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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Óxido nítrico sintase induzida (iNOS) e indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO) em monócitos 

CD14+CD16+/- após infecção pelo vírus Dengue  

 

RESUMO 

Os monócitos humanos em condições fisiopatológicas podem ser ativados, passando a produzir diversos 

mediadores inflamatórios, além de induzir enzimas como iNOS (óxido nítrico sintase induzida) e IDO 

(Indoleamina 2,3 dioxigenase). Sabe-se que monócitos não clássicos, CD14+CD16+ estão mais 

associados à produção de citocinas pró-inflamatórias, enquanto que os monócitos clássicos, 

CD14+CD16-, tendem a possuir um papel mais protetor na dengue. Considerando-se que as enzimas 

iNOS e IDO podem estar envolvidas na infecção pelo DENV e que o vírus é capaz de ativar os monócitos, 

buscamos determinar as diferentes subpopulações de monócitos expressando iNOS e IDO e sua 

associação com algumas citocinas/quimiocinas produzidas durante a infecção pelo DENV-4 e DENV-2. 

Foram utilizadas amostras de pacientes da epidemia de DENV-4 ocorrida em 2013, MS, além de células 

de doadores saudáveis, infectadas in vitro pelo DENV-2. Observamos que pacientes com DENV-4 

apresentam aumento na detecção de iNOS e IDO em ambas subpopulações de monócitos, além de uma 

leve expansão de células CD14+CD16+ e redução de CD14+CD16-. Estes pacientes também mostraram 

aumento nos níveis de NO, IL-10, IP-10, MCP-1, IFN-γ e TNF-α no plasma durante a fase aguda da 

infecção. Nossos resultados mostraram, pela primeira vez, a associação da enzima IDO com a 

subpopulação de monócitos CD14+CD16+ e de iNOS com a  subpopulação CD14+CD16-. A 

subpopulação de monócitos clássicos, CD14+CD16- mostrou estar inversamente correlacionado com os 

níveis de IL-10 e IP-10/CXCL10, enquanto que monócitos não-clássicos, CD14+CD16+ estão 

positivamente correlacionados com a citocina IL-10. TNF-α, IL-10 e a quimiocina IP-10/CXL10 estão 

positivamente correlacionadas com a população de monócitos CD14+iNOS+. Ambas as células CD14+ - 

CD16-iNOS+ e CD16+iNOS+ apresentaram correlação positiva com IL-10, IP-10/CXL10 e MCP-1/CCL2, 

além do TNF-α estar associado às células CD16-iNOS+. As populações CD14+CD16-IDO+ e CD16+IDO+ 

correlacionaram-se positivamente com IL-10. Além disso, a subpopulação de monócitos CD16-IDO+ 

também apresentou uma correlação positiva com TNF-α e IP-10/CXCL10. Avaliamos também a infecção 

in vitro de monócitos humanos pelo DENV-2 e, novamente observamos uma associação da iNOS com a 

subpopulação CD14+CD16-. Não foram observadas alterações na frequência das subpopulações de 

monócitos, bem como nenhum aumento detectável destas enzimas nem produção de 

citocinas/quimiocinas na análise realizada 24h após a infecção. Entretanto, o estímulo das culturas com 

LPS+IFN-γ foi associado à presença de IDO e reduziu a replicação viral e a taxa de infecção em ambas 

subpopulações estudadas, além de aumentar a produção das citocinas/quimiocinas IL-10, MCP-1 e TNF-

α. O uso de um inibidor de NO (L-NMMA), aumentou a detecção de IDO e a produção destes mediadores 

inflamatórios, além dos níveis de produção de NS1. Já o uso de um doador de NO (SNAP), foi capaz de 

reduzir a infecção nas subpopulações celulares avaliadas. Confirmamos, assim, a ação antiviral da 

molécula NO na dengue e sua possível ação sobre a enzima IDO, na doença. Ainda, nossos dados 

sugerem um papel regulador e antiviral da enzima IDO durante a infecção pelo DENV, que merece ser 

melhor investigado. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Induced nitric oxide synthase (iNOS) and indoleamine 2,3 dioxygenase (IDO) in 

CD14+CD16+/- monocytes after Dengue virus infection  

 

ABSTRACT 

Under physiopathological conditions, the human monocytes can be activated, producing several 

inflammatory and inducing enzymes such as iNOS (induced nitric oxide synthase) and IDO 

(Indoleamine 2,3 dioxigenase). It is known that non-classical monocytes, CD14+CD16+ are more 

associated with the production of pro-inflammatory cytokines, whereas the classical monocytes, 

CD14+CD16-, tend to have a more protective role in dengue. Considering that iNOS and IDO 

enzymes may be involved in DENV infection and that the virus is capable of activating monocytes, 

we determined monocyte subsets that express iNOS and IDO and identified their association with 

some cytokines/chemokines produced during DENV-4 infection and DENV-2. Patient samples from a 

DENV-4 epidemic occurred in 2013, MS, were analyzed, as well as cells from healthy donors, 

infected in vitro by DENV-2. We observed that patients with DENV-4 had increased iNOS and IDO 

detection in both monocyte subsets, in addition to a mild expansion of CD14+CD16+ cells and a 

reduction in CD14+CD16-. These patients also showed increased NO, IL-10, IP-10, MCP-1, IFN-γ 

and TNF-α levels in plasma during the acute phase of infection. Our results showed, for the first time, 

the association of the IDO enzyme with the CD14+CD16+ subpopulation and iNOS with the 

CD14+CD16- subpopulation. The classical monocyte subset, CD14
+
CD16

-
 was shown to be 

inversely correlated with  IL-10 and IP-10/CXCL10 levels, while the non-classical CD14
+
CD16

+ 
is 

positively correlated with the IL-10 cytokine. TNF-α, IL-10 cytokines and IP-10/CXL10 chemokine are 

positively correlated with the CD14
+
iNOS

+
 monocyte population. Both CD14

+
 cells -CD16

-
iNOS

+
 and 

CD16
+
iNOS

+
 subsets - presented positive correlation with IL-10, IP-10/CXL10 and MCP-1/CCL2, 

besides TNF-α associated with CD16
-
iNOS

+
 cells. The CD14

+
CD16

-
IDO

+
 and CD16

+
IDO

+
 

populations correlated positively with IL-10. Futhermore, the CD16
-
IDO

+ 
monocyte subset also 

presented a positive correlation with TNF-α and IP-10/CXCL10. We also evaluated the in vitro 

infection of human monocytes by DENV-2 and, once again, it was observed an association of iNOS 

with the CD14+CD16- subset. No changes in frequencies of the monocyte subsets were observed, 

no detectable increase in these enzymes nor the production of cytokines/chemokines, in analyses 

performed at 24 hours after infection. However, the cultures stimulation with LPS+IFN-γ was 

associated with IDO presence and reduced viral replication and infection rate in both monocyte 

subsets studied; in addition, it increased the production of IL-10, MCP-1 and TNF-α 

cytokines/chemokines. The use of an NO inhibitor (L-NMMA) increased IDO detection and the 

production of these inflammatory mediators, besides elevating NS1. On the other hand, the use of an 

NO donor (SNAP) could reduce infection in the cell subsets evaluated. We thus confirmed the 

antiviral action of the NO molecule on dengue and its possible action on the IDO enzyme in the 

disease. Furthermore, our data suggest a regulatory and antiviral role of the IDO enzyme during 

DENV infection that deserves to be better investigated. 
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https://en.wikipedia.org/wiki/Granulocyte_macrophage_colony-stimulating_factor
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1- Introdução 

1.1- Histórico e epidemiologia da dengue 

Na última década, houve a emergência de novas arboviroses reconhecidas 

e a reemergência de outras. Entre as arboviroses transmitidas por mosquitos, a 

dengue é a que se espalha mais rapidamente no mundo. Nos últimos 50 anos, 

houve um aumento de 30% em sua incidência, com expansão geográfica para 

novos países.  Anualmente, ocorrem cerca de 50 a 100 milhões de infecções 

no mundo, e 2,5 bilhões de pessoas vivem em áreas de risco de transmissão 

(1, 2). 

O vírus Dengue foi isolado pela primeira vez no Japão, de soldados 

japoneses acometidos de uma doença febril (3). Na mesma época, 

pesquisadores isolaram o mesmo vírus de soldados americanos provenientes 

do Havaí. Posteriormente, foi isolado outro sorotipo proveniente de Nova Guiné 

(4). Os isolamentos foram realizados através da inoculação de amostras de 

sangue, em camundongos. Os primeiros isolados foram denominados DENV-1 

e o isolado de Nova Guiné foi denominado DENV-2. O DENV-3 e o DENV-4 

foram isolados em 1956, nas Filipinas (5).  

Há relatos documentados na enciclopédia chinesa, publicada durante a 

dinastia Chin (265 a 420 d.C), de uma doença semelhante à dengue, referida 

como "veneno da água". Além disso, uma epidemia semelhante à dengue foi 

relatada por volta dos anos 1789 – 1790, ocorrida em Batavia (Jakarta), Cairo e 

Filadélfia, indicando que a distribuição global da dengue tem existido por mais 

de 200 anos (6). A primeira epidemia bem documentada, que se tornou 

conhecida como febre hemorrágica, aconteceu em Manila nos anos 1953/1954, 

seguida por outra ainda maior em Bangkok, em 1958 (7, 8).  A origem das 

infecções humanas pelo vírus Dengue (DENV) não é bem definida. 

Possivelmente, a mudança do vetor, do ambiente florestal para o rural, devido 

às derrubadas das florestas e desenvolvimento dos povoados, seja a principal 

causa. Adaptado ao ambiente peridoméstico, o mosquito encontrou condições 

que favoreceram seu desenvolvimento e, assim, conseguiu disseminar o vírus. 

Outra hipótese é que o vírus tenha surgido na África e espalhou-se pelo mundo 

através do tráfico de escravos (9).  
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A maioria das epidemias de dengue ocorreu nas Américas, sul da Europa, 

norte da África, Mediterrâneo, Ásia, Austrália, Índia, Oceania, regiões sul e 

central do Pacífico e no Caribe, no final do século XVIII, durante o século XIX e 

início do XX. O mosquito adaptou-se muito bem ao ambiente urbano, vivendo 

próximo à população e se reproduzindo de forma eficiente.  Nas Américas, a 

Febre da dengue (FD) surgiu durante a Segunda Guerra Mundial, havendo 

evidências de uma endemia pelo DENV-2 na região do Caribe. Nas décadas de 

40, 50 do século passado, foi realizada uma intensa campanha de combate ao 

vetor Aedes aegypti, pela Organização Pan-americana de Saúde (OPAS), com 

a finalidade de se diminuir a transmissão urbana do vírus da febre amarela (9). 

Porém, com a descontinuidade do combate ao mosquito, o vetor A. aegypti foi 

reintroduzido na América, levando ao ressurgimento das epidemias de FD. A 

primeira principal epidemia de dengue americana ocorreu em Cuba, em 

1977/1978 e foi causada pelo DENV-1. O DENV-1 e DENV-4 foram 

introduzidos, assim como um novo subtipo do DENV-2, neste continente (10). 

Durante o período de 1981 a 1997 foram confirmados casos de FHD (Febre 

hemorrágica da dengue) em 24 países (11). No ano de 1989, ocorreu uma 

epidemia de FHD na Venezuela e uma nova epidemia em Cuba, no ano de 

1997. Ambas foram causadas pelo DENV-2, não havendo casos graves, na 

epidemia de 1997, entre crianças (12). Na região das Américas tem ocorrido 

um crescimento progressivo de casos de dengue durante as três últimas 

décadas levando à extensão da doença por quase a totalidade dos países (13).  

No Brasil, a primeira evidência de circulação do DENV ocorreu no estado de 

São Paulo (SP), em 1916, e Rio de Janeiro (RJ), em 1923 (14, 15). A primeira 

epidemia de dengue documentada no país ocorreu em 1981, em Boa Vista, 

Estado de Roraima, onde foram identificados os sorotipos DENV-1 e DENV-4 

(16). O DENV-2 foi detectado no Rio de Janeiro, em 1990, e foi responsável 

por um extenso surto e surgimento de casos graves (17, 18). No entanto, a 

primeira grande epidemia de dengue ocorrida no Brasil se deu no ano de 2002, 

quando foram registrados quase 800.000 casos da doença, ocasionando mais 

de 30 mortes por FHD, sendo a maioria deles identificado como DENV-3 (19). 

O DENV-2 foi reintroduzido no ano de 2008, quando outra grande epidemia foi 

instalada no estado, encontrando uma parte significativa de indivíduos não 

imunes e outra parte provavelmente já infectada por outro sorotipo (DENV-1 ou 
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DENV-3) (20, 21). Na ocasião, a introdução de uma nova linhagem desse 

sorotipo foi associada aos casos graves de dengue ocorridos neste período 

(22). Neste mesmo ano, foram registrados os primeiros óbitos de indivíduos na 

faixa etária entre 0 e 13 anos, constituindo cerca de 50% das mortes 

ocasionadas (1). O DENV-4 foi detectado pela primeira vez no Brasil durante 

um surto de dengue, em 1982, no norte do país, e, desde então, nenhum caso 

novo de DENV-4 havia sido detectado até o ano de 2010 (23), quando o 

DENV-4 (genótipo II) foi introduzido em Boa Vista, RR, se disseminando para 

vários estados nos anos seguintes, originando epidemias (24). No Brasil, foram 

reportados cerca de 1 milhão e 600 mil casos durante o ano de 2015 e mais de 

1 milhão e 300 mil casos até a 27a semana epidemiológica de 2016, com 639 

casos de dengue grave e 6.254 casos de dengue com sinais de alerta (Figura 

1.1). O monitoramento dos sorotipos circulantes este ano, demonstra que 

89,7% das amostras processadas foram positivas para o sorotipo viral DENV-1, 

mantendo-se o predomínio do ano anterior (25). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1: Casos prováveis de dengue. Número de casos, por semana epidemiológica de 

início dos sintomas, até a Semana Epidemiológica 27, Brasil, 2014a, 2015b, 2016c. (Fonte: SVS-

MS, 2016). 



4 
 

No presente estudo foram utilizadas amostras de pacientes de uma 

epidemia de DENV-4 ocorrida em Mato Grosso do Sul, em 2013. Mato Grosso 

do Sul (MS) é uma área endêmica do vírus da dengue. A introdução de um 

novo sorotipo (DENV-4) neste estado foi observada com bastante 

preocupação, pelo potencial deste sorotipo originar epidemias na região, 

devido à densidade vetorial elevada e a susceptibilidade da população ao 

presente sorotipo. Os primeiros casos de DENV-4 detectados em Mato Grosso 

do Sul foram em Campo Grande, capital do estado e a cidade mais populosa 

de MS. Após a introdução do DENV-4, uma grande epidemia de dengue 

ocorreu no verão de 2012/2013, com 43.464 notificações relatadas nas 

primeiras sete semanas. Durante este período, 15 desses casos resultaram em 

mortalidades (26). 

 
1.2- O vírus Dengue (DENV)  

A dengue é transmitida por mosquitos do gênero Aedes, principalmente, 

o Aedes aegypti, o qual inocula o vírus enquanto se alimenta (27). O vírus 

Dengue (DENV) pertence ao gênero Flavivirus, da família Flaviviridae e possui 

4 sorotipos específicos (DENV-1 ao -4) (28), sendo o arbovírus humano de 

maior importância médica no mundo, causando uma doença febril aguda, de 

amplo espectro clínico, que varia desde uma infecção inaparente até formas 

mais graves e fatais (29). O DENV tem quatro sorotipos antigenicamente 

distintos (DENV-1, -2, -3 e -4), os quais compartilham 65%-75% de homologia 

em suas sequências de RNA. A infecção por um dos quatro sorotipos confere 

imunidade duradoura para o sorotipo homólogo. Ainda, sabe-se que há uma 

imunidade cruzada entre os diferentes sorotipos, após uma infecção primária, 

porém, esta imunidade dura cerca de 6 meses, quando o indivíduo torna-

se,então, suscetível aos demais sorotipos do DENV (30). 

1.2.1- Estrutura viral  

A partícula viral do DENV, assim como de todos os flavivírus, possui um 

formato esférico e diâmetro de aproximadamente 50 nm. Múltiplas cópias da 

proteína C (11kDa) encapsulam o RNA genômico, composto por uma fita 

simples com senso positivo, para formar o nucleocapsídeo viral icosaédrico 

(NC), com diâmetro de aproximadamente 30 nm. O NC, por sua vez, é 
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circundado por um envelope, formado por uma bicamada lipídica derivada da 

célula hospedeira, onde 180 cópias da proteína M e E estão ancoradas (31-33). 

O genoma de aproximadamente 11 Kb possui uma fase aberta de leitura (ORF- 

Open Reading Frame) que começa no resíduo metionina e codifica uma 

poliproteína, precursora das proteínas virais. Sua ordem de codificação é: 5`-C-

prM-E-NS1-NS2ANS2B- NS3- NS4A-NS4B-NS5-3` (34). Tanto proteases 

celulares do hospedeiro quanto proteases do próprio vírus são capazes de 

clivar a proteína precursora, gerando três proteínas estruturais, do capsídeo 

(C), pré-Membrana (prM)/M, e a proteína do envelope (E), e sete proteínas 

não-estruturais, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5  (35) (Figura 

1.2).  

 

 

 

 

  

           A proteína C, como foi dito anteriormente, é importante para a formação 

do nucleocapsídeo viral e contém 112 a 127 aminoácidos, possuindo peso 

molecular de aproximadamente 13,5 kDa, sendo o primeiro polipeptídeo 

sintetizado durante a tradução. Possui uma alta proporção de aminoácidos 

Figura 1.2: Estrutura e Genoma do DENV. O vírus da dengue possui uma forma 

aproximadamente esférica. Na parte interior do vírus está o nucleocapsídeo, que é feito do 

genoma viral e proteínas C. O nucleocapsídeo está rodeado por uma membrana chamada de 

envelope viral, uma bicamada lipídica que é feita a partir do hospedeiro. Inserido no envelope 

viral estão as proteínas E e M, que se estendem através da bicamada lipídica. Estas 

proteínas formam uma camada exterior protetora que controla a entrada do vírus nas células 

humanas. A fase aberta de leitura de seu genoma codifica três proteínas estruturais (as 

glicoproteínas do Capsídeo (C), de Membrana (M), e do Envelope (E)) e sete não-estruturais 

(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Adaptado de Guzman et al., 2010 e Nature 

education, 2011. Link: http://www.nature.com/scitable/topicpage/dengue-viruses-22400925, 

acessado em 05/11/2016).  

Genoma viral 

Nucleocapsídeo 

Proteínas E e M 

Envelope viral 

http://www.nature.com/scitable/topicpage/dengue-viruses-22400925
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básicos que parecem neutralizar a carga negativa da molécula de RNA viral 

com a qual está associada. A região central da proteína contém domínios 

hidrofóbicos que interagem com a membrana celular, permitindo a montagem 

da partícula viral (28). Após montada, a proteína C possui um domínio 

hidrofóbico C-terminal que age atuando como uma sequência sinal 

transmembrana para que ocorra a translocação da prM para dentro do lúmen 

do retículo endoplasmático (36). 

A proteína M, presente na partícula madura, é um pequeno fragmento 

proteolítico (8 KDa) de sua forma precursora prM e é gerada através da 

clivagem de prM na porção N-terminal, durante o transporte pelo Complexo de 

Golgi (37). Estudos indicam que, antes de ser clivada na maturação viral, esta 

proteína funciona impedindo que a proteína E sofra mudanças conformacionais 

durante o seu trânsito em compartimentos ácidos, na fase de maturação do 

vírus, protegendo-a da reorganização induzida por pH e fusão prematura 

durante a secreção. Além disso, ela parece auxiliar na montagem da proteína 

E, funcionando como uma chaperona, permitindo seu empacotamento e 

montagem apropriada na superfície do vírus (33, 38-40). A glicoproteína prM, 

de aproximadamente 26 kDa, é gerada durante o processamento da 

poliproteína viral, pela clivagem da sua região N-terminal no retículo 

endoplasmático. Sua clivagem resulta no rearranjo de estruturas oligoméricas 

na superfície do vírion, promovendo a infectividade do vírion maduro.  

A proteína E, a maior proteína viral com 495 aminoácidos e peso 

molecular de aproximadamente 53 kDa, apresenta-se como o principal 

constituinte da superfície dos vírions e está envolvida em diversas funções 

biológicas do vírus como: ligação aos receptores das células-alvo e endocitose, 

indução de anticorpos neutralizantes, hemaglutinação de eritrócitos e 

montagem da partícula viral (32, 41). Encontra-se na membrana externa do 

envelope viral e é o principal alvo dos anticorpos neutralizantes. Esta proteína 

possui 3 domínios estruturais distintos (DI, DII e DIII) separados por uma região 

com dois domínios transmembranares (42). O domínio I está estruturalmente 

posicionado entre o II, o domínio de homodimerização, e o domínio III, 

imunoglobulina-like. Análises estruturais dos vírions maduros revelaram que o 

vírus possui um envelope icosaédrico e um nucleocapsídeo do core, esférico 
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(43). Uma vez que a superfície viral é composta principalmente pelas proteínas 

M e E entrelaçadas, os antígenos M também são capazes de induzir resposta 

por anticorpos neutralizantes. A interação entre estas três proteínas estruturais 

do DENV, resulta em sua própria conformação estrutural (44). 

Dentre as proteínas não-estruturais, a NS1, expressa tanto na forma 

residente no retículo endoplasmático (RE), associada à membrana de células 

infectadas ou na forma solúvel no plasma de pacientes infectados, parece estar 

envolvida na replicação viral (41, 45) e, além disso, foi recentemente descrita 

como envolvida no aumento da permeabilidade endotelial, resultando no 

extravasamento vascular (46). Sua forma secretada, assim como a proteína E, 

é um importante alvo da resposta de anticorpos e parece ter um papel 

significativo na patogênese da doença (39). Esta proteína possui 45-48 kDa, 

contendo  353 a 354 aminoácidos, é altamente conservada e atua na fase 

precoce da infecção viral, sendo ainda  essencial para a viabilidade do DENV. 

Durante a infecção viral, a NS1 utiliza a sequência sinal localizada na região C-

terminal da proteína E para ser translocada, pela via do retículo 

endoplasmático. Uma peptidase sinal da célula hospedeira cliva, então, este 

peptídeo sinal e gera a porção N-terminal da proteína NS1 (47). Através da via 

secretora, a proteína NS1 é translocada e permanece ancorada à membrana 

plasmática da célula infectada ou, então, é secretada para o meio extracelular 

na forma de hexâmeros (45).  

A NS1 circulante (sNS1) já foi detectada em amostras de soro de 

pacientes, na fase aguda, e em sobrenadante de culturas de células infectadas 

seus níveis foram correlacionados com o título de vírus infeccioso. Níveis 

plasmáticos de NS1 foram mais associados com casos de FHD, do que com 

casos de FD, sugerindo que seus níveis estariam relacionados à gravidade da 

doença (48). Alguns estudos sugerem que os níveis de NS1 secretadas 

estariam associados com os níveis de viremia em infecções secundárias pelo 

DENV-2, sendo usado como diagnóstico (49). Portanto, níveis de NS1 estariam 

relacionados à carga viral. Além disso, a NS1 foi descrita como sendo capaz de 

ativar, in vitro, proteínas do sistema complemento e esta atividade é 

aumentada pela presença do anticorpo DENV-específico (50). O mecanismo 

molecular desta atividade da NS1 ainda é desconhecido. O papel da atividade 

fixadora do complemento desta proteína no extravasamento plasmático tem 
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sido questionado devido às discordâncias entre o pico dos níveis de NS1, que 

ocorrem durante a fase febril e o período do extravasamento plasmático, que 

ocorre mais tardiamente. Por outro lado, os níveis do antígeno NS1 em 

amostras biológicas poderiam ser usados como um indicador precoce de uma 

forma grave da doença (51). Também foi demonstrado que a NS1 é capaz de 

se ligar à protrombina, formando complexos NS1/protrombina em soro de 

pacientes com dengue. Ainda, NS1 recombinante foi capaz de inibir a ativação 

da protrombina e prolongar o tempo de tromboplastina parcial ativada, 

contribuindo para a hemorragia, em pacientes com FHD (52).  

A NS3 é uma proteína com 618 a 623 aminoácidos, de 

aproximadamente 70 kDa, altamente conservada entre os flavivírus. Como as 

demais proteínas não-estruturais, ela é importante para a replicação viral, além 

de interagir com proteínas que se ligam à receptores nucleares, modulando o 

tráfego intracelular RE/Golgi, tendo um importante papel na distribuição celular 

e indução de algumas estruturas membranares, observadas durante a infecção 

pelos flavivírus (39). A NS3 encontra-se no citoplasma e é a principal indutora 

de respostas específicas de células T (53). Seus epítopos são comumente 

encontrados no repertório de linfócitos T citotóxicos específicos contra o DENV 

(39, 44). Esta proteína apresenta diversas atividades enzimáticas, como 

helicase e protease. Possui um domínio serino-protease localizado na região 

N-terminal, enquanto sua porção C-terminal apresenta atividades de helicase, 

nucleosídeo 5’ trifosfatase (NTPase) e RNA trifosfatase 5’ terminal (RTPase) 

(54). A função helicase é dependente de energia, fornecida pela atividade 

NTPase que hidrolisa ATP (Adenosina trisfosfato) (55). Porém essa função 

ainda não está completamente esclarecida, possivelmente atua dissociando a 

estrutura dupla-fita durante a replicação do RNA viral ou no início da síntese de 

RNA, desdobrando estruturas secundárias. Já sua função RTPase é 

provavelmente necessária para a remoção do grupo fosfato 5’-terminal e 

formação da estrutura de cap do RNA viral (54).  

A proteína NS5 (105 kDa) é a maior entre as proteínas dos Flavivirus, 

contendo de 900 a 905 aminoácidos. Ela age como uma polimerase 

dependente de RNA viral, atuando na síntese do RNA intermediário que serve 

de molde para transcrição da fita positiva de RNA (54), bem como uma 

metiltransferase, além de estar envolvida na replicação viral. Ela também 
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parece induzir a transcrição e tradução da IL-8, citocina com um importante 

papel na imunopatogenia da dengue, como descrito adiante (32, 39, 44).  

As demais proteínas não-estruturais ainda não estão muito bem 

caracterizadas. Pouco é descrito sobre a atividade das proteínas hidrofóbicas 

NS2A, NS4A e NS4B. A proteína NS4A (cerca de 16 kDa; 149 a 150 

aminoácidos) parece atuar como âncora da replicase viral à membrana celular, 

enquanto a proteína NS4B (27 kDa; 248 a 256 aminoácidos) parece auxiliar na 

modulação da replicação viral em associação à NS3 (56). Ou seja, ambas 

estão envolvidas na localização apropriada de proteínas virais e montagem do 

vírion (32). Além disso, é possível que a NS4B, e em uma menor extensão, a 

NS2A e NS4A, sejam capazes de bloquear a transdução de sinal mediada pelo 

Interferon (IFN) (57). A NS4A é um potente inibidor de IFN-β e -γ, importantes 

mediadores da resposta antiviral (39). Nos flavivírus, esta proteína também foi 

descrita como capaz de induzir autofagia em células epiteliais, protegendo o 

vírus durante a infecção, uma vez que a autofagia é vital para a replicação dos 

flavivírus nestas células (58). Por outro lado, foi descrito que a NS4B e NS5 

são as responsáveis pela indução de mediadores imunológicos, tais como IL-6 

(Interleucina 6), IL-8 (Interleucina 8), IP-10 (Proteína induzida por Interferon 

gamma 10), TNF-α (Fator de necrose tumoral α) ou IFN-γ (Interferon γ). Além 

disso, a maturação da NS4B parece ser importante durante a sinalização 

imune inata, em monócitos infectados com DENV (59). 

Por sua vez, a região codificadora NS2 consiste de duas proteínas, a 

NS2A (22 kDa, com 218 a 231 aminoácidos) e a NS2B (14,5 kDa; 130 a 132 

aminoácidos). A NS2A também é necessária para o processamento proteolítico 

de NS1. Já a proteína NS2B possui função protease do complexo NS2B-NS3 

(44). 

1.2.2- Replicação viral e células-alvo 

Nas infecções naturais pelo DENV, o vírus é inoculado pelo vetor, um 

mosquito do gênero Aedes, juntamente com a sua secreção salivar, através da 

picada, provavelmente no espaço subcutâneo ou intradérmico. A partícula viral, 

então, interage com a membrana plasmática da célula alvo e é internalizada 

(28). A replicação ocorre no próprio local da inoculação, em células retículo-
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endoteliais, células de Langerhans, ou fibroblastos (60). Foi demonstrado que 

células dendríticas intersticiais da derme, localizadas no epitélio, seriam os 

primeiros alvos potenciais in vivo da infecção, uma vez que células dendríticas 

imaturas obtidas a partir de explantes da pele de cadáveres, com 12 h de 

falecimento, infectadas com DENV-2 cepa Nova Guinea, apresentavam taxas 

de infecção entre 60- 80%.  (61). Após sua replicação nestas células, os vírus 

provavelmente atingem os linfonodos através das células dendríticas e se 

difundem pelo sangue, podendo ser detectados juntamente com o início dos 

sintomas (Figura 1.3). 

 

          

 

 

 

 

 

Figura 1.3: Ciclo de replicação do DENV. Resumo do ciclo de replicação do vírus Dengue, 

destacando cada estágio da replicação. A composição detalhada do complexo de replicação 

viral é em grande parte desconhecida, mas acredita-se que envolvem muitas (se não todas) 

as proteínas não-estruturais (Adaptado de Tomlinson, 2009). 
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Antígenos e RNA virais foram identificados também em células 

mononucleares do sangue periférico de pacientes, demonstrando que o DENV 

é capaz de infectar igualmente estas células.  Estudos in vitro demonstraram 

que células da linhagem monocítica, como monócitos humanos e células 

dendríticas imaturas, são as principais células capazes de desenvolver a 

replicação viral (61, 62). De fato, foi demonstrada por nossa equipe a marcação 

do antígeno da proteína E do DENV, por citometria de fluxo, em monócitos de 

pacientes (63). Porém, antígenos virais podem, ainda, ser encontrados em 

células hepáticas, células de Kupffer, macrófagos alveolares e linfócitos B (64-

69). Ainda em humanos, foi demonstrada a presença de antígenos virais em 

órgãos como fígado, cérebro, baço e pulmão de casos fatais (69, 70). Em 

modelo de infecção de camundongos, também já foi comprovado que 

macrófagos e células dendríticas são permissíveis à infecção pelo vírus (71). 

Estudos propõem ainda um papel para outras células do sistema imunológico, 

como basófilos e mastócitos. King e colaboradores demonstraram que células 

da linhagem de mastócitos humanos KU812 são permissivas à infecção pelo 

DENV, levando à produção de partículas virais e citocinas, tais como IL-1β e IL-

6, mas não de GM-CSF (fator estimulador da colônia de macrófagos e 

granulócitos), em um modelo dependente de ADE (facilitação da infecção 

dependente de anticorpos) (72). 

A entrada do DENV em sua célula-alvo se dá através da endocitose 

mediada por clatrina, onde a proteína E ou glicoproteínas virais atuam como 

ligantes para diversos receptores celulares (73, 74).  Esta proteína também é 

responsável pelo processo de fusão com a membrana celular do endossomo e 

a liberação dos componentes virais no citoplasma da célula hospedeira. Sendo 

assim, é essencial que ocorra a correta organização da proteína E durante as 

fases inicias, de adsorção e penetração (36). Provavelmente, o vírus se liga a 

uma molécula de superfície celular comum ou é capaz de explorar diversos 

receptores para mediar sua infecção, dada a vasta gama de células 

permissíveis à infecção pelo DENV. Durante a última década, diversos 

candidatos à receptores e/ou fatores de ataque tem sido identificados, o que 

sugere que o DENV é capaz de utilizar diversas moléculas para entrar na 

célula (31). Em células de mosquito, o DENV demonstrou interagir com a 

proteína de choque térmico 70 (Hsp70) (75), proteínas de 80 e 67 kDa, R80 e 
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R67, respectivamente (76) e a proteína de 45-kDa (77). O sulfato de heparan 

(78-80),a proteína de choque térmico 90 (Hsp90) (75), CD14 (81), GRP78/BiP 

(proteína reguladora de glicose 78) (82) e o receptor de laminina de alta 

afinidade 37/67 kDa (83) foram identificados como receptores do DENV, em 

células de mamíferos. Receptores de lectina tipo-C (CLR) estão envolvidos na 

interação das partículas de DENV com células mieloides humanas (84). Eles 

incluem o DC-SIGN ou CD209 (ligante de molécula de adesão intercelular não 

integrina específica de célula dendrítica) (85-87), receptor de manose (MR) (88) 

e o domínio de lectina tipo-C da família 5, membro A (CLEC5A, MDL-1) (89). 

Um dos principais receptores que medeiam a entrada do vírus em suas células-

alvo e com a interação mais bem caracterizada é o DC-SIGN, presente em 

células dendríticas (DCs), pois é capaz de mediar a infecção dos 4 sorotipos. 

Sua expressão ectópica confere permissividade à infecção sobre células, 

geralmente não permissivas (39).  

Vários estudos moleculares, realizados com flavivírus, sugeriram um 

modelo de ciclo viral (28). Uma mudança conformacional irreversível nas 

glicoproteínas de fusão seria iniciada pelo ambiente ácido do endossoma, 

resultando em uma fusão das membranas viral e celular (28). Um outro 

trabalho indica também que, lipídios aniônicos podem ter um papel crucial no 

processo de fusão do vírus da dengue (74). Posteriormente a esta fusão, 

ocorre a replicação do genoma, a partir da liberação do NC no citoplasma e a 

dissociação da proteína do capsídeo e do RNA. Partículas virais ainda 

imaturas, não infectantes, incluindo aquelas formadas pelas proteínas E e prM, 

pelo NC e recobertas pela membrana bilipídica, são formadas no lúmem do 

retículo endoplasmático. No complexo de Golgi são criadas as partículas 

maduras, a partir da quebra da prM em sua forma madura, a proteína M, por 

uma furino-protease. Essa clivagem expõe partes da proteína E, facilitando a 

saída das partículas virais maduras, por exocitose (28, 43).  

1.3- Manifestações clínicas 

O quadro clínico de infecção da dengue é bastante variado. A doença 

pode se manifestar como uma febre indiferenciada ou com sintomas brandos, 

onde a maioria dos pacientes se recupera. Por outro lado, uma pequena 

parcela progride para a forma grave da doença, caracterizada por 
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extravasamento de plasma, podendo levar ao choque hipovolêmico, e ao 

aparecimento de hemorragias graves (90-93). É uma doença, usualmente,  não 

fatal que pode ocorrer tanto em infecções primárias quanto secundárias e 

afetar crianças e adultos (10, 94). As características clínicas, frequentemente, 

dependem da idade do paciente. Caracterizam a doença, principalmente em 

crianças mais velhas (acima de 10 anos) e adultos, o aparecimento súbito de 

febre (duração de 2 a 7 dias), dores no corpo (cabeça, retroorbital, artralgia, 

mialgia), anorexia, náuseas, exantema, prova do laço positiva (petéquias) e 

leucopenia (95).  

 O amplo espectro de quadro clínico levou à Organização Mundial de 

Saúde (OMS), em 1997, a classificar a doença em febre do dengue (FD), febre 

hemorrágica do dengue (FDH) com ou sem síndrome do choque do dengue 

(SCD) (96). A FHD é classificada em quatro graus de gravidade, sendo os 

maiores graus III e IV definidos como SCD (96). Porém, dificuldades na 

aplicação dos critérios para FHD na situação clínica, principalmente na América 

Latina, junto com o aumento dos casos clínicos de dengue grave que não se 

encaixavam nos critérios de FHD estabelecidos até então, motivaram a busca 

por uma reclassificação mais adequada (97). Sendo assim, a OMS conduziu 

um estudo multicêntrico entre regiões endêmicas, a fim de coletar evidências 

sobre os critérios para a classificação da dengue em níveis de gravidade. 

Através de um conjunto de parâmetros clínicos e/ou laboratoriais, os estudos 

confirmaram que havia uma clara diferença entre pacientes com dengue grave 

e aqueles com dengue não-grave. Porém, por razões práticas, era desejável 

dividir o grupo de pacientes com dengue não-grave em dois subgrupos: 

aqueles pacientes com sinais de alerta e sem eles (Figura 1.4) (1, 95, 98).  

1.3.1- Dengue com e sem sinais de alerta 

De acordo com a nova classificação adotada pela OMS, em 2009, as 

manifestações brandas da doença podem ocorrer com ou sem alguns sinais de 

alerta, os quais são úteis para identificar o indivíduo que pode vir a evoluir para 

a forma grave da dengue. Alguns critérios foram estabelecidos por esta nova 

classificação, para os casos mais brandos: 
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(1) Dengue sem Sinais de alerta (FD): caracterizado por náusea, vômitos, 

erupções cutâneas, mialgia, artralgia, cefaléia, leucopenia com confirmação 

laboratorial e prova do laço positivo, sem sinais de hemorragia; 

(2) Dengue com Sinais de alerta (FDSA): incluindo: dor ou sensibilidade 

abdominal, vômitos persistentes, acúmulo de líquido, letargia, agitação, 

hepatomegalia (aumento > 2cm), elevação das transaminases hepáticas e 

diminuição na contagem de plaquetas; 

Dentre estes sinais de alerta, a dor abdominal é um fator de risco 

significativo para adultos e crianças, bem como o sangramento de mucosas e a 

trombocitopenia menor que 10.000/mm³. Outros sinais de alerta, em adultos, 

são a sonolência, podendo alternar com irritabilidade, a hipoalbuminemia e 

hematócrito elevado. Neste grupo também é bastante observada a 

comorbidade. Outros sinais de alerta que podem ser observados são vômitos 

persistentes e acúmulo clínico de líquidos (1).  

1.3.2- Dengue grave 

Após a doença, a evolução para a cura ocorre com a redução da febre, 

representada por sudorese e fraqueza transitórias, evoluindo, então, para a 

melhora. Entretanto, algumas vezes, a diminuição da febre está associada ao 

momento em que o paciente agrava, e a defervescência anuncia, portanto, o 

início de uma etapa crítica, correspondente à forma grave da doença.  

Os critérios atuais (2009) estabelecidos pela OMS para esta 

classificação é: 

Dengue Grave: caracterizado por extravasamento plasmático grave, podendo 

levar ao choque e acúmulo de fluidos acompanhado de desconforto 

respiratório, hemorragias graves e comprometimento de órgãos como fígado 

(níveis de AST ou ALT> 1000), coração, sistema nervoso central (com perda de 

consciência) e/ou outros órgãos (1, 97, 99).  

A redução da febre diminui entre o 3º e 6º dia, para as crianças, e entre 

o 4º e 6º dia para os adultos (período mais frequente, porém, não exclusivo dos 

indivíduos que evoluem para a dengue grave). A dor abdominal se mantém e 

apresenta-se intensa, observa-se derrame pleural ou ascite, os vômitos se 
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tornam mais frequentes e se instala a etapa crítica da doença, o momento de 

maior frequência de instalação do choque. Nesta etapa também torna-se 

evidente a hepatomegalia (95). 

Durante a etapa de recuperação, o paciente elimina fisiologicamente o 

excesso de líquido que havia extravasado até normalizar todas as suas 

funções vitais, sendo necessária atenção médica. Também é importante 

observar o surgimento do chamado exantema tardio (10 dias após) (95). 

 

 

 

 

1.4- Imunopatogenia da dengue 

Diversas características como fatores do hospedeiro, virais e 

epidemiológicos têm sido associados à patogênese da doença, no entanto os 

mecanismos envolvidos ainda não são completamente esclarecidos. Não se 

conhece, ao certo, os fatores determinantes para a ocorrência da forma grave 

da dengue.  

Figura 1.4: Classificação da dengue. Classificação clínica da doença e as manifestações 

clínicas observadas em cada grupo.  Critérios estabelecidos para casos de dengue, com ou 

sem sinais de alerta, e dengue grave (OMS, 2009).  
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As manifestações clínicas das infecções pelo DENV envolvem uma 

interação complexa entre o vírus e o hospedeiro. Muitos estudos, com relação 

à estrutura e biologia do DENV, têm sido feitos, incluindo os receptores virais e 

suas interações com as células do hospedeiro, a virulência intrínseca de 

determinadas cepas virais, o efeito da infecção na imunidade inata e o papel de 

outros fatores virais e do hospedeiro (31). Porém, a inexistência de um modelo 

animal que reproduza as características fisio e imunopatológicas da doença, 

associada ao alto grau de variação das manifestações clínicas causadas pelo 

vírus, dificultam a compreensão da patogenia e da gravidade da dengue. 

Assim, os mecanismos patogênicos causadores da forma grave da doença 

ainda são muito discutidos na literatura, levando à formulação de diversas 

hipóteses (34, 100, 101).  

Existem fortes evidências, baseadas nos estudos epidemiológicos, de 

que uma infecção sequencial por um sorotipo diferente da infecção anterior 

esteja correlacionada ao risco para a forma grave da doença (102, 103). Estas 

evidências sugerem o envolvimento do sistema imune na gravidade e 

patogenia da dengue (104). Algumas teorias têm surgido, então, para explicar 

esse fenômeno, tais como a teoria da facilitação da infecção dependente de 

anticorpos (ADE) e a teoria do pecado antigênico original de células T (105).  

 Ainda segundo Halstead (1997), a aquisição passiva de anticorpos 

maternos, anti-dengue IgG heterotípicos, em crianças menores de um ano com 

infecção primária podem predispô-las ao processo de imuno-amplificação, 

aumentando o risco de desenvolvimento da forma mais grave da doença. 

Essas observações levaram à hipótese da facilitação dependente de anticorpos 

(ADE) (101, 106). Esta teoria procura explicar porque, em uma segunda 

infecção, alguns indivíduos têm maior chance de desenvolver as formas graves 

da dengue. Anticorpos pré-existentes reagindo cruzadamente não 

neutralizariam a infecção, mas facilitariam a entrada do vírus em células que 

possuem receptores para a porção Fc da molécula de imunoglobulina. Isso 

pode resultar em um aumento mais rápido na carga viral e uma maior 

propensão ao agravamento da doença  (34, 107, 108). 

Ou seja, anticorpos heterólogos desenvolvidos na infecção pelo primeiro 

sorotipo estariam em níveis subneutralizantes durante uma segunda infecção 

por outro sorotipo e se ligariam ao vírus. Esse complexo, então formado, 
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antígeno-anticorpo seria atraído através da ligação da porção Fc da 

imunoglobulina com o FcRγ de células-alvo, tais como monócitos, macrófagos 

e DCs, e aproximaria o vírus de seu receptor, resultando no aumento da 

infecção dessas células (109). Em um estudo, realizado pela Dra Anuja Mathew 

e sua equipe, envolvendo a resposta de células B durante infecções primárias 

e secundárias por diversos sorotipos do DENV, foi demonstrado que esse tipo 

de resposta celular é sorotipo-específica nas infecções primárias, e 

prevalentemente de reação cruzada em infecções secundárias. Além disso, tais 

anticorpos presentes nas infecções secundárias reconhecem a proteína E de 

múltiplos sorotipos de DENV e possuem maior avidez aos epítopos heterólogos 

(110), gerando assim uma resposta predominantemente cruzada. 

Outra hipótese de mecanismo imunopatogênico da dengue está 

relacionada ao fenômeno imunológico conhecido como “pecado antigênico 

original”. Foi proposto que linfócitos T de reatividade cruzada específicas para 

o sorotipo da infecção primária dominam a resposta durante uma infecção 

secundária heteróloga (105). Isto se deveria à presença de vários epitopos não 

protetores, reconhecidos pelos linfócitos B e T, que reagiriam de forma cruzada 

entre os diferentes sorotipos do DENV (104).  

Tanto células T quanto células B de memória, quando induzidas pela 

exposição prévia à um sorotipo heterólogo são capazes de responder de forma 

mais rápida do que células “naïve” (105). Ou seja, em uma infecção primária, 

ocorre a ativação e expansão de células T, com alta afinidade para o sorotipo 

infectante, levando à formação de células T de memória para este sorotipo. No 

caso da segunda infecção, por outro sorotipo, estas células de memória 

sensibilizadas durante a infecção prévia, seriam ativadas e se expandiriam 

mais rapidamente do que as células virgens específicas para o novo sorotipo 

infectante. Porém, esses clones de células de memória teriam menor afinidade 

pelo sorotipo presente e, consequentemente, não exerceriam suas funções 

efetoras para eliminar o vírus. Por outro lado, teriam alta capacidade em 

produzir mediadores inflamatórios e poderiam, de fato, promover a 

imunopatologia do dengue (105). 

A associação das infeccções secundárias com a gravidade da dengue 

foi observada em muitos estudos, mas por outro lado, indivíduos que 

apresentam uma infecção primária também são capazes de desenvolver a 
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forma grave da doença. Sendo assim, apenas estas duas teorias 

apresentadas, não explicariam totalmente a patogenia da dengue e sugerem 

que outros mecanismos estejam envolvidos (111). Além da infecção secundária 

por um sorotipo heterólogo, explicada por estas duas teorias, outros fatores 

influenciam na gravidade da doença, tais como a cepa viral, idade, gênero, 

status nutricional e as características genéticas do indivíduo (53, 89, 112).  

Diferenças nos sorotipos e genótipos do DENV também podem estar 

associados à imunopatogenia da doença (Wan, 2013). Segundo Rosen (1977), 

os fatores de risco para a gravidade estão relacionados com a cepa e o 

sorotipo do vírus envolvido (100, 113). Mas, além desses, outros fatores 

poderiam estar envolvidos, como a idade e a predisposição genética do 

indivíduo (91, 114), doenças crônicas pré-existentes, como asma brônquica, 

diabetes mellitus, anemia falciforme (115). Muito provavelmente, a combinação 

de vários desses fatores deva estar envolvida, requerendo que todos os 

aspectos sejam investigados exaustivamente, até que sejam totalmente 

elucidados. Sabe-se que os quatro sorotipos do vírus apresentam diferenças, 

ainda não muito bem compreendidas em sua patogenicidade e virulência, como 

é o caso dos sorotipos 2 e 3, que contribuem para a maior parte dos casos 

graves e mortalidade da dengue (35). Alguns estudos demonstram, também, 

que a genética do vírus infectante estaria relacionada à gravidade da infecção 

(116). Por possuirem muitas variações genéticas, os DENV foram classificados 

em grupos denominados genótipos (117). Neste sentido, existem evidências 

sobre diferenças no genótipo em um mesmo sorotipo viral em diferentes áreas 

geográficas (118). Os casos de FHD da primeira epidemia ocorrida nas 

Américas, em 1981, coincidiram com a entrada de um genótipo do sudeste 

asiático do DENV-2, possivelmente mais virulenta (119). Além disso, a 

introdução de uma nova linhagem do DENV-2 no Brasil, em 2008, foi associada 

a uma maior gravidade (22). Para tentar explicar tais diferenças nos genótipos 

dos sorotipos, Gubler sugere a hipótese de que os vírus DENV possam sofrer 

variações genômicas quando submetidos à seleção durante a replicação nos 

hospedeiros vertebrados e invertebrados, o que poderia conferir aumento na 

virulência e no potencial epidêmico (10). 

Uma outra teoria, conhecida como mimetismo molecular,  sugere que os 

anticorpos de reatividade cruzada possam ser os responsáveis pela alteração 



19 
 

da cascata de coagulação e, consequentemente, pelas manifestações 

hemorrágicas da doença. Estudos demostraram que a infecção pelo DENV 

induz a produção de auto-anticorpos contra plaquetas (120), células endoteliais 

(121) e moléculas envolvidas na coagulação (122), e que parecem apresentar 

mimetismo molecular com as proteínas virais NS1, prM e E, respectivamente. 

Níveis séricos de auto-anticorpos anti-plaquetários e anti-células endoteliais 

estão mais elevados em pacientes FHD/SCD comparados aos pacientes FD. 

Além disso, a imunoglobulina M (IgM), presente no soro de pacientes com 

FHD, parece possuir uma maior reação cruzada com plaquetas e células 

endoteliais comparada à imunoglobulina G (IgG). Ainda, anticorpos anti-NS1 

foram considerados os principais responsáveis pela reatividade cruzada (123), 

sugerindo sua associação com a trombocitopenia e o extravasamento 

plasmático (124). Anticorpos de reatividade cruzada ao plasminogênio também 

poderiam ter uma relação com a hemorragia, devido a homologia entre alguns 

trechos do gene da proteína do envelope viral e de proteínas da coagulação 

humana. Com isso, o aumento da destruição de plaquetas ou a diminuição em 

sua produção poderia resultar na trombocitopenia (34, 125, 126). 

Alguns fatores genéticos do hospedeiro também parecem estar 

associados aos casos graves de dengue. Certas populações humanas, assim 

como, certos indivíduos apresentam diferenças nos sintomas da dengue. Nos 

anos de 1997 e 2001, durante as epidemias que ocorreram em Cuba, foram 

observadas diferenças na morbidade e sintomas da doença em indivíduos de 

diferentes etnias (127). Foi demonstrado que pessoas da raça negra 

apresentam uma menor frequência em desenvolver as formas graves da 

doença, comparadas às pessoas da raça branca (127-129). Assim, tem sido 

proposto que características genéticas dos pacientes tenham importância no 

curso clínico da doença, contribuindo para a variação na susceptibilidade entre 

os indivíduos, como a presença de poliformismos genéticos (130). De fato, 

muitos estudos de associação têm identificado diversos genes relacionados 

com a infecção, como os locus de HLA classe I e II (131).  Dentre os alelos 

polimórficos não-HLA, foram associados com a dengue mais grave, o receptor 

da vitamina D, FcRII (132), receptor celular para IgG, lectina de ligação à 

manose, grupo sanguíneo ABO (133), o TNF-α (fator de necrose tumoral α) 

(134, 135) CTLA-4 (proteína associada ao linfócito T citotóxico 4), TGF-β (fator 
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de transformação do crescimento β) (136), antígenos plaquetários humanos e o 

DC-SIGN (137). Foi observado em três coortes independentes, de hospitais da 

Tailândia, que uma variante do promotor do gene DC-SIGN1-336 está 

envolvida na progressão da doença para a FHD (138). Ainda, foi identificado 

que um polimorfismo de base única do gene CLEC5A está relacionado com a 

gravidade da dengue, muito provavelmente pela sua indução de TNF (112). 

Por fim, apesar de todas estas teorias buscarem explicar a gravidade da 

dengue, nenhuma delas sozinha parece ser a responsável pelas formas mais 

graves observadas nos pacientes, e dados da literatura mostram que, na 

realidade, a gravidade da doença deve estar associada à um conjunto de 

fatores, ou seja, uma causa multifatorial. Diversos fatores (sorotipo, virulência 

viral, idade, sexo, perfil do sistema imunológico, fatores nutricionais e genéticos 

do hospedeiro) poderiam interagir, definindo o curso da infecção (94, 139). 

Outros fatores, bem como a intensidade de transmissão viral e a circulação 

simultânea dos sorotipos, vêm sendo considerados como fatores de risco. 

Sendo assim, seria uma associação de teorias que estariam envolvidas na 

suscetibilidade à gravidade da doença (94). 

 

1.4.1- Papel das citocinas e mediadores inflamatórios na dengue 

O aumento significativo de vários mediadores inflamatórios solúveis, 

evento conhecido como “tempestade de citocinas” está presente nas formas 

mais graves da doença (51). Estes mediadores solúveis têm sido associados 

com desfechos graves da dengue, como o choque e hemorragias (51, 140). 

Entre eles, estão algumas citocinas inflamatórias, como TNF-α e IFN-γ 

(Interferon γ), mas também alguns fatores anti-inflamatórios como IL-10 

(Interleucina 10) e IL-13 (Interleucina 13). Citocinas pro-inflamatórias que 

atuam na integridade do endotélio, como TNF, IL-6 (Interleucina 6) e IFN-γ, e 

quimiocinas como MIF (fator inibidor da migração de macrófagos), CCL2/MCP-

1 (Ligante de quimiocina 2/proteína quimioatrativa de monócitos 1) e 

CXCL10/IP10 (quimiocina de motivo 2/proteína induzida por Interferon gamma 

10) tem sido observadas em pacientes com dengue por diversos autores (141-

145) (Figura 1.5). Durante os últimos anos, a equipe do Laboratório de 

Imunologia viral e seus colaboradores tem monitorado alguns destes fatores 
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em pacientes adultos brasileiros, associados à gravidade (146, 147). 

CCL4/MIP1-β (ligante de quimiocina 4/proteína Inflamatória de macrófago β) e 

CXCL10/IP-10 (ligante de quimiocina de motivo 10/proteína induzida por 

Interferon gamma 10) foram associados com a infecção pelo DENV, em 

crianças (148). Citocinas como IL-1β (Interleucina 1β), IFN-γ, IL-4 (Interleucina 

4), IL-6, IL-13, IL-7 (Interleucina 7), GM-CSF, MIF, IL-10, têm sido observadas 

em níveis elevados em pacientes FHD quando comparados aos pacientes FD 

(141, 146, 148-150). Além disso, alguns estudos demonstraram que o MIF, IL-

10, IL-6, MIP-1β e IFN-γ possuem valor no prognóstico da dengue grave (141, 

146, 151).  

Altos níveis circulantes de TNF-α têm sido associados com casos mais 

graves da doença (152) e parecem exercer um papel patológico durante a 

infecção (153, 154). Esta citocina foi uma das primeiras a ser descrita estar 

relacionada à gravidade na dengue (143, 145, 155, 156). Alguns estudos 

demonstraram que sua associação com a gravidade pode estar relacionada ao 

sorotipo infectante (146, 147) e à presença de polimorfismos no gene CLEC5A 

(112). Interleucinas (IL) IL-1β, -4, -6, -10, -18, TGF-β (fator de transformação do 

crescimento β), também encontram-se elevadas em pacientes infectados com 

diferentes sorotipos e que apresentam manifestações clínicas graves (51). As 

quimiocinas MCP-1/CCL2, MIP-1α/CCL3 (proteína Inflamatória de macrófago 

1α/ligante de quimiocina 3), IL-8/CXCL-8 (Interleucina 8/ligante de quimiocina 

de motivo 8) e IP-10/CXCL10 são mediadores inflamatórios importantes e 

também parecem estar associadas com a gravidade (144, 146).  

Níveis plasmáticos da quimiocina MCP-1 foram associados com um 

importante estado clínico da dengue, a trombocitopenia. Mais ainda, níveis 

aumentados de MCP-1 também foram correlacionados com hipotensão (146). 

Tem sido demonstrado que monócitos humanos, infectados in vitro pelo DENV, 

são capazes de produzir MCP-1, bem como sua atribuição ao aumento da 

permeabilidade vascular, em células endoteliais (144). Recentemente, foi 

demonstrado, também, pela nossa equipe, que pacientes com dengue, durante 

infecção aguda, apresentam níveis elevados de MCP-1 (148). 

