais por análise em citometria de fluxo 
via imunomarcação de CD56 versus perforina, previamente selecionadas na região morfológica 
de linfócitos. (C) Visualização das subpopulações de células NK por meio da imunofenotipagem 
com anticorpos monoclonais anti-CD56 e -CD16 selecionadas previamente na região 

morfológica de linfócitos. (D) Frequência das duas subpopulações de células NK CD56bright 

CD16neg e CD56dim CD16+ positivas para perforina. (E) Porcentagem de células NK CD56bright 
CD16neg Perforina+ e (F) Porcentagem de células NK CD56dim CD16+ Perforina+ para os seguintes 
grupos: controles saudáveis, pacientes com outras doenças febris (ODF), Dengue (DENV), Zika 
(ZIKV) e coinfectados com Dengue e Zika (DENV e ZIKV). As linhas representam as medianas 
com variação interquartil dos valores e cada ponto representa um doador. Todas as imagens são 
representativas de um paciente com Dengue. Os valores foram submetidos ao teste estatístico 
não paramétrico de Mann-Whitney.  

 
 
 
 

Avaliamos também  a expressão de L-selectina, também conhecida como 

CD62L que é uma molécula de adesão celular encontrada em leucócitos. Sabe-

se que a L-selectina atua como um receptor de retorno para linfócitos, induzindo-

os a saírem da corrente sanguínea e entrarem em tecidos linfóides secundários. 
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Diminuindo assim, o transporte de linfócitos no sangue, como as células NK, e 

facilitando a entrada em um órgão linfóide secundário.  

Neste sentido, analisamos a expressão de CD62L nas duas 

subpopulações de células NK (Figura 5.3) e não foi observado diferença 

estatística entre os grupos estudados. Os valores das medianas ficaram muito 

próximos entre os todos os grupos explorados. 

 

 

 
Figura 5.3: Frequência de células NK CD62L positivas em pacientes com Dengue, Zika e 
coinfectados. As células NK foram analisadas a partir de PBMCs de pacientes coletadas na  
fase aguda e fenotipadas por  meio da citometria de fluxo via imunomarcação com anticorpos 
anti-CD56, anti-CD16, anti-CD3 e anti-CD62L. A estratégia para a seleção das subpopulações 
de células NK está representado na figura. (A) A estratégia de gate inicia-se com a exclusão de 
grumos, e em seguida, a seleção da região morfológica de linfócitos. (B) Frequência das células 
NK totais por análise em citometria de fluxo via imunomarcação de CD56 versus CD62L, 
previamente selecionadas na região morfológica de linfócitos. (C) Visualização das 
subpopulações de células NK por meio da imunofenotipagem com anticorpos monoclonais anti-
CD56 e -CD16 selecionadas previamente na região morfológica de linfócitos. (D) Frequência das 

duas subpopulações de células NK CD56bright CD16neg e CD56dim CD16+ positivas para CD62L. 

(E) Porcentagem de células NK CD56bright CD16neg CD62L+ e (F) Porcentagem de células NK 
CD56dim CD16+ CD62L+ para os seguintes grupos: controles saudáveis, pacientes com outras 
doenças febris (ODF), Dengue (DENV), Zika (ZIKV) e coinfectados com Dengue e Zika (DENV 
e ZIKV). As linhas representam as medianas na variação interquartil dos valores e cada ponto 
representa um doador. Todas as imagens são representativas de um paciente com Dengue. Os 
valores foram submetidos ao teste estatístico não paramétrico de Mann-Whitney.  
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Além da avaliação da expressão de perforina ou  CD62L nas 

subpopulações de células NK, também analisamos a coexpressão de perforina 

e CD62L nestas células. Nossos resultados demonstraram frequência 

aumentada de células NK CD3neg CD56dim CD16+ coexpressando CD62L e 

perforina nos pacientes monoinfectados pelo DENV (mediana 23.7; n=15) 

quando comparados aos doadores saudáveis (mediana 11.8; n=5) e pacientes 

ODF (mediana 16.35; n=10) (Figura 5.4D). Além disso, o grupo de pacientes 

coinfectados pelo DENV e ZIKV (mediana 29.40; n=5) também apresentou 

aumento na frequência das células NK CD56dim  duplo positivas para perforina e 

CD62L, quando comparados com os indivíduos saudáveis (mediana 11.8; n=5). 

Não observamos diferença estatísticamente significativa ao analisarmos o 

subtipo  (CD3neg CD56bright CD16neg) quanto a coexpressao de CD62L e 

perforina entre os diferentes grupos analisados (Figura 5.4C). 
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Figura 5.4: Perfil de ativação das subpopulações de células NK Perforina+ e CD62L+ em 
pacientes com Dengue, Zika e coinfectados. As células NK foram analisadas a partir de 
PBMCs de pacientes de fase aguda por meio da citometria de fluxo via imunomarcação com 
anticorpos anti-CD3, anti-CD56, anti-CD16, anti-perforina e anti-CD62L.  (A) Visualização das 
subpopulações de células NK por meio da imunofenotipagem com anticorpos monoclonais anti-
CD56 e -CD16 selecionadas previamente na região morfológica de linfócitos. (B) Frequência das 

duas subpopulações de células NK CD56bright CD16neg e CD56dim CD16+ duplo positivas para 
perforina e CD62L. (C) Porcentagem de células NK CD56bright CD16neg Perforina+ CD62L+. (D) 
Porcentagem de células NK CD56dim CD16+ Perforina+ CD62L+  para os seguintes grupos: 
controles saudáveis, pacientes com outras doenças febris (ODF), Dengue (DENV), Zika (ZIKV) 
e coinfectados com Dengue e Zika (DENV e ZIKV). As linhas representam as medianas com 
variação interquartil dos valores e cada ponto representa um doador. As imagens em (A) e (B) 
são representativas de um paciente com Dengue. Os valores foram submetidos ao teste 
estatístico não paramétrico de Mann-Whitney.  

 
 

Uma vez que observamos maior frequência das células NK, avaliamos 

também a frequência dos subtipos de linfócitos T CD3+ nos diferentes grupos de 

estudo. Na análise dos dados com a estratificação dos grupos, nós observamos 

uma diminuição na frequência de linfócitos T CD3+ CD4+ em pacientes com 

dengue comparados com os controles saudáveis :  [controles 40 (39-52) n=6 

vs. DENV  35 (21-49) teste  Mann-Whitney p=0,0110) mediana com valores 

mínimos e máximos]; [ODF 45 (30-62 n=10;) n=15; ZIKV 41 (27-51) n=6 ; DENV 

e ZIKV 26,8 (15-55) n=6].  

Em relação aos linfócitos T CD3+ CD8+ não observamos diferença 

estatística na frequência destas células entre os grupos : [controles 25 (18-32) 

n=6; ODF 21 (13-25) n=10; DENV  25 (18-30) n=15; ZIKV 30 (6,4-44) n=6; DENV 
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e ZIKV 24 (9,8-31) n=6, mediana com valores mínimos e máximos].  No entanto, 

foi possível observar que pacientes infectados pelo DENV apresentaram 

diminuição na razão CD4/CD8 comparados com os pacientes ODF: [ODF 2,2 

(1,3-4,1),n=10 vs. DENV  1,5 (0,7-2,6) n=15) teste  Mann-Whitney p=0,008)]; 

[controles 1,8 (1,2-2,5) n=6; ZIKV 1,3 (0,7-4,4) n=6; DENV e ZIKV 1,4 (0,6-2,3) 

n=6, mediana com valores mínimos e máximos]. Estes resultados estão de 

acordo como dados prévios do nosso grupo em que se observa menor 

frequência de células T CD4 na fase aguda da infecção pelo DENV e maior 

frequência das células NK nas fases iniciais da infecção pelo DENV (AZEREDO 

et al., 2006, GANDINI et al., 2017). 

 

 

5.1.4 Dosagem das citocinas circulantes em pacientes  

 
Além da caracterização fenotípica e funcional das células NK por meio da 

citometria de fluxo, realizamos a dosagem de fatores solúveis relacionados com 

a ativação de células NK (IL-15, IL-12 ,IFN-α e IFN-), e fatores pró-inflamatórios 

(IL-6, e TNF-) no soro de pacientes com Dengue ou Zika, coinfectados DENV 

e ZIKV e nos doadores saudáveis (Figura 5.5). O número de pacientes utilizados 

(n amostral) nesta quantificação de citocinas está de acordo com os dados 

representados na Tabela 4.1.  

Ao analisarmos a dosagem das citocinas pró-inflamatórias, observamos 

que TNF-α apresentou níveis mais que duas vezes maiores no soro de pacientes 

monoinfectados pelo DENV (mediana 13.53 pg/mL; n=30) e  coinfectados 

(mediana 14.55 pg/mL; n=11) em comparação ao controle (mediana 5.61 pg/mL; 

n=10) (Figura 5.5A). Em relação à dosagem de IFN-, foi observado que essa 

citocina apresentou níveis sete vezes maiores nos pacientes monoinfectados 

pelo DENV (mediana 30.90 pg/mL; n=11) em comparação com o controle 

(mediana 4.30 pg/mL; n=9) (Figura 5.5C). 

Além disso, observamos que a citocina IL-6 apresentou níveis duas e 

quatro vezes maiores nos pacientes monoinfectados pelo DENV (mediana 842.5 

pg/mL; n=29) e coinfectados pelo DENV e ZIKV (mediana 1382 pg/mL; n=10) 

respectivamente, quando comparados aos doadores saudáveis (mediana 317 

pg/mL; n=9) (Figura 5.5D).  



72 

 

Ademais, verificamos que a citocina IL-15 apresentou níveis seis vezes 

maiores no soro de pacientes coinfectados pelo DENV e ZIKV (mediana 3.46 

pg/mL; n=19) em comparação com grupo controle (mediana 0.5 pg/mL; n=10) 

(Figura 5.5F).  

Em relação ao IFN-α (Figura 5.5B) e IL-12 (Figura 5.5E), não foi 

observado diferença significativa entre os grupos analisados. Assim como, 

também não encontramos significância em relação aos pacientes infectados pelo 

DENV apresentando DCSA e/ou Dengue grave, provavelmente devido ao 

pequeno número de pacientes analisados. Interessantemente, podemos 

observar, por exemplo, que os pacientes DCSA apresentaram baixas dosagens 

de IFN-α e de IL-15.  

 

 

Figura 5.5: Citocinas circulantes em pacientes infectados pelo DENV ou ZIKV e 

coinfetados com DENV e ZIKV. Quantificação das citocinas (A) TNF-, (B) IFN-α, (C) IFN-,  
(D) IL-6, (E) IL-12 e (F) IL-15, em controles (doadores de sangue saudáveis) e pacientes na fase 
aguda da doença. Na análise estatística foi utilizado o teste Kruskal-Wallis com o pós-test de 
comparação de Dunn. Linhas horizontais representam a mediana do grupo. *p < 0,01 **p < 0,001 
****p<0,0001. Valores de p<0.05 foram considerados estatísticamente significantes. 
 
       Representa pacientes com Dengue com Sinais de Alarme – DCSA e Dengue Grave 
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Sumarizando os resultados in vivo do estudo das células NK, observou-

se em pacientes durante a fase aguda da infecção natural pelo DENV aumento 

significativo na frequência das células NK CD56bright CD16neg e CD56+ CD16+ em 

comparação com doadores saudáveis e ou pacientes ODF.  

A expressão de perforina intracelular foi analisada e nossos dados 

indicam o aumento das células NK CD56dim Perforina+ no grupo de pacientes 

monoinfectados pelo DENV em comparação com pacientes ODF. Já em relação 

à expressão de CD62L, não foi possível detectar células NK CD62L+ em ambas 

as subpopulações. No entanto, ao avaliar a expressão de células Natural Killer 

CD3neg CD56dim CD16+ Perforina+ CD62L+, observamos aumento na 

porcentagem dessas células nos pacientes com Dengue e nos coinfectados em 

comparação com o grupo controle. Ademais, pacientes monoinfectados pelo 

DENV também apresentaram aumento dessa subpopulação duplo positiva para 

perforina e CD62L, em comparação com pacientes ODF.  

A quantificação de citocinas circulantes revelou aumento significativo de 

TNF-α entre os grupos de pacientes monoinfectados com DENV e coinfectados 

em comparação com doadores saudáveis. Além disso, detectamos aumento nos 

níveis de IFN- nos pacientes com Dengue em relação aos doadores saudáveis. 

Observamos maiores níveis de IL-6 nos pacientes com Dengue e coinfectados 

e de IL-15 nos coinfectados quando comparados aos doadores saudáveis. Não 

foram observadas diferenças significativas nos níveis de IL-12 e IFN-α entre os 

grupos estudados.  
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5.2 Caracterização funcional de células NK em modelo de cocultura de 

células NK com monócitos infectados pelo DENV ou ZIKV 

 

5.2.1 Padronização da cocultura de células NK e monócitos 

 
Primeiramente, para avaliar a morte por citotoxicidade das células alvo 

infectadas pelas células NK, optamos por padronizar um modelo de cocultura 

com uma quantidade duas vezes maior de células NK do que a célula alvo 

infectada. Visto que os monócitos estão cada vez mais em evidência, sendo 

considerados os principais alvos da infecção pelo ZIKV (MICHLMAYR et al., 

2017), optamos por trabalhar com os monócitos como as células alvo da infecção 

pelo DENV e ZIKV in vitro. Para realizar a cocultura, foram utilizados apenas 

doadores saudáveis para a purificação das células. 

Foi padronizada a purificação de células NK utilizando kits comerciais de 

separação magnética por seleção negativa. Primeiramente, observamos que as 

culturas de células NK sem IL-2 apresentam uma grande porcentagem de células 

mortas (dados não mostrados). Em seguida, as células foram analisadas por 

citometria de fluxo para avaliar a sobrevivência das células NK na cultura por 

48h, e foi utilizado um marcador de viabilidade celular (Live and Dead), assim 

como, o marcador CD56 para análise das células NK viáveis após o isolamento 

(Figura 5.6). Observamos que apesar de 74% das células permanecerem vivas 

após 48h, a grande maioria (96,3%) expressou o marcador de células NK CD56. 

 

 

Figura 5.6: Purificação das células Natural Killer. A partir da obtenção de PBMCs de doadores 
saudáveis, as células NK foram purificadas e plaqueadas 2x105 células em uma placa de 96 
poços e estimuladas com 50U de IL-2 por 48h. Depois de 48h, as células NK foram analisadas 
por meio da imunomarcação com CD56-PE para avaliar a purificação por citometria de fluxo. 
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Em seguida, investigamos a concentração ideal de IL-2 a ser utilizada nos 

ensaios de cocultura verificando a ativação das células NK através de 

marcadores de superfície para quantidades crescentes de IL-2 (Figura 5.7).  

Células NK foram purificadas e cultivadas na presença de diferentes 

quantidades de IL-2 e incubadas por 48h. Foram testadas as seguintes 

concentrações: 1000 U/ml, 200 U/ml e 50 U/ml. Para a avaliar a ativação das 

células NK com estímulo da IL-2, foram utilizados dois marcadores de ativação: 

NKp44 e CD69.  

Foi observado um aumento tanto na expressão de NKp44 quanto CD69, 

após estímulo com IL-2 na subpopulação de células NK CD56bright em 

comparação com a cultura de NK sem adição de IL-2 (Figura 5.7B). Também 

observamos aumento desses marcadores na subpopulação de células NK 

CD56dim, em relação à cultura sem IL-2. Os valores de MFI (mediana da 

intensidade de fluorescência) para cada concentração de IL-2, assim como, na 

ausência de IL-2 estão representados na Figura 5.7. 

Visto que a expressão de NKp44 e CD69 ficou bem próxima quando 

comparamos as culturas de células NK estimuladas com 50U e 1000U, optamos 

por utilizar 50U de IL-2 para ativação das células NK em cocultura com 

monócitos infectados. 
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Figura 5.7: Padronização da concentração de IL-2 para ativação de células Natural Killer. 
PBMCs foram obtidas de buffy coat, e células NK foram isoladas utilizando kits comerciais de 
separação magnética por seleção negativa. Células NK foram cultivadas em meio RPMI e na 
presença de diferentes concentrações de IL-2 ou sem IL-2. Para avaliar a ativação das NKs, as 
células foram marcadas com NKp44 e CD69. (A) Representação da seleção de linfócitos e 
representação das células NK CD56bright (0,73 + 1,30= 2,03%) e células NK CD56dim (91,9%) 
dentro dos linfócitos selecionados em A. (B) Histograma representativo da marcação de NKp44 
(painel à esquerda) e CD69 (painel à direita) na população de células NK CD56bright. (C) 
Histograma representativo da marcação de NKp44 (painel à esquerda) e CD69 (painel à direita) 
na população de células NK CD56dim. 
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Além da purificação das células NK, também foi padronizado o isolamento 

dos monócitos. Os monócitos foram analisados por meio da granulosidade 

(SSC-A) e tamanho (FSC-A) na citometria de fluxo, com auxílio de um marcador 

de viabilidade celular (Live and Dead) para análise das células viáveis após o 

isolamento e cultura dos monócitos (Figura 5.8). Observamos que esse modelo 

de cultura permitiu a obtenção de células viáveis (95,4% das PBMCs) e uma alta 

pureza da população monocítica (96,2%) mesmo após 48h de cultura.  

 

 

Figura 5.8: Purificação de monócitos. A partir da obtenção de PBMCs de doadores saudáveis, 
os monócitos foram purificados e plaqueados 2x105 em uma placa de 96 poços. Depois de 48h, 
os monócitos foram analisados por meio do tamanho e granulosidade. 

 

 

5.2.2 Análise da frequência de células NK e monócitos em cocultura  

 
Após toda a padronização da purificação e monocultura de células Natural 

Killer com a concentração ideal de IL-2, assim como o isolamento dos monócitos, 

nosso objetivo foi estudar a frequência de cada uma dessas células em cocultura 

em diferentes estímulos virais: DENV e ZIKV ultracentrifugados.  

As células NK e os monócitos infectados foram cultivados em placas 

distintas, e a cocultura foi realizada 48h após a infecção durante 4 horas. Em 

seguida, as células foram marcadas para citometria de fluxo. 

Primeiramente, observamos a frequência tanto das células NK quanto dos 

monócitos em cocultura após estimulação com DENV e ZIKV ultracentrifugados 

(Figura 5.9). A estratégia de seleção da região morfológica de monócitos e 

células NK é mostrada na Figura 5.9A, em que primeiramente é feito a exclusão 

de grumos e em seguida, foi selecionada a região morfologicamente de PBMCs 
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e posterior divisão de cada tipo celular (monócito e NK) por meio do tamanho e 

granulosidade de ambos. 

Vimos que há uma tendência de diminuição da população de monócitos, 

quando infectados com DENV ou ZIKV em comparação com os controles não 

estimulados (NS) e MOCK (Figura 5.9B). Já em relação às células Natural Killer, 

observou-se uma tendência de aumento na população quando cocultivados com 

monócitos infectados por DENV ou ZIKV em comparação com os controles não 

estimulados (NS) e MOCK.  

 

 

 
Figura 5.9: Porcentagem de monócitos e células Natural Killer em cocultura após 
estimulação pelo DENV-2 ou ZIKV ultracentrifugados. Os monócitos e as células NK foram 
purificados de PBMCs de doadores saudáveis e foram plaqueados 1x105 monócitos e 2x105 
células NK em placa de 96 poços. Os monócitos foram estimulados com DENV, ZIKV, MOCK ou 
não estimulados. Após 48h da infecção, as células NK previamente cultivadas na presença de 
IL-2, foram cocultivadas com os monócitos infectados durante 4 horas. Tanto os monócitos 
quanto as células NK foram analisados por citometria de fluxo. (A) Imagem representativa de 
uma cocultura 48h após ser infectada com ZIKV, mostrando a estratégia de seleção da região 
morfológica de monócitos e células NK: inicialmente a exclusão de eventuais grumos (R1) e 
posterior seleção da região morfológica de PBMCs (R2) em que se incluem tanto os linfócitos 
quanto os monócitos, para posteriormente analisar a porcentagem de cada população em 
cocultura. (B) Porcentagem de monócitos em cocultura com células NK (n=2). (C) Porcentagem 
de células Natural Killer em cocultura com monócitos. NS (não estimulado). Experimento com 
dois doadores (n=2) realizado em duplicata. 
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5.2.3 Perfil de ativação das subpopulações de células NK em cocultura com 

monócitos infectados pelo DENV ou ZIKV ultracentrifugados  

 

Considerando a infecção de DENV e ZIKV nos monócitos, comprovada 

pela quantificação em reação em cadeia da polimerase (qPCR) (dados não 

mostrados: CT de DENV 24 e CT de ZIKV 28) , é possível que as células NK 

tornem-se células efetoras (citotóxicas ou produtoras de citocinas) em cocultura 

com esses monócitos infectados, e induzam a morte desses em cultura. Assim, 

com intuito de estudar a ativação das células NK, foi investigado a expressão de 

perforina e CD62L nas duas subpopulações de células NK (CD56+ CD16neg e 

CD56dim CD16+ ) nas coculturas de monócitos infectados pelo DENV ou ZIKV e 

células NK (Figura 5.10). 

A estratégia de seleção de células NK utilizada nos experimentos in vitro 

foi idêntica àquela usada ex vivo: exclusão de grumos seguido da seleção da 

região morfológica de linfócitos e posterior divisão das subpopulações por meio 

da imunofenotipagem com CD56 e CD16 (Figura 5.10A). 

