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Resumo 

 

Introdução: A disseminação global da dengue, causada pelo vírus da dengue e 

transmitido pelo mosquito Aedes aegypti, destaca-se como uma preocupação 

crescente devido ao aumento significativo de casos, atingindo 5,2 milhões em 2019 

além da prevalência em 128 países. A ausência de um tratamento específico enfatiza a 

importância da prevenção e estudos da resposta imune na dengue para descobrir 

biomarcadores e desenvolver vacinas eficientes. Objetivos: Estudar os efeitos e 

alterações da frequência e atividade das células iNKTs (rápidas produtoras de grande 

quantidade de citocinas) e B (produtoras de anticorpos) durante a infecção por dengue 

através da diferença entre pacientes e Grupo Sintomáticos Não Dengue não dengue. 

Métodos: Sangue periférico foi coletado de pessoas que procuraram tendas de 

atendimento e hidratação montadas pelo Hospital Israelita Albert Einstein durante o 

surto de dengue de 2015 na cidade de São Paulo. Células mononucleares do sangue 

periférico foram separadas para mais tarde e foram marcadas para citometria de fluxo. 

A partir dos exames laboratoriais foram criados dois grupos: pacientes com dengue 

aguda e participantes do Grupo Sintomáticos Não Dengue não dengue. Os dados de 

citometria foram comparados por teste paramétrico de Mann-Whitney e para correlação 

teste de Spearman (significância p≤0,05). Resultados: Todos participantes do Grupo 

Dengue Aguda testaram positivos para dengue, enquanto nenhum do Grupo 

Sintomáticos Não Dengue. Este resultado é reforçado pelo fato de que o Grupo 

Dengue Aguda apresentou redução significativa de leucócitos totais e plaquetas em 

comparação ao Grupo Sintomáticos Não Dengue. Não houve diferenças entre os 

grupos para frequência de linfócitos T, CD4+, CD8+ e células iNKTs, mas o Grupo 

Dengue Aguda apresentou ativação de células T CD8+ e células iNKTs, pincipalmente 

a subpopulação de iNTKs CD4-CD8-. O Grupo Dengue Aguda aprentou menor 

frequência de células B, mas dentro da população de células B transicionais e 

plasmoblastos. Os participantes do Grupo Sintomáticos Não Dengue não apresentaram 

nenhuma correlação entre estas células enquanto os pacientes do Grupo Dengue 

Aguda apresentaram correlações positivas entre maior estado de ativação das células 

iNKTs e as frequências de células B transicionais e plasmoblastos. Dentro desta 

correlação positiva, observou-se que quanto maior a carga viral dos pacientes, maior é 

ativação de células iNKTs e maior a frequência de plasmoblastos. Conclusões: A 
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atividade das células iNKTs e interação com células B é essencial para a resolução na 

infecção pelo vírus da dengue. 

 

Descritores: Dengue; Alergia e imunologia; Células T matadoras naturais; Células 

produtoras de anticorpos 

 



1 INTRODUÇÃO 

 

A doença dengue é causada pelo agente etiológico conhecido como 

vírus da dengue (DENV), demonstrados na figura 1. Apesar dos possíveis primeiros 

registros desta doença serem asiáticos,(1) acredita-se que a origem do vírus causador 

desta doença seja proveniente do continente africano.(2) O DENV é transmitido pelos 

mosquitos hematófagos Aedes albopictus e Aedes aegypti, sendo o segundo mais 

adaptado ao ambiente urbano e o principal vetor global.(3,4) 

De acordo com os registros históricos dos estudos epidemiológicos 

desta doença, Bancroft foi o primeiro a observar a correlação da presença do mosquito 

A. aegypti com a doença dengue, em 1906 na Austrália.(5) No ano seguinte, Ashburn et 

al. demonstraram experimentalmente que o microorganismo causador da dengue era 

menor que bactérias, sugerindo pela primeira vez que esta doença era causada por um 

vírus.(6) 

 

 
Fonte: Centers for Disease Control and Prevention. Public Health 
Image Library (PHIL). Atlanta: CDC; 2010 [cited 2024 Feb 26]. 
Available from: https://phil.cdc.gov/(7) 
Figura 1. Imagem de microsopia eletrônica do vírus da dengue 
(partículas circulares) em um tecido 

https://phil.cdc.gov/
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Os estudos sobre a doença avançaram significativamente durante a 

segunda guerra mundial. O grande número de soldados norte-americanos afetados 

pela dengue no sudeste asiático fez com que o exército dos Estados Unidos 

encomendasse pesquisas sobre esta doença para a produção de uma possível vacina. 

Para estas pesquisas, Sabin conseguiu adaptar o vírus para um modelo animal com 

ratos e observou que havia diferentes sorotipos do vírus.(8,9) Hoje sabemos que há 4 

diferente sorotipos nomeados de DENV-1 a DENV-4.(2) 

O DENV pertence à família viral Flaviviridae e, similarmente aos 

vírus da mesma família, possuí um formato esférico que varia entre 40 a 60 

nanômetros (nm) de diâmetro. Ao centro da estrutura viral há um nucleocapsídio 

icosaédrico de 30nm de diâmetro que contém o RNA viral, e este nucleocapsídeo é 

envolto por um envelope composto de uma bicamada lipídica onde estão ancoradas as 

proteínas do envelope.(10,11) O DENV possui um genoma próximo de 11.000 bases e 

seu material genético possui informações para a produção de 3 proteínas estruturais e 

7 proteínas não estruturais (NS).(12) 

As proteínas estruturais são conhecidas pelas letras C, prM e E. A 

proteína C irá formar o capsídio que irá conter o material genético do DENV, a proteína 

prM produzir uma membrana precursora para a montagem do vírus e a proteína E irá 

constituir o envelope.(10) Já as 7 proteínas NS são nomeadas NS1, NS2A, NS2B, NS3, 

NS4A, NS4B e NS5, cada uma com uma função na formação de novas unidades virais 

dentro da célula infectada. A proteína NS1 interage por meios ainda não 

completamente esclarecidos com as proteínas NS4A e NS4B para estimular a 

replicação viral;(13) NS2A é responsável por clivar a proteína NS1 logo após sua 

síntese;(14) NS3 é uma proteína tipo helicase específica de RNA viral para otimizar a 

replicação;(15) NS5 é a maior das proteínas NS e atua na atividade de RNA polimerase 

e no processo de metilação do novo RNA viral.(16) A figura 2 apresenta um esquema 

simplificando a estrutura e genes do DENV. 
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Fonte: Traduzido e adaptado de Herrero LJ, Zakhary A, Gahan ME, Nelson MA, Herring BL, Hapel AJ, et 
al. Dengue virus therapeutic intervention strategies based on viral, vector and host factors involved in 
disease pathogenesis. Pharmacol Ther. 2013;137(2):266–82. Figure 1. The structural and genomic 
features of dengue virus (DV); p. 268.(11) 
Figura 2. Esquema de estrutura e composição genética do vírus da dengue 

 

A doença causada por este vírus, está presente em 128 países onde 

vivem mais de 3,9 bilhões de pessoas.(17) De acordo com a Organização Mundial da 

Saúde (OMS), a incidência de dengue cresceu drasticamente por todo o globo nas 

últimas décadas: de 505.430 casos em 2000 para 5,2 milhões em 2019, e em 2023 

registrou seu maior pico de casos anual: 6,5 milhões de casos.(18) A maioria dos surtos 

ocorreram no Brasil, China e Índia,(19) e mais especificamente no Brasil, de acordo com 

a Organização Pan Americana de Saúde, um braço da OMS para os países da 

América Latina, no período de 2014 a 2022, foram registrados 5,77 milhões de casos 

de dengue e 4.908 óbitos por causa desta doença.(20) Porém, os números globais 

tendem a piorar. Devido ao aquecimento global, várias partes do planeta que são 

atualmente inóspitas ao mosquito transmissor passarão a ter temperaturas médias 

mais elevadas, permitindo o avanço do mosquito para novas regiões. A quantidade de 

pessoas que moram nestas regiões onde as temperaturas serão mais propícias ao 

mosquito totalizam aproximadamente 1 bilhão de indivíduos e, consequentemente, 

serão expostos à possível transmissão do DENV.(21) 

Apesar dos crescentes números de infecções por todo o globo, 

ainda não há um tratamento específico para a dengue, sendo a prevenção a melhor 

estratégia. De acordo com a OMS, uma vacina ideal deve proteger contra os 4 

sorotipos com apenas uma dose, ter um efeito duradouro e não ter efeitos adversos 

graves significativos.(22) A preocupação para uma vacina tão eficaz advêm da reação 
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aumentada dependente de anticorpos na qual os anticorpos produzidos para um 

sorotipo de DENV não neutraliza outro e pode exarcebar os sintomas numa infecção 

heteróloga.(23,24) 

A primeira vacina liberada para uso comercial em vários países foi a 

Dengvaxia® produzida pela Sanofi Pasteur, porém seu uso é restrito para pessoas que 

já estiveram doentes com dengue e mesmo assim ainda apresenta uma baixa 

eficácia.(25) Outra nova vacina liberada pela ANVISA para uso nacional foi a 

Qdenga®.(26) Esta vacina produzida pela farmacêutica japonesa Takeda apresentou 

eficácia principalmente em crianças e adolescentes entre 4 a 16 anos residentes em 8 

países epidêmicos para dengue num período de mais de 4 anos. Os estudos 

demonstraram uma eficácia de 64% em pessoas já expostas a dengue e 53,5% em 

participantes que nunca tiveram dengue. Entretanto as eficácia só foi demonstrada 

para DENV1 e DENV2 e dados não conclusivos para DENV3 e DENV4 para 

participantes sem exposição prévia ao vírus.(27) A vacina Butantan-DV, desenvolvida 

pelo instituto brasileiro Butantan, demonstrou resultados mais promissores. A eficácia 

desta vacina foi de aproximadamente 80% entre participantes que nunca foram 

previamente infectados pelo DENV e de aproximadamente 90% com histórico de 

infecção prévia. Porém, assim como a vacina da Takeda, não houve dados suficientes 

para averiguar eficácia contra os sorotipos DENV3 e DENV4.(28) Além do destaque 

destas 3 vacinas, há diversas outras em desenvolvimento.(29) 

Além de vacinas, um dos meios viáveis de combate à infecção por 

DEVN é contra o vetor, pois o ciclo de infecção do DENV em humanos depende da 

transmissão deste por mosquito Aedes aegypti. O mosquito fêmea desta espécie se 

infecta ao se alimentar do sangue de uma pessoa doente no período de alta viremia. 

No mosquito, o DENV se dissemina por vários tecidos até chegar nas glândulas 

salivares. Quando este mosquito infectado se alimenta do sangue de uma nova pessoa 

ainda não infectada, ele inocula a saliva com o DENV presente e fecha o ciclo de 

infecções conforme esquematizado na figura 3.(30) 
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Fonte: Traduzido e adaptado de Guzman MG, Gubler DJ, Izquierdo A, Martinez E, Halstead 
SB. Dengue infection. Nat Rev Dis Primers. 2016;2:16055. Figure 2. The urban dengue virus 
cycle in humans and mosquitoes; p. 5.(30) 
Figura 3. Ciclo do vírus da dengue 

 

Após ser infectado pelo DENV, os indivíduos podem ser 

assintomáticos, ou seja, não apresentarem sintomas. Mas aqueles que apresentam 

sintomas podem ser classificados, de acordo com a OMS, como pacientes com dengue 

ou dengue grave (Figura 4). Pacientes com dengue apresentam febre e pelo menos 2 

sintomas, tais como náusea, vômito, vermelhidão pela pele e dores. Outros sinais que 

podem ser considerados como sinais de perigo incluem dores abdominais, 

sangramento de mucosas, aumento do fígado e exames laboratoriais que indiquem 

aumento rápido do hematócrito e diminuição na contagem de plaquetas. Pacientes com 

dengue grave apresentam qualquer um dos seguintes sintomas: extravasamento 

plasmático intenso com dificuldade de respiração, sangramento intenso, choque 

hipovolêmico ou avaliação clínica que demonstre comprometimento de órgãos.(31) 
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Fonte: Traduzido e adaptado de Srikiatkhachorn A, Rothman AL, Gibbons RV, Sittisombut N, Malasit 
P, Ennis FA, et al. Dengue--how best to classify it. Clin Infect Dis. 2011;53(6):563–7. Figure 2. Dengue 
classification according to the World Health Organization guidelines issued in 2009; p. 564.(31) 
Figura 4. Classifiação da doença dengue pela Organização Mundial da Saúde de acordo com 
sintomas 

 

O decorrer dos sintomas da dengue passa por 3 fases clínicas: 

febril, crítica e convalescente. A fase febril dura de 2 a 7 dias, é quando ocorre o 

período de maior viremia, febre e principais sintomas. Depois dos primeiros dias de 

sintomas, o paciente pode se recuperar para a fase convalescente, ou pode 

desenvolver a fase crítica. Na fase crítica há o início da defervescência, mas novos 

sintomas aparecem e outros já presentes podem se intensificar. Nesta fase há aumento 

da permeabilidade vascular o que acarreta dor abdominal intensa, vômitos mais 

persistentes, acúmulo de líquidos, letargia e aumento do hematócrito. Nessa fase pode 

ocorrer o choque devido à perda de volume de plasma, podendo comprometer a 

funcionalidade de diversos órgãos.(32,33) As 3 fases estão esquematizadas na figura 5. 
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Fonte: Traduzido e adaptado de Paz-Bailey G, Adams LE, Deen J, Anderson KB, Katzelnick LC. Dengue. 
Lancet. 2024;403(10427):667–82; p. 5.(34) 
Figura 5. Diferentes níveis de vírus, resposta do corpo e anticorpos de acordo com as diferentes fases 
da dengue 

 

Uma vez dentro do organismo, o DENV possui a capacidade de 

infectar diversas células e usar o maquinário celular interno delas para se reproduzir. 

Num estudo com ratos que foram inoculados com DENV de forma intradermal, foi 

observado que o DENV infecta primeiro as células de Langerhans presentes na região 

subcutânea e 48h depois infecta os monócitos recrutados ao local da infecção.(35) Já 

em outro estudo, desta vez com fragmentos de pele humana em cultivo, foi observado 

que após 48h da inoculação do vírus, 90% das células positivas para a presença da 

proteína viral E eram células CD45+ e HLA-DR+, ou seja, células apresentadoras de 

antígenos (APC) da pele. De acordo com este mesmo estudo, mais especificamente, 

das células CD45+ HLA-DR+, as mais infectadas foram as células dendríticas CD14+ e 

células de Langerhans.(36) APCs migram para linfonodos para apresentar antígenos à 

outras células do sistema imune,(37) porém, na infecção pelo DENV, estas células 

também estão infectadas e este processo migratório ajuda a disseminar o vírus. 