IL-10 e CXCL10/IP-10 foram recentemente atribuídas à indução de 

extravasamento vascular e alterações na disfunção hepática, em crianças com 

dengue (157). Na Malásia, ambas IL-10 e IP-10 foram relatadas estarem 
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elevadas em pacientes adultos (158). Pacientes FHD apresentaram altos níveis 

de IL-10 comparados aos pacientes FD e correlacionaram com o índice de 

derrame pleural (149). Outros estudos, entretanto, não encontraram diferenças 

entre pacientes brandos e graves nas infecções pelo DENV (159). Em crianças 

que progrediram para a SCD, foi demonstrado que níveis séricos de IL-10 

estavam mais elevados, na fase de defervescência (140). Sendo assim, além 

de citocinas pró-inflamatórias, algumas citocinas imunorreguladoras também 

parecem ter um papel importante na gravidade da dengue.  

A presença de citocinas inflamatórias na circulação sanguínea tem sido 

correlacionada com a permeabilidade vascular, apesar de ainda não estar 

esclarecido como o extravasamento plasmático ocorre. Citocinas pró-

inflamatórias como MIF, MCP-1, IL-8 e HMGB-1 (proteína de grupo de alta 

mobilidade 1) são capazes de romper as junções oclusivas e causar a 

degradação do glicocálix, participando da hiperpermeabilidade vascular (160). 

A presença de altos níveis de TNF-α em amostras de soro de pacientes na fase 

aguda também parece estar relacionada com a ativação de células da 

microvasculatura, causando sua apoptose (161). Dentre os mediadores 

solúveis envolvidos no aumento da permeabilidade associados ao DENV, em 

células endoteliais primárias, podemos mencionar: TNF-α, IL-6, CXCL8/IL-8, IL-

10, IL-12 (Interleucina 12), MIF, HMGB1, CCL2/MCP-1 e metaloproteinases de 

matriz (162). A proteína não-estrutural do DENV, a NS1 secretada, em conjunto 

com anticorpos anti-NS1 e ativação do Sistema Complemento também 

parecem estar envolvidos na alteração da permeabilidade vascular induzida 

pelo DENV (50). 

Por outro lado, alguns estudos apresentam divergências em seus 

resultados relacionados ao papel destes mediadores na dengue, como o caso 

da associação do IFN-γ com casos graves de dengue (146, 163). Esta citocina 

parece também exercer um papel protetor, sendo essencial para o controle da 

replicação do vírus e resistência à infecção (164, 165).  A produção de IFN-γ é 

essencial na resposta antiviral de camundongos infectados pelo DENV-2, 

através de um mecanismo relacionado ao controle da óxido nítrico sintetase 2 

(nitric oxide sintase-NOS), a qual medeia a produção do óxido nítrico, 

importante inibidor da replicação viral (164, 165). Além disso, o aumento da 

produção de IFN-γ foi correlacionado à altas taxas de sobrevivência em 
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pacientes FHD (141), corroborando a idéia de que esta citocina seria essencial 

para o controle da replicação e resistência à infecção pelo DENV (152).  

Além do IFN-γ, outra citocina da família dos Interferons parece possuir 

um importante papel protetor na dengue, o IFN-α (Interferon α). Interferons do 

tipo 1 (IFN-α/β) tem um papel significante no estabelecimento da proteção 

contra infecções virais (166). A infecção pelo DENV, in vitro, ativa uma robusta 

resposta de IFN-α/β. Entretanto, proteínas virais, tal como a proteína não-

estrutural NS4B, pode inibir a sinalização do IFN, regulando negativamente a 

via do JAK/STAT (Janus kinase/transdutor de sinal e ativador de transcrição), 

prejudicando a regulação da expressão gênica deste Interferon antiviral (57, 

167, 168). Porém, o papel desempenhado pela reposta do IFN tipo 1 em 

pacientes com dengue não é totalmente compreendido. IFN-α em excesso 

pode induzir doenças autoimunes, por exemplo, no tratamento da hepatite 

(169). Os níveis de IFN-α estão significativamente mais elevados em pacientes 

FD comparados aos pacientes FHD, independente do sorotipo infectante ser o 

DENV-1 ou -2. Nas infecções pelo DENV-2, altos níveis desta citocina foram 

encontrados durante infecções primárias. Esses dados sugerem que uma forte 

resposta de Interferon está correlacionada com uma melhor condição clínica 

(170). 

Outro mediador inflamatório de grande importância na dengue é o óxido 

nítrico (NO), um importante mediador parácrino e autócrino usado por 

diferentes tipos celulares e produzido por uma variedade de células no corpo, 

por exemplo, macrófagos, células endoteliais vasculares, células de Kupffer 

(171). O NO é um radical livre, gasoso, inorgânico e incolor, possui sete 

elétrons do nitrogênio e oito do oxigênio e um elétron desemparelhado (172).  

Ele apresenta uma variedade de funções desde dilatação de vasos 

sanguíneos, agregação de plaquetas, combate à infecções e tumores, 

mediador de inflamação, entre outras (173-175).  

Em níveis ótimos, o NO possui ação protetora e reguladora nas células, 

porém, em altos níveis, possui efeitos tóxicos. A toxicidade se faz presente, 

particularmente, em situações de estresse oxidativo, geração de espécies 

reativas do oxigênio (ROS) e deficiência do sistema antioxidante (172). As 

espécies reativas do oxigênio são moléculas instáveis e extremamente reativas 

capazes de transformar outras moléculas com as quais colidem. São geradas 
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em grande quantidade durante o estresse oxidativo (176). Por outro lado, os 

antioxidantes são moléculas que agem para depletar ROS, inibindo suas vias 

geradoras ou eliminando diretamente ROS, e interferindo nas suas vias de 

degradação. Antioxidantes comuns são os eliminadores de ROS, inibidores da 

enzima NADPH-oxidase (NOX2), inibidores de diversas vias geradoras de 

ROS, e ativadores do fator nuclear eritróide 2- relacionado ao fator 2 (NRF2), 

uma classe de compostos que induzem a expressão de enzimas antioxidantes, 

classificados como antioxidantes indiretos. A produção de ROS é geralmente 

neutralizada pelas defesas antioxidantes constitutivas.  O estresse oxidativo 

ocorre quando a produção de ROS ultrapassa a defesa antioxidante. Quando 

um microorganismo é reconhecido e fagocitado por um fagócito, desencadeia 

um processo, chamado “explosão respiratória”, onde fagócitos aumentam seu 

consumo de oxigênio. A enzima NOX2 é essencial para a “esplosão 

respiratória” e liga-se à membrana fagosomal durante a fagocitose (177). ROS 

derivadas de NOX2 são capazes de promover mecanismos oxidativos e não 

oxidativos de eliminação de microorganismos (178).  

A síntese da molécula de NO resulta da oxidação de um dos dois 

nitrogênios guanidino da L-arginina, que é convertida em L-citrulina. Esta 

reação é catalisada pela enzima NO-sintase (NOS) (173, 179). O NO, 

produzido em resposta à ativação da iNOS possui ação citotóxica e citostática, 

causando a destruição de microrganismos, parasitas e células tumorais. Sua 

citotoxidade é decorrente de sua ação direta ou reação com outros compostos 

liberados durante o processo inflamatório (173, 180). Durante os processos 

infecciosos, NO e ROS são secretados por células ativadas, como macrófagos, 

neutrófilos e células endoteliais e a ação citotóxica indireta do NO consiste, 

principalmente, na sua reação com esses intermediários do oxigênio. A 

formação de peroxinitrito (ONOO-), um poderoso oxidante de proteínas, resulta 

da ação tóxica cooperativa de NO com o ânion superóxido (O2-). Tanto a célula 

produtora de NO quanto sua vizinhança podem ser destruídas pela toxicidade 

dessa molécula (172).  

A determinação laboratorial do NO é complexa, devido à ínfima 

concentração e sua meia vida extremamente curta, de 4 a 6 segundos no 

plasma e 10 a 60 segundos nos tecidos (2, 29). Por este motivo, é comum a 
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avaliação indireta deste composto, através da dosagem plasmática, por 

exemplo, de nitrato e nitrito (produtos da reação do NO com o oxigênio) (172). 

Como foi dito anteriormente, o NO, produzido por fagócitos 

mononucleares auxilia na defesa anti-microbiana. Ele demonstra atividade 

antiviral contra vírus tanto de DNA como de RNA por mecanismos como 

inibição da síntese do genoma viral, nitrosilação de proteínas virais e promoção 

de eliminação viral por células do hospedeiro (181). Na dengue, diversos 

trabalhos têm demonstrado um importante papel antiviral desta molécula frente 

à infecção por diferentes sorotipos do DENV, relacionando sua produção à 

diminuição do RNA viral em diferentes modelos de infecção (182, 183). 

Diversos estudos avaliam a produção de NO em pacientes com dengue. Levy e 

colaboradores (2010) demonstraram que tanto pacientes com FD quanto 

pacientes com FHD apresentaram níveis elevados de NO, detectado pela 

dosagem de nitritos, estando o teor de nitrito aumentado em pacientes com FD.  

A associação do aumento dos níveis de NO com manifestações brandas 

da doença, em infecções in vivo, sugerem um papel protetor do NO (184). O 

aumento nos níveis de NO também foi observado em sobrenadante de cultura 

de monócitos infectados, demonstrando que NO está envolvido na infecção 

pelo DENV e que os monócitos podem ser uma importante fonte de sua 

produção (184). A infecção de células THP-1 (linhagem monocítica) com 

isolados clínicos de baixa passagem também estimula a produção de NO, que 

está relacionada à diminuição do número de cópias do RNA viral detectado 

(182). O doador de NO, S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP), demonstrou um 

efeito inibidor no acúmulo do RNA viral após a infecção. Além disso, a atividade 

da replicase viral isolada de células LLCMK-2 infectadas e tratadas com SNAP 

foi suprimida quando comparada ao controle negativo de células tratadas com 

N-acetil-DL-penicilamina (NAP). Ainda nesse mesmo estudo, a investigação do 

alvo molecular da ação do NO revelou que a atividade da NS5 recombinante do 

DENV-2 na síntese da fita negativa do RNA foi afetada na presença do SNAP, 

em ensaios in vitro envolvendo RNA polimerase - dependente de RNA (RdRp) 

(183). De acordo com estes estudos, o papel do NO na infecção pelo DENV 

parece estar relacionado à proteção do hospedeiro, estimulando uma resposta 

antiviral e colaborando para o controle da infecção.  
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Figura 1.5: Imunopatologia da dengue.  A infecção pelo DENV leva à ativação do sistema 

imune, com a produção de diversos fatores que possuem importantes funções na resposta 

imunológica. Um dos principais fenômenos relacionados à infecção pelo DENV é a chamada 

“tempestada de citocinas”, onde diversas citocinas e outros mediadores inflamatórios são 

produzidos por células-alvo infectadas (De Souza, LJ, 2016). 
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1.5- Óxido nítrico sintase induzida (iNOS) 

A enzima óxido nítrico sintase (NOS) contribui para a transmissão do 

sinal em diferentes sistemas celulares do corpo, via síntese de NO a partir da 

L-arginina, na presença de NADPH e dioxigênio (O2) (185).  Uma variedade de 

isoformas de NOS tem sido purificada em diferentes tecidos de mamíferos. 

Estas isoformas são agrupadas em duas categorias, a NOS constitutiva (c-

NOS), dependente de íons cálcio (Ca++) e de calmodulina, envolvida na 

sinalização celular, e a NOS induzida (iNOS), produzida por macrófagos e 

outras células ativadas por citocinas (173, 186) (Figura 1.6). A isoforma 

constitutiva compreende ainda a NOS neuronal (n-NOS, tipo I), presente 

normalmente nos neurônios (187, 188), e a NOS endotelial (e-NOS, tipo III), 

presente normalmente em células endoteliais vasculares (173) e plaquetas 

(189).  

A iNOS não é expressa sob condições normais, sendo induzida por 

citocinas e/ou endotoxinas em diversos tipos celulares, como os macrófagos, 

linfócitos T, células endoteliais, miócitos, hepatócitos, condriócitos, neutrófilos e 

plaquetas (173). Esta isoforma necessita de algumas horas para ser expressa, 

porém, uma vez sintetizada, libera quantidades maiores de NO em comparação 

à c-NOS (190). Embora IFN-γ e LPS sejam os exemplos protótipos, novos 

reguladores continuam a ser descobertos. Macrófagos e células dendríticas 

estimuladas com IL-12 levam à produção de altos níveis e expressão 

intracelular de IFN-γ, o qual, por sua vez, induz iNOS. A produção de IFN-γ 

induzida por IL-12 é dependente de STAT-4, embora os mecanismos 

moleculares que regulam a transcrição do gene codificante de IFN-γ ainda é 

desconhecido (191). Outras citocinas pró-inflamatórias, tais como TNF-α tem 

sua produção aumentada pela presença de IFN-γ, agindo como um sinal 

autócrino para aumentar a produção de NO mediada por IFN-γ (192). O fator 

nuclear- B (NF- B), um fator de transcrição bem conhecido, participa na 

regulação de mediadores pró-inflamatórios, incluindo iNOS. NF- B pode ser 

ativado por diversas vias de sinalização diferentes, incluindo sinalização 

mediada por receptor, dos receptores de reconhecimento padrão, como os 

TLRs (193), e vias indutoras de ROS (194). Vias que resultam na indução da 

expressão de iNOS podem variar em diferentes células ou espécies diferentes. 
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A ativação dos fatores de transcrição NF- B e STAT-1α, e, desse modo, a 

ativação do promotor iNOS, parece ser um passo essencial para a indução de 

iNOS na maior parte das células (195).  

A indução de iNOS geralmente ocorre em um ambiente oxidativo, e com 

isso, altos níveis de NO tem a oportunidade de reagir com o superóxido, 

levando à formação de peroxinitrito e toxicidade cellular. Tais propriedades 

podem definir o papel da iNOS na imunidade do hospedeiro, permitindo sua 

participação nas atividades anti-microbianas e anti-tumorais como parte da 

“explosão” oxidativa dos macrófagos (196).  

Análogos da arginina N-substituídos, como a NG-monometil-L-arginina 

(L-NMMA), N-imino-etil-Lornitina (L-NIO), NG-amino-L-arginina (L-NAA), NG-

nitro- L-arginina (L-NA) e o metil éster correspondente, o NG-nitro-L-arginina-

metil-éster (L-Name) são capazes de inibir todas as isoformas de NOS. Eles 

competem com a L-arginina e atuam como inibidores estereoespecíficos da 

NOS (173, 197). Além destes inibidores, a aminoguanidina também é capaz de 

inibir a NOS, demonstrando uma relativa seletividade para a iNOS (198). Vários 

destes inibidores têm sido utilizados, tanto em células isoladas como in vivo, 

em estudos sobre a função do NO.  

        

 

 

Figura 1.6: Isoformas da NO Sintase.  A óxido nítrico sintase pode ser dividida em duas 

categorias, a constitutiva ou a Induzível.  Dentre a NOS constitutiva estão a óxido nítrico sintase 

endotelial, presente em células endoteliais vasculares e plaquetas (e-NOS) e a óxido nítrico sintase 

neuronal (n-NOS), presente nos neurônios. A categoria Induzível compreende apenas a óxido 

nítrico sintase induzida (i-NOS), ativada por citocinas e produzida por diversos tipos celulares 

(Dusse, 2003).  
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Também já foi observada a presença de iNOS em subpopulações de 

monócitos, em diferentes tipos de infecções e tratamentos. Subpopulações de 

monócitos humanos, isolados de culturas de células mononucleares ou obtidos 

recentemente de pacientes com esclerose múltipla, doença de Graves ou 

pênfigo vulgar foram estudados quanto à expressão de iNOS. Monócitos 

CD14(+/++)CD16(+) expressaram altos níveis de RNAm de iNOS (199). Ainda, 

monócitos CD14+/CD16+, estimulados com células tumorais demonstraram um 

aumento na expressão de iNOS e produção de NO (200).  

 

1.5.1- O papel da iNOS na dengue 

A óxido nítrico sintase 2 (NOS2) revelou estar envolvida na produção de 

IFN-γ, colaborando na resposta antiviral do hospedeiro contra o DENV-2, em 

camundongos. Esta citocina é fundamental no controle da enzima NOS, a qual, 

por sua vez, medeia a produção de óxido nítrico, molécula inibidora da 

replicação viral (164, 165). Na dengue, foi também observado que monócitos 

infectados in vitro pelo DENV-1, apresentaram expressão da enzima iNOS, em 

uma relação inversa à expressão do antígeno viral. Neste mesmo estudo, foi 

demonstrado que monócitos de pacientes com dengue apresentavam 

expressão de iNOS, comparados à doadores saudáveis (63). Estudos 

demonstraram também que a infecção de células dendríticas derivadas de 

monócitos humanos (Mo-DC) pelo DENV-2 medeia a sinalização de iNOS e a 

produção das vias de NOS e ROS (201). Mais recentemente, foi demonstrado 

que as células da linhagem murina, RAW264.7, infectadas pelo DENV, tiveram 

um aumento transcricional e pós-translação na iNOS, acompanhado pela 

produção de NO. O estudo observou que a inibição farmacológica de NF-κB e 

também a inibição de TLR3 aboliram efetivamente a biosíntese de iNOS/NO 

(202). 
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1.6- Indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO) 

A Indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) é uma enzima amplamente 

distribuída nos tecidos e células de mamíferos. É uma oxigenase, ou seja, 

cataliza a incorporação de uma molécula de oxigênio (O2) ao substrato, sendo 

cruciais para o metabolismo e síntese de diversas substâncias biológicas (203).              

A IDO é uma proteína monomérica e citoplasmática, contém um grupamento 

heme, sendo codificada pelo gene INDO (204). Possui um papel importante no 

catabolismo do aminoácido essencial, triptofano, gerando metabólitos 

chamados, em conjunto de quinureninas. Esta enzima é o fator limitante da 

reação, uma vez que participa da primeira etapa da degradação do triptofano 

(205). O triptofano é importante para a biossíntese de proteínas, serotonina, 

nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD) e o ácido nicotínico (vitamina PP). 

Em sua ausência, há uma interrupção do ciclo celular na fase G1, sendo a via 

das quinureninas a principal rota de sua degradação (206). As reações 

enzimáticas se desencadeiam a partir de triptofano por meio de uma série de 

etapas, sendo que alguns dos intermediários chaves do metabolismo são: 

quinurenina, 3-hidroxi-antranilato indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) e 

quinolinato, sendo o produto final da reação,  nicotinamida adenina 

dinucleotídeo (NAD) (207-209) (Figura 1.7). A IDO encontra-se cataliticamente 

não ativa e sob a forma férrica (Fe +3), sendo, portanto, necessário um agente 

redutor para sua forma ferrosa (Fe +2), cataliticamente ativa (210).  
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Foi descrito recentemente, uma proteína homóloga à IDO, conhecida 

como IDO2, também importante para a primeira etapa do catabolismo do 

triptofano (211-213). Ainda não se sabe muito bem a respeito de suas 

atividades biológicas, porém, devido à sua expressão no rim, aparelho 

reprodutor e células dendríticas, sugere-se que tenha um papel na função 

renal, fertilidade e imunomodulação (214).  

A IDO é expressa em diversos tipos celulares, como macrófagos, células 

dendríticas, astrócitos, fibroblastos e células endoteliais, além de órgãos como 

intestino, pulmão, cérebro, baço e pâncreas (215). Porém, as células 

apresentadoras de antígenos são as que apresentam uma maior expressão 

desta enzima, o que a coloca na vanguarda da resposta imune (216). A IDO 

pode ser induzida pelo IFN-γ em células como os monócitos (217, 218), sendo 

Figura 1.7: Via da quinurenina no metabolismo do triptofano.  O início da via se dá pela 

TDO, no fígado, ou pela IDO, nos tecidos extra hepáticos. O tripftofano é degradado pela IDO 

em N-formil-quinurenina, a qual é convertida em quinurenina. Esta, por sua vez, pode ser 

metabolizada e gerar diversos metabólitos com diferentes funções. O produto final da via é a 

nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD) (Adaptado de Curti, 2008).  
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esta a principal citocina responsável por essa indução. Porém, outras citocinas 

como IFN-α e –β também são capazes de induzir a expressão de IDO, com 

menos eficácia (219). O IFN-γ, em combinação com outros fatores, como TNF-

α, IL-1 e LPS também são indutores da expressão de IDO, in vitro (220, 221). 

Por outro lado, estudos in vivo, demonstram que a resposta do LPS não 

depende do IFN-γ, e sim, essencialmente, do TNF, sugerindo a existência de 

uma via independente do IFN-γ, para indução desta enzima (216). Em células 

dendríticas, foi observado que a molécula CTLA-4 é capaz de induzir IDO, 

dependente ou independentemente de NF-κB (216). Demais moléculas, como 

IL-4, IL-10, IL-6, TGF-β, PGE2 (prostaglandina E2), CD40, entre outros, 

modulam a expressão dede IDO de acordo com o tipo celular e citocinas 

presentes no meio (222). Vírus e patógenos intracelulares também possuem a 

capacidade de induzir IDO, através da sinalização via TLRs pela interação com 

CTLA4-B7 (223).  Os fatores de transcrição que medeiam sua expressão são o 

STAT-1 (transdutor de sinal e ativador de transcrição 1) e IRF-1 (fator regulador 

de Interferon 1)  (216). Estudos com camundongos knockout para IRF1 (IRF-1 -

/-) e IFN-γ (IFN-γ-/-) demonstraram que estes foram altamente susceptíveis a 

infecção aguda por T. gondii e houve a completa abolição da degradação do 

triptofano nestes animais (224). É ainda bastante conhecida a sua atividade 

imunossupressora, principalmente, no que se refere às funções dos linfócitos T 

(225). Em outras doenças, como na hanseníase, já foi descrito o papel 

imunossupressor da IDO em linfócitos pela inibição de proliferação linfocitária e 

expressão de receptores do tipo CTLA-4 (226-228). Além disso, a ativação da 

IDO em resposta a uma outra infecção, pelo vírus Epstein-Barr (EBV), em 

macrófagos derivados de monócitos humanos (MDMs) suprimiu a proliferação 

de células T e comprometeu a atividade citotóxica de células T CD8  (229). 

Recentemente, foi observado que pacientes com a síndrome primária de 

Sjögren, positivos para IFN tipo I, apresentam níveis elevados da atividade de 

IDO, bem como percentuais de células T reguladoras (Treg) com uma 

correlação positiva entre eles (230). 

A depleção de triptofano por IDO impede a proliferação de células T, o 

que, em conjunto com a atividade pró-apoptótica de quinurenina, diminui as 

respostas imunes mediadas por células T e o subsequente desenvolvimento de 

tolerância (231-233). Além disso, DCregs expressando IDO foram capazes de 
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induzir células Treg in vivo e células Treg expressando o receptor de 

glicocorticóide induzido por TNF (GITR- receptor de glicocorticóide induzido por 

TNF), que por sua vez utiliza as DCs IDO+ para expandir sua própria 

população em um loop de feedback positivo (234, 235). 

A ação da IDO pode ser inibida por diversas moléculas naturais ou 

sintéticas. Tais inibidores podem bloquear o sítio de ligação do triptofano na 

enzima, chamados de inibidores competitivos, ou inibirem a interação do 

oxigênio e bloqueio do ciclo catalítico da IDO, chamados de inibidores não 

competitivos (204). O 1 metil-triptofano (1-MT) e a β-carbolina são os principais 

inibidores desta enzima. Ainda, foi demonstrado que um extrato de 

invertebrados marinhos pode ser um forte inibidor de IDO, quando em 

concentrações sub-micromolares (236, 237). A molécula de NO, por sua vez, 

também vem sendo descrita como um inibidor em potencial, dependendo de 

sua concentração (238). Estudos demonstraram que o NO causa um efeito 

bimodal na função de IDO, em células estimuladas por IFN-γ, onde altas 

concentrações de doadores de NO são capazes de reduzir a atividade de IDO, 

enquanto baixas concentrações destes doadores aumentaram a atividade 

desta enzima. Ainda, os inibidores de NOS, L-NMMA, aminoguanidina, e o 

antagonista de calmodulina W7, também são capazes de reduzir a atividade de 

IDO (239). Dessa forma, nota-se uma regulação de IDO pela produção da 

molécula de NO.  

A presença de IDO em monócitos do sangue periférico e sua relação 

com as diferentes subpopulações de monócitos já foram previamente descritas 

em alguns trabalhos envolvendo outras doenças. Em um estudo com pacientes 

que realizaram transplante de rins e receberam tratamento com belatacept, foi 

observado um aumento considerável no percentual de IDO, em monócitos 

CD16+ (240).  Além disso, a infecção pelo EBV foi capaz de induzir o RNAm, a 

proteína e a ação enzimática de IDO, em macrófagos derivados de monócitos 

humanos (MDMs) (229). Em monócitos circulantes de pacientes IFN tipo I-

positivos com a síndrome primária de Sjögren, a expressão do RNAm de IDO1, 

em monócitos CD14+, foi regulada positivamente e correlacionada com a 

expressão gênica de IFN tipo 1 (230). 
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1.6.1- O papel da IDO na dengue 

Na dengue, estudos investigaram a presença de IDO em soro de 

pacientes e foi observada a diminuição da taxa triptofano/quinurenina, 

indicando o catabolismo do triptofano pela atividade de IDO, quando 

comparados com outras doenças febris agudas. Também foi detectado mRNA 

da IDO em células dendríticas infectadas in vitro. Ainda nesse estudo, foi 

observada uma possível ação antiviral da IDO, dependente da ação do IFN-γ. 

Todavia, os experimentos de determinação de carga viral são muito 

preliminares, sem estatística e reprodução (241). Outro estudo demonstrando 

possíveis biomarcadores para o prognóstico de dengue grave não encontraram 

diferenças estatisticamente significantes nos níveis de IDO entre pacientes com 

dengue grave e casos não complicados (242).  

Como citado anteriormente, a IDO é uma enzima presente em diversos 

tipos celulares, tendo sido detectada, em diferentes modelos, na população de 

monócitos. Porém, esta é a primeira vez que a indução de IDO é observada em 

monócitos humanos infectados pelo vírus da Dengue.  

 

1.7- Monócitos 

Os monócitos fazem parte do sistema fagocítico mononuclear e possuem 

origem mieloide. Apresentam-se, no sangue, como uma população 

heterogênea, variando em sua granulosidade, morfologia nuclear e tamanho 

celular. Os monócitos originam células especializadas, como as células 

dendríticas, osteoclastos e a maior parte dos macrófagos tissulares. A 

heterogeneidade das populações de macrófagos originadas reflete as diversas 

especializações adotadas por essas células nos tecidos, onde o microambiente 

tissular influencia o fenótipo dos macrófagos residentes (243). O monócito 

formado permanece na medula, por pouco tempo, menos que 24h. Ao 

ingressar na circulação, expressa na superfície celular proteínas heterodímeras 

das subclasses B1 e B2 da superfamília das integrinas das moléculas de 

adesão, incluindo antígeno associado à função linfocitária, C3 e antígeno de 

ativação tardia, que medeiam a ligação com os respectivos ligantes expressos 

nas células endoteliais, promovendo a adesão dos monócitos à superfície do 

endotélio. Ocorre então, o espalhamento dos monócitos na superfície das 
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células endoteliais, migração transendotelial entre duas células endoteliais 

adjacentes e passagem dos monócitos para o tecido e cavidades do corpo, 

onde passam a se chamar macrófagos do exsudato (243). 

Na dengue, os monócitos são importantes células-alvo do vírus e, durante a 

infecção, são ativados e capazes de produzir uma série de citocinas e 

mediadores inflamatórios, responsáveis pela gravidade/proteção da doença. 

(62, 244, 245). Porém, a função de subpopulações específicas de monócitos 

permanecem indefinidas. 

1.7.1- Subpopulações de monócitos 

No sangue periférico, a população de monócitos humanos pode ser 

dividida em dois subtipos, de acordo com a expressão de CD14 e CD16 (246, 

247). O CD14 é um co-receptor do TLR4 (receptor tipo Toll 4) um receptor de 

lipopolissacarídeo (LPS) de algumas bactérias Gram negativas, enquanto o 

CD16 é um receptor de baixa afinidade para a imunoglobulina G (FcgRIII) (246, 

248). Os chamados monócitos clássicos são populações de células CD14+ 

CD16-, os quais expressam receptor de quimiocina CCR2. Já as populações 

CD14+ CD16+, se assemelham a macrófagos tissulares maduros (Figura 1.8). 

Também foi descrita uma população CD14+ CD16+ CD64+, em que as células 

apresentam características típicas de monócitos e células dendríticas, com alta 

expressão de CD86 e moléculas MHC (complexo de Histocompatibilidade 

Principal) classe II (243). 

Em condições fisiológicas saudáveis, a maior parte da população de 

monócitos total é composta pelos chamados monócitos clássicos, CD16-, que 

correspondem a 90%, enquanto os 10% restantes correspondem à população 

conhecida como monócitos não-clássicos, CD16+. Durante diversas condições 

inflamatórias e infecciosas, monócitos CD16+ encontram-se elevados e têm 

sido propostos por desempenhar papéis pró-inflamatórios (249). Além disso, 

monócitos/macrófagos podem produzir diversas citocinas e quimiocinas que 

comprometem a integridade da camada de células endoteliais, possivelmente 

levando ao extravasamento vascular (89, 250-253), principal característica da 

gravidade da doença. Esta última população produz mais citocinas pró-

inflamatórias, como TNF-α, enquanto a população CD16- está predisposta a 

produzir IL-10 (254, 255). Em condições de doença, estes dois subtipos de 
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monócitos são conhecidos por exercerem diferentes papéis. As subpopulações 

de monócitos podem produzir diferentes citocinas, mostrando um perfil mais ou 

menos inflamatório. Estas células têm demonstrado exibir fenótipos e funções 

distintas (246, 248). Sendo assim, em condições fisiológicas podem ser 

detectadas três subpopulações de monócitos no sangue periférico humano: os 

clássicos (CD14hiCD16-), os intermediários (CD14highCD16+) e os não 

clássicos (CD14lowCD16+) (256). 

Monócitos clássicos são fortemente positivos para a molécula de 

superfície celular, CD14 (CD14+CD16-), enquanto a subpopulação 

CD14+CD16+ co-expressa CD16 e baixos níveis de CD14. Células CD14+ 

CD16+ são um tipo único de monócito, porém, alguns possuem uma baixa ou 

alta intensidade de expressão de CD14 e são frequentemente chamadas de 

CD14lowCD16+ e CD14highCD16+, respectivamente, sendo bem 

caracterizadas no sangue periférico. As células CD14lowCD16+ têm sido 

descritas como pró-inflamatórias, produzindo níveis elevados de citocinas pró-

inflamatórias, aumento da expressão do antígeno leucocitário humano (HLA) -

DR e poucas citocinas anti-inflamatórias (257). A população de células 

CD14highCD16 + parece aumentar em paralelo com a CD14lowCD16+,  

durante o curso da sepse e foram as principais produtoras de IL-10, 

demostrando um padrão anti-inflamatório (248). Foi proposto que a nomeação 

destas subpopulações de monócitos seja feita apenas de acordo com os 

marcadores de membrana e não por suas atividades pró ou antiinflamatórias, 

devido à possíveis alterações nestas subpopulações, durante os processos 

inflamatórios (256). 

Na dengue, em pacientes infectados, foi observado um aumento no 

número de monócitos CD14(+)CD16(+) ativados. Uma outra população, 

descrita como CD14(high)CD16(+) encontra-se aumentada em pacientes 

brandos, fato não observado em pacientes graves. Além disso, níveis 

plasmáticos de TNF-α, IFN- γ e IL-18 foram inversamente associados com esta 

subpopulação monocítica (258). Um outro estudo revelou que ambos os 

subtipos de monócitos, CD16- e CD16+, são igualmente suscetíveis ao DENV-

2 e capazes de suportar a produção inicial de novas partículas infecciosas. 

Fatores antivirais, tais como IFN-α, TRAIL e CXCL-10 também foram 

produzidos por ambas subpopulações. Entretanto, monócitos CD16+ foram os 
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principais produtores de citocinas e quimiocinas inflamatórias em resposta ao 

vírus dengue, incluindo IL- 1β, TNF- α, IL-6, CCL-2, 3 e 4 (259). A população 

monocítica, em geral, está envolvida na produção de diversos fatores durante a 

infecção pelo vírus dengue, participando, portanto, em diferentes mecanismos 

imunes no decorrer da infecção. Dentre eles, a apoptose aumentada destas 

células também já foi observada em cultura de monócitos humanos infectados 

pelo DENV-2 (244).  

 

 

 

                                    

 

                                 

 

                                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.8: Subpopulações de monócitos humanos. A maior parte da população total de 

monócitos (90-95%) é conhecida como monócitos clássicos, e apresentam alguns marcadores 

de superfície como CCR2 e CD62L. Já a outra parcela da população (5-10%) compreende os 

chamados monócitos não-clássicos. Além de possuírem recepetores de superfície como CCR5 

e o CD16, estes também são conhecidos como pró-inflamatórios, por serem os principais 

produtores de TNF-α (Adaptado de Torrentes-Carvalho, 2009). 
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1.8- Justificativa 

O presente trabalho justifica-se pela necessidade de se estudar as 

subpopulações de monócitos durante a infecção pelo DENV e sua associação 

com as enzimas iNOS e IDO. Consideramos que uma avaliação da frequência 

de células positivas para estas enzimas, além de uma possível correlação com 

citocinas e mediadores inflamatórios produzidos durante a infecção, além da 

carga viral, nos forneça informações importantes e ajude a compreender o 

papel destas subpopulações na dengue, bem como a função de iNOS e IDO. 

Esperamos, com isso, contribuir para o entendimento da resposta imunológica 

frente ao DENV e consequentemente, auxiliar nas futuras estratégias de 

controle da gravidade da doença.  
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2- Objetivos 

2.1- Objetivo Geral: 

Caracterizar subpopulações de monócitos durante a infecção pelo DENV 

com ênfase na expressão de IDO e iNOS, correlacionando com a carga viral e 

produção de mediadores inflamatórios. 

 

2.2- Objetivos específicos: 

 

1- Caracterizar os parâmetros clínicos e laboratoriais de pacientes infectados 

com DENV-4, além da produção de mediadores inflamatórios; 

 

2- Caracterizar em PBMCs de pacientes na fase aguda e doadores saudáveis 

infectados com DENV-2, subpopulações de monócitos CD14+CD16+/- e 

positivas para IDO, iNOS e o antígeno (Ag) viral; 

 

3- Associar a detecção de IDO, iNOS e do Ag DENV, em monócitos de 

pacientes e doadores saudáveis infectados, com a expressão de outros 

marcadores já conhecidos (CD14 e CD16) e com a detecção de fatores 

circulantes, tais como citocinas/quimiocinas e outros mediadores inflamatórios;  

 

4- Associar as diferentes subpopulações de monócitos com a carga viral; 

 

5- Caracterizar a infecção pelo DENV-2 concentrado, em monócitos de 

doadores saudáveis infectados in vitro; 

 

6- Avaliar o efeito do tratamento com um indutor de IDO (LPS+IFN-γ) e um 

inibidor (L-NMMA) e doador de NO (SNAP) em subpopulações de monócitos 

CD14+CD16+/- e positivas para IDO, iNOS e o Ag viral, de doadores saudáveis 

infectadas in vitro pelo DENV-2, e na produção de mediadores inflamatórios; 
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3- Metodologia 

3.1- Coleta das amostras e diagnóstico laboratorial dos pacientes 

O estudo foi realizado em Campo Grande, MS, Brasil, durante uma 

epidemia de DENV-4, ocorrida em 2013. Os pacientes foram atendidos no 

Hospital Professora Hesterina Corsini Dia, da Universidade Federal do Mato 

Grosso do Sul, durante os meses de fevereiro a abril, em colaboração com o 

Dr. Rivaldo Venâncio da Cunha. As amostras foram coletadas durante a fase 

aguda da doença e dados do histórico e exames clínicos detalhados dos 

pacientes foram registrados imediatamente após a admissão. Casos incluídos 

durante o estudo foram submetidos à investigação. O sangue dos pacientes 

foram coletados para a contagem de plaquetas, percentual de hematócrito, 

contagem de células (leucócitos, linfócitos, monócitos), bem como dosagem 

das enzimas hepáticas AST/TGO e ALT/TGP. Para os pacientes internados ou 

que retornaram posteriormente ao hospital, foram utilizados nas análises, os 

valores máximos de detecção das enzimas AST e ALT e os valores mínimos 

das contagens de plaquetas, avaliados em diferentes dias de coleta. Todos 

estes exames foram realizados nas instalações do hospital onde os pacientes 

foram atendidos. As amostras de plasma e de soro foram separadas em 

alíquotas e armazenadas a -70 ° C, para a quantificação de mediadores 

solúveis. Os dados dos exames laboratoriais de todos os pacientes foram 

obtidos nos hospitais em que os mesmos foram tratados. Não foram utilizados 

critérios de exclusão para pacientes que apresentavam comorbidades, tais 

como obesidade, depressão, diarreia crônica, entre outras. Todos os pacientes 

incluídos no estudo apresentaram diagnóstico de dengue confirmado por um 

dos testes citados a seguir.  

Para o diagnóstico dos casos suspeitos de dengue foi realizado o teste de 

captura de IgM (Panbio vírus da dengue IgM ELISA de captura, Alere, 

Austrália); detecção do antígeno NS1, pelo kit Platelia ™ Dengue NS1 Ag 

(Biorad Laboratories), e o diagnóstico molecular, por RT-PCR. Após a 

confirmação do diagnóstico, os pacientes foram classificados de acordo com os 

sintomas clínicos e agrupados conforme a nova classificação clínica definida 

pela Organização Mundial da Saúde (WHO, 2009) em: dengue sem sinais de 

alerta (FD sem SA), dengue com sinais de alerta (FD com SA) ou dengue 
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grave (Grave). Para este estudo, foram utilizados 25 pacientes que 

apresentaram sintomas relacionados à dengue sem sinais de alerta, 10 

pacientes classificados como FD com sinais de alerta e nenhum paciente grave 

incluído. Cerca de dez indivíduos foram incluídos no estudo como doadores 

saudáveis, considerando que eles não tinham apresentado episódios de febre 

por mais de 3 meses ou histórico de outras doenças.  

 

3.2- Cultura de células C6/36 

A linhagem celular C6/36, da glândula salivar do mosquito Aedes 

albopictus foi utilizada para a produção da massa viral. As células foram 

cultivadas à 28°C em garrafas de cultura de 75cm², 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.  

3.3- Produção do estoque viral 

Para obtenção da massa viral as células C6/36 foram infectadas com um 

inóculo de 1,5mL do DENV-2 cepa 16681(1,37x108 TCID50/mL) por 90min para 

a adsorção viral. Após esse período, o inóculo viral foi removido e as células 

mantidas a 28°C em 30mL de DMEM contendo 2% de SFB. No 7° dia, os 

sobrenadantes das culturas foram clarificados por centrifugação a 1000g/5 min, 

seguido de ultracentrifugação a 100000g por 1h. Posteriormente, o 

sobrenadante foi desprezado e o “pellet” contendo as partículas virais foi 

ressuspenso em 1,5mL de meio RPMI, contendo 10% de SFB, e filtrados em 

membrana de 0,22μm (260). As alíquotas dos vírus foram, então, estocadas a  

-70°C para conservação do título viral.  

3.4- Titulação viral por imunofluorescência indireta 

As células da linhagem C6/36 (cerca de 5x105/poço em placa de 96 

poços) foram infectadas com 100 μL/poço do estoque viral produzido, em 

diluições seriadas de 10-1 a 10-11. Após incubação a 28°C por 90 min, o inóculo 

viral foi retirado e foram adicionados 200μL de DMEM contendo 5% de SFB, 

seguido de 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 20 min a 4°C para realização da marcação do DENV por 
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imunofluorescência indireta. As células foram, inicialmente, incubadas 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, à TA, foi adicionado o 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, seguido de incubação por 30min a 37°C, 

em câmara úmida. Após nova sequência de duas lavagens com PBS por 10min 

à TA, 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®. O cálculo do título viral foi 

feito com base na fórmula de Reed & Muench. Para o estoque viral produzido e 

utilizado neste estudo, o título viral obtido foi de 3x1010 TCID50/mL (do inglês: 

50% tissue culture infective dose) (244). 

 

3.5- Obtenção de células mononucleares do sangue periférico e 

criopreservação 

Cerca de 20 ml de sangue periférico de cada paciente, na fase aguda da 

dengue, foi recolhido em tubos contendo ACD (citrato de sódio 22 g/L, ácido 

cítrico 8 g/L e dextrose 24,5 g/L) como anticoagulante. As células 

mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram purificadas por 

centrifugação em gradiente de densidade (Ficoll, Sigma), o qual separa as 

células basicamente por densidade, sendo as hemácias e células 

polimorfonucleares mais pesadas que o ficoll e as células mononucleares mais 

leves. O mesmo procedimento foi adotado para a obtenção das PBMCs de 

doadores saudáveis. Neste caso, as células mononucleares foram obtidas a 

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

através da colaboração com o Hospital Universitário Clementino Fraga Filho, 

UFRJ. Foram realizados testes sorológicos para VDRL, Chagas, Hepatites 

virais, anti-HIV-1 e 2 e anti-HTLV-1 e 2, no hospital da coleta. O mesmo 

procedimento para obtenção das PBMCs foi válido tanto para as amostras de 

pacientes quanto de doadores, havendo alteração apenas em alguns detalhes 

e volumes especificados abaixo.  
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O conteúdo da buffy coat foi diluído 1:2 em meio RPMI suplementado 

com L-glutamina, antibiótico e Hepes. O volume de sangue diluído foi 

distribuído igualmente em 4 tubos falcon de 50 mL contendo 15 mL de Ficoll-

Hypaque. No caso das amostras de pacientes, não houve diluição do sangue e 

o mesmo foi distribuído em aproximadamente 4 tubos de 15 mL, contendo 5 

mL de Ficoll-Hypaque. Após a centrifugação à 400g/30 min., o plasma das 

amostras de pacientes foi aliquotado e armazenado à - 80°C para posterior 

utilização nos imunoensaios. Foi recolhido o anel de células mononucleares 

presentes na interface entre a solução de Ficoll e o plasma, e depositado em 

tubos de 50mL/15mL. Foram, então, adicionados 20 mL/7mL de meio RPMI, e 

os tubos centrifugados a 400g/10 min. Esse procedimento de lavagem foi 

repetido por mais duas vezes; o sobrenadante foi descartado e as células 

homogeneizadas com 2 mL de RPMI/tubo.  

 Para a preservação das PBMCs dos pacientes, as células foram 

contadas em um contador automático (BioRad) e sua viabilidade avaliada 

utilizando o corante Azul de Trypan. Após o ajuste das mesmas para uma 

concentração de 106 a 107 células/mL, as PBMCs foram ressuspensas em 

solução de congelamento (SFB contendo 10% de dimetilsulfóxido-DMSO) e 

criopreservadas em nitrogênio líquido para posterior estudo. Para a obtenção 

das amostras de soro, foram coletados cerca de 5mL de sangue, em tubo seco. 

Após a retração do coágulo, foi realizada a centrifugação à 1000g por 10min, 

temperatura ambiente (TA). Posteriormente, assim como as amostras de 

plasma, as alíquotas de soro foram armazenadas à - 80°C para a subsequente 

dosagem dos mediadores solúveis.  

 

3.6- Isolamento e infecção de monócitos humanos primários obtidos de 

doadores saudáveis 

Após obtenção das PBMCs a partir de buffy coat de doadores 

saudáveis, foram realizadas duas lavagens com o tampão de isolamento de 

monócitos (PBS 1x contendo 2% SFB e 1mM EDTA, livre de Ca++ e Mg++) e a 

concentração ajustada para 5 x 107 células/mL. Foi realizada seleção negativa 

de monócitos utilizando o kit EasySep Negative Selection (StemCell 

Technologies). A suspensão foi transferida para tubos de 15mL, onde as 
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células foram incubadas por 10min à 4ºC com 50μL/mL do cocktail de 

enriquecimento de monócitos sem depleção de CD16. Posteriormente, as 

células foram incubadas com 50μL/mL das partículas magnéticas, à 4ºC por 5 

min. Em seguida, foi adicionado tampão de isolamento até o volume de 5 mL 

de suspensão celular e o tubo colocado no magneto por 2.5 min à TA. O tubo 

foi, então, invertido para obtenção dos monócitos humanos isolados.   

Foi realizada  a contagem dos monóctios em um contador automático 

(BioRad), com exclusão das células mortas por Azul de Trypan. A 

concentração foi ajustada para 3x105 células/mL em meio RPMI suplementado, 

contendo 10% de SFB, distribuídos 1mL por poço, em placas de 48 poços e 

incubação em estufa 37ºC/5%CO2.  

Após incubação por 24 horas, o sobrenadante das culturas de monócitos 

foi descartado e adicionado 300µl do inoculo viral ultracentrifugado, diluído 1/50 

(MOI 60) em meio RPMI sem SFB. Após o período de incubação de 2 horas, à 

370C/5% CO2, o inóculo foi descartado e adicionado 1,0 mL de meio RPMI 

suplementado, com 2% de SFB. Nas culturas também foram utilizados 

controles positivos para a enzima IDO (LPS (0,01ug/mL + IFN-γ 1ug/mL- 

Sigma) e a molécula NO (SNAP 10ug/mL- Sigma), bem como controles 

negativos de IDO (1-MT 10ug/mL- Santa Cruz Biotechnology) e do NO  (L-

NMMA 10ug/mL- Sigma). A placa foi incubada por 24h em estufa 370C/5% 

CO2. 

3.7- Marcação extra e intracelular para a análise de PBMCs por citometria 

de fluxo 

Os sobrenadantes das culturas de monócitos de doadores saudáveis, 

previamente infectadas pelo DENV-2, foram recolhidos (3 alíquotas de 200 µL) 

e armazenados a - 20˚C para posterior dosagem dos mediadores inflamatórios, 

por ELISA. As células foram submetidas à uma raspagem suave, em gelo, com 

ponteira de plástico, para sua remoção mecânica e transferidas para placa de 

96 poços. Após a centrifugação a 400g/7 min., o sobrenadante foi descartado e 

as células ressuspendidas em 200 μL de solução de lavagem (PBS+1% BSA+ 

0,1% azida). Por sua vez, as alíquotas de PBMCs, previamente 

criopreservadas, contendo cerca de 106-107 células de pacientes e controles 

saudáveis, foram descongeladas em banho-maria à 37°C, centrifugadas 
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(350g/5 min) e lavadas uma vez com 10 mL de PBS pH 7,4 contendo 2% de 

FBS e 0,01% de NaN3 e, então, transferidas para placa de 96 poços.  Em 

seguida, tanto as células de pacientes quanto de doadores foram centrifugadas 

a 400g por 5min/4°C. A células foram, primeiro, bloqueadas para seus 

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 à 4ºC. 

Após incubação, as células foram centrifugadas a 400g por 2min e, então, foi 

realizada a marcação extracelular com 20μL da combinação dos anticorpos 

monoclonais conjugados à fluorocromos anti-CD14 (PercP) e anti-CD16 

(APCeFlúor780) diluídos em solução de lavagem (BSA 1%, NaN3 0,1%, PBS 

pH 7,4) e seguido de incubação por 30min à 4ºC. Ao final deste período foram 

realizadas duas lavagens com solução de lavagem, seguida de centrifugação à 

400g por 2min. As células foram fixadas com 100μL de solução de fixação a 

4% (Cytofixperm solution-BD), por 20min à 4ºC. Após centrifugação, as células 

foram permeabilizadas com solução de permeabilização (Cytofixperm solution-

BD) por 10min a 4°C, seguida de centrifugação. As células foram, então, 

incubadas com 20μL da combinação dos anticorpos monoclonais conjugados à 

fluorocromos anti-NOS 2 (AF488) (Santa Cruz Technology) , anti-IDO (PE) 

(R&D Systems) e anti-DENV (AF647) (Millipore) por 45min 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. 

Após incubação, foi adicionado solução de permeabilização (Cytofixperm 

solution-BD), seguido de centrifugação. Por fim, as células foram novamente 

fixadas em solução de fixação 4% (Cytofixperm solution-BD), por 20 min à 4°C. 

O fixador foi removido por centrifugação e as células ressuspensas em 200μL 

de PBS e armazenadas à 4°C até a aquisição.   

A aquisição foi realizada no FACsAria (BD), da Plataforma de Citometria 

de Fluxo-FIOCRUZ. As análises foram feitas utilizando o programa FlowJo 

versão 7.6.1 (Tree Star Inc., San Diego, CA). 

O anticorpo isotipo para o marcador CD16 foi realizado em células 

marcadas com CD14 com isotipos para os anticorpos INOS e IDO. Para a 

determinação não específica dos MFIs de INOS e IDO, foram utilizados 

anticorpos isotipos em células marcadas com CD14 e CD16 e os valores de 
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MFI destes isotipos foram subtraídos de amostras marcadas com anticorpos 

anti-INOS e anti-IDO. 

 

3.8-  Quantificação de fatores solúveis por imunoensaios  

As amostras de soro  obtidas a partir de pacientes infectados com DENV 

e indivíduos controles, previamente armazenados a -80°C foram utilizados para 

dosagem dos mediadores inflamatórios. Os plasmas armazenados foram 

descongelados e as citocinas IFN-γ, TNF-α, IL-8, IL-10 e IL-1β foram 

quantificadas através do imunoensaio, usando a tecnologia de LUMINEX™ 

seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante (R&D Systems). De forma 

resumida, foi preparada uma solução contendo uma 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 à TA 

(0.13-2000 pg/mL). 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 à TA. Após novas lavagens, foi 

adicionado 50μL/poço da estreptavidina conjugada com PE e incubados por 

30min à TA. Após incubação, foram realizadas novas 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 Nanotecnologia 

e Microarranjos, Luminex – RJ [RPT03C] da Rede de Plataformas 

Tecnológicas/FIOCRUZ. 

Os níveis das quimiocinas MCP-1 e IP-10 foram detectados pela técnica 

de ELISA (Peprotech 900-M31), em amostras de soro de pacientes e controles, 

diluídas 1:10. As curvas-padrão foram preparadas por diluições seriadas da 

alíquota correspondente à quimiocina padrão, fornecido pelo fabricante (15-

1000 pg/mL). Para os sobrenadantes das culturas de monócitos infectadas in 

vitro, foi feita a dosagem das citocinas IFN-α (12-1000 pg/mL) (PBL assay 

Science Cat#41110), IFN-γ (23-1500 pg/mL) (Peprotech Cat#900-K27), TNF-α 

(31-2000 pg/mL) (Peprotech Cat#900-K25), IL-10 (62-4000 pg/mL) (Peprotech 

Cat#900-K21) e da quimiocina MCP-1(4-250 pg/mL) (Peprotech Cat#900-T31). 



47 
 

Além disso, a produção da proteína viral NS1 (PlateliaTM Dengue NS1 Ag 

72830), também foi avaliada, pela técnica de ELISA, sem diluição das amostras 

e de acordo com as instruções do fabricante. Resumidamente, a placa é 

recoberta com anticorpo de captura diluído em PBS, adicionado 100 μL/poço e 

incubada overnight à TA. Após uma sessão de quatro lavagens, a placa foi 

bloqueada e incubada 1 hora à TA, seguida de nova lavagem, quatro vezes. 

Foi preparada a curva padrão para cada citocina/quimiocina avaliada e 

imediatamente adicionados 100 μL/poço da curva ou das amostras, em 

triplicata, seguido de incubação por 2hs à TA. Após esse período, a placa foi 

lavada quatro vezes e, então, adicionado o anticorpo de detecção (100 

μL/poço) e nova incubação de 2hs à TA. Finalmente, a placa foi lavada 

novamente e adicionados 100 μL/poço da Streptavidina-HRP e incubação por 

30 min. Ao final de quatro lavagens, foi adicionado 100 μL/poço do susbstrato 

TMB.  A determinação da densidade óptica das amostras e os padrões foi 

realizada utilizando o espectrofotômetro (SpectraMax) em um comprimento de 

onda de 620 nm. Para estimar as concentrações dos diferentes fatores foi 

realizada uma curva de 4 parâmetros no GraphPad Prism 6.0 (GraphPad 

Software, San Diego, CA). 

3.9- Detecção de NO-
2 pela Reação de Griess  

Para a quantificação de NO, tanto no plasma de pacientes infectados, 

quanto no sobrenadante das culturas de monócitos infectadas, foi realizado o 

ensaio da Reação de Griess, o qual quantifica um dos produtos de sua reação 

com o oxigênio, o Nitrito (NO-
2). O reagente de Griess (Sigma #G4410) foi 

misturado com igual volume das amostras de plasmas ou sobrenantes das 

culturas de células (100µL/poço) em uma placa de 96 poços. Após 15 minutos 

de incubação, a determinação da concentração de nitrito foi realizada em um 

leitor de placas (540 nm) a partir de uma curva padrão com valores entre 0 e 40 

uM. Como controle positivo foi utilizado o doador de NO (SNAP- 10µg/mL), e 

um inibidor de NO (L-NMMA-10µg/mL) foi usado como controle negativo. Os 

resultados da leitura foram analisados no GraphPad Prism 6.0 (GraphPad 

Software, San Diego, CA), utilizando uma curva de regressão linear.  
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3.10- Análise estatística 

Para avaliar se os dados das amostras de pacientes e dos doadores 

infectados in vitro obedeciam  uma distribuição normal, foi realizado o teste de 

Kolmogorov-Smirnov. Sendo assim, para avaliar diferenças entre os grupos 

testados de controles e DENV foi utilizado o teste de Mann-Whitney, não 

paramétrico, para as amostras que não obedeciam uma distribuição normal. 

Para as análises com distribuição normal, foi utilizado o teste t, paramétrico e 

não-pareado. As correlações entre a produção de citocinas/quimiocinas com os 

parâmetros clínicos/laboratoriais ou com as subpopulações de monócitos foram 

estimadas pela correlação de Spearman. Valores de p<0,05 foram 

considerados estatisticamente significativos. Essas análises estatísticas foram 

realizadas utilizando o software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, San 

Diego, CA). 

 

3.11- Comitê de Ética 

 Os procedimentos realizados neste estudo são parte de projetos 

aprovados pelo Comitê de Ética de Pesquisa da Fiocruz, Ministério da Saúde 

(CAAE:13318113.7.0000.5248). Todos os pacientes participantes concordaram 

com o projeto através da assinatura de um termo de consentimento, livre e 

esclarecido. 

 

4- Resultados 

Parte I: Avaliação da resposta imune de pacientes infectados 

predominantemente com DENV-4, da epidemia de 2013, no MS. 

4.1- Características clínicas, laboratoriais e demográficas 

Neste estudo, foram incluídos 35 pacientes com diagnóstico positivo de 

infecção de dengue, na fase aguda (2-9 dias após o início da doença) durante 

um surto de DENV-4 em Mato Grosso do Sul, Brasil, em 2013. Entre eles, 25 

(71%) foram classificados como dengue (FD) sem sinais de alerta (SA) e 10 

(29%) como dengue com sinais de alerta (FD com SA), de acordo com 

classificação adotada pela OMS, em 2009. As características demográficas, 

clínicas e os dados laboratoriais da população de estudo são mostrados na 



49 
 

Tabela 4.1. A maioria dos indivíduos deste estudo era do sexo masculino, 

embora não houvesse diferença entre os grupos em relação a este parâmetro e 

nem a idade do grupo de estudo, que variou entre 14 e 96 anos, com idade 

média de 36 anos. Apenas 5 (14%) pacientes, todos do grupo de indivíduos 

com sinais de alerta, apresentaram sintomas clínicos de gravidade, como 

sangramento e extravasamento plasmático. Estes dados refletem a 

característica mais leve da infecção pelo DENV sorotipo 4.  

A trombocitopenia é uma das manifestações hematológicas mais 

comuns observadas durante a fase aguda da infecção por dengue. Parâmetros 

laboratoriais como leucopenia, ou aumento do hematócrito e da dosagem de 

NS1, além de níveis elevados de AST e ALT são comumente observados em 

pacientes com dengue apresentando sintomas de gravidade em comparação 

com aqueles sem gravidade. Apesar destas características terem sido 

observadas dentro do nosso grupo de estudo, não houve diferença estatística 

entre estes parâmetros no grupo FD sem SA vs FD com SA. Com relação aos 

parâmetros bioquímicos, os níveis de AST e ALT circulantes não foram 

significativamente diferentes entre os grupos (Tabela 4.1 e Figura 4.1), embora 

os pacientes do grupo FD com SA tenham apresentado um aumento 

considerável nos níveis destas enzimas, em comparação com os pacientes 

sem SA. Como esperado, foram encontradas contagens signifcativamente mais 

baixas de plaquetas no grupo de pacientes com SA (Tabela 4.1 e Figura 4.1). 

Mais da metade dos pacientes foram confirmados para a infecção pelo 

DENV através de um ensaio de IgM positivo, por ELISA. Os demais pacientes 

foram confirmados pela técnica de PCR ou ELISA da NS1 viral. Alguns 

pacientes não foram testado para o ensaio de PCR ou apresentaram resultado 

negativo devido ao dia avançado da doença. Um paciente do grupo FD sem SA 

apresentou PCR positiva para DENV-1, um paciente do grupo FD com SA 

apresentou PCR positiva para DENV-2 e os outros pacientes (9) foram 

positivos para DENV-4 (Tabela 4.1). A epidemia de origem desses pacientes 

foi predominantemente marcada pelo vírus da dengue sorotipo 4, com base no 

diagnóstico laboratorial de todos os pacientes analisados durante o período de 

coleta (dados não mostrados). 
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Classificação
(OMS, 2009)

Características a FD sem SA n=25 FD com SA n=10

Dados demográficos

Idade em anos 35 (25-60) 41 (23-55)

Sexo (M:F) 14:11 05:05

Dias de doença b 4.0 (4.0-6.0) 6.5 (3.0-8.0)

Manifestações hemorrágicas

Sangramento c 0/25 04/10

Extravasamento plasmático d 0/25 01/10

Parâmetros laboratoriais

Plaquetas mínimas (counts x 10³/mm³) 137 (103-182) 60 (17-221)*

Hematócrito (%) 44 (41-46) 44 (38-50)

Pico de AST/TGO (U/L) 55 (36-149) 128 (53-149)

Pico de ALT/TGP (U/L) 66 (48-110) 103 (53-171)

Leucócitos totais (counts x 10³/mm³) 4100 (2900-5200) 3800 (2400-5000)

Monócitos (%) 4.8 (3.3-6.4) 3.0 (1.3-7.0)

anti-Dengue IgM (%) 52% 60%

Dosagem de NSI (ng/mL) 3,4 ± 1,9 2,2 ± 1,3

DENV-1:DENV-2:DENV-4:Negative PCR 1:0:7:13 0:1:2:6

a FD, Febre do Dengue. SA, Sinais de Alerta. Mediana (IC 95%, intervalo de confiança); 
b Dias de doença, dia de início dos sintomas até a entrevista do paciente; 
 c Sangramento, inclui erupção cutânea, epistaxe, sangramento gengival, melena, hematúria 

e/ou metrorragia. 
d Extravasamento plasmático inclui sinais como ascite, derrame pleural e/ou de pericárdio. 

Diferenças estatísticas entre os grupos FD sem SA e FD com SA foram analisadas pelo teste 

U de Mann Whitney. Diferenças estatísticas foram observadas apenas na contagem de 

plaquetas * p <0.05.  

 

Tabela 4.1. Parâmetros clínicos, laboratoriais e demográficos de 
pacientes com dengue  
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Figura 4.1. Parâmetros clínicos, demográficos e laboratoriais de pacientes infectados com 

DENV-4, de acordo com a classificação clínica.  Os pacientes com diagnóstico positivo para 

dengue, incluídos neste estudo, foram classificados de acordo com a OMS, 2009 em Febre do 

dengue (DF) sem sinais de alerta (SA) ou febre do dengue com SA. Após a clasificação, os 

pacientes foram avaliados quanto aos parâmetros demográficos, como dias de doença (A) e 

idade (B), além de parâmetros clínicos e laboratoriais, a partir de exames específicos. (C) 

Hematócrito (%); (D) Pico de ALT; (E) Pico de AST; (F) Contagem de plaquetas mínimas; (G) 

Contagem de leucócitos totais e (H) Monócitos (%). As diferenças estatísticas entre os grupos 

foram analisadas pelo teste U de Mann Whitney e o valor de *p <0.05 foi considerado 

significativo. 
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4.2- Produção de citocinas/quimiocinas no plasma/soro de pacientes com 

DENV-4  

É bem conhecido que muitas citocinas e mediadores inflamatórios estão 

envolvidos na resposta do sistema imune à infecção pelo DENV. Muitas delas 

foram detectadas em pacientes com dengue e associadas à manifestações 

clínicas mais graves. Por outro lado, outros parecem exercer um papel protetor 

durante a infecção e estão envolvidos no clearance viral. Citocinas e 

mediadores inflamatórios também podem estar envolvidos na indução de 

enzimas, como iNOS e IDO, e ativação de células relacionadas à regulação do 

sistema imune, como a população de monócitos. 

Inicialmente, fomos avaliar o perfil de citocinas e quimiocinas em 

amostras de plasma/soro dos pacientes infectados pelo DENV-4. As amostras 

foram coletadas de pacientes com dengue e comparadas com plasma/soro de 

indivíduos saudáveis , usados como controles. Os níveis circulantes de 

citocinas IFN-y e TNF-α aumentaram significativamente nos doentes com 

DENV-4 quando comparados com os controles (Tabela 4.2). A citocina anti-

inflamatória IL-10 também foi detectada como significativamente aumentada 

nos pacientes estudados. Ambas as quimiocinas MCP-1 (CCL2) e IP-10 

(CXCL10) também apresentaram níveis circulantes mais elevados em 

pacientes com DENV-4 quando comparados com indivíduos saudáveis (Tabela 

4.2). Para avaliar se as citocinas e quimiocinas produzidas durante uma 

infecção com DENV-4, desempenhavam um papel no desenvolvimento das 

manifestações clínicas graves, comparamos os níveis destes fatores 

circulantes em pacientes que não apresentavam sinais de alerta com aqueles 

que apresentavam sinais de alerta. Não foram detectadas diferenças 

estatísticas significativas em nenhuma das citocinas/quimiocinas avaliadas na 

população de estudo entre os grupos avaliados, não havendo diferenças na 

dosagem desses fatores de acordo com as manifestações clínicas (dados não 

apresentados).  
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4.3- A subpopulação de monócitos CD14+CD16+ está levemente 

expandida durante infecção pelo DENV-4 

As amostras de PBMCs obtidas de pacientes com dengue, bem como de 

dadores saudáveis, sem infecção, foram utilizadas para o estudo de 

subpopulações de monócitos, por citometria de fluxo. A região característica da 

população de monócitos foi delimitada pelos parâmetros tamanho (FSC) e 

granulosidade (SSC), com exclusão prévia de doublets, para tornar a análise 

mais limpa e confiável (Figura 4.2A e 4.2B). As duas subpopulações de 

monócitos melhor definidas, conhecidas como monócitos clássicos 

(CD14+CD16-) e monócitos não clássicos (CD14+CD16+) foram avaliadas 

quanto às suas frequências em indivíduos controles e infectados, de acordo 

com a classificação clínica (com ou sem sinais de alerta) (Figura 4.3). O perfil 

de ativação dessas populações e sua frequência, representativo de um 

indivíduo controle e um paciente com infecção por DENV-4, pode ser 

observado através do gráfico de dot plot, obtido por análise de citometria de 

fluxo e demonstrado nas figuras 4.2A e 4.2B.  

Citocinas/Quimiocinas (pg/mL) Controle FD

IFN-γ 0.73 (0.17- 0.73) a 313 (135-411)***

TNF-α 3.39 (2.63-6.20) 9.00 (7.19- 11.75)***

MCP-1/CCL-2 137 (26-340) 659 (320-800)***

IL-10 0.46 (0.34-0.81) 2.38 (0.97-3.45)***

IP-10/CXCL10 64 (24-166) 770 (414-811)**

Tabela 4.2. Determinação de citocinas/quimiocinas circulantes em 

pacientes com dengue 

 

a Mediana (IC 95%, intervalo de confiança); Citocinas/quimiocinas foram dosados em 

pacientes brasileiros com dengue e comparados com indivíduos saudáveis. Diferenças 

estatísticas entre grupos controles x DENV foram analisadas pelo teste U de Mann 

Whitney ** p <0.01 e *** p <0.001. 
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Figura 4.2. Dot plots e gráficos de contorno das análises de citometria de fluxo, 

representando a população de monócitos e histogramas iNOS/IDO dentro das 

subpopulações CD14+CD16- ou CD16+. As PBMCs de pacientes com dengue ou de dadores 

saudáveis foram isoladas e marcadas como descrito nos Materiais e Métodos. Os gráficos de 

dispersão representam dados das PBMCs de um doador saudável e um paciente com 

dengue, analisados por citometria de fluxo para a expressão de CD14 e CD16. Os 

histogramas representam a detecção de iNOS e IDO (MFI) dentro das subpopulações de 

monócitos. (A) e (B) Perfil de citometria de fluxo celular mostrando a exclusão de doublets e 

os parâmetros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) da população de monócitos. As 

células da região dos monócitos foram analisadas quanto à marcação de CD14-PerCP e 

CD16-APCeFluor780 e o controle isotipo de CD16 é mostrado em células marcadas com 

CD14. Os gráficos de contorno mostram as percentagens das subpopulações de células 

CD14+CD16- e CD14+CD16+ em um doador saudável (A) e um paciente infectado com DENV 

(B). (C) Histogramas representativos da detecção da média de intensidade de fluorescência 

(MFI) de iNOS-AlexaFluor488 e IDO-PE entre as subpopulações de monócitos CD14+CD16- e 

CD14+CD16+. Histogramas representativos de células de um doador saudável e um paciente 

com DENV. 
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A frequência da subpopulação de monócitos clássicos, CD14+CD16-, foi 

avaliada através do percentual de células positivas para o marcador CD14 e 

negativo para o CD16. Observou-se que a frequência desta subpopulação foi 

de cerca de 77-98%, sem diferença estatística entre o grupo controle e o de 

pacientes infectados com DENV. Foi observado uma redução estatisticamente 

significante nesta subpopulação de monócitos nos pacientes com dengue 

(Figura 4.3A).  Por outro lado, quando se avaliou a frequência de 

subpopulação de monócitos não clássicos, células CD14+CD16+, através da 

percentagem de células positivas tanto para marcadores CD14 como CD16, a 

mesma apresentou uma variação entre 1.6 e 21.5%. Um brando, porém, 

significativo aumento nesta população foi observado no grupo dos pacientes 

quando comparados ao grupo contole (Figura 4.3B). Em ambas 

subpopulações, não foi possível observar diferença estatística entre os grupos 

de pacientes com e sem sinais de alerta (dados não mostrados).  

  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.3. Frequências das células CD14+CD16-/CD16+ circulantes em pacientes com 

dengue. PBMCs de pacientes infectados com DENV-4 foram descongeladas e marcadas com 

anti-CD14PerCP e anti-CD16AlexaFluor780 e seu isotipo, e analisadas por citometria de 

fluxo. Controle- Grupo de indivíduos saudáveis; FD- Febre da Dengue; SA- sinais de alerta. 

(A) Frequência de células CD16 - dentro da população CD14+; (B) Frequência de células CD16+ 

dentro da população CD14+. Diferenças estatísticas entre os grupos foram analisadas pelo 

teste U de Mann Whitney. ** P <0.01 foi considerado significativo. 

Controle FD
0

5

10

15

20

25

**

C
é
lu

la
s
 C

D
1
4

+
C

D
1
6

+
(%

)

Controle FD
70

80

90

100

**

C
é
lu

la
s
 C

D
1
4

+
C

D
1
6

-
(%

)

 A B



56 
 

4.4 - A detecção das enzimas iNOS e IDO está elevada na infecção pelo 

DENV-4 e associada a subpopulações de monócitos específicas 

Em primeiro lugar, avaliou-se a indução das enzimas iNOS e IDO pela 

população de monócitos totais, células CD14+, durante a infecção pelo DENV-

4. Mais uma vez, PBMCs descongeladas de pacientes infectados e indivíduos 

controles foram analisados quanto à presença do marcador característico de 

monócitos, CD14, por citometria de fluxo, como demonstrado nas figuras 

anteriores 4.2A e 4.2B. Posteriormente, dentro da população total de 

monócitos, foi analisada a detecção das enzimas iNOS e IDO, através da 

intensidade média de fluorescência (MFI) de cada uma. Pode-se observar que 

os pacientes infectados com DENV-4 apresentaram um aumento na detecção 

de iNOS quando comparados aos controles saudáveis (Figura 4.4A). O 

mesmo foi observado para a enzima IDO, embora seu aumento nos pacientes 

infectados tenha sido em uma escala visivelmente menor (Figura 4.4B). 

Em um segundo momento, avaliou-se a detecção de enzimas iNOS e 

IDO em cada população de monócitos aqui estudada. E como demonstrado 

nas figuras 4.3C e 4.4C, a detecção de iNOS, avaliada por meio de sua MFI, 

também mostrou um aumento nos pacientes infectados em ambas as 

subpopulações estudadas quando comparado com controles saudáveis. No 

entanto, foi possível observar um aumento significativamente maior na 

subpopulação CD14+CD16-, fato observado tanto em pacientes controles 

como em pacientes infectados com DENV-4 (Figura 4.4C). Com relação à 

detecção de IDO, também avaliada através de sua MFI, o mesmo aumento foi 

observado em ambas as subpopulações de monócitos, CD14+CD16- e CD14+ 

CD16+, em pacientes versus controles saudáveis (Figuras 4.2C e 4.4D). No 

entanto, ao contrário do observado para iNOS, a detecção de IDO foi 

significativamente maior na população de monócitos não clássicos, CD14+ 

CD16+, tanto em indivíduos controles como em pacientes infectados com 

DENV-4 (Figura 4.4D). Além disso, todas as análises foram realizadas entre os 

grupos de pacientes com e sem sinais de alerta, mas não houve diferença 

estatística entre eles (dados não mostrados).  
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Figura 4.4. Intensidade média de fluorescência (MFI) de iNOS e IDO em células CD14+ em 

pacientes com dengue, de acordo com as subpopulações de monócitos. PBMCs de 

pacientes infectados com DENV-4 e controles saudáveis foram marcados com os anticorpos 

anti-CD14, anti-CD16, anti-iNOS e anti-IDO e analisados por citometria de fluxo. As MFIs 

para a marcação de iNOS (A) e IDO (B) dentro da população total de monócitos CD14+ 

foram analisadas e os pacientes infectados (DENV) foram comparados com indivíduos 

saudáveis. As MFIs das células positivas para iNOS (C)  e IDO (D) também foram avaliadas de 

acordo com as subpopulações de monócitos. MFI das amostras marcadas com isotipo foi 

subtraído do MFI obtido das marcações específicas com anticorpos iNOs e IDO (Ver 

Materiais e Métodos). Diferenças estatísticas observadas entre os grupos foram avaliadas 

pelo teste U de Mann Whitney. * P <0.05, ** p<0.01 e *** p< 0.001(**) foram considerados 

significativos. 
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4.5 - Os pacientes infectados com DENV-4 apresentam um aumento dos 

níveis plasmáticos de NO  

A indução de iNOS, nos monócitos, é responsável pela produção de um 

importante fator inflamatório, o óxido nítrico (NO). Esta molécula tem muitas 

ações no organismo e também tem sido descrita como um importante fator 

antiviral em infecções por DENV. Assim, avaliou-se a presença de NO em 

plasma de pacientes com DENV-4 e comparou-se a controles saudáveis, a fim 

de entender se a indução de iNOS em monócitos de pacientes infectados 

levaria à produção de NO e se esse fato poderia estar relacionado com a 

característica mais branda deste sorotipo. Para tanto, foram utilizadas amostras 

de plasma de pacientes e indivíduos controle, previamente congelados, para a 

dosagem de nitrito, produto da reação de NO com o oxigênio, uma vez que a 

estabilidade da molécula de NO é muito baixa em amostras biológicas. 

Foi possível observar que os pacientes infectados com DENV-4 

apresentam um aumento significativo na produção de nitrito, em concentrações 

semelhantes ao controle positivo utilizado no ensaio, quando comparados aos 

indivíduos controle (Figura 4.5). Os grupos de pacientes com e sem sinais de 

alerta também foram avaliados, mas não houve diferenças estatísticas entre 

eles. Para os controles do ensaio, foi utilizado um doador de NO (SNAP), como 

controle positivo da sua produção, e um inibidor de NO (L-NMMA), como 

controle negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.5. Dosagem de nitrito (NO2
-) no plasma de pacientes com DENV. A concentração de 

óxido nítrico (NO) foi quantificada indiretamente em amostras de plasma de pacientes com 

dengue e indivíduos saudáveis. As amostras foram descongeladas e utilizadas para a 

determinação de nitrito (NO2-), um produto da reacção de NO com o oxigénio, pela reação 

de Griess, como descrito em Materiais e Métodos. Como controle positivo, utilizou-se um 

doador de NO (SNAP) e como controle negativo, um inibidor de NO (L-NMMA). As diferenças 

estatísticas entre valores de (NO2-) de indivíduos saudáveis e pacientes com dengue foram 

analisadas pelo teste U de Mann Whitney e p <0,05 (*) consideradas significativas. 
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4.6- Diferentes subpopulações de monócitos estão correlacionadas com 

os níveis plasmáticos de citocinas/quimiocinas em pacientes com DENV-4 

Um dos principais fatores envolvidos na gravidade da dengue é a 

chamada "tempestade de citocinas", que consiste em uma resposta 

exacerbada do sistema imune que leva à produção de muitas 

citocinas/quimiocinas e mediadores inflamatórios que podem levar a uma 

alteração da permeabilidade e outros mecanismos, agravantes da doença. 

Dentre as muitas moléculas responsáveis por esse mecanismo, avaliou-se 

neste estudo algumas relacionadas à ativação dos monócitos durante a 

infecção pelo DENV e à indução das enzimas analisadas, iNOS e IDO. Para 

avaliar se a produção de citocinas está associada à subpopulações de 

monócitos clássicos (CD14+CD16-) ou não clássicos (CD14+CD16+), além das 

subpopulações positivas para iNOS e IDO, utilizou-se amostras de plasma/soro 

de pacientes infectados com DENV-4 para a quantificação de mediadores 

solúveis, pelo ensaio de ELISA ou Luminex. A subpopulação de monócitos 

clássicos, CD14+CD16-, demonstrou estar negativamente correlacionada com 

a citocina IL-10 e a quimiocina IP-10/CXCL10. Monócitos não clássicos, 

CD14+CD16+ correlacionam-se positivamente com IL-10. Com relação as 

subpopulações expressando iNOS, ambas CD14+CD16-iNOS+ e 

CD14+CD16+iNOS+ apresentaram uma correlação positiva com os 

mediadores IL-10, IP-10/CXCL10 e MCP-1/CXCL2O, demonstrando uma 

associação também entre o TNF-α e células CD16-iNOS+. Por outro lado, 

entre as subpopulações de monócitos CD14+ que expressam IDO, a 

população CD16-IDO+ correlacionou-se positivamente com TNF-α, IL-10 e IP-

10/CXCL10; a população CD16+IDO+ correlacionou-se positivamente apenas 

com a IL-10 (Tabela 5.3). As demais populações de monócitos e 

subpopulações estudadas não mostraram correlação estatisticamente 

significativa com as citocinas/quimiocinas avaliadas. 
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Parte II: Avaliação da resposta imune e do efeito dos tratamentos com o indutor 

de IDO e o doador e inibidor de NO em monócitos de doadores saudáveis 

infectados in vitro pelo DENV-2 

4.7- O pico de replicação do DENV-2 ultracentrifugado, em monócitos 

humanos infectados in vitro, ocorre 24 horas após a infecção 

 Primeiramente, para estabelecer o melhor ponto de detecção do 

antígeno viral (Ag) a ser utilizado nos ensaios in vitro, realizados neste estudo, 

os monócitos humanos obtidos de doadores saudáveis foram infectados com 

DENV-2 Ultracentrifugado e avaliados por um período de 24, 48 e 72 horas 

após a infecção. Em cada ponto, as células foram recuperadas, submetidas à 

marcação intracelular com anticorpos específicos para detecção do Ag viral e 

TNF-α IL-10 IP-10/CXL10 MCP-1/CCL2 IFN-γ

Células CD14+CD16-

(%)

r = -0.1607

P <0.4139

r = -0.4277

P <0.0232

r = -0.5678

P <0.0112

r = -0.3624

P <0.1273

r = 0.1777

P <0.5997

Células CD14+CD16+

(%)

r =0.0958

P <0.6277

r = 0.3786

P <0.0470

r = 0.3607

P <0.1293

r = 0,4186

P <0.0745

r = -0.1640

P <0.6278

Células CD14+iNOS+

(MFI)

r =0.4213

P <0.0163

r = 0.4545

P <0.0090

r = 0.6105

P <0.0055

r = 0.3789

P <0.1096

r = 0.1818

P <0.5926

Células CD14+IDO+

(MFI)

r = 0.3100

P <0.0843

r = 0.2207

P <0.2248

r = 0.2940

P <0.2218

r = 0.1878

P <0.4413

r = -0.2909

P <0.3855

Células 

CD14+CD16-iNOS+

(MFI)

r = 0.4154

P <0.0279

r = 0.4674

P <0.0121

r = 0.5860

P <0.0084

r = 0.5123

P <0.0249

r = 0.0000

P <1.0090

Células 

CD14+CD16+iNOS+

(MFI)

r = 0.3010

P <0.1195

r = 0.4269

P <0.0235

r = 0.6877

P <0.0011

r = 0.6298

P <0.0039

r = -0.1958

P <0.5431

Células

CD14+CD16-IDO+

(MFI)

r = 0.4258

P <0.0239

r = 0.4346

P <0.0208

r = 0.4561

P <0.0497

r = 0.3211

P <0.1802

r = -0.1469

P <0.6509

Células

CD14+CD16+IDO+

(MFI)

r = 0.1078

P <0.5850

r = 0.5556

P <0.0021

r = 0.3719

P <0.1169

r = 0.0701

P <0.7753

r = -0.4965

P <0.1006

Tabela 4.3. Correlação entre as subpopulações de monócitos circulantes e 

citocinas/quimiocinas  em pacientes com dengue 

 

Subpopulações de monócitos CD14+CD16- e CD14+CD16+ analisadas foram correlacionadas 

com citocinas/quimiocinas dosados no plasma/soro de pacientes com DENV pelo teste de 

correlação de Spearman. Valores de p e r estão representados na tabela acima. P <0.05 foi 

considerado significativo e destacado em negrito. 
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analisadas por citometria de fluxo. Na Figura 4.6, a análise feita através dos 

dados obtidos pela citometria de fluxo das células recuperadas demonstra que 

o grupo controle, como era esperado, não apresentou marcação para o 

antígeno viral, enquanto que a infecção com o DENV-2 resultou, nesse 

experimento representativo, em cerca de 34% de células positivas para o Ag 

viral. Durante a cinética de infecção do vírus foi possível detectar Ags virais nas 

primeiras 24 horas após a infecção, permanecendo presente em todos os dias 

analisados. De acordo com os resultados observados, vimos que o pico de 

detecção dos Ags virais ocorre nas primeiras 24h, correspondente à cerca de 

34% de células positivas para o Ag viral, havendo uma queda em 48 horas, 

para 22% e uma redução mais brusca, chegando a 5%, em 72 horas após a 

infecção (Figura 4.6). De acordo com estes resultados, foi selecionado o ponto 

de 24 horas após a infecção para todos os ensaios in vitro, realizados neste 

estudo. 
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Figura 4.6. Cinética da infecção do DENV-2 ultracentrifugado em monócitos humanos, 

analisada por citometria de fluxo. Os monócitos obtidos a partir de PBMCs de doadores 

saudáveis foram isolados por uma seleção negativa com beads magnéticas e infectados in 

vitro com o DENV-2 ultracentrifugado. A detecção de células positivas para o Ag viral foi 

realizada por análise em citometria de fluxo do dia 1-3 em células infectadas com DENV-2 ou 

incubadas com meio de cultura apenas (Controle). O gráfico é representativo de 3 

experimentos realizados independentemente.  
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4.8- A inibição da molécula NO aumenta a frequência de células CD16- e 

reduz a população CD16+ durante a infecção de monócitos humanos, in 

vitro, pelo DENV-2  

As amostras de PBMCs obtidas de doadores saudáveis foram utilizadas 

para o estudo das subpopulações de monócitos, por citometria de fluxo. A 

região característica da população de monócitos foi delimitada pelos 

parâmetros tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), com exclusão prévia de 

doublets, para tornar a análise mais limpa e confiável (Figura 4.7A e 4.7B), 

representando cerca de 12% da população total de células. Ambas as 

subpopulações de monócitos, CD14+CD16-, e os monócitos não clássicos, 

CD14+CD16+, foram avaliadas quanto às suas frequências em doadores 

controles (sem infecção) e infectados com DENV-2. Além disso, também foram 

utilizados controles positivos para a indução da enzima IDO (LPS+ IFN-γ) 

(Figura 4.8A e 4.8C) e iNOS (Doador de NO - SNAP), bem como seu inibidor 

(Inibidor de NO – L-NMMA) (Figura 4.8B e 4.8D), afim de avaliar seus papéis 

sobre as populações de monócitos estudadas. Através do gráfico de dot plot, 

obtido por análise de citometria de fluxo e representativo de um doador controle 

(Figura 4.7A) e um doador infectado com DENV-2 (Figura 4.7B), pode-se 

observar o perfil de ativação dessas populações, bem como suas frequências. 

