
 
 

FABIANE MESSNER AUGUSTO 
 
 
 
 
 

ESTUDO DOS MECANISMOS DE ATIVAÇÃO DO 
SISTEMA CALICREÍNA-CININA NA INFECÇÃO PELO 

VÍRUS DA DENGUE 
 
 
 

 
 
 

Monografia apresentada ao Instituto de 
Microbiologia Paulo de Góes, da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, 
como pré-requisito para a obtenção do 
grau de Bacharel em Ciências Biológicas: 
Microbiologia e Imunologia. 

 
 
 

INSTITUTO DE MICROBIOLOGIA PAULO DE GÓES 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO  

RIO DE JANEIRO 
DEZEMBRO / 2023



ii 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Trabalho realizado no Departamento de 
Virologia, do Instituto de Microbiologia 
Paulo de Góes, UFRJ, sob a orientação da 
Professora Luciana Barros de Arruda e co-
orientação de Sharton Vinicius Antunes 
Coelho. 
 

 
  



iii 
 

 
  

  



iv 
 

 



v 
 

AGRADECIMENTOS 
 

 Aos meus pais, Elisabete e Luiz, por sempre incentivarem a minha educação. Obrigada 
por me proporcionarem um ambiente que me deu apoio para fazer o que eu quisesse fazer e ser 
o que eu quisesse ser. Obrigada à minha mãe pelo suporte em todos os sentidos possíveis, 
sempre se preocupando com o meu bem-estar. Ao meu pai, por me ensinar incansavelmente o 
valor que a educação e o trabalho têm, e me proporcionar todas as condições para que eu 
chegasse onde estou hoje. Obrigada por nunca medir esforços para apoiar, desde criança quando 
você treinava a tabuada comigo depois do trabalho. Obrigada por ser o grande incentivador da 
minha formação, sem você eu não teria tido a mesma vontade de chegar até aqui. Sei que não 
são todos que têm a oportunidade de crescer com esse apoio, então sempre serei grata a vocês.  
 À minha orientadora, Profª. Luciana Arruda, por estar sempre presente e disposta a 
me ajudar. Tenho você como um exemplo de cientista, sempre brilhante em arrumar alternativas 
quando eu me frustrei ao encontrar dificuldades. Obrigada por sempre me incentivar a pensar, 
discutir e participar ativamente do meu projeto, e por confiar em mim para fazer pesquisa com 
você. E ao meu coorientador, Dr. Sharton Vinícius, pela disposição em me ajudar no dia a 
dia e por me ensinar tanto na bancada. Obrigada por ser a primeira pessoa a quem eu consultava 
quando eu pensava algo novo e por ter tempo para discutir ciência comigo todas essas vezes, 
mesmo que você tivesse tantas outras coisas para fazer.  
 Aos colegas do LAGIIVir, por me ajudarem nos momentos de caos, me ensinarem um 
pouco de tudo que sabem e me acolherem nesses 2 anos e meio. Em especial à Lana, por 
contribuir para a realização das citometrias de fluxo e dos ensaios de transwell com tanto 
cuidado, me ensinando de forma muito valiosa e sendo indispensável para a realização desse 
trabalho; ao Bruno, por sempre se preocupar, me acolher e estar disposto a me ensinar algo, 
com tanta paciência e didática impecável; e ao Luan, por tirar minhas dúvidas, me aconselhar 
e consolar quando necessário, sempre se preocupando comigo e tornando a rotina mais leve 
quando eu precisava. Obrigada ainda à Profª. Luciana Costa e seus alunos, que também 
contribuíram para tornar a rotina no laboratório mais fácil e agradável, e para as discussões 
científicas semanais.   

Aos meus amigos feitos durante a graduação, sem os quais eu não teria aprendido tanto. 
Gabriela, Gabriel e Letícia, obrigada por 4 anos de resumos feitos em conjunto, ligações para 
estudar na pandemia, revisões pré-prova, docinhos pós-almoço e discussões científicas que 
acabavam em brigas de tanto que as levávamos a sério. Vocês me ajudaram em momentos de 
crise, sem pedir nada em troca, e me deram a certeza de que posso depender de vocês. Tenho 
muito orgulho de tudo que construímos juntos, e eu não escolheria nenhum outro grupo para 
fazer todos os trabalhos possíveis. Lívia e Mariana, obrigada por me ouvirem, torcerem por 
mim e compartilharem tantas risadas comigo. Vocês me mostraram como é importante ter quem 
te acolhe nas fases difíceis e comemore as suas fases boas. E Virgínia, obrigada por aparecer 
para facilitar meus momentos difíceis nos últimos meses e melhorar esse final de graduação. 
Cursar a faculdade sem vocês seria muito mais difícil e, com certeza, mais chato.  
 À Universidade Federal do Rio de Janeiro e ao Instituto de Microbiologia Paulo de Goés 
pela oportunidade de aprender de com os melhores professores. Às agências de fomento, CNPq 
e FAPERJ, por financiar nossa pesquisa e a ciência brasileira. À banca avaliadora, pela honra 
de cederem seu tempo e atenção para o meu trabalho.   



vi 
 

RESUMO 
 

FABIANE MESSNER AUGUSTO 
 

ESTUDO DOS MECANISMOS DE ATIVAÇÃO DO SISTEMA CALICREÍNA-
CININA NA INFECÇÃO PELO VÍRUS DA DENGUE  

 
Orientador: Luciana Barros de Arruda 

Coorientador: Sharton Vinícius Antunes Coelho 
 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 
obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 
aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso.  