Para o vírus conseguir infectar uma célula, a proteína E presente na 

superfície do envelope viral facilita a ligação do DENV a receptores específicos 

presentes na superfície de células suscetíveis.(38) Após a ligação à célula, o vírus é 

internalizado por endocitose e a queda do pH dentro do endossomo contendo o vírus 

induz uma alteração estrutural da proteína E que irá mediar a fusão do envelope viral 
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com a camada interna da vesícula.(39) Cria-se um canal livre para o material genético 

ser liberado no citoplasma celular. A fita simples positiva de RNA viral é traduzida pelos 

ribossomos, sintetizando uma longa poliproteína.(40) Observações feitas com 

microscópio eletrônico mostram que a poliproteína viral sintetizada é clivada e aderida 

ao retículo endoplasmático rugoso e em seguida as proteínas não estruturais 

sintetizam o novo RNA viral dentro de vesículas derivadas da membrana do retículo 

endoplasmático.(41) Neste momento, algumas proteínas NS1 podem ser liberadas pela 

célula e serem usadas para o diagnóstico da doença.(42) O novo vírus formado sofre um 

processo de maturação enquanto é transportado ao aparelho de Golgi e depois é 

secretado por exocitose, já apto a infectar novas células. Todo este ciclo de infecção e 

reprodução viral numa célula está representado de forma simplificada na figura 6. 

Porém o corpo de uma pessoa infectada não fica inerte ao processo de invasão e 

replicação do DENV em suas células, ele dispõe do sistema imunológico para se opor 

às ações do vírus. 

 

 
Fonte: Traduzido e adaptado de Pierson TC, Diamond MS. Degrees of maturity: the 
complex structure and biology of flaviviruses. Curr Opin Virol. 2012;2(2):168–75. 
Figure 2. The maturation of flaviviruses; p. 170.(43) 
Figura 6. Esquema do ciclo de infecção, reprodução e liberação do vírus da dengue 
em uma célula 
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O sistema imunológico é capaz de responder à infecção viral por 

meio de um complexo conjunto de células, órgãos e tecidos.(44) De forma simplificada, 

o sistema imune pode ser dividido em duas frentes de atuação, a resposta imune inata 

e a resposta imune adaptativa. A resposta imune inata é a primeira linha de defesa pois 

possui células capazes de uma rápida resposta contra diversos elementos já 

conhecidos graças a diversos receptores pré-definidos sem a necessidade de contato 

prévio com o antígeno. 

A outra linha de defesa, a resposta imune adaptativa, inicia suas 

ações em conjunto com a inata, porém seus resultados aparecem mais tarde. Ela é 

mais específica contra os patógenos que escapam e sobrevivem à resposta inata, 

utilizando-se de um sistema de reorganização genética para gerar novos receptores 

contra os antígenos. Apesar da resposta mais tardia, desenvolvem memória e 

anticorpos específicos para uma resposta imediata numa eventual reinfecção. Apesar 

das diferenças, estes dois sistemas trabalham juntos para lidar com diferentes tarefas. 

Como primeira resposta do sistema imune inato após a infecção do 

DENV, macrófagos englobam o vírus e passam a produzir a citocina interferon (IFN). A 

citocina IFN é um importante imunorregulador antiviral para a resposta imune não 

específica e também para promover o início da resposta imune adaptativa. Há três 

tipos de IFN: tipo 1 inclui IFN α, IFN β e IFN ω; tipo 2 inclui o INF γ; e tipo 3 inclui IFN 

λ1, λ2 e λ3. Os IFN do tipo 1 são conhecidos pelas suas atividades antivirais e os do 

tipo 3 apresentam uma atividade similar ao do tipo 1. A maioria das células infectadas 

por vírus são capazes de sintetizar INF α e IFN β para interferir contra a replicação viral 

e o INF do tipo II são produzidos pelas células T e células natural killers (NK) 

ativadas.(45) 

Outras células do sistema inato, as células dendríticas (DC), 

fagocitam o vírus, migram aos linfonodos. Nos linfonodos, passam a produzir IFN do 

tipo 1 e 2 para promover a apresentação de antígenos e iniciar a resposta imune 

adaptativa.(46) O DENV também possui mecanismos de evasão das atividades do INF 

do tipo 1, podendo inibir sua resposta, porém as vias alternativas ativadas pelos INFs 

do tipo 3 são capazes de diminuir a replicação viral.(47) 

Enquanto as células do sistema imune inato utilizam de seus 

recursos para combater a infecção, outras células começam a atuar para iniciar a 

resposta imune das células do sistema adaptativo. Nos linfonodos, células APC 

apresentam partes do vírus como partes do envelope viral e também pelas proteínas 
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NS3 e NS5 à células T virgem para ativá-las.(48) Mais especificamente, as células T 

CD8+ ou conhecidas como células T citotóxicas, capazes de eliminar células 

contaminadas, podem ser ativadas pela apresentação de partes do DENV durante a 

fase aguda da doença e se expandirem.(49) Algumas células T CD4+ ativadas pela 

presença de antígenos do DENV se desenvolvem para as células T auxiliares 

foliculares (TFH), com a função de ajudar o desenvolvimento das células B. Um 

esquema simplificado da infecção do DENV e as primeiras respostas do sistema imune 

estão na figura 7. 

 

 
Setas verdes são vias de respostas protetivas contra a infecção ou doença, setas vermelhas 
indicam as vias que são associadas com a dengue grave, e setas amarelas são vias que estão 
associadas tanto a proteção quanto patenogenese. 
Fonte: Traduzido e adaptado de Rothman AL, Medin CL, Friberg H, Currier JR. 
Immunopathogenesis versus protection in dengue virus infections. Curr Trop Med Reports. 
2014;1(1):13–20. Figure 1. Innate and adaptive immune responses to dengue virus and their 
relationships to protection or disease; p. 14.(50) 
Figura 7. Resposta inata e adaptativa envolvendo as células T ao vírus da dengue 

 

As células B, além de serem capazes de criar memória imunológica, 

são responsáveis pela produção de imunoglobulinas (Ig), também conhecidas como 

anticorpos. Os anticorpos produzidos pelas células B podem neutralizar a capacidade 

do vírus de interação com a célula hospedeira, sendo os principais alvos as proteínas 

estruturais E, prM e C.(51,52) O desenvolvimento das células B se inicia na medula óssea 
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a partir de células tronco hematopoiéticas. Durante o processo de diferenciação destas 

células, também ocorre uma série de rearranjos em genes específicos da expressão 

dos receptores de célula B (BCR). Este processo leva à geração de um grande 

repertório de BCR e Igs, com capacidade de reconhecer mais de 5x1013 diferentes 

antígenos. 

Depois que deixam a medula óssea, as células B ainda imaturas, 

conhecidas como células B de transição ou transicionais, migram para o baço para 

finalizar o desenvolvimento inicial. Uma vez completado o processo de maturação no 

baço, as células B retornam à circulação e vão para os linfonodos. Antes de serem 

ativadas, estas células são conhecidas como células B naïve.(53,54) As células B naïve 

podem ser subclassificas em dois tipos, as células B naïve resting (em descanso) e 

anérgicas. As células naïve resting são as células B maduras que não apresentaram 

auto reatividade e expressam BCR com capacidade de reconhecer antígenos 

apresentados a elas. Já as células B que apresentam auto reatividade são deletadas 

por deleção clonal ou podem continuar vivas mas com funcionalidade reduzida, 

tornando-as inativas. Estas são as células B naïve anérgicas.(55) 

As células B ativadas pelo contato com um antígeno podem se 

diferenciar em células B foliculares ou células B da zona marginal. As células B da 

zona marginal conseguem produzir e secretar anticorpos IgM contra antígenos a base 

de carboidratos e fosfolipídios em 1 a 3 dias.(56) Já as células B foliculares estão 

localizadas no centros germinativos dentro dos folículos nos linfonodos. Nestes locais, 

se encontram células dendríticas foliculares especializadas em apresentar antígenos 

que podem ser reconhecidos pelos receptores das células B. Ao encontrar um antígeno 

que é reconhecido pelos receptores da célula B, estas são ativadas. Em alguns casos, 

as células B também precisam receber estímulos por contato com as células T 

provenientes da zona de células T do linfonodo, mais especificamente das células T 

auxiliares. Um destes sinais, por exemplo, ocorre pela proteína CD40 ligante (CD40L) 

expressa na superfície das células T que se ligam ao CD40 da superfície das células B, 

ativando-as. Uma vez ativadas, as células B passam pelo processo de mutação 

somática para a mudança de classe da Ig (também conhecido como mudança de 

isotipo ou class switch), resultando em uma maturação de afinidade entre antígeno e 

anticorpo. Células B naïve que expressavam IgD e IgM, passam a expressar IgG, IgE 

ou IgA após a mudança de isotipo.(57) 
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A célula B ativada também inicia um processo de expansão clonal. 

Os clones que apresentam afinidade ao antígeno são retidos no centro germinativo 

pelo processo de seleção positiva, mas aquelas que apresentam uma maior afinidade 

ao antígeno são induzidas à diferenciação em plasmoblastos que irão maturar em 

células plasmáticas secretoras de anticorpos. Neste processo, as células TFH agem na 

maturação dos plasmoblastos e a migrarem para fora do centro germinativo.(58) No 

caso da infecção por DENV, altos níveis de anticorpos anti-DENV em circulação são 

importantes mediadores de proteção na dengue sintomática.(59) 

Além das células plasmáticas, células B de memória são 

selecionadas para se manterem no centro germinativo. No caso de reinfecção, as 

células de memória são capazes de serem ativadas diretamente pelo antígeno e 

prontamente realizarem uma replicação clonal para elevar o número de células 

produtoras de anticorpos IgG de alta afinidade.(60,61) 

As células B de memória switched são originárias do centro 

germinativo e passaram pelo processo de mudança de isotipo de imunoglobulina 

secretada para ser mais específico contra o antígeno para o qual foi selecionada. Já as 

célula B de memória unswitched são células com marcadores característicos de 

memória porém não passaram pelo processo de troca de isotipo e ainda expressam 

IgM de baixa afinidade.(61,62) A diferença na frequência destes subtipos de células B em 

circulação podem ser indicativos para o comportamento do sistema imune numa 

infecção. Por exemplo, na infecção viral de SARS-CoV-2, foi observado que maiores 

níveis de células B de memória unswitched e switched prevêem uma recuperação mais 

cedo da doença COVID-19.(63) 

Em virtude destas funcionalidades das células B, um indivíduo 

infectado pelo DENV apresentará níveis de IgM detectáveis em circulação de 3 a 5 dias 

após a infecção, e ainda será detectável em níveis menores até 3 meses depois. Já 

níveis de IgG aparecem por volta de 7 dias depois da infecção e, apesar da 

concentração em circulação diminuir com o passar do tempo, ainda são detectáveis 

anos depois.(51) 

As populações de células B descritas acima podem ser rastreadas e 

quantificadas no sangue periférico de acordo com seus respectivos marcadores de 

superfície. Por exemplo, as células B de transição são caracterizadas pela expressão 

superficial de várias moléculas de superfície como CD19, CD38, IgD e IgM. O mesmo 

pode ser feito para classificar outras células observadas de acordo com a combinação 
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específica de seus marcadores de superfície. A tabela 1 traz uma lista das 

subpopulações de células B, um resumo de suas funções e a combinação específica 

de marcadores de superfície para cada célula. 

 

Tabela 1. Populações de células B no sangue periférico 

População de célula B 
(CD19+) 

Marcadores de 
superfície 

Função/propriedades 

Transição CD38++ IgD+ IgM+ 
Célula B recém produzida na medula óssea, não 
ativada e não funcional 

Naïve Resting IgD+ CD27- IgM+ 
Célula B madura funcional, ainda não apresentada à 
um antígeno 

Naïve Anérgicas IgD+ CD27- IgM- 
Célula B que apresentou auto reatividade e foram 
inativadas 

Memória Switched IgD- e CD27+ IgM- Alta capacidade de diferenção em células 
plasmáticas para expressar IgG, IgA ou IgE 

Memória Unswitched IgD- CD27+ IgM+ 
Capacidade de diferenciação em células 
plasmáticas que expressam IgM 

Plasmoblastos CD27+ e CD38+ Novas células produtoras e secretoras de anticorpos 

Fonte: Traduzido e adaptado de Sanz I, Wei C, Jenks SA, Cashman KS, Tipton C, Woodruff MC, et al. 
Challenges and opportunities for consistent classification of human B cell and plasma cell populations. 
Front Immunol. 2019;10. Table 1. Classification of blood human B cells using seven core markers; p. 5.(64) 

 

A versatilidade da célula B se expande também para a função de 

apresentadora de antígenos. Peptídeos são internalizados nas células B por endocitose 

após a ligação ao BCR para passar por um processo de dissociação. Depois são 

agregados à proteínas do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) para 

serem apresentados a outras células do sistema imune.(65) Além de MHC, as células B 

também expressam uma proteína de superfície apresentadora de antígeno de estrutura 

similar ao MHC, a molécula CD1. Há 5 diferentes proteínas CD1 em humanos (CD1a-

CD1e). As proteínas CD1 são classificadas em 3 grupos: grupo 1 composto pelas 

CD1a, CD1b e CD1c; grupo 2 composto pela CD1d e o grupo 3 pela CD1e. A proteína 

CD1d é expressa por APCs e por outras células como monócitos e células B.(66) As 

proteínas MHC são altamente polimórficas e cada uma se liga a peptídeos de tamanho 

e formato único, já as proteínas CD1 são capazes de se ligar e apresentar uma limitada 

gama de lipídios. Tanto lipídios das próprias células assim como derivado de origem 

extracelular já foram identificados como ligantes às proteínas CD1 do grupo 1, como 

por exemplo, glicoesfingolipídeos e fosfolipídios, porém apenas alguns destes possuem 

a capacidade de estimular células T.(67) Já a proteína CD1d é capaz de se ligar a uma 

gama mais restrita de lipídios, e há uma célula especializada em reconhecer lipídios 

apresentados apenas pela proteína CD1d, a célula T invariante natural killer (iNKT). 
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As células iNKTs são um subtipo das células T com papel na 

regulação do sistema imune inato e adaptativo. Elas foram primeiramente observadas 

(porém ainda não descritas) em camundongos no final da década de 1980 como 

células duplo negativas para CD4 e CD8 mas com marcadores de células T ativas.(68) 

Nos anos seguintes, além de descobrirem que também expressavam marcadores de 

superfície NK1.1, típicos de células NK murinas, foi observado a expressão de TCR 

com a cadeia estrutural invariante Vα14Jα18.(69,70) Em seguida, uma série de pesquisas 

com camundongos identificou que o ligante que estas células reconheciam era uma 

molécula apresentadoras de antígeno tipo MHC porém não convencional pois era não-

polimórfico e hidrofóbico.(70,71) Posteriormente, foi determinado que se tratava da 

molécula murina CD1.(72) Uma célula de características similares também foi observada 

em humanos, a qual era estimulada por glicolipídios apresentados pela proteína CD1d 

e possui um TCR de cadeia estrutural invariante Vα24Jα18.(73) 

As iNKTs estão presentes em vários órgãos e tecidos em diferentes 

quantidades. Em camundongos e humanos, as iNKTs já foram observadas no fígado, 

medula óssea, baço, linfonodos,(74) pulmões, tecido adiposo e no intestino.(75) Enquanto 

no fígado de murinos as iNKTs chegam a compor 30% dos linfócitos, em humanos este 

percentual é menor, por volta de 1%.(76) No sangue periférico humano, a porcentagem 

varia de 0,003 à 1% dos linfócitos circulantes.(77,78) Apesar da baixa frequência, quando 

estimuladas por glicolipídios, estas respondem rapidamente com a produção de 

diferentes citocinas e quimiocinas. Experimentalmente, já foram observadas a 

produção de várias citocinas como IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IL-

17A, IL-21, TNF-α, o fator estimulador de colônias granulócitos e macrófagos (GM-

CSF), e quimiocinas CC ligante 2 e 5.(79) 

As interações das iNKTs com outras células do sistema imune 

podem ocorrer por diferentes vias. Numa destas interações, há uma troca de ativações 

mútuas concomitantemente entre DC e iNKTs na qual DCs apresentam antígenos 

lipídicos pela molécula CD1d às iNKTs enquanto o CD40L da iNKT se ligam ao 

receptores de CD40 das DCs, fazendo com estas secretem IL-12 para ativar as iNKTs. 

Esta troca mútua de ativações entre DCs e iNKTs levam à ativação de células NK, 

células B, e de células T CD4+ e CD8+.(74) Além de uma relação bidirecional de ativação 

entre iNKTs e macrófagos, as iNKTs também interagem positivamente com neutrófilos 

ao recrutá-los para zonas de infecção e ativá-los. A figura 8 representa as interações 

entre a iNKT com outras células do sistema imune. 
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Fonte: Traduzido e adaptado de Brennan PJ, Brigl M, Brenner MB. Invariant natural killer T cells: an 
innate activation scheme linked to diverse effector functions. Nature Reviews Immunology. 
2013;13(2):101-17. Figure 5 Interactions between iNKT cells and other leukocytes; p. 111.(80) 
Figura 8. Interações entre células iNKTs com outros leucócitos 

 

As iNKTs também podem ser subclassificadas pelos marcadores de 

superfície CD4 e CD8. Os subtipos podem apresentar em sua superfície apena a 

molécula CD4 (CD4+CD8-), ou apenas CD8 (CD4-CD8+), ou duplo negativa (CD4-CD8-) 

e até, inclusive, duplo positivo para as duas moléculas (CD4+CD8+),(78) entretanto, não 

há muitos estudos sobre a atividade da subpopulação dupla positiva. Estas diferentes 

subpopulações variam em quantidade e também em perfil de produção de citocinas. Os 

subtipos mais comuns são as iNKTs DN seguidas por iNKTs CD8+ e iNKTs CD4+. 

Estes 3 subtipos das células iNKTs são capazes de secretar citocinas de resposta Th1 

e Th2, porém em diferentes quantidades. As céulas iNKTs CD8+ tendem a produzir 

mais citocinas típicas de resposta Th1, enquanto iNKTs CD4+ secretam 

predominantemente citocinas de resposta imune Th2. As células iNKTs DN exibem um 

perfil de secreção de citocinas intermediário entre Th1 e Th2.(81) Independente do perfil 

de citocinas secretadas, já foi observado que as atividade das três subpopulações de 

células iNKTs são capazes de induzir a secreção de anticorpos pelas células B.(82) 
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As células iNKTs podem ativar, regular e manter a resposta 

imunológica das células B de forma direta, ou seja, através de contato entre elas, e de 

forma indireta através de estimulação de outras células que irão ativar as células B. Na 

forma indireta, ou não cognitiva, as iNKTs são ativadas pelas DC, elas migram para a 

zona marginal e nas regiões inter foliculares dos linfonodos onde interagem com as 

células. Em seguida, através da secreção de IL-2 e IL-4, as células iNKTs estimulam 

para que as células T adquiram funções de células TFH que irão estimular as células B 

através do contato direto com elas e secreção de IFN-γ e IL-21. Já na interação de 

forma direita, ou cognitiva, onde há contato direto entre as células, o receptor da célula 

B reconhece antígenos contendo lipídios e os internalizam para mais tarde serem 

apresentados pelo CD1d às células iNKTs. Uma vez estimulada por lipídios 

apresenados pelas células B, as iNKTs passam a expressar CD40L e também 

assumem um papel similar às células Tfh pois passam a secretar IFN-γ e IL-21 (mas 

não IL-4) para estimular as células B.(83) Um resumo das atividades entre as iNKTs com 

as células B na figura 9. 

 

 
A) Ativação da célula B pela célula iNKT de forma indireta; B) ativação da célula B pela célula iNKT de 
forma direta. 
Fonte: Traduzido e adaptado de Doherty DG, Melo AM, Moreno-Olivera A, Solomos AC. Activation and 
regulation of B cell responses by invariant natural killer T cells. Front Immunol. 2018;9:1360. Figure 2 | 
Invariant natural killer T (iNKT) cells provide non-cognate and cognate help for antigen-specific B cells; p. 
5.(83) 
Figura 9. Meios pelos quais as células iNKT pode ativar as células B 

 

Devido à extensa gama de interações com diferentes células do 

sistema imune, não surpreende a importância da atividade das células iNKTs na 

resolução de diversas doenças virais. Uma pesquisa com camundongos deficientes 
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para células iNKTs demonstrou uma piora na infecção pulmonar pelo vírus da influenza 

A em relação ao controle e, quando administrado células iNKTs, voltavam a apresentar 

resposta imunes adequadas e supressão da infecção viral.(84) Numa outra pesquisa 

similar com influenza A, camundongos deficientes para iNKTs não apresentavam 

resposta adequada de células T CD8+ e tinham uma mortalidade maior.(85) Em mais 

pesquisas com modelo animal analisando os efeitos do vírus da herpes, também foi 

observado sintomas agravados e resposta imune deficitária em animais sem as células 

iNKTs.(86) A mesma tendência também foi observado no caso de infecção pelo vírus 

respiratório sincicial, no qual animais sem iNKTs apresentavam quadros piores do que 

os controles.(87) Pacientes soropositivos para o vírus da imunodeficiência humana (HIV) 

tem suas células iNKTs infectadas,(88) o que reduz drasticamente o número destas 

células em circulação,(89) agravando o quadro da síndrome da imunodeficiência 

adquirida. 

Uma das características das células iNKTs é que elas são 

estimuladas por um glicolipídio chamado α-galactosilceramida (α-GalCer). Este 

gligolipídio é extraído da esponja marinha A. mauritianus e foi observado como primeiro 

ligante das células iNKTs em estudos para tratamentos de câncer.(90,91) A molécula α-

GalCer é um potente ativador das células iNKTs pois quando se liga ao TCR invariante 

destas células, elas produzem e secretam diversas citocinas. Devido a estas 

características, este glicolipídio é comumente usado para o estudo das capacidades 

das células iNKTs.(92) 

Foi observado que a administração de α-GalCer em animais 

infectados com o vírus da influenza A ativou as iNKTs, promoveu uma melhora 

significativa da doença e a diminuição dos níveis de concentração do vírus nos 

pulmões.(93) Na hepatite B viral, iNKTs ativadas por α-GalCer diretamente inativaram a 

replicação do vírus e indiretamente ao aumentar a atividade antiviral das células NK.(94) 

Há, inclusive, uma melhor resposta imune contra um peptídeo do envelope do HIV 

quando as iNKTs são ativadas pela α-GalCer.(95) 

Entretanto, especificamente no caso da infecção pelo DENV, a 

literatura é escassa e contraditória. Em Sri Lanka, um estudo observou aumento na 

circulação das células iNKTs em pacientes com dengue aguda comparada com 

controles saudáveis e que há uma correlação positiva de títulos de anticorpos IgG 

contra dengue com a quantidade destas células.(96) Em outro estudo na Tailândia 

observou-se uma relação com a ativação de células iNKTs e a severidade de dengue e 
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os autores sugerem que níveis de ativação destas células contribuem para a 

patogenicidade da dengue grave. Além disso, em análises ex vivo, as células iNKTs de 

pacientes com dengue aguda tinham uma produção de IFN-γ reduzida após a 

estimulação com α-GalCer.(97) Diversos estudos de metabolômica tem observado que a 

infecção pelo DENV é capaz de alterar a fisiologia do corpo humano. Como 

consequência, há a variação de níveis de diferentes metabólitos em circulação, 

inclusive diversos glicolipídios.(98) Estas alterações podem influenciar a atividade das 

células iNKTs e, consequentemente, o estímulo correto das células B. 

Considerando o fato das células iNKTs possuírem a capacidade de 

estimular as células B produzirem anticorpos com maior capacidade de neutralização 

contra antígenos, se cria a hipótese de que há uma alteração no perfil imunológico 

destas células na infecção por dengue, o que influenciaria a capacidade do sistema 

imune em responder adequadamente à esta patologia. 

 

1.1 Objetivos 

 

1. Estudar os efeitos e alterações da atividade das células iNKT e B 

durante infecção por dengue, com foco nos nos perfis celulares e de produção de 

citocinas envolvidas nas atividades das células iNKTs e células B; 

2. Avaliar a frequência e o perfil do estado de ativação das células 

CD3+, incluindo células CD4+, CD8+ e células iNKTs entre os grupos avaliados; 

3. Avaliar a frequência das células B e suas subpopulações em 

grupos com infecção aguda de dengue e participantes sintomáticos não dengue; 

4. Averiguar a presença de correlações positivas ou negativas 

significativas entre as células de interesse nos grupos estudados. 
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2 MÉTODOS 

 

2.1 O estudo 

 

Este estudo de coorte foi desenvolvido com com participação 

voluntária de indivíduos com suspeita de dengue recrutados em tendas de atendimento 

e hidratação montadas pelo Hospital Israelita Albert Einstein (HIAE) em conjunto com a 

prefeitura de São Paulo durante um surto de dengue em 2015. Após o atendimento 

inicial realizado pelos profissionais do HIAE, o estudo intitulado “Epidemiologia e 

Patogênese na infecção por Arbovírus”. 

Foram realizados exames clínicos: teste rápido de dengue, exame 

de carga viral e tipificação do sorotipo de dengue por PCR, exame de ELISA para 

detecção de imunoglobulinas contra dengue, hemograma, testes para outras doenças 

infecciosas. Vários pacientes passaram por uma consulta de retorno nas tendas de 

atendimento com uma média de 5 dias após o primeiro atendimento com uma nova 

recoleta de amostras de sangue. As amostras de todos os participantes foram 

processadas e preservadas para os experimentos. 

 

2.2 Casuística 

 

Neste estudo foram utilizadas amostras de indivíduos com sintomas 

de infecção viral com exames positivos ou negativos para dengue. A inclusão e 

exclusão de voluntários ocorreu conforme os seguintes critérios. 

Critérios de inclusão: 

- Idade igual ou maior a 18 anos; 

- Indivíduos com sorologia negativa para HIV, HTLV, sífilis, hepatite 

B, C, chikungunya e zika. 

Critérios de exclusão: 

- Indivíduos incapazes de ler ou compreender o TCLE; 

- Indivíduos que não assinaram o TCLE; 

- Menores de 18 anos. 
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2.3 Aspectos éticos 

 

O projeto de pesquisa para o qual foram coletadas as amostras de 

sangue foi aprovado no Comitê de Ética em Pesquisa do HIAE e registrado pelo 

identificador CAAE: 55109116.2.0000.0071 e SGPP número 2658-16. Nenhum 

indivíduo que procurou ajuda nos centros obteve qualquer atendimento diferenciado, 

independente de participar ou não do projeto de pesquisa. O projeto e a proposta de 

participação ocorreram apenas após o atendimento pelo qual os pacientes procuraram 

ter ocorrido. As amostras só foram coletadas após a leitura, preenchimento e 

assinatura do TCLE pelo paciente ou responsável. 

 

2.4 Coleta do material 

 

2.4.1 Sangue periférico 

 

Foram coletados 90 mililitros (mL) de sangue periférico através da 

punção venosa num dos membros superiores dos participantes. A coleta de sangue foi 

realizada por meio da técnica de coleta a vácuo em tubo contendo EDTA jateado nas 

paredes internas (concentração final de 1,8mg/mL de sangue). Todo material coletado 

foi processado em até 24h após a coleta e os produtos extraídos da amostra de sangue 

coletada foram armazenados no Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa do HIAE. Do 

sangue total coletado, foram utilizados 10mL para a realização de exame de 

hemograma no aparelho XP-300 (Sysmex®, Japão) para prover concentrações e 

quantidades de neutrófilos, eosinófilos, basófilos, linfócitos, monócitos e plaquetas de 

cada participante. Para aferir a infecção pelo DENV, RNA foi extraído de 140µL de 

plasma usando o kit Qiagen viral RNA kit® (Qiagen®, EUA). Carga viral foi determinada 

por PCR em tempo real usando o kit SuperScript III platinum SYBR green one-step 

qRT-PCR® (Invitrogen®, USA) com primers para os 4 sorotipos do DENV. Reações e 

leituras foram feitas pelo equipamento ABI 7300 RT-PCR (Applied Biosystems®, Brasil). 

Limites de detecção para este exame foram ajustados para 100 cópias/mL. 
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2.4.2 Células mononucleares do sangue periférico (PBMC) 

 

As células mononucleares do sangue periférico podem ser 

separadas para análise como descrito abaixo. Estas células são comumente 

conhecidas no meio acadêmico pela abreviação em inglês PBMC (Peripheral Blood 

Mononuclear Cells). 

Numa câmara de fluxo estéril, 50mL do sangue coletado foi diluído 

em 50mL em solução salina balanceada de Hank (HBSS) (GIBCO® - ThermoFisher) e 

homogeneizado. Esta diluição foi dividida em 3 partes que foram cuidadosamente 

depositadas sobre 15mL de solução de gradiente de densidade (Ficoll® Paque Plus – 

Sigma-Aldrich) num tubo de fundo cônico de 50mL, formando duas fases sem que as 

soluções se misturassem. Os tubos foram centrifugados a 952 de força centrífuga 

relativa (também conhecida como força G), temperatura ambiente, durante 40 minutos, 

aceleração de 4 e desaceleração de 0. 

Após a centrifugação, há a formação de uma nuvem de células 

sobre a solução de gradiente de densidade. Estas células são as células 

mononucleares do sangue periférico (CMSP), mais conhecidas no meio acadêmico 

pela abreviação inglesa PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells). Estas foram 

coletadas com uma pipeta Pasteur estéril para um tubo de fundo cônico de 15mL. 

Completou-se o volume de 15mL com HBSS no tubo contendo PBMC e foi 

centrifugado a uma velocidade de 520G, temperatura ambiente, durante 10 minutos, 

aceleração e desaceleração de 9. Após a centrifugação, há a formação de um pellet de 

células no fundo do tubo, o que permite o descarte do líquido sobrenadante. Depois as 

células foram homogeneizadas com mais 15mL de HBSS e centrifugadas sob as 

mesmas condições. Após a segunda lavagem, as células foram incubadas por dois 

minutos com 3mL de solução de lise de hemácias (Ammonium-Chloride-Potassium 

ACK Lysing Buffer - GIBCO® - ThermoFisher). Passados dois minutos, foi adicionado 

10mL de meio de cultura R-10 (meio RPMI com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), 1% 

de tampão HEPES, 1% de Piruvato de Sódio, 1% de Penicilina com Estroptomicina e 

1% de L-Glutamina) para a inativar a solução lisante de hemácias. Foi realizado uma 

nova centrifugação com os mesmos parâmetros anteriores, o sobrenadante foi 

descartado e as células ressuspendidas em 10mL de meio de cultura R-10. 
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Neste momento, desta nova solução, foi aferido a viabilidade das 

células. Dez microlitros (μL) foram homogeneizados com 10μL de corante Tripan Blue 

(Azul de Tripan). A contagem de células viáveis foi feita no aparelho Countess® II 

Automated Cell Counter (ThermoFisher). Uma nova centrifugação a 520 G, 

temperatura ambiente por 10 minutos e aceleração e aceleração de 9 foi feita. Após a 

centrifugação, o sobrenadante foi descartado e a partir da informação de concentração 

de células viáveis aferida no aparelho de contagem, as células são ressuspendidas em 

meio de cultura próprio para congelamento (meio RPMI com 30% de SFB e 10% de 

DMSO) num volume para que a nova solução tenha uma concentração de 1x107 

células/mL. Homogeneizadas na nova concentração no meio de congelamento, as 

células foram transferidas para criotubos. Estes criotubos ficaram primariamente em 

um freezer a -80ºC por 24h, depois foram transferidos para tanques de nitrogênio 

líquido (temperatura média de -196ºC) e ficaram armazenados neste estado até serem 

utilizados em experimentos. 

 

2.4.3 Soro, plasma e buffy coat 

 

Amostra de sangue coletada num tubo com EDTA foi centrifugada 

por 10 minutos em temperatura ambiente a 952 G. Após a centrifugação, há uma 

separação dos elementos do sangue sendo o plasma o líquido na fase superior. O 

plasma foi coletado com pipetas de Pasteur, transferidos para criotubos de 2mL e 

armazenados em freezers a -80ºC. 

Sangue coletado no tubo com gel separador foi centrifugado por 10 

minutos, temperatura ambiente a 952 G. Após a centrifugação, a amostra de sangue 

estará separada em 3 fases, sendo a primeira o plasma, um líquido semi transparente, 

e a segunda uma fina camada de células sobre o gel, o buffy coat. O plasma foi 

coletado com uma pipeta Pasteur e transferido para criotubos de 2mL e o buffy coat foi 

coletado e transferido para criotubos de 2mL. Todos os tubos foram armazenados a -

80ºC. 
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2.4.4 Descongelamento de PBMC 

 

Criotubos contendo PBMC foram retirados do nitrogênio líquido e 

colocados em gelo seco. Os criotubos foram descongelados em banho maria a 36ºC 

enquanto eram levemente agitados. No momento em que o material congelado se 

desprendia do fundo do criotubo, este era levado a uma câmara de fluxo, adicionado 

1mL de meio R-10 e homogeneizado. Em seguida, esta nova solução foi transferida 

para 9mL de meio R-10 num tubo de fundo cônico de 15mL. Todos tubos de fundo 

cônico identificados com as amostras foram centrifugados por 10 minutos a 583 G em 

temperatura ambiente. Após a centrifugação, o sobrenadante de cada tubo foi 

descartado e as células foram ressuspensas em 2mL de meio R-10. A partir desta nova 

suspensão foi aferido a viabilidade das células descongeladas. 10μL foram misturados 

com 10μL de corante azul de Tripan e a contagem de células viáveis foi feita no 

aparelho Countess® II Automated Cell Counter (ThermoFisher). Depois elas foram 

lavadas mais uma vez e ressuspendidas cada uma em um volume de acordo com suas 

viabilidades para ter uma concentração final de 3x106 células por 100μL. 

 

2.5 Marcação de células e citometria de fluxo 

 

Após o descongelamento das células e ajuste de concentração, 

100μL contendo 3x106 células foi transferido para uma placa de fundo V com 96 poços 

e centrifugado a 300g por 5 minutos à temperatura ambiente. Após a centrifugação, o 

sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas em 180μL de solução de 

tampão fosfato-salino (PBS) com 1% de SFB (FACS Buffer). Esta nova solução 

contendo as células passaram por outra centrifugação com as mesmas configurações 

anteriores. Após desprezar o sobrenadante as células foram ressuspendidas para 

ficarem incubadas por 30 minutos com 100μL de FACS Buffer contendo os seguintes 

anticorpos: anti-CD38 em Brillant Blue 605 (clone HB7, BD Bioscience), anti-CD27 em 

Alexa Fluor 700 (clone 0323, eBioscience), anti-CD14 em ECD (clone RM052, 

Beckman Coulter), tretrâmero CD1d em APC (NIH repositório), anti-TCR Vα24 em PE 

(clone C15, Beckman Coulter), anti-CD3 em Super Bright 702 (clone OKT3 

eBioscience), anti-CD8 em PE-Cyanine7 (clone RPA-T8, eBioscience), anti-CD4 em 

Super Bright 645 (clone RPA-T4, eBioscience), anti-IgD em FITC (clone IA6-2, 
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eBioscience), anti-IgM em Brillant Violet 510 (clone MHM-88, BioLegend) e anti-CD19 

em APC-CH7 (clone SJ25C1, BD Bioscience). Para excluir as células mortas, foi usado 

o marcador de viabilidade LIVE/DEAD Fixable red dead cell stain kit (Thermo Fisher) 

em todas as amostras. Após a incubação, as células foram lavadas e fixadas com PBS 

com 1% de formol para serem adquiridas por citometria de fluxo. 

As amostras foram adquiridas dentro de 24h após a marcação no 

citômetro Attune NxT® (Thermo Fisher Scientific, EUA) com o software Attune NxT Flow 

Cytometer Software (Thermo Fisher Scientific, EUA). Previamente à aquisição das 

amostras, o citômetro de fluxo passou por testes de controle de qualidade para garantir 

uma leitura correta durante o experimento. Devido à característica de alguns 

marcadores de superfície não apresentarem clara distinção de positividade ou 

negatividade na fluorescência, foi utilizada a estratégia de gates fluorescence minus 

one (FMO) para os marcadores de CD38 e CD27. Nesta estratégia, uma amostra foi 

marcada sem o anticorpo anti-CD38 e outra amostra sem o anticorpo anti-CD27 para a 

criação de limites de negatividade para estes marcadores, conforme demonstrado nos 

apêndice 1 e apêndice 2. Após a aquisição das amostras, os dados foram analisados 

no software FlowJo® 10.5.3 (BD Biosciences) para a análise dos dados da citometria 

através dos gates de grupos celulares. 

Para análise de número absoluto de células, foi utilizado o método 

de duas plataformas (dual platform method), na qual a porcentagem de células de 

interesse multiplica o número de linfócitos totais obtidos do exame de hemograma. 

 

2.6 Estratégia de análise de gates para grupos celulares 

 

A estratégia de análise de gates utilizada para a análise de linfócitos 

T em circulação e suas respectivas subpopulações se encontra na figura 10. Para a 

análise das células B, os gates iniciais para tempo, singlets, linfócitos, e negatividade 

para CD14 e LIVE/DEAD® são as mesmas apresentadas na figura 10. A estratégia 

para os gates para a quantificação das células B e suas respectivas subpopulações 

seguem as características de marcadores descritos na tabela 1 e está representado na 

figura 11. 
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Gate de tempo por marcador PE → eventos dentro do gate de células únicas FSC-A x FSC-H (singlets) → seleção de células negativas para CD14 e 
LIVE/DEAD® → seleção de linfócitos dos eventos de SSC-A x FSC-A → seleção de linfócitos T CD3+ → seleção de linfócitos positivos para CD4+, positivo para 
CD8 em CD4 x CD8. As células iNKTs são selecionadas no cruzamento de Vα24 por CD1d e a partir delas positividade para CD4 ou CD8 no cruzamento de 
CD4 por CD8. 
Figura 10. Fluxo de estratégia de gates CD3+ para análise de citometria de fluxo 
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Gate de tempo por marcador PE → eventos dentro do gate de células únicas FSC-A x FSC-H (singlets) → seleção de células negativas 
para CD14 e LIVE/DEAD® → seleção de linfócitos dos eventos de SSC-A x FSC-A → seleção de linfócitos T CD3- → seleção de linfócitos 
CD19+ → seleção de células B de memória por CD27 x IgD → seleção de células B de memória switched e unswitched por positividade de 
IgM x SSC-A; células B naïves por CD27 x IgD → seleção de células naïves anérgica e em descanso por positividade de IgM x SSC-A; 
seleção de células B Transicional por CD38 x IgD → positividade de IgM x SSC-A; seleção de plasmoblastos por CD27 x CD38. 
Figura 11. Fluxo de estratégia de gates CD3- para análise de citometria de fluxo 
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2.7 Análise estatística 

 

Os dados gerados na análise de gates foram posteriormente 

realizados no software Prism® 8.4.2 (GraphPad). Após a averiguação da distribuição 

dos pelo teste de Shapiro-Wilk, foi utilizado o teste não paramétrico de Mann-Whitney 

para comparações de grupos e testes de correlação de Spearman. Para todos os 

testes, o valor de significância utilizado foi de p<0,05. Os restulados estão 

apresentados pela mediana e interquartil (IQR) dos valores. 
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3 RESULTADOS 

 

3.1 Grupos de estudo e suas características 

 

Para este estudo, dois grupos foram estabelecidos: indivíduos com 

Dengue Aguda (DA, n=33) e indivíduos que apresentavam sintomas, no entanto 

testaram negativos para dengue. Esse grupo foi chamado de Grupo Sintomáticos Não 

Dengue (SND, n=42), nomenclatura de acordo com diversas publicações de coorte 

com dengue.(99–101) Após determinação da nomenclatura, foi realizado testes de 

distribuição paramética ou não paramétrica para os dados dos grupos que seriam 

comparados. Todos os resultados dos testes de Teste de Shapiro-Wilk apresentaram 

um valor-p menor que 0,05 e, portanto, para os próximos testes comparativos de 

diferença estatística, foram utilizados os testes não paramétricos de Mann-Whitney. 

Não há diferença estatística entre os grupos DA e SND em relação à 

idade (p=0,5466) e aos dias de sintomas (p=0,3005). A distribuição de sexo entre os 

dois grupos é próxima, com 52% participantes do sexo feminino no Grupo DA e 59% de 

participantes do sexo feminino no Grupo SND. Os exames laboratoriais de teste de 

dengue foram negativos para a presença de NS1+, carga viral, IgM e IgG para todos os 

participantes do Grupo SND. Para o Grupo DA, todos participantes apresentavam 

positividade para pelo menos 2 ou mais exames, exceto para exames de IgG que eram 

todos negativos. Todos os pacientes do Grupo DA estavam infectados com o sorotipo 

DENV1. Estes dados estão sumarizados na tabela 2. 

 

3.2 Dados laboratoriais 

 

O teste de hemograma revela que leucócitos totais (Figura 12A) 

apresenta diferença estatística significante com um menor número destas células no 

Grupo DA em relação ao SND (p<0,0001). Mais especificamente, neste exame, foram 

observados menor frequência de neutrófilos, linfócitos, eosinófilos, monócitos e 

plaquetas (Figura 12B-D) no Grupo DA em relação ao SND. 
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Tabela 2. Características de idade, sexo e resultados laboratoriais para cada grupo 

 N° de participantes 

Sexo 
Idade (anos) 

Mediana e interquartis 
NS1+ 

Carga viral 
detectada 

ELISA IgM+ ELISA IgG+ 
Dias com sintomas 

Mediana e interquartis Masculino 
n (%) 

Feminino 
n (%) 

DA 33 16 (48) 17 (52) 40 (26-50,5) 27 33 (DENV1) 22 0 6 (4-7) 

SND 42 17 (41) 25 (59) 42 (27,75-56,25) 0 0 0 0 4 (3-8) 

    p=0,5466     p=0,3005 

DA: Dengue Aguda; SND: Grupo Sintomático Não Dengue; NS1: proteína non-structural do DENV; ELISA: enzyme-linked immunoassay. Teste de Mann 
Whitney. *Há diferença estatística significativa com valor-p<0,05. 
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A) Box-plot para a quantidade de células de milhões de leucócitos por microlitro (µL) 
de sangue demonstrando a diferença (p<0,0001) entre os grupos Dengue Aguda (DA) 
e Grupo Sintomático Não Dengue (SND), no qual DA apresenta mediana de 3,48x106 
células/µL (interquartis 2,84–4,36) e SND apresenta mediana de 8,035x106 células/µL 
(6,95–10,88). B) Box-plot para a diferença na quantidade de milhares de neutrófilos 
por µL de sangue (p<0,0001), mediana do Grupo DA é de 1,84x103 células/µL (1,3–
2,49) e do Grupo SND 5,61x103 células/µL (3,81–7,255). C) Box-plot para a diferença 
entre grupos (p<0,0001) na quantidade de milhares de linfócitos por µL de sangue, 
mediana de Grupo DA 1,14x103 células/µL (0,735–1,465), mediana do SND 
1,945x103 células/µL (1,29–2,84). D) Box-plot para a diferença entre grupos 
(p=0,0019) na quantidade de milhares de eosinófilos por µL de sangue, mediana do 
Grupo DA 0,04x103 células/µL (0,01–0,095), mediana do Grupo SND 0,12x103 
células/µL (0,06–0,32). E) Box-plot mostrando a diferença (p=0,0010) entre a 
quantidade milhares de células por µL de sangue, mediana DA 0,43x103 células/µL 
(0,305–0,61) e mediana SND 0,7 (0,4975–0,8425). F) Box-plot mostrando a diferença 
(p<0,0001) entre a quantidade milhares de unidades por µL de sangue, mediana DA 
123x103 unidades/µL (88,5–169,5) e mediana Grupo SND 223,5x103. DA n=33; SND 
n=42; Porcentagem de células obtidas através de citometria de fluxo; teste de Mann 
Whitney foi utilizado para averiguar diferença significativa; considera-se que há 
diferença estatística quando o valor-p<0,05. 
Figura 12. Resultados de hemograma entre os grupos de Dengue Aguda e 
Sintomáticos Não Dengue 



31 

 

A mediana e interquartis dos valores de todos os exames do 

hemograma dos participantes dos dois grupos se encontram na tabela 3. Não foi 

observado diferença entre os grupos para as análises de eritrócitos, hemoglobina, 

hematócrito e basófilos. 

 

Tabela 3. Exame de hemograma 

 DA (n=33) SND (n=42) Valor-p 

Eritrócitos (103 células/µL) 4,98 (4,775-4,98) 4,81 (4,578-5,265) 0,1308 

Hemoglobina (g/dL) 14,7 (13,95-15,7) 14,7 (13,8-15,4) 0,6768 

Hematócrito (%) 42,7 (40,5-44,45) 42,15 (39,8-44,15) 0,5900 

Leucócitos (103 células/µL) 3,48 (2,84-4,36) 8,035 (6,958-10,88) <0,0001* 

Neutrófilos (103 células/µL) 1,84 (1,3-2,49) 5,61 (3,81-7,255) <0,0001* 

Eosinófilos (103 células/µL) 0,04 (0,01-0,095) 0,12 (0,06-0,32) 0,0019* 

Basófilos (103 células/µL) 0,02 (0,01-0,06) 0,03 (0,01-0,05) 0,2587 

Linfócitos (103 células/µL) 1,14 (0,735-1,465) 1,945 (1,29-2,84) <0,0001* 

Monócitos (103 células/µL) 0,43 (0,305-0,61) 0,7 (0,4975-0,8425) 0,0010* 

Plaquetas (103 unidades/µL) 123 (88,5-169,5) 223,5 (183,8-278,5) <0,0001* 

Valores apresentados em mediana e interquartis para os grupos Dengue Aguda (DA) e 
Sintomático Não Dengue (SND). Teste de Mann Whitney. *Há diferença estatística 
significativa com valor-p<0,05. 

 

O questionário sobre sintomas revela a maioria dos participantes 

apresentavam febre (94% Grupo DA e 67% no SND), dores musculares (82% no Grupo 

DA e 93% no SND) e dor de cabeça (76% no Grupo DA e 67% no SND). Não houve 

registro de sintomas mais graves ou a necessidade de internação de nenhum 

participante. Os sintomas e porcentagens em relação ao número de participantes para 

cada grupo se encontra na tabela 4. 

  



32 

 

Tabela 4. Sintomas dos participantes 

Sintomas 

Participantes 

DA 
n(%) 

SND 
n(%) 

Febre 31 (94) 28 (67) 

Dor muscular 27 (82) 39 (93) 

Dor de cabeça 25 (76) 28 (67) 

Náusea 22 (67) 19 (45) 

Dor atrás dos olhos 19 (58) 21 (50) 

Calafrios 18 (55) 22 (52) 

Dores nas articulações 13 (39) 20 (48) 

Letargia 12 (36) 5 (12) 

Dor abdominal 12 (36) 19 (45) 

Tosse 9 (27) 16 (38) 

Vômito 9 (27) 9 (21) 

Coriza recente 8 (24) 12 (29) 

Diarreia 5 (15) 10 (24) 

Dor de garganta 5 (15) 12 (29) 

Erupção cutânea 4 (12) 1 (2) 

Sangramento 3 (9) 5 (12) 

DA: Dengue Aguda, n=33. SND: Sintomático Não 
Dengue, n=42. 

 

3.3 Comparações de linfócitos T CD4+, CD8+ e células iNKTs entre os grupos 

 

O primeiro passo realizado após adquirir PBMC por citometria de 

fluxo foi avaliar a porcentagem dos linfócitos T e suas subpopulações. A estratégia de 

gates utilizado para analisar PBMC no programa FlowJo já foi descrita na figura 10. A 

partir das células viáveis e CD14 negativas, foi observado que há diferença significativa 

(p=0,0342) entre a porcentagem de células T CD3+ entre os grupos DA e SND (Figura 

13A). Neste caso, há maior porcentagem de células T CD3+ em circulação no Grupo 

DA com mediana de 76,70% (interquartis 54,25–71,10), enquanto que a mediana do 

Grupo SND é de 68,60% (interquartis 62,15–82,05). 

A partir do gate de linfócitos T CD3+ foi feito a análise da 

porcentagem de linfócitos T CD4+ e T CD8+, e não foi observada diferença significativa 

entre os grupos DA e SND para as porcentagens de linfócitos T CD4+ (Figura 13B; 

p=0,9640) e para as porcentagens de linfócitos T CD8+ (Figura 13C; p=0,7482). 

Também a partir do gate de linfócitos T CD3+, a análise de células iNKTs mostrou não 

haver diferença na porcentagem destas células entre os grupos DA e SND (Figura 13D; 

p=0,8798). 
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A) Box-plot com diferença estatística (p=0,0342) na porcentagem de linfócitos T (céulas CD3 
positivas a partir do gate de CD14 negativas) do sangue periférico de pacientes do Grupo 
Dengue Aguda (DA) com mediana de 76,70% (interquartis 54,25–71,10) e Grupo Sintomático 
Não Dengue (SND) com mediana de 68,60% (interquartis 62,15–82,05); B) Box-plot sem 
diferença (p=0,9640) entre porcentagem de linfócitos T CD4+ dentro do gate de linfócitos T 
entre o Grupo DA (mediana 64,70%, interquartis 53,70–69,30) e o Grupo SND (mediana 
63,95%, 47,50–74,35). C) Box-plot com as porcentagens de lifócitos T CD8+ a partir do gate de 
linfócitos T para o Grupo DA (mediana 26,80%, 21,35–38,65) e Grupo SND (mediana 26,80%, 
20,00–42,03), sem diferença estatística (p=0,7482). D) Box-plot de porcentagem de iNKTs a 
partir do gate de linfócitos T CD3+ para os grupos DA (mediana 0,080%, 0,024–0,185) e SND 
(mediana 0,0740%, 0,0345–0,1550), sem diferença significativa (p=0,8798). DA n=33; SND 
n=42; porcentagem de células obtidas através de citometria de fluxo; teste de Mann Whitney foi 
utilizado para averiguar diferença significativa; considera-se que hã diferença estatística 
quando o valor-p<0,05. 
Figura 13. Porcentagem de linfócitos T e seus respectivos subpopulações 

 

Além das análises de porcentagem, foram feito análises de números 

absolutos de células T CD4+ e T CD8+. Foi observado que a mediana de 103 células 
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por milimetro cúbico para os linfócitos T CD4+ observado no Grupo DA foi de 0,6126 

(interquartis 0,3638 - 0,9294), um valor significativamente menor do que a mediana de 

1,729 (interquartis 0,7185 - 1,729) do Grupo SND (Figura 14 A). O mesmo efeito foi 

observado para a análise de linfócitos T C8+ entre os grupos. A mediana de 0,2356 x 

10^3 células por milimetro cúbico (interquartis 0,1478 - 0,4862) de células T CD8+ do 

Grupo DA é significativamente menor que a mediana de 0,5967 x 10^3 células por 

milimetro cúbico (interquartis 0,3239 - 0,8298) do Grupo SND (Figura 14 B). 

 

 
A) Box-plot com diferença significativa (p<0,0001) entre a quantidade absoluta de milhares de células T 
CD4+ por milímetro cúbico de sangue dos grupos SND (mediana 1,729, interquartis 0,7185 - 1,729) e DA 
(mediana 0,6126, interquartis 0,3638 - 0,9294). B) Box-plot de número absoluto de 103 células T CD8+ 
por milímetro cúbido de sangue para os grupos DA (mediana 0,080%, 0,024–0,185) e SND (mediana 
0,0740%, 0,0345–0,1550), sem diferença significativa (p=0,8798) com diferença significativa (p=0,0352) 
entre as porcentagens de linfócitos T que expressam CD38 dos grupos DA (mediana 0,5967, interquartis 
0,3239 - 0,8298) e SND (mediana de 4,7%, 2,163–19,53). DA n=33; SND n=42; porcentagem de células 
obtidas através da citometria de fluxo; teste de Mann Whitney foi utilizado para averiguar diferença 
significativa; diferença estatística quando p<0,05. 
Figura 14. Análise comparativa de quantidade absoluta de células T CD4+ e CD8+ entre os grupos 
Dengue Aguda e Grupo Sintomáticos Não Dengue 

 

3.4 Ativação celular pela expressão de CD38 

 

A molécula transmembranária CD38 é uma proteína presente em 

várias células do sistema imune humano. Na análise de linfócitos T maduros por 

citometria de fluxo, sua maior presença caracteriza a ativação celular. 
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3.4.1 Linfócitos T 

 

Após observar que o Grupo DA possui maior porcentagem de 

linfócitos T em circulação, o próximo passo realizado foi averiguar se havia diferenças 

no estado de ativação destas células. O gate de positividade de CD38 foi montado no 

cruzamento da expressão de CD38 por SSC-A a partir do gate de CD3+. Entretanto, 

como não há uma clara definição de separação de populações com maior expressão 

de CD38, foi utilizado a estratégia FMO (Apêndice 1A). 

A estratégia de gates iniciais continua a mesma, conforme 

demonstrado na figura 10. A partir do gate de linfócitos T (CD3+), foi feito o cruzamento 

de expressão de CD38 por SSC-A já com um gate de positividade de CD38 pré-

determinada por FMO (Figura 15A). Foi observado que os pacientes do Grupo DA 

possuíam os linfócitos T num maior estado de ativação (mediana 7,58%, interquartis 

4,175–40,75) comparado aos pacientes do Grupo SND (mediana 4,7%, 2,163–19,53). 

A figura 15B destaca esta diferença significativa (p=0,0352). 

 

 
A) Dot-plot de eventos registrado por SSC-A x CD38 com gate de positividade de T expressando CD38 
em sua superfície de pacientes do Grupo Dengue Aguda (DA) e pacientes do Grupo Sintomático Não 
Dengue (SND). B) Box-plot com diferença significativa (p=0,0352) entre as porcentagens de linfócitos T 
que expressam CD38 dos grupos DA (mediana 7,58%, interquartis 4,175–40,75) e SND (mediana de 
4,7%, 2,163–19,53). DA n=33; SND n=42; porcentagem de células obtidas através da citometria de fluxo; 
teste de Mann Whitney foi utilizado para averiguar diferença significativa; diferença estatística quando 
p<0,05. 
Figura 15. Positividade de CD38 em linfócitos T CD3+ entre os grupos Dengue Aguda e Grupo 
Sintomáticos Não Dengue 
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3.4.2 Linfócitos T CD4+ 

 

O próximo passo foi averiguar quais subpopulações de linfócitos T 

que poderiam estar ativadas. Seguindo os mesmos princípios do item 3.4.1 e  

estratégia de gates conforme a figura 10, foi feito um gate para CD38 pré determinada 

pela estratégia FMO (Apêndice 1B) no cruzamento de expressão de CD38 x SSCA a 

partir do gate de CD4+CD8-. Os dados de citometria de fluxo revelam que não há uma 

maior expressão de marcadores de CD38 na superfície dos linfócitos T CD4+ dos 

indivíduos do Grupo DA comparado aos indivíduos do Grupo SND (p=0,0007), 

conforme demonstrado na figura 16. 

 

 
Box-plot demonstrando que não há 
diferença significativa (p=0,4653) entre 
as porcentagens de linfócitos T CD4+ 
que expressam CD38 nos pacientes dos 
grupos DA (mediana 6,17%, interquartis 
de 2,915–27,35) e SND (mediana de 
5,090%, 2,425–22,90). Dengue Aguda 
n=33; Grupo Sintomáticos Não Dengue 
n=42; porcentagem de células obtidas 
através da citometria de fluxo; teste de 
Mann Whitney para diferença 
significativa quando p<0,05. 
Figura 16. Positividade de CD38 em 
linfócitos T CD4+ dos participantes 
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3.4.3 Linfócitos T CD8+ ativados 

 

Para averiguar a ativação das células T CD8+, foi novamente 

utilizado a estratégia de gates FMO (Figura 10 e Apêndice 1C). A positividade de 

expressão de CD38 foi feita a partir do gate CD8+CD4- e é possível observar por meio 

do cruzamento da expressão de CD38 por SSC-A (Figura 17A). A análise da 

porcentagem de linfócitos T CD8+ dos pacientes do Grupo DA (mediana 33,4%, 

interquartis 22,75–71,30) estavam significativamente mais ativados (p<0,0001) do que 

os linfócitos T CD8+ dos participantes SND (mediana 15,50%, interquartis 6,183–

36,80), conforme observado na figura 17B. 

 

 
A) Dot-plot de eventos SSC-AxCD38 de linfócitos T CD8+ de pacientes do Grupo Dengue Aguda (DA) e 
pacientes do Grupo Sintomáticos Não Dengue (SND) com gate de positividade para CD38 pré-
determinada por FMO. B) Box-plot com diferença significativa (p<0,0001) entre as porcentagens de 
linfócitos T CD8+ que expressam CD38 nos pacientes do Grupo DA (mediana 33,40%, interquartis de 
22,75–71,30) e SND (mediana de 15,50%, 6,183–36,80). DA n=33; SND n=42; porcentagem de células 
obtidias através de citometria de fluxo; teste de Mann Whitney para averiguar se há diferenças 
estatística. Diferença é considerada significativa quando p<0,005. 
Figura 17. Positividade de CD38 em linfócitos T CD8+ dos participantes 

 

3.4.4 Ativação das células iNKTs 

 

A próxima avaliação foi em relação ao estado de ativação das 

células iNKTs por meio da expressão da moléculas de superfície CD38+. Seguindo a 

mesma estratégia de gates e FMO (Apêndice 1D), observa-se que estas células 

demonstravam maior expressão de CD38 em sua superfície dentre os pacientes do 

Grupo DA em relação aos participantes SND (Figura 18A). A análise estatística revela 
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que as células iNKTs estão significamente mais ativadas dentre os pacientes do Grupo 

DA do que os pacientes SND, conforme observado na figura 18B. 

 

 
A) Contour-plot de eventos SSC-AxCD38 a partir do gate de iNKTs de pacientes do Grupo Dengue 
Aguda (DA) e pacientes do Grupo Sintomáticos Não Dengue (SND) com gate de positividade para CD38 
pré-determinada por FMO. B) Box-plot com diferença significativa (p=0,0224) entre as porcentagens de 
células iNKT que expressam CD38 nos pacientes dos grupos DA (mediana 2,95%, interquartis de 0,31–
7,16) e SND (mediana de 7,69%, interquartis 1,19–30,00). DA n=33; SND n=42; porcentagem de células 
obtidas através da citometria de fluxo; teste de Mann Whitney para diferença significativa quando p<0,05. 
Figura 18. Positividade de CD38 em células iNKTs dos participantes 

 

3.4.5 Ativação das subpopulações de células iNKTs 

 

As células iNKTs também podem ser subdividas e avaliadas 

conforme expressões de CD4 e CD8 em sua superfície, pois cada uma destas 

subpopulações apresentam diferentes comportamentos na sinalização do sistema 

imune. Não foi averiguiado diferenças significativas entre os dois grupos nas 

porcentagens das supopulações de células iNKTs que expressam CD4+ (Figura 19A), 

CD8+ (Figura 19B) e na subpopulação dupla negativa (DN) na expressão de CD4 e 

CD8 em relação à população de células que expressam CD3+ (Figura 19C). 
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A) Box-plot sem diferença estatística (p=0,0657) na porcentagem de células iNKTs que expressam CD4 
em sua superfície em relação às células CD3+ do sangue periférico de pacientes do Grupo Sintomáticos 
Não Dengue (SND) com mediana de 0,04% (interquartis 0,01475–0,069) e Grupo Dengue Aguda (DA) 
com mediana de 0,026% (interquartis 0,009195–0,0395). B) Box-plot sem diferença (p=0,6413) entre 
porcentagem de células iNKTs que expressam apenas CD8+ dentro do gate de linfócitos T (CD3+) entre 
o Grupo SND (mediana 0,0063%, interquartis 0,0021–0,0183) e o Grupo DA (mediana 0,012%, 0,00103–
0,0345). C) Box-plot com as porcentagens da subpopulação de células iNKTs duplo negativas na 
expressão das moléculas CD4 e CD8 a partir do gate de linfócitos T (CD3+) para o Grupo SND (mediana 
0,025%, 0,003578–0,06625) e Grupo DA (mediana 0,027%, 0,003–0,0815), sem diferença estatística 
(p=0,6963). DA n=33; SND n=42; porcentagem de células obtidas através de citometria de fluxo; teste de 
Mann Whitney foi utilizado para averiguar diferença significativa; considera-se que há diferença 
estatística quando o valor-p<0,05. 
Figura 19. Porcentagem de subpopulações de células iNKTs expressando CD4 e CD8 em relação à 
população de células CD3+ 

 

Enquanto ao avaliar a expressão da molécula CD38 na superfícies 

destas subpopulações celulares não foi observado diferença significativa entre os 

grupos DA e SND para as iNKTs que expressam CD4 ou CD8, foi observado maior 

expressão de CD38 por parte das células iNKTs DN para CD8 e CD4 pelo Grupo DA 

em relação ao SND (Figura 20A). A estratégia de gates, novamente, foi realizada por 

meio da FMO para a expressão de CD38+ (Apêndice 2). Esta maior expressão de 

CD38 é estatisticamente significante (p=0,0063; Figura 20B) em relação à população 

de células iNKTs. 
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A) Dot-plot de eventos registrado por SSC-A x CD38 com gate de positividade (determinada por FMO) 
de células iNKTs duplo negativas para CD4 e CD8 de T expressando CD38 em sua superfície de 
pacientes do Grupo Dengue Aguda (DA) e pacientes do Grupo Sintomáticos Não Dengue (SND). B) Box-
plot com diferença significativa (p=0,0063) entre as porcentagens de células iNKTs DN para CD4 e CD8 
expressando CD38 em sua superfície em relação à frequência de células iNKTs totais dos participantes 
SND (mediana 00,00%, interquartis 0,000–5,070) e DA (mediana de 4,47%, 0,000–16,60). DA n=33; 
SND n=42; porcentagem de células obtidas através da citometria de fluxo; teste de Mann Whitney foi 
utilizado para averiguar diferença significativa; diferença estatística quando p<0,05. 
Figura 20. Expressão de CD38 pela subpopulação de iNKT duplo negativa para CD4 e CD8 

 

3.5 Linfócitos T CD4+ e linfócitos T CD8+ não apresentam diferença na expressão 

de CD27 

 

A molécula CD27 é expressada na maioria das células T do sangue 

periférico e pertence à família de receptores das citocinas TNF. A ativação das células 

T induz o aumento da expressão de CD27 (determinado por FMO, Apêndice 3) na 

superfície destas células. Entretanto não foi observado nenhuma diferença estatística 

entre os grupos DA e SND ao avaliar a expressão de CD27 por células T CD4+ 

(p=0,9810) e por células T CD8+ (p=0,7242), conforme observado pelos box-plot da 

figura 21. 
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A) Box-plot sem diferença estatisticamente significativa para a expressão de linfócitos 
T CD4+ (p=0,9810) entre o Grupo Sintomáticos Não Dengue (SND) (mediana 56,65% 
interquartis 36,90–77,00) e o Grupo Dengue Aguda (DA) (mediana 59,90% 
interquartis 32,75–77,75%). B) Box-plot comparativo entre os grupos SND (mediana 
34,75%, interquartis 2,995–68,73) e DA (mediana 41,00%, interquartis 7,28–64,80) 
que demonstra não haver diferença significativa (p=0,7242). DA n=33; SND n=42; 
porcentagem de células obtidas através da citometria de fluxo; teste de Mann Whitney 
foi utilizado para averiguar diferença significativa; diferença estatística quando p<0,05. 
Figura 21. Positividade de CD27 em linfócitos T CD4+ e T CD8+ entre os grupos 
avaliados 

 

3.6 Análise de linfócitos B 

 

Após a avaliação dos linfócitos T e suas subpopulações, o próximo 

passo foi a avaliação dos linfócitos B em circulação e seus respectivos subtipos 

celulares de acordo com as características de marcadores apresentados na tabela 1. 

Para tal, utilizou-se da citometria de fluxo e as estratégias de gates apresentados na 

figura 11. Para as estratégias de gates que envolvem a avaliação de maior expressão 

das proteínas CD38 e CD27, foi utilizado a estratégia de gates FMO (Apêndice 4) para 

previamente determinar os limites de positividade de expressão destas moléculas. 

 

3.6.1 Linfócitos B (CD3- CD19+) 

 

De acordo com as análises, foi observado diferença estatística 

significativa entre os grupos DA e SND (p=0,0446; Figura 22) de células CD19+ em 

relação às células CD3-, na qual o Grupo SND apresenta mediana maior (45,65%, 

interquartis 37,35–62,35) comparada à mediana do Grupo DA (40,90%, interquartis 

25,00–51,70), conforme demonstrado na figura 22B. 
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A) Dot-plot de eventos registrado por SSC-A x CD19 com gates de positividade para CD19 em relação 
às células CD3- de pacientes do Grupo Dengue Aguda (DA) e pacientes do Grupo Sintomáticos Não 
Dengue (SND). B) Box-plot com diferença significativa (p=0,0446) entre as porcentagens de células B 
em relação à frequência de células CD3- totais dos participantes SND (mediana 45,65%, interquartis 
37,35–62,35) e DA (mediana 40,90%, interquartis 25,00–51,70). DA n=33; SND n=42; porcentagem de 
células obtidas através da citometria de fluxo; teste de Mann Whitney foi utilizado para averiguar 
diferença significativa; diferença estatística quando p<0,05. 
Figura 22. Porcentagem de células B (CD19+) em relação à população de células CD3- 

 

3.6.2 Células B de memória e subpopulações switched e unswitched 

 

Dentro da população dos linfócitos B, foi analisada a porcentagem 

da população de células B de memória identificadas pelas marcações de superfície 

CD27+ e IgD-. Não foi observado um diferença estatística (p=0,1115) entre os grupos 

DA e SND, conforme demonstrado na figura 23. 
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Box-plot das porcentagens de células B de memória 
em relação à população de células CD3- CD19+, 
demonstrando que não há diferença significativa 
(p=0,1115) entre os pacientes dos grupos SND 
(mediana 13,00%, interquartis de 8,578–18,65) e 
Dengue Aguda (mediana de 11,50%, interquartis 
7,550–13,55). Dengue Aguda n=33; Grupo 
Sintomáticos Não Dengue l n=42; porcentagem de 
células obtidas através da citometria de fluxo; teste de 
Mann Whitney para diferença significativa quando 
p<0,05. 
Figura 23. Comparação de porcentagem de células B 
de memória entre os grupos 

 

Mas ao avaliarmos as subpopulações de células B de memória 

conhecidas como células B de memória switched (CD27+ IgD- IgM-) e unswitched 

(CD27+ IgD- IgM+) em relação à população de células CD19+, observa-se que há mais 

células B de memória unswitched no Grupo DA (p=0,0371) e, consequentemente, há 

mais células B de memória switched no Grupo SND (p=0,0104), conforme observado 

na figura 24. 
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A) Dot-plot de eventos registrado por SSC-A x IgM com gate de positividade para IgM em relação às 
células B de memória do Grupo Dengue Aguda (DA) e pacientes do Grupo Sintomáticos Não Dengue 
(SND). B) Box-plot com diferença significativa (p=0,0104) entre as porcentagens de células B de 
memória switched em relação à frequência de células CD19+ totais dos participantes SND (mediana 
10,14%, interquartis 6,990–15,98) e DA (mediana 6,470%, interquartis 4,420–10,30). C) Box-plot 
comparando porcentagens de células B de memória unswitched em relação à frequência de células 
CD19+ totais, onde a mediana do Grupo SND (1,180%, interquartis 0,8550–2,050) é menor 
significativamente (p=0,0371) em relação à mediana do Grupo DA (1,930, interquartis 1,065–4,115). 
DA n=33; SND n=42; porcentagem de células obtidas através da citometria de fluxo; teste de Mann 
Whitney foi utilizado para averiguar diferença significativa; diferença estatística quando p<0,05. 
Figura 24. Diferenças significativas para as populações de célula B de memória switched e 
unswitched entre os grupos 

 

3.6.3 Células B naïve e subpopulações anérgica e em descanso 

 

Outro tipo de células B avaliada seguindo a tabela 1 foram as células 

B naïve (CD27- IgD+) e suas subpopulações naïve anérgica (CD27- IgD+ IgM-) e naïve 

em descanso (CD27- IgD+ IgM+). De acordo com as análises, não foram observados 

diferenças significativas entre os grupos DA e SND para a porcentagem de células B 

naïve (p=0,9260) e suas subpopulações anérgica (p=0,0615) e em descanso 

(p=0,9092) em relação ao total de células B CD19+, conforme demonstrado na figura 

25. 
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A) Box-plot demonstrando não haver diferença significativa (p=0,9260) entre as porcentagens de células 
B naïve em relação à frequência de células CD19+ totais dos participantes SND (mediana 34,45%, 
interquartis 28,03–40,88) e DA (mediana 34,60%, interquartis 28,80–39,60). B) Box-plot comparando 
porcentagens de células B naïve anérgicas em relação à frequência de células CD19+ totais, onde a 
mediana do Grupo SND (0,004305%, interquartis 0,0000–0,0150) não é estatisticamente diferente 
(p=0,0615) em relação à mediana do Grupo DA (0,000, interquartis 0,000–0,0064). C) Box-plot de 
comparação de porcentagem de células B naïve em descanso em relação à população absoluta de 
células CD19+, não há diferença significativa (p=0,9029) entre as medianas dos grupos SND (34,25%, 
28,00–40,75) e Grupo DA (34,60%, 28,50–39,45). DA n=33; SND n=42; porcentagem de células obtidas 
através da citometria de fluxo; teste de Mann Whitney foi utilizado para averiguar diferença significativa; 
diferença estatística quando p<0,05. 
Figura 25. Porcentagem de células B naïve e subpopulações anérgica e em descanso em relação à 
população de células CD19+ 

 

3.6.4 Células B transicionais 

 

A próxima subpopulação de células B avaliada foram as células B 

transicionais em relação à população de células CD19+ que, conforme a tabela 1, são 

caracterizadas pela expressão de CD38+, IgD+ e IgM+. A comparação entre os grupos 

revelou haver uma diferença estatística significativa de maior porcentagem destas 

células em circulação no Grupo DA em relação ao Grupo SND (p=0,0260), conforme 

demonstrado pelo gráfico da figura 26. 
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Box-plot comparando porcentagens de células B 
transicionais em relação à quantidade de células CD19+ 
totais, onde a mediana do Grupo Sintomáticos Não Dengue 
(SND) (6,26%, interquartis 3,520–9,885) é estatisticamente 
menor (p=0,0260) em relação à mediana do Grupo Dengue 
Aguda (DA) (9,29%, interquartis 4,959–12,60). DA n=33; 
SND n=42; porcentagem de células obtidas através da 
citometria de fluxo; teste de Mann Whitney foi utilizado para 
averiguar diferença significativa; diferença estatística 
quando p<0,05. 
Figura 26. Porcentagem de células B transicional em 
relação à população de células CD19+ 

 

3.6.5 Há mais plasmoblastos em circulação no Grupo Dengue Aguda em relação 

ao Grupo Sintomáticos Não Dengue 

 

Pela análise de citometria, foi possível observar uma maior 

frequência de plasmoblastos determinados pela expressão de CD27+ CD38+, em 

relação à população de células CD19+ (p<0,0001) no Grupo DA (mediana 3,030%, 

interquartis 2,285–4,055) comparado ao SND (mediana 1,46%, interquartis 1,081–

2,165), conforme demonstrado na figura 27. 
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A) Dot-plot de eventos registrado por CD27 x CD19 com gate de positividade para CD27+ CD38+ em 
relação às células CD19+ de pacientes do Grupo Dengue Aguda (DA) e pacientes do Grupo Sintomáticos 
Não Dengue (SND). B) Box-plot com diferença significativa (p<0,0001) entre as porcentagens 
plasmoblastos em relação à quantidade de células CD19+ totais dos participantes SND (mediana 1,46%, 
interquartis 1,018–2,165) e DA (mediana 3,030%, interquartis 2,285–4,055). DA n=33; SND n=42; 
porcentagem de células obtidas por meio da citometria de fluxo; teste de Mann Whitney foi utilizado para 
averiguar diferença significativa; diferença estatística quando p<0,05. 
Figura 27. Porcentagem de plasmoblastos (CD27+CD38+) em relação à população de células CD19+ 

 

3.7 Correlação das células iNKTs com as células B em circulação dos 

participantes 

 

Devido à relação das células iNKTs com as células B, uma relação 

de estimulação mútua, o próximo passo foi realizar uma análise de correlação entre 

frequência e nível de estimulação das células iNKTs com as células B e suas 

subpopulações em circulação através  do teste de correlação de Spearman. Observa-

se que não há nenhuma correlação significativa entre a porcentagem de células iNKTs 

em circulação com nenhuma população de células B para ambos os grupos (Figura 

28). 
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Correlação para os grupos Dengue Aguda (DA) e Grupo Sintomáticos Não Dengue (SND) entre a porcentagem de células iNKTs e porcentagem de A) células B 
(SND r=-0,005 e p=0,9709; DA r=-0,056 e p=0,7530). B) células B de memória (SND r=-0,1594 e p=0,3132; DA r=-0,059 e p=0,7439). C) células B de memória 
switched (SND r=-0,44 e p=0,7816; DA r=-0,1652 e p=0,3581). D) células B de memória unswitched (SND r=-0,1191 e p=0,4523; DA r=0,2562 e p=0,1500). E) 
células B naïve (SND r=-0,0447 e p=0,7765; DA r=-0,0358 e p=0,8429). F) células B naïve anérgica (SND r=0,039 e p=0,8058; DA r=0,0691 e p=0,7022). G) 
células B naïve dem descanso (SND r=-0,05597 e p=0,7248; DA r=-0,0234 e p=0,8971). H) células B transicional (SND r=0,1202 e p=04483; DA r=-0,01103 e 
p=0,9514). I) plasmoblastos (SND r=0,09327 e p=0,5569; DA r=0,2183 e p=0,2223). DA n=33; SND n=42. Teste de correlação Spearman, p≤0,05. 
Figura 28. Correlação entre células iNKTs com células B em circulação entre grupos Dengue Aguda e Sintomáticos Não Dengue



49 

 

Além das porcentagens de células iNKTs, também é possível buscar 

por correlações entre a porcentagem de células iNKT ativadas com as subpopulações 

células B em circulação, já que foi observado diferença estatística significativa com 

mais células iNKTs ativadas no Grupo DA. Conforme demonstrado na figura 29, os 

resultados dos testes de correlação de Spearman demonstram que não há nenhuma 

correlação significativa entre a porcentagem de células iNKTs ativadas em circulação 

com as subpopulações de células B de memória, incluindo memória switched e 

unswitched assim como a subpopulação de célula B naïve, incluindo naïve anérgica e 

naïve em descanso em ambos os grupos estudados. 
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Correlação para os grupos Dengue Aguda (DA) e Grupo Sintomáticos Não Dengue (SND) entre a porcentagem de células iNKTs ativadas e porcentagem de A) 
células B de memória (SND r=0,1123 e p=0,4789; DA r=-0,06257 e p=0,7294). B) células B de memória switched (SND r=0,04479 e p=0,7782; DA r=0,1387 e 
p=0,4414). C) células B de memória unswitched (SND r=0,0481 e p=0,7623; DA r=-0,2649 e p=0,1080). D) células B naïve (SND r=-0,1087 e p=0,4933; DA r=-
0,2721 e p=0,1256). E) células B naïve anérgica (SND r=-0,0533 e p=0,7375; DA r=-0,09667 e p=0,5849). F) células B naïve dem descanso (SND r=-0,1051 e 
p=0,5076; DA r=-0,259 e p=0,1456). DA n=33; SND n=42. Teste de correlação Spearman, p≤0,05. 
Figura 29. Ausência de correlação significativa entre células iNKTs ativadas com células B em circulação entre grupos Dengue Aguda e Sintomáticos Não 
Dengue
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Entranto, foi observado haver correlações significativas entre células 

iNKTs ativadas e algumas subpopulações de células B. Os testes de correlação de 

Spearman revelaram haver uma correlação negativa entre a ativação de células iNKTs 

e a população de células B no Grupo DA (r=-0,456, p=0,0077), e duas relações 

positivas entre a ativação das células iNKTs e células B transicionais e plasmoblastos 

novamente no Grupo DA (respectivamente r=0,4409 e p=0,0102; r=0,4218 e p=0,0145) 

no Grupo DA. Estas correlações significativas não foram observadas no Grupo 

Sintomáticos Não Dengue (Figura 30). 
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Correlação para os grupos Dengue Aguda (DA) e Grupo Sintomáticos 
Não Dengue (SND) entre a porcentagem de células iNKTs ativadas e 
porcentagem de A) células B (SND r=-0,1369 e p=0,3873; DA r=-0,4560 
e p=0,0,0077). B) células B transicional (SND r=0,1239 e p=0,4344; DA 
r=0,4409 e p=0,0102). C) plasmoblastos (SND r=0,08286 e p=0,6019; 
DA r=0,4218 e p=0,0145). DA n=33; SND n=42. Teste de correlação 
Spearman, p≤0,05. 
Figura 30. Correlações significativas entre células iNKTs ativadas com 
células B em circulação entre grupos Dengue Aguda e Sintomáticos Não 
Dengue 
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Observando-se uma correlação significatica no Grupo DA entre a 

ativação de células iNKTs e as células B e algumas de suas subpopulações, foi 

adicionado à estes gráficos dados de ciclos de quantificação de PCR (Ct PCR) em 

tempo real dos participantes (Apêndice 5). Ct numa análise de PCR em tempo real 

refere-se a Cycle Threshold, que é o número de clicos de amplificação necessários 

para que a quantidade de material genético amplificado alcance um determinado limiar 

de detecção pré definido. O Ct é frequentemente usado como uma medida quantitativa 

da quantidade inicial de RNA alvo presente na amostra. Quanto menor o valor de Ct, 

maior a quantidade de RNA viral inicial presente na amostra. Os gráficos da figura 31 

demonstram haver uma diminuição dos valores de Ct PCR ao longo das correlações. 
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Correlação para os grupos Dengue Aguda (DA) 
entre a porcentagem de células iNKTs ativadas 
e porcentagem de células, células B 
transicional e plasmoblastos juntamente com 
valores de Ct PCR respectivos aos indivíduos. 
DA n=33; teste de correlação Spearman, 
p≤0,05. 
Figura 31. Valores de ciclos de quantificação 
de PCR ao longo de correlações significativas  
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4 DISCUSSÃO 

 

A dengue é uma doença viral, sem tratamento(22,30) e diagnosticada 

por meio da combinação de avaliação de sintomas e exames laboratoriais. Como não 

há tratamentos, é essencial entendermos melhor como o sistema imune responde a 

esta infecção viral para otimizar o atual manejo de pacientes. Além disso, o contínuo 

estudo da resposta imune à infecção por DENV pode ajudar a descobrir novos 

biomarcadores, optimizar novas vacinas, desenvolver possíveis novos tratamentos 

para esta doença ou até mesmo melhorar o manejamento dos sintomas 

predominantes. 

Os sintomas mais prevalentes entre os pacientes desta coorte de 

dengue aguda foram febre, dor de cabeça e dores musculares. Estes sintomas são 

justamente os mais comuns conforme descritos pela OMS e também a Organização 

Pan Americana de Saúde,(18,32) assim como também pelo trabalho de Deshwal et 

al.,(102) e outros diversos trabalhos citados ao longo deste documento. Entretanto, sabe-

se que estes sintomas são semelhantes para outras arboviroses da mesma família 

viral, como zika(103) e chikungunya(104) que também são epidêmicos no país. Por causa 

da similaridade de sintomas, é comum ocorrer diagnósticos clínicos cruzados entre 

estas doenças.(105,106) Por este motivo, todos os participantes de ambos os grupos 

também foram testados para estas arboviroses e nenhum foi diagnosticado 

positivamente. Portanto, se pode ter a certeza que os resultados e conclusões sejam 

devido à infecção por dengue e não a outro arbovírus. 

Apesar dos relatos de sintomas, não foram registradas complicações 

significativas ou agravamento dos quadros clínicos nos pacientes avaliados neste 

estudo. Todos os casos de dengue identificados na pesquisa foram atribuídos ao 

sorotipo DENV1, uma observação consistente com diversos estudos realizados no 

Brasil e em outros países nos quais indicam que a infecção por este sorotipo tende a 

apresentar uma manifestação clínica mais leve em comparação com outros sorotipos 

do DENV.(107,108) 

Este estudo compara um grupo de pacientes infectados 

exclusivamente por dengue com outro grupo de participantes não afetados por nenhum 

arbovírus ou outras doenças infecciosas, mas que ainda apresentavam sintomas 

semelhantes. Dentre os sinais mais frequentes destaca-se a febre, levando à 
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denominação desse controle como Grupo Sintomáticos Não Dengue. A prática de se 

utilizar um Grupo Sintomáticos Não Dengue para comparação não só permite observar 

a resposta imune exclusivas à infecção por DENV, mas também é corroborada por 

diversos trabalhos que também baseiam seus dados na comparação com grupos 

formados por indivíduos febris não-dengue.(109–112) 

Além de sintomas e exames laboratoriais, exames de hemograma 

para ambos os grupos ajudam a reforçar o fato do Grupo DA estar infectado com 

DENV e os participantes SND não estarem, pois o Grupo DA está com uma menor 

contagem de leucócitos, neutrófilos, linfócitos e principalmente plaquetas quando 

comparado ao SND, o que está de acordo com a Organização Pan Americana de 

Saúde para pacientes com dengue entre o terceiro e quarto dia.(32) 

Com os grupos para este estudo definidos, foram realizados os 

experimentos de citometria de fluxo multiparamétrica para observar e comparar o perfil 

imunológico dos grupos DA e SND. Não foi observado diferença na frequência de 

células T CD4+ e T CD8+, importantes na resposta imunológica contra à infecção por 

DENV,(113) entre os grupos DA e SND. Os resultados deste trabalho diferem de outros 

trabalhos que observaram uma menor frequência destas células em pacientes 

infectados por DENV ao comparar com indivíduos saudáveis.(114–116) Talvez esta 

diferença ocorra pelo fato do nosso trabalho usar como comparação indivíduos 

sintomáticos não dengue enquanto outros trabalhos compararam com indivíduos 

saudáveis. Isto sugere que em relação à frequência de células T CD4+ e T CD8+ a 

dengue não se difere de outras infecções febris não-dengue. 

O próximo passo foi analisar o estado de ativação celular por meio 

da quantificação de expressão de CD38 na superfície celular. A molécula CD38 é uma 

proteína presente na superfície de várias células do sistema imune humano. CD38 é 

responsável por converter nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD) em adenosina 

difosfato ribose (ADPR), ADPR cíclico e nicotinamida. Os produtos enzimáticos destas 

reações são mensageiros secundários que mobilizam cálcio envolvido em várias vias 

de sinalização em diversos contextos celulares.(117) Em linfócitos T, já foi observado 

que há relocalização destas moléculas na região de sinapse imunológica de contato 

com TCR, o que contribui para a modulação de respostas T mediadas por 

antígenos.(118) A frequência de expressão de CD38 na superfície celular depende de 

vários fatores, entre eles o estado de maturação ou ativação das células CD3+.(117) No 

caso das células T maduras, elas possuem baixos níveis de expressão de CD38 em 
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sua superfície, mas quando estimuladas e passam para um estado ativo de respostas 

imunes, voltam a aumentar sua frequência de expressão superficial.(119) 

Através da quantificação de expressão de CD38 na superfície 

celular, este trabalho observou que enquanto as células T CD4+ não apresentam 

diferença significativa entre os grupos avaliados, os linfócitos T CD8+ estão 

significativamente mais ativados no Grupo DA em relação ao SND. O trabalho de 

Torrentes-Carvalho et al. corrobora nossos dados, pois eles também observaram maior 

expressão de CD38 em células T CD8+, mas não em CD4+ ao comparar pacientes com 

dengue com um grupo controle.(115) A ativação de células T CD8+ também é observada 

em outras infecções, tais como na infecção pelo vírus Ebola,(120) vírus da hepatite C,(121) 

H1N1,(122) e SARS-CoV-2.(123) Diferentemente, em outro estudo realizado por Silveira et 

al. com células do sangue periférico, foi observado que ambas as células T CD4+ e T 

CD8+ passaram a expressar mais CD38 em suas superfícies,(124) entretanto neste 

trabalho as células obtidas de volunários saudáveis foram desafiadas por DENV3 in 

vitro, o que diferencia  nosso trabalho ao de Torrentes-Carvalho et al. nos quais as 

células analisadas foram obtidas diretamente de pacientes infectados por DENV.(115) 

Após ter analisado os dados referentes às células T CD4+ e T CD8+, 

a atenção se volta às células iNKTs na infecção por DENV. Primeiramente, ao analisar 

a porcentagem de células iNKTs dentre os linfócitos T, não foi observado diferenças 

entre os grupos DA e SND. As observações deste trabalho são corroboradas pelos 

trabalhos de Matangkasombut et al. que compararam as porcentagens de iNKTs em 

relação aos linfócitos totais e não observaram diferenças entre pacientes com dengue e 

pacientes com outras doenças febris. Interessantemente, eles também compararam e 

não observaram diferença entre pacientes com dengue e indivíduos saudáveis.(97) O 

mesmo foi observado no trabalho de Kamaladasa et al. no qual não houve diferença 

significativa na porcentagem de iNKTs entre indivíduos saudáveis e pacientes com 

dengue.(96) Estas observações feitas demonstram que a infecção por dengue não leva 

à alterações nos níveis de iNKTs em circulação. 

Já em relação ao estado de ativação das células iNKTs, há uma 

diferença significativa onde as iNKTs estão mais ativadas nos pacientes com dengue 

em relação ao Grupo Controle por meio da maior expressão de CD38 em sua 

superfície. O trabalho de Matangkasombut et al. observaram que as células iNKTs 

estão mais ativadas nos pacientes com dengue comparados à indíviduos saudáveis, 

porém não observaram diferenças significativas quando comparado a indivíduos com 
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outras doenças febris.(97) Esta diferença talvez decorra deste grupo ter usado CD69 

como marcador de ativação celular. O CD69 é de fato expresso na superfície de 

células T quando estimuladas por antígenos, porém o aumento de sua expressão na 

superfície celular é passageira e pode durar pouco,(125,126) enquanto que a expressão 

de CD38 na superfície destas células é mais consistente e duradoura. Sendo assim, 

não se sabe se a falta de observação de maior expressão de CD69 no trabalho de 

Matangkasombut et al. de fato reflete a menor taxa de ativação das células iNKTs 

similar ao Grupo Sintomáticos Não Dengue ou se a expressão de CD69 foi transiente. 

Já o trabalho de Kamaladasa et al. também avaliou o estado de 

ativação das células iNKTs e também observaram que estas células estão mais 

ativadas nos pacientes com dengue em relação a indivíduos saudávies. Entretanto, 

diferente da avaliação da frequência de células iNKTs em que avaliaram grupos 

saudáveis com grupo de pacientes com dengue aguda, para esta avaliação haviam 19 

indivíduos com dengue sendo que 12 pacientes estavam com dengue aguda e outros 7 

estavam com dengue hemorrágica.(96) A junção destes dois tipos diferentes de 

pacientes num único grupo torna difícil a conclusão dos resultados observados por 

Kamaladasa et al. enquanto que em nosso trabalho a melhor distinção dos indivíduos 

dentros dos grupos avaliados permite ter mais certeza que de fato as células iNKTs 

estão mais ativadas nos pacientes com dengue em relação ao Grupo Sintomáticos Não 

Dengue. 

Além do estudo das células iNKTs como um todo, também foi 

analisado suas subpopulações de acordo com as expressões de CD4, CD8 e DN. 

Neste trabalho, não foi observado diferenças entre os grupos DA e SND para estas 3 

subpopulações de iNKTs. O trabalho de Kamaladasa et al. é o único que avalia as 

subpopulações de iNKTs com dengue e seu resultado demonstra que estas 3 

subpopulações variam entre pacientes com dengue aguda e voluntários saudáveis: há 

mais iNKTs CD8+ e iNKTs DN em pessoas saudáveis do que pacientes com dengue 

aguda e há mais iNKTs CD4+ na infecção por DENV do que indivíduos saudáveis.(96) 

Entretanto, novamente, esta comparação é feita com um grupo composto de pacientes 

com dengue aguda e dengue hemorrágica. Portanto nossos dados se mostram mais 

conclusivos sobre o comportamento da frequência destas células na infecção por 

dengue. 

Também foi observado que as células iNKTs DN estão mais 

ativadas no grupo infectado por DENV. Não há trabalhos publicados até hoje para 
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efeito de comparação que demonstraram o estado de ativação destes subtipos em 

infecções por dengue ou outro arbovírus. Num trabalho realizado por Montoya et al., foi 

observado em pacientes infectados por HIV e pacientes com tuberculose também 

apresentam maior expressão de CD38 nas iNKTs DN. Montoya et al. acreditam que 

estas células são um dos fatores importantes para a reconstituição imunológica em 

pacientes infectados por HIV-1 ao começarem a receber terapia antiretrovial.(127) Como 

as células iNKTs DN são capazes de secretar tanto citocinas de resposta Th1 quanto 

Th2, pode-se apenas especular por enquanto que é especificamente esta 

subpopulação de células iNKTs a mais importantes na doença por infecção de DENV. 

Porém ainda é necessário observar se a funcionalidade das células 

iNKTs está levando à mudanças em outras células com que se relacionam no sistema 

imune. Neste trabalho, as células de interesse para observação são as células B e 

suas subpopulações. 

Primeiramente, se observa que há diminuição das células B em 

circulação no Grupo DA em relação ao Grupo SND. Já, Lei et al. ao analisarem estas 

células, observaram que percentualmente há aumento de células CD19+ em relação a 

linfócitos, mas em números absolutos há uma queda em pacientes com dengue ao 

comparar com indivíduos saudáveis.(128) Já outro estudo realizado por Pattanapanyasat 

et al., foi observado que a porcentagem destas células em crianças infectadas com 

DENV é menor comparado ao Grupo Controle composto por crianças saudáveis.(129) A 

divergência de resultados entre estes trabalhos podem decorrer de alguns fatores. O 

trabalho de Lei et al. comparam pacientes infantis infectados com DENV2 enquanto 

que nosso trabalho todos os pacientes adultos estavam infectados com DENV1. Além 

disso, o Grupo Controle de comparação usado é composto por pessoas saudáveis 

enquanto em nosso trabalho o Grupo Controle é composto com pessoas com sintomas 

mas não por causa de uma infecção por dengue. Já o trabalho de Pattanapanyasat et 

al. utilizou um grupo de pacientes com dengue composto tanto por dengue aguda 

juntamente com dengue hemorrágica para realizar as comparações.(129) Como o perfil 

clínico e imunológico são consideravelmente diferentes entre estes estados da doença, 

não é possível determinar se os resultados deste trabalho são de fato da dengue aguda 

ou dengue hemorrágica. 

A diminuição da frequência destas células em pacientes infectados 

por dengue como foi observado pelo nosso trabalho pode ser explicado pelo fato das 

células B serem susceptíveis à infecção pelo DENV,(130,131) e portanto podem tornarem 
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alvos para eliminação por células do sistema imune inato como as células NK, levando 

à diminuição destas pessoas doentes com dengue. 

Sabendo que a frequência de células B diminui neste trabalho na 

infecção por dengue, o próximo passo foi avaliar se pelo menos havia alguma alteração 

entre as subpopulações destas células entre os grupos DA e SND. Primeiramente com 

as células B de memória não foi observado diferença na frequência destas na infecção 

primária por DENV e isso já era esperado já que as coletas ocorreram por volta do 

sexto dia de sintomas e a produção destas células começa por volta de 10 a 14 dias 

nos linfonodos após o momento da infecção.(132,133) A expansão e observação de 

células B de memória em circulação ocorre de fato na reinfecção pelo DENV.(134,135) 

Mas quando se avalia as subpopulações de células B de memória 

conhecidas como unswitched e switched, foi possível observar uma alteração no perfil 

de frequência destas células. Apesar de não conclusivo, há evidências de que as 

células B de memória unswitched detectadas em circulação seja uma representação 

das células B da zona marginal.(136,137) Portanto, considerando que os pacientes DA já 

estão com uma mediana de 6 dias de sintomas, que as células B de memória 

unswitched surgem antes das células switched, significa que estes indivíduos já estão 

começando a formar novas células B de memória contra DENV antes do tempo 

esperado e apesar da frequência de células B de memória totais sem distinção não se 

alterarem. 

Já em relação as células B naïve, esperava-se que houvesse uma 

retenção destas em órgãos linfoides secundários e uma diminuição na circulação 

durante uma infecção. Entretanto, em nosso trabalho, ao comparar o Grupo DA com o 

SND, não há diferenças entre os grupos, tanto para a população de células naïve totais 

quanto suas subpopulações anérgica e em descanço. Este achado é corroborado pelo 

trabalho de Garcia-Bates et al. que também não observaram diferenças destas células 

entre pacientes com dengue aguda e pacientes com doenças febris.(138) Portanto, as 

células B naïve na infecção por DENV se comportam similarmente a outras 

enfermidades febris. 

As células B transicionais (CD38+ IgDlow) são uma forma imatura das 

células B, elas são o tipo de células B mais imaturas detectadas no sangue periférico, 

pois acabaram de deixar a medula óssea.(139,140) Num estudo com camundongos 

humanizados imuno deficientes, foi observado a não produção de anticorpos do tipo 

IgG, mas foi detectado células B IgM e aumento das células B transicionais imaturas na 
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periferia após a infecção por DENV.(141) Neste trabalho, os pacientes do Grupo DA 

também apresentam aumento dessas células em circulação. O mesmo foi observado 

na infecção viral por SARS-CoV-2, em que pacientes apresentaram aumento destas 

células em circulação.(142) Esta confirmação já era esperada pois infecções virais 

podem estimular a produção de novas células imunes pela medula óssea.(143,144) 

Células B secretoras de anticorpos são essenciais para a resolução 

de doenças virais, tanto para eliminação de células infectadas quanto para neutralizar 

as unidades virais em circulação,(145) sendo um tipo celular importante para a solução 

da infecção por DENV.(146) Nos trabalhos de Lei et al. e Pattanapanyasat et al. 

observaram-se que pacientes com dengue tinham maior porcentagem de células 

produtoras de anticorpos em circulação ao comparar com indivíduos saudáveis.(128,129) 

Wrammet et al. também observaram o mesmo ao comparar pacientes com dengue 

com controles saudáveis.(146) Entretanto, neste trabalho, assim como no trabalho de 

Pattanapanyasat et al., também classificaram tanto pacientes com dengue aguda 

quanto pacientes com dengue hemorrágica num único grupo de indivíduos infectados 

por DENV.(126) Portanto, nestes dois trabalhos não é possível concluir se há alguma 

influência por causa dos diferentes perfis ou de dengue aguda ou de dengue 

hemorrágica ou se ambos se comportam de forma semelhante pelo fato de aumentar a 

proporção de células produtoras de anticorpos. Já com este trabalho que utilizou uma 

coorte de pacientes apenas com dengue aguda comparado com indivíduos 

sintomáticos não dengue demonstra que há uma maior porcentagem de plasmoblastos 

no grupo infectado pelo DENV. 

Após a avaliação dos percentuais de células em circulação e 

observar diversas diferenças significativas entre os grupos avaliados, o próximo passo 

foi averguiar se existem correlações entre elas. Apesar de aparentemente não haver 

nenhuma correlação entre frequências de células iNKTs com as diversas populações 

de células B, quando se faz a análise com a ativação das células iNKTs, observa-se 

duas correlações positivas de interesse apenas nos participantes do Grupo DA: quanto 

maior a frequência de células iNKTs ativadas, maior é a frequência de células B 

transicionais e plasmoblastos. O fato destas correlações não se mostrarem presente 

entre os indíviduos do Grupo SND é uma grande revelação, pois demonstra que no 

caso da infecção por dengue, diferente de outras doenças febris, é a ativação das 

células iNKTs que levam à células B começarem a se diferenciarem em plasmoblastos. 
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Mais especificamente na correlação positiva entre ativação de iNKTs 

e aumento de plasmoblastos, apesar do problema previamente apontado sobre juntar 

num mesmo grupo pacientes com dengue aguda e pacientes com dengue 

hemorrágica, Kamaladasa et al. observaram uma correlação postivia significativa entre 

células iNKTs com atividade das células B: quanto maior a porcentagem de ativação 

das células iNKTs, maiores eram os níveis de anticorpos IgG específicos contra o 

DENV.(96) 

Entretanto, ainda pode ser argumentado que neste trabalho não fica 

claro se é a ativação das células iNKTs que estão levando a maior diferenciação de 

plasmoblastos ou se são os plasmoblastos que estão estimulando a ativação das 

células iNKTs, já que foi demonstrado que células B podem promover isto.(65–67) É mais 

provável que seja a primeira suposição a verdadeira, pois os plasmoblastos já estão 

mais diferenciadas para a produção de anticorpos e perdem a capacidade de 

apresentarem antígenos.(147) Ainda sim, esta observação abre uma oportunidade para 

futuros experimentos confirmativos. 

Apesar dos resultados de PCR quantitativo em tempo real 

normalmente serem categorizados em positivo, negativo ou indeterminado, ele também 

fornece valores de Cycle Threshold (CT). Neste teste, quanto menor os valores de CT, 

maior é a carga viral presente no paciente no momento da coleta.(148,149) Como visto 

por Libraty et al., mais especificamente no caso da infecção por DENV3, quanto maior 

os níveis de viremia, maiores são os níveis de citocinas em circulação, maior é a 

expressão receptores de citocinas na superfície celular e maior é a severidade de 

pacientes infectados.(150) Portanto, ao adicionar os valores de CT no gráfico, passou a 

ser possível averiguar se a quantidade de carga viral estivesse ligado aos maiores 

níveis de ativação de iNKTs e frequência de plasmoblastos. Neste caso, foi observado 

que quanto maior era os níveis de viremia, maior era a ativação das células iNKTs e 

também maior era a frequência de plasmoblastos. Isto é um forte indicativo de que a 

atividade viral do DENV está levando uma maior ativação de células iNKTs e, 

consequentemente, leva a um maior número de células B se diferenciarem em 

plasmoblastos. Isto demonstra que a ativade das iNKts é de grande importância para a 

solução da infecção por DENV. 

Não existe na literatura publicada até então um trabalho como este 

que faz uma observação de correlação entre as células iNKTs, células B e carga viral 

em pacientes adultos em estado agudo infectados pelo DENV. Tão importante quanto 
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os achados que este trabalho apresenta são as novas perguntas que ele cria como por 

exemplo, análise de produção de citocinas de iNKTs e se a estimulação destas células 

por α-GalCer causa uma resposta diferenciada em pacientes de dengue. 
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5 CONCLUSÕES 

 

1. A infecção primária por DENV não altera as frequências de 

linfócitos T, linfócitos T CD4+, linfócitos T CD8+ e células iNKTs em circulação no 

sangue periférico em relação a outras doenças sintomáticas não dengue; 

2. A dengue é capaz de modular as subpopulações de linfócitos T 

CD8+ e células iNKTs (especificamente a subpopulação CD4-CD8-) para ficarem mais 

ativadas no sangue periférico de pacientes infectados por DENV do que outras 

doenças sintomáticas não dengue; 

3. A infecção primária por vírus da dengue não altera a frequência 

de células B totais em circulação no sangue periférico e nem as subpopulações de 

memória e naïve em relação a outras doenças sintomáticas não dengue; 

4. A infecção por dengue leva a maior produção de novas células B 

transicionais e maior diferenciação das células B plasmoblastos em relação a outras 

doenças sintomáticas não dengue; 

5. Há correlação positiva entre maior frequência de ativação de 

células iNKTs com as subpopulações de células B transicionais e plasmoblastos no 

Grupo Dengue Aguda. Considerando que as células T CD4+ ainda não estão ativas e é 

muito cedo na infecção para já estarem atuando no estímulo das células B, esta 

observação sugere um papel importante das células iNKTs para a solução da doença 

dengue. 
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Abstract 

 

Introduction: The global spread of dengue, caused by the dengue virus and 

transmitted by the Aedes aegypti mosquito, stands out as a growing concern due to the 

significant increase in cases, reaching 5.2 million cases only in 2019 in addition to the 

prevalence in 128 countries. The absence of a specific treatment emphasizes the 

importance of prevention and studies of the immune response in dengue to discover 

biomarkers and develop efficient vaccines. Purposes: To study the effects and 

changes in the frequency and activity of iNKTs (rapidly producing large amounts of 

cytokines) and B cells (producing antibodies) during dengue infection through the 

difference between patients and the non-Dengue Febrile Group. Methods: Peripheral 

blood was collected from people who sought care and hydration tents set up by Albert 

Einstein Hospital during the 2015 dengue outbreak in the city of São Paulo. Peripheral 

blood mononuclear cells were separated and later labeled for flow cytometry. Based on 

the laboratory tests, two groups were created: Acute Dengue and Symptomatic Non-

Dengue. Cytometry data were compared using the Mann-Whitney parametric test and 

the Spearman test for correlation (significance p≤0.05). Results: All participants in the 

Acute Dengue Group tested positive for dengue, while none in the Febrile Group. So 

much so that the Acute Dengue Group showed a significant reduction in total leukocytes 

and platelets compared to the Symptomatic Non-Dengue. There are no differences 

between groups in the frequency of T lymphocytes, CD4+, CD8+ and iNKT cells, but the 

Acute Dengue Group shows greater activation of CD8+ T cells and iNKT cells, 

especially the CD4-CD8- iNTK subpopulation. The Acute Dengue Group has a lower 

frequency of B cells, but within this population of transitional B cells and plasmablasts. 

Symptomatic Non-Dengue Group participants did not show any correlation between 

these cells, while patients in the Acute Dengue Group showed positive correlations 

between a higher activation state of iNKT cells and the frequencies of transitional B 

cells and plasmablasts. Within this positive correlation, it is observed that the higher the 

patients' viral load, the greater the activation of iNKT cells and the higher the frequency 

of plasmablasts. Conclusions: The activity of iNKTs cells and interaction with B cells is 

essential for the solution of dengue virus infection. 
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Apêndices 

 

Apêndice 1. Estratégia de gates para fluorescence minus one de CD38 para linfócitos 

T 

 

 
FMO CD38 para linfócitos. A estratégia de gates prévias são as mesmas da figura 10. A) SSC-A x CD38 
dentro do gate de linfócitos T CD3+ de amostra que não foi marcada com anticorpos anti-CD38. B) SSC-
A x CD38 dentro do gate de linfócitos T CD4+CD8- de amostra que não foi marcada com anticorpos anti-
CD38. C) SSC-A x CD38 dentro do gate de linfócitos T CD4-CD8+ de amostra que não foi marcada com 
anticorpos anti-CD38. D) SSC-A x CD38 dentro do gate de células iNKTs de amostra que não foi 
marcada com anticorpos anti-CD38. 
  



 

 

Apêndice 2. Estratégia de gate para FMO de CD38 para células iNKTs duplo negativas 

para CD4 e CD8 

 

 
FMO CD38 para células iNKTs duplo negativas para 
CD4 e CD8. As estratégias de gates prévias são as 
mesmas da figura 10. A estratégia consiste de um gate 
positivo ao cruzar SSC-A x CD38 dentro do gate de 
células iNKTs CD4-CD8- de uma amostra que não foi 
marcada com anticorpos anti-CD38. 

  



 

 

Apêndice 3. Estratégia de gates para FMO de CD38 para linfócitos T CD4+ e linfócitos 

T CD8+ 

 

 
FMO CD27 para linfócitos. As estratégias de gates prévias são as mesmas da figura 10. A) SSC-A x 
CD27 dentro do gate de linfócitos T CD4+CD8- de amostra que não foi marcada com anticorpos anti-
CD27. B) SSC-A x CD27 dentro da gate de linfócitos T CD4-CD8+ de amostra que não foi marcada com 
anticorpos anti-CD27. 
  



 

 

Apêndice 4. Estratégia gates para FMO de CD38 e CD27 para diferentes populações 

de células B 

 

 
FMO CD27 e CD38 para linfócitos B. As estratégias de gates anteriores são as mesmas da figura 11. A) 
CD27 x IgD dentro do gate de linfócitos B (CD19+) de amostra que não foi marcada com anticorpos anti-
CD27. B) IgD x CD38 dentro do gate de linfócitos B (CD19+) de amostra que não foi marcada com 
anticorpos anti-CD38 e os limites para CD27 foram determinados por FMO com CD27. C) CD27 x CD38 
dentro do gate de linfócitos B (CD19+) de amostra que não foi marcada com anticorpos anti-CD38 e os 
limites para CD27 foram determinados por FMO com CD27. 
  



 

 

Apêndice 5. Quantificação de Ct PCR por paciente do Grupo Dengue Aguda 

 

Identificação amostra FlowJo 
Nº Identificação 

REDCap 
Ct PCR 

Amostra 07 - dengue aguda 3184 36,7 

Amostra 08 - dengue aguda 528 32,4 

Amostra 12 - dengue aguda 533 28,7 

Amostra 16 - dengue aguda 588 31,7 

Amostra 17 - dengue aguda 621 24,5 

Amostra 18 - dengue aguda 625 33,1 

Amostra 24 - dengue aguda 3275 27,4 

Amostra 25 - dengue aguda 3276 32,4 

Amostra 30 - dengue aguda 640 31,1 

Amostra 32 - dengue aguda 792 38,2 

Amostra 33 - dengue aguda 794 37,3 

Amostra 40 - dengue aguda 814 34,8 

Amostra 41 - dengue aguda 816 22,3 

Amostra 44 - dengue aguda 825 34,1 

Amostra 45 - dengue aguda 2999 31,6 

Amostra 46 - dengue aguda 3005 23,9 

Amostra 47 - dengue aguda 3026 35 

Amostra 53 - dengue aguda 3088 32 

Amostra 54 - dengue aguda 3091 32,9 

Amostra 55 - dengue aguda 3098 31,2 

Amostra 61 - dengue aguda 3004 28,7 

Amostra 65 - dengue aguda 538 30,1 

Amostra 66 - dengue aguda 848 22,7 

Amostra 2 - 3284 - paciente V1 3284 17,1 

Amostra 3 - 3039 - paciente V1 3039 23,1 

Amostra 4 - 3042 - paciente V1 3042 23 

Amostra 14 - 3010 - paciente V1 3010 25,9 

Amostra 23 - 3302 - paciente V1 3302 26,4 

Amostra 24 - 3278 - paciente V1 3278 32,7 

Amostra 27 - 3211 - paciente V1 3211 19,5 

Amostra 31 - 3146 - paciente V1 3146 15,6 

Amostra 42 - 3178 - paciente V1 3178 22,2 

Amostra 46 - 3175 - paciente V1 3175 20,9 

 