A frequência da subpopulação de monócitos clássicos, CD14+CD16-, foi 

avaliada através do percentual de células positivas para o marcador CD14 e 

negativo para o CD16. Observou-se que a frequência desta subpopulação foi 

de cerca de 62%, sem diferença estatística entre o grupo controle e o de 

doadores infectados com DENV (Figura 4.8). Entretanto, quando a frequência 

foi avaliada entre o grupo de doadores apenas infectados com DENV-2 versus 

aqueles infectados e tratados com o inibidor de NO (L-NMMA), observou-se um 

aumento significativo nesta subpopulação de monócitos nas células que 

receberam o tratamento (Figura 4.8B). Por outro lado, quando se avaliou a 

frequência de subpopulação de monócitos não clássicos, CD14+CD16+, 

através da percentagem de células positivas tanto para marcadores CD14 

como CD16, a mesmo foi de cerca de 13%, tanto para os controles quanto para 

os doadores infectados e não foi possível observar diferença estatística entre 

eles no ponto avaliado de 24h após a infecção. Apesar de não ter sido um dado 
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estatístico, foi possível observar que alguns doadores quando infectados, 

apresentaram um aumento nesta subpopulação. Da mesma forma, a molécula 

inibidora de NO alterou a frequência de células CD16+, levando à uma redução 

nesta subpopulação (Figura 4.8D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 4.7. Dot plots e gráficos de contorno, representando a população de monócitos, a 

partir de análise de citometria de fluxo e suas subpopulações CD14+CD16- ou CD16+, em 

células controle, ou infectadas com DENV-2. As PBMCs de doadores saudáveis foram 

obtidas para isolamento dos monócitos humanos, sua infecção e marcação, como descrito 

nos Materiais e Métodos. Estão representadas culturas de monócitos de um doador 

saudável, sem infecção (A) e um infectado com DENV-2 (B), analisados por citometria de 

fluxo para a expressão de CD14 e CD16. (A) e (B) Perfil de citometria de fluxo celular 

mostrando a exclusão de doublets e os parâmetros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) 

da população de monócitos. As células da região dos monócitos foram analisadas quanto à 

marcação com CD14-PerCP e CD16-APCeFluor780 e o isotipo do CD16 é mostrado em 

células marcadas com o CD14. Os gráficos de contorno são representativos do percentual 

das subpopulações de células CD14+CD16- e CD14+CD16+ em culturas de monócitos não 

infectadas (A) ou infectadas (B).  
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Figura 4.8. Frequências de células CD14+CD16+/CD16+, em cultura de monócitos 

infectadas in vitro pelo DENV-2 e submetidas à diferentes  tratamentos. Os monócitos 

obtidos de doadores saudáveis foram infectados com DENV-2 ultracentrifugado e 

submetidos aos tratamentos com estimulador de IDO (LPS+IFN-γ) ou o inibidor (L-NMNA) e 

doador de NO (SNAP) por 24h. Após este período, as células foram marcadas com anti-CD14 

e anti-CD16 e analisadas por citometria de fluxo (ver Figura 6 para mais detalhes). (A) 

frequência de células CD14+CD16- submetidas ou não ao estímulo com LPS+IFN-γ. (B) 

frequência de células CD14+CD16- submetidas ou não ao tratamento com doador/inibidor 

de NO. (C) frequência de células CD14+CD16+ submetidas ou não ao estímulo com LPS+IFN-

γ. (D) frequência de células CD14+CD16+ submetidas ou não ao tratamento com 

doador/inibidor de NO. As diferenças estatísticas entre os grupos foram analisadas pelo 

teste t pareado. *P<0,05 foi considerado significativo (n= 7 doadores).  
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4.9- A detecção de iNOS está associada à subpopulação de monócitos 

CD14+CD16-, independente da infecção  

A detecção das enzimas iNOS (Figura 4.9A) e IDO (Figura 4.9B), bem 

como do Ag viral (Figura 4.9C), foi avaliada em cada subpopulação de 

monócitos estudada, por citometria de fluxo. Foi feita uma comparação entre os 

grupos controles, bem como entre os grupos infectados com DENV-2, entre as 

duas populações. Como demonstrado na figura 4.9, a detecção de iNOS, 

avaliada por meio de sua MFI, mostrou uma maior intensidade de detecção na 

subpopulação CD14+CD16- do que na CD14+CD16+, tanto em células não 

infectadas, quanto em células infectadas com DENV-2 (Figura 4.9A). A 

detecção de IDO, também avaliada através de sua MFI, não apresentou 

diferença entre os grupos, nas populações avaliadas. Da mesma forma, a 

detecção do Ag viral, expressa pelo percentual de células positivas para o 

DENV, também não demonstrou diferença estatística entre os grupos, 

apresentando praticamente o mesmo percentual de infecção em ambas 

subpopulações.  
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Figura 4.9: Médias das intensidades de fluorescências (MFI) de iNOS e IDO e a frequência de 

células positivas para o Ag viral nas diferentes subpopulações de monócitos CD14+.  Os 

monócitos humanos, isolados de PBMCs de doadores saudáveis, foram cultivados e infectados 

com DENV-2. Após 24h, as células foram recuperadas e analisadas, por citometria de fluxo, 

para a detecção de iNOS (A) e IDO (B), bem como o Ag viral do DENV (C), em cada 

subpopulação de monócitos estudada. As diferenças estatísticas entre os grupos foram 

analisadas pelo teste t pareado. ** P<0.01 foram considerados significativos (n= 7 doadores).  
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4.10- A detecção de iNOS não sofre alteração 24 horas após a infecção in 

vitro pelo DENV-2, mediante os diversos tipos de tratamentos, 

independente das subpopulações de monócitos  

Os monócitos humanos, obtidos a partir de PBMCs de doadores 

saudáveis, foram infectados com DENV-2 ultracentrifugado e analisados 

quanto à presença do marcador característico de monócitos, CD14, por 

citometria de fluxo, como demonstrado nas figuras anteriores 4.6A e 4.6B. 

Dentro da população total de monócitos, células CD14+, foi, então, analisada a 

detecção da enzima iNOS, através de sua intensidade média de fluorescência 

(MFI), 24h após a infecção in vitro pelo DENV-2 e os tratamentos com 

estimuladores e inibidores da enzima IDO e da molécula NO. Observamos que 

não houve diferença na detecção desta enzima, na população total de 

monócitos, entre o grupo controle e infectado com DENV-2, sugerindo que não 

houve ativação da enzima 24hs após a infecção. Também não foi observada 

diferença em sua detecção, mediante os tratamentos com o estimulador de 

IDO (LPS+IFN-γ) tanto em controles quanto em células infectadas (Figura 

4.10A), bem como com os inibidores e doadores de NO (Figura 4.10B).  

Posteriormente, foi detectada a enzima iNOS, em cada subpopulação de 

monócitos avaliada e submetidas a diferentes tratamentos. Como podemos 

observar nas figuras 4.9C e 4.9D, respectivamente, não houve alteração na 

iNOS, 24h após a infecção e o tratamento com o estimulador de IDO, bem 

como o inibidor e doador de NO, na subpopulação CD16-. O mesmo foi 

observado na população CD16+, onde a detecção desta enzima não sofreu 

nenhuma alteração mediante os diferentes tratamentos e infecção (Figura 

4.10E e 4.10F).  
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Figura 4.10. Média da intensidade de fluorescência (MFI) de iNOS nas células CD14+ , de 

acordo com as subpopulações de monócitos e os diferentes tratamentos. Os monócitos 

humanos, isolados de PBMCs de doadores saudáveis, foram cultivados, infectados com 

DENV-2 e submetidos aos tratamentos com estimulador de IDO (LPS+IFN-γ) ou inibidor (L-

NMNA) e doador de NO (SNAP). Após 24h, as células foram recuperadas e analisadas, por 

citometria de fluxo, para a detecção de iNOS em células CD14+ totais, estimuladas com 

LPS+IFN-γ (A) ou com o inibidor/doador de NO (B). A mesma análise foi feita para células 

CD14+CD16- estimuladas com LPS+IFN-γ (C) ou com o inibidor/doador de NO (D) e para 

células CD14+CD16+ também estimuladas com LPS+IFN-γ (E) ou com o inibidor/doador de 

NO (F). As diferenças estatísticas entre os grupos foram analisadas pelo teste t pareado (n= 7 

doadores). 
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4.11- A detecção de IDO não sofre alteração 24 horas após a infecção in 

vitro pelo DENV-2, mas é elevada pelo estímulo com LPS+IFN-γ em 

células CD14+ totais e CD16-, além de ser elevada também pela inibição 

de NO, em células CD16+  

Da mesma forma que foi feito para a detecção de iNOS, também foi 

realizada a detecção da enzima IDO, nos monócitos humanos obtidos a partir 

de PBMCs de doadores saudáveis e infectados com DENV-2 ultracentrifugado. 

Como descrito anteriormente, os monócitos foram analisados quanto à 

presença do marcador CD14, por citometria de fluxo. A detecção da enzima 

IDO foi determinada pela sua intensidade média de fluorescência (MFI), dentro 

da população total de monócitos, CD14+, 24h após a infecção in vitro pelo 

DENV-2 e os tratamentos com estimuladores e inibidores da enzima IDO e da 

molécula NO. Na população de células CD14+, observamos que não houve 

diferença na detecção desta enzima entre o grupo controle e infectado com 

DENV-2, sugerindo que, da mesma forma que a iNOS, não houve ativação de 

IDO 24hs após a infecção. Por outro lado, foi observado que o estímulo com 

LPS+IFN-γ foi capaz de aumentar a detecção de IDO, tanto no grupo controle, 

quanto no grupo infectado com DENV-2 (Figura 4.11A). Já a inibição ou o 

estímulo da molécula de NO não interferiram na detecção desta enzima, na 

população total de células CD14+ (Figura 4.11B). Quando a enzima IDO foi 

avaliada em cada subpopulação de monócitos estudada, pudemos observar 

que na população CD16-, o estímulo com LPS+IFN-γ também aumentou a 

detecção de IDO nos grupos controles e infectados (Figura 4.11C).  

Surpreendentemente, na população CD16+ o estímulo com LPS+IFN-γ, não foi 

capaz de alterar IDO, entretanto, o tratamento com o inibidor de NO aumentou 

significativamente a detecção desta enzima nesta subpopulação (Figura 

4.11D).  
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Figura 4.11. Média da intensidade de fluorescência (MFI) de IDO em células CD14+ , de acordo 

com as subpopulações de monócitos e os diferentes tratamentos. Os monócitos humanos, 

isolados de PBMCs de doadores saudáveis, foram cultivados, infectados com DENV-2 e 

submetidos aos tratamentos com estimulador de IDO (LPS+IFN-γ) ou inibidor (L-NMNA) e 

doador de NO (SNAP). Após 24h, as células foram recuperadas e analisadas, por citometria de 

fluxo, para a detecção de IDO em células CD14+ totais, estimuladas com LPS+IFN-γ (A) ou com o 

inibidor/doador de NO (B). A mesma análise foi feita para células CD14+CD16- estimuladas com 

LPS+IFN-γ (C) ou com o inibidor/doador de NO (D) e para células CD14+CD16+ também 

estimuladas com LPS+IFN-γ (E) ou com o inibidor/doador de NO (F). As diferenças estatísticas 

entre os grupos foram analisadas pelo teste t pareado. *P<0.05 e ** p<0.01 foram considerados 

significativos (n= 7 doadores). 
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4.12- A frequência de células positivas para o Ag viral está elevada 24h 

após a infecção in vitro pelo DENV-2, e o doador de NO, bem como o 

estímulo com LPS+IFN-γ são capazes de reduzir a infecção em ambas 

subpopulações de monócitos estudadas  

O antígeno viral do DENV também foi detectado neste estudo, pela 

técnica de citometria de fluxo, em monócitos humanos obtidos a partir de 

PBMCs de doadores saudáveis e infectados com DENV-2 ultracentrifugado. 

Primeiramente, foi avaliado o percentual de células postitivas para o antígeno 

viral, DENV-2, na população total de monócitos, identificada pelo marcador 

CD14, 24h após a infecção in vitro e os diferentes tratamentos com 

estimuladores e inibidores da enzima IDO e da molécula NO. Observamos que, 

nas células CD14+ totais, a infecção pelo DENV-2 aumentou significativamente 

o percentual de células infectadas. Além disso, o tratamento dos monócitos 

com o doador de NO (SNAP) foi capaz de reduzir a infecção (Figura 4.12A). 

Da mesma forma, o estímulo destas células com LPS+IFN-γ reduziu 

significativamente o percentual de células positivas para o Ag viral, 

demonstrando também uma redução bastante acentuada na taxa de infecção 

destas células (Figura 4.12B). Posteriormente, foram avaliados os efeitos dos 

tratamentos e da infecção em cada subpopulação de monócitos. Os resultados 

demonstram que a infecção foi capaz de elevar a detecção de Ags virais do 

DENV-2, bem como o estímulo com LPS+IFN-γ demonstrou uma forte 

capacidade de reduzir a infecção na subpopulação CD16- (Figura 4.12C).  

Ainda na subpopulação de monócitos clássicos, CD14+CD16-, o tratamento 

com o doador de NO reduziu de forma bastante significativa a taxa de infecção 

destas células. Já o inibidor de NO também apresentou uma leve redução no 

percentual de células infectadas (Figura 4.12D). Na subpopulação de 

monócitos não clássicos, CD14+CD16+, o mesmo foi observado, com relação 

à infecção pelo DENV-2, que foi capaz de aumentar efetivamente a detecção 

dos Ags virais, e o efeito do estímulo com LPS+IFN-γ, capaz de reduzir 

significativamente a taxa de infecção destas células (Figura 4.12E). Também 

nesta subpopulação, o doador de NO reduziu a infecção dos monócitos pelo 

DENV-2 (Figura 4.12F).  
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Figura 4.12. Percentual de células positivas para o Ag viral,  em células CD14+ , de acordo com 

as subpopulações de monócitos e os diferentes tratamentos. Os monócitos humanos, isolados 

de PBMCs de doadores saudáveis, foram cultivados, infectados com DENV-2 e submetidos aos 

tratamentos com estimulador de IDO (LPS+IFN-γ) ou inibidor (L-NMNA) e doador de NO (SNAP). 

Após 24h, as células foram recuperadas e analisadas, por citometria de fluxo, para a detecção 

dos Ags virais, em células CD14+ totais, estimuladas com LPS+IFN-γ (A) ou com o 

inibidor/doador de NO (B). A mesma análise foi feita para células CD14+CD16- estimuladas com 

LPS+IFN-γ (C) ou com o inibidor/doador de NO (D) e para células CD14+CD16+ também 

estimuladas com LPS+IFN-γ (E) ou com o inibidor/doador de NO (F). As diferenças estatísticas 

entre os grupos foram analisadas pelo teste t pareado. *P<0.05, **p< 0.01 e ***p<0.001 foram 

considerados significativos (n= 7 doadores). 
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4.13- O estímulo com LPS+IFN-γ, assim como a inibição da molécula de 

NO, aumentam a produção de IL-10, MCP-1 e TNF-α; 

 Os sobrenadantes das culturas de monócitos infectadas in vitro pelo 

DENV-2 ultracentrifugado e submetidas a diferentes tratamentos com o 

estimulador de IDO, bem como o doador e inibidor de NO, foram utilizados para 

dosagem de citocinas/quimiocinas, por ELISA.  A fim de compreender o efeito 

da infecção e dos tratamentos sobre a produção de fatores solúveis, foram 

avaliadas algumas citocinas e quimiocinas, tais como IL-10, MCP-1, TNF-α e 

IFN-α e o efeito dos tratamentos sobre elas, bem como a correlação de sua 

produção com as subpopulações de monócitos estudadas e detecção das 

enzimas iNOS e IDO. Como os resultados demonstram, a infecção não alterou 

a produção destes mediadores solúveis, 24 horas após a infecção in vitro dos 

monócitos (Figura 4.13). Já o estímulo com LPS+IFN-γ foi capaz de aumentar 

siginificativamente a produção das citocinas IL-10 (Figura 4.13A) e TNF-α 

(Figura 4.13C), e da quimiocina MCP-1 (Figura 4.13B). Da mesma forma, o 

uso de um inibidor da molécula NO, também foi capaz de elevar a produção 

destes fatores, em monócitos infectados. O aumento na produção de MCP-1 

pelo estímulo com LPS+IFN-γ também foi observado no grupo controle, onde 

não houve infecção das células, demonstrando o possível papel do estimulador 

de IDO na indução desta quimiocina, independente da condição de infecção 

(Figura 4.13B). De forma surpreendente e não esperada, o uso do doador de 

NO também gerou um aumento na produção da quimiocina MCP-1(Figura 

4.13B). Nenhum dos tratamentos alterou a produção da citocina IFN-α (Figura 

4.13D). O resumo dos efeitos observados pelos diferentes tratamentos sobre a 

produção destes mediadores pode ser observado na Tabela 4.4. Também foi 

observado um aumento na produção de IFN-γ, pelas culturas infectadas ou 

não, estimulados com LPS+IFN-γ, demonstrando a eficácia deste tratamento 

(dados não mostrados). 

 No estudo de correlação entre a produção destas citocinas/quimiocinas 

e as subpopulações de monócitos, CD14+CD16- e CD14+CD16+, bem como 

as populações de monócitos expressando iNOS e IDO, observamos apenas 

uma correlação positiva entre a citocina TNF-α com a detecção de iNOS nos 

monócitos totais (CD14+iNOS+), além de uma correlação também positiva 
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entre a quimiocina MCP-1 e a população de monócitos não clássicos, 

CD14+CD16+ (dados não mostrados).  
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Figura 4.13. Produção de citocinas/quimiocinas no sobrenadante de culturas de monócitos 

infectadas e submetidas  a diferentes tipos de tratamentos. Os sobrenadantes das culturas de 

monócitos, isolados a partir de PBMCs de doadores saudáveis, infectados e tratados com 

estimulador de IDO (LPS+IFN-γ) e inibidor (L-NMNA) ou doador de NO (SNAP) foram utilizados 

para a dosagem de diferentes citocinas e quimiocinas, por ELISA, 24h depois. (A) Produção de IL-

10; (B) Produção de MCP-1; (C) Produção de TNF-α e (D) Produção de IFN-α. As diferenças 

estatísticas entre os grupos foram analisadas pelo teste pareado de Wilcoxon. *p<0.05 e ** 

p<0.01 foram considerados significativos (n= 9 doadores). 

 

  D   C 

  A 
  B 

Não infectado 

Infectado 



75 
 

 

 

 

 

 

4.14- A infecção pelo DENV-2, assim como a inibição da molécula NO 

aumenta a taxa de NS1, enquanto o estímulo com LPS+IFN-γ reduz a taxa 

dessa proteína viral 

 Novamente, os sobrenadantes das culturas de monócitos infectadas in 

vitro pelo DENV-2 e submetidas aos tratamentos com estimulador de IDO 

(LPS+IFN-γ) e da molécula NO (SNAP), bem como seu inibidor (L-NMNA), 

foram utilizados para dosagem da proteína não estrutural do DENV (NS1) 24h 

após a infecção e os diferentes tratamentos. A proteína NS1 está relacionada à 

replicação viral, além de ter seu aumento associado à gravidade da dengue. 

Primeiramente, foi possível observar que a infecção pelo DENV-2 elevou de 

forma significativa a taxa de NS1 nos sobrenadantes de culturas infectadas, 

como mostra a figura 4.14. Com relação ao tratamento com o estimulador da 

enzima IDO (LPS+IFN-γ), os resultados demonstram que, nas culturas 

infectadas, o tratamento reduz potencialmente a replicação viral, representada 

pela redução na taxa de NS1 (Figura 4.14A). Já o tratamento com o doador de 

NO não afetou a taxa desta proteína viral. Por outro lado, seu inibidor, L-

LPS+IFN-γ
(Indutor de IDO)

SNAP
(Doador de NO)

L-NMMA
(Inibidor de NO)

IL-10 ____

MCP-1

TNF-α ____

IFN-α ____ ____ ____

 

Tabela 4.4. Efeito dos tratamentos sobre a produção de citocinas/quimiocinas 

Sobrenadante de cultura de monócitos infectados e tratados com estimulador de IDO 

(LPS+IFN-γ) ou inibidor (L-NMNA) e doador de NO (SNAP) foram utilizados para dosagem 

de citocinas/quimiocinas, por ELISA. O efeito dos tratamentos sobre a produção destes 

fatores está resumido na tabela acima. Os dados foram avaliados pelo teste de Wilcoxon 

(n=9 doadores).  
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NMMA, foi capaz de aumentar de forma significativa a produção de NS1, nas 

células infectadas (Figura 4.14B).  
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Figura 4.14. Detecção de NS1 no sobrenadante de culturas enriquecidas com monócitos, 

infectados in vitro pelo DENV-2 e submetidos a diferentes tratamentos. Os sobrenadantes 

das culturas de monócitos, infectados e tratados com o estimulador de IDO (LPS+IFN-γ)(A) 

ou inibidor (L-NMNA) e doador de NO (SNAP) (B) foram utilizados para a dosagem da 

proteína viral, NS1, 24h depois. As taxas de produção de NS1 foram calculadas pela divisão 

das D.O. da amostra pela D.O. da amostra padrão de cutoff (vide materiais e métodos). As 

diferenças estatísticas entre os grupos foram analisadas pelo teste pareado de Wilcoxon. 

*P<0.05 e **p<0.01 foram considerados significativos (n= 9 doadores). 
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5- Discussão 

 A dengue possui diversas características clínicas e laboratoriais bem 

estabelecidas e caracterizadas, como aumento do hematócrito e dos níveis de 

enzimas hepáticas, trombocitopenia, entre outras (157, 159). Neste estudo, 

investigamos pacientes infectados pelo DENV-4, de uma epidemia causada por 

este sorotipo no Mato Grosso do Sul e avaliamos seus parâmetros clínicos, 

além das subpopulações de monócitos específicas que expressam iNOS e 

IDO, bem como as citocinas/quimiocinas produzidas em resposta à infecção. 

Em contraste ao que foi observado em infecções por diferentes sorotipos do 

DENV, observou-se um perfil mais brando nas infecções pelo DENV-4, ao que 

diz respeito às características demográficas e clínicas dos pacientes (22). Não 

foram encontradas diferenças nos parâmetros clínicos avaliados entre os 

grupos com sinais de alerta e aqueles sem sinais de alerta, exceto na 

contagem de plaquetas, mostrando menor contagem nos pacientes com sinais 

de alerta, de acordo com a classificação estabelecida pela Organização 

Mundial da Saúde (1). A presença de apenas cinco pacientes com 

manifestações hemorrágicas e a ausência de pacientes com dengue grave 

neste estudo também demonstram a característica mais branda da infecção 

pelo DENV-4. Apesar do aumento nas transaminases ALT e AST ser notável 

em nossas amostras, não houve diferença estatística entre os nossos grupos 

de estudo e esses níveis foram maiores em comparação com outras epidemias 

(157, 159). Provavelmente, esses resultados foram um pouco diferentes dos 

estudos anteriores envolvendo pacientes com DENV, devido ao sorotipo 

diferente ou ao uso de uma classificação clínica mais atual, levando a uma 

diversificação na interpretação dos resultados. 

Os monócitos desempenham um papel importante na infecção pelo 

DENV (59, 62, 244), porém, a função das diferentes subpopulações de 

monócitos continua incerta. O uso de um DENV-2 purificado por 

ultracentrifugação resultou em um pico de detecção intracelular que ocorreu 

24h após a infecção dos monócitos humanos isolados a partir de PBMCs  de 

doadores saudáveis, ao contrário do esperado e observado em 48h como 

descrito em diversos trabalhos de nossa equipe com este mesmo tipo celular 

(244, 245, 258). A diversidade destes resultados para aqueles encontrados em 
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nossos trabalhos anteriores possivelmente está associada ao método de 

produção da massa viral, uma vez que neste estudo utilizamos uma técnica de 

ultracentrifugação, onde há uma maior concentração do inóculo viral, 

consistindo em um elevado título viral e uma infecção mais precoce.   

Em processos patológicos diversos, as subpopulações de monócitos 

podem desempenhar papéis diferentes. Em várias condições inflamatórias e 

infecciosas, os monócitos CD16+ estão elevados e são propostos por 

desempenhar papéis pró-inflamatórios (249). Embora alguns estudos 

demonstrem que ambas as subpopulações de monócitos são igualmente 

infectadas com o DENV, (258, 259), em outras infecções como HIV, a 

subpopulação de monócitos CD16+ mostrou-se mais permissiva (261). Nosso 

presente estudo mostrou que durante uma infecção pelo DENV-4, os 

monócitos são ativados, como demonstrado pelo aumento na detecção de 

iNOS e IDO e adquirem preferencialmente um perfil não-clássico, pelo aumento 

da co-expressão de células CD14+CD16+. Este resultado é corroborado por 

dados anteriores obtidos por nossa equipe, onde pacientes provenientes de 

uma epidemia pelo DENV-2 também demonstraram uma ativação da 

subpopulação CD14+CD16+. Entretanto, neste estudo, envolvendo pacientes 

com DENV-4, a ativação dessas células ocorreu de forma menos intensa, o 

que está de acordo com as manifestações clínicas mais brandas (258). É 

importante destacar que a classificação adotada para a dengue, no trabalho 

anterior, não foi a mesma que é utilizada atualmente, bem como o sorotipo 

infectante. Vale ressaltar, também, que este é o primeiro relato sobre a 

ativação das subpopulações de monócitos pelo DENV-4 e, sendo um novo 

sorotipo no Brasil, os resultados podem ser inesperados.  

Não pudemos estabelecer, no entanto, uma correlação entre estas 

subpopulações de monócitos com a gravidade da doença, uma vez que em 

pacientes infectados não houve diferença entre os grupos com e sem sinais de 

alerta e nenhum paciente grave foi incluído no estudo. Apesar dos vários 

estudos sobre a imunologia da dengue, a compreensão de todos os 

mecanismos que estão associados à gravidade da doença ainda é incompleta. 

Um desequilíbrio entre as subpopulações de monócitos circulantes ou na 

expressão de enzimas envolvidas na patogenia e presentes nestas populações 

poderia estar envolvido na imunopatogenia da dengue.  
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Por outro lado, nossos resultados in vitro, não demonstraram uma 

ativação destas células pelo DENV-2, como era esperado. A infecção de 

monócitos humanos in vitro pelo DENV-2  leva ao aumento da frequência de 

células CD14+CD16+, como consequência de sua ativação, 48h após a 

infecção (258). Possivelmente, nossos resultados não demonstraram um 

aumento na frequência destas células, devido as nossas análises terem sido 

realizadas em um ponto mais precoce da infecção, de 24h. 

Como é bem descrito, os monócitos são uma das principais células alvo 

do DENV e desempenham um papel fundamental durante a infecção. Estas 

células são capazes de produzir vários mediadores inflamatórios (244, 245) e, 

quando ativadas, induzem a expressão de enzimas com papéis reguladores na 

dengue, como iNOS e IDO. INOS é uma enzima induzida por vários estímulos 

infecciosos e responsável pela produção da molécula de NO (172), a qual 

possui importantes funções antivirais na dengue, como descrito por muitos 

autores (165, 181, 183, 184). Mostramos que monócitos isolados de pacientes 

infectados com DENV-4 apresentam um aumento na detecção de iNOS, em 

comparação com controles saudáveis. Demonstramos também, pela primeira 

vez, a indução de IDO em monócitos de pacientes infectados com DENV-4, 

indicando seu envolvimento na doença e também sua indução pelo sorotipo 4. 

Em um estudo com pacientes infectados pelo DENV-4, realizado pela 

nossa equipe, foi observada uma atividade aumentada de IDO, juntamente com 

uma redução nos níveis circulantes de triptofano. Também neste trabalho, a 

IDO foi correlacionada inversamente com níveis séricos de AST/TGO e 

ALT/TGP e sua atividade associada diretamente com células T reguladoras 

(CD4+CD25+Foxp3+), demonstrando um possível papel antiviral e indutor de 

células com perfil regulador, durante a infecção (262). Uma vez que a avaliação 

da atividade desta enzima é de extrema importância para compreender sua 

ação na dengue, futuros estudos envolvendo a ativação de IDO, pelo ensaio 

padrão de HPLC serão necessários para a melhor compreensão de seu papel 

na doença.   

A cultura de monócitos infectados in vitro pelo DENV-2, por 24h, não nos 

permitiu, no entanto, detectar nenhuma das duas enzimas iNOS ou IDO pela 

técnica aqui usada - imunoensaio em citomeria de fluxo -, embora a carga viral 

detectada tenha sido intensa, quer pela detecção intracelular, quer pela 
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secreção de NS1. Estudos anteriores demonstraram a presença de iNOS na 

população de monócitos de pacientes infectados com DENV, bem como 

monócitos infectados in vitro. Este mesmo estudo também demonstrou que a 

detecção de iNOS ocorre em um ponto mais tardio da doença, de 3 a 6 dias 

(63), podendo ser este o motivo de não termos observado um aumento na 

detecção dessa enzima 24h após a infecção, dificultando também a eficácia 

dos tratamentos. Uma cinética de cultura mais prolongada ou o uso de técnicas 

de biologia molecular (detecção de RNA, p.ex) seriam necessários para que 

esses dados possam ser obtidos.  

Estudos com culturas primárias apresentam algumas limitações que 

devem ser consideradas, como a necessidade de operadores experientes que 

utilizem condições assépticas adequadas no manuseio das culturas, morte 

celular após períodos prolongados de cultura, entre outras.  

A divergência entre estes resultados sugere que o sorotipo viral pode 

estar relacionado à uma maior ou menor indução de IDO e iNOS, na dengue, e 

que a indução da mesma pode estar associada à um período mais tardio da 

doença, não tendo, por este motivo, sido detectada 24h após a infecção in vitro 

dos monócitos. Por este motivo, torna-se relevante estudos posteriores que 

permitam detectar tais enzimas em diferentes tempos de infecção, bem como 

em infecções com diferentes sorotipos do Dengue. Em outras doenças, como 

na infecção de monócitos pela Micobacterium leprae observou-se um aumento 

na enzima IDO, 24h após a infecção destas células, por um mecanismo 

dependente de IL-10. O bloqueio desta citocina reduziu a atividade da enzima, 

avaliada através da taxa quinurenina/triptofano (226).  

Os tratamentos por 24h de culturas de monócitos infectados com 

estimuladores e inibidores de IDO e iNOS nos levaram a deduções 

interessantes. O tratamento de LPS+IFN-γ, usado com o intuito de estimular a 

IDO, de fato estimulou essa enzima em monócitos 24h depois. Além disso, 

esse aumento de IDO esteve associado com a diminuição da carga viral, quer 

seja pela detecção de antígenos intracelulares quanto secretados (NS1). Esses 

dados sugerem o envolvimento da IDO no controle da replicação viral, já que o 

tratamento com LPS+IFN-γ não estimulou a expressão de iNOS nesse período. 

Apesar de não ser o tratamento ideal para o estímulo de IDO, o uso de 

LPS+IFN- γ já foi utlizado previamente em outros estudos e demonstrou maior 
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eficiência na indução da atividade desta enzima, quando comparado ao uso 

apenas de IFN-γ, o qual seria mais adequado para este estudo (239). De fato, 

uma das limitações deste trabalho é a ausência da dosagem de NO ou da 

avaliação da expressão de iNOS, de forma a garantir que esta enzima não 

tenha influenciado no resultado observado para IDO no controle da replicação 

viral, uma vez que iNOS também pode ser estimulada por LPS+IFN-γ. Outra 

limitação importante do estudo foi a ausência de um tratamento com o inibidor 

de IDO, o 1-metil-triptofano (1-MT), para comprovar a participação da IDO no 

efeito antiviral observado. Este inibidor foi utilizado nos ensaios iniciais (10 

µg/mL), após os devidos testes para avaliar a concentração ideal a ser utilizada 

nas culturas de monócitos primários. Porém, a falta de eficácia observada nos 

ensaios seguintes levou à exclusão deste inibidor para os demais ensaios e, 

por isso, não foi demonstrado neste estudo. Possivelmente uma nova avaliação 

das concentrações ideais deste inibidor para culturas de monócitos primários, 

bem como o aumento no número de doadores utilizados e a realização de uma 

cinética de detecção de IDO, com o uso de seu inibidor, ajude a esclarecer, 

com maior precisão, as questões relativas ao papel da IDO na dengue. 

 A futura determinação da carga viral dos pacientes infectados pelo 

DENV, usados neste estudo, também poderá ajudar a elucidar o papel da IDO 

no controle da replicação viral, através da quantificação do RNA viral pela 

técnica do RT-PCR. Podemos especular que algumas citocinas, principalmente 

TNF-α possam também estar envolvidos neste controle viral, já que essa 

citocina pode ter propriedades antivirais (263, 264) e que a IDO pode ser 

induzida pela citocina TNF-α (220).  

O doador de NO (SNAP), foi capaz de diminuir a carga viral, quer pela 

detecção intracelular, quer pela deteção de NS1 secretado na cultura, 

confirmando o papel dessa molécula no clearance viral. O estímulo de células 

de neuroblastoma de ratos, infectadas com DENV-2, com o mesmo doador de 

NO utilizado em nosso estudo, o SNAP, é capaz de regular negativamente a 

síntese do RNA viral, culminando na redução de NS1 (181). Da mesma forma, 

a inibição desta molécula, pelo inibidor L-NMMA, reverteu a ação do NO, 

causando um aumento na replicação viral, avaliado pelo ensaio da taxa de 

NS1, por ELISA. De forma contraditória, este inibidor levou ao aumento da 

detecção de antígenos virais, através da técnica de citometria de fluxo. Porém, 
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o ensaio de ELISA de NS1 é mais sensível e confiável para avaliação da carga 

viral, uma vez que esta proteína acumula-se com o tempo e pode ser mais 

facilmente detectada no sobrenadante das culturas. Por outro lado, a avaliação 

da carga viral através da técnica de citometria de fluxo não permite, por 

exemplo, a detecção de antígenos virais em células que sofreram morte celular 

após a infecção. Sendo assim, o resultado mais esperado e considerado para o 

efeito do inibidor de NO neste estudo é o ensaio de ELISA de NS1. 

O inibidor de NO (L-NMMA), além de aumentar a frequência de células 

CD16-, também gerou uma redução na frequência das células CD16+. Como 

se sabe, o NO é um potente antiviral nas infecções pelo DENV e é induzido 

pela enzima iNOS (63, 172, 181), detectada em maior proporção no estudo in 

vivo em pacientes, nas células CD16-, como foi discutido. Uma redução na 

produção de NO, ainda que não detectável pelo imunoensaio da iNOS, pode 

estar acarretando uma resposta do sistema imune ao elevar a população de 

monócitos clássicos CD16-, onde há uma detecção de iNOS mais intensa, da 

mesma forma que reduz a população CD16+, afim de evitar uma maior 

ativação celular. Além disso, outros fatores podem estar envolvidos neste 

mecanismo regulador. A citocina TNF-α, relacionada em nosso estudo com 

populações de monócitos CD14+ expressando iNOS, também é importante 

para a indução desta enzima, podendo interferir nas frequências das 

subpopulações observadas.  

 Já na população de monócitos CD14+CD16+, a inibição da molécula 

NO aumentou a detecção de IDO, corroborando com os trabalhos que 

demonstram que o óxido nítrico é capaz de inibir a atividade de IDO, 

dependendo de sua concentração no ambiente (238, 239). Sendo assim, uma 

vez que a ação do NO foi inibida, a detecção de IDO foi elevada, possivelmente 

pelo aumento também em sua atividade. Esse resultado demonstra, pela 

primeira vez, que o NO interfere na atividade desta enzima, na dengue.  

Muito interessante são as evidências de que tanto a IDO quanto a iNOS 

sejam induzidas pelo IFN-γ e que, no entanto, a molécula de NO seja capaz de 

inibir a atividade de IDO. Estudos com as linhagens de células monocíticas 

THP-1 e U-937 demonstraram que o NO causa um efeito bimodal na função de 

IDO, em células estimuladas por IFN-γ. Altas concentrações micromolares dos 

doadores de NO, SIN-1 e DETA-NO, reduziram a atividade de IDO, enquanto 
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baixas concentrações micromolares destes doadores de NO aumentaram a 

atividade desta enzima (239).  

Esta enzima desempenha um papel imunossupressor, criando um 

ambiente que inibe respostas de células T antígeno-específicas, além disso, os 

metabólitos gerados pela degradação do triptofano levam à inibição da 

proliferação destas células, sua apoptose e anergia (205, 265, 266). O papel 

desta enzima na dengue, no entanto, ainda não está claro. Poucos estudos 

demonstram a ação dessa enzima na doença, e sua atividade antiviral relatada 

não está bem definida (241).  

Determinamos a presença dessas enzimas nas diferentes 

subpopulações de monócitos de pacientes com dengue e encontramos uma 

detecção mais intensa de iNOS na população conhecida como monócitos 

clássicos (CD14+CD16-), enquanto a intensidade da IDO foi maior em 

monócitos não clássicos (CD14+CD16+), independentemente da gravidade da 

doença. Monócitos infectados in vitro pelo DENV-2 também apresentaram um 

aumento de iNOS associado à subpopulação CD14+CD16-, embora não 

alterada em 24h em relação aos controles. Não houve alteração na detecção 

de IDO e de Ags virais entre as subpopulações estudadas, onde a detecção de 

IDO e a taxa de infecção foram as mesmas tanto nas culturas infectadas 

quanto nas controles. Estudos demonstraram que as duas subpopulações de 

monócitos são igualmente infectadas in vitro pelo DENV (258, 259), 

corroborando nossos resultados.  

O fato de cada enzima ser encontrada, majoritariamente, em uma 

subpopulação diferente pode ser explicado pelo fato, citado anteriormente, de 

diferentes concentrações da molécula NO, induzida pela expressão de iNOS, 

serem capazes de inibir a atividade de IDO (238). Com isso, onde há uma 

maior indução de iNOS e consequentemente uma maior produção de NO, 

haveria também uma menor detecção de IDO.  

Ambas as enzimas iNOS e IDO foram encontradas em subpopulações 

de monócitos em diversas outras condições clínicas diferentes da dengue (199, 

240, 267), mas esta é a primeira vez que foi demonstrada sua associação com 

uma subpopulação específica. Os monócitos clássicos, CD16-, são conhecidos 

por serem anti-inflamatórios e assim produzem citocinas com um papel mais 

protetor na dengue (259). A detecção mais intensa de iNOS nesta 
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subpopulação poderia indicar seu papel antiviral na doença e, possivelmente, 

contribuir para o perfil descrito para esta subpopulação clássica. Além disso, os 

monócitos não clássicos, CD16+, são conhecidos por serem pró-inflamatórios e 

relacionados à produção de algumas citocinas que levam à gravidade da 

dengue (259). A presença de IDO em maior intensidade nesta subpopulação 

pode indicar uma reação do sistema imunológico para controlar a resposta 

inflamatória, uma vez que a IDO tem um papel chave na indução de células T 

reguladoras (268). 

Uma das principais características da gravidade da dengue é a chamada 

"tempestade de citocinas", onde há uma produção exacerbada de vários 

mediadores inflamatórios. Várias citocinas e outros fatores como TNF-α, IL-6, 

IFN-γ, IL-18, IL-10 e IL-8, estão relacionados com a gravidade da doença 

quando produzidos em altos níveis (51). Estes mediadores podem promover a 

ativação plaquetária e endotelial, resultando em trombocitopenia, 

permeabilidade vascular, hipotensão e choque, como visto em casos graves 

(142). Durante a fase aguda, as citocinas inflamatórias, como TNF-α e IFN-γ, 

bem como a anti-inflamatória IL-10 e a quimiocina CXCL10/IP-10 foram 

encontradas elevadas em crianças (157). Demonstramos aqui que a infecção 

aguda por DENV-4 também foi capaz de estimular a produção de mediadores 

inflamatórios importantes como o NO, IFN-y, TNF-α, MCP-1, IL-10 e IP-10.  

As moléculas de NO e IFN-γ possuem importantes funções antivirais na 

resposta à infecção por diferentes sorotipos de DENV e, neste estudo, seu 

aumento sugere sua possível relação com a característica mais branda 

observada na infecção pelo sorotipo 4. Alguns autores afirmam que o IFN-y é 

essencial para a resposta antiviral de camundongos infectados com DENV-2 

(164, 165). A idéia de que a produção desta citocina é essencial para o controle 

da replicação viral e resistência à infecção também é corroborada pela 

correlação entre o aumento da produção de IFN-y e altas taxas de 

sobrevivência de pacientes com FHD. Uma série de investigações relataram 

um aumento nos níveis de IFN-γ durante a fase aguda da dengue, mas sua 

função na gravidade ou proteção não é muito clara. Níveis elevados de IFN-y 

em pacientes tailandeses adultos infectados com DENV-2 foram encontrados 

em pacientes com FD comparados com FHD (269).  
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Sabe-se que monócitos infectados in vitro também possuem a 

capacidade de produzir diversos mediadores inflamatórios, com funções 

importantes na dengue (244, 245). De forma surpreendente, em nosso estudo, 

a infecção de monócitos, in vitro, pelo DENV-2 não alterou a produção de 

citocinas/quimiocinas, tais como IL-10, MCP-1, TNF-α e IFN-α, 24h após a 

infecção.  Possivelmente, este fato se deve ao período precoce de dosagem 

destes mediadores frente aos demais estudos, que utilizam o ponto de 48h 

após a infecção ou devido à uma característica mais agressiva do inóculo viral 

concentrado utilizado aqui, gerando a morte de células infectadas e, com isso a 

não detecção de citocinas/quimiocinas produzidas frente à infecção. De fato, 

monócitos infectados com DENV-2 expressam níveis mais elevados do 

receptor de morte Fas (CD95) e, deste modo, são susceptíveis a processos 

apoptóticos (244).  

Por outro lado, o estímulo com LPS+IFN-γ, bem como o inibidor de NO, 

foram ambos capazes de aumentar a produção de praticamente todas as 

citocinas/quimiocinas analisadas, com exceção do IFN-α, sugerindo fortemente 

que a indução de IDO leva à produção elevada de IL-10, MCP-1 e TNF-α, em 

culturas de monócitos infectados in vitro com o DENV-2.  A IDO está 

correlacionada às células CD4+CD25+Foxp3+, além de sua ativação induzir a 

mudança do perfil de células T para o perfil regulatório, responsável pela 

produção da citocina IL-10 (262, 266, 268). Esta enzima ainda possui 

reconhecida ação antimicrobiana, demonstrando estar envolvida na resistência 

do hospedeiro à infecção pelo T. gondii, por um mecanismo dependente de 

IFN-γ e IRF-1 (224). Outra molécula com propriedades antivirais descrita em 

infecções pelo DENV e que está elevada neste estudo com DENV-4 é, como 

temos enfatizado, o NO. Levy e colaboradores (2010) demonstraram uma 

associação entre o aumento dos níveis de NO com manifestações brandas de 

dengue, sugerindo um papel protetor do NO na infecção pelo DENV, in vivo. 

Níveis elevados de NO também foram observados em sobrenadantes de 

cultura de monócitos infectados, demonstrando que o NO está envolvido na 

infecção pelo DENV e que os monócitos podem ser uma fonte importante de 

sua produção (184). A produção de NO, como se sabe, é importante para a 

atividade antiviral na dengue e, com isso, sua inibição observada aqui levou à 

uma maior carga viral e, possivelmente a consequente ativação do sistema 
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imune, com aumento na produção de citocinas tanto pró-inflamatórias, como 

MCP-1 e TNF-α como anti-inflamatórias, tal como a IL-10, pelas células 

infectadas.  

 A infecção por células THP-1 (linhagem monocítica) com isolados 

clínicos de baixa passagem também estimula a produção de NO, relacionada à 

diminuição do número de cópias do RNA viral detectado (182). De acordo com 

esses estudos, o papel do NO na infecção pelo DENV parece estar relacionado 

à proteção do hospedeiro, estimulando uma resposta antiviral e colaborando 

para o controle da infecção. Seu aumento nos pacientes infectados com o 

sorotipo 4 do vírus Dengue pode ser uma explicação para a característica mais 

branda desta infecção, juntamente com um aumento na produção de IFN-y. 

Eventualmente níveis muito elevados de IFN-γ podem exercer um efeito 

patológico aumentando, por exemplo a permeabilidade vascular, entre outros 

efeitos (146). 

Além dessas moléculas com funções protetoras, também foi observado 

um aumento nas citocinas e quimiocinas relacionadas à gravidade da doença. 

Altos níveis circulantes de TNF-α têm sido associados a casos graves de 

dengue (152). Esta citocina foi uma das primeiras a ser descrita como estando 

relacionada à gravidade da doença (143, 145, 155, 156). Alguns estudos 

demonstraram que sua associação com a gravidade pode estar relacionada ao 

sorotipo infectante (146, 147) e a presença de um polimorfismo do gene CLEC-

5A (112). Os níveis plasmáticos da quimiocina MCP-1 também foram 

associados com um quadro clínico significativo de dengue, a trombocitopenia. 

Podemos contestar que, embora aumentados, os níveis de TNF-α aqui 

mostrados são bem baixos, provavelmente sendo mais benéficos do que 

deletérios. Além disso, os níveis aumentados de MCP-1 também foram 

correlacionados com hipotensão (146). Foi demonstrado que os monócitos 

humanos, infectados in vitro pelo DENV, são capazes de produzir MCP-1, bem 

como sua atribuição ao aumento da permeabilidade vascular, em células 

endoteliais (144). Recentemente, também foi demonstrado por nossa equipe 

que os pacientes com dengue, durante uma infecção aguda, têm níveis 

elevados de MCP-1 (148). 

A IL-10 e CXCL10/IP-10 foram recentemente atribuídas à indução de 

extravasamento vascular e alterações na disfunção hepática, em crianças com 
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dengue (157). Na Malásia, tanto a IL-10 como a IP-10 foram relatadas estarem 

elevadas em pacientes adultos com dengue (158). Os pacientes com FHD 

apresentaram níveis mais elevados de IL-10 em relação aos FD e 

correlacionados com índices de efusão pleural (149). Outros estudos, no 

entanto, não encontraram diferenças entre pacientes brandos e graves em 

infecções pelo DENV (159). Um dos mecanismos pelos quais a IL-10 poderia 

estar contribuindo para a patogênese da dengue é a inibição de respostas de 

células T específicas para o DENV. Na resposta de células T aos peptídeos 

NS3 do DENV, o bloqueio da IL-10 aumentou significativamente algumas 

respostas antivirais, tais como a produção de IFN-γ, expressão de CD107a e 

produção de TNF-α (151). O aumento de CXCL10/IP-10 foi relatado 

anteriormente por nossa equipe  em pacientes com um sorotipo viral diferente 

(148). O aumento dessas citocinas/quimiocinas em pacientes infectados com 

DENV-4 resulta da ativação do sistema imunológico e de importantes células-

alvo do vírus, como monócitos, por este sorotipo. O equilíbrio entre a elevação 

dos mediadores inflamatórios, acompanhada pelo aumento dos fatores anti-

inflamatórios tem um papel fundamental nos resultados das infecções. Como é 

sabido, a IL-10 pode ser um potencial biomarcador preditor da gravidade da 

doença (157, 270), mas também uma potente citocina anti-inflamatória (271). O 

aumento da produção desta citocina, em nosso grupo de pacientes, poderia ser 

uma estratégia do sistema imune para controlar a produção de citocinas pró-

inflamatórias, também observada neste estudo. 

Nós também demonstramos uma correlação entre a produção de alguns 

mediadores inflamatórios com as subpopulações de monócitos estudadas. 

Observou-se uma associação negativa entre a subpopulação clássica de 

monócitos, CD14+CD16-, com a citocina IL-10 e a quimiocina IP-10/CXCL10. 

Conforme demonstrado neste estudo, nesta subpopulação também foi 

observado um aumento na detecção da enzima iNOS,  a qual colabora na 

resposta antiviral do hospedeiro contra o DENV-2, em camundongos (165) e 

humanos (272). A IL-12 em conjunto com a IL-18 parece ser essencial para a 

indução de NOS2, levando à resistência do hospedeiro contra a infecção pelo 

DENV (165). Sabe-se que a iNOS pode desempenhar um papel importante na 

resposta antiviral durante a infecção por dengue, induzindo a produção de 

óxido nítrico, conhecido pelas suas funções antivirais (181, 192). Sendo assim, 
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a maior detecção de iNOS nesta subpopulação pode colaborar para o controle 

da infecção, e consequentemente, para uma menor produção de IP-

10/CXCL10 e também de IL-10.  

Demonstrou-se, também, uma associação positiva entre a população de 

monócitos que expressam iNOS (CD14+iNOS+) com algumas importantes 

citocinas/quimiocinas, como TNF-α, tanto em pacientes com DENV-4 quanto 

em doadores infectados in vitro pelo DENV-2, além da IL-10 e CXCL10/IP-10. 

Os monócitos são importantes células-alvo do vírus e, quando ativados, são 

capazes de produzir mediadores anti e pró-inflamatórios (62, 244, 245). A 

detecção de iNOS nestas células poderia atuar como um mecanismo antiviral  

e protetor do organismo contra a infecção e frente à produção aumentada 

destas citocinas/quimiocinas devido à presença de partículas virais nestas 

células. Em doadores infectados in vitro pelo DENV-2, também foi observada 

uma correlação positiva entre a população CD14+CD16+ e a quimiocina MCP-

1. Como mencionado anteriormente, esta subpopulação é conhecida por ser 

majoritariamente pró-inflamatória, produzindo algumas citocinas de importância 

na gravidade da dengue (259).  

A associação das células CD14+iNOS+ com citocinas/quimiocinas, 

como TNF-α,  IP-10/CXCL10 e MCP-1/CCL2 indicam ativação celular, e a 

correlação com IL-10, possivelmente, reflete um mecanismo controlador do 

processo inflamatório.  

Entre as subpopulações de monócitos que expressam a enzima IDO, foi 

demonstrado neste estudo uma correlação positiva entre a população 

CD14+CD16+IDO+ com a citocina IL-10. Considerando o aumento dos níveis 

plasmáticos de IL-10 observados aqui, em pacientes com DENV-4, podemos 

especular que a detecção de IDO nesta subpopulação de monócitos, pode 

gerar um ambiente imunorregulador, uma vez que ela está ligada à indução da 

diferenciação de células T para o perfil T regulador (268), essencial na 

regulação do sistema imune e capaz de produzir citocinas inibitórias como a IL-

10. Como sabemos, a IL-10 está envolvida na manutenção do equilíbrio entre a 

eliminação de patógenos e a imunopatologia durante infecções virais (273). 

Frequências de células T reguladoras estão aumentadas em casos brandos de 

dengue (274), e pode ser uma explicação para a característica mais branda da 

infecção pelo DENV-4, uma vez que a IDO está aumentada nestes pacientes. 
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 Além disso, observamos em resultados preliminares um aumento da 

frequência de células Treg em pacientes brandos infectados com DENV-4, em 

comparação com pacientes graves infectados com DENV-2 (dados não 

publicados). 

A população CD16-IDO+ também está positivamente correlacionada 

com a produção da citocina IL-10, indicando um mecanismo regulador desta 

enzima em ambas as subpopulações de monócitos. Além disso, a indução de 

IDO na população clássica, CD14+CD16-, pode estar associada à produção de 

TNF-α, uma vez que esta citocina é um indutor de IDO e tem sido 

positivamente correlacionada com esta subpopulação (220). 

Em resumo, relatamos que pacientes com DENV-4 apresentaram 

aumento na detecção de iNOS e IDO em diferentes subpopulações de 

monócitos, além da expansão de células CD14+CD16+. Estes pacientes 

também mostraram aumento na produção de NO e algumas 

citocinas/quimiocinas durante a fase aguda da infecção. 
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6- Conclusões 

A dengue é uma doença relacionada à ativação do sistema imune, 

envolvendo diversos mecanismos reguladores e células-alvo em sua 

patogênese. Porém, o papel dos diversos fatores envolvidos na doença ainda 

não está esclarecido. Baseado nos resutados obtidos neste estudo, podemos 

concluir que o sorotipo 4 do DENV possui uma característica mais branda, 

causando infecções com manifestações clínicas menos graves, além de não 

causar grandes alterações nos exames laboratorias dos pacientes infectados.  

Por outro lado, bem como outros sorotipos do Dengue, ele é capaz de ativar o 

sistema imunológico, levando à produção de citocinas e quimiocinas e 

induzindo enzimas como iNOS e IDO. Subpopulações de monócitos não 

clássicos (CD14+CD16+) apresentam uma frequência aumentada em 

decorrência da infecção. Além disso, a associação de subpopulações clássicas 

(CD14+CD16-) com a enzima iNOS e da subpopulação não clássica 

(CD14+CD16+) com a IDO, bem como suas correlações com citocinas como 

IL-10 destaca um possível papel imunorregulador para estas subpopulações de 

monócitos. O aumento na produção da molécula NO, importante fator antiviral 

na dengue, sugere o envolvimento deste mediador no padrão mais brando de 

infecção pelo sorotipo 4 do Dengue. 

Ainda, conclui-se que a infecção in vitro de monócitos humanos pelo 

sorotipo 2 do Dengue, apesar de aumentar a detecção dos Ags e da carga 

viral, não foi capaz de ativar o sistema imunólogico, 24 horas após a infecção, 

uma vez que não alterou a frequência de monócitos não clássicos 

(CD14+CD16+), a produção de mediadores inflamatórios e a indução das 

enzimas iNOS e IDO. Possivelmente, a indução dessas enzimas ocorre em um 

ponto mais tardio da infecção ou é influenciada pelo sorotipo viral, uma vez que 

pacientes infectados com DENV-4 foram capazes de ativar ambas as enzimas. 

Também podemos sugerir, pela primeira vez, que a IDO está envolvida na 

redução da taxa de infecção de monócitos, bem como da carga viral, indicando 

um possível papel antiviral desta enzima na dengue, além de sua capacidade 

de influenciar na ativação do sistema imune, aumentando a produção de 

citocinas e quimiocinas envolvidas na doença. Além da IDO, a molécula de NO 
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também possui uma importante ação antiviral na dengue, reduzindo a infecção 

de monócitos pelo DENV-2.   

Por fim, destaca-se neste estudo a importância das subpopulações de 

monócitos, bem como das enzimas iNOS e IDO na proteção e regulação do 

sistema imune na patogenia da dengue.  
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Abstract 

Background/Aims: Severe Dengue fever is a result of exacerbated immune responses 

and no specific treatments are available. We evaluated antiviral and immunomodulatory 

effects from the Norantea brasiliensis Choisy species. Methods: Human adherent 

monocytes infected in vitro with Dengue virus (DENV)-2 were incubated with the leave 

crude ethanolic extract (NB1) and three fractions derived from its dichlorometanic 

(NB3), ethyl acetate (NB5) and butanolic (NB6) partitions. The antiviral and 

immunomodulatory activityies were determined by intracellular detection of DENV 

antigen within monocytes and by secreted NS1 viral protein and cytokines. Results: 

The crude extract sole exhibit both antiviral activities and all fractions derived from this 

extract modulated NS1 production. Regarding to the immunomodulatory effect, among 

the secreted factors, TNF-α was inhibited by NB3 and NB6, IL-6 was inhibited by NB1, 

NB3 and NB6, IL-10 by NB1 and NB3 and IFN-α by NB6. The crude extract (NB1) 

presented the best antiviral effect whereas the dichloromethanic fraction (NB3) 

presented immunomodulatory effect in the inflammatory and anti-inflammatory 

cytokines without interfering in the antiviral molecule INF-α production. Conclusion: 

During Dengue virus infection in vitro, Norantea brasiliensis Choisy excerts both 

antiviral and immunomodulatory effects that are likely associated, considering that less 

viral load may lead to less immunostimulation. 

 

Key Words: dengue; Norantea brasiliensis Choisy; antiviral; immunomodulation.  
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Introduction 

Among the viral diseases transmitted by mosquitoes, dengue is one that spread 

most quickly around the world. In the last fifty years, it has a 30% increase in incidence 

with geographic expansion for new countries [1]. In Brazil, it is placed among one of 

the most serious public health issues, and it had been reported about 1.2 million cases 

until the nineteenth week of 2016 [2]. 

The disease is transmitted by mosquitoes, mainly by Aedes aegypti, which 

inoculates the virus while feeding [3]. The Dengue virus (DENV) belongs to the 

Flavivirus genre, from Flaviviridae family and has four specific serotypes (DENV-1 to 

-4). Its genome encodes a polyprotein that is translated into three structural proteins and 

seven non-structural proteins [4]. Among the non-structural proteins, the NS1 is 

expressed both in the resident form within the endoplasmic reticulum (ER), associated 

to the membrane of infected cells or in soluble form in infected patient’s plasma. It 

appears to be involved in viral replication [5,6] and moreover, it was recently described 

to be involved in the increase of endothelial permeability, which leads to vascular 

leakage during in vivo infection [7]. 

DENV has been shown to infect a wide range of cells including dendritic cells 

(DCs), monocytes, hepatocytes and endothelial cells either in vivo [8,9] or in vitro [10-

14]. Infected cells become activated after infection, producing pro-inflammatory 

mediators including TNF, IL-6 and IL-8, among others that compromise the integrity of 

the endothelial cell layer, likely inducing vascular leakage [15-18]. On the other hand, 

monocytes may be involved in protective mechanisms, by producing IFN-α in response 

to DENV [19] and becoming activated as CD14
high

 CD16
+
 monocytes that express Toll 

Like Receptors [20]. Previously, we reported that in an DENV-2 infection model of 

primary human monocytes that were treated with Uncaria tomentosa extracts presented 

immunomodulatory properties, reducing TNF- α production, and had also antiviral 

activities [21]. Most studies involving natural products focus on their possible antiviral 

action against DENV not paying attention to immunomodulatory effects. 

The Marcgraviaceae family is formed by eight genera and approximately 110-

130 species [22,23]. In the Brazilian flora, about four genera and 35 species are present. 

In this study the Brazilian species Norantea brasiliensis Choisy, discovered by a 

Jacques Denis Choisy (1799-1859) was used [24]. This is a climbing shrub type that 
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occurs in the sandbanks of Rio de Janeiro, popularly known as “agarra-pé” (grab-foot) 

and is distributed in all Brazilian costal sandbanks from the State of Paraíba until Santa 

Catarina, including seafront of Rio de Janeiro State [25,26]. It is a species rich in 

flavonoids, considered chemosystematics’ markers for the Ericales order [27] and were 

detected in our samples by thin layer chromatography using specific reagents. 

Pharmacological tests, performed with this species, in order to evaluate biodynamics 

potentials, have been done, such as cytotoxicity test and nitric oxide production 

inhibition, showing its potential anti-inflammatory activities [28]. 

In the present study, we assessed the antiviral and immunomodulatory activities 

of N. brasiliensis crude leave ethanolic extract and three of its partioned fractions in an 

in vitro DENV-2 infected monocytes model and identified the constituents of the 

fractions which showed potential for developing a future herbal medicine for dengue 

treatment.   

Materials and methods 

Plant material and extraction  

N. brasiliensis leaves were collected in Rio de Janeiro, Rio de Janeiro State, 

Brazil. The material was identified by the botanist Dr. Geisa Lauro Ferreira and a 

voucher specimen was deposited at the Herbarium of the Jardim Botânico in Rio de 

Janeiro, Brazil, under number 152017. Dried and ground leaves (975 g) were submitted 

to extraction at room temperature with ethanol. The solvent was removed under low 

pressure yielding 170 g of the dried extract. 

After sample preparation, they were solubilized in 1% DMSO, with the help of an 

ultrasonic bath. Then, samples were diluted in PBS pH 7.4, and stored in the 

concentration of 1 mg/ml. For sample sterilization, it was used Gammacell 220 

Irradiator, with Cobalt-60 source, from Nuclear Instrumentation Laboratory (LIN)- 

UFRJ, used at 67.200 rads. Samples were aliquoted and stored at -20 ˚C. To confirm the 

sterilization, it was performed the Limulus Amebocyte Lysate (LAL) test (LONZA cat. 

N184-06) for endotoxin detection. The result of this test was negative for all samples 

(Data not shown). 
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Liquid-liquid partition of crude extract 

In order to perform liquid-liquid partition procedure, part of this extract was 

solubilized in methanol:water 1/9 v/v. The total volume achieved in this hydroalcoholic 

solution was exactly the same volume of each of the organic solvents used in the 

partition: hexane, dichloromethane, ethyl acetate and butanol. The number of times that 

each organic solvent used was varied as necessary observed in each case. The fractions 

resulting from the partition techniques and the aqueous residue were concentrated in a 

rotary evaporator and lyophilized. 

The subtitle for each extract/fraction used in this work is defined below: 

NB1 - Leaf crude ethanolic extract 

NB3 - Dichloromethanic fraction 

NB5 - Ethyl acetate fraction 

NB6 - Butanolic fraction 

Thin layer chromatography (TLC) analyses 

Thin layer chromatography (TLC) analyses were performed in pre-coated silica 

gel 60 F254 (Merck) plates using mobile phase butanol/acetic acid/water 4:1:5 v/v and 

spraying with NP-PEG reagent and sequential UV irradiation at 365 nm. The profiles 

from the four samples are represented in fig. 1, having hiperoside as a chemical marker 

for the ethanolic extract. 

 

Fig. 1. Silica gel TLC chromatogram showing samples and standard derived from N. 

brasiliensis. Leaf crude ethanol extract (NB1) and its fractions derived from liquid-

liquid partition: dichloromethane fraction (NB3); hyperoside standard (H); ethyl acetate 

fraction (NB5), and butanol fraction (NB6). Mobile phase: butanol/acetic acid/water 

(4:1:5 v/v); spray reagent: NP-PEG. 
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High-performance liquid chromatography (HPLC) profiling of the extracts and 

fractions 

Crude extract and fractions were analyzed by a HPLC apparatus, which consisted 

of a Shimadzu (Kyoto, Japan) model Nexera Series 20 liquid chromatograph, two 

Shimadzu LC-20DXR pumps equipped with a binary gradient valve, a Shimadzu SPD-

M20A diode array detector, a Shimadzu SIL-30AC autosampler, a Shimadzu CTO-

20AC oven, a Shimadzu CBM 20-A communications bus module and a Shimadzu 

DGU-20A5R degasser. Separation was achieved on a Supelco (Bellefonte, PA, USA) 

Supelcosil LC-18 column (250 mm × 4.6 mm i.d.; 5 μm particle size). The mobile phase 

was a methanol:water gradient, the injection volume was 20 μL at 10 mg/ml, the flow 

rate was 1.0 ml/min and the effluent was monitored at 254 nm. The profile from the 

four preparations is represented in fig. 2. 

 

Fig. 2. High-performance liquid chromatograms from samples derived from N. 

brasiliensis. Leaf crude ethanol extract (NB1) and its fractions derived from liquid-

liquid partition: dichloromethane fraction (NB3), ethyl acetate fraction (NB5), and 

butanol fraction (NB6). Arrows: hyperoside standard. 

 

Cell viability assay by MTT  

The sample cytotoxicity was evaluated by a MTT assay. The primary human 

monocytes were plated in 96-well flat microtiter plates (3 x 10
5
 cells/ well) with 

complete RPMI 1640 medium (with 200 mM glutamine, 100 U/ml penicillin, 10 

µg/streptomycin), supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), both from Gibco, 
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Life Technologies, and incubated 24 h at 37 ºC with 5% CO2, for monocyte adherence. 

After this period, the medium was removed with non-adherent cells and adherent cells 

were incubated with different dilutions (10 and 1 µg/ml) from NB extract/fractions for 

48 h. For performing cytotoxicity assays, it was used a RPMI 1640 without phenol red 

(Gibco, Life Technologies), and then added 10 µl of the 12 mM MTT reagent 

(Vybrant® MTT Cell Proliferation Assay Kit, Life Technologies Cat# M6494) per well. 

The cells were incubated 4 h at 37º C with 5% CO2, added 50 µl DMSO to solubilize 

the formazan formed in the process and the concentration determined by D.O. at 570 nm 

by the SpectraMax spectrophotometer, with Paradigm Software SoftMax® Pro 6. The 

tested concentrations used in this work were determined as non-cytotoxic for all 

samples at 48 h (> 90% viability as compared to untreated cells; data not shown). 

Virus and cell culture 

The DENV-2 16681 original strain was obtained from Dr. S. Halstead, Military 

Institute of Research Walter Reed, Maryland/EUA [29] and used for the virus stock 

preparation. The virus was cultured and propagated in Aedes albopictus cell line C6/36 

at 28 ˚C with Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM, Gibco, Life Technologies) 

containing 5% FBS. The supernatant from infected C6/36 cell was collected, 8 days 

later, and stored at -70˚C for titer determination as well as subsequent experiments. 

Virus titration 

The viral mass from DENV-2 was titrated by serial dilution cultures in 96-well 

microtiter plates and detected by immunofluorescence. Virus titer was calculated as 50 

percent tissue culture infectious dose (TCID50), according to the Reed & Munch 

formula. [30] The virus stock used had a titer of 1,37 x 10
8
 TCID50/ml.  

Human peripheral blood mononuclear phagocyte enrichment 

Human peripheral blood was provided by the Hospital Universitário Clementino 

Fraga Filho, UFRJ. Buffy coat cells from healthy donors were submitted through a 

density gradient centrifugation (350g, 30 min in Ficoll-Paque Plus, GE Healthcare Life 

Sciences) to isolate the human peripheral blood mononuclear leukocytes (PBMLs). 

After this procedure, cells were suspended in complete RPMI 1640 and incubated at 37 

˚C under 5% CO2 during 90 min to allow monocyte enrichment. Non-adherent cells 

were removed by washing while adherent cells were detached by mechanical cell 

harvesting with cell scrapers in cold medium. Then, the recovered adherent cells – 
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enriched monocytes - were suspended in complete RPMI supplemented with 10% FBS, 

seeded at 2 x 10
6 
cells/ml on 48-well plates and incubated for 24 h. 

Monocyte infection and treatment with N. brasiliensis samples 

After incubation, adherent monocytes were infected with a virus diluted 

inoculum (1/5) in cell culture medium (2.74 x 10
7
 TCID50/ml in 300 µl). Cells were 

incubated for 2 h for virus adsorption and then, the supernatant was replaced with a 2% 

FBS containing N. brasiliensis leave crude ethanolic extract or either NB3, NB5 and 

NB6 fractions at different concentrations (10 e 1µg/ml) and subsequently incubated at 

37 ˚C under 5% CO2. After 48h, supernatants were collected and stored at -20 ˚C for 

cytokine measurement and cells recovered for viral antigen determination. Wells 

containing no treatment nor infection, fractions without infection, and infectious DENV 

was assayed.  

Viral antigen detection by flow cytometry 

Monocytes previously treated or not with N. brasiliensis were recovered by 

scraping with a plastic microtip in a cold cell culture medium, set at 1x10
6
 cells/well in 

a 96-well plate, then centrifuged (350 g, 7 min) while their supernatants were collected 

for subsequent measurement of cytokines/chemokines. The cells were, then, suspended 

in a wash buffer (phosphate-buffered saline pH 7.4 containing 1% bovine serum 

albumin and 0.1 % NaN3 (PBS/BSA). Afterwards, cells were fixed with a 2 % 

paraformaldehyde PBS/BSA solution at 4 ˚C for 20 min and permeabilized with a 0.15 

% saponin in PBS/BSA solution for 10 min. Then, permeabilized cells were blocked 

with 5 % inactivated human plasma in PBS/BSA at 4 ˚C for 30 min, washed, and 

incubated with mouse anti-Dengue Complex monoclonal antibody (1/100 dilution, 

Chemicon, Merk) at 4 ˚C for 60 min. After washing the cells, they were incubated with 

anti-mouse IgG labeled with Alexa Fluor™ 488 (1/400 dilution) for 30 min at 4˚C. 

Cells were washed again with PBS/BSA, recovered in 2% paraformaldehyde, and kept 

at 4 ˚C until cell acquisition (10000 events for gated monocytes) by FACS Calibur flow 

cytometer (Beckon & Dickinson) and analyzed with FlowJo Software (TreeStar Inc.). 

An isotype-matched antibody was adopted as negative control. 
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NS1 semi-quantitative detection by ELISA 

To evaluate the antiviral activity from N. brasiliensis samples, the DENV non-

structural protein, NS1 were evaluated. For this, the culture supernatants, submitted to 

different treatment conditions and previously stored at -20 ˚C, were used for 

determination of NS1 ratios by Dengue NS1 Ag kit Platelia (BioRad # 72830), 

according to the manufacturer’s instructions. Plates were read at 450 nm in the 

SpectraMax Paradigm Software SoftMax® Pro 6. To calculate the NS1 ratio, it was 

used the optical density (O.D.) from tested samples over the O.D. from the “cut-off” 

sample supplied by the kit. 

Cytokine/Chemokines detection by multiplex microbead immunoassay 

To evaluate the immunomodulatory activity from N. brasiliensis samples, 

culture supernatants from cells submitted to different treatment conditions and 

previously stored at - 20 ˚C, were also used for cytokine determinations of TNF-α, IL-6, 

IL-10, and IFN-α. It was employed a High Sensitivity multiplex biometric 

immunoassay, containing fluorescent dyed microspheres conjugated with a monoclonal 

antibody specific for a target protein, according to the manufacturer’s instructions 

(Upstate) and following earlier description [21]. Assay sensibility range was 1.95-8,000 

pg/ml. Cytokine levels were determined with a multiplex array reader from Luminex 

Instrumentation System (Bio-Plex Work-station from Bio-Rad Laboratories). The 

analyte concentration was calculated with software provided by the manufacturer (Bio-

Plex Manager Software). It provided a regression analysis to derive the equation for 

cytokine concentration prediction in samples. 

Statistical analysis 

Data were initially tested for normality, with Prism version 6, GraphPad 

Software, using the Kolmogorov-Smirnov test. Since data groups mostly did not pass 

the normality test, we performed a two-group comparison between virus infected 

cultures submitted to plant treatment with untreated ones that were evaluated for 

significance with the pared and non-parametric statistical Wilcoxon’s test. Altered 

parameters were considered significant when P< 0.05. 
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Results 

In vitro antiviral activity of N. brasiliensis Choisy in infected monocytes detected 

by intracellular DENV antigen (Ag) labeling and NS1 secretion  

DENV-2 strain 16681 has been efficient in inducing monocyte infection and we observed 

that the intracellular antigen detection peak occurs on the second day after infection [31]. This 

model has already been used for Uncaria tomentosa testing antiviral and immunomodulating 

activities [21]. Here, the strain 16681 was used for in vitro infection of human adherent 

peripheral blood mononuclear leukocytes (PBML), enriched for monocytes in order to 

test N. brasiliensis Choisy effects evaluated for dengue infection and cytokine production.  

The in vitro antiviral activities of N. brasiliensis on DENV-2 were assessed in two 

different assays. DENV infected adherent peripheral blood mononuclear leukocyte 

(PBML), enriched for monocytes from nine donors were treated with the crude extract 

or its three partition fractions derived from the N. brasiliensis. After 48 h infection, the 

intracellular labeling detected DENV-Ag
+
 cell rates by flow cytometry analysis in the 

regions containing cells with monocyte morphology, accordingly to FSC and SSC 

parameters (fig. 3A; 80-90% gated cells are CD14
+
). The crude extract NB1 

significantly decreased monocyte DENV-Ag detection in the tested 1 and 10 µg/ml 

doses (fig. 3A and 3B). The treatments with NB3, NB5 and NB6 fractions demonstrated 

no effect on DENV infection rates in any of the tested concentrations. The dose of 10 

µg/ml NB3 and NB5 presented an unspecific Ag labeling in uninfected cells (data not 

shown). 

NS1 non-structural protein secreted in the adherent monocyte culture supernatants 

was detected 48 h post-infection. To determine the antiviral activity of N. brasiliensis, 

the reduction of NS1 secretion was detected in the supernatants from infected cells that 

were treated either with the 1 or 10µg/ml doses of the crude extract or with its partition 

fractions when compared to untreated ones. The decrease in NS1 secretion was 

statistically significant when the infected monocytes were treated either with the crude 

extract NB1 or its three fractions NB3, NB5 or NB6 at 1 µg/ml dose. None of the tested 

samples demonstrated antiviral activities in reducing NS1 rates at the 10 µg/ml dose 

(fig. 4). 
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Fig. 3. DENV Antigen (DENV Ag) detection in monocytes population infected with 

DENV-2 and submitted to a treatment with the crude extract NB1 and butanolic fraction 

NB6 derived from N. brasiliensis. Enriched monocytes obtained from healthy PBML 

buffy coats were infected with DENV-2 (2.74 x 10
7
 TCID50/ml) and treated with 

different concentrations of the NB1extract, NB6 fraction or untreated. The DENV 

antigen (DENV Ag) was detected intracellularly by flow cytometry analysis (Alexa-

647). A. Gated monocyte population accordingly to size (FSC) and granularity (SSC) 

parameters and representative dot plots within the monocyte gate from uninfected, 

DENV-infected or DENV-infected and NB1 treated cultures (SSC vs. FL8-Alexa-647). 

B and C. Histograms obtained from data of eight PBML donors. Enriched monocytes 

were treated with NB1 (B). or NB6 (C). Values represent as mean ± SEM. The assays 

were performed in triplicate and treated samples were compared to untreated ones by 

Wilcoxon paired test. * P <0.05. 

 

In general, NB1 presented more efficient effects in DENV antiviral activity, 

reducing both the intracellular detection of DENV Ag and also NS1 viral protein 

reduction at 1 µg/ml concentration. 
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Fig. 4. Non-structural protein NS1 detected in supernatants from DENV-2 infected 

enriched monocyte cultures treated with NB compounds derived from N. brasiliensis. 

Enriched monocytes obtained from healthy PBML buffy coats were infected with 

DENV-2 (2.74 x 0
7
 TCID50/ml) and treated with 1µg/mL from the crude extract NB1 

and its dichlorometanic (NB3), ethyl acetate (NB5) and butanolic (NB6) fractions or 

untreated. After 48 hours, the cell culture supernatants were recovered and tested for 

NS1 presence by ELISA (Dengue NS1 Ag kit Platelia). The represented NS1 ratio was 

calculated accordingly to the manufacturer instruction, using the optical density (O.D.) 

obtained from samples and O.D from NS1 cut-off (average of duplicates from kit 

calibrator, CO). The values were represented as mean ± SEM. Eight independent 

experiments are represented and treated samples were compared to untreated ones by 

Wilcoxon’s test. * P <0.05. 

In vitro immunomodulatory activity of N. brasiliensis detected by colorimetric assays in 

infected monocytes 

The in vitro N. brasiliensis immunomodulatory activity was detected on the same 

DENV-2 infected adherent PBML monocyte-enriched culture supernatants assayed for 

DENV antigens at 48 h post-infection. TNF-α, IL-6, IL-10 and IFN-α determinations 

were performed using seven PBML donors. These immune mediators produced during 

monocyte DENV infection at significant levels in cell supernatants, were evaluated by 

the Luminex™ technique as described in materials and methods. Considering that the 
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10 µg/ml dose did not present expected effects in the antiviral assays performed so far, 

only the 1 µg/ml dose was assayed for the immunomodulation assay. 

In TNF-α determination, a significant modulation of this cytokine was observed 

when infected monocytes were treated with NB3 and NB6 fractions (fig. 5A). No 

significant changes were detected with the crude extract NB1 or with NB5 fraction 

treatments. The crude extract NB1, NB3 and NB6 inhibited significantly IL-6 (fig. 5B) 

and IL-10 levels were downregulated significantly by NB1 and NB3, with a tendency 

by NB6 (fig. 5C) at the tested concentration in monocyte supernatants at 48 h post-

infection. The NB6 fraction also reduced significantly the IFN-α production in the 

infected monocyte culture supernatants (Figure 5D). The NB5 fraction was ineffective 

in inducing immunomodulatory activities here assayed. 

 

Fig. 5. Cytokine production detected in supernatants from DENV-2 infected enriched 

monocyte cultures treated with NB compounds derived from N. brasiliensis. Enriched 

monocytes obtained from healthy PBML buffy coats were infected with DENV-2 (2.74 

x 10
7
 TCID50/ml) and treated with 1 µg/mL from the crude extract NB1 and its 

dichlorometanic (NB3), ethyl acetate (NB5) and butanolic (NB6) fractions or untreated. 

After 48 hours, the cell culture supernatants were recovered and tested for TNF-α IL-6, 

IL-10 and IFN-α using the Luminex™ technology. The values were represented as 

mean ± SEM from eight independent PBML donors and treated samples were compared 

to untreated ones by Wilcoxon’s test. * P <0.05. 
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Discussion 

Physiopathology of Dengue virus in patients with severe dengue characteristically 

involves a ‘cytokine storm’, presenting high levels of circulating cytokines and 

chemokines that are detected in circulating blood and associated with severe outcomes 

including shock and hemorrhages. Pro-inflammatory cytokines such as TNF-α, IL-6 and 

IFN-γ, but also anti-inflammatory factors such as IL-10, and chemokines such as IL-8, 

MIP-1β, MCP-1 among others are believed to be acting on endothelium integrity, 

disturbing hemostasis and the coagulation cascade. [32-36]. Therefore, serum levels of 

these molecules may serve as a laboratory tool for predicting severe disease [37]. 

Here we adopted a model of human primary monocytes to evaluate the 

immunomodulatory potential of our extracts from N. brasiliensis Choisy and observed 

downregulation of TNF-α, IFN-α, IL-6, IL-10, associated with an antiviral effect 

detected by the reduction in cellular viral antigenic load and secreted NS1 protein. This 

study outstands for its use of primary monocytes, the main target cells for DENV in 

patients [14], aiming to identify medicinal plants that have effects against DENV. This 

cell type is relevant for the in vitro performed assays, regarding its permissivity to 

DENV-2 infection and capability to induce cytokines and other inflammatory mediators 

related to dengue severity during infection. [21,31,38]. 

There are currently no specific treatments for dengue fever [39], only standard 

treatment for management of fever is given, i.e., nursing care, fluid balance, electrolytes 

and blood clotting parameters [1]. Therefore, the need for an effective treatment for 

dengue is urgent and, taking into account the cytokine role in dengue pathogeny, it is 

still important the search for medicinal plants that act as immunomodulatory agents. 

Dysregulation of the immune system has long been treated in several diseases by 

herbal medicine and its therapeutic effects may be achieved by cytokine modulation 

[40,41]. Natural products have become the main source of test material in the 

development of drugs based on traditional medical practices [42] and also have been 

used to treat viral infections in animals and humans. Several plants have been reported 

to display antiviral activities [43-46]. More recently, these medicinal products are 

described as antiviral agent against DENV, inhibiting the viral load and/or their 

replication [47-49]. To date, at least 31 species have been found to have the potential to 

treat dengue but some of them have not yet been investigated scientifically [50]. 

However, most studies did not use human primary monocytes and very few 
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investigations have addressed the immunomodulatory properties of anti-dengue 

products. Our earlier work showing anti-inflammatory properties from a medicinal 

plant, Uncaria tomentosa was a pioneer utilizing the in vitro DENV-2 strain 16681 

infection of primary human monocytes and describing immunosuppressive properties of 

products originated from traditional medicinal use [21]. Here we present another plant 

with such effects and improved our model detecting the viral non-structural protein NS1 

that is secreted. 

Anti-inflammatory property from N. brasiliensis was earlier reported as an 

inhibitor of the NO production [28] and it attracted our attention for investigating its 

effects on the DENV infection and also for its potential to a new therapeutic agent for 

treating the disease. We showed herein that the hydroalcoholic extract from N. 

brasiliensis leaves and three derivate fractions presented an antiviral activity, reducing 

significantly the percentage of DENV Ag
+
 cells or the NS1 protein, a viral load 

indicator. Also an immunomodulatory effect is reported by the reduction in the 

production of some important cytokines such as TNF-α, IL-6, IL-10. Considering that 

severe clinical manifestations are associated with to an exacerbated cytokine 

production, we believe that this immunomodulation is an important step to reduce or 

avoid undesired disease outcomes. Besides, it is important to note that possibly the 

actual reduction in viral load may be taking, as a consequence, to a reduction in the 

immune response and contributing to a good prognosis. 

For the first time, the NS1 was used in this study for the evaluation of the 

antiviral activity of natural products in an in vitro DENV infection model using human 

primary monocytes as targets. This protein have already been used for this activity in 

mice models, in which NS1 levels were related with the circulating virus detected by 

plaque forming assay and RNA quantification by PCR [51] and more recently, in 

studies involved Vero cells infection by the four DENV serotypes [48]. We have earlier 

reported the IL-10 role in association with hepatic dysfunctions and effusions in 

children with dengue [34]. Moreover, both DENV NS1 antigen and the IL-10 serum 

levels were associated with severity in acute dengue infection, and IL-10 has suppressed 

dengue-specific T cell responses [52]. Malavige et al demonstrated that NS1 is 

positively correlated with IL-10 production in monocytes, and acts inducing its 

production, leading to the severity [53]. Therefore, our results showing an IL-10 

reduction could be a consequence of N. brasiliensis effects in reducing NS1 and DENV 
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production, acting, simultaneously, as antiviral and immunomodulatory and improving 

the prognosis of infection. 

The data presented here strongly suggest that the assay for NS1 determination is 

more indicated for screening tests to evaluate the antiviral activities of medicinal plants, 

in the monocyte study model, since it presented a higher sensitivity in detecting viral 

load changes than the intracellular antigen labelling. The stable NS1 protein 

accumulates in culture, unlike the flow cytometry analysis that may not detect cells 

destroyed by the virus.  

Recently, a study revealed that during severe cases of dengue Indian children IL-

8 and IL-6 play a predominant role as markers of disease severity during acute dengue 

and the reduction in IL-8 and IL-10 levels were identified as the most significant 

markers of recovery from severe disease [54]. The TNF-α has been classically 

associated with more severe cases of dengue fever [35,55] and is also known to be an 

endothelial cell activator, inducing the expression of adhesion molecules and disrupting 

bridges with adherent molecules as cathenin, thereby, favoring endothelial permeability, 

fluid leakage, and resulting at the end in hypotension and hemoconcentration [56,57]. 

Type 1 interferon (IFN-α/β) has a significant role in establishing protection against 

virus infections [58]. DENV activates in vitro a robust IFN-α/β response. However, 

DENV viral proteins, such as non-structural NS4b can inhibit IFN signaling, down-

regulating the JAK/STAT pathway, impairing this antiviral interferon regulated gene 

expression. [59-61] We remark that the role played by the IFN type 1 response in 

dengue patients is not fully understood. IFN-α in excess may induce autoimmune 

diseases for example during the treatment for hepatitis [62]. Therefore, the IFN-α 

downregulation, detected by the tested NB6 fraction, may represent a decrease in 

immunological stimulation associated with the reduced virus replication. Moreover the 

virus elimination could be achieved by other antiviral molecules than IFNs, such as 

nitric oxide [14,63].  
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Anexo 2. Artigos publicados, realizados em colaboração. 
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