 
O vírus da dengue (DENV) é um arbovírus conhecido por causar disfunções 

coagulativas e aumento da permeabilidade vascular, resultando em eventos trombogênicos e 
choque hipovolêmico em pacientes com dengue grave. O sistema calicreína-cinina (KKS) 
consiste em uma cascata de proteólise limitada, relacionada tanto ao disparo da coagulação 
sanguínea quanto a processos inflamatórios, o que nos motivou a investigar o possível papel 
desse sistema na patogênese da dengue. Classicamente, o KKS é ativado pelo contato do fator 
XII (FXII) com moléculas ou superfícies negativamente carregadas, tais como DNA, RNA e 
polifosfatos secretados por plaquetas e mastócitos ativados. Nessas circunstâncias, o FXII sofre 
um processo de autoclivagem e gera fragmentos de FXII ativado (FXIIa). FXIIa, por sua vez, 
cliva a pré-calicreína (PK) em calicreína plasmática (PKa), a qual cliva o seu cofator 
cininogênio (HK), gerando a bradicinina (BK), um peptídeo vasoativo. Através da sinalização 
de seus receptores (BKRs), a BK modula as funções endoteliais, induzindo sinais relacionados 
à inflamação, como aumento da permeabilidade vascular, edema e dor, eventos também 
observados durante a dengue. Resultados anteriores do nosso grupo demonstraram, através de 
análises ex vivo, que o KKS está ativado no plasma de pacientes com dengue. Nesse estudo, 
demonstramos ainda que a infecção de HBMECs (células endoteliais de microvasculatura 
cerebral humana) por DENV regula positivamente a expressão de BKRs, e a adição de BK 
exógena em culturas de células infectadas por DENV promove o aumento da replicação viral. 
Assim, sugerimos que o KKS pode desempenhar um papel importante na patogênese da dengue. 
Contudo, os mecanismos que desencadeiam o disparo desse sistema durante a infecção, bem 
como o papel das células endoteliais neste processo, ainda não foram explorados. Aqui, 
investigamos se a infecção de HBMECs promove diretamente a ativação do KKS e se essa 
ativação pode modular a permeabilidade das células endoteliais in vitro. Para isso, as HBMECs 
infectadas com DENV-2 foram cultivadas com plasmas de doadores humanos saudáveis ou 
com as proenzimas purificadas do KKS no pico da replicação do vírus. Observamos que os 
níveis de HK ativado na superfície das células infectadas foram superiores ao observado em 
células cultivadas com mock (meio metabolizado de células não infectadas) ou DENV 
inativado. Hipotetizamos, então, que a exposição de fosfatidilserina por HBMECs infectadas 
apoptóticas poderia favorecer a retenção e clivagem de HK, resultando no aumento da geração 
de BK. De fato, demonstramos que a exposição de fosfatidilserina por HBMECs apoptóticas é 
capaz de ativar diretamente o KKS e que os níveis de fosfatidilserina estão aumentados em 
HBMECs infectadas no pico da replicação viral (48 h.p.i), indicando que esse pode ser o 
mecanismo por trás da ativação do KKS nessas células. Curiosamente, ainda observamos que 
a infecção de HBMECs protege essas células do aumento de permeabilidade induzido por BK 
em células não infectadas, possivelmente de forma associada a eventos que envolvem a 
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regulação da produção de óxido nítrico e retardo da morte celular, previamente reportados pelo 
grupo. Em conjunto, nossos achados sugerem que a infecção de células endoteliais pelo DENV 
pode contribuir para a ativação do KKS, através de um mecanismo de ativação relacionado a 
indução de apoptose e exposição de fosfatidilserina mediante infecção. Nossos dados indicam, 
ainda, que embora a BK tenha sido descrita como modulador positivo da replicação viral, a 
presença desse peptídeo exógeno protege as células infectadas da permeabilidade induzida pela 
replicação viral e morte celular. Assim, esse trabalho possibilita maior entendimento da 
relevância de moduladores vasoativos na proteção e lesão vascular na infecção pelo DENV.  
 
Palavras-chave: calicreína-cinina; DENV; HBMEC; bradicinina.  
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Dengue virus (DENV) is an arbovirus known to cause coagulation dysfunctions and induce 
vascular permeability, resulting in thrombogenic events and hypovolemic shock in patients with 
severe dengue. The kallikrein-kinin system (KKS) is a limited proteolysis cascade of 
serineproteases, related to both blood coagulation and inflammatory processes, which 
motivated us to investigate its possible role in dengue pathogenesis. Classically, KKS is 
activated by the contact of factor XII (FXII) to negatively charged surfaces and molecules, such 
as DNA, RNA and polyphosphates realeased by activated platelets and mast cells. In these 
circumstances, FXII goes through a process of autocleavage and generates fragments of 
activated FXII (FXIIa). FXIIa cleaves prekallikