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INFLUÊNCIA DO SISTEMA COMPLEMENTO NA INFECÇÃO, ATIVAÇÃO CELULAR E 
ALTERAÇÃO DA PERMEABILIDADE ENDOTELIAL NA DENGUE  

 

RESUMO 

O Sistema Complemento (SC) desempenha papel importante no controle de infecções 
atuando na eliminação do patógeno e na regulação da resposta imune. Contudo, uma 
ativação desregulada do SC gera efeitos deletérios ao hospedeiro, contribuindo para a 
patogênese de diversas doenças, como na Dengue. Entretanto, o envolvimento do SC 
na infecção pelo vírus Dengue (DENV) ainda tem vários aspectos a serem 
investigados. Assim, avaliamos a contribuição do SC na infecção in vitro de monócitos 
pelo DENV; o perfil de expressão dos Receptores de Complemento (CR) CR1, CR2, 
CR3, CR4, CD46, CD55 e CD59, e de moléculas de ativação nos monócitos e linfócitos 
T circulantes de pacientes infectados pelos DENV-1,-2 ou -4 por citometria de fluxo. 
Dosamos os níveis de SC5b-9 e citocinas em pacientes por ELISA. Avaliamos ainda, a 
contribuição da ativação do SC na permeabilidade e viabilidade endotelial, utilizando 
modelo in vitro de células endoteliais (CEs) pela medida da resistência elétrica 
transendotelial (TEER) e liberação de LDH sobrenadante de culturas. Por fim 
investigamos a interação DENV-2 com componentes purificados do SC por eletroforese 
das proteínas. Como achados principais, observamos diminuição na frequência de 
monócitos CD14+ expressando CR3, CR4 e CD59 em pacientes comparado aos 
controles saudáveis. De forma interessante, o bloqueio do CR3 levou à diminuição em 
cerca de 30% da infecção in vitro pelo DENV-2 em monócitos, sem alterar o fenótipo de 
ativação ou a ativação da caspase-1 destas células. No entanto, com o bloqueio de 
CR3, detectamos diminuição na produção de TNF-alfa e IFN-alfa. Não observamos 
diferença significativa na frequência de linfócitos T expressando CR3, CD46, CD55 e 
CD59 de em pacientes-Dengue-4. Apesar disso, os linfócitos T CR+ apresentaram um 
perfil ativado coexpressando CD29, CCR5 e CD107a. Na infecção pelo DENV, 
independente do sorotipo viral, detectamos elevados níveis circulantes de SC5b-9. Na 
infecção pelo DENV-1/-2 os níveis mais elevados de SC5b-9 foram observados em 
pacientes  que apresentaram sangramentos e extravasamento plasmático, enquanto 
nos pacientes-DENV-4, os níveis de SC5b-9 foram correlacionados diretamente com a 
manutenção da integridade vascular. Entretanto, o SC5b-9 parece estar associado com 
a liberação de LDH intracelular. Finalmente, vimos que DENV-2 promove a clivagem de 
C3 na ausência de fator D. Nossos dados sugerem que uma frequência diminuída de 
monócitos expressando CR3 em pacientes poderia ser uma tentativa de controle da 
infecção, uma vez que detectamos diminuição da infecção, com o bloqueio de CR3 in 
vitro e ainda, vimos que o DENV-2 modula a clivagem de C3. O aumento da frequência 
de linfócitos T CR+ coexpressando moléculas de ativação sugere que células de perfil 
ativado, capazes de controlar a infecção, estariam protegidas da lise via SC. 
Confirmamos que o SC está ativado na Dengue, pelos altos níveis de SC5b-9. 
Entretanto, os níveis de SC5b-9  foram associados com a gravidade nos pacientes-
DENV-1/-2 enquanto, nos pacientes-DENV-4 foram correlacionados com a manutenção 
da integridade vascular. Esses dados sugerem que a ativação do SC estaria 
relacionada diferencialmente com a patogênese de acordo com o sorotipo da infecção.  
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INFLUENCE OF COMPLEMENT SYSTEM IN INFECTION, CELLULAR ACTIVATION AND 
ALTERATION ON ENDOTHELIAL CELL PERMEABILITY ON DENGUE 

 
 

ABSTRACT 
 

The complement system (CS) develops an important role in the infection control, by 
direct elimination of pathogens and regulation of the immune response. However, a 
deregulated CS activation is responsible to induce deleterious effects to the host, 
contributing to the pathogenesis of several diseases, including Dengue. Besides this, 
the involvement of the CS on Dengue virus (DENV) infection still has many aspects to 
be investigated. So, we evaluated the CS contribution during in vitro infection of 
monocytes by DENV; the profile of complement receptors (CR) CR1, CR2, CR3, CR4, 
CD46,CD55 and CD59 expression on circulating monocytes and T cells from DENV-1,-
2 or -4 infected patients by flow cytometry. We assessed the levels of SC5b-9 and 
cytokines in patients by ELISA. We evaluated the contribution of the CS activation on 
endothelial permeability and viability by using an in vitro model with endothelial cells by 
accessing the transendothelial electric resistence (TEER) and LDH release on culture 
supernatants. Finally, the interaction of DENV-2 and purified components was 
evaluated by electrophoresis of proteins. As principal findings, we observed decreased 
frequencies of CD14 monocytes expressing CR3, CR4 and CD59 in patients compared 
to healthy controls. Interestingly, the blockage of CR3 resulted in around 30% reduction 
of the DENV-2 infection in monocytes  in vitro, without alteration on activation 
phenotype  neither on caspase-1 activation, of these cells. However, with CR3-blocking 
we detected decreased production of TNF-alpha and IFN-alpha. Unaltered frequencies 
of T cells expressing CR3, CD46, CD55 and CD59 were found in DENV-4. Besides, T 
cells CR+ presented an activated profile, by the coexpression of CD29, CCR5 e 
CD107a. In DENV infection, regardless the viral serotype, we detected increased levels 
of circulating SC5b-9. However among the two groups of patients we saw controversial 
results. In the DENV-1/-2 infection higher levels of SC5b-9 were detected in patients 
with  bleeding and vascular leakage, while in DENV-4 patients, the levels of SC5b-9 
were directly correlated with the maintenance of the vascular integrity. Although, the 
SC5b-9 levels is associated to release of intracellular LDH. Finally, we saw that DENV-2 
promotes C3 cleavage in the absence of factor D. Our data suggest that a decreased 
frequency of CR3-expressing monocytes in DENV-patients would aim to control the 
infection, since in vitro, we detected decreased infection when CR3 was blocked e also, 
DENV-2 seems to modulate the cleavage of C3. The increased frequency of T cells 
CR+ coexpressing activation molecules suggest that cells with activated profile, able to 
control the infection, would be protected of CS mediated lysis. We confirmed that CS is 
activated during Dengue, by the high levels of SC5b-9. However, the levels of SC5b-9 
were associated with to severity in DENV-1/-2 patients, while in DENV-4 it was directly 
correlated with the maintenance of the vascular integrity. These data suggest that CS 
activation would be differentially related to the disease pathogenesis in accordance to 
the serotype of the infection. 
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Lista de abreviaturas 

ADE: aumento da infecção dependente de anticorpo (do inglês: “antibody-dependent 
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(do inglês: “chemokine C-C motif ligand 3/ macrophage inflammatory protein-1 alpha”)  
CCL4/MIP-1β: ligante 4 de CC quimiocina/proteína 1beta inflamatória de macrófagos 
(do inglês: “chemokine C-C motif ligand 4/ macrophage inflammatory protein-1 beta”) 
CCL5/RANTES: ligante 5 de CC quimiocina/ regulada sob ativação expressa e  
secretada por células T normais  (do inglês: “chemokine C-C motif ligand 5/ regulated 
on activation, normal T expressed and secreted”) 
CE: célula endotelial 
CFHR1: proteína 1 relacionada ao fator H do complemento (do inglês: “complement 
factor H-related 1 protein) 
CI: complexo-imune  
CLEC5A: do inglês “C-type lectin domain Family 5 member A” 
CMV: citomegalovírus 
CR: receptor de complemento 
CXCL9: ligante 9 de quimiocina CXC (do inglês: “chemokine CXC motif ligand 9”) 
CXCL10/IP-10: ligante 10 de quimiocina CXC (do inglês: “chemokine CXC motif ligand 
10”) 
D: domínios da proteína de envelope do vírus Dengue 
DAF: Fator acelerador do decaimento (do inglês: “decay accelerating factor”) 
DC: célula dendrítica (do inglês: “dendritic cell”) 
DC-SIGN: ligante de molécula de adesão intercelular não integrina específica de  
célula dendrítica (do inglês: DC-specific ICAM-grabbing nonintegrin) 
dsRNA ácido ribonucleico de dupla fita  
DENV: vírus da Dengue  
EBM-2: meio endotelial basal 
EBV: vírus Epstein Barr  
ELISA: ensaio imuno-enzimático  
Fc: fragmento cristalizado 
fB, D, I ou H: fator B, D, I ou H 
FcyR: receptor do fragmento Fc da imunoglobulina gama 
FD: febre do dengue  
FD/SA: dengue com sinais de alarme  
FHD: febre hemorrágica do dengue  
FSC – Parâmetro de dispersão frontal – Tamanho (do inglês: “forward scatter 
cytometric) 
GPI: glicosil fosfatidilinositol 
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GRP78: proteína reguladora de glicose de 78kDa  (do inglês: “glucose-regulated 
protein”) 
HBV: vírus da hepatite B  
HCV: vírus da hepatite C  
HHV-7: herpes vírus humano 7  
HIV: vírus da imunodeficiência humana  
HLA: Antígeno leucocitário humano (do inglês: “human leukocyte antigen”) 
HMEC-1: células endoteliais microvasculares (do inglês: “human microvascular 
endothelial cell-1”) 
HMVEC-d: célula endotelial microvascular dermal humana (do inglês: “human dermal 
microvascular endothelial cell) 
Hsp70/90: proteínas do choque térmico família de chaperona 70 e 90 (do inglês: “heat 
shock proteins”) 
HUVEC: célula endotelial da veia umbilical humana (do inglês: “human umbilical 
vascular endothelial cell”) 
HTLV-1: leucemia/linfomavírus tipo-1  
HPMEC: células endoteliais microvasculares pulmonares (do inglês: “human pulmonary  
microvascular endothelial cell)  
ICAM-1: molécula de adesão intracelular-1  
IFNAR: receptor de IFN alfa/beta 
IgG: imunoglobulina G  
IgM: imunoglobulina M  
IL-1β/beta: interleucina-1beta  
IL-2/-4/-6/-8/-10/-12/-18: interleucina-24/-6/-8/-10/-12/-18  
IFN-alfa/-beta/-gama: interferon-alfa/-beta/-gama 
IRF3: fator 3 regulador do interferon (do inglês: “interferon regulatory factor 3”) 
JAK: quinase de Janus 
JEV: vírus da encefalite japonesa 
L-SIGN: ligante de molécula de adesão intercelular não integrina específica de 
fígado/linfonodo 
LDH: lactado desidrogenase 
LCMV: virus coriomeningitis linfocítica (do inglês: “lymphocytic choriomeningitis virus”  
LPS: lipopolissacarídeo  
MAC: complexo de ataque à membrana (do inglês: “membrane attack complex”) 
MAPK: proteínas quinases ativadas por mitógenos (do inglês: “mitogen-activated 
protein kinases”) 
MASP: lectina ligada a manose associada a serino-proteases (do inglês: “manose 
binding lectin associated serine proteases”) 
MBL: lectina ligada a manose (do inglês: “manose binding lectin” ) 
MCP: proteína cofatora de membrana (do inglês: “membrane cofactor protein”) 
MDA5: fator de diferenciação do mieloma-5 
MHC: complexo maior de histocompatibilidade (do inglês: “major histocompatibility 
complex”) 
Mr: peso molecular relativo  
mTOR: do inglês:“mammalian  target of rapamycin” 
mRNA: ácido ribonucléico mensageiro  
NFκB: fator de transcrição nuclear κB (do inglês: “nuclear factor kappa beta”)  
NK: Célula natural killer (do inglês: “natural killer”) 
NKT: Célula natural killer (do inglês: “natural killer T”) 
NS: proteína não estrutural do vírus Dengue 
NO - óxido nítrico  
OMS: organização mundial de saúde  
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PAF: fator de ativação plaquetária (do inglês: “platelet activating factor receptor”) 
PAMPs: padrão molecular associado a patógenos (do inglês: “pathogen associated 
molecular pattern”) 
PBS: tampão fosfato-salino 
PBMC: células mononucleares do sangue periférico (do inglês: “peripheral blood 
mononuclear cells”) 
PI-3K: fosfoinositol 3 quinase (do inglês: “Phosphoinositide-3 kinase”) 
PMN: células polimorfonucleares  
prM: proteína precursora de membrana do vírus Dengue  
Proteína C: proteína do capsídeo viral  
Proteína M: proteína de membrana  
Proteína E: proteína de envelope 
RGD: peptídeo contendo a sequência de aminoácidos: Arg-Gly-Asp 
RIG-I: gene induzido pelo ácido retinóico- I 
RNA: ácido ribonucleico  
RT-PCR: reação da transcriptase reversa 
SC: sistema complemento  
SCD: síndrome do choque por dengue  
SFB: soro fetal bovino  
SNC: sistema nervoso central  
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STAT2: transdutor e ativador do sinal de transcrição (do inglês “signal transducer and 
activator of transcription” ) 
STING: estimulador dos genes de interferon (do inglês: “stimulator of interferon genes”) 
TDR: programa especial para pesquisa e treinamento em doenças tropicais (do inglês: 
“special programme for research and training in tropical diseases”) 
TEER: medida da resistência elétrica transendotelial (do inglês: “trans endothelial 
electric resistance”) 
TGF-β: fator de transformação do crescimento β (do inglês: “transforming growth 
factor”) 
Th-1, -2: células T CD4+ auxiliares de perfil -1, -2 (do inglês: “t helper”)  
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TLRs : receptores do tipo Toll (do inglês: “toll like receptors”) 
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TNF: fator de necrose tumoral (do inglês: “tumor necrosis factor ”) 
VCAM: proteína de adesão celular vascular-1 (do inglês: “vascular cell adhesion protein 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Dengue  

O vírus Dengue (DENV) é membro da família Flaviviridae, pertencente ao gênero 

Flavivirus. Este gênero compreende vírus causadores de importantes arboviroses 

mundiais, como o vírus da Febre Amarela, da Encefalite Japonesa e do Oeste do Nilo. 

Devido à dependência da presença de hospedeiros, vetores e do ecossistema, em 

geral a distribuição geográfica desses vírus não é uniforme. Entretanto, a emergência 

de infecções por estes vírus em áreas anteriormente não afetadas é facilitada pelas 

mudanças climáticas, urbanização, viagens internacionais e adaptação dos flavivirus a 

novas espécies de vetores (1). Dengue é uma doença de grande incidência mundial, 

com grande impacto na saúde pública, causando aproximadamente 50 a 100 milhões 

de infecções e mais de 20 mil mortes, anualmente. Acredita-se que 2,5 bilhões de 

pessoas vivam em áreas endêmicas nas regiões subtropicais e tropicais do planeta, 

particularmente na África e América do Sul, onde há cocirculação do vírus da Febre 

Amarela (2) e no Sudeste Asiático, onde há cocirculação do vírus da Encefalite 

Japonesa (3). 

1.1.1. Epidemiologia 

Os primeiros casos de Dengue diagnosticados laboratorialmente no Brasil 

ocorreram na década de 80, com introdução do sorotipo 1 do DENV (DENV-1) na 

região Norte do país (4), o qual espalhou-se rapidamente por diversos estados 

brasileiros (5-6). Posteriormente, no ano de 1990 foi detectado o DENV-2 circulando 

simultaneamente com o DENV-1, nesta epidemia surgiram os primeiros relatos de 

febre hemorrágica do dengue (FHD) (7). No ano de 2001, ocorreu a entrada do DENV-

3 e a cocirculação dos três sorotipos DENV-1, -2 e -3, resultando em um grande 

número de casos de febre do dengue (FD) e FHD (8-9). O DENV-4 detectado pela 

primeira vez em 1981, após um longo período sem circular, voltou a ser isolado em 

2010 no estado de Roraima na região Norte do país (10). Estudo recente apontou a 

predominância da circulação de DENV-2 em 2010, DENV-1 em 2011 e DENV-4 em 

2012 no Rio de Janeiro (11). O panorama epidemiológico no Brasil é caracterizado por 

um quadro de endemia com epidemias periódicas e circulação autóctone dos quatro 
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sorotipos. Dentre os quais, DENV-2 e -3 vêm sendo associado a maior incidência de 

casos graves, enquanto DENV-1 e 4 estariam envolvidos com casos mais brandos da 

doença (11-12). A emergência e reemergência dos diferentes sorotipos afetam a 

epidemiologia da doença, especialmente quando há cocirculação. 

1.1.2. Estrutura, replicação e receptores celulares virais  

O DENV circula na forma de quatro sorotipos antigenicamente distintos, 

identificados pela numeração de 1 a 4. O material genético do vírus compreende uma 

fita única de RNA, de 11Kb senso positivo, capaz de codificar três proteínas estruturais 

(capsídeo-C, membrana-M e envelope-E) e sete proteínas não estruturais (NS, NS1, 

2A, 2B, 3, 4A, 4B e 5). A partícula viral possui diâmetro de 50nm e é envolvida por uma 

bicamada lipídica associada às proteínas E e M. A proteína M é sintetizada como 

proteína precursora prM, a qual está presente nas partículas imaturas do DENV. No 

interior da bicamada lipídica encontra-se o RNA viral complexado à proteína C. (figura 

1.1) (13-14).  

A proteína E possui 54KDa e encontra-se ancorada ao envelope do vírus através 

de duas hélices transmembranares antiparalelas ligadas a porção terminal da proteína 

C. A proteína E está envolvida diretamente nos processos de infecção, mediando 

adsorção viral, endocitose e fusão por ação dos seus três domínios (D) DI, DII e DIII 

(figura 1.1B). O DI conecta DII e DIII que através de alças flexíveis, participam das 

mudanças conformacionais da proteína E direcionando o processo de fusão viral. O DII 

contém o peptídeo de fusão e o DIII é responsável pela ligação do vírus aos receptores 

celulares e pelo direcionamento das partículas virais aos compartimentos endossomais. 

A proteína E contém resíduos glicosilados de asparagina (N67 e N153) responsáveis 

por mediar a interação com fatores de adesão na superfície celular (15).   
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Figura 1.1: Estrutura do DENV e proteínas estruturais: (A) Representação 
esquemática da estrutura do DENV, composto por: 1- envelope lipídico (laranja); 2-
homodímeros da proteína de Envelope (em verde); 3-proteínas de Membrana (azul); 4- 
ssRNA associado a proteína de Capsídeo (vermelho). (B) Representação esquemática 
da estrutura das proteínas estruturais. Na proteína do Envelope: domínios DI 
(vermelho), DII (amarelo) e DIII (azul), Capsídeo (C) e precursora de Membrana (prM) e 
(M). Adaptado de (13) 

Durante a infecção, a proteína E medeia processos de ligação do vírus aos 

receptores da célula alvo, como também a fusão entre as membranas virais e do 

hospedeiro durante a internalização do vírus por endocitose mediada por receptor. 

Esse processo é disparado pela diminuição do pH endossomal, no qual resíduos de 

histidina sensíveis ao pH localizados na região N-terminal da proteína M, são 

protonados permitindo a separação das proteínas E e M e exposição do peptídeo de 

fusão do DII à membrana endossomal (16), resultando na liberação do RNA viral no 

citoplasma. Por ser uma fita simples de RNA positivo, a tradução proteica é iniciada 

imediatamente, produzindo uma poliproteína que será clivada tanto por proteases do 

hospedeiro, quanto virais (NS2B-NS3). Inicialmente, ocorre a clivagem das prM, E, NS1 

e NS4B e em seguida da proteína C e das outras proteínas NS. Após a síntese das 

proteínas E e prM, elas se inserem na membrana do retículo endoplasmático, enquanto 

o RNA associa-se com a proteína C formando o nucleocapsídeo no lado citosólico do 

retículo endoplasmático. Em seguida, o nucleocapsídeo une-se a prM e E dando 

origem aos virions imaturos (17). Durante o processo de maturação viral, o ambiente 

ácido da rede trans-Golgi induz mudanças conformacionais na prM expondo os sítios 

de clivagem entre proteína M e o peptídeo pr (18). A prevenção da fusão viral durante a 

via de secreção na rede trans-Golgi é conferida pela propriedade da pr permanecer 

ligada a superfície do virion em ambiente ácido (19) e pela interação prM e o DII que 

forma um escudo, protegendo contra alterações conformacionais na proteína E (15). A 

prM é clivada em M pela protease do hospedeiro furina, dando origem aos virions 

maduros que serão transportados em vesículas secretórias para superfície celular e 

liberados por exocitose (17) (figura 1.2). Curiosamente, partículas virais imaturas são 

também liberadas durante este processo, essas partículas não são infecciosas, porém 
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ativam a resposta imune resultando na produção de anticorpos anti-prM que são 

detectados no soro de pacientes (20-21).  

A glicoproteína NS1, de aproximadamente 45KDa, desempenha um papel 

importante como cofator na replicação viral (22), contudo sua função precisa ainda não 

foi elucidada. Sabe-se que durante a infecção viral a NS1 é translocada pela via do 

retículo endoplasmático utilizando a sequência de sinal localizada na região C-terminal 

da proteína E. No lúmen do retículo endoplasmático, NS1 colocaliza com o RNA de 

dupla fita (22) ancorando o complexo proteico replicativo na membrana desta organela 

(23). A proteína NS1 pode ser endereçada a para a via secretora e permanecer 

ancorada à membrana plasmática da célula infectada (mNS1), ou secretada para o 

meio extracelular na forma de hexâmeros (sNS1) (24-25). As formas sNS1 e mNS1 são 

altamente imunogênicas induzindo resposta humoral, além de estar associada na 

patogênese da doença (26-28). De forma interessante, recentemente autores sugerem 

que o papel da NS1 como uma endotoxina viral, uma vez que a incubação com a 

proteína NS1 purificada levou a ativação de macrófagos murinos e células 

mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs) via o receptor do tipo Toll-4 

(TLR-4), induzindo a liberação de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, este efeito 

foi inibido pelo uso de antagonista do TLR-4 ou bloqueio com anticorpo monoclonal 

anti-TLR4 (29). Outro estudo demonstrou ainda, que durante a infecção in vitro pelo 

DENV a adição da proteína NS1 aumenta a produção de IL-6 e TNF-alfa por PBMCs e 

que, o bloqueio dos TLR2 e TLR6, com anticorpos neutralizantes, resultou na 

diminuição da produção destas citocinas, sugerindo que a NS1 teria um papel também 

na ativação dos TLR2 e TLR6 na infecção pelo DENV(30).  Pouco é descrito sobre a 

atividade das proteínas hidrofóbicas NS2A, NS4A e NS4B. Aparentemente, a proteína 

NS4A funciona como âncora da replicase viral à membrana celular. Enquanto, a 

proteína NS4B auxilia na replicação viral em associação à NS3 (31). Além disso, essas 

proteínas também atuam na inibição da resposta dos interferon-/ em indivíduos 

infectados (32-33). A NS3 é uma proteína de aproximadamente 70 kDa, bastante 

conservada entre os flavivírus, que participa da replicação viral atuando como helicase 

de RNA. E também como protease, junto com NS2B, participando da clivagem da 

poliproteína viral (32, 34). A proteína NS5 apresenta atividades enzimáticas essenciais 

para replicação do vírus, como de metiltransferase responsável pela metilação da 

extremidade 5’ do RNA viral. A região C terminal da NS5 é uma RNA polimerase, que 
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atua na síntese do RNA intermediário que serve de molde para transcrição da fita 

positiva de RNA (32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. 2: Ciclo de vida do DENV. O DENV interage com receptores presentes na 
superfície da célula alvo. Além disso, complexos imunes formados pela interação vírus-
anticorpo pode se ligar aos receptores Fc presentes na célula-alvo. Uma vez ligado ao 
receptor viral na célula-alvo, o DENV é internalizado por endocitose mediada por 
clatrina e é direcionado aos compartimentos endossomais, onde ocorre fusão viral de 
maneira dependente de pH. A fita simples de RNA positivo é então liberada no 
citoplasma, onde ocorre a replicação direcionada pelas proteínas não estruturais (NS) 
do vírus. A montagem da partícula viral ocorre no retículo endoplasmático, inicialmente 
na forma imatura contendo as proteína pré-membrana (prM) e E. A prM é clivada em M 
pela protease do hospedeiro furina e as partículas virais são liberadas no espaço 
extracelular por exocitose. Adaptado de (35) 

 

Os estágios iniciais da infecção pelo DENV são dependentes das interações das 

proteínas da superfície viral e componentes da membrana plasmática da célula-alvo, 

interagem de maneira inespecífica, concentrando o vírus no local, facilitando sua 

ligação com o receptor capaz de mediar a endocitose das partículas virais (36). Neste 

contexto, a etapa de glicosilação das proteínas virais, durante o trânsito pelo retículo 

endoplasmático e complexo de Golgi, permite que a proteína seja montada de maneira 
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adequada conferindo-lhe funcionalidade (37-38). A glicosilação do DII da proteína E é 

crítica para a interação do DENV com o domínio que reconhece carboidratos da 

molécula de DC-SIGN (do inglês: “C-type lectin dendritic cell-specific intercellular 

adhesion molecule 3- grabbing non-integrin”), facilitando a infecção de células 

dendríticas (39-40). Entretanto, foi demonstrado que a internalização do DENV parece 

não necessitar de sinais provenientes do DC-SIGN, uma vez que a mutação na 

molécula de DC-SIGN, que a torna incapaz de promover endocitose, não inibiu a 

infecção pelo DENV em comparação a células expressando DC-SIGN funcional, sendo 

assim, os autores sugerem que o DC-SIGN seria um fator de fixação do vírus à célula  

(41). Outros receptores descritos como alvos para a infecção pelo DENV incluem as 

proteínas HSP90, HSP70 (do inglês “Heat shock proteins”), GRP78 (do inglês 

“Glucose-regulated protein”) e heparan-sulfato em hepatócitos (42-45), receptor de 

manose (CD205) (46) em monócitos e macrófagos. O envolvimento de diferentes 

receptores neste processo aumenta a variedade de células susceptíveis à infecção, 

acometendo diversos órgãos e tecidos. O antígeno viral já foi detectado no fígado, 

pulmão, linfonodos, coração e cérebro (47-49). Além disso, células fagocíticas 

mononucleares como monócitos, macrófagos e células dendríticas (DCs, do inglês: 

“dendritic cells”) (50-52). Células epiteliais, endoteliais e hepatócitos (53-54) também 

suportam a infecção e replicação do DENV (55). 

1.1.3. Patogênese da Dengue 

A infecção pelo DENV ocorre através da picada de mosquitos vetores, 

principalmente o Aedes aegypti. Todos os quatro sorotipos do vírus são capazes de 

causar um amplo espectro de manifestações clínicas que variam desde uma doença de 

curso febril aguda, a febre do dengue (FD), até uma série de distúrbios hemodinâmicos 

caracterizados por manifestações hemorrágicas graves, extravasamento plasmático e 

comprometimento de órgãos, que podem evoluir para o choque e óbito  (56). Na 

classificação clássica da doença de 1997, recomendada pela Organização Mundial de 

Saúde (OMS), a Dengue era dividida em dengue clássica ou FD, caracterizada por 

uma doença de curso benigno, de sintomatologia indiferenciada como febre de 2 a 7 

dias, dor de cabeça, dor retro-orbital, mialgia e artralgia (57). Ainda nesta classificação, 

os pacientes agrupados em febre hemorrágica do dengue (FHD), apresentavam com 

manifestações hemorrágicas, trombocitopenia acentuada (contagem de plaquetas 

inferior a 100000/mm3), evidências de aumento na permeabilidade vascular, como 

hemoconcentração (aumento do hematócrito em pelo menos 20%) e extravasamento 
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de líquidos para a cavidade abdominal e pleural. Nesta classificação, à FHD eram 

atribuídos ainda quatro graus de gravidade, dentre os quais os graus I e II incluíam 

casos sem sinais de falência circulatória, enquanto os graus III e IV agrupavam casos 

com choque. Por fim, a síndrome do choque por Dengue SCD englobava pacientes 

apresentando choque hipovolêmico, pulso fino, hipotensão, extremidades frias e pele 

úmida e ainda com risco de óbito eminente (58).  

Contudo, devido a rigidez e dificuldade na aplicação dos critérios propostos no 

atendimento primário aos pacientes pela classificação tradicional, a OMS propôs uma 

nova classificação para os casos de Dengue. A classificação atual de 2009 agrupa os 

pacientes pela presença, ou não, de sinais de alarme e casos mais graves (59), 

visando melhorar a triagem, oferecer tratamento rápido e mais eficaz aos pacientes. Os 

critérios adotados pela nova classificação são exemplificados na figura 1.4 (60) e foram 

os utilizados no nosso estudo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. 3: Atual classificação da clínica para os casos de Dengue segundo o 
programa TDR/2009 (do inglês: “special programe for research and training in tropical 

diseases”). Classificação das formas clínicas da Dengue e sinais e sintomas clínicos 
associados (59).  
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1.1.3.1. Principais Teorias associadas à gravidade  

A grande variedade de manifestações clínicas observadas durante a infecção pelo 

DENV sugere a existência de múltiplos fatores, contribuindo sinergicamente para a 

gravidade da doença, os quais estão relacionados tanto ao vírus quanto ao hospedeiro. 

Dentre os quais podemos citar: infecções primárias por um sorotipo e sequenciais por 

outro sorotipo determinado, neste caso foi relatado que a doença prévia por DENV-1 ou 

DENV-3 seguida de infecção pelo DENV-2 estaria associada ao desenvolvimento de 

infecções secundárias mais graves (61-63).  Em relação aos fatores virais, a virulência 

da cepa viral infectante, como observado entre os diferentes genótipos do DENV-2, já 

foi associada a maior ou menor gravidade da doença. O genótipo asiático é 

frequentemente associado aos casos de FHD, diferente do observado para o genótipo 

americano, raramente associado com a gravidade (64-65). Um estudo retrospectivo 

demonstrou que na coorte de pacientes analisada as infecções DENV-2 eram 

predominantemente secundárias em comparação a infecção por outros sorotipos. Além 

disso, pacientes infectados pelo DENV-2 apresentaram maior incidência de 

extravasamento plasmático em comparação aos demais sorotipos. Já as infecções por 

DENV-1 resultaram, frequentemente, em uma doença de gravidade intermediária, sem 

extravasamento plasmático. Por fim as infecções pelo DENV-4 apresentavam-se como 

uma doença de curso brando (66). Foi reportado, ainda, correlação direta entre a 

replicação viral e os níveis séricos de NS1, estando ambos associados com a 

gravidade da doença (67).  

No que diz respeito ao hospedeiro, fatores como idade, (68-69), estado nutricional 

(70), genética, como polimorfismos em receptores celulares, genes de citocinas e 

moléculas do HLA, estão envolvidos no desfecho clínico da doença. Neste sentido, 

estudo demonstrou que mutação no alelo do gene do receptor de vitamina D estaria 

associada com resistência a Dengue grave. No mesmo trabalho foi observado que 

mutações no receptor FcγRII estaria associado proteção contra FHD (71). Uma 

mutação funcional na região promotora do DC-SIGN, molécula envolvida na infecção 

de DCs pelo DENV, foi associada a Dengue branda, FD (72). O gene do HLA (do 

inglês: “human leukocyte antigen”) que codifica moléculas do MHC (do inglês: “major 

histocompatibility complex”) de classe I e II tem sido descrito como marcador de 

susceptibilidade e resistência às formas graves da Dengue em diversos países, 

inclusive no Brasil. Onde foi demonstrado associação entre o desenvolvimento de FHD 

e HLA-A*01 e a resistência a FHD com o alelo HLA-A*31 em pacientes do Rio de 
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Janeiro (73). Em uma coorte de Recife, o HLA-B*44 foi associado ao maior risco de 

FHD na infecção pelo DENV-3 e o HLA-B*07A a resistência à infecção secundária pelo 

DENV-3, sugerindo que este alelo poderia estar envolvido em uma resposta de células 

T de reação cruzada protetora na Dengue (74). Polimorfismos genéticos podem 

modular a produção de citocinas que por sua vez, influenciam no desfecho clínico da 

doença. Neste sentido foi descrito que polimorfismo na IL-10, IL-6, TGFbeta-1, TNF-

alfa e IFN-gama estariam envolvidos na maior gravidade da doença, revisado por (75).  

Somado aos fatores acima, a infecção secundária por um sorotipo heterólogo é 

apontada como um importante fator de risco para o desenvolvimento das formas 

graves (76-77), uma das primeiras teorias para explicar essa hipótese foi baseada na 

resposta humoral. Durante a infecção pelo DENV, a resposta humoral é direcionada 

principalmente contra as proteínas E, prM e NS1, em menor magnitude para as NS3 e 

NS5 (78-79). Anticorpos produzidos durante a infecção conferem imunidade duradora 

contra reinfecções pelo mesmo sorotipo. No contexto de uma infecção secundária por 

um sorotipo heterólogo, a imunidade é de curta duração, os anticorpos são não-

neutralizantes ou subneutralizantes e reagem de forma cruzada com o vírus, sem 

neutralizá-lo, formando complexos imune (CI), vírus-anticorpo. Esses CI podem ser 

internalizados por células que expressam receptores para a porção Fc de anticorpos 

(FcγR), como macrófagos, monócitos e células dendríticas (80). Os vírus são então 

liberados nos compartimentos ácidos intracelulares pela via endocítica, similar ao que 

ocorre na entrada de partículas virais na endocitose mediada por receptor (figura 1.2) 

(81). Este fenômeno ficou conhecido como facilitação da infecção dependente de 

anticorpo, ou ADE (ADE do inglês: “Antibody dependent enchancement”), resultando 

tanto no aumento do número de células infectadas, quanto na quantidade de vírus 

produzido, que por sua vez influenciaria na gravidade da doença. 

Durante infecções secundárias foi observada ainda expansão preferencial de 

células T de memória para epitopos heterólogos, sensibilizadas durante uma infecção 

prévia, em detrimento as células T naive específicas para o sorotipo da infecção atual. 

As células de memória de reatividade-cruzada apresentam afinidade baixa para o 

sorotipo infectante, porém alta afinidade para o sorotipo da infecção anterior, 

comprometendo a eliminação viral. Este perfil de resposta de células T de reatividade-

cruzada deu origem à teoria do pecado antigênico original (82). Posteriormente, foi 

demonstrado que estas células de reatividade cruzada apresentariam um perfil pró-

inflamatório preferencialmente produtor de citocinas como TNF-alfa e IFN-gama e 
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exibindo degranulação subótima (com expressão de CD107a diminuída) (83). Prejuízos 

na eliminação viral prolongaria a ativação das células T CD8 de reatividade-cruzada e a 

liberação de citocinas que contribuiriam para o extravasamento plasmático.  

1.1.3.2. Mecanismos de desregulação da resposta imune durante infecção pelo 

DENV. 

Como mencionado anteriormente, a infecção pelo DENV é complexa e envolve 

uma variedade de fatores, levando a pontos críticos nos quais destacam-se as 

manifestações hemorrágicas e o extravasamento plasmático, em geral 4 a 7 dias após 

o aparecimento dos primeiros sintomas (57). Neste período, a carga viral normalmente 

já está controlada pela resposta imune anti-viral (84), sugerindo que as complicações 

clínicas da Dengue estariam intimamente relacionadas à uma desregulação da 

resposta imunológica do hospedeiro e em menor grau, a presença do vírus. 

Durante as fases iniciais da infecção, componentes da resposta imune inata, 

como DCs e células NK (do inglês: “Natural Killer”), são ativados pelo reconhecimento 

de PAMPs (padrões moleculares associados a patógenos) através dos receptores de 

reconhecimento de padrões, como TLRs (receptores do tipo Toll), RIG-I (gene induzido 

pelo ácido retinóico- I) e MDA5 (fator de diferenciação do mieloma-5), promovendo a 

lise células infectadas e produção citocinas pró-inflamatórias e antivirais (85). Dentre os 

TLR, já foi demonstrado em modelos in vitro que os TLR-7 e TLR-3 são requeridos 

para o reconhecimento do DENV e produção de IFNs do tipo I, citocina envolvida na 

inibição da replicação viral por DCs e monócitos (86-88). Em pacientes, uma maior 

frequência de monócitos expressando TLR-2 e TLR-4 foi observada na infecção aguda 

pelo DENV nos casos brandos, comparado aos graves (51). O reconhecimento do via 

TLRs, leva a ativação de MAPK (do inglês “mitogen-activated protein kinases”), NF-kB 

(do inglês “nuclear factor kappa B”) e IRF3 (do inglês “interferon regulatory factor 3”) 

que por sua vez induzem a produção de citocinas, como IL-6, IL-12 e IFN-alfa (89). 

Além disso, o silenciamento dos genes de RIG-1 e MDA5 aumentou à susceptibilidade 

de células HUH-7 a infecção pelo DENV-1 e induziu a apoptose nestas células (88). 

Em células endoteliais microvasculares cerebrais (HBMECs) foi demonstrada que a 

infecção pelo DENV levou ao aumento do RIG-1 e a consequente maior expressão do 

mRNA, bem como da produção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias como IL-6, 

IL-8 e RANTES e IFN-beta. Além disso, foi detectado aumento da expressão da 

molécula de adesão ICAM-1 nas células endoteliais infectadas pelo DENV, mas não 

nas células no qual o RIG foi depletado. De forma interessante, a depleção de RIG não 
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afetou a replicação viral. Esses dados sugerem que na infecção pelo DENV o RIG-1 

contribuiria para a liberação de citocinas e expressão de moléculas de adesão 

associadas envolvidas na reposta inflamatória e recrutamento de células imunes (90).  

Monócitos circulantes são divididos em duas principais subpopulações, os 

clássicos e os não-clássicos  os quais diferem fenotípica- e funcionalmente. Enquanto 

os monócitos clássicos expressam fortemente a molécula CD14 e não expressam 

CD16, os monócitos não clássicos expressam estas moléculas de forma variada. Os (i) 

CD14lowCD16+ são responsáveis pela produção de altas quantidades de citocinas pró-

inflamatórias, e os (ii) CD14highCD16+ são responsáveis pela produção de IL-10, 

apresentando um perfil anti-inflamatório (91). Na Dengue foi demonstrado maior 

frequência de monócitos CD14highCD16+ em pacientes brandos comparados aos 

graves. Além disso, correlação inversa entre CD14highCD16+ e TNF-alfa, IFN-gama e 

IL-18 plasmáticos, sugere que estas células exerceriam um papel no controle da 

resposta inflamatória. Uma vez que, esta subpopulação de monócitos representa uma 

importante fonte de IL-10, citocina encontrada em altos níveis no plasma de pacientes 

de fase aguda, os autores sugerem um possível papel imunoregulador destas células 

na Dengue (51).   

A importância dos IFNs do tipo I alfa/beta na infecção pelo DENV é destacada por 

mecanismos de escape desenvolvidos pelo vírus. As proteínas virais NS5 e NS2B3 

promovem a degradação da STAT2 (do inglês “signal transducer and activator of 

transcription”) e STING (do inglês: “stimulator of interferon genes”), respectivamente, 

inibindo tanto a produção do IFN do tipo I quanto sua a sinalização. Além disso, tem-se 

uma redução da expressão de genes induzidos pelo IFN e por consequência, prejuízo 

no estabelecimento do estado antiviral, favorecendo a disseminação da infecção (92-

96). Já foi demonstrado que a produção exacerbada de mediadores solúveis como 

citocinas (TNF-alfa, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IFN-alfa), quimiocinas (CCL5, CCL2, 

CXCL9, CXCL10, CXCL11) por células alvo da infecção pelo DENV contribuem para a 

gravidade da doença (97-101). O estabelecimento da resposta imune durante a 

infecção pelo DENV com produção de mediadores inflamatórios é fundamental para a 

ativação de mecanismos envolvidos no controle da infecção. Contudo, uma produção 

exacerbada desses mediadores contribuiria para a alteração da transiente da 

permeabilidade plasmática resultando nas formas graves da Dengue (102).  
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A resposta humoral desenvolvida contra o DENV é complexa e apresenta 

reatividade-cruzada contra os diferentes sorotipos (103). Os anticorpos são 

direcionados principalmente contra os diferentes domínios (D) da proteína E do vírus. 

Anticorpos direcionados a epítopos do DI/II são predominantemente de reatividade 

cruzada e não neutralizantes. Enquanto os anticorpos contra o DIII são 

predominantemente neutralizantes (79). Anticorpos direcionados contra a proteína prM, 

apresentam reatividade-cruzada, contribuindo para neutralização deficiente e 

consequentemente, são capazes de induzir o ADE (104). Anticorpos contra a proteína 

NS1 possuem alta reatividade cruzada e baixa capacidade de neutralização. Além 

disso, estudos sugerem que anticorpos anti-NS1 reagem de maneira cruzada com 

plaquetas e proteínas relacionadas à cascata de coagulação (plasminogênio e 

trombina), e com células endoteliais (105-108), sugerindo que anticorpos anti-NS1 

contribuiriam para a coagulopatia e extravasamento vascular. 

Durante a infecção aguda pelo DENV, a resposta de células T é direcionada 

predominantemente contra as proteínas NS3, NS4B e NS5 (109-111). Destas a NS3 é 

a mais imunodominante e a maioria dos epitopos identificados para as células T CD4 e 

CD8 são direcionados contra esta proteína (109-110). Foi demonstrado ainda que, 

células T CD4 reconhecem regiões da NS1, E e C (112). A resposta de células T na 

infecção aguda pelo DENV possui alta reatividade cruzada (113-114). Algumas das 

citocinas encontradas em quantidades elevadas no soro de pacientes graves (115-117) 

são liberadas por estas células (110, 118-119). De fato, a teoria do pecado antigênico 

original, descrita anteriormente, sugere que ativação de células T CD8 de reatividade-

cruzada produziriam citocinas envolvidas no extravasamento plasmático (82). 

Entretanto, a infecção secundária não está necessariamente relacionada ao papel 

patogênico dos linfócitos T, mas a um conjunto que envolve a presença de anticorpos 

facilitadores da infecção associado a um HLA relacionado à susceptibilidade e a falta 

de uma resposta multifuncional de linfócitos T (111). Além disso, autores encontraram 

evidências do aumento de ativação de linfócitos T CD8 específicas ou não ao peptídeo 

NS3133–142, somente após a resolução de viremia ou hemoconcentração em crianças 

com FHD, sugerindo que essas células não estariam envolvidas nos estágios iniciais 

do extravasamento plasmático (120).   
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Figura 1. 4: Mecanismos relacionados à imunopatogênese da Dengue. Uma 
variedade de fatores parece atuar em conjunto para o desenvolvimento da Dengue. 
Como anticorpos pré-existentes capazes de mediar ADE, facilitando a infecção de 
células alvo, como monócitos e DCs, ativação do SC que em conjunto com mediadores 
solúveis e anticorpos produzidos por linfócitos T e B contribuirão para a patogênese da 
alteração da permeabilidade vascular. A ativação exacerbada do SC está associada 
com a gravidade da doença. Níveis elevados de mediadores solúveis agem sobre o 
endotélio promovendo alterações integridade da monocamada e consequentemente 
extravasamento plasmático. Legenda: Ab: anticorpo; ICs: complexos imunes; DC: 
células dendríticas; Mo: monócitos/macrófagos; mT: células T de memória; Tn: células 
T naive; Treg: células T regulatórias; mB: células B de memória; Bn, células B naive; 
DIC, coagulação intravascular disseminada. Adaptado de (121) 

1.1.3.3. Distúrbios no endotélio vascular 

Células endoteliais (CEs) formam uma barreira contínua no interior dos vasos 

sanguíneos regulando a passagem de solutos, gases e fluídos mantendo a 

homeostase através de uma complexa interação entre receptores de superfície e o 

glicocálix endotelial. Interações entre o glicocálix, integrinas (αvβ3, αvβ1) presentes na 

superfície celular, moléculas de adesão (ICAM, e VCAM) e junções aderentes 

interendoteliais (VE-caderina) formam uma rede de sensores na superfície das CEs 

responsáveis por manter a função de barreira (122-123). As CEs também estão 

envolvidas na resposta imune e na inflamação, desempenhando um papel importante 

na regulação da migração de leucócitos, angiogênese, produção de citocinas, síntese 

de proteases e matriz extracelular e regulação da permeabilidade vascular (124). 

Durante processos inflamatórios, como aqueles desencadeados por infecções, 

concentrações aumentadas de citocinas, quimiocinas, fatores de coagulação, fatores 

de crescimento e óxido nítrico podem interagir com receptores nas CEs, alterando a 

integridade da barreira (122, 125-126). Na Dengue, o aumento da permeabilidade 

vascular com perda de conteúdo plasmático para as cavidades pleural e abdominal, 

ocorre a nível microvascular e é um dos pontos críticos no desfecho clínico do 

paciente. Acredita-se que o extravasamento vascular seja o resultado tanto da ativação 
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das CEs, quanto do dano celular, induzindo perda na função de barreira endotelial. O 

efeito direto do vírus e de mediadores solúveis como, citocinas, quimiocinas e produtos 

de ativação do sistema complemento vem sendo investigado (127).  

A proteína E já foi detectada no endotélio sinusoidal do fígado e no endotélio 

pulmonar de autópsias e biópsias de pacientes (54). Ainda, estudos também já 

demonstraram presença de antígenos virais em células endoteliais provenientes do 

cérebro (128), baço (129) e coração (130). Estudo recente de 4 casos fatais em 

decorrência da Dengue, confirmou que o DENV tem um amplo tropismo para vários 

tecidos e ainda, demonstraram replicação viral em hepatócitos, pneumócitos do tipo II, 

fibras cardíacas, assim como em monócitos/macrófagos circulantes e residentes e em 

células endoteliais (49). Por outro lado, um artigo recente não detectou antígenos do 

DENV em células endoteliais provenientes de 13 casos fatais por FHD/SCD (53).  

Ainda, estudos in vitro têm demonstrado que CE são permissíveis à infecção pelo 

DENV (131), e esta infecção induz a secreção de mediadores inflamatórios, como as 

citocinas IL-1beta, IL-6, IL-8, IFN-gama e TNF-alfa (132-133) e as quimiocinas CXCL9, 

CXCL10, CCL5 e componentes do sistema complemento, como o fator B (134), 

moléculas envolvidas na ativação celular, quimiotaxia e inflamação. Já foi também 

demonstrado que CEs infectadas in vitro pelo DENV secretam moléculas como VEGF 

(do inglês “vascular endothelial growth factor”), angiopoetina-2 e metaloproteínases, 

como a MMP-2 (135-137). Nosso grupo demonstrou que a infecção induz alteração na 

permeabilidade da monocamada das células endoteliais HMEC (célula endotelial 

microvascular humana) (138). Outro estudo observou desorganização de actina, 

mobilização da proteína de junção ocludina para o citoplasma e produção de IL-8 nas 

CEs infectadas in vitro pelo DENV (139). Uma vez que o endotélio está intimamente 

envolvido com a manutenção da homeostase, foi demonstrado que a infecção das CEs 

pelo DENV alterou o sistema de coagulação, levando ao aumento de moléculas 

anticoagulantes, como a trombomodulina e ativador do plasminogênio tecidual (140-

141). O aumento da expressão de moléculas de adesão, como as selectinas E e P nas 

CEs, favorece a adesão e ativação plaquetária (142), uma vez que plaquetas ativadas 

são removidas da circulação,  esses fatores contribuiriam à trombocitopenia e 

coagulopatias observadas na Dengue, (143).  

Células-alvo da infecção pelo DENV, como monócitos/macrófagos e DCs, 

secretam fatores solúveis em resposta a infecção que poderiam afetar a integridade do 
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endotélio. De fato, o sobrenadante de células-alvo infectadas contém uma variedade de 

citocinas, como TNF-alfa, IL-1beta, IL-8, MCP-1, indutoras da alteração da 

permeabilidade das CEs (101, 144-145). O MCP-1 secretado por monócitos infectados 

in vitro, parece estar envolvido na alteração de permeabilidade de CEs, observado pela 

reorganização da junção celular ZO-1 (do inglês “zona occuldens-1”) (146) e ainda, 

elevados níveis de MCP-1 foram detectados em pacientes com FHD comparado aos 

FD (146). Vem sendo descrito o envolvimento da proteína viral NS1 no dano vascular. 

Inicialmente, foi demonstrado a capacidade da NS1 se ligar às CEs, independente de 

infecção através da interação com heparan-sulfato e chondroitin-sulfato E (147). A 

incubação de CEs com anticorpos anti-NS1 levou a ativação do sistema complemento 

na superfície destas células, observada pela deposição de C3dg e C5b-9 (27). Em 

modelo in vivo foi demonstrado que a NS1 recombinante dos quatro sorotipos induziu 

aumento da permeabilidade vascular e produção das citocinas IL-6 e TNF-alfa. Esses 

efeitos foram bloqueados pelo tratamento com anticorpos monoclonais ou soro imune 

anti-NS1. Além disso, incubação da NS1 promoveu disfunção de barreira, de maneira 

dose dependente, e aumento da permeabilidade em células endoteliais 

microvasculares pulmonares (HPMEC) in vitro, avaliado através da medida da 

resistência elétrica transendotelial (TEER). Esses resultados sugerem que a NS1 

atuaria diretamente sobre CEs promovendo o aumento da permeabilidade vascular 

(148).   
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1.2.  Sistema Complemento 

O sistema complemento (SC) compreende uma rede cerca de 30 proteínas 

encontradas tanto na forma solúvel quanto associada à membrana. Muitas destas são 

encontradas como zimogênios, ou seja, precursores inativos requerendo clivagem 

proteolítica para exercerem suas atividades. Uma vez clivadas, essas proteínas dão 

início a uma reação em cascata, resultando na ativação e ou amplificação das vias do 

SC. Tradicionalmente, o SC é descrito pelo seu papel na imunidade inata contra 

patógenos, participando da opsonização, lise mediada pelo complexo de ataque à 

membrana (MAC), quimiotaxia e ativação de leucócitos. Sua importância na proteção 

contra infecções pode ser destacada, dentre outros, pelo fato de que microrganismos 

desenvolveram diversos mecanismos na tentativa de subverter a ativação do SC e 

assim, estabelecer a infecção. Recentemente, o SC tem sido reconhecido por mediar 

importantes eventos durante todo o curso da resposta imune adaptativa (149).  

1.2.1. Vias de ativação e Mecanismos de regulação 

Embora a ativação do SC seja comumente descrita como uma sequência linear 

de eventos divididos em três vias: clássica, alternativa e da lectina, a ativação pode 

ocorrer através de componentes da cascata de coagulação e fibrinólise. Uma vez que 

estas cascatas são compostas por uma série de serino-proteases que apresentam 

características estruturais comuns e sítios catalíticos altamente conservados (150). A 

via clássica é frequentemente descrita como “dependente de anticorpo” e, de fato, o 

reconhecimento de complexos imunes (CI) formados entre patógenos e as 

imunoglobulinas (Ig), IgM e IgG, por C1q, compreende um potente ativador da via 

clássica. Entretanto, a ativação desta via pode ocorrer independente de anticorpos, 

pelo reconhecimento de padrões moleculares associados a patógenos, células 

apoptóticas e proteína C reativa (151). Como parte do complexo C1 (C1q-r-s), a 

proteína C1q é capaz de reconhecer CI através de sua interação com a fração Fc de 

anticorpos. A configuração hexamérica dos CI de IgG, resulta numa maior avidez entre 

os domínios globulares de C1q e a fração Fc, otimizando a ativação da via clássica 

(152). Na presença de Ca2+, a ligação C1q-CI promove alterações conformacionais em 

C1q, resultando na ativação das proteases C1r e C1s (153). A alteração 

conformacional em C1s promove a clivagem de C4 gerando C4a solúvel e C4b, que se 

liga covalentemente à membrana. Em seguida, C2 é recrutado e clivado por C1s, 
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dando início a formação da C3 convertase da via clássica (C4b2b) capaz de promover 

a clivagem de C3 com geração da anafilatoxina C3a e de C3b.  

Na via da lectina, hexâmeros de MBLs (do inglês: “mannose-binding lectins”) se 

ligam predominantemente a motivos de carboidratos bacterianos, como a manose. A 

MBL possui estrutura semelhante a C1q e se liga as proteínas homólogas a C1r e C1s, 

denominadas MASPs (do inglês: “MBL-associated serine proteases), dentre as quais 

apenas a MASP-2 é capaz de clivar C4 e em seguida C2, gerando a C3 convertase 

(C4b2b) (154).  

Finalmente, na via alternativa o SC é ativado continuamente de maneira 

espontânea. O mecanismo envolve a associação de C3 com uma molécula de água 

(H2O), recrutando o fator (f) B e o fD. O fD cliva enzimaticamente o fB gerando Bb. A 

associação entre C3b e Bb forma a C3 convertase da via alternativa (C3bBb). A C3 

convertase é estabilizada pela proteína plasmática properdina. Além de estabilizar a C3 

convertase da via alternativa, a properdina é capaz de se ligar diretamente a 

microrganismos, células em apoptose e em necrose direcionando a formação da C3 

convertase nas membranas dessas células, induzindo fagocitose ou lise mediada pelo 

complemento (155). A via alternativa também funciona como um mecanismo de 

amplificação do SC, uma vez que as C3 convertases repetidamente clivam moléculas 

de C3 gerando C3b livre para interagir com fB, gerando assim, mais C3 convertases e 

consequentemente, amplificando a clivagem de C3. Apesar do nome, a via alternativa é 

responsável por cerca de 80-90% da ativação total do SC, independente da via que 

desencadeou a ativação do sistema (156). Deste modo, a clivagem de C3 é o ponto 

central no qual as três vias convergem e a cascata do complemento é amplificada 

(figura 1.5). Independente da via de ativação, a geração de C3b permitirá a montagem 

da C5 convertase (C4b2bC3b e C3bBbC3b) responsável pela clivagem de C5 com 

geração da anafilatoxina C5a e de C5b. A molécula C5b irá ligar-se sequencialmente 

as moléculas de C6, C7 e C8 e polímeros de 10 a 16 moléculas de C9, formando o 

C5b-9 ou complexo de ataque à membrana (MAC). A polimerização de C9 forma poros 

os quais, uma vez inseridos na membrana da célula-alvo, promovem influxo de Ca2+, 

perda de moléculas de ATP e do potencial de membrana mitocondrial, promovendo um 

desequilíbrio hidro-eletrolítico causando a morte celular (157-159).  
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Figura 1. 5. Visão geral das vias de ativação do sistema complemento: Ativação do 

SC pelas vias clássica, da lectina e alternativa. A via clássica é ativada pelo 
reconhecimento de complexos imunes antígeno-anticorpo pela molécula de C1q que 
através das proteases C1s e C1r irá clivar os componentes C4 e C2 formando a C3 
convertase (C4bC2b). A via da lectina é ativada pelo reconhecimento de padrões 
moleculares associados a patógenos, resultando na clivagem de C4 e C2 de forma 
similar a via clássica. Na via alternativa C3 é constantemente hidrolisado a níveis 
baixos. Somado ao C3b proveniente das outras vias, a via alternativa amplifica a 
ativação do complemento pela formação da sua C3 convertase (C3bBb) que é 
estabilizada pela properdina, aumentando a clivagem de C3. A C3 convertase (C3bBb) 
pode se associar a um C3b adicional originando a C5 convertase, permitindo a 
clivagem de C5 em C5a e C5b. Por fim, C5b recruta C6, C7, C8 e C9 montando o 
complexo de ataque à membrana (MAC) ou C5b-9. As anafilatoxinas C3a e C5a 
liberadas durante a ativação do SC e medeiam efeitos na reposta inflamatória 
promovendo a quimiotaxia de leucócitos para os sítios de ativação do SC. Adaptado de 
(160). 
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A fim de evitar o dano tecidual, ativação do SC é altamente regulada em 

diferentes etapas, por uma série de proteínas solúveis e associadas à membrana, 

amplamente distribuídas. Assim, a regulação da ativação da via clássica pode ser 

controlada pelo inibidor de C1 (C1INH). C1INH forma um complexo com C1r e C1s 

dissociando-os de C1 e liberando C1q. Acredita-se que a ligação de C1INH a C1r e 

C1s também promova a estabilização do complexo C1q retardando sua ativação (161-

162). A inibição da via da lectina é influenciada pelas proteínas MASP-3, MAp44 e 

MAp19 que possuem uma sequência homóloga a MASP-1 e -2 competindo com essas 

últimas (163-164). Entretanto, as MASP-3, MAp44 e MAp19 são incapazes de clivar C2 

e C4. A ativação da via da lectina também é controlada pela ação da C1INH inibindo as 

MASP-1 e -2 (165). 

O principal ponto de regulação da via alternativa envolve o componente central do 

complemento, o C3. C3 é a proteína mais abundante no soro humano (1,2mg/mL) e é 

composta por duas cadeias alfa (massa molecular relativa- Mr 110-115KDa) e beta (Mr 

75 KDa) conectadas por uma ligação dissulfeto e associadas por forças não covalentes 

(figura 1.5) (166). A clivagem proteolítica de C3 por qualquer uma das três vias resulta 

na geração de C3a (Mr 9KDa) e em C3b (Mr 176 KDa). A molécula de C3b apresenta 

duas cadeias, a cadeia alfa (Mr 101KDa) e a beta (Mr 75 KDa). Diferente de C3, C3b 

apresenta vários sítios de ligação para componentes do complemento como, C5, 

properdina (P), os fatores (f) H, B e I, os receptores de complemento 1 CR1(CD35) e 

CD46 (MCP, do inglês: “membrane cofactor protein”) (167). Na ausência de 

reguladores do complemento, superfícies contendo –OH ou –NH2 representam alvos 

para a ativação e deposição de fragmentos do C3b através de ligações covalentes. 

Dependendo da natureza da membrana alvo, a ligação nos diferentes sítios de C3b 

pode resultar em: (i) amplificação da cascata do complemento pela interação com fB e 

P na presença de fD; (ii) iniciação do MAC ou (iii) inativação pelo fI na presença de 

cofatores. A atividade de protease do fI leva a geração dos produtos de degradação de 

C3b, iC3b o qual é incapaz de se ligar ao fB e formar a C3 convertase (168). O fI é uma 

serino protease encontrada no plasma responsável por clivar C3b na presença de 

diferentes cofatores, como fH, CD46 (MCP), o CR1(CD35) ou C4BP. Enquanto o CD46 

(MCP), CD55 (DAF, do inglês: “decay accelerating factor”) e o CR1(CD35) atuam 

juntamente com fI mediando a proteólise de C4b e C3b, o fH induz apenas a 

degradação de C3b (169).  
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A clivagem de C3b ocorre em duas regiões da cadeia alfa gerando os fragmentos 

iC3b (Mr 172KDa) e C3f (Mr 2KDa). Em seguida um novo fI juntamente com 

CR1(CD35) (170) cliva novamente a cadeia alfa em outra região gerando os 

fragmentos C3c e C3dg (171) (figura 1.6). O padrão eletroforético dos diferentes 

fragmentos de C3 é demonstrado na figura 1.7. O C4b pode ser inativado pela ação da 

C4BP (do inglês: “C4 binding protein”), que também funciona como cofator para o fI 

(172). A atuação de outras proteínas como, a trombomodulina e o fator de Von 

Willebrand quanto sua capacidade de acelerar a clivagem de C3 mediada pelo fI e fH 

foi demonstrado (173-174).  
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Figura 1. 6. Ativação e degradação de C3. Os sítios de clivagem são identificados 
pelas setas. O peso molecular relativo (Mr) é calculado com base na sequência de 
aminoácidos. (1) Pela ação da C3 convertase há (2) liberação de C3a e geração de 
C3b. (3) O regulador fI na presença de cofatores inativa C3b dando origem ao iC3b 
com a (4) liberação do fragmento C3f. Uma nova clivagem (5) mediada pelo fI e 
cofatores dá origem as moléculas de C2c e C3dg. Por ação de proteases, o C3dg é 
clivado dando origem ao C3g e C3d. Adaptado de (166).  
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Figura 1.7. Perfil eletroforético dos fragmentos de C3. A direita é observado o 

controle de peso molecular. Adaptado de (175). 

 

Um importante ponto da regulação do sistema complemento é a inativação das 

C3 convertases provenientes das diferentes vias de ativação, mantendo sob controle à 

amplificação da cascata. Para isto, uma variedade de reguladores existe na forma 

solúvel ou associada à membrana, muitos deles desempenham funções similares. Os fI 

e fH atuam na fase fluída, enquanto o CD46(MCP), CD55(DAF), CD59 e o CR1(CD35) 

atuam associados à membrana. O fH compete pela ligação com C3b, atuando como 

cofator para o fI na inativação de C3b e induzindo a dissociação da C3 convertase, 

desta forma, regulando a via alternativa (176). O CR1(CD35) dissocia as C3 e C5 

convertases, e pela ação do sítio de ligação para C4b e C3b, CR1(CD35) acelera o 

decaimento da C3 convertase das vias clássica (C2bC4b) e alternativa, 

respectivamente (177-178). A C4BP previne a formação das C3 e C5 convertases da 

via clássica (179). O CD55(DAF) acelera o decaimento das C3 e C5 convertases das 

vias clássica e alternativa. A inibição da C3 convertase da via alternativa (C3bBb) 

ocorre pela interação de alta afinidade com Bb, o que não ocorre com a molécula 

intacta de fB. Além disso, o CD55(DAF) se liga ao C3b da convertase, contribuindo 

para acelerar o decaimento da sua atividade (180-181).  

Reguladores solúveis também exercem ação nos estágios finais da ativação do 

complemento impedindo a formação do MAC e dano celular, como observado para as 
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proteínas CFHR1 (proteína 1 relacionada ao fator H do complemento), clusterina e 

vitronectina ou proteína S. O CFHR1 bloqueia a formação da C5 convertase, 

interferindo na deposição de C5b na superfície da membrana alvo e consequentemente 

inibe a formação do MAC (182). A clusterina também inibe a montagem do SC5b-9, 

através da interação com os componentes C7, C8 e C9, impedindo a polimerização de 

C9 na membrana (183). De forma similar, a proteína S inibe a polimerização de C9 

através da ligação ao complexo C5b-7, apesar disso C8 e C9 ainda são capazes de se 

combinar a este complexo, formando o SC5b-9 circulante (184). Por fim, o regulador 

associado à membrana CD59, expresso na maioria dos tipos celulares, bloqueia a 

interação da cadeia alfa de C8 com a molécula de C9, impedindo a formação do poro 

(185). Além disso, o MAC lítico pode ser removido em minutos após sua deposição da 

membrana celular por exocitose ou internalização seguida de degradação no interior da 

célula (186-187). 

1.2.2. Receptores do sistema complemento na regulação da resposta imune 

A ativação da cascata do SC promove a geração de fragmentos ativos, como 

anafilatoxinas (C3a e C5a), opsoninas (C3b, iC3b, C3d) os quais exercem suas 

funções através da interação com receptores de complemento associados à membrana 

celular (157). As anafilatoxinas C3a e C5a são peptídeos pró-inflamatórios (9-14 KDa) 

liberados na fase fluida após a clivagem enzimática de C3 e C5 durante ativação do 

SC. E através da interação com seus receptores celulares C3aR e C5aR, as 

anafilatoxinas medeiam importantes efeitos na ativação de leucócitos, induzindo 

liberação de histamina, formação de radicais de oxigênio, fagocitose e quimiotaxia 

contribuindo para a resposta inflamatória (188). O SC está envolvido na eliminação de 

células apoptóticas, complexos imunes e opsonização de patógenos direcionando-os 

para fagocitose. Células em processo de morte sofrem alterações moleculares e 

estruturais, além da diminuição na expressão de reguladores do complemento como 

CD46, facilitando a opsonização com C1q e iC3b e a eliminação por fagócitos via C1qR 

e CR3(CD11b), sem causar inflamação (149). A fagocitose de células apoptóticas 

marcadas com C1q suprime a inflamação pela indução de citocinas imunoregulatórias 

(IL-10, IL-27, IL-33) e inibição da ativação do inflamossoma (189). Ao mesmo tempo, a 

opsonização pela via iC3b leva a diminuição da produção da citocina pró-inflamatória 

IL-12 e da via oxidativa induzida por macrófagos (190-191).  
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CR1(CD35) é expresso em uma variedade de células como monócitos, 

macrófagos, neutrófilos, eosinófilos, eritrócitos, linfócitos B e T. Nos eritrócitos o 

CR1(CD35) está envolvido na eliminação de CI transportando-os para o fígado e baço, 

onde serão eliminados pelos macrófagos (192-193). O CR1(CD35) pode ser 

encontrado na forma solúvel, o sCR1 liberado na circulação pela clivagem da sua 

forma associada à membrana (194). O CR2(CD21) é expresso predominantemente em 

linfócitos B e em menor grau nos linfócitos T. Nos linfócitos B, o CR2(CD21) interage 

com antígenos opsonizados com C3d e através do complexo formado com CD19 e 

CD81, diminui o limiar de ativação dos linfócitos B (195-196). Os receptores CR3 

(CD11b/CD18) e CR4 (CD11c/CD18) são expressos em células fagocíticas, células NK 

e linfócitos T. Ambos os receptores são membros da família das integrinas formando 

um complexo heterodímero transmembranar, composto por uma cadeia alfa e uma 

cadeia beta comum (CD18). Devido à interação com diferentes ligantes, esses 

receptores medeiam uma variedade de funções como fagocitose, adesão celular, 

migração leucocitária e além de atuarem como molécula de coestimulação (197). 

Comparado ao CR4 (CD11c/CD18), o CR3 (CD11b/CD18) é o receptor dominante da 

fagocitose de fragmentos de C3 opsonizados na superfície de patógenos e de CI (198-

199). Apesar de ambos os receptores se ligarem ao iC3b, o CR3 (CD11b/CD18) 

reconhece C3d, enquanto o CR4 se liga ao C3c (200-201). A consequência principal da 

fagocitose é a eliminação de patógenos no endossomo por ação de espécies reativas 

do oxigênio, enzimas lisossomais e proteases (202). Contudo, foi demonstrado que 

microrganismos, como o HIV, aproveitam-se da opsonização via fragmentos de C3 

para facilitar a infecção de monócitos in vitro mediado por CR1(CD35) e 

CR3(CD11b/CD18), aumentando a infecção viral (203). 

Estudos recentes têm demonstrado que o SC, classicamente relacionado à 

resposta imune inata, é responsável também por orquestrar importantes eventos na 

resposta imune adaptativa. Durante uma infecção, o SC pode afetar diretamente a 

ativação de células T ou indiretamente através da modulação das células 

apresentadoras de antígeno (APCs) (204). Neste contexto, foi demonstrado que o 

bloqueio de CR1(CD35) nos linfócitos T humanos, inibe sua proliferação e expressão 

do RNA de citocinas IL-2 e IFN-gama (205). Outro dado interessante é sobre o 

regulador CD46(MCP) (206) que pode atuar como molécula de coestimulação, 

induzindo proliferação celular (207), síntese de IL-10 e granzima B (208-209) ou ainda, 

direcionando a diferenciação de células T helper do tipo 1 (Th1) (210). Pacientes 
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deficientes de CD46(MCP) apresentam falhas na produção de IFN-gama e na indução 

da resposta Th1, contudo a resposta do tipo Th2 permanece inalterada (211). Na 

presença de IL-2, CD46(MCP) medeia a diferenciação de linfócitos T CD4 humanos 

para o fenótipo regulatório, diminuindo a produção de IL-2 e aumentando de IL-10 

(208). O CD55(DAF) além de controlar a ativação do SC, desempenha funções no 

estabelecimento da resposta imune adaptativa. CD55 interage com EGF-TM7 (do 

inglês “epidermal growth factor-seven-span transmembrane”) envolvido na ativação de 

leucócitos (212). Em linfócitos T CD4+ coestímulo do CD55 com seu ligante EGF-TM7 

e CD3 ou anticorpos monoclonais anti-CD55 aumentou a proliferação, expressão de 

marcadores de ativação (CD69 e CD25) e secreção de citocinas como IL-10 e GM-CSF 

(213). O CD59 também participa da regulação de linfócitos T. A supressão gênica do 

CD59, comparado às células expressando níveis normais de CD59, levou a maior 

proliferação celular e produção de IL-2 e IFN-gama por linfócitos T CD4 e T CD8, 

respectivamente (214). O tratamento com anticorpos monoclonais anti-CD59 na 

presença de moléculas de coestimulação, promove aumento de Ca+2, produção de IL-2 

e proliferação de linfócitos T (185). Em conjunto, esses trabalhos indicam o 

envolvimento direto do SC na modulação da imunidade celular desde a fase efetora até 

contração.  O SC também pode influenciar indiretamente a ativação de células T 

através de APCs nos linfonodos e órgãos linfóides secundários. Nesse sentido, a 

interação de anafilatoxinas C3a e C5a com seus receptores C3aR e C5aR expressos 

na superfície de células T e APCs, podem regular o processamento antigênico, 

expressão de moléculas de coestímulo, a expansão e diferenciação dos linfócitos T 

(204, 215).  

O SC atua também em diferentes processos fisiológicos, devido sua capacidade 

de ser ativado inclusive nos compartimentos intracelulares. Foi demonstrado que 

linfócitos T CD4 em repouso contém estoque de C3 e da protease catepsina-L nos 

compartimentos endossomais e lisossomais. A catepsina-L cliva continuamente C3 em 

C3a e C3b. Através, por exemplo, da interação do C3a intracelular com C3aR nas 

células em repouso, ocorre ativação basal do mTOR (do inglês:“mammalian  target of 

rapamycin”), envolvido na ativação e sobrevivência celular. Na detecção de “sinais” de 

ativação da resposta imune como pela ativação via TCR, este sistema intracelular de 

ativação do complemento e receptor é direcionado para a membrana celular, 

promovendo ativação de células Th1 por sinais via C3aR e CD46(MCP) (216-217). A 

ativação intracelular de C3 não é limitada aos linfócitos T sendo observada também em 
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monócitos, neutrófilos, linfócitos T CD8, além de células endoteliais, epiteliais e 

fibroblastos. (216). 

1.2.3. Sistema complemento e células endoteliais 

Relembrando, o endotélio desempenha um papel importante na regulação da 

homeostase vascular. Fisiologicamente, células endoteliais promovem modulação do 

tônus além de regular a permeabilidade de constituintes plasmáticos, agregação 

plaquetária, adesão de leucócitos e trombose. Diferentes estímulos podem afetar esses 

mecanismos homeostáticos levando a ativação e disfunção endotelial (218). O 

endotélio é um alvo potencial para os produtos biologicamente ativos do SC, liberados 

na circulação e nos fluídos extravasculares. Provavelmente devido a isto, células 

endoteliais expressam constitutivamente os reguladores do complemento CD55, CD46 

e CD59 (219), protegendo-as contra o dano causado pela constante atividade da via 

alternativa e deposição de C3b. Foi demonstrado ainda que o C5a e C5b-9 induzem a 

expressão de genes de moléculas de adesão (P- e E-Selectina ICAM-1, VCAM-1) (220-

222) e citocinas (IL6, IL-8, MCP-1/CCL2) (221-223) em CEs. Exposição do endotélio ao 

C5b-9 resulta em secreção do fator de Von Willebrand (221, 224) e na ativação e 

agregação plaquetária (225). Os níveis do complexo SC5b-9, montado na fase fluída e 

regulado pela proteína-S, está associado a ativação do SC (226). Quantidades 

elevadas de SC5b-9 já foram detectadas no plasma de pacientes com choque séptico 

(227) e no fluído pleural de pacientes com FHD e SCD (27). Embora não promova lise, 

o SC5b-9 ativa células endoteliais, induzindo expressão de moléculas de adesão 

(VCAM-1 e ICAM-1), e de fator tecidual (228). Tanto em modelos in vitro quanto in vivo, 

foi demonstrado que o SC5b-9 induz alteração na permeabilidade celular (229) e 

migração transendotelial de células polimorfonucleares (230). Muitos desses efeitos 

biológicos são mediados pela interação da proteína S, do complexo SC5b-9, ao 

receptor de vitronectina, através da sequência RGD (Arg-Gly-Asp), expresso nas 

células endoteliais (231). Além disso, anticorpos e complexos imunes depositados na 

superfície das células endoteliais podem induzir a ativação do complemento, pela via 

clássica levando ao dano celular (232-233).  

De forma interessante, durante estímulo por mediadores inflamatórios como o 

IFN-gama, células endoteliais aumentam a produção de reguladores solúveis do 

complemento como o fH e fI (234-235). Entretanto, o endotélio é capaz de produzir 

fatores associados à ativação do complemento como properdina (236), C3 e fB (237-
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238) nos sítios inflamatórios, facilitando a clivagem e liberação das anafilatoxinas 

contribuindo para indução da permeabilidade vascular e a resposta pró-inflamatória.  

1.2.4. Envolvimento do sistema complemento na infecção pelo vírus Dengue 

O sistema complemento desempenha papel importante no controle de infecções 

virais, mediando lise de vírus e células infectadas, direcionando partículas virais para a 

fagocitose e interferindo na modulação das respostas imune inata e adaptativa. Na 

infecção pelo DENV o SC parece mediar tanto a proteção quanto a patogênese da 

doença. Por exemplo, a presença de complemento influencia a funcionalidade de 

anticorpos heterólogos sub- ou não- neutralizantes, isto porque a adição de soro 

contendo produtos ativos C1q e C3, reduziu a atividade ADE e portanto, diminuiu a 

infecção in vitro pelo DENV na linhagem monocítica U937 (239). Outro estudo mostrou 

que a proteína C1q é capaz de se ligar com proteínas recombinantes do envelope, 

predominantemente nos domínios DI/II do DENV, mas também na partícula viral inteira. 

Esta interação resultou em menor infecção da linhagem monocítica THP-1 pelo DENV 

e menores níveis de transcrição das moléculas CD14, CD86 e DC-SIGN, sugerindo 

que além de regular a infecção, a interação C1q-DENV também interfere na resposta 

imune contra o DENV (240). Foi demonstrado ainda que a MBL (do inglês “Manose 

binding lectin”) se liga a proteína de envelope do DENV in vitro. Paralelamente, os 

autores observaram que camundongos deficientes de MBL apresentaram um 

comprometimento na eliminação viral comparado a animais selvagens (241). Pacientes 

brasileiros com a FD apresentam maiores níveis séricos de MBL comparado aos 

pacientes com FHD (242). Interessante, foi observado que soros de indivíduos com 

níveis elevados de MBL promoveram maior neutralização in vitro do DENV comparado 

aos soros de indivíduos com polimorfismo na MBL (243). Por outro lado, o polimorfismo 

no gene da MBL foi associado à proteção contra a trombocitopenia na Dengue (244). 

Assim, a MBL poderia exercer tanto um papel no controle da infecção viral, quanto na 

patogênese através do consumo de plaquetas. 

Nos pacientes com as formas mais graves foi observado declínio dos níveis de 

C3, C4 e fB em comparação a indivíduos com a FD, e aumento nos níveis produtos da 

ativação do complemento como C1q, C3a, C5a e SC5b-9 (27, 245-246). Comparado 

aos casos brandos da infecção pelo DENV, nos pacientes graves foram encontrados 

níveis séricos elevados de fD, responsável por clivar a C3 convertase, enquanto os 

níveis da proteína reguladora fH estavam diminuídos, favorecendo a ativação do 
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complemento (247). Alterações genéticas no fH, que favorecem a maior produção do 

regulador, foram associadas à proteção contra a Dengue grave (248). 

A proteína viral NS1 modula a ativação SC. Como demonstrado em estudo in 

vitro, a mistura do sobrenadante de células infectadas DENV, contendo NS1, à uma 

amostra de soro normal humano induziu a ativação e consumo do complemento de 

maneira dose dependente em comparação a adição do sobrenadante de culturas não 

infectadas. Neste mesmo trabalho, foi demonstrado a correlação direta entre elevados 

níveis plasmáticos de NS1 e de SC5b-9 com a gravidade da Dengue (27). Foi 

observado a interação entre NS1 e clusterina, proteína que promove inibição o C5b-9 

solúvel, sugerindo comprometimento na regulação do MAC (249). Além disso, a 

presença de anticorpos anti-DENV levou a formação do complexo não lítico SC5b-9. 

Os autores sugerem que a liberação de quimiocinas, ativação do SC e apoptose de 

CEs atuariam em conjunto no desenvolvimento do dano vascular em pacientes com 

FHD e SCD (250).  

O desenvolvimento de mecanismos de escape do SC foi detectado no DENV, 

sugerindo a importância do complemento no controle da infecção. Neste sentido, foi 

visto que proteína viral NS1 solúvel forma um complexo com C4 e com a protease C1s. 

Esse complexo NS1-C4-C1s resulta na clivagem de C4 em C4b e formação da C4b-

NS1 na fase fluída. Além disso, NS1 interage com a proteína reguladora C4BP, 

promovendo a inativação de C4b. Ambos os mecanismos inativam C4b 

consequentemente, regulam a atividade da C3 convertase (C4bC2a) da via clássica e 

da lectina (251-252). 

Dados obtidos durante minha dissertação de mestrado demonstraram que 

comparado a controles saudáveis e indivíduos com Dengue grave os Linfócitos T CD4 

de pacientes DF apresentaram diminuição na expressão de CR2(CD21). Além disso, 

diminuição na frequência de linfócitos T CD4 expressando CR1(CD35) foi observada 

nos pacientes com Dengue, independente da forma clínica da doença em comparação 

aos controles saudáveis (dados não publicados). 

Esses trabalhos demonstram claramente o envolvimento do sistema complemento 

na infecção pelo DENV seja no controle do vírus, seja na modulação da resposta imune 

anti-viral, contudo os mecanismos relacionados a proteção versus patogênese ainda 

precisam ser esclarecidos.  
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1.3. Hipótese 

 

O SC é um componente fundamental do sistema imune, capaz de promover uma 

ponte entre as respostas imune inata e adaptativa. Em uma infecção viral, por exemplo, 

a deposição dos seus fragmentos ativos na superfície do vírus, facilita o 

reconhecimento e consequentemente, eliminação viral, tanto via fagocitose mediada 

por receptores do complemento (CR) como pela lise direta através do MAC. Por outro 

lado, alguns vírus utilizam os CR como rota de entrada nas células do hospedeiro, seja 

pela ligação direta (Epstein-Barr, Mealesvírus, Herpesvírus) ou aproveitando-se da 

opsonização por fragmentos de C3 (HIV) (253). Por fim, o papel do SC na eliminação 

dos vírus é reforçado pelo fato de que muitos destes microrganismos desenvolveram 

estratégias para escapar da ativação do complemento.  

No entanto, a ativação local do SC pode causar dano às células do hospedeiro. 

Assim, a presença de reguladores solúveis ou associados à membrana do SC é 

fundamental para garantir a integridade e funcionalidade celular, particularmente das 

células imunes não infectadas importantíssimas no controle da infecção. Na Dengue, 

trabalhos têm demonstrado a participação do SC no controle viral, contudo também 

vem sendo demonstrando que uma ativação desregulada deste sistema contribui para 

a gravidade da doença (254).  

Nossa hipótese é de que na Dengue ocorra uma alteração da frequência de 

células imunes circulantes, alvos ou não da infecção, expressando receptores de 

ativação e regulação do SC. Em células alvo, um desequilíbrio com aumento de células 

expressando receptores de ativação e diminuição daquelas expressando receptores 

reguladores, contribuiria positivamente à resolução da infecção e consequentemente, 

ao desfecho clínico brando da Dengue. Por outra lado, nos linfócitos T a presença de 

reguladores do complemento poderia estar associada a proteção contra a citólise de 

células envolvidas no combate a infecção. Em relação aos componentes solúveis, no 

caso de haver um desequilíbrio entre níveis elevados dos ativadores em relação aos 

reguladores, isto influenciaria de forma negativa à integridade de celular e 

particularmente, nas células endoteliais, levaria a uma maior permeabilidade e menor 

viabilidade, portanto, contribuindo para um desfecho clínico mais grave da doença.  
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

Estudar o envolvimento do SC na infecção in vitro de monócitos pelo DENV, 

avaliar o perfil de expressão dos CR nos monócitos e linfócitos T circulantes durante a 

infecção natural em pacientes e por fim, na alteração da permeabilidade utilizando 

modelo in vitro de células endoteliais. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

i. Investigar o perfil de expressão de receptores de complemento: CR1(CD35), CR2 

(CD21), CR3 (CD11b), CR4 (CD11c) e CD59 em monócitos CD14+ de pacientes e 

controles saudáveis; 

ii. Avaliar a infecção in vitro de monócitos de doadores pelo DENV-2, bem como a 

capacidade de ativação e funcionalidade desses monócitos com o bloqueio dos 

receptores de complemento CR1(CD35), CR3 (CD11b), CR4 (CD11c) e CD18 sozinhos 

ou combinados; 

iii. Avaliar os níveis do complexo SC5b-9 circulante em pacientes e controles, 

associando-os aos sintomas clínicos apresentados pelos pacientes; 

 

iv. Caracterizar fenotipicamente os linfócitos T de pacientes infectados pelo DENV 

quanto a expressão dos receptores de complemento CR3 (CD11b), CD46, CD55 e 

CD59 e coexpressão de marcadores de ativação e funcionalidade celular; 

 

v. Dosar os níveis séricos de citocinas inflamatórias e reguladoras correlacionando-as 

aos níveis de SC5b-9; 

 

vi. Investigar a contribuição da ativação do SC na alteração da permeabilidade e 

viabilidade de células endoteliais frente à amostras séricas de pacientes; 

 

vii.  Investigar a interação e opsonização do DENV-2 com fragmentos de C3 in vitro  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1.   População de estudo 

Em 2010 e 2013, a equipe do LIV participou ativamente de dois trabalhos de 

campo, coletando amostras de sangue de pacientes com suspeita de Dengue. Os 

pacientes foram atendidos no Hospital-Dia Professora Esterina Corsini da Universidade 

Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS), coordenado pelo Dr. Rivaldo Venâncio da 

Cunha em Campo Grande-MS e no Hospital dos Plantadores de Cana no Centro de 

Referência em Dengue, coordenado pelo Dr. Luís José de Souza em Campos dos 

Goytacazes-RJ. Neste estudo, incluímos 66 amostras da epidemia de 2010, e 35 de 

2013. Todos os pacientes tiveram diagnóstico laboratorial confirmado para a Dengue. 

O sangue dos pacientes foi coletado entre 1º e o 18º dia após o aparecimento do(s) 

primeiro(s) sinal(s) ou sintoma(s). Foram ainda incluídos neste estudo cerca de 20 

indivíduos sadios sem episódios de febre ou outras doenças nos três últimos meses 

anteriores a coleta, para formar o grupo controle. Os pacientes e controles 

concordaram em participar do estudo através da assinatura do termo de consentimento 

e livre esclarecido. Esse projeto é parte de um projeto aprovado pelos Comitês de Ética 

em Pesquisa 37230.000.009-08 IPEC/FIOCRUZ, 0029.0314.011-09 SMS/RJ e mais 

recentemente, pelo Sistema Plataforma Brasil número CAAE 13318113.7.3001.0021. 

3.2.   Diagnóstico laboratorial e classificação clínica. 

A confirmação dos casos de Dengue foi feita pela equipe do laboratório de 

Flavivirus/IOC, chefiado pela Dra Rita Nogueira, através da pesquisa de anticorpos IgM 

e IgG anti-DENV por ELISA de captura (PANBIO), detecção da proteína viral NS1 

(BioRad). Os sorotipos foram determinados por isolamento viral em células C6/36 de 

mosquito Aedes albopictus seguido de imunofluorescência e/ou detecção do RNA viral 

por RT-PCR. Infecções primária ou secundária pelo DENV foram definidas segundo os 

títulos de IgG específica com base nos seguintes critérios: Infecção primária foi definida 

pelos níveis de IgM anti-Dengue >1,0, ou IgG anti-Dengue negativa ou pela razão 

IgG/IgM<0,5. A infecção secundária foi definida pela IgG anti-Dengue >1,0, razão 

IgG/IgM >1,0 ou níveis IgM<1,0. Após confirmação de diagnóstico, a classificação 

quanto à gravidade clínica dos casos de Dengue foi realizada de acordo com os 

parâmetros estabelecidos pelo Programa de Treinamento e Investigação de 

Enfermidades Transmissíveis da Organização Mundial de Saúde (TDR/OMS) adotada 
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em 2009 (59). Desta forma, os pacientes foram agrupados em três grupos: baseado 

nos sinais e sintomas clínicos: Dengue sem sinais de alarme (FD), Dengue com sinais 

de alarme (FD/SA) e Dengue grave (Grave). 

3.3.   Obtenção e preservação de soro, plasma e células mononucleares do 

sangue periférico (PBMC), plasma e soro de pacientes infectados pelo DENV e 

controles. 

Em tubo seco, foram coletados cerca de 5mL de sangue para obtenção de soro 

que, após retração do coágulo, foi centrifugado à 1000g por 10min a temperatura 

ambiente (TA). O soro foi preservado a -80ºC até o momento do uso. Plasma e PBMCs 

(do inglês: “peripheral blood mononuclear cells”) foram obtidos após coleta de cerca de 

20mL do sangue venoso em tubos contendo o anticoagulante ACD (citrato de sódio 22 

g/L, ácido cítrico 8 g/L e dextrose 24,5 g/L). As PBMCs foram obtidas pela adição de 

sangue periférico sobre volume do gradiente de densidade Ficoll-HypaqueTM 

(Proporção 2:1) (GE-Healthcare), seguido de centrifugação a 400g por 30min a TA. O 

anel de PBMCs foi recuperado, lavado duas vezes em meio RPMI 1640 com 

centrifugação a 400g por 10min a TA. Contagem e a viabilidade das PBMCs foram 

avaliadas utilizando o corante de exclusão azul de trypan e câmara de Neubauer. A 

concentração final da suspensão de PBMCs foi ajustada a 106 a 107 células por mL, as 

células foram criopreservadas em solução de congelamento (10% de DMSO e 90% de 

SFB), estocadas por 24 horas a -70ºC, seguido de armazenamento em nitrogênio 

líquido até sua utilização. O plasma foi separado, aliquotado e armazenado a -80º C. 

3.4.   Isolamento de monócitos primários. 

Monócitos de doadores de sangue saudáveis com sorologia negativa para sífilis, 

doença de Chagas, hepatites virais, HIV-1 e 2 e HTLV-1 e 2 foram isolados da fase 

leucocitária de bolsas de sangue “Buffy Coat” provenientes do banco de sangue do 

Hospital Universitário Clementino Fraga Filho (HUCFF). As PBMCs foram obtidas como 

já descrito anteriormente. Para o isolamento de monócitos, as PBMCs foram lavadas 

duas vezes em utilizando o tampão de isolamento de monócitos (HBSS 1x contendo 

5%SFB, 1mM EDTA, 1g/L de glicose). Por fim, foram ajustadas 108 PBMCs/mL.  

Foi realizada seleção negativa de monócitos utilizando kit DynaBeads 

(LifeTechnologies, catálogo 11350D). A suspensão de 108 PBMCs foi transferida para 

tubos de 15mL, onde as células foram incubadas por 20min a 4ºC com 100µL do 
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coquetel de anticorpos conjugados a biotina, contra os antígenos humanos (CD3, CD7, 

CD16, CD19, CD56, CDw123 e CD235a) e 100µL de solução de bloqueio (composta 

por agregado de gama globulina em 0,9% de NaCl) para o bloqueio dos receptores Fc 

nos monócitos. Após incubação, as células foram lavadas com 4mL de tampão de 

isolamento e centrifugadas a 350g, 8min a 4ºC. Em seguida, as células foram 

incubadas com 500µL das micropartículas magnéticas (1,0µm de diâmetro) cobertas 

com estreptoavidina por 15min a 4ºC. Após esta etapa, o volume foi ajustado para 4mL 

de tampão de isolamento e a suspensão celular foi submetida ao magneto de 

separação durante 2min cada, por 2 vezes. O sobrenadante contendo os monócitos foi 

centrifugado a 350g, 8 min a 4ºC e o pellet de células selecionadas negativamente 

foram suspensas em RPMI suplementado com 20mM HEPES, 100U/mL de penicilina e 

100μg/mL de estreptomicina, 2mM de L-glutamina e 10% de SFB. O grau de pureza da 

separação foi de 95% de monócitos foram isolados da população de PBMCs 

confirmado pela detecção de CD14 pela técnica de citometria de fluxo.  

3.5.   Manutenção da cultura de células C6/36. 

Para a produção da massa viral foi utilizada a linhagem celular C6/36 

provenientes da glândula salivar de mosquito Aedes albopictus. As células foram 

cultivadas em meio DMEM suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB), 100 

U/mL de penicilina, 100μg/mL de estreptomicina, 2mM de L-glutamina, 0,5% de 

aminoácidos não essenciais e 10% de triptose fosfato a 28°C em garrafas de cultura de 

75cm². 

3.6.   Crescimento e concentração do vírus DENV-2 (cepa 16681). 

Para infecção, obtenção de massa viral e purificação do DENV sorotipo 2 

(DENV-2), genótipo asiático, cepa 16681, células C6/36 foram expostas ao inóculo de  

1,5mL do DENV-2 (1,37x108TCID50/mL) por 90min para a adsorção viral. O inóculo viral 

foi removido e as células mantidas a 28°C em 30mL de DMEN contendo 2% de SFB. 

Após sete dias, os sobrenadante das culturas infectadas foram clarificados por 

centrifugação a 1000g por 5 min, em seguida foram ultracentrifugados por 30000 rpm 

(100000g) por 1h. O sobrenadante foi desprezado e o “pellet” contendo vírus foi 

suspenso em 1,5mL de meio de RPMI, contendo 10% de SFB, em seguida filtrados em 

membrana de 0,22µm. Alíquotas do vírus foram estocadas a -70°C até sua utilização. 
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3.7.   Titulação viral por imunofluorescência indireta. 

A titulação viral foi feita infectando cerca de 5x105 células C6/36 com 100µL da 

massa viral obtida anteriormente em diluições seriadas de 10-1 a 10-11. Após adsorção 

do inóculo por 90 minutos a 28°C, o inóculo viral foi substituído por 200µL de DMEM 

com 5% de SFB, seguido por incubação por sete dias a 28°C. Após este período, as 

células infectadas foram transferidas para lâminas de vidro, fixadas com acetona P.A. 

por 20min a 4°C para realização da marcação do DENV por imunofluorescência 

indireta. Inicialmente, foi feita incubação com o anticorpo primário IgG de camundongo 

anti-DENV complex (Millipore)  diluído na concentração final de 1:10  em PBS contendo 

1%BSA (albumina bovina sérica) por 60min a 37°C em câmara úmida. Após duas 

lavagens de 10 min, com PBS, foi adicionado anticorpo secundário de cabra anti-IgG 

de camundongo Alexa fluor 488(Molecular Probes) diluído na concentração final de 

1:100 em PBS contendo  1%BSA  por 30min a 37°C em câmara úmida. Após duas 

lavagens com PBS por 10min, as lâminas foram marcadas com DAPI por 5min e 

lavadas 2 vezes com PBS por 10min. Finalmente, as lâminas foram montadas em 

glicerol e observadas no microscópio de fluorescência Evos®. Todas as lavagens foram 

feitas a TA. O cálculo do título viral foi baseado na fórmula de Reed & Muench. O título 

viral obtido foi de 3x1010 TCID50/mL (do inglês: 50% tissue culture infective dose). 

3.8.   Marcação extra- e intra-celular por citometria de fluxo.  

As PBMCs de pacientes e controles saudáveis foram descongeladas por 2 min 

em banho-maria a 37°C e lavadas com 10 mL de PBS pH 7,4 com centrifugação a 

400g por 7min a 4°C. Os monócitos previamente infectados pelo DENV-2, foram 

removidos mecanicamente das placas de cultura por meio de raspagem suave com 

ponteira de plástico em gelo. Em seguida, as células foram centrifugadas a 400g por 

10min 4°C. A marcação extracelular por citometria de fluxo inicia com bloqueio dos 

receptores Fc através da incubação com solução de bloqueio (1% BSA, 0,1% NaN3 e 

5% plasma humano inativado em PBS pH 7,4) por 30 minutos a 4ºC. Após incubação, 

a solução de bloqueio foi removida por centrifugação a 400g por 7min e sobre o 

precipitado de células, foram incubadas com 20μL da combinação dos anticorpos 

monoclonais diluídos em solução de lavagem (BSA 1%, NaN3 0,1%, PBS pH 7,4) 

seguido por incubação por 30min a 4ºC. Ao final deste período foram realizadas duas 

lavagens com solução de lavagem, seguida de centrifugação a 400g por 7min. As 

PBMCs foram então fixadas com 150μL de solução de paraformaldeído a 2%, por 
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20min a TA. Após centrifugação, as células foram suspensas em 300μL de PBS e 

armazenadas na geladeira a 4°C até aquisição. 

Para marcação intracelular, foi realizado todo procedimento até a fixação com 

PFA. Após os 20 min de fixação, o PFA foi removido por centrifugação e as células 

foram permeabilizadas com solução de lavagem PBS, 1% BSA, 0,1% NaN3 contendo 

0,015% de saponina por 10min a 4°C, seguida de centrifugação. No caso da marcação 

intracelular pelo DENV, as células foram incubadas com anti-DENV complex (Millipore) 

previamente conjugado ao fluorocromo Alexa-Fluor 647 por 60min a 4°C.  

A conjugação do anticorpo anti-DENV foi realizada utilizando kits comerciais da 

Molecular Probes (Life Technologies, catálogo A20186) por conjugação direta com o 

Alexa-Fluor 647 e purificação em coluna de resina ou pelo Kit do Zenon (Life 

Technologies, catálogo Z25108), obedecendo às recomendações dos fabricantes.  

Após incubação com o anticorpo anti-DENV, foram feitas duas lavagens, a 

primeira com solução de lavagem contendo saponina e a segunda, solução de lavagem 

sem saponina. Por fim, as células foram novamente fixadas em PFA 2% por 20 min a 

TA. O PFA foi removido por centrifugação, as células foram suspensas em 300µL PBS 

e armazenadas a 4°C até a aquisição. 

Para marcação de caspase 1, monócitos foram incubados com FAM FLICA 

Caspase-1 (AbD Serotec, catálogo ICT097) por 1h a 4ºC em PBS. As células foram 

lavadas com tampão e solução de fixação fornecidos pelo kit de acordo com instruções 

do fabricante. As células foram adquiridas imediatamente utilizando o citômetro C6 

Accuri. 

A aquisição das demais células foi feita no CyAn (Dako Cytomation) ou no FACS 

Aria (BD), ambos da Plataforma de Citometria de Fluxo-FIOCRUZ. As análises foram 

feitas utilizando o programa FlowJo versão 7.6.1. 
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Tabela 3. 1: Anticorpos utilizados para citometria de fluxo. 

 

3.9.   Avaliação dos níveis de SC5b-9 plasmáticos e séricos e de IFN-alfa e NS1 

nos sobrenadantes das culturas de monócitos por ELISA. 

As avaliações dos níveis séricos do SC5b-9 (Quidel, catálogo A020) de 

pacientes e controles saudáveis foram realizadas através do ensaio de ELISA, 

seguindo protocolos fornecidos pelos fabricantes. As amostras de soro foram diluídas 

conforme informado na tabela 3.1. 

Anticorpo Diluição  Empresa  Clone 

(CR1) CD35-FITC 1:100 Biolegend E11 

(CR1) CD35-PE 1:100 Serotec E11 

(CR2) CD21- APC 1:100 ebioscience HB5 

(CR3) CD11b-PECy7 1:100 Biolegend ICRF44 

(CR4) CD11c-PE 1:50 IoTest BU15 

(CR4) CD11c-PECy7 1:100 Biolegend 3.9 

Antígenos do complexo DENV 1:100 Millipore D3-2H2-9-21 

Anti-mouse- Alexa Flour 488 1:100 Molecular Probes Policlonal 

CCR5-PE 1:10 R&D Systems CTC5 

CD107a-APCCy7 1:50 Biolegend H4A3 

CD11b-PECy7 1:100 Biolegend ICRF44 

CD11c-PE 1:50 IoTest BU15 

CD14-PECy5 1:50 SouthernBiotech 61D3 

CD19-PerCp 1:100 Biolegend HIB19 

CD29-Alexa Fluor 647 1:100 Biolegend TS2/16 

CD3-Pacific Blue 1:200 Biolegend HIT3a 

CD40-APCCy7 1:10 Biolegend  5C3 

CD40-APCCy7 1:50 Biolegend 5C3 

CD46-FITC 1:100 Biolegend MEN-258 

CD4-Alexa Fluor 700 1:100 R&D Systems #11830 

CD4-PerCp 1:100 Biolegend OKT4 

CD55-PECy7 1:100 Biolegend JS11 

CD59-FITC 1:100 Biolegend MEN43 

CD64-PE 1:50 Biolegend 10.1 

CD86-APC 1:25 Biolegend IT2.2 

CD8-Alexa Fluor 700 1:100 Biolegend SK1 

CD8-PerCP 1:100 Biolegend HIT8a 

HLA-DR-PerCP 1:10 R&D L20 

IgG1k-Alexa Fluor 647 1:100 BD Biosciences MOPC-21 

IgG1k-FITC 1:100 SouthernBiotech 15H6 

IgG1-PE 1:50 IoTest 15H16 
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As avaliações dos níveis de IFN-alfa (PBL Interferon Source Piscataway) e NS1 

(BioRad) nos sobrenadantes das culturas de monócitos seguiram igualmente o 

protocolo fornecido pelos fabricantes.    

Tabela 3.2: Kits de ELISA para dosagem de fatores solúveis no plasma de 
pacientes. 

 Curva padrão Fabricante Catálogo Diluição da amostra 

SC5b-9 170-10ng/mL Quidel A020 1:10 (plasma) e 

1:100 (soro) 

IFN-alfa 1,95-125 pg/mL PBL- Interferon Source 

Piscataway 

41115-2 Concentrada 

NS1 -- Bio-Rad 72830 Concentrada 

3.10.   Bloqueio dos CR seguido da infecção pelo DENV-2 de monócitos. 

Cerca de 2x105/200uL monócitos humanos isolados como no protocolo descrito 

acima (item 3.4), foram distribuídos em placas de 96 poços e mantidos em cultura a 

37˚C, 80% de umidade e 5% CO2 overnight. Em seguida, foram adicionados 10µg/mL 

dos anticorpos monoclonais neutralizantes anti-CR1(CD35), anti-CR3(CD11b),anti-

CR4(CD11c) associados ou não ao anti-CD18, por 60min a 37˚C, 80% de umidade e 

5%CO2.  O anticorpo anti-IgG foi utilizado em todas as culturas como controle. Após o 

bloqueio dos receptores do sistema complemento, o meio das células foi removido e os 

monócitos infectados com 50µL da suspensão do DENV-2 diluído 1:10 em meio RPMI 

sem SFB. Após adsorção do DENV-2 por 120min a 37°C, 80% de umidade e 5% CO2, 

o inóculo viral foi removido e então foi adicionado meio RPMI suplementado. Após 48 

horas de infecção, os monócitos foram recuperados para imunofenotipagem e detecção 

do antígeno viral intracelular. Os sobrenadantes foram recolhidos e preservados a -

20°C para dosagem de citocinas e da proteína viral solúvel NS1. 

Tabela 3. 3: Anticorpos neutralizantes para os receptores de complemento. 

 

 

 

3.11.  Ensaio de CBA para dosagem de citocinas nos sobrenadantes das culturas. 

Os níveis de IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-alfa e IFN-gama no sobrenadante das 

culturas de monócitos foram detectados usando o kit de CBA (do inglês: cytokine 

Anticorpo Concentração Empresa Clone 

anti-CR1(CD35) 10µg/mL Beckman Coulter J3D3 
anti-CR3 (CD11b) 10µg/mL Biolegend ICRF44 
anti-CR4(CD11c) 10µg/mL Biolegend 3.9 
anti-CD18 10µg/mL Biolegend TS1/18 
anti-IgG 10µg/mL Biolegend MOPC-21 

https://www.pblassaysci.com/content/high-sensitivity-human-ifn-alpha-all-subtype-elisa
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cytometric bead array) (BD Biosciences Pharmingen, catálogo 560484) de acordo com 

as instruções fornecidas pelo fabricante. Aquisição das amostras foi feita utilizando o 

FACS Calibur (BD Bioscience). A curva padrão para cada citocina foi de 20pg/mL até 

5000pg/mL. 

3.12.   Avaliação dos níveis séricos de citocinas por Luminex. 

 A avaliação dos níveis séricos das citocinas TNF-alfa, IL-1beta, IFN-gama,  IL-8 

e IL-10 de pacientes e controles foi realizada através do imunoensaio LUMINEX 

seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante (R&D Systems).  Resumidamente, foi 

preparada uma solução contendo mistura das micropartículas de diferentes tamanhos, 

cada uma recoberta com o anticorpo específico para a citocina de interesse. Cerca de 

25µL dessa solução foi incubada com 100µL de soro (diluído 1:2) ou da curva padrão 

por 3 horas a TA. Após lavagens, foi adicionado 50µL/poço da solução contendo a 

mistura de anticorpos específicos para cada citocina conjugados a biotina, seguido de 

incubação por 1 hora a TA. Após lavagens, foi adicionado 50µL/poço da Streptoavidina 

conjugada com PE e incubados por 30min a TA. Após incubação seguida de lavagens, 

as micropartículas foram suspensas em tampão fornecido pelo fabricante e a aquisição 

das amostras foi realizada imediatamente no aparelho Luminex Instrumentation System 

(Luminex,TX,USA) da plataforma de Luminex do PDTIS/FIOCRUZ. 

3.13.   Eletroforese de proteínas utilizando-se gel SDS-Poliacrilamida.  

Para a eletroforese de proteínas foram preparados géis de SDS-poliacrilamida 

(SDS-PAGE) com diferentes concentrações, para isto foi feita a adição sequencial dos 

reagentes de acordo com a tabela 3.4. A solução SDS-PAGE foi colocada entre duas 

placas de vidro e incubada por 30min a TA (temperatura ambiente) para polimerização 

do gel. Em seguida, foi preparado o stacking gel pela adição sequencial dos 

componentes, de acordo com a tabela 3.4, em seguida o gel foi polimerizado por 30 

min a TA. Após essa etapa as placas de vidro contendo o gel foram colocadas na cuba 

de eletroforese imersas em tampão de corrida (0,003% Tris, 0,0188% glicina, 0,1% 

SDS diluídos em dH2O). Uma quantidade entre de 0,5µg da proteína alvo previamente 

desnaturada, com betamercaptoetanol por 5 min a 95ºC, foi aplicada em cada poço, e 

a corrida realizada aplicando-se uma corrente constante de 30A e 300 volts por 45 

minutos a TA. Foi utilizado o controle de peso molecular. Após a corrida as proteínas 
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foram coradas pelo Coomassie blue diretamente no gel ou transferidas para uma 

membrana de PDVF (Immobilon-P) para a realização do ensaio de Western blot. 

Tabela 3.4: Preparação de gel SDS-poliacrilamida em diferentes percentuais. 

Componentes  
(volumes em mL) 

Gel de resolução 
Vf=5mL 

Stacking Gel 
Vf=2mL 

 8%  10%  12% 5%  

Água destilada 2,3 1,9 1,6 1,4 

30% acrilamida  1,3 1,7 2,0 0,33 

1,5M Tris (pH8,8)  1,3 1,3 1.3 0,25 

10% SDS 0,05 0,05 0,05 0,02 

10% persulfato de amônio  0,05 0,05 0,05 0,02 

Tetrametiletilenodiamina (TEMED) 0,003 0,002 0,002 0,002 

3.14.   Coloração com Coomassie blue. 

Após a eletroforese em gel SDS-PAGE as proteínas foram coradas pelo 

Coomassie blue, através da imersão do gel no corante por 15min a TA. Em seguida o 

corante foi removido e o gel foi descorado pela adição de solução álcool-ácido 

(25%metanol e 0,7% ácido acético em água) por 20 minutos a TA. O processo de 

descoramento foi repetido e o gel foi incubado na solução álcool-ácido overnight a TA. 

Após este processo a solução era novamente substituída e o gel foi fotografado pelo 

aparelho Gel Multi Doc-It Imaging System 2UV transiluminator. 

3.15.   Transferência de proteína para a membrana de PDVF (Fluoreto de 

polivinilideno). 

Para a transferência, as membranas de PDVF foram hidratadas por 15 segundos 

com metanol e incubadas com dH2O por 5 min. O sistema de transferência foi imerso 

em tampão contendo 0,003%Tris, 0,0144% de glicina, 20%. Para a transferência, foi 

aplicado uma corrente constante de 40A e 300 volts, overnight a 4ºC. Após este 

processo, a membrana PDVF contendo as proteínas transferidas do gel SDS-PAGE 

estava pronta para o ensaio de Western blot. 

3.16.   Western blot. 

 As membranas de PDVF contendo as proteínas transferidas foram bloqueadas 

com 5% leite (BioRad, catálogo 1706404), diluído em 0,1% Tween-20 em PBS por 1h a 

TA. Após três lavagens com solução de lavagem (0,1% Tween-20 em PBS) cada uma 
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por 10min a TA, a membrana foi incubada com o anticorpo primário overnight a 4ºC. 

Em seguida, foram realizadas três lavagens e a membrana foi incubada com o 

anticorpo secundário conjugado a HRP por 1h a TA. Após três lavagens, as 

membranas foram reveladas com kit de quimioluminescência para Western blot (GE 

Healthcare) por 5min a TA. Após a incubação, a membrana foi rapidamente imersa em 

solução de lavagem e quando seca, foi feita a exposição da membrana ao filme por 

diferentes tempos, entre 1-15 minutos de acordo com a proteína a ser revelada. 

Tabela 3. 5: Anticorpos usados para Western blot. 

Anticorpo Diluição  Marca Clone 

Mouse anti-GAG M1 1:10.000 Abcam policlonal 

Goat anti-mouse IgG-HRP  1:20.000 Millipore policlonal 
anti-DENV 1:200 Santa Cruz 9F10 

3.17.   Padronização do ensaio de ativação do sistema complemento in vitro 

utilizando a proteína p24 do HIV como alvo. 

Os ensaios de ativação do SC in vitro foram realizados segundo a metodologia 

de Ramadass M e colaboradores (255). A proteína p24 de 24kDa (do HIV) foi a 

proteína inicialmente escolhida, por ser rotineiramente produzida no laboratório e 

portanto, disponível para uso. O ensaio começa pela adição de 20µg de p24 em tubo 

do tipo eppendorf de 0,5mL, seguido de 800µg/mL de C3 purificado (Quidel, catálogo 

A401), 200µg/mL de fator B purificado (Quidel, catálogo A408) e 1ug/mL de fator D 

(Quidel, catálogo A409) e 0,5mM de Mg2+ para um volume final de reação de 

aproximadamente 50µL. As concentrações de todas as proteínas do SC foram 

estabelecidas segundo as concentrações fisiológicas. A reação foi incubada a 37ºC por 

15 ou 30min. Como controles negativos da ativação do SC, foi adicionado EDTA 

10mM, EDTA 20mM ou a reação sem adição do fator D. Por outro lado, para aumentar 

a ativação do SC foi adicionado à reação 15ug/mL de properdina (Quidel, catálogo 

A412). A reação foi parada pela adição do tampão de proteínas (Amresco, catálogo 

M266) contendo beta mercaptoetanol (1:20), seguida de desnaturação a  95ºC por 5-

10min. Para a reação com o DENV-2 a quantificação das proteínas totais presente nas 

alíquotas do vírus foi realizada por NanoDrop. 

 Segundo dados observados por Ramadass e colaboradores a opsonização pelo 

fragmento C3b é confirmada pelo aparecimento de uma banda de alto peso molecular 

contendo a proteína alvo da opsonização. Os ensaios padronizados com a proteína 
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p24 revelaram o aparecimento de uma banda de alto peso molecular, acima de 

250KDa,  após a reação de ativação do complemento após 15 ou 30min como 

demonstrado na figura 3.2A. A presença de p24 acima da banda de 250KDa foi 

confirmada por Western Blot figura 3.2B. Uma vez que o observado na figura 3.1 

corroborou para os achados da literatura o ensaio foi aplicado ao DENV-2. Para a 

reação de ativação do complemento as proteínas do complemento foram usadas nas 

concentrações fisiológicas. 

 

Figura 3. 1: Padronização do ensaio de ativação do sistema complemento in vitro. 
A reação de ativação do sistema complemento in vitro foi realizada pela adição dos 
seguintes componentes purificados da via alternativa do sistema complemento C3 
(800µg/mL), fB (200µg/mL), fD (1µg/mL), Mg2+  0,5mM e 20µg de p24 foi submetida a 
opsonização. A reação foi incubada por 15 ou 30min a 37º C e para parar a reação foi 
adicionado o tampão de proteínas contendo beta mercaptoetanol seguido de 
aquecimento a 95ºC por 5min. Em seguida as reações foram aplicadas em um gel de 
12% SDS-poliacrilamida juntamente com um controle de peso molecular. A corrida das 
proteínas no gel foi realizada aplicando uma corrente constante de 30A e 300 volts por 
45min. Em seguida um dos géis contendo as reações foi (A) corado pelo Coomassie 
Blue ou (B) transferidos para membranas de PDVF seguido de marcação por western 
blot específico para a p24. 

3.18.   Cultivo e manutenção das culturas de células endoteliais microvasculares 

da derme humana (HMVEC-d). 

As células endotelias HMVEC-d (do inglês: “human microvascular endothelial 

cells-dermal”) (Lonza, catálogo CC-2543) e cultivadas numa densidade de 2,5x104 

células/5cm2 em meio específico EGM-2MV (do inglês “endothelial cell growth medium-
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2”) contendo rhFGF-B (do inglês “human fibroblast growth factor-B”), rhEGF (do inglês 

“epidermal growth factor human”), R3-IGF-1 (do inglês “recomb. long R insulin-like 

growth factor-1”), rhVEGF (do inglês “endothelial growth factor vascular human”), 

hidrocortisona, ácido ascórbico, anfotericina B, gentamicina e 10% de SFB (LONZA ou 

Gibco).  Ainda, foram adicionados ao meio de cultivo, 100 U/mL penicilina, 100 μg/mL 

estreptomicina, 2 mM L-glutamina. A substituição do meio foi realizada a cada dois dias 

e as passagens foram feitas no momento em que fosse observado 80% de confluência 

das monocamadas.  

As passagens foram realizadas removendo-se o meio de cultura e adição sobre 

a monocamada de aproximadamente 3mL de D-PBS (Gibco) sem Ca2+ e Mg2+, a TA. 

Em seguida, 2mL de solução tripsina-EDTA 0,25% foi adicionado sobre a monocamada 

seguido de incubação a 37ºC por 3-5min com visualização no microscópio invertido. 

Após o desprendimento das monocamadas, a tripsina foi neutralizada pela adição de 

2mL de meio EGM-2MV contendo 10% de SFB a 4ºC. As células em suspensão foram 

transferidas para um tubo cônico de 15mL e centrifugadas a 300g por 5min, TA. O 

pellet de células foi suspenso em EGM-2MV suplementado. A contagem e avaliação da 

viabilidade celular foram realizadas em câmara de Neubauer, utilizando o corante de 

exclusão azul de trypan. Para os experimentos as HMVECs foram utilizadas nas 

passagens de 6 a 8. 

3.19.   Ensaio de permeabilidade transendotelial através da medida da resistência 

elétrica transendotelial (TEER). 

Para os ensaios de permeabilidade transendotelial, foi utilizado o sistema de 

Transwell (Corning) no qual insertos de 0,33cm2 de diâmetro e poros de 3µm, foram 

acoplados sobre os poços de placas de 24. Previamente, os insertos foram revestidos 

com 50µL de fibronectina a 1µg/mL por 30 min a 37ºC. Baseado em trabalhos 

anteriores, foi estabelecido o modelo de plaqueamento das HMVEC em dois dias 

consecutivos (256), em que 105 HMVECs/200µL foram plaqueadas no dia 1 seguindo 

incubação a 37ºC, 80% de umidade e 5% CO2. Ao poço inferior da placa foram 

adicionados 1000µL de meio EGM-2.  No dia seguinte, o meio foi removido, e 

adicionado cuidadosamente 105 HMVECs/300µL nos insertos seguindo nova incubação 

até o dia seguinte quando foram realizados os experimentos. Após remoção do meio 

de cultura dos poços, 20% de soro de pacientes diluídos em meio EGM-2MV foram 

acrescentados sobre a monocamada de HMVEC com incubação por 30min. A 
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avaliação do TEER foi realizada pela câmara Endohm 6 (World Precision) e aparelho 

Millicell-ERS (Millipore). Um inserto controle, branco, foi exposto às mesmas condições 

acima, exceto a adição das células e o soro de pacientes. O valor de TEER é 

encontrado pela aplicação da seguinte fórmula: 

TEER (Ω/cm2) = (valor detectado da amostra – Branco) x 0,33cm² (área do 

inserto). 

3.20.   Avaliação da citotoxicidade pelo ensaio de detecção da LDH (lactato 

desidrogenase).  

          Em placas de 24 poços contendo lamínulas de vidro recobertas previamente com 

1µg/mL de fibronectina por 30 minutos a 37ºC, foram cultivada 105 HMVECs/500µL por 

poço em meio EGM-2 suplementado, contendo 10% SFB, seguido de incubação por 

até 4 dias até formação de uma monocamada com de 80% confluência a 37ºC, 80% de 

umidade e 5% CO2. Após este período, o meio das culturas foi removido e as células 

incubadas ou não com 10µg/mL RGD (Sigma, catálogo A8052) por 30min a 37°C. Após 

incubação, sobre as células pré-tratadas ou não com RGD foi adicionado 20% de soro 

de pacientes infectados pelo DENV diluídos em meio EGM-2mV seguido por incubação 

de 30min a 37°C. Os soros foram então removidos e transferidos para uma placa de 

ELISA para o ensaio de LDH  

         O ensaio de citotoxicidade é baseado na liberação da enzima LDH intracelular por 

células não íntegras no sobrenadante da cultura. Para realização do ensaio, é 

necessário o controle positivo contendo 1% Triton X-100 no qual tem-se 100% de 

liberação de LDH, enquanto que para o controle negativo foram utilizadas células 

HMVEC sem qualquer tratamento, apenas meio de cultura. Desta forma, 100µL do 

sobrenadante é transferido para uma placa de ELISA e incubado com 100µL da 

mistura fornecida pelo Kit de citotoxicidade (Roche, catálogo 11644793001) para a 

reação durante 30min, a TA, protegido da luz. A absorbância foi medida a 492nm no 

aparelho SpectraMax Paradigm®.  
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Investigação do perfil de expressão de receptores do complemento 

(CR) CR1(CD35), CR2(CD21), CR3(CD11b) CR4(CD11c) e CD59 em 

monócitos de pacientes infectados pelo DENV e do envolvimento dos CR 

na regulação da infecção pelo DENV-2 in vitro utilizando monócitos 

primários isolados de doadores de sangue saudáveis.  

 

Neste capítulo serão descritos os resultados referentes à seguinte publicação (Anexo 

2): 

Down-regulation of complement receptors on the surface of host monocyte even 

as in vitro complement pathway blocking interferes in dengue infection. Marinho 

CF, Azeredo EL, Torrentes-Carvalho A, Marins-Dos-Santos A, Kubelka CF, de 

Souza LJ, Cunha RV, de-Oliveira-Pinto LM. PLoS One. 2014 Jul 25;9 

(7):e102014. doi: 10.1371/journal.pone.0102014. 

 

4.1.1. Caracterização clínica e laboratorial da população de estudo. 

Neste primeiro capítulo de resultados, utilizamos 66 amostras de sangue de 

pacientes coletadas entre o 1° e o 11° dias de doença, contados a partir do 

aparecimento do(s) primeiro(s) sinal(is) e/ou sintoma(s), e com diagnóstico laboratorial 

confirmado de infecção pelo Dengue. As amostras foram coletadas em 2010 em 

Campo Grande, no MS e Campos dos Goytacazes, no RJ. A classificação clínica 

obedeceu aos critérios estabelecidos pela OMS em 2009, no qual os pacientes foram 

incluídos nos grupos: febre do dengue FD (n=34), FD com sinais de alarme FD/SA 

(n=17) e Graves (n=15). O grupo controle foi composto por 10 indivíduos saudáveis, 

sem episódios de febre ou histórico de doenças nos últimos três meses. Dados 

demográficos, clínicos e laboratoriais foram sumarizados na tabela 4.1. Como 

observado, controles e pacientes (independente da forma clínica), apresentaram perfil 

similar com relação a sexo, idade e dias de doença (no caso de pacientes). As técnicas 

de RT-PCR e isolamento viral confirmaram que as infecções foram pelos sorotipos 

DENV-1 e DENV-2. A maioria dos pacientes apresentou infecção secundária pelo 

DENV. Os sinais e sintomas clínicos mais frequentes foram febre, cefaleia, dor retro-



45 
 

orbitária, mialgia, artralgia, náuseas, vômitos e, em menor frequência, diarreia, 

desidratação, edema e dor abdominal. Os grupos FD/SA e Grave apresentaram 

hepatomegalia, adenomegalia, vômitos persistentes, irritabilidade e sonolência. Apenas 

nos casos graves foram observados extravasamento plasmático, hipotensão e 

manifestações hemorrágicas graves como gengivorragia, hematúria, epistaxe, 

metrorragia ou melena. A contagem de plaquetas foi significativamente menor nos 

pacientes em comparação aos controles saudáveis. Menor contagem de plaquetas 

também foi observada nos pacientes graves comparado aos FD/SA e FD, bem como 

nos pacientes FD/SA em comparação aos FD e controles. Pacientes graves 

apresentaram diminuição significativa no valor de hematócrito em comparação aos 

controles e FD. Pacientes graves apresentaram aumento significativo nos níveis das 

enzimas hepáticas AST e ALT em comparação aos FD, mas não aos FD/SA. A 

contagem de leucócitos foi significativamente menor nos pacientes em comparação aos 

controles saudáveis. Na tabela 4.1 foi observado que a frequência de monócitos tende 

a diminuir com o aumento da gravidade. Uma vez que os monócitos são os principais 

alvos de infecção pelo DENV, este estudo avaliou inicialmente a frequência de 

monócitos de pacientes infectados pelo DENV expressando os receptores do Sistema 

Complemento.  
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Tabela 4.1: Perfil demográfico, clínico e laboratorial dos pacientes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a Valores representados pela média ± desvio padrão; 
 b a partir do aparecimento dos primeiros sintomas; 
c n (%) indica o número de pacientes e o percentual de positivos dentre o total; 
d sinais extravasamento plasmático: derrames pleural ou pericárdico, ascite; 
e mais observadas foram petéquias, gengivorragia, hematúria, epistaxe, metrorragia ou melena.  
 Os diferentes símbolos representam a diferença estatística entre: *FD vs Controles. # Controles vs FD/SA € Controles vs Graves, @FD vs 
FD/SA; §FD vs Grave,$ FD/SA vs Grave. 
Teste estatístico: Mann-Whitney U, sendo que símbolos representam p<0,05. 

Grupo Controles n=10 FD n=34 FD/SA n=17 Grave n=15 

Sexo (F/M) 8/2 17/17 10/7 7/8 

Idade a 38,4 ± 16,5 39,8 ± 17,5 40,4 ± 17,1 40,4 ± 19,6 

Dias de doença a, b - 3,8 ± 2,2 3,9 ± 2,8 4,5 ± 2,2 

DENV-1,  n (%) c - 3(8) 3(17) 0 

DENV-2,  n (/%) c - 13(38) 4(23) 4(26) 

Extravasamento plasmático(%) d - 0 0 53,3% 

Sangramento (%)e - 29% 53% 73,3% 

Plaquetas x 103/mm3 a 295,2 ± 38,7 138,9 ± 76,8* 73,9 ± 52,5#,@ 47,1 ± 61,3%,§,$ 

Hematócrito a 37,8 ± 1,3 40,2 ± 3,4 38,9 ± 5,1 36,6± 3,2%,§ 

AST U/L a - 77,6 ± 81,4 98,5 ± 93,3 179 ± 239 § 

ALT U/L a - 71,8 ± 76,6 83,3 ± 75 190 ± 286§ 

Leucócitos/mm3  a 6100 ± 731 4047 ± 2573* 3402 ± 1426# 4598 ± 2986% 

Monócitos/mm3  a 432,7 ± 99,8 454,9± 375,5 252,4 ± 156,0 241,4 ± 185,6 
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4.1.2. Diminuição da frequência de monócitos expressando CR3 (CD11b), CR4 

(CD11c) e CD59 em pacientes infectados pelo DENV.  

A caracterização do perfil de expressão de receptores do sistema complemento 

(CR) nos monócitos de pacientes-DENV e controles foi realizada por citometria de 

Fluxo, a partir das PBMCs isoladas desses indivíduos. A população de monócitos foi 

inicialmente selecionada com base nas características morfológicas de tamanho FSC 

(do inglês: “forward scatter”) e granulosidade SSC (do inglês: “side scatter”) e 

fenotípicas (expressão da molécula CD14+), como exemplificado na figura 4.1A. Em 

seguida, dentro da região CD14+, foi avaliada a expressão dos CR após 48horas de 

infecção (figura 4.1B). 

Dentre os CR avaliados, a frequência de monócitos expressando CR1 (CD35) ou 

CR2 (CD21) foi similar entre pacientes-DENV e controles (figura 4.1C-D). Entretanto, 

foi visto diminuição na frequência de monócitos expressando CR3 (CD11b) em 

pacientes FD e FD/SA comparado aos controles (figura 4.1E) e ainda, diminuição de 

monócitos expressando CR4 (CD11c) nos pacientes FD/SA e graves comparado aos 

controles e nos pacientes graves comparado aos FD (figura 4.1F). Por fim, uma menor 

frequência de monócitos expressando CD59 foi observada no grupo grave comparado 

aos controles e FD/SA (figura 4.1G). A diminuição da frequência de monócitos 

expressando CR em pacientes-DENV, independente da forma clínica da doença, não 

teve relação com os dias de doença (1-3, 4-6 e 7-11dias, dados não demonstrados). 

Assim, na infecção natural pelo DENV há modulação da frequência de monócitos de 

pacientes expressando CR3 (CD11b), CR4 (CD11c) e CD59, sugerindo que estes 

receptores poderiam estar relacionados com a patogênese da doença. 
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Figura 4.1: Frequência de monócitos expressando receptores de complemento 
em pacientes infectados pelo DENV e controles saudáveis por citometria de 
fluxo. (A) Estratégia de seleção da população de monócitos nas PBMCs baseada 

primeiramente no tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), e em seguida da expressão 
da molécula CD14. (B) Histogramas representativos da expressão de CR1(CD35), CR2 

(CD21), CR3 (CD11b), CR4 (CD11c) e CD59 dentro da população de monócitos CD14+ 
nos seguintes indivíduos representativos: controle saudável (linha preta), paciente FD 
(linha azul), paciente grave (linha vermelha) e o isotipo controle (cinza). (C-G) 
Representação gráfica da frequência de monócitos CD14+ expressando receptores de 
complemento em controles saudáveis (amarelo) e pacientes FD (verde), FD/SA (azul) e 
grave (rosa). Cada ponto do gráfico representa um indivíduo. Linhas horizontais 
representam as medianas de cada grupo e as verticais, a variação interquartil (25-
75%). Para as análises estatísticas foi aplicado o teste Mann-Whitney no qual 
significância estatística entre os pares indicada pela barra horizontal superior contendo 
os valores de p < 0,05.  
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4.1.3. Elevados níveis plasmáticos do produto de ativação do sistema 

complemento SC5b-9 nas formas mais graves da doença. 

Com base nos resultados anteriores, nós fomos confirmar se a infecção pelo 

DENV estaria influenciando a ativação do SC. O produto final da ativação do SC, o 

complexo SC5b-9 foi encontrado em níveis significativamente mais elevado no plasma 

de pacientes graves e FD/SA comparado aos pacientes FD. Além disso, pacientes 

graves apresentaram maiores quantidades de SC5b-9 do que os controles saudáveis. 

Não foi detectada relação entre os níveis plasmáticos de SC5b-9 e os dias de doença. 

Nos pacientes que apresentaram manifestações hemorrágicas e/ou extravasamento 

plasmático foram detectados níveis plasmáticos mais elevados de SC5b-9 comparados 

aos pacientes que não apresentaram esses sintomas (tabela 4.2). Em conjunto, esses 

resultados sugerem ativação do SC na Dengue.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2: Níveis plasmáticos do produto de ativação do sistema complemento 
SC5b-9. A dosagem do complexo SC5b-9 foi realizada no plasma de pacientes 

infectados em controles saudáveis por ELISA. Cada ponto representa um indivíduo. As 
análises estatísticas foram realizadas pela aplicação do teste Mann-Whitney. Linhas 
horizontais representam as medianas de cada grupo enquanto que as verticais 
representam a variação interquartil (25-75%). Para as análises estatísticas foi aplicado 
o teste Mann-Whitney U, a significância estatística entre os pares indicada pela barra 
horizontal superior contendo os valores de p < 0,05. 
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Tabela 4.2: Níveis de SC5b-9 plasmáticos em pacientes associados  ou não com 
manifestações hemorrágicas e sintomas de extravasamento vascular.  

 

 

] 

 

 

  

aValores representam a mediana e entre parênteses os valores mínimo e máximo 
encontrada para cada grupo. Comparação da mediana dos valores de SC5b-9 em 
pacientes que apresentaram ou não manifestações hemorrágicas (gengivorragia, 
hematúria, epistaxe, metrorragia ou melena) e Comparação da mediana dos valores de 
SC5b-9 em pacientes que apresentaram ou não sinais de extravasamento plasmático 
(derrames pleural ou pericárdico, ascite). A análise estatística foi feita utilizando o teste 
Mann-Whitney U. 

4.1.4. A infecção pelo DENV-2 de monócitos humanos primários in vitro não 

altera o perfil de expressão dos receptores do SC nestas células-alvo.  

Uma vez que resultados anteriores demonstraram diminuição da frequência de 

monócitos expressando CR3 (CD11b), CR4 (CD11c) e CD59 em pacientes infectados 

pelo DENV, ensaios in vitro foram realizados a fim de investigar o impacto dos 

receptores CR1(CD35), CR3 (CD11b) e do CR4 (CD11c) na ativação dos monócitos e 

na infecção viral. Para isto, monócitos isolados de doadores de sangue saudáveis 

foram infectados pelo DENV-2 in vitro. Como esperado, os primeiros ensaios 

confirmaram a infecção pelo DENV-2 nestas células. De forma interessante, após 

48horas de infecção in vitro, a frequência de monócitos expressando CR3 (CD11b), 

CR4 (CD11c) ou CD59 foi comparável entre monócitos infectados e não infectados. 

Nos monócitos infectados, observamos uma diminuição na frequência destas células 

expressando CR1(CD35), porém esta não foi estatisticamente significativa (tabela 4.3). 

Dot plots representativos da frequência dos monócitos infectados ou não, pelo DENV-2 

in vitro, expressando os CR foram demonstrados na figura 4.3. Ao mesmo tempo, a 

frequência desses monócitos expressando CR in vitro foi similar à observada 

monócitos de pacientes infectados pelo DENV (dado não mostrado), com exceção do 

CR1 (CD35), cuja mediana de expressão in vitro foi de 12% (3,1-15,8) e na infecção 

natural 51,7%(41,1-70%).  

Manifestações clínicas SC5b-9 (ng/mL)a p 

Sangramentos   

Sim  328,6 (243,7-434,5)a 0,04 

Não  199,8 (145,5- 412,2)a 

Extravasamento plasmático    

Sim  453,2 (354,7-673,9)a 0,02 

Não  266,9 (174,3-403,3)a 
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Figura 4.3. Expressão de CR nos monócitos infectados ou não pelo DENV-2 in 
vitro. Dot plots representativos do tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) de monócitos 
humanos, isolados por seleção negativa, (A) não infectados ou (B) infectados pelo 
DENV-2 in vitro. Ainda, os gráficos seguintes demonstram a expressão dos CRs 
[CR1(CD35), CR3(CD11c), CR4(CD11b) e CD59]  no eixo y versus tamanho (FSC) no 
eixo x ,dentro da população de monócitos (a.1) infectada ou (b.1) não pelo DENV. 

 

Tabela 4.3: Frequência de monócitos infectados ou não que expressam CR na 
infecção pelo DENV-2 in vitro. 

 

 

 

aValores representam a mediana e entre parênteses os valores mínimo e máximo. A 
análise estatística foi feita utilizando o teste Mann-Whitney U. 

 

Observando apenas a subpopulação de monócitos que foram infectados pelo 

DENV-2 in vitro, aqueles expressando CR3 (CD11b), CR4 (CD11c) e CD59 foram mais 

infectadas comparado aos monócitos que não expressavam esses CRs. Em contraste, 

monócitos expressando CR1 (CD35) (tabela 4.4) foram os menos infectados pelo 

DENV-2 comparados aqueles que expressavam este CR. A estratégia de gate para 

esta análise utilizando monócitos de um doador representativo é demonstrada na figura 

4.4. 

 Infectados  Não infectados 

CR1 (CD35) a 12,1% (3,1 - 15,%)  29,1% (11,6 - 37,4%)  

CR3 (CD11b) a 69,6% (67,4 - 75%) 69,6% (67,9 - 76,5%) 

CR4 (CD11c) a 89,1% (78,9 - 93,5%) 89,1% (62 - 92,3%) 

CD59 a 83% (74 -89,2%) 83,8% (77,5 - 86,5%) 

Não infectado
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Figura 4.4. Infecção pelo DENV em monócitos que expressam CR. Dot plots 
representativos do tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) da população de (A) 
monócitos humanos, isolados por seleção negativa, infectados pelo DENV-2. (a.1) 

Detecção do antígeno viral intracelular (anti-DENV-Alexa fluor 647) na população de 
monócitos selecionada em A. (B) Co-expressão do antígeno viral, no eixo y, e CRs 

[CR1(CD35), CR3 (CD11c), CR4(CD11b) e CD59] no eixo x, na população de 
monócitos selecionada em A. 

 

Tabela 4.4: Frequência do antígeno viral do DENV-2 em monócitos que 
expressam CR.  

Expressão nos monócitos: %monócitos infetados p 

CR1 (CD35) a   

Positiva,  5,0 (1,3–6,3)  0,002  

Negativa  29,4 (19,9–35,3) 

CR3 (CD11b) a   

Positiva  20,0 (16,7–24,7)  0,01 

Negativa  9,9 (2,2–14,3)  

CR4 (CD11c)a   

Positiva  24,2 (14,8–33,6)  0,004 

Negativa  3,7 (1,5–7,1)  

CD59a   

Positiva  24,8 (19,8–37,5)  0,002 

Negativa 3,5 (2,1–5,1) 
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   a Valores representam a mediana e entre parênteses os valores mínimo e máximo. A 
análise estatística foi feita utilizando o teste Mann-Whitney U. 

 

4.1.5. O bloqueio do CR3 (CD11b) antes da infecção pelo DENV-2 em monócitos 

in vitro diminui a taxa de infecção pelo DENV nestas células-alvo.  

Na tentativa de entender o quanto os CR estariam envolvidos na infecção e na 

ativação dos monócitos, fomos avaliar o pré-tratamento dos monócitos de doadores 

com anticorpos bloqueadores anti-CR1 (CD35), anti-CR3 (CD11b), anti-CR4 (CD11c), 

e anti- CD18 sozinhos ou combinados, seguido da infecção pelo DENV-2. Como 

demonstrado na figura 4.5B, anticorpos neutralizantes anti-CR1 (CD35), anti-CR4 

(CD11c) ou anti-CD18 sozinhos não alteraram a taxa de infecção. No entanto, o 

bloqueio de CR3 (CD11b) sozinho resultou numa diminuição significativa da infecção 

[de 35,9% (25,7 - 38,9%) para 21,8%(14,9 - 30,5%), p=0,03] e o bloqueio do CR3 

(CD11b) associado ao bloqueio de CD18 ou CR4 (CD11c) reduziu a infecção para 

[23,9% (15,4 - 30,1%), p=0,02] ou [ 21,1% (8,13- 30,1%) p=0,05], respectivamente 

(figura 4.5B). Esses dados sugerem que o CR3 (CD11b) sozinho, associado a CD18 ou 

ao CR4 (CD11c) é capaz de modular negativamente a infecção pelo DENV-2 in vitro. 

Esse efeito foi confirmado através da quantificação da proteína viral NS1 no 

sobrenadante das culturas de monócitos nas diferentes condições, no qual foi 

confirmada a inibição da infecção in vitro com o uso do bloqueador anti-CR3 (CD11b) 

(figura 4.5C). 

  



54 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.5: Efeito do bloqueio dos CRs na infecção pelo DENV-2 em monócitos in 
vitro. Detecção de antígenos virais intracelulares em monócitos, pré-tratados ou não 
com 10µg/mL de anticorpos neutralizantes anti-(CR1) CD35, CR3 (CD11b), CR4 
(CD11c), CD18 ou IgG sozinhos ou combinados após 48 horas de infecção, foi 
realizada pela técnica de citometria de fluxo (A) Dot plots representativos da detecção 
de antígenos virais intracelulares dentro de monócitos não infectados, infectados pelo 
DENV-2 sem e com bloqueio prévio de CR3(CD11b). (B) Gráfico de barras 
demonstrando a frequência de monócitos infectados pelo DENV-2 nas diferentes 
condições de bloqueio em 9 doadores saudáveis em 5 experimentos independentes (C) 
Percentual de inibição da infecção de monócitos calculada pela seguinte formula: [(% 
de infecção com bloqueio/ % de infecção sem bloqueio) x 100] - 100. (D) Percentual de 
inibição da infecção de monócitos pela detecção de NS-1 no sobrenadante das culturas 
calculada pela seguinte formula: [(DO NS1 com bloqueio/ % DO NS1 sem bloqueio) x 
100]- 100. Análises estatísticas foram realizadas pela aplicação do teste Mann-Whitney 
U. A significância estatística entre os pares é indicada pela barra horizontal superior 
contendo os valores de p.  

a
n

ti
-D

E
N

V
-A

le
x
a

F
lu

o
r
6
4
7

FSC

Não infectado

1%

DENV-2+ 

anti-CR3 (CD11b)

26.3%

39.3%

DENV-2+

não
 in

fe
ct

ad
o

D
E
N
V-2

an
ti-

C
D
35

an
ti-

C
D
11

b

an
ti-

C
D
11

c

an
ti-

C
D
18

an
ti-

C
D
11

b+C
D
18

an
ti-

C
D
11

c+
C
D
18

an
ti-

C
D
11

c+
C
D
11

b

an
ti-

C
D
11

c+
C
D
11

b+C
D
35

an
ti-

C
D
11

c+
C
D
11

b+C
D
18

an
ti-

Ig
G

0

10

20

30

40

50

0.03

0.02

<0.05

%
 M

o
n

ó
c

it
o

s
 i
n

fe
c

ta
d

o
s

 p
e

lo
D

E
N

V
-2

BA

an
ti-

C
D
35

an
ti-

C
D
11

b

an
ti-

C
D
11

b+
C
D
18

-50

-40

-30

-20

-10

0

10

an
ti-

C
D
35

an
ti-

C
D
11

b

an
ti-

C
D
11

b+C
D
18

an
ti-

C
D
11

c+
C
D
11

b

an
ti-

Ig
G

-50

-40

-30

-20

-10

0

10

C
D

%
 I
n

ib
iç

ã
o

 d
a
 i

n
fe

c
ç
ã
o

 p
e
lo

 D
E

N
V

-2

e
m

 m
o

n
ó

c
it

o
s
 (

q
u

a
n

ti
fi

c
a
ç
ã
o

 
d

e
 N

S
1
) 

In
ib

iç
ã
o

 d
a
 i

n
fe

c
ç
ã
o

 p
e
lo

 D
E

N
V

-2

e
m

 m
o

n
ó

c
it

o
s
 (

a
n

tí
g

e
n

o
 i

n
tr

a
c
e
lu

la
r)



55 
 

4.1.6. O bloqueio do CR3 (CD11b) antes da infecção pelo DENV-2 em monócitos 

in vitro não  altera o perfil de ativação destas células-alvo. 

Foi avaliado ainda se o bloqueio dos CRs também seria capaz de modular a 

expressão de marcadores de ativação dos monócitos infectados pelo DENV-2 in vitro. 

Inicialmente, foi observado que a infecção in vitro pelo DENV-2 não alterou de forma 

importante a frequência de monócitos expressando marcadores de ativação como o 

CD86 ou HLA-DR. Entretanto, a frequência de monócitos expressando CD40 foi 

significativamente menor nos monócitos não infectados comparado aos infectados 

(tabela 4.5). Apesar da mediana indicar diminuição da expressão de CD86 nos 

monócitos infectados in vitro essa diferença não foi significativa (tabela 4.5).  Nós 

investigamos ainda, se o bloqueio dos CR seguido da infecção alteraria o fenótipo dos 

monócitos com relação a moléculas de ativação, como demonstrado na tabela 4.6 o 

fenótipo dos monócitos coexpressando CRs e CD86, HLA-DR ou CD40 foi similar. O 

bloqueio dos CR na ausência de infecção também não alterou o perfil de expressão de 

CR ou moléculas de ativação (dado não demonstrado). 

 

Tabela 4.5. Comparação da expressão de moléculas de ativação em monócitos 

infectados ou não pelo DENV-2 in vitro. 

 

 

 

a Valores representam a mediana e entre parênteses os valores mínimo e máximo. A 
análise estatística foi feita utilizando o teste Mann-Whitney U. 

  

 Infectados a Não infectados a p 

CD86 38,6% (19,3 – 82,6%) 69,4% (45,4 – 80,1%) ns 

HLA-DR 84% (80,7 – 84,9%) 86,6% (76,2 – 92,3%) ns 

CD40 21,3% (11,9 – 27,2%) 39,9% (33,8 – 41,5%) 0,030 
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Tabela 4.6: Efeito do bloqueio prévio de CR1 (CD35) e CR3 (CD11b) seguido da  
infecção pelo DENV-2 in vitro na coexpressão CR e moléculas de ativação em 
monócitos de doadores.  

Coexpressão Sem bloqueio Bloqueio com 

anti-CD35 

Bloqueio com 

anti-CD11b 

CR1(CD35)+CD86+ 3,2 (1,9–6,2) 2,0 (1,3–3,5) 6,3 (2,8–7,6) 

CR3(CD11b)+CD86+ 19,6 (11,4–43,0) 26,8 (18,6–59,3) 23,6 (14,4–44,3) 

CR4(CD11c)+CD86+ 13,2 (10,8–30,0) 13,4 (9,8–34,6) 13,9 (12,6–23,0) 

CD59+HLA-DR+ 85,7 (67,2–93,2) 89,2 (63,9–97,3) 89,9 (66,7–95,0) 

CD59+CD40+ 5,0 (4,2–17,0) 5,3 (1,4–8,9) 4,4 (3,4–9,1) 

a Valores representam a mediana e entre parênteses os valores mínimo e máximo. A 
análise estatística foi feita utilizando o teste Mann-Whitney U. 

 

4.1.7. O bloqueio de CR3 (CD11b) antes da infecção pelo DENV-2  em monócitos 

in vítro não altera a ativação da caspase-1, porém diminui a produção das 

citocinas TNF-alfa e IFN-alfa.  

Um das principais mecanismos da resposta imune inata contra infecções virais é o a 

liberação de citocinas pró-inflamatórias como, por exemplo, a IL-1beta sintetizada em 

sua forma inativa e clivada pela caspase-1 ativa (257).  De fato, foi demonstrado que 

monócitos infectados pelo DENV são capazes de ativar a caspase-1 levando a 

secreção de IL-1 beta contribuindo para a ativação de um perfil pró-inflamatório 

envolvido na patogênese da doença (258). Assim, foi avaliado se o bloqueio do CR 

afetaria ativação da caspase-1 na infecção pelo DENV-2 em monócitos in vitro. Foi 

observado níveis intracelulares aumentados de caspase-1 ativa em monócitos 

infectados comparados aos não infectados (6,1% [5,7–6,7%] vs. 3,6% [3,2–4,4%], 

respectivamente p<0,001). Entretanto, o bloqueio de CR3 (CD11b) sozinho (dado não 

demonstrado) [7,9% (6,3–8,9%)] ou associado (CD11b/CD18) [8,1% (2,8 –9,3%)] não 

alterou de forma significativa a ativação da caspase-1 (figura 4.6).  
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Figura 4.6: Efeito do bloqueio dos CR na infecção pelo DENV-2  in vitro na 
ativação da caspase-1. Seleção da região morfológica de 10000 monócitos baseada 
nos parâmetros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). Em seguida, a marcação da 
caspase-1 ativada com o FAM FLICA caspase-1 na população de monócitos CD14+ e 
CD11c+ não infectados, infectados pelo DENV-2 com ou sem o bloqueio prévio do CR3 
(CD11b).  Para as análises foram feitos 3 experimentos independentes com 5 
doadores. O valor em negrito do lado superior direito dos gráficos indica a frequência 
de caspase-1 ativa dentro da população de monócitos CD14+ e CD11c+. Análises 
estatísticas foram realizadas pela aplicação do teste Mann-Whitney U.  

 

Com o objetivo de investigar o perfil de produção de citocinas de monócitos 

infectados pelo DENV-2 frente ao bloqueio de CR, foi feita a dosagem das citocinas IL-

2, IFN-gama, IL-4 e IL-5 no sobrenadante das culturas, estas não revelaram diferenças 

significativas entre as condições testadas (dado não mostrado). Entretanto, foram 

detectados níveis aumentados das citocinas TNF-alfa e IFN-alfa no sobrenadante de 

monócitos infectados comparado aos não infectados. De forma interessante, o bloqueio 

prévio de CR3(CD11b) sozinho ou associado ao CD18 seguida da infecção, reduziu a 

produção destas citocinas (figura 4.7A,B) o que pode ser devido a menor infecção pelo 

DENV nestas condições. Assim, nossos dados sugerem que o bloqueio do 

CR3(CD11b) diminui a infecção pelo DENV de maneira independente da ativação do 

inflamossoma sem alterar a ativação de monócitos ou produção de citocinas pró-

inflamatórias e com atividade anti-viral.  Assim, o mecanismo pelo qual o bloqueio de 

CR3(CD11b) inibe a infecção pelo DENV ainda precisa ser esclarecido.  
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Figura 4.7: Efeito do bloqueio dos CRs em em monócitos infectados pelo DENV-2 

in vitro na produção de TNF-alfa e IFN-alfa. Gráficos representativos da produção de 

(A) TNF-alfa avaliada pelo ensaio de CBA (do inglês: cytokine bead array) e (B) IFN-

alfa avaliada por ELISA no sobrenadante das culturas de monócitos. Análises 

estatísticas foram realizadas aplicando o teste Mann-Whitney. A significância estatística 

entre os pares é indicada pela barra horizontal superior contendo os valores de p. 
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4.2. Caracterização do perfil de ativação de linfócitos T de pacientes 

infectados pelo DENV co-expressando CR associados à ativação ou a 

regulação do SC (CR3 (CD11b), CD46, CD55 e CD59) e impacto da 

ativação do SC na alteração da permeabilidade endotelial em modelo in 

vitro. 

 

Neste capítulo serão descritos os resultados referentes ao artigo em submissão: 

Complement Receptors expression on T lymphocytes and SC5b-9 serum levels in 

Dengue patients: a relationship between T cell activation, cytokine secretion and 

endothelial cells permeability. Marinho CF, Cipitelli, MC, da Silva, JBC, Paiva, IA, Faria 

NC, Torrentes-Carvalho A, Souza LJ, Cunha RV, Kubelka CF, Azeredo EL, de-Oliveira-

Pinto LM.  

Os resultados demonstrados anteriormente abordam uma modulação importante 

da frequência de monócitos, principais células-alvo da infecção pelo DENV, 

expressando os CR. Nesta segunda parte do trabalho, será feita a avaliação da 

frequência de linfócitos T de pacientes expressando os CR. 

4.2.1. Caracterização clínica e laboratorial da população de estudo. 

Durante a epidemia de 2013 em Campo Grande-MS e Campos dos Goytacazes-

RJ foram coletadas 267 amostras de casos suspeitos de Dengue. Para este estudo 

foram incluídos apenas 35 pacientes, com diagnóstico laboratorial confirmado, e que 

estavam entre o 1° e o 12° dias de doença contados a partir do aparecimento do (s) 

primeiro (s) sinal/sintoma (s). Os pacientes foram classificados de acordo com os 

critérios estabelecidos pela OMS em 2009, em FD (n=19), FD com sinais de alarme 

FD/SA (n=15) e Grave (n=1) formando o grupo FD/SA/Grave (n=16). O grupo controle 

foi composto por 12 indivíduos saudáveis sem episódios de febre ou histórico de 

doenças nos últimos três meses. Os dados demográficos, clínicos e laboratoriais estão 

sumarizados na tabela 4.7. Entre os pacientes com diferentes formas clínicas e 

controles, observamos um perfil similar em relação ao sexo e idade. Além disso, não 

vimos diferença em relação aos dias de doença entre os pacientes com diferentes 

formas clínicas. O diagnóstico virológico foi confirmado em 63% dos pacientes, pela 

detecção da proteína viral NS1. Pela técnica de RT-PCR foi detectado o sorotipo 4 do 

DENV em 26% dos pacientes. O diagnóstico sorológico foi realizado pela pesquisa de 

anticorpos IgM e IgG anti-Dengue. As manifestações clínicas mais frequentes nos 
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casos de FD foram febre, dor de cabeça, dor retro-orbital, mialgia, artralgia, náusea e 

vômito. Manifestações hemorrágicas não foram comuns nestes pacientes, com 

exceção de petéquias. Dentre os sinais de alarme detectados no grupo FD/SA/Grave 

estavam dor abdominal grave, vômitos constantes, sangramentos como epistaxe, 

gengivorragia, metrorragia, hematúria e melena. Apenas 19% dos pacientes 

FD/SA/Grave apresentaram extravasamento vascular pleural, pericárdio ou ascite. No 

único caso grave de Dengue foi observado hipotensão. O aumento da gravidade da 

doença entre os grupos estudados pode ser observado pelo aumento das 

transaminases hepáticas (AST e ALT) e pela queda na contagem de plaquetas nos 

pacientes FD/SA/Grave em comparação aos FD. Pacientes apresentaram menores 

contagens de leucócitos e linfócitos comparados aos controles saudáveis. Não 

detectamos diferenças significativas na contagem de monócitos entre pacientes e 

controles. Menores frequências de células T CD4 e T CD8 foram observadas em 

FS/SA/Grave e FD, respectivamente em comparação aos controles saudáveis (tabela 

4.7). Foi observada 52% e 56% de infecções secundárias nos pacientes FD e 

FD/SA/Grave, respectivamente, confirmada pela detecção de IgG anti-DENV. 
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Tabela 4.7: Perfil demográfico clínico e laboratorial dos pacientes. 

 Controlen=12 FDn=19 FD/SA/Graven=16 

Sexo (F/M) 9/3 9/8 9/6 

Idadea 29,0 ± 6,0 40,0 ± 18,0 48 ± 21,0 

Dias de Doença a,b - 4,4 ± 2,8 5,4± 2,7 

DENV- sorotipo 4, n (%)c - 7 (37) 2(12) 

DENV NS1, n(%)c - 13 (68) 9 (56) 

anti-DENV- IgM n(%)c - 9 (47) 12 (75) 

anti-DENV- IgG, n(%)c - 10 (52) 9 (56) 

Extravasamento plasmático (%)d - 0 27% 

Sangramento (%)e - 0 33% 

Plaquetasx103/mm3 a 267,4 ± 39,4 161,8 ± 49*** 88,7 ± 70,2&&,### 

AST U/L a 17,0 ± 4,2 47,3 ± 31,6* 224 ± 351,2&,# 

ALT U/L a 19,5 ± 5,0 64,4 ± 43,7 238,6 ± 386,6# 

Leucócitos /mm3 a 6525,0 ± 1064,0 4605,0 ± 2476,0* 3461,0 ± 1457,0### 

Monócitos /mm3 a 431,6 ± 174,9 433,9 ± 279,6 299,8 ± 316,2 

Linfócitos /mm3 a 1975,0 ± 425,7 1491,0 ± 903.6* 1252,0 ± 453,0## 

Linfócitos T CD4 % a 28,4 ± 6,5 23,1 ± 11,9 19,0 ± 9,5# 

Linfócitos T CD8 % a 18,3 ± 5,2  11,0 ± 4,7 ** 13,7 ± 8,6 

a Valores representados pela média ± desvio padrão; 
b a partir do aparecimento dos primeiros sintomas.  
c n (%) indica o número de pacientes e o percentual de positivos dentre o total. 
dsinais extravasamento plasmático derrame pleural, pericárdico ou ascite.  
e os mais observados foram: petéquias, gengivorragia, hematúria, epistaxe, metrorragia 
ou, melena. Teste estatístico: Mann-Whitney U, onde um símbolo representa p<0,05; 
dois símbolos P<0,001 e três símbolos representam P<0,0001. 
Os diferentes símbolos representam a diferença estatística entre: * FD vs Controle, # 

FD/SA/Grave vs Controle e & FD/SA/Grave vs FD 
 

4.2.2. Elevados níveis séricos do produto de ativação do Sistema Complemento 

SC5b-9 na Dengue. 

A quantificação do SC5b-9 nestes pacientes foi realizada em amostras de soro 

(figura 4.8), diferente da quantificação realizada anteriormente em amostras de plasma 

(figura 4.2). De forma similar ao encontrado no plasma, pacientes infectados pelo 

DENV, independente da forma clínica, apresentaram maior quantidade de SC5b-9 no 

soro comparado aos controles saudáveis. No entanto, a dosagem plasmática dos 
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pacientes FD/SA e Graves da epidemia de 2010 pelos sorotipos DENV-2 e DENV-1 foi 

maior comparado ao grupo FD, entretanto não observamos diferenças entre pacientes 

FD e FD/SA/Grave oriundos da epidemia de 2013 pelo DENV-4.  

Análises de correlação demonstraram associação direta dos níveis de SC5b-9 

com a contagem de plaquetas (r = 0,623; p = 0,003) e com o número de leucócitos (r = 

0,5295; p = 0,0163). Por outro lado, foi observada uma correlação inversa entre os 

níveis de SC5b-9 com a frequência de linfócitos T CD4+ (r = -0,5175; p= 0,0194) e T 

CD8+ (r= -0,4385; p= 0,0531). Estas análises nos motivaram a investigar a expressão 

de CR associados à ativação ou regulação do SC estariam alteradas nos linfócitos T de 

pacientes. 

 

 

Figura 4.8. Quantificação sérica do produto de ativação SC5b-9 do sistema 
complemento.  (A) A dosagem do complexo SC5b-9 foi realizada no soro de pacientes 
infectados pelo DENV4 e em controles saudáveis por ELISA. Cada ponto representa 
um indivíduo. As análises estatísticas foram realizadas pela aplicação do teste Mann-
Whitney. Linhas horizontais representam as medianas de cada grupo enquanto que as 
verticais representam a variação interquartil (10-90%). A análise estatística foi feita 
utilizando o teste Mann-Whitney U. A estatística, entre os pares, quando houver, é 
indicada pela barra horizontal superior contendo os valores de p. Gráficos de 
correlações de Spearman entre os níveis de SC5b-9 e (B) plaquetas, (C) contagem de 
leucócitos, (D) linfócitos T CD8 e (E) linfócitos T CD4. Valores de r de Spearman, p e o 
número de pares comparados são indicados próximos os gráficos. 
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4.2.3. Inalterada frequência de linfócitos T expressando CR3 (CD11b), CD46, CD55 

e CD59, e aumento da frequência de linfócitos T coexpressando CR e marcadores 

de ativação em pacientes infectados pelo DENV. 

A avaliação da frequência de linfócitos T expressando de CR3(CD11b), CD46, 

CD55 e CD59 não revelou diferença significativa entre os grupos de pacientes com 

diferentes formas clínicas ou indivíduos saudáveis (figura 4.9C-F). Baseado em 

achados da literatura que demonstram o envolvimento de receptores de complemento 

na modulação da ativação de linfócitos T (259), foi investigado se estas células teriam 

um perfil efetor pela análise da coexpressão dos CR e marcadores de ativação, 

migração e citotoxicidade: CD29, CCR5 e CD107a. Inicialmente, a análise dos 

marcadores de ativação indicou aumento da frequência de linfócitos T CD8 

expressando CD29 em pacientes comparado aos controles (figura 4.10A). Maior 

frequência de linfócitos T expressando CCR5 em pacientes FD e nas células TCD4 de 

FDSA/Grave quando comparados aos controles saudáveis (figura 4.10B). De forma 

similar aos achados de CCR5, as maiores frequências de linfócitos T expressando 

CD107a foram observadas nos linfócitos T de pacientes FD e nos linfócitos T CD4 de 

pacientes FDSA/Grave em relação aos controles. Além disso, foi notada menor 

frequência de linfócitos T CD8 expressando CD107a em pacientes FD/SA/Grave 

comparado aos pacientes FD (figura 4.10C). 
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Figura 4.9: Frequência de linfócitos T expressando CR3 (CD11b), CD46, CD55 e 
CD59 em pacientes infectados pelo DENV-4. A expressão de receptores do 
complemento na superfície de linfócitos foi investigada pela técnica de citometria de 
fluxo em controles saudáveis e pacientes infectados pelo DENV-4. As subpopulações 
de linfócitos T foram divididas utilizando anticorpos monoclonais anti-CD4-
Alexafluor700 e anti-CD8-PErCP. Dot plots representativos demonstram a expressão 
de receptores de complemento dentro dos linfócitos T CD4 (A) e T CD8 (B) em um 

indivíduo controle e um paciente infectado pelo DENV (DENV+). As regiões positivas 
para a expressão de receptores de complemento foram definidas de acordo com 
controles isotípicos (não demonstrado). (C-F) Representação gráfica da frequência da 
população de linfócitos T CD4+ e CD8+ expressando receptores de complemento em 
controles saudáveis (amarelo) e pacientes FD (verde), FD/SA/Grave (roxo). Para a 
análise estatística foi aplicado o teste Mann-Whitney U. Linhas horizontais representam 
as medianas de cada grupo enquanto que as verticais representam a variação 
interquartil (10-90%).  

 

 

Figura 4.10: Frequência de linfócitos T expressando marcadores de ativação 
CD29, CCR5 e CD107a em pacientes infectados pelo DENV-4. A expressão 

moléculas associadas à ativação celular na superfície de linfócitos foi investigada por 
citometria de fluxo em controles saudáveis e pacientes infectados pelo DENV-4 dentro 
das populações de linfócitos T CD4-APCCy7+ ou CD8-PECy7+. Gráficos da frequência 
da população de linfócitos T CD4+ e CD8+ expressando (A) CD29, (B) CCR5 e (C) 

CD107a em controles saudáveis (amarelo) e pacientes FD (verde), FDSA/Grave (roxo). 
Para a análise estatística foi aplicado o teste Mann-Whitney U. Linhas horizontais 
representam as medianas de cada grupo enquanto que as verticais representam a 
variação interquartil (10-90%). A significância estatística entre os pares, quando existir, 
é indicada pela barra horizontal superior contendo os valores de p. 

 

Apesar da infecção natural pelo DENV-4 não modular a expressão de receptores 

de complemento na superfície de linfócitos T, estas células apresentam um fenótipo 
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possível papel efetor com associado à expressão de CR, foi investigado o perfil de 

ativação de linfócitos T coexpressando CD11b, CD46, CD55 e CD59. Neste sentido, foi 

observado nos linfócitos T CD4 CD11b+ e CD8 CD11b+ elevação na expressão de 

CD29 nos pacientes FD/SA/Grave comparado aos controles (figuras 4.11a). Ainda, 

aumento da expressão de CD29 nos linfócitos TCD8 CD59+ foi observada em 

pacientes FD e FD/SA/Grave comparado aos controles (figura 4.11d). A maior 

expressão de CCR5 dentro da população de linfócitos T CD4 e CD8 expressando CR3 

(CD11b), CD46, CD55 e CD59 foi visto em pacientes FD comparado aos FD/SA/Grave 

e controles (figuras 4.11e-h). Particularmente, a expressão de CCR5 foi maior nos 

linfócitos T CD8 CD11b+ e TCD8 CD59+ nos pacientes FD/SA/Grave comparado aos 

controles (figuras 4.11 e,h). Bem como nos linfócitos T CD4 CD46+, T CD4CD55+ e T 

CD4CD59+ em pacientes FD/SA/Grave comparado aos controles (figuras 4.11 f-h). 

Finalmente, com relação ao CD107a, as maiores frequências foram observadas em 

linfócitos T CD4 expressando (CR3)CD11b+, CD46+, CD55+ e CD59+ e nos linfócitos 

T CD8+ CD46+ de pacientes FD comparado aos controles (figura 4.11 i-l). No caso dos 

linfócitos T CD8 o aumento de CD107a foi observado naqueles expressando CD11b+ e 

CD55+ nos pacientes FD/SA/Grave comparado aos controles (figuras 4.11 i,k), e nos 

linfócitos T CD8 expressando CD46+ e CD59+ em pacientes FD em relação aos 

controles (figuras 4.9 j,l). Esses dados sugerem que linfócitos T que expressam CR de 

pacientes infectados pelo DENV apresentam um perfil ativado, sendo mais evidente no 

grupo de pacientes mais brandos. Contudo,  no geral a frequencia de linfócitos T CR+ 

co-expressando CCR5, CD29 e CD107a parece refeltir a expressão dos marcadores de 

ativação nestas células.  
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Figura 4.11: Frequência de linfócitos T coexpressando os marcadores de 
ativação e CR em pacientes infectados pelo DENV-4 (A) Modelo representativo da 
estratégia de regiões a partir de gráficos de citometria de fluxo adotada para a definição 
das populações expressando marcadores de ativação. Dot plots representativos da 
subpopulação linfócitos T CD4 CR3 (CD11b)+ em um controle saudável e um paciente 
infectado pelo DENV, os histogramas revelam a expressão de CD29 e CCR5 dentro 
dos linfócitos T CD4 CR3(CD11b)+ em um controle (cinza claro), pacientes DF (cinza 
médio) e DF/SA/Grave (preto) e o isotipo controle (linha pontilhada preenchida). A 
mesma estratégia foi usada para os demais receptores avaliados. (B) Gráficos a 
expressão do marcador de ativação CD29 dentro dos linfócitos T [CR3 (CD11b)+ (a), 
CD46+ (b), CD55+(c), CD59+(d)]; o receptor de quimiocina  CCR5 dentro dos linfócitos 
T [CR3 (CD11b)+ (e), CD46+ (f), CD55+(g), CD59+(h)] e o marcador de citotoxicidade 
CD107a dentro dos linfócitos T [CR3 (CD11b)+ (i), CD46+ (j), CD55+(k), CD59+(l)] de 

em controles saudáveis (amarelo) e pacientes FD (verde), FD/SA/Grave (roxo). Para a 
análise estatísticas foi aplicado o teste Mann-Whitney U. Linhas horizontais 
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representam as medianas de cada grupo enquanto que as verticais representam a 
variação interquartil (10-90%). A significância estatística entre os pares, quando 
houver, é indicada pela barra horizontal superior contendo os valores de p. 

 

4.2.4. Níveis séricos de SC5b-9 e frequência de linfócitos T expressando os CR 

correlacionados com citocinas séricas em pacientes. 

Nós dosamos as quantidades séricas de TNF-alfa, IL-1beta, IFN-gama, IL-10 e 

IL-8, citocinas extensamente descritas na literatura quanto ao seu papel na ativação de 

uma resposta imune antiviral, embora na Dengue, em particular, a produção 

exacerbada destas moléculas contribuiriam ao extravasamento plasmático, observado 

principalmente nas formas graves da doença. Todos os mediadores solúveis, com 

exceção do IL-1beta, estavam aumentados no soro de pacientes, independente da 

forma clínica, comparado a controles saudáveis (dados no Anexo 1). A partir desses 

dados, análises de correlação demonstraram significância direta entre os níveis de 

SC5b-9 e de TNF-alfa, IL-1beta, IFN-gama, IL-8, porém inversa com IL-10. Também 

vimos correlação direta entre a frequência de linfócitos T CD4 e T CD8 expressando 

CR3(CD11b) e IL-1beta e inversa entre TCD4 CR3(CD11b) com IL-10. Por fim, 

linfócitos T CD4 e T CD8 expressando CD59 foram correlacionados diretamente com 

IFN-gama (tabela 4.8). Não observamos correlação com as citocinas IL-6, IL-10, 

CXCL10/IP-10 e CCL2/MCP-1 ou com a frequência de linfócitos T expressando CD46 

ou CD55 (dado não mostrado).  

Tabela 4.8: Correlação entre níveis de  SC5b-9 séricos e frequência de linfócitos T 
expressando os CR com citocinas em pacientes. 

  
TNF-alfa 

 

 
IL-1beta 

 

 
IFN-gama 

 

 
IL-10 

 

 
IL-8 

 

SC5b-9 
0,495n=20 
p = 0,03 

0,692n=20 
p = 0,0007 

0,627n=11 
p = 0,04 

-0,496 n=20 
p = 0,03 

0,606 n=20 
p = 0,005 

CD11b+ nas CD4+ ns n=28 
0,536n=20 
p = 0,02 

ns n=12 
-0.575 n=20 
p = 0,0080 

ns n=28 

CD11b+ nas CD8+ ns n=28 
0,498n=20 
p = 0,03 

ns n=12 ns n=20 ns n=28 

CD59+ nas CD4+ ns n=27 ns n=20 
0,671n=12 
p = 0,02 

ns n=20 ns n=28 

CD59+ nas CD8+ ns n=27 ns n=20 
0,645n=12 
p = 0,02 

ns n=20 ns n=28 
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Correlação de Spearman utilizando o programa GraphPad Prism versão 5. Valores de 
p (two-tailed) foram considerados significativos quando p < 0,05, ns significa correlação 
não significativa, n representa o número de pares analisados.  

4.2.5 Correlação entre ativação do sistema complemento, através da medida do 

SC5b-9, e alteração da permeabilidade vascular. 

Uma vez que citocinas envolvidas na imunopatogênese da Dengue, foram 

correlacionadas com os níveis de SC5b-9, nós selecionamos o soro de 11 pacientes 

com Dengue (DF n=6 e FD/SA/Grave n=5 com 2 a 18 dias após o aparecimento dos 

sintomas) para avaliar o efeito destes soros na resistência elétrica transendotelial 

(TEER) da monocamada de células endoteliais HMVEC-d. Como demonstrado nas 

figuras 4.12A-B, a alteração TEER da monocamada de HMVEC foi observada no 

tempo de 30min de incubação com 20% do soro de pacientes, comparado ao tempo 0 

min, antes da adição do soro.  Dos 11 pacientes, cinco apresentaram diminuição (figura 

4.12.A) e quatro pacientes mostraram aumento significativos na TEER (figura 4.12.B) e 

em dois pacientes não apresentaram alterações (dado não mostrado).  O SC5b-9 

interage com células endoteliais através do receptor de vitronectina, bloqueando esta 

interação pelo uso do peptídeo RGD (Arg-Gly-Asp). Observamos que o tratamento 

prévio da monocamada das HMVEC com o peptídeo RGD comparada as não tratadas, 

resultou na menor liberação de LDH por CEs tratadas com o soro dos pacientes. 

Sugerindo que a adição de soro que promoveria a liberação de LDH sem exercer 

efeitos na barreira endotelial (figura 4.12 D). Nós não observamos correlações entre os 

níveis séricos de TNF-alfa, IL-1beta, IFN-gama, IL-10 ou de IL-8 na TEER. Porém, os 

níveis de SC5b-9 foram correlacionados positivamente com a resistência 

transendotelial (figura 4.12 C). Curiosamente, sugerindo que o SC5b-9 poderia estar 

envolvido na manutenção da integridade das CEs. 
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Figura 4.12: Medida da resistência elétrica transendotelial (TEER) em HMVEC na 
presença de soro de pacientes: Gráficos da Medida da resistência elétrica 
transendotelial (TEER) em HMVEC-d incubadas com 20% de soro de pacientes-DENV  
em meio EGM-2mv sem SFB, por 30 min. Em (A) soro de pacientes que promoveram 
diminuição na TEER e em (B) soro de pacientes que promoveram aumento na TEER.  
Em (C), análise de correlação entre os níveis séricos de SC5b-9 e a TEER medida 
após 30 min de incubação com soro de pacientes. O valor do r de Spearman, p e o 
número de pares comparados são indicados próximos ao gráfico. (D) Diagrama 
mostrado a densidade óptica do ensaio de LDH em HMVEC-d incubadas em meio sem 
soro (círculos amarelo), 1% de triton X-100 (círculos roxo) e 20% soro de pacientes-
DENV pré-tratadas (círculos verde) ou não (círculos rosa) com RGD (10µg/mL). A 
média e desvio padrão de (D) são demonstrados no gráfico. O teste t não paramétrico 
foi utilizado para avaliar as diferenças estatísticas nas diferentes condições. Valore de 
p< 0.05 foram considerados significativos. 

A B

0 5 10 15 20
0

5000

10000

15000

20000

TEER  /cm
2

S
C

5
b

-9
 (

n
g

/m
L

)

C

r=0,6235

p= 0,030

0

30 m
in

0

5

10

15

20

*

T
E

E
R

 (


/c
m

2
)

0

30 m
in

0

5

10

15

20

*
T

E
E

R
 (


/c
m

2
)

0

1

2

3

20% soro-Dengue + RGD

Meio

20% soro-Dengue

1% Triton

*

L
D

H
 (

D
O

)

D



71 
 

4.3. Clivagem de C3 na presença do DENV-2 e de componentes da via 

alternativa do sistema complemento. 

Neste capítulo serão descritos os resultados obtidos durante Estágio de Doutorado 
Sanduíche no Center for Vaccine Research, University of Pittsburgh, sob a supervisão 
do Dr. Ernesto Marques: 
 

          Na literatura é bem descrito que o CR3 (CD11b) medeia a fagocitose de 

microrganismos opsonizados por fragmentos de C3, como o iC3b e, em menor grau, 

C3b. Na seção 4.1 deste estudo demonstramos que o bloqueio prévio do CR3 (CD11b) 

resulta na diminuição da infecção pelo DENV-2 em monócitos humanos. Nesta parte 

dos nossos resultados, investigamos a interação do DENV com as opsoninas C3b e 

iCb3, buscando avaliar se a infecção do DENV via CR3 seria influenciada por 

fragmentos de C3 gerados após sua ativação. Para isto foi padronizado o ensaio de 

opsonização pelo complemento utilizando componentes purificados (fB, fD, C3 e 

properdina) responsáveis pela formação e estabilização da C3 convertase na via 

alternativa (C3bBb). Uma vez formada, a C3 convertase medeia a clivagem de C3 

resultando na liberação da anafilatoxina C3a e da opsonina C3b, capaz de se ligar 

covalentemente a superfície da membrana de uma célula-alvo. O DENV-2 foi utilizado 

como alvo para a opsonização com C3b (DENV-2/C3b) e iC3b (DENV-2/iC3b). 

        A ativação do SC e opsonização do DENV- 2 com C3b foi verificado em gel SDS-

PAGE. Conforme observado na figura 4.14 abaixo. Na coluna 2 não foi observada  a 

banda de 24 KDa referente ao fD, provavelmente devido a baixa quantidade deste fator 

utilizada na reação. Na coluna 3, podemos observar as bandas referentes as proteínas 

C3 e fB (~97 KDa), sem o fD, indicando que não houve ativação do SC. O perfil 

eletroforético da molécula de C3 é caracterizado pela presença de duas cadeias: alfa 

(C3α’) e beta (C3β’) de aproximadamente 110-115 KDa e 75 KDa, respectivamente. Na 

coluna 4, a adição do fD cliva o fB nos fragmentos Ba (~33 KDa) e Bb (~60 KDa) que 

unido ao C3b, gera a C3 convertase (C3bBb). Pela ação da C3 convertase há a 

clivagem da cadeia alfa de C3 originando a cadeia alfa de C3b (~104 KDa). Note que 

há diminuição da banda da cadeia alfa de C3α’ (~110-115 KDa) e aparecimento da 

cadeia alfa de C3b (~104 KDa). 

          O DENV-2, visualizado pela proteína de envelope (~ 53KDa), sozinho ou na 

presença apenas de fD é observado nas colunas 5 e 6 da figura 4.14, respectivamente. 

Surpreendentemente, na coluna 7 a presença do DENV-2 resultou em clivagem da 
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cadeia alfa de C3 (C3α’-linha 1), gerando C3b imediatamente abaixo (linha 2), mesmo 

na ausência de fD (figura 4.14) e ocorreu independente da formação da C3 convertase, 

uma vez que não houve consumo aparente de fB (linha 3, coluna 7). Por fim, na coluna 

8 a presença de DENV-2, C3, fB e fD levou a clivagem da C3α’ (~ 115KDa) originando 

a cadeia alfa de C3b (~104KDa) com consumo de fB, gerando os fragmentos Bb (~60 

KDa) e Ba (~ 33 KDa) (figura 4.14 - coluna 8) sugerindo formação da C3 convertase. 

Contudo, a cadeia de alto peso molecular relacionada à formação do DENV-2 

opsonizado por C3b não pôde ser identificada no gel, como observado nos ensaios de 

padronização descrito nos materiais e métodos. 
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Figura 4.13: Padronização da reação de ativação da via alternativa do SC na fase 
fluída com geração de C3b. Ativação do sistema complemento in vitro pela adição de 

C3 (800µg/mL), fB (200µg/mL), fD (1µg/mL), properdina (P) (15µg/mL) e de Mg2+
  

(0,5mM) por 30 minutos a 37oC na presença ou não DENV-2 (5µg) num volume final de 
todas as condições foi ajustado para 25µL. E o mesmo volume foi aplicado no gel para 
cada condição indicada nas colunas (1) controle de peso molecular (faixa de peso 
molecular: 25-250KDa); (2) apenas fD (24KDa); (3) adição C3+ fB+ P (53KDa) [bandas 
visíveis: C3 (C3α’= 115KDa e C3β’=75KDa), fB (97KDa)]; (4) adição de fD +C3+ fB+ P 

[bandas visíveis: C3 (C3α’~ 115KDa e C3β’~75KDa), C3b (C3bα’~110KDa), fBb 
(~60KDa)e fBa (~33KDa)]; (5) DENV-2 (Envelope ~ 54KDa); (6) adição de  fD + DENV-
2; (7) adição de C3+ fB+ P + DENV-2 [bandas visíveis C3 (C3α’~ 115KDa e 
C3β’~75KDa), C3b (C3b~104KDa), fB (97KDa) e DENV-2 (Envelope ~ 54KDa)] e (8) 

adição de fD+ C3+ fB+ P + DENV-2 [bandas visíveis C3 (C3α’~ 115KDa e 
C3β’~75KDa), C3b (C3b~104KDa), fBb (~60KDa),  fBa (~33KDa). Figura 
representativa de 3 experimentos independentes. 

 

          Uma vez que a fagocitose mediada por CR3 é principalmente mediada pelo 

reconhecimento de iC3b, o próximo passo foi gerar DENV-2 opsonizado com 

fragmentos de  iC3b, para isto foi adicionado a reação os reguladores purificados do 

complemento fator I (fI) e fator H (fH). A figura 4.15 demonstra o perfil da eletroforese 

em gel de SDS dos fatores do complemento após a ativação in vitro na presença dos fI 

e fH. A coluna 1 mostra o controle de peso molecular, composto proteínas na faixa de 

25 até 250KDa. Na coluna 2, foi aplicado o fH exposto as mesmas condições de 

fD + + + +

C3+ fB+P + + + +

DENV-2 + + + +
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reação, visualizado pela banda 155KDa (figura 4.15 coluna 2). O mesmo foi feito para o 

fI (figura 4.13 coluna 3) entretanto, nenhuma das duas cadeias do fI  (50KDa ou 

38KDa) foram visualizados no gel, provavelmente devido a baixa quantidade de fD 

utilizado na reação. 

          Na coluna 4, o perfil da eletroforese dos fatores de complemento C3, fB, fD, P na 

presença dos reguladores fI e fH, é caracterizado pelo consumo completo de C3α’ e 

aparecimento dos produtos de degradação de C3b. Tendo como base apenas os 

tamanhos moleculares dos produtos finais da degradação de C3, é possível supor que 

os fragmentos de aproximadamente 67 e 45 KDa corresponderiam as cadeias de iC3b. 

O fragmento de 40KDa corresponderia ao C3dg, enquanto o de 35KDa ao C3d (figura 

4.15 coluna 4). Por outro lado, a adição de fI ou fH isoladamente não resultou na 

geração dos produtos finais de degradação de C3, figura 4.15 coluna 7 e 8 

respectivamente. 

          Na coluna 5 é demonstrado a banda correspondente a proteína de envelope do 

DENV. Como o observado anteriormente (figura 4.14 coluna 8) a clivagem da C3α’, 

gerando C3b, ocorre na presença do DENV-2 e dos componentes do SC (C3, fD,fB e 

P) (figura 4.15 coluna 6). De maneira interessante, a presença do DENV-2 e dos 

reguladores fI e fH não resultou na completa degradação da cadeia de C3α’ (figura 

4.15 linha 9), nem na geração evidente de C3b (~104KDa) ou dos produtos de 

degradação iC3b, C3dg, C3d, como observado na ausência do vírus (figura 4.15 coluna 

4). Além disso, a presença do DENV-2 e reguladores fI e fH levaram a um menor 

consumo do fB (~97KDa) e menor geração de Ba (~33KDa), em comparação a coluna 

4, sugerindo menor formação da C3 convertase.  
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Figura 4.14: Padronização da reação de ativação da via alternativa do SC na fase fluída 

com geração de iC3b: Ativação do sistema complemento in vitro pela adição de C3 
(800µg/mL), fB (200µg/mL), fD (1µg/mL), properdina (P) (15µg/mL), Mg2+

  (0,5mM), fI 
(54µg/mL) e fH (340µg/mL) por 15 minutos a 37oC na presença ou não DENV-2 (5µg) 
num volume final de todas as condições foi ajustado para 30µL. O mesmo volume foi 
aplicado no gel para cada condição indicada nas colunas (1) controle de peso 
molecular (faixa de peso molecular: 25-250KDa); (2) apenas fH (155KDa) ou (3) fI 
(duas cadeias 50Kda e 38KDa); (4)  C3+ fB + P (53KDa)+ fD+ fI e fH  [bandas visíveis: 

fH (~155KDa), C3β’(~75KDa), iC3b (~67KDa e ~45KDa), C3dg (~40KDa), C3d 
(~35KDa), fBb (~60KDa) e fBa(~33KDa)]. (5) DENV-2 (Envelope ~ 54KDa); (6) adição 

de fD+ C3+ fB+ P + DENV-2 [bandas visíveis C3 (C3α’~ 115KDa e C3β’~75KDa), C3b 
(C3b~104KDa), fBb (~60KDa), fBa (~33KDa), DENV-2 (Envelope ~ 54KDa)]; (7) adição 

de fD+ C3+ fB+ P + fI+ DENV-2 [bandas visíveis C3 (C3α’~ 115KDa e C3β’~75KDa), 
C3b (C3b~104KDa), fBb (~60KDa), fBa (~33KDa), DENV-2 (Envelope ~ 54KDa)]; (8) 

adição de fD+ C3+ fB+ P + fH+ DENV-2 [bandas visíveis fH(~115 KDa), C3 
(C3α’~115KDa e C3β’~75KDa), C3b (C3b~104KDa), fBb (~60KDa), fBa (~33KDa), 
DENV-2 (Envelope ~ 54KDa)]; e (9) adição de fD+ C3+ fB+ P + fH+ fI + DENV-2 
[bandas visíveis fH (~115 KDa), C3 (C3α’~115KDa e C3β’~75KDa), fB (~ 97KDa) 
DENV-2 (Envelope ~ 54KDa)]. Figura representativa de 3 experimentos independentes. 
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          Devido ao fato de que a banda de alto peso molecular, que estaria associada ao 

DENV-2 opsonizado com fragmentos de C3 não ter sido observada nos géis anteriores, 

uma nova reação foi realizada com um gel menos concentrado (8%SDS). O perfil 

eletroforético das proteínas do DENV-2 é demonstrado na coluna 2 da figura 4.16A. Na 

coluna 3, é observado o perfil das cadeias de C3, alfa (~115KDa) e beta (~75KDa), e 

do fB (~97KDa). A inclusão do DENV-2 neste sistema (coluna 4A) resulta na clivagem 

da cadeia afla de C3 sem consumo do fB gerando a cadeia alfa de C3b (~104KDa). Por 

outro lado, a inclusão do fD na reação contendo C3, fB e P (coluna 5A) resulta na 

clivagem da cadeia alfa de C3 com consumo de fB. O mesmo perfil é observado na 

reação de C3, fB, fD e P na presença do DENV-2 (coluna 6A). O total consumo da 

cadeia alfa de C3 é observado na presença dos reguladores fI e fH (coluna 7A). No 

entanto a presença do DENV-2, aparentemente resultou em menor consumo da cadeia 

alfa de C3 e do fB (coluna 8A). Nem o gel corado pelo Comassie blue e nem o Western 

blot para o DENV, demonstrado na figura 4.16A e B, revelaram as bandas de alto peso 

molecular que corresponderiam ao DENV-2 opsonizado, contudo na presença de 

proteínas do SC a banda relativa ao DENV-2 parece estar diminuída (coluna 4B, 6B e 

8B) comparada a banda do DENV-2 sozinho (coluna 2B). Esses dados sugerem que a 

possível opsonização DENV-2 com componentes do C3 diminuiria a banda da proteína 

E do DENV. Entretanto, não foram realizadas análises quantitativas nessas bandas. 

Apesar de não ter sido observada a banda de alto peso molecular correspondente ao 

DENV-2/C3b ou DENV-2/iC3b, esses resultados indicam que DENV-2 regularia a 

geração da C3 convertase e geração dos fragmentos de C3b. 
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Figura 4.15 Padronização da reação de ativação da via alternativa do SC na fase fluída 

com geração de C3b e iC3b: A reação de ativação do complemento in vitro para a 
geração de fragmentos de iC3b foi realizada pela adição de C3 (0.8µg/µL), fB 
(200µg/mL), fD (1µg/mL), properdina (P) (15µg/mL) fI (54µg/mL), fH (340µg/mL) e e 
0.5mM de Mg2+

 por 15 minutos a 37oC na presença ou não DENV-2 (5 µg). A proteínas 
(A) foram coradas pelo Coomassie blue ou (B) transferidas para uma membrana de 
PDVF para western blot do DENV-2. Nas colunas em A tem-se (1) controle de peso 
molecular (faixa de peso molecular: 37-250KDa); (2) DENV-2 (Envelope ~ 54KDa); (3) 

adição de C3+ fB+ P + DENV-2 [bandas visíveis C3 (C3α’~ 115KDa e C3β’~75KDa), 
C3b (C3b~104KDa), fB (97KDa) e DENV-2 (Envelope ~ 54KDa)];  (4) adição de fD+ 

C3+ fB+ P + DENV-2 [bandas visíveis C3 (C3α’~ 115KDa e C3β’~75KDa), C3b 
(C3b~104KDa), fBb (~60KDa),  fBa (~33KDa); (5) adição de fD +C3+ fB+ P [bandas 

visíveis: C3 (C3α’~ 115KDa e C3β’~75KDa), C3b (C3bα’~110KDa), fBb (~60KDa)e fBa 
(~33KDa)]; (6) adição de fD+ C3+ fB+ P + DENV-2 [bandas visíveis C3 (C3α’~ 115KDa 
e C3β’~75KDa), C3b (C3b~104KDa), fBb (~60KDa),  fBa (~33KDa); (7)  C3+ fB + P 
(53KDa)+ fD+ fI e fH  [bandas visíveis: fH (~155KDa), C3β’(~75KDa), iC3b (~67KDa e 
~45KDa), C3dg (~40KDa), C3d (~35KDa), fBb (~60KDa) e fBa(~33KDa)] e (8) adição 
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de fD+ C3+ fB+ P + fH+ fI + DENV-2 [bandas visíveis fH (~115 KDa), C3 
(C3α’~115KDa e C3β’~75KDa), fB (~ 97KDa) DENV-2 (Envelope ~ 54KDa)].  
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5. DISCUSSÃO  

Baseado em um extenso número de dados da literatura, a ativação do sistema 

complemento (SC) atua efetivamente no clearance de infecções virais, seja 

neutralizando os vírus por mecanismos de opsonização, fagocitose e/ou lise, seja 

atuando em mecanismos de ativação da resposta imune inata e adaptativa efetora 

antiviral. Mediadores ativos, liberados como resultado da ativação da cascata 

proteolítica do SC, atuam no recrutamento de células inflamatórias, na opsonização, na 

habilidade das DC, quanto a sua capacidade de apresentação antigênica e ainda, na 

ativação de linfócitos (260-261). Por outro lado, patógenos desenvolveram estratégias 

de escape ao ataque do SC a fim de estabelecerem infecção (262). Um exemplo disto 

é o HIV, que inibe a cascata de ativação do SC, pela incorporação de reguladores do 

SC dos pacientes infectados no seu envelope viral, levando a inativação de C3b com 

geração de iC3b e C3d (263-265).  

Na Dengue, a ativação do SC exerce um papel importante no controle viral, mas 

ao mesmo tempo, uma desregulação desse sistema parece estar relacionada à maior 

susceptibilidade a gravidade da doença (239, 247). Neste trabalho, avaliamos a 

influência do SC através, inicialmente, da medida do SC5b-9 componente relacionado 

à sua ativação. Além disso, avaliamos se existiria alteração na frequência de células 

imunes expressando receptores relacionados à ativação e também à regulação do SC 

em pacientes infectados pelo DENV. Investigamos um possível papel desse sistema na 

infecção in vitro de monócitos pelo DENV-2 e por fim, avaliamos a interação do SC com 

as alterações funcionais das células endoteliais in vitro. 

Para isto, dois grupos de pacientes oriundos das epidemias de DENV-1/-2 e 

DENV-4 em 2010 e 2013, respectivamente, foram utilizados neste estudo. Em ambos 

os grupos, independente do sorotipo, alterações hematológicas e bioquímicas foram 

comuns, como trombocitopenia e elevação das transaminases hepáticas, sendo mais 

significativas no grupo grave comparado aos FD e FD/SA. No entanto, nos pacientes 

da epidemia de DENV-1/-2 observamos maior frequência de sangramentos (29% FD, 

53% FD/SA e 53,3% Graves) e sinais de extravasamento plasmático (53,3% Graves) 

(tabela 4.1) comparado aos pacientes da epidemia de DENV-4 (33% manifestações 

hemorrágicas e 27% extravasamento vascular nos pacientes FD/SA/Graves e nenhum 

percentual nos FD) (tabela 4.7). Ainda, dentre os 35 pacientes-DENV-4 apenas 1 (3%) 

foi classificado como Dengue grave, enquanto que dos 66 DENV-1/-2, 15 (23%) eram 
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graves. O sorotipo DENV-4 ficou 28 anos sem circular no Brasil, voltando a ser isolado 

em 2010 (10), o que inicialmente foi preocupante devido à presença de um número 

maior de indivíduos susceptíveis ao sorotipo e, portanto, um risco elevado de casos 

graves e óbitos (266). Thomas e colaboradores realizaram estudo retrospectivo de 

2005 a 2010 comparando sinais e sintomas de 715 pacientes (entre 14-91 anos) 

infectados por diferentes sorotipos virais. Pacientes infectados pelo sorotipo DENV-2 

foram em sua maioria infecções secundárias, admitidos na fase crítica da doença, com 

sinais de extravasamento plasmático. As infecções pelo sorotipo DENV-1 levou a uma 

gravidade intermediária, sem extravasamento plasmático evidente. Interessante, nas 

infecções pelo sorotipo DENV-4, similar aos nossos achados, os pacientes tiveram uma 

apresentação clínica mais branda, confirmando a existência de diferenças em relação à 

virulência entre os sorotipos (66). Nossos dados estão de acordo com a literatura e de 

fato, parece que a hipótese de que a infecção por diferentes sorotipos como um dos 

fatores potenciais ao desfecho clínico do paciente na Dengue é bastante relevante. 

Monócitos circulantes desempenham papel chave na Dengue, por ser um dos 

principais alvos da infecção e replicação viral, além de produzirem uma variedade de 

mediadores solúveis envolvidos tanto na resposta imune antiviral, como também no 

aumento da permeabilidade vascular (52, 267). Inicialmente, nós avaliamos a 

expressão de receptores de complemento (CR) em monócitos de pacientes. 

Observamos uma diminuição na frequência de monócitos expressando CR3 (CD11b), 

CR4 (CD11c) e do regulador CD59 em pacientes comparado aos controles. O bloqueio 

do CR3, mas não do CR4 ou CR1, antes da infecção in vitro de monócitos de doadores 

pelo DENV, reduziu a infecção viral em cerca de 30%, bem como a produção de 

citocinas antivirais, sem alterar o perfil de ativação das células ou a ativação do 

inflamossoma (dados da tese, encontrados na publicação da revista Plos One (268) por 

CFM, anexo 2). 

Sabe-se que diferentes vírus utilizam os CR como mecanismo de entrada em 

células alvo. Citamos aqui o vírus Epstein Barr com o CR2 na superfície de linfócitos B 

e T imaturos (269-270), o vírus do sarampo e o Herpesvirus humano tipo-6 com o 

CD46 (271-272), além de enterovírus com o CD55 (273). A entrada do DENV na célula 

alvo ocorre via endocitose mediada por receptores (274), dentre os quais já foram 

identificados o receptor de manose (46), e o DC-SIGN, este último atua fixando o vírus 

à célula, facilitando a infecção (41). Em nosso estudo, o bloqueio do CR3 com 

anticorpo monoclonal reduziu em 30% a detecção de antígenos intracelulares, bem 
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como em 30% a secreção da proteína viral NS1 indicando a importância do CR3 na 

infecção pelo DENV. A NS1 é uma proteína viral essencial para o processo de 

replicação do DENV (22) encontrada em níveis elevados no plasma de pacientes com 

FHD além de estar correlacionada com maior carga viral (67). Entretanto, ainda não 

sabemos por quais mecanismos o bloqueio de CR3 inibiu a infecção. É possível que o 

DENV se ligue diretamente ao CR3 ou que a entrada do vírus na célula possa ser 

facilitada pela opsonização por componentes do complemento que se liguem ao CR3, 

entender o mecanismo pelo o CR3 influencia na infecção pelo DENV é uma das 

perspectivas do nosso estudo.  

O CR3 também foi envolvido na infecção in vitro pelo vírus West Nile (WNV). 

Neste contexto, macrófagos peritoneais, que expressam CR3 e FcR, ou a linhagem de 

fibroblastos L929, que não expressam esses receptores, foram submetidos a infecção 

pelo WNV na presença ou, na ausência, de soro imune e de anticorpos monoclonais 

anti-WNV e do SC. Nestas condições, a linhagem L929 não foi infectada, contudo, 

macrófagos peritoneais foram altamente infectados pelo mecanismo do ADE, 

semelhante ao que acontece no DENV. De forma interessante, o uso de inibidores da 

opsonização por fragmentos de C3 ou de anticorpos bloqueadores de CR3, mas não 

de bloqueadores do FcR, inibiu o efeito de ADE em macrófagos, sugerindo que o 

aumento da infecção pelo WNV em macrófagos é dependente de complemento e do 

CR3 (275). Yamanaka e colaboradores induziram ADE na linhagem monocítica U937 

com doses subneutralizantes de anticorpos heterólogos contra a proteína de Envelope 

do DENV-2 ou -4 e na presença de soro inativado ou depletado de produtos do SC, o 

que resultou no aumento da infecção pelo DENV nestas células. Contudo, a adição de 

complemento comercial ou soro humano inativado reduziu a atividade ADE e portanto, 

diminuiu a frequência de células infectadas. Desta forma, os autores sugeriram que a 

funcionalidade dos anticorpos podem ser revertidas, isto é, um anticorpo capaz de 

promover o ADE pode tornar-se neutralizante na presença do complemento (239). 

Em outro modelo de infecção in vitro pelo HIV em DC, a opsonização do HIV, feita 

pela adição de soro de doadores saudáveis (HIV-C’), resultou em um aumento da 

internalização viral, comparado ao vírus não opsonizado (HIV livre). Interessante, o 

bloqueio de várias integrinas, incluindo o CR3 reduziu a ligação e a internalização tanto 

do HIV-C’ como do HIV livre (276). Esse mesmo grupo em outro trabalho confirmou 

que o bloqueio de CR3, e de outras integrinas, inibiu a internalização do HIV-C’ e do 

HIV livre e, além disso, desfavoreceu a apresentação antigênica das DC via MHC de 
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classe I e II (277). Por fim, foi demonstrado que comparado ao HIV-C’, o HIV livre 

aumenta significativamente a expressão de fatores antivirais como IFN-beta, genes 

estimulados pelo IFN, além de fatores inflamatórios como IL-1beta, IL-6 e TNF-alfa 

comparado ao HIV-C’. Muito interessante, o CR3 foi capaz de modular a via de 

sinalização dos receptores Toll-like-8 (TLR8) o que parece, segundo os autores, ter 

levado ao aumento da infecção das DC pelo HIV-C’ (278).  

Nossos dados demonstram que o bloqueio prévio de CR3 não alterou a 

expressão de moléculas de ativação nem de MHC classe II em monócitos infectados 

pelo DENV, contudo a inibição da infecção foi acompanhada pela diminuição da 

produção das citocinas antivirais TNF-alfa e IFN-alfa. É possível que a interação direta 

ou indireta do DENV via CR3 altere de forma importante a resposta imune antiviral, 

semelhante aos dados anteriores discutidos no modelo de HIV. Acreditamos, portanto, 

que o CR3 poderia constituir um alvo promissor de terapias antivirais, tanto pela 

atividade antiviral quanto pela modulação da resposta imune. Um dado interessante do 

nosso estudo é que nos pacientes infectados observamos uma diminuição da 

frequência de monócitos expressando CR3. Em pacientes infectados pelo HCMV 

(citomegalovirus humano), Candida albicans é o principal microrganismo responsável 

pelas infecções oportunistas (279). Na infecção in vitro de macrófagos pelo HCMV, 

autores observaram diminuição da expressão de CR3 e também de CR4, o que 

prejudicou a adesão da C. albicans nos macrófagos infectados (279). Portanto, em 

pacientes infectados pelo DENV, menor frequência de monócitos expressando CR3 

poderia ser um mecanismo estabelecido in vivo na tentativa de conter a infecção e 

alterar a funcionalidade das células, favorecendo o desfecho clínico do paciente. 

Em relação à funcionalidade das células, mas sem relação com o SC, estudo 

revelou que na forma de complexo imune DENV-anticorpo anti-DENV, além do 

aumento da infecção in vitro, os monócitos passaram a expressar com maior 

intensidade moléculas de coestimulação CD86 e CD40 e aumentaram a produção das 

citocinas TNF-alfa, IFN-alfa e IL-10, quando comparados aos monócitos infectados 

apenas pelo DENV (280). Ainda, a infecção in vitro pelo DENV passou a induzir maior 

ativação da caspase-1 em macrófagos humanos, com consequente liberação de IL-

1beta e IL-18. O bloqueio de CLEC-5A foi capaz de reduzir a infecção com inibição da 

ativação do inflamassoma via NLRP3 e maturação de IL-1beta e IL-18 (281). Nossos 

dados não demonstraram influência da ativação da caspase-1 com o bloqueio de CR3, 

sugerindo uma via independente de inflamossoma.  O CR3 parece influenciar 
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diferentes modelos de infecção. A opsonização da bactéria Francisella tularensis via 

fragmentos de C3 aumenta sua fagocitose em macrófagos humanos via CR3 e resulta 

em menor produção das citocinas pró-inflamatórias TNF-alfa, IL-6 e IL-1beta, quando 

comparada a bactéria não opsonizada (282). Outro exemplo interessante foi o modelo 

de infecção in vitro de monócitos pela Porphyromonas gingivalis, um dos principais 

patógenos de doença periodental, no qual os autores demonstraram que o patógeno 

interage com CR3 inibindo a produção de IL-12p70. Essa relação foi confirmada com o 

uso de antagonista do CR3 (283).  

Nos monócitos, o CR3 encontra-se associado ao receptor de imunoglobulina 

FcγIII (CD16), não só pela proximidade física como também pela interação da região 

“lectina-like” localizada na cadeia alfa de CR3 (284-285). Esta interação é mantida 

também pela presença de CD16 solúvel (286) e é bastante importante na regulação da 

função de CR3, por exemplo, modulando sua interação com iC3b (287), entre outras 

(284). Em modelo de malária, foi observado que a subpopulação de monócitos 

CD14highCD16+ é a principal célula envolvida na fagocitose de eritrócitos infectados 

pelo Plasmodium falciparum, isso por vias dependentes de anticorpos e do SC (288). 

Essa subpopulação de monócitos CD14highCD16+ apresenta uma forte expressão de 

CR3 e CR4 comparada as outras subpopulações (CD14 lowCD16+ e CD14+CD16-), 

reafirmando que existe uma cooperação entre CD16 e CRs (288). Na Dengue, 

independente da expressão de CD16, monócitos são susceptíveis a infecção, contudo 

a subpopulação CD16+ são as principais produtoras de citocinas pró-inflamatórias IL-

1beta, TNF-alfa, IL-6 e quimiocinas CCL2, 3 e 4 em resposta a infecção (97). Com 

base nesses dados é possível supor que, na infecção in vitro pelo DENV o bloqueio de 

CR3 poderia influenciar na via de sinalização do CD16 e consequentemente, na 

produção de citocinas, como o TNF-alfa. 

Quanto aos demais CR, não observamos diferenças com relação à expressão de 

CR2(CD21) ou CR1(CD35) nos monócitos de pacientes infectados pelo DENV. Dados 

da literatura demonstram que o CR2 é expresso principalmente nos linfócitos B e 

células dendríticas foliculares (FDC). Nos linfócitos B, CR2 interage com C3d na 

superfície do antígeno, além de formar um complexo com CD19 e CD81 o que resulta 

na diminuição do limiar de ativação destas células (289). Somado a isso, a interação 

antígeno-C3d-CR2 expresso nas FDC é responsável pela retenção do antígeno nos 

centros germinativos e ativação de linfócitos B (290). O CR2 além de se ligar ao C3d 

(291), também se liga a proteína gp350/220 do vírus Epstein Barr, contribuindo para a 
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infecção de linfócitos B (292).  Na fisiologia, CR2 é o receptor do IFN-alfa e da 

molécula solúvel CD23 (293-294). Existe uma carência de dados na literatura que 

demonstrem a expressão de CR2 em monócitos e neste trabalho, nós confirmamos a 

baixa frequência de monócitos expressando CR2 em pacientes infectados pelo DENV e 

estes dados, nos levam a pensar que esse receptor não exerceria funções importantes 

na biologia de monócitos durante infecção pelo DENV.  

A remoção de complexos imunes (CI) pelas células fagocíticas é um importante 

mecanismo da homeostase. O CR1(CD35) desempenha papel importante na remoção 

dos CI, em cooperação com CR3 e FcγR, e também na inativação de C3b e C4b, 

regulando a ativação do SC (295). No modelo de infecção experimental murina com o 

Plasmodium yoeli, observa-se um acúmulo de CI circulante, muito provavelmente por 

conta da expressão diminuída de CR1 nos monócitos/macrófagos durante a infecção 

(296). Neste mesmo estudo, os autores detectaram diminuição da expressão de CR1 

em monócitos/macrófagos de pacientes com malária comparado aos indivíduos 

saudáveis. (296). Uma vez que o desenvolvimento da glomerulonegrite é 

frequentemente observada na malária, é possível que níveis aumentados de CI 

circulantes favoreçam sua deposição renal resultando na patologia (297). Na Dengue 

acredita-se que a presença de CI contendo o vírus facilitaria a infecção de monócitos 

via receptores Fc, aumentando a carga viral e contribuindo para patogênese da doença 

(298). Entretanto, pequenas quantidades de CI foram detectadas na circulação de 

pacientes (245). Assim, é possível que a diminuição de CR em monócitos de pacientes 

contribua para uma deficiência na regulação da resposta inflamatória via CRs, o que 

resultaria em uma maior produção de mediadores inflamatórios associados à gravidade 

da doença.  

O CD59 é um regulador importante do SC que atua inibindo a montagem do MAC 

ou C5b-9 na superfície celular. Nossos resultados revelaram diminuição na frequência 

de monócitos expressando CD59 em pacientes comparado aos controles. Além disso, 

monócitos que expressavam CD59, comparado aos monócitos CD59neg, foram mais 

susceptíveis a infecção in vitro pelo DENV-2. Diminuição da expressão de CD59 nas 

infecções virais tem sido demonstrada. Duas linhagens de hepatócitos, a BEL7402 (do 

inglês: “Human hepatoma cell line”) e HL7702 (do inglês: “normal liver cell line”) foram 

infectadas in vitro pelo vírus da Hepatite B (HBV), o que resultou na infecção e na 

diminuição da expressão de CD59 nestas duas linhagens. O bloqueio do CD59 com 

anticorpo neutralizante, seguido de incubação com soro normal humano, aumentou a 
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susceptibilidade destas células à citotoxicidade dependente de complemento em 

comparação às células tratadas com soro inativado, nas mesmas condições de 

bloqueio. Neste mesmo trabalho, os autores viram uma diminuição da expressão de 

CD59 em hepatócitos, obtidos por centese hepática e marcados por imuno-

histoquímica, de pacientes com infecção crônica pelo HBV, comparado a indivíduos 

saudáveis. Desta forma, eles sugeriram que hepatócitos de indivíduos HBV+ são mais 

susceptíveis aos componentes de ativação do SC, o que contribuiria para o dano no 

tecido hepático frequentemente observado nestes pacientes (299). De forma 

interessante, foi demonstrado que a infecção de células T pelo herpes vírus humano-7 

(HHV-7) induz aumento na expressão de dois outros reguladores, o CD46 e CD55 

tornando-as mais resistentes à lise mediada pelo SC, em comparação a células não 

infectadas, sugerindo um mecanismo de escape viral, favorecendo o estabelecimento 

da infecção (300). Em nossos dados, observamos uma diminuição da frequência 

monócitos expressando CD59 nos pacientes com DENV. Portanto, monócitos 

provenientes de pacientes estariam mais susceptíveis à lise celular dependente de 

complemento, mas também, à infecção pelo DENV. Portanto, este poderia constituir 

um mecanismo de eliminação de células infectadas de muita importância para o 

desfecho clínico do paciente. 

Na fase fluída o C5b-9 é rapidamente inibido pela associação com a clusterina ou 

a proteínas S (vitronectina), originando o SC5b-9 (301-302), cujos níveis circulantes 

refletem diretamente a ativação do SC (303). Contudo, o SC5b-9 é descrito não ser 

mais capaz de levar a formação de poros na membrana, porém pode induzir uma 

variedade de efeitos, particularmente em células endoteliais, incluindo  a ativação de 

respostas pró-inflamatórias e pró-coagulantes (228, 304). De fato, o endotélio é um 

alvo potencial para os produtos biologicamente ativos do complemento. Em nosso 

estudo, tivemos dois cenários relacionados ao SC5b-9 nos grupos de pacientes 

infectados pelo DENV-1/-2 ou pelo DENV-4. Não pudemos comparar os níveis 

circulantes de SC5b-9 entre os grupos, uma vez que a dosagem foi feita em um grupo 

no plasma e no outro grupo, no soro. De forma interessante, na infecção pelo DENV-1/-

2 níveis aumentados de SC5b-9 foram encontrados nos pacientes graves comparado 

aos FD e FD/SA, enquanto que, entre os pacientes-DENV-4 FD e FD/SA/Grave não 

observamos diferenças em relação aos níveis de SC5b-9. Ainda, nós confirmamos 

apenas nos pacientes-DENV-1/-2 uma associação entre níveis aumentados de SC5b-9 

e o aparecimento de manifestações hemorrágicas e extravasamento vascular, 
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confirmando dados de outro grupo (27). Entretanto, nos pacientes-DENV-4 os níveis 

séricos de SC5b-9 foram correlacionados diretamente com a contagem de plaquetas e 

leucócitos, o que poderia indicar que o SC5b-9 nestes pacientes não estaria 

correlacionado a gravidade, diferente do observado nos pacientes-DENV-1/-2. Além 

disso, encontramos uma correlação positiva entre os níveis de SC5b-9 com o aumento 

da medida do TEER quando o soro de pacientes-DENV-4 foi adicionado sobre as 

monocamadas de HMVEC-d, indicando um efeito protetor da integridade endotelial 

pelo SC5b-9 nos pacientes-DENV-4. De fato, pacientes DENV-4 apresentaram uma 

doença de curso clínico mais brando comparado aos pacientes-DENV-1/-2. Como 

perspectiva, pretendemos avaliar a medida do TEER em presença de soro de 

pacientes-DENV-1/-2. Não sabemos ainda se o SC5b-9 estaria contribuindo de alguma 

forma para o desfecho clínico dos pacientes acometidos por diferentes sorotipos virais, 

mas nossos dados preliminares nos incentivam a continuar esse tipo de investigação. 

Neste mesmo modelo em que adicionamos soro de pacientes-DENV-4 numa 

monocamada de HMVEC-d, foi medido a liberação da enzima intracelular LDH, como 

uma das possíveis formas de se avaliar a viabilidade celular. A adição de soro de 

pacientes contendo níveis de SC5b-9 conhecidos induziu aumento da liberação de LDH 

pelas HMVEC-d. Já o pré-tratamento com o peptídeo RGD, bloqueador da ligação do 

SC5b-9 ao receptor de vitronectina na célula, reduziu a liberação de LDH pelas 

HMVEC-d. Estes resultados apontam para, embora níveis circulantes de SC5b-9 nos 

pacientes-DENV-4 estivessem associados com a manutenção da permeabilidade 

endotelial, o SC5b-9 alteraria a integridade ou a viabilidade das HMVEC-d. Estudo 

utilizando células renais de rato demonstrou que a montagem do C5b-9 em 

quantidades sublíticas resultou na morte celular por apoptose, indicada pela 

fragmentação do núcleo, exposição de fosfatidilserina e indução da clivagem e ativação 

da caspase-3. De forma interessante, o tratamento das células com complexo inativo 

SC5b-9, também resultou em ativação da caspase-3 e apoptose, confirmando que 

ambos os sistemas foram capazes de induzir apoptose e dano celular (305).  

Bossi e colaboradores demonstraram que SC5b-9 poderia exercer efeito indireto 

na alteração da permeabilidade. Neste contexto, os autores confirmaram a alteração da 

permeabilidade de HUVECs (célula endotelial vascular umbilical humana) após 30 min 

de incubação in vitro com o SC5b-9. Neste mesmo sistema, os autores viram que, a 

adição de bradicinina, molécula de efeito vasodilatador, promoveu aumento da 

permeabilidade já nos 5 min de incubação. Para fins de avaliação, os autores usaram 
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antagonistas do receptor de bradicinina (HOE-140) ou do PAF (do inglês “platelet 

activating factor”, CV3988) no tratamento com o SC5b-9 e viram uma redução da 

alteração da permeabilidade, enquanto o uso dos dois antagonistas simultaneamente 

inibiu completamente a alteração da permeabilidade. Com esses dados, os autores 

acreditam que o efeito do SC5b-9 na permeabilidade endotelial possa ser indireto, por 

exemplo, através da indução de fatores intermediários como a bradicinina e PAF (229). 

Nas células endoteliais, o SC5b-9 é capaz de estimular a expressão de fator 

tecidual, moléculas de adesão como ICAM, VCAM e E-selectina em cooperação com o 

TNF-alfa (220, 228), migração de polimorfonucleares, entre outras funções (230). Do 

mesmo modo que produtos do SC influenciam a produção de citocinas, foi 

demonstrado que citocinas como IL-2 e IFN-gama recombinante induzem a biossíntese 

de componentes do SC, como C3 e C4 por células epiteliais (306-307), enquanto o 

estímulo pelo TGF-β levou a diminuição da produção destes componentes e do fator H 

em células epiteliais (308). De forma interessante, nossos dados demonstraram uma 

correlação direta entre os níveis de SC5b-9 e citocinas pró-inflamatórias como a IL-

1beta, TNF-alfa, IFN-gama, IL-8 e inversa com IL-10. Esses dados corroboram a 

existência de uma conexão entre a ativação do SC e citocinas, consequentemente, 

qualquer tipo de desregulação em um desses sistemas, afetaria diretamente o outro.  

Num segundo aspecto do nosso trabalho, dados publicados nos anais do 

Frontiers of Immunology, em forma de resumo (309) e com o manuscrito em vias de 

submissão, iniciamos com a observação de que existia uma correlação inversa entre os 

níveis de SC5b-9 e a frequência de linfócitos T CD4 e CD8, em pacientes-DENV-4, o 

que nos levou a investigar a expressão de reguladores da ativação do complemento 

nestas células. O envolvimento de linfócitos T na Dengue é um dos fatores estritamente 

relacionados à imunopatogênese, achados mostraram que nas infecções secundárias, 

linfócitos T CD8 de memória cruzada apresentavam um perfil pró-inflamatório, produtor 

preferencialmente de TNF-alfa e IFN-gama, e menos citotóxico. Ainda, estas citocinas 

secretadas pelos linfócitos T contribuiriam para o estabelecimento do dano vascular 

observado em pacientes nas formas graves (83, 114). Em acordo com os dados 

anteriores, Duangchinda e colaboradores observaram em pacientes FD maior 

frequência de linfócitos T citotóxicos expressando CD107a (80%) do que os pró-

inflamatórios produtores de TNF-alfa e IFN-gama (20%), enquanto que em pacientes 

FHD, a população predominante eram de pró-inflamatórios (71%) em detrimento aos 

citotóxicos (29%), sugerindo que a ativação de um perfil citotóxico contribuiria 



88 
 

positivamente para o controle da infecção e resistência às formas graves (310). Por 

outro lado, recentemente um estudo questionou a hipótese anterior, uma vez que foi 

observado ativação dos linfócitos T antes do aparecimento de hemoconcentração e 

trombocitopenia, ambos sinais de extravasamento vascular (120). Independente do 

perfil citotóxico ou inflamatório, nosso grupo publicou dados bastante relevantes que 

mostravam frequências aumentadas de linfócitos T expressando os receptores de 

quimiocina CCR5, CCR4 e CXCR3 em pacientes infectados pelo DENV comparado 

aos controles, e ainda, que estes linfócitos T coexpressavam moléculas associadas à 

função citotóxica e ativação/migração celular. De forma interessante, enquanto os 

níveis plasmáticos de CCL5 eram baixos nos pacientes-DENV, observamos em 4 

casos fatais pela doença, um aumento de células CCL5+ no tecido hepático. Esses 

dados nos levaram a hipótese de que linfócitos T expressando receptores de 

quimiocinas, especialmente CCR5, seriam células efetoras e aptas a migrar para sítios 

de infecção (311). Independente do perfil de resposta, o que autores, recentemente, 

estão defendendo é que a eficácia da resposta de linfócitos T é associada a um perfil 

multifuncional (312) e que na infecção pelo DENV, a multifuncionalidade destas células 

é o ponto importante para o estabelecimento de uma à resposta imune protetora 

durante infecções secundárias (111). Com relação à expressão de CR na Dengue, 

resultados obtidos na minha dissertação de mestrado revelaram uma diminuição na 

frequência de linfócitos T CD4 expressando CR1(CD35) nos pacientes, independente 

da gravidade clínica, comparado aos controles, enquanto que nas T CD8 essa 

diminuição foi observada apenas em pacientes FD comparados aos controles. Vimos 

também uma diminuição na frequência de linfócitos T CD4 e CD8 expressando CR2 

(CD21) em pacientes FD em comparação aos controles. Por outro lado, pacientes 

graves apresentam maior frequência de linfócitos T expressando CR2 comparado aos 

pacientes FD. Assim, na infecção pelo DENV existiria uma modulação na expressão de 

CR nos linfócitos T. 

Inicialmente, nós avaliamos a expressão de CR3(CD11b) nos linfócitos T de 

pacientes infectados pelo DENV, observamos uma maior expressão de CR3(CD11b)  

em linfócitos T CD8. De fato, a expressão de CR3(CD11b)  em linfócitos T CD8 vem 

sendo associada às infecções virais agudas. Neste contexto, pacientes infectados pelo 

citomegalovírus (CMV) durante período de viremia apresentaram aumento na 

frequência de células T CD8 expressando CD11b, porém esta população não foi 

detectada 2 a 6 meses após a infecção (313). No modelo de infecção murina pelo 
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LCMV (do inglês “lymphocytic choriomeningitis virus”) também foi observado aumento 

na frequência de linfócitos T CD8 CD11b+. A seleção de células T CD8 CD11b+ 

demonstrou que essa subpopulação exerce uma maior atividade citolítica antiviral 

comparada aos linfócitos T CD8 CD11bneg. Desta forma, ambos os estudos anteriores 

discutem o papel dos linfócitos T CD8 CD11b+ como uma subpopulação efetivamente 

envolvida com a função efetora antiviral (314). Em nossos dados, embora não 

tivéssemos observado um aumento da frequência de linfócitos T expressando CD11b, 

pacientes-DENV+ apresentam uma frequência aumentada de linfócitos T CD8 CD11b+ 

coexpressando CD107a, indicando que estas células exerceriam uma função citotóxica 

na Dengue.  

Além disso, observamos que a frequência de linfócitos T CD4 e CD8 expressando 

CD11b+ foram correlacionadas diretamente com níveis séricos de IL1-beta, mas 

apenas os linfócitos T CD4 CD11b+ foram correlacionados inversamente com IL-10. Em 

outros tipos celulares a expressão de CR3 (CD11b) parece ser modulada em resposta 

as citocinas. Por exemplo, monócitos humanos tratados com a citocina 

imunomodulatória TGF-beta diminuiu a expressão de CR3(CD11b)  (315). Aumento da 

expressão de CR3(CD11b) em células NK foi observado após tratamento destas 

células com as citocinas recombinantes IFN-alfa e IL-2 (316). Esses dados poderiam 

sugerir que citocinas produzidas em resposta a infecção pelo DENV teriam efeito na 

expressão de CR3(CD11b) nos linfócitos T de pacientes. 

Classicamente, a função dos reguladores da ativação do complemento CD46, 

CD55 e CD59 é proteger células sadias de um possível dano causado pela ativação 

inadequada do SC. Aqui, nós não observamos alteração na frequência de linfócitos T 

expressando CR em pacientes-DENV-4. Uma vez que vários estudos tem demonstrado 

o envolvimento dos reguladores do complemento na ativação da resposta de linfócitos 

T (317-318), nós avaliamos o perfil de ativação destas células o que em geral, indicou 

um aumento da frequência de células T CD46+ ou CD55+ coexpressando os 

marcadores de ativação, migração e citotoxicidade CCR5, CD29 e CD107a.  

Em relação ao CD46, a estimulação com anticorpos monoclonais anti-CD46 e 

anti-CD3 promoveu a diferenciação de linfócitos T CD4 circulantes de doadores para 

um fenótipo regulador, produtores de IL-10 e granzima B (208). Somado a isto, neste 

mesmo sistema os linfócitos T CD4 aumentaram a expressão da molécula de adesão 

α4β7 e do receptor de quimiocina CCR9, ambos envolvidos na migração de linfócitos T 

para o intestino. De fato, perfil similar foi observado nos linfócitos T CD4 isolados da 
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lâmina própria, sugerindo que CD46 contribuiria para a ativação e capacidade 

migratória das células T (319). Análises similares foram feitas observando o CD55, no 

qual o estímulo do CD55 através do seu ligante EGF-TM7, e anti-CD3 induziu 

proliferação, expressão de marcadores de ativação e secreção de IL-10 por linfócitos T 

CD4 humanos (213). Num modelo bem interessante de infecção viral aguda pelo LCMV 

(do inglês “Lymphocytic Choriomeningitis virus”), a estimulação com antígenos 

específicos in vitro induziu maior proliferação, produção de IFN-gama e maior atividade 

citolítica nos linfócitos T CD8 de camundongos deficientes de CD55 (CD55-/-) 

comparado aos animais selvagens, o que favoreceria um maior controle da infecção. 

Estes e outro conjunto de dados demonstram que os CR reguladores participam 

efetivamente da resposta de linfócitos T (320). Na Dengue, é possível que o aumento 

da frequência de linfócitos T coexpressando CR e marcadores de ativação tenham 

papel importante na resposta imune antiviral, contudo mais estudos precisam ser 

realizados a fim de caracterizar melhor estas células fenotípica- e funcionalmente, bem 

como avaliar pacientes com infecção por sorotipos e gravidade diferentes. 

No caso da coexpressão CD59 e marcadores de ativação nos linfócitos T de 

pacientes, a frequência de linfócitos T CD8CD59+ CD29+ foi aumentada nos FD, 

enquanto que os linfócitos T CD8CD59+ CCR5+ ou CD107a+ estava diminuída nos 

FD/SA/Grave. Trabalhos demonstram a participação do CD59 na ativação de linfócitos 

T. Assim, utilizando técnica de supressão da expressão do CD59 (siCD59), autores 

demonstraram um aumento significativo da ativação e proliferação de linfócitos T, com 

produção de IL-2 pelos TCD4 e IFN-gama pelos CD8 co-cultivados na presença de 

DCs autólogas estimuladas com lisado tumoral. Por outro lado, o siCD59 tornou as 

células mais susceptíveis a lise mediada pelo complemento quando na presença de 

soro e anticorpos, comparado aos linfócitos T CD59+ (214). Citocinas estão envolvidas 

na expressão de CD59, por exemplo, enquanto IL-1-beta, IL-6 e TNF-alfa aumentaram 

a expressão deste receptor em hepatócitos humanos, o contrário foi observado para o 

IFN-gama (321). Fatores relacionados ao patógeno como a proteína do core (HBc) do 

HBV diminuiu a expressão de CD59 nas linhagens de hepatócitos HepG2. Em 

pacientes, biópsias de fígado de pacientes infectados pelo HBV apresentaram 

diminuição da expressão de CD59 e maior deposição do MAC, resultando em dano 

tecidual mais acentuado no fígado destes pacientes (322). Em nosso trabalho, 

observamos apenas uma correlação positiva entre a frequência de linfócitos T 

expressando CD59 e níveis de IFN-gama, diferente dos achados em hepatócitos. 
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Ainda, a frequência de linfócitos T CD59+ coexpressando marcadores associados à 

função citotóxica, ativação e de migração sugere que estas células T são capazes de 

migrar para sítios inflamatórios e exercer sua função efetora, estando ainda protegidas 

da lise mediada pelo complemento. No geral pensamos que todo ambiente, ou seja, 

tipo de infecção, subpopulação celular e citocinas influenciam de maneira diferencial a 

expressão de reguladores do complemento. Especificamente nas células infectadas, a 

diminuição da expressão desses reguladores poderia constituir um mecanismo de 

escape viral, contra a lise induzida pelo MAC.  

Por fim, uma terceira etapa do trabalho foi realizada na Universidade de 

Pittsburgh em colaboração com Dr. Ernesto Marques. Relembrando, na tentativa de 

estabelecer a infecção, certos vírus desenvolveram mecanismos de escape limitando a 

ação dos componentes do complemento. Dentre esses, citamos casos de vírus que 

utilizam os CR como receptores de entrada na célula alvo (275, 323-324), aqueles que 

por diferentes mecanismos suprimem ou diminuem a ação dos componentes de 

ativação do complemento (325-326) ou ainda, aqueles que diminuem a expressão de 

reguladores do complemento em células do hospedeiro prevenindo a lise mediada pelo 

MAC (300). Alguns destes mecanismos atuam no momento da formação e 

estabilização da C3 convertase (327), regulando a clivagem de C3, componente central 

do complemento, prevenindo não só a montagem do MAC, mas a fagocitose de 

partículas opsonizadas por fragmentos de C3. 

Em nossos resultados preliminares, parece que o DENV-2 induziu a clivagem da 

cadeia alfa de C3, na ausência de fD, sem consumo do fB. Esse dado poderia sugerir 

que a clivagem de C3 constituiria um mecanismo de escape do DENV-2 da ativação do 

complemento, com diminuição da deposição de C3. A literatura já demonstrou que 

pacientes com FHD apresentaram níveis plasmáticos elevados de fD e C3a em 

comparação aos pacientes com FD (247). Chung e colaboradores demonstraram a 

interação da proteína NS1 do WNV com o fH. O complexo NS1 e fH promoveu 

degradação de C3b em solução (328). Curiosamente, observamos que a incubação do 

DENV com os fatores C3, fB, fD e properdina, na presença de ambos os reguladores fI 

e fH, levou a uma menor clivagem de C3 e menor geração dos seus produtos de 

degradação. Assim, a presença do DENV ou de suas proteínas virais como a NS1, 

seria um mecanismo de controle da ativação do complemento, uma vez que na 

ausência do DENV-2, o C3 foi totalmente consumido. Possivelmente, a regulação da 

clivagem de C3 depende da formação da C3 convertase, o que poderia ocasionar 
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prejuízo nos mecanismos de opsonização por fragmentos de C3 e na montagem do 

MAC. É foco ainda de nossos estudos, entender o que acontece com a infecção, uma 

vez que estudos anteriores indicam que a maior clivagem de C3 na infecção pelo 

DENV com menores níveis do regulador fH, o que poderia constituir uma forma de 

induzir desregulação do SC observada principalmente nas formas graves da doença 

(247). Ainda, investigar se existe ligação do vírus com CR3 (CD11b) e como a 

interação vírus-fragmentos de C3 influenciaria na infecção.  

Assim, a partir do conjunto de nossos dados, acreditamos que a diminuição da 

frequência de monócitos expressando CR em pacientes infectados pelo DENV 

constituiria um dos mecanismos de resistência à infecção, uma vez que in vitro, o 

bloqueio de CR3(CD11b) sozinho ou associado a molécula CD18, reduziu a infecção 

em 30%. Embora mais resistentes à infecção, esses monócitos não alteram seu 

fenótipo relacionada à apresentação antigênica via MHC de classe II, moléculas de 

coestimulação e a propriedade de ativação da caspase-1, apesar de redução da 

produção de IFN-alfa e TNF-alfa. Todo esse conjunto seria importante para o controle 

da infecção viral e também, na indução de uma resposta pró-inflamatória menos 

exacerbada. A redução de parte da infecção pelo bloqueio do CR3, nos motiva a 

investigar por qual mecanismo se dá esse efeito, uma vez que poderíamos considerá-lo 

um potencial candidato as terapias anti-DENV. Mais estudos são necessários e vão 

desde as etapas iniciais de interação vírus com o receptor, até a modulação da via 

endocítica e produção de moléculas com efeitos antivirais pelas células-alvo. Ao 

mesmo tempo, observamos uma diminuição na frequência de monócitos expressando 

CD59, o que favoreceria a eliminação de células infectadas pela lise dependente do 

MAC. Apesar de observamos ativação do SC pela medida dos níveis de SC5b-9 em 

pacientes infectados pelo DENV, associação entre os níveis de SC5b-9 e gravidade foi 

observada apenas em pacientes-DENV-1/-2, mas não em pacientes-DENV-4, o que 

poderia contribuir para o entendimento da patogênese da Dengue de acordo com os 

diferentes sorotipos virais. Nós observamos uma correlação positiva entre os níveis de 

SC5b-9 em pacientes DENV-4 e medidas altas de TEER, o que significa manutenção 

da integridade do endotélio em nosso sistema. Além do SC, não descartamos que 

mediadores inflamatórios solúveis, como citocinas, quimiocinas, bradicinina, 

componentes da coagulação e outros contribuiriam para a manutenção da integridade 

da monocamada das HMVEC-d. Um dado bastante desafiador para nosso grupo foi a 

participação do SC5b-9 como indutor da liberação da enzima intracelular LDH nas 

HMVEC-d, indicando sua participação na viabilidade dessas células. Contudo, essas 
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dados são bastante preliminares e outros ensaios que  incluam a adição do soro de 

indivíduos saudáveis, soro inativado e do complexo SC5b-9 purificado como controles 

deverão ser realizados a fim de investigar se de fato existe morte celular e quais 

mecanismos intracelulares são induzidos. O aumento da frequência de linfócitos T 

coexpressando os receptores reguladores do complemento e marcadores de 

citotoxicidade, ativação e migração em pacientes sugere que essas células possuem 

um perfil efetor, capazes de migrar para os sítios de infecção e exercer atividade 

antiviral e estando ainda protegidas da lise mediada pelo SC. Acreditamos que também 

seja necessário caracterizar esses linfócitos T por meio de ensaios de funcionalidade 

como capacidade de induzir citotoxicidade e produzir citocinas. Ainda, avaliar essas 

subpopulação nas infecções por diferentes sorotipos. Por fim, o DENV parece induzir 

clivagem de C3 na fase fluída. É preciso ainda entender se este mecanismo 

prejudicaria ou não a deposição de fragmentos de C3 na superfície viral, o que poderia 

constituir um mecanismo de escape viral contra a lise pelo complemento. E investigar 

se a deposição de fragmentos de C3 na superfície viral poderia bloquear ou aumentar a 

infecção via CR3, na tentativa de esclarecer o mecanismo pelo qual o bloqueio de CR3 

diminui a infecção pelo DENV in vitro.   
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6. CONCLUSÃO 

6.1. A diminuição da frequência de monócitos CD14+ expressando CR4 (CD11c), 

CR3 (CD11b) e CD59 em pacientes infectados pelo DENV constituiria um mecanismo 

de controle da eliminação de células infectadas mediada pelo sistema complemento.  

6.2. O bloqueio prévio de CR3 reduz a infecção pelo DENV-2 em monócitos, sem 

alterar seu perfil de ativação celular, mas diminuindo a produção das citocinas TNF-alfa 

e IFN-alfa. O que constituiria um mecanismo de controle da infecção, associado a uma 

resposta pró-inflamatória menos intensa. 

6.3. Elevados níveis do complexo SC5b-9 em pacientes indicam ativação do SC na 

Dengue. Ainda, dependendo do sorotipo da infecção, no caso, DENV-1/-2 ou DENV-4, 

parece que SC5b-9 teria uma atuação diferente na patogênese da doença, inclusive na 

manutenção da integridade e viabilidade de células endoteliais. 

6.4. Um aumento da frequência de linfócitos T CD8+ CR3(CD11b)+ CD107a+ 

poderia indicar um papel potencial dessas células no controle da infecção viral. 

6.5. Ainda, um aumento da frequência de linfócitos T coexpressando receptores 

reguladores CD46, CD55 ou CD59 e marcadores de ativação e migração celular 

indicaria papel potencial dessas células em sítios inflamatórios no controle da infecção 

e resistentes a lise mediada pelo complemento. 

6.6. A clivagem de C3 pelo DENV na ausência de fD sugere que o vírus, por si só, 

é capaz de modular a ativação do SC. 
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8. ANEXOS 

Anexo 1 

 

Anexo 1: Níveis séricos de citocinas em pacientes infectados pelo DENV e 
controles. A dosagem das citocinas circulantes (A) IL-1β, (B) IL-8, (C) IL-10, (D) IFN-

gama e (E) TNF-alfa no soro de controles saudáveis e em pacientes pacientes 
infectados pelo DENV foi realizada por ELISA ou Luminex.Gráficos representam as 
medianas e a variação interquartil (25 – 75%). Para a análise estatística foi utilizado o 
teste Mann-Whitney U. Valores de p estatisticamente significativos são demonstrado 
acima dos pares. 
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