Mesmo com apenas dois doadores saudáveis (n amostral), observamos 

a tendência de aumento na frequência de células CD56+ CD16neg CD62L+ 

Perforina+ nas coculturas com monócitos infectados pelo DENV em comparação 

com coculturas não estimuladas (NS) (Figura 5.10B). Além disso, observa-se a 

propensão de aumento na frequência de células NK CD56+ CD16+ CD62L+ 

Perforina+ nas coculturas infectadas tanto pelo DENV quanto pelo ZIKV, em 

comparação com coculturas não estimuladas e MOCK. 
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Figura 5.10: Dados preliminares da ativação das células Natural Killer CD62L e perforina 
positivas durante estimulação pelo DENV-2 ou ZIKV in vitro. Após a purificação de monócitos 
obtidos a partir de PBMC de doador saudável, monócitos foram infectados com DENV ou MOCK 
DENV. Após a adsorção viral, 48h depois da infecção foi realizada a cocultura por 4h. Duas 
diferentes subpopulações das células NK foram analisadas por citometria de fluxo após 
imunomarcação para CD56, CD16, CD62L e perforina. (A) Estratégia de seleção das 
subpopulações de células NK CD56+ CD16- e CD56+ CD16+. (B) Porcentagem de células NK 
CD56+ CD16- CD62L+ Perforina+. (C) Porcentagem de células NK CD56+ CD16- CD62L+ 
Perforina+. Cada ponto representa um doador saudável feito em duplicata. 
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5.2.4 Avaliação da frequência de monócitos CD14+ CD16neg e CD14+ CD16+ em 

cocultura após estímulo pelo DENV ou ZIKV ultracentrifugados 

 

Em cultura, os monócitos apresentam-se como células mononucleares de 

formato arredondado e em suspensão (Figura 5.11). As imagens de microscopia 

de campo claro foram obtidas em monoculturas de monócitos 24h após plaquear 

diferentes quantidades de células: 1x105 (Figura 5.11A), 5x105 (Figura 5.11B) e 

1x106 (Figura 5.11C). Considerando que aproximadamente após uma hora em 

cultura, os monócitos já começam a aderir à matriz, essas imagens representam 

monócitos já aderidos à matriz da placa de 24 poços com fundo chato. Esse 

experimento utilizando uma placa de 24 poços para o cultivo de monócitos 

purificados, foi importante para avaliar a morfologia dos mesmos e a possível 

contaminação com beads após a purificação.  

A purificação de monócitos nos permitiu avaliar, além da frequência de 

monócitos em cocultura com células NK, a frequência de monócitos CD14+ 

CD16neg e CD14+ CD16+  após estímulo pelo DENV ou ZIKV ultracentrifugados 

in vitro (Figura 5.12). Foram plaqueados 1x105 monócitos por poço em placa de 

96 poços, e estimulados pelo DENV ou ZIKV por 150 minutos. Após esse período 

de adsorção viral, o sobrenadante foi descartado e o meio de cultura foi reposto. 

Depois de 48h de infecção, os monócitos foram analisados por citometria de 

fluxo por meio da imunofenotipagem com anticorpos anti-CD14 e anti-CD16. Foi 

observado uma tendência de aumento na população de monócitos CD14+ CD16+ 

estimulados pelo DENV ou ZIKV em comparação com a cultura de monócitos 

não estimulados.  
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Figura 5.11: Microscopia de campo claro de monócitos. Após a purificação de monócitos 
com PBMC de doadores saudáveis, os monócitos foram plaqueados em monocultura em 
diferentes quantidades em placa de 24 poços. (A) 1x105 monócitos por poço. (B) 5x105 monócitos 
por poço. (C) 1x106 monócitos por poço. 
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Figura 5.12: Frequência de monócitos CD14+ CD16neg e CD14+ CD16+  em cocultura após 
estímulo com DENV ou ZIKV in vitro. Os monócitos foram purificados de PBMCs de doadores 
saudáveis e foram plaqueados 1x105 monócitos em placa de 96 poços. Os monócitos foram 
estimulados com DENV, ZIKV ou não estimulados. Após 48h da infecção, os monócitos foram 
analisados por citometria de fluxo por meio da imunofenotipagem com anticorpos anti-CD14 e 
anti-CD16. Cada letra representa duas imagens em duplicata do experimento. 
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6   DISCUSSÃO 

 
As células Natural Killer compreendem aproximadamente 10% de todos 

os linfócitos circulantes e são caracterizadas fenotipicamente por meio da 

expressão dos antígenos CD56 e CD16 na superfície da célula NK, além da 

ausência de CD3. Essas células são classificadas em diferentes subpopulações 

de acordo com a expressão desses marcadores (CD56 e CD16) diferenciando a 

habilidade desses subtipos em atuar tanto na morte de células alvo, quanto na 

produção de citocinas imunoregulatórias que vão modular a resposta 

imunológica recrutando outras populações de células do sistema imune 

(COOPER et al 2001). 

As funções efetoras das células NK são fundamentais na imunidade 

antiviral, porque eliminam as células infectadas, colaborando para a redução da 

carga viral e assim, podendo impactar a favor de um prognóstico positivo para 

um paciente com uma infecção viral, como Dengue ou Zika.  

O processo de ativação das células NK pode variar de acordo com as 

subpopulações analisadas. As células NK CD56+ CD16- possuem um perfil mais 

imunoregulador porque são rápidas produtoras de citocinas que podem 

influenciar nas respostas de outras populações celulares. Já as células NK 

CD56+ CD16+ possuem um perfil mais citotóxico, já que expressam grânulos 

citolíticos como as perforinas e granzimas, além de expressarem mais CD16 que 

é capaz de induzir ADCC (ROMAGNANI et al., 2007). 

Nosso objetivo inicial neste trabalho foi estudar o fenótipo das células NK 

durante a infecção natural pelos vírus Dengue e Zika em pacientes sintomáticos 

na fase aguda de monoinfecção por DENV ou ZIKV, e coinfectados DENV e 

ZIKV. Optamos por analisar o fenótipo das subpopulações CD3neg CD56+ 

CD16neg, com perfil imunoregulatório, e a população CD3neg CD56+ CD16+, com 

função efetora citotóxica, em cada um dos grupos monoinfectados para DENV 

ou ZIKV e coinfectados com ambos os vírus, além do controle saudável 

representado por doadores de sangue saudáveis e pacientes com outras 

doenças febris (diagnóstico negativo para DENV e/ou ZIKV e negativo para 

alfavírus como CHIKV). 

As PBMCs dos pacientes monoinfectados pelo DENV ou ZIKV, e 

coinfectados foram analisadas por citometria de fluxo. Os nossos dados 



85 

 

demonstraram elevada frequência de células NK circulantes em pacientes 

monoinfectados pelo DENV quando comparados com indivíduos saudáveis e 

pacientes ODF. Esses resultados corroboram com dados prévios da literatura e 

sugerem que as células NK desempenham um papel na resposta imune inata 

anti-DENV, principalmente por meio da limitação da replicação do vírus nos 

estágios iniciais de infecção (GREEN et al., 1999b; AZEREDO et al., 2006; 

GANDINI et al., 2017). 

Também foi avaliado a frequência das diferentes subpopulações de 

células NK, na qual observamos o aumento de ambas as subpopulações de 

células NK estudadas neste trabalho (CD56+ CD16neg e CD56+ CD16+) nos 

pacientes infectados pelo DENV.  

Diversos estudos já mostraram um número maior de células NK em 

pacientes com Dengue branda (Febre do Dengue - FD) em comparação com 

crianças que desenvolveram FHD (Febre Hemorrágica do Dengue - FHD) 

(HOMCHAMPA et al., 1988; GREEN et al., 1999b; WAHID et al., 2000). Além 

disso, Green e col. (1999) descreveram maior frequência de células 

CD56+CD16+ em crianças com quadros de FD em relação a FHD (GREEN et al., 

1999b). Isso mostra que a infecção pelo DENV possui impacto nos números das 

células NK totais na fase aguda da doença. 

Corroborando com os dados do presente trabalho, Azeredo e col. (2006) 

demostraram aumento significativo na frequência de células NK circulantes 

(CD3neg CD56+) em pacientes durante a fase aguda da Dengue (AZEREDO et 

al., 2006). Além disso, os autores mostraram que a frequência de células NK em 

pacientes com Dengue branda é maior do que nos controles saudáveis e nos 

pacientes graves (AZEREDO et al., 2006). 

De uma forma geral, estudos envolvendo adultos mostraram que 

pacientes com um quadro de Dengue brando possuem maior quantidade de 

células NK, sendo a maioria das células com expressão elevada de marcadores 

de ativação, como CD69, CD38 e HLA-DR, em comparação com pacientes com 

Dengue grave que mostrou menor quantidade de células Natural Killer 

(AZEREDO et al., 2006). Assim, sugere-se que o aumento do número dessas 

células e de marcadores de ativação podem indicar um bom prognóstico da 

doença. 
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Até o presente momento, existem poucos estudos na literatura utilizando 

abordagens que envolvam a imunidade inata e células NK. Um estudo recente 

mostrou que o vírus Zika é capaz de escapar da detecção das células NK 

aumentando a expressão de moléculas MHC classe I (GLASNER et al., 2017). 

Glasner e colaboradores mostraram ainda que as células do epitélio da retina 

ARPE-19 infectadas com ZIKV regularam a expressão de moléculas de MHC de 

classe I por meio da indução de IFN tipo I, com aumento nos níveis de RNA 

mensageiro de IFN-β, mas não de IFN-α. Além disso, após a infecção pelo ZIKV 

in vitro, as células infectadas produziram grandes quantidades de IFN-, e foram 

protegidas da morte pelas células NK, sugerindo que o ZIKV explora a resposta 

do IFN tipo I e II para regular positivamente as proteínas do MHC de classe I e 

assim escapar das respostas induzidas pelas NKs (GLASNER et al., 2017).  

Além do ZIKV, o DENV também é capaz de aumentar a expressão de 

moléculas MHC classe I (YOSSEF et al., 2012). Alguns autores sugerem que a 

regulação positiva do MHC classe I ocorre como consequência da montagem 

dos flavivírus, e não como um mecanismo evoluído para promover o escape 

imune (LOGIBS et al., 2004). Assim, esse aumento de moléculas MHC classe I 

promove o escape viral da detecção das células NK, no entanto, essa regulação 

vem com um custo importante para o vírus: o aumento do potencial 

reconhecimento de células infectadas por CTLs restritos à classe I do MHC 

(MULLBACHER & LOGIBS et al.,1995; DOUGLAS, 1994). 

No entanto, a generalidade do aumento de MHC classe I pelos flavivirus 

sugere que este pode ser um atributo evolutivo importante para esses vírus 

(HERSHKOVITZ et al. 2008). Uma hipótese a esse respeito é que a regulação 

do MHC de classe I facilita o direcionamento viral para o sistema imune 

adaptativo, resultando na geração de células T de baixa afinidade que são 

ineficazes em controlar a propagação viral (YOSSEF et al., 2012). 

Em seguida, investigamos a frequência dessas subpopulações de células 

NK positivas para perforina. Nossos dados mostraram o aumento de células NK 

CD56dim no grupo de pacientes com Dengue em comparação com ODF. 

Além disso, visto que as células NK citotóxicas são as CD56dim, 

observamos maior porcentagem de células NK CD56dim Perforina+ quando 
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comparado com as células NK CD56bright Perforina+ que possui função efetora 

associada à imunoregulação.  

As perforinas são proteínas que formam poros na membrana das células-

alvo que podem perturbar a permeabilidade e levar a lise osmótica. Ao mesmo 

tempo que ajuda a permitir a apoptose mediada por granzimas. Alguns estudos 

mostraram que a expressão de perforina pode ser usada como um importante 

biomarcador de prognóstico. Nos casos de câncer de pulmão em estágio 

avançado, maior número de CTLs que expressam perforina foi positivamente 

associado ao aumento da sobrevida (XU et al., 2015). 

No entanto, outros estudos mostraram que a menor sobrevida dos 

pacientes com linfoma não-Hodgkin está claramente relacionada à diminuição 

da expressão gênica de perforina e granzima B, demonstrando que a resposta 

imune prejudicada desses indivíduos foi responsável pela pior evolução da 

doença (SOUZA et al., 2017). Além disso, as células NK tiveram uma expressão 

mais baixa de perforina quando comparadas com CTLs (SOUZA et al., 2017). 

Na infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV), foi 

demonstrada uma correlação negativa na expressão de células T CD8+ positivas 

para perforina e a contagem de células T CD4+ no sangue periférico (HEINTEL 

et al., 2002).  

Outros estudos mostraram que a expressão de perforina em linfócitos T 

CD8+ foi regulada negativamente em pacientes com tuberculose pulmonar ativa 

(JIANG et al., 2017). Ademais, um trabalho mostrou que houve diminuição 

estatística na frequência de linfócitos T, células NK e NKT, assim como na 

expressão de perforina nos pacientes com lesão simultânea de membros 

inferiores e torácica em comparação com grupo de doadores saudáveis 

(GRZALJA et al, 2017). Além disso, foi sugerido que a diminuição da frequência 

e do potencial citotóxico dos linfócitos do sangue periférico estaria relacionada à 

gravidade da lesão traumática, o que pode explicar o mecanismo subjacente que 

contribui para a ocorrência de complicações (GRZALJA et al, 2017). 

Estudos em camundongos knockout para perforina (camundongos que 

não expressam perforina) mostraram que a perda da funcionalidade da perforina 

está associado com a desregulação imunológica e citotoxicidade prejudicada, 

demonstrando o papel crucial da perforina no sistema imunológico. (BOLITHO 
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et al., 2007). Além disso, esses estudos suportam o papel-chave da perforina em 

permitir a entrada de granzimas para induzir a apoptose (VOSKOBOINIK et al., 

2006; BOLITHO et al., 2007).  

Embora não tenha sido encontrada diferença estatística em relação aos 

pacientes infectados pelo ZIKV ou coinfectados em comparação com controle e 

ODF, isso pode ser em virtude do teste estatístico que foi utilizado ou devido ao 

pequeno número amostral. Apesar disso, no neste presente estudo parece que 

a infecção pelo ZIKV não induziu muito a resposta das células NK, o que é 

corroborado com o trabalho in vitro de Glasner e colaboradores em 2017 

(GLASNER et al., 2017). No entanto, outro estudo in vitro mostrou ativação das 

células NK após a infecção pelo ZIKV em PBMCs (LUM et al., 2018).  

É fundamental que tenham mais estudos investigando a resposta imune 

inata na infecção pelo ZIKV, com número maior de amostras, já que até o 

presente momento só há dois trabalhos com células NK e ZIKV (GLASNER et 

al., 2017; LUM et al., 2018). Neste presente estudo, observamos baixa atividade 

das células NK em resposta à infecção natural pelo ZIKV, assim como in vitro, 

com a cocultura de monócitos infectados e células NK. 

Há evidências que as células NK podem ser recrutadas ativamente para 

os sítios de infecção viral em tecidos periféricos. (MCINTYRE & WELSH, 1986; 

BIRON et al., 1983; NATUK & WELSH, 1987). O tráfego de leucócitos do sangue 

periférico para os tecidos e órgãos é fundamental nas respostas inflamatórias e 

é rigidamente regulado por várias moléculas de adesão celular em várias etapas 

(BUTCHER et al., 1996; SPRINGER, 1995).  

Com o intuito de estudar a ativação e tráfego das células NK in vivo e in 

vitro, avaliamos a influência de CD62L, membro das selectinas que é importante 

para que as células NK se direcionem e migrem para os nódulos linfáticos, 

marcador importante para maturação das células NK e  além de estar associado 

com suas funções efetoras (JUELKE et al., 2010).  

Nossos resultados demonstraram frequência aumentada de células NK 

CD3neg CD56dim CD16+ coexpressando CD62L e perforina nos pacientes 

monoinfectados pelo DENV quando comparados aos doadores saudáveis e 

pacientes ODF. Além disso, o grupo de pacientes coinfectados pelo DENV e 

ZIKV também apresentou aumento na frequência das células NK CD56dim  duplo 
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positivas para perforina e CD62L, quando comparados com os indivíduos 

saudáveis 

Nossos dados in vivo demonstraram frequência aumentada de células NK 

CD3neg CD56dim CD16+ coexpressando CD62L e perforina nos pacientes 

monoinfectados pelo DENV quando comparados aos doadores saudáveis e 

pacientes ODF. Além disso, o grupo de pacientes coinfectados pelo DENV e 

ZIKV também apresentou aumento da porcentagem de células NK CD56dim  

duplo positivas para perforina e CD62L, quando comparados com os indivíduos 

saudáveis.  

De fato, grande parte dos pacientes analisados foram classificados como 

DSSA e poucos como DCSA/grave. Ainda é importante avaliarmos a resposta 

das células NK durante a infecção pelo DENV especialmente nos casos mais 

graves. É importante ressaltar que a ativação e elevada frequência de células 

NK verificadas no grupo de pacientes infectados pelo DENV, representa 

majoritariamente o sorotipo DENV-1 (36/40 – 90%). Não sabemos quais seriam 

os desfechos se tivéssemos por exemplo o sorotipo DENV-2, que é 

frequentemente associado com casos mais graves.  

Uma vez que as citocinas regulam e recrutam células efetoras do sistema 

imunológico, além de ativar as células NK, avaliamos os níveis de citocinas 

circulantes presentes no soro de pacientes naturalmente infectados pelo DENV 

ou ZIKV e coinfectados. Neste estudo, foi possível dosar citocinas ativadoras das 

células NK, como IFN-α, IL-12 e IL-15, assim como citocinas pró-inflamatórias 

como TNF-α, IL-6 e IFN-. De maneira geral, observamos o aumento nos níveis 

de TNF-α no soro de pacientes monoinfectados pelo DENV e coinfectados em 

comparação com doadores saudáveis. O fator de necrose tumoral (TNF) é uma 

citocina multifuncional que tem efeitos importantes na inflamação e é conhecido 

por ser um dos mais potentes ativadores do endotélio microvascular e 

consequentemente, indutor do aumento da permeabilidade capilar, estando 

associado a tempestade de citocinas e à Síndrome do Choque da Dengue (WATI 

et al., 2011). Existem inúmeros trabalhos que demonstram níveis elevados de 

TNF-α e IL-6 durante a infecção pelo DENV, corroborando com nossos dados, 

no entanto existem poucos estudos com pacientes infectados pelo ZIKV, e 

menos ainda com coinfectados pelo DENV e ZIKV. Consolidando os nossos 
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resultados, um trabalho recente mostrou aumento nos níveis de TNF-α e IFN- 

em pacientes com Dengue em comparação com doadores saudáveis (PATRO 

et al., 2019).  

Já foi mostrado que a indução in vitro de IFN-α, mas não IFN-, é 

eliminada em células infectadas pelo ZIKV (KUMAR, et al., 2016), sugerindo que 

o ZIKV é eficiente no bloqueio de IFN-α. Ao mesmo tempo que induz uma baixa 

produção de IFN- e produz quantidades elevadas de citocinas pró-inflamatórias, 

como TNF-α, IL-6, IL-8 e IL-9 (CHAUDHARY et al., 2017).  

A ausência de indução da produção de IFN I/III sugere a habilidade do 

ZIKV de evadir da detecção das células imunes não apenas inibindo a resposta 

antiviral do IFN do tipo I, mas também afetando na produção do mesmo 

(CHAUDHARY et al., 2017). Sabe-se que IFN tipo I representa uma resposta de 

defesa inicial e essencial contra vírus. Já foi relatado que o DENV desencadeia 

uma resposta robusta do IFN tipo I; no entanto, o perfil de IFN-α/β na progressão 

da doença não está bem caracterizado (TALARICO et al., 2017).   

Gandini e colaboradores mostraram que o DENV-2 ativou células 

dendríticas plasmocitóides (pDCs) in vitro que produziu mais de mil vezes mais 

IFN-α do que outros tipos celulares em resposta à exposição pelo DENV 

(GANDINI et al., 2013). As pDCs poderiam assim, diminuir a infecção de 

monócitos pelo DENV, estimulando a ativação das células NK e atuando assim, 

na imunopatogênese da Dengue controlando a infecção viral.  

Importante ressaltar que até o presente momento existe apenas um 

estudo que analisou os níveis IFN-α em pacientes infectados pelo ZIKV (KAM et 

al., 2017) e nenhum estudo com pacientes coinfectados. Nossos resultados 

mostram que a maioria dos pacientes infectados pelo ZIKV apresentaram baixas 

dosagens de IFN-α, corroborando com os dados da literatura descritos acima a 

respeito da evasão do ZIKV. 

 Recentemente foi mostrado que a infecção natural pelo ZIKV em 

pacientes, induziu a redução de IFN- produzido por células T CD4 (CIMINI et 

al., 2017). No entanto, já é bem estabelecido a importância do sistema IFN tipo 

II no contexto da infecção pelo DENV (BOZZA et al., 2008), sendo associado 

com a gravidade em pacientes infectados pelo DENV-3 (BOZZA et al., 2008) e 



91 

 

associado com o clearance viral durante a fase aguda da Dengue (GUNTHER et 

al., 2011).  

Além disso, foi visto em camundongos deficientes para IFN- que na 

ausência de IFN-, ocorre a replicação pelo DENV de forma intensa e 

incontrolável, o que leva a manifestação grave da doença, e possível letalidade 

em tempos iniciais de infecção (COSTA et al., 2012).  

 Já foi visto um aumento na expressão de citocinas como IL-6, IL-12, IL-8 

CCL5 e CX-CL10 na infecção pelo ZIKV em astrócitos humanos in vitro 

(STEFANIK et al., 2018).   

 Observamos o aumento nos níveis tanto de IL-6 quanto de IL-15 em 

pacientes coinfectados. A IL-15 é uma citocina com estrutura e função similar à 

IL-2, sendo assim, é essencial para o desenvolvimento, expansão e 

sobrevivência das células NK e células T. Além disso, a IL-15 aumenta a 

citotoxicidade das células NK, assim como a produção de citocinas IFN-, GM-

CSF e TNF-α (FEHNIGER & CALIGIURI, 2001).  

Em relação à infecção natural pelo DENV, já foram encontrados níveis 

elevados de IL-15 em pacientes com sinais de alarme, além de ser uma citocina 

conhecida por estar envolvida na ativação e proliferação das células T e 

demonstrou ser necessária para a divisão das células T CD8 da memória 

(RATHAKRISHNAN et al., 2012). Na ausência de IL-2, onde muitos pacientes 

com níveis indetectáveis de IL-2, como observado em Rathakrishnan (et al., 

2012), os níveis de IL-15 estão aumentados (KU et al., 2000). Isso poderia 

possivelmente aumentar a proliferação de células T de memória na Dengue. 

Em contraste, a relação entre a atividade das células NK e a IL-6 já foi 

estudada tanto em camundongos quanto em humanos, e mostrou que o aumento 

de IL-6 diminui a atividade citotóxica das células NK, sendo que essa diminuição 

foi associada com a redução dos níveis de perforina e granzima B (CIFALDI et 

al., 2015).  

Já foi mostrado que os níveis de IL-6 se encontram elevados no soro de 

pacientes com Dengue e em diversos estudos essa citocina estava associada 

com maior gravidade da doença (BUTTHEP et al., 2012; GUERRERO et al., 

2013; MEHTA et al., 2017). Apesar disso, a atividade biológica mais importante 

da IL-6 é a imunorregulação, e a deficiência de IL-6 pode levar à disfunção da 
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imunidade inata e adaptativa contra muitas infecções (VAN et al., 1997; HOGE 

et al., 2013).  Além disso, os monócitos ativados são a principal fonte de IL-6 no 

sangue. Quando a inflamação ocorre, monócitos e macrófagos são as primeiras 

células reativas que produzem IL-6 (KISHIMOTO, 2006).   

Já nos nossos resultados preliminares in vitro, embora não tenha sido 

realizado teste estatístico, devido a utilização de apenas dois doadores 

saudáveis, observamos uma tendência de aumento em ambas as 

subpopulações de células NK (CD56+ CD16neg e CD56+ CD16+) duplo positivas 

para perforina e CD62L nas coculturas de monócitos com células NK 

previamente infectados pelo DENV ou ZIKV, quando comparados com controle 

não estimulado. Uma vez que apenas dois doadores estão representados, torna-

se necessário aumentar o n amostral e avaliar a reprodutibilidade dos 

experimentos futuros. 

Embora o subtipo CD56bright seja raro no sangue (+-10% das células NK), 

representa um subtipo predominante nos tecidos e linfonodos. Isto pode ser 

justificado pelo fato das células CD56bright expressarem moléculas de adesão e 

receptores de quimiocinas diferentes das CD56dim.  

As células Natural Killer CD56bright exibem níveis elevados da molécula de 

adesão L-selectina (CD62L) e do receptor de quimiocinas CCR7, ao contrário 

das células NK CD56dim (CAMPBELL et al., 2001; FERLAZZO, et al. 2004). 

sendo ambos (CD62L e CCR7) moléculas de homing que permitem o tráfego 

das células NK para os órgãos linfoides secundários onde se encontra a maior 

parte das células NK CD56bright. 

Já foi mostrado que a estimulação das células Natural Killer CD56+ 

CD16neg com IL-2 induziu o aumento na expressão de CD16 e receptores KIR, 

além de reduzir a expressão de CCR7 e CD62L na superfície celular, levando as 

células NK CD56+ CD16- adquirirem um fenótipo semelhante às NK CD56+ 

CD16+ (ROMAGNANI et al., 2007).  

Ademais, a diminuição da expressão de CD62L, CXCR3 e CCR7 em 

células NK CD56+ CD16neg após estímulo com citocinas, como IL-2, é 

consistente com a hipótese de que durante uma resposta inflamatória essa 

subpopulação (CD56+ CD16-)  adquire competência efetora de citotoxicidade 
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(típica de células CD56+ CD16+) e que essas deixam os órgãos linfoides 

secundários após sua ativação (ROMAGNANI, et al., 2007). 

Alguns estudos recentes demonstraram que provavelmente as células 

CD56bright são precursoras das CD56dim (BÉZIAT et al., 2010; MORETTA, 2010).  

Juelke K e colaboradores mostraram que durante a maturação das células 

NK de CD56bright para CD56dim, as células NK perdem a capacidade de 

responder a citocinas e ganham a habilidade de responder a estimulação de 

receptores ativadores (JUELKE et al., 2010). Além disso, este mesmo estudo 

demonstrou que as células NK CD56dim CD62L+ representam um subtipo único 

de células NK efetoras completas, ou seja, com mais de uma função efetora além 

de apresentarem alta capacidade de auto renovação (JUELKE et al., 2010).  

Acredita-se até o presente momento que apenas o subtipo de células 

CD56+ CD16+ CD62L+ combina o elevado potencial das células CD56bright de 

produzir citocinas, como IFN-, com a capacidade de matar células-alvo, típico 

das células CD56dim. Além disso, os autores do trabalho sugeriram que as 

células NK CD56dim CD62L+ poderiam representar um estágio intermediário de 

diferenciação das NK entre células CD56bright e CD56dim CD62Lneg, sendo assim, 

um subtipo de células NK poli funcionais (JUELKE et al., 2010).  

Nesse contexto podemos sugerir que há duas hipóteses diferentes para 

explicar a ação das células NK poli funcionais durante as infecções virais. A 

primeira hipótese é que as células NK estariam diminuídas no sangue periférico 

de pacientes com Zika, já que essas células estariam atuando nos tecidos 

infectados. Já na segunda hipótese, o escape da detecção das células NK pelo 

ZIKV implicaria na diminuição da atividade dessas células, enquanto o DENV é 

capaz de estimular a ativação das células NK. 

As células NK se comportam diferentemente in vivo e in vitro, o que pode 

explicar níveis diferentes de marcadores de ativação em experimentos com 

células de pacientes ex vivo e in vitro (GOTLIEB et al., 2015). Observamos que 

quando os monócitos estão infectados pelo DENV ou ZIKV em cocultura com 

células NK, a tendência é que os monócitos não sobrevivam e essa morte é 

causada pelas células NK ativadas em cocultura, que reconhecem esses 

monócitos infectados e atuam a favor da morte dessas células alvo infectadas, 

diminuindo-os em porcentagem quando comparadas com os controles não 
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estimulados. Além disso, foi observado uma tendência de aumento percentual 

das células NK nas coculturas com monócitos infectados, o que evidenciou a 

diminuição dos monócitos. No entanto, para confirmar esse dado, seria 

necessário um realizar testes de citotoxicidade. 

Embora o esforço intensivo nas investigações para entender a 

neuropatogênese relacionada com a infecção pelo ZIKV, ainda é necessário 

mais estudo para compreender o mecanismo de interação do mesmo com 

células do sistema imunológico. Visto que o vírus Zika é transmitido para a derme 

por meio da picada do mosquito infectado com ZIKV, os monócitos seriam uma 

das primeiras células imunes no sangue a interagir com o vírus quando o mesmo 

for para a corrente sanguínea. Assim, compreender a interação entre ZIKV e 

monócitos é crucial para o entendimento da infecção. 

Estudos recentes estabeleceram que o vírus Zika pode infectar monócitos 

presentes no sangue periférico (FOO et al., 2017; LUM et al., 2017a; LUM et al., 

2017b; MICHLMAYR et al., 2017). 

Já foi mostrado por meio da imunofenotipagem de PBMCs de pacientes 

infectados com ZIKV que as células NK se tornam ativadas durante a infecção 

aguda. Além disso, o mesmo grupo mostrou in vitro que a infecção de PBMCs 

isoladas de doadores saudáveis levou a indução de marcadores como IFN- e 

CD107a. E, a depleção de monócitos CD14+ do sangue periférico resultou na 

redução desses marcadores e consequentemente, reduziu a atividade das 

células NK durante a infecção (LUM et al., 2018).  

Dados preliminares apontam que as populações CD16 positivas ocorrem 

em 5 a 10% dos monócitos circulantes (ZIEGLER-HEITBROCK, 2000; 

ZIEGLER-HEITBROCK et al., 2010).  

Neste trabalho também foi analisado a frequência de monócitos após 

infecção pelos vírus DENV ou ZIKV. Aproximadamente 90% dos monócitos em 

indivíduos saudáveis pertencem a “população clássica”, a qual possui alta 

expressão de CD14 e não expressa CD16 (CD14+ CD16neg). No presente 

trabalho, observou-se que justamente a frequência dessa população de 

monócitos CD14+ CD16+ tende a aumentar em resposta aos estímulos virais: 

DENV ou ZIKV em comparação com os monócitos não estimulados. 
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Os monócitos desempenham um papel essencial, contribuindo para a 

tempestade de citocinas, uma vez que são os principais produtores de citocinas 

pró-inflamatórias, e também tem uma alta afinidade de ligação ao endotélio, em 

comparação com outras populações de células (PAWLOWSKI et al., 1985). Esta 

característica dos monócitos pode contribuir significativamente para as 

alterações na barreira endotelial observada em infecções grave pelo DENV, 

como sugerem modelos in vitro (KELLY et al., 2012).  

Corroborando com o observado neste presente trabalho, um estudo 

analisou a infectividade do vírus Zika em PBMCs in vitro e mostrou que a 

população de monócitos CD14+ CD16+ é o principal alvo da infecção, seguido 

das células dendríticas. Em monocultura de monócitos, foi visto que a frequência 

de monócitos CD14+ diminuiu após a infecção, enquanto a população CD14+ 

CD16+ foi significantemente aumentada durante a infecção pelo ZIKV quando 

comparado com controle não infectado (MICHLMAYR et al., 2017). 

Como os monócitos podem infiltrar em muitos tecidos, incluindo órgãos 

imunologicamente protegidos, são alvos ideais para a infecção já que atuam 

como “Cavalo de Troia”. Monócitos do sangue e macrófagos teciduais foram 

anteriormente sugeridos serem os maiores reservatórios para a replicação do 

DENV (DURBIN et al., 2008). 

 Além disso, estudos já mostraram que monócitos CD14+ CD16+ 

apresentam maiores níveis de HLA-DR, comparados com monócitos clássicos, 

o que sugere que essa população de monócitos CD16+ possui maior atividade 

como uma célula apresentadora de antígeno (APC) (PASSLICK et al., 1989). 

 Wong e colaboradores relataram que tanto os monócitos clássicos (CD14+ 

CD16neg), quanto os não-clássicos (CD14+ CD16+) são igualmente suscetíveis a 

infecção pelo DENV in vitro (WONG et al., 2012). Ademais, estudos prévios 

realizados pelo Laboratório de Imunologia Viral do Instituto Oswaldo Cruz 

(IOC/Fiocruz) demonstrou em 2010 que os monócitos CD14+ CD16+ constituíram 

uma população marcadamente aumentada em pacientes com Dengue quando 

comparados com indivíduos saudáveis (AZEREDO et al., 2010). 

 Sugere-se, portanto, que os monócitos CD14+ CD16+ possuam papel 

importante na resposta antiviral pela infecção do DENV e ZIKV, visto que essa 

população aumenta em monocultura após o estímulo viral. No entanto, na 
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cocultura de monócitos infectados com as células NK, observamos a diminuição 

da frequência total de monócitos após 48h da infecção pelo DENV ou ZIKV. 

Concomitantemente, foi observado o aumento na frequência de células NK em 

cocultura com monócitos infectados em comparação com monócitos não 

estimulados.  

Badolato-Corrêa mostrou recentemente (BADOLATO et al., 2017) que a 

coinfecção pelo DENV e ZIKV diminuiu a capacidade das células T CD4+ em 

produzir IFN-, TNF-α e IL-2 em comparação com pacientes monoinfectados 

pelo DENV ou ZIKV. Sugeriu-se dois cenários antagônicos: pessoas 

coinfectadas são mais imunocomprometidas do que as monoinfectadas, portanto 

a coinfecção seria o pior cenário para esses indivíduos. Outro exemplo de 

potenciais efeitos adversos dessa imunossupressão é a capacidade reduzida de 

ativar populações de células T CD4+ expressando IFN-, TNF- e IL-2, o que pode 

interferir no desenvolvimento futuro de linfócitos de memória específicos ou com 

reação cruzada, levando a uma resposta fraca em um encontro subsequente 

com outros arbovírus em potencial. No outro cenário, as pessoas coinfectadas 

teriam um ambiente menos inflamatório do que as pessoas infectadas pela 

monoinfecção, e assim, a coinfecção poderia levar a uma condição inflamatória 

reduzida que evitaria efeitos prejudiciais como a tempestade de citocinas, 

clássica da Dengue (BADOLATO et al., 2017). 

Em conjunto, nossos dados indicam o envolvimento das células NK no 

controle das infecções virais pelo DENV ou ZIKV. Nesse contexto, podemos 

sugerir que as células NK possuem papel similar tanto na infecção pelo DENV, 

quanto pelo ZIKV. No entanto, destacamos que a atividade citotóxica das células 

NK tende a ser maior na infecção pelo DENV comparado com o ZIKV, seguido 

pelo aumento da população de células NK CD56dim. 
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7   CONCLUSÕES 

 
A caracterização fenotípica e funcional das células Natural Killer ex vivo e 

in vitro, por meio da análise da frequência de subpopulações CD56bright e 

CD56dim e expressão de perforina e CD62L demonstrou que a subpopulação de 

células NK CD56dim aparece com aumento percentual nos pacientes com 

Dengue em comparação com os demais grupos estudados. Além disso, células 

NK CD56bright em pacientes com Dengue também apresentaram frequência 

elevada de expressão de perforina e CD62L.  

Não observamos diferença significativa tanto na fenotipagem quanto na 

produção de citocinas no grupo de pacientes monoinfectados pelo ZIKV em 

comparação com os doadores saudáveis devido à variação na distribuição. No 

entanto, esses dados ainda precisam ser investigados. 

Em conjunto, nossos resultados contribuem tanto para o conhecimento 

acerca das células Natural Killer e a interação com monócitos, quanto para os 

mecanismos biológicos e reguladores envolvidos na resposta antiviral durante a 

Dengue e Zika. 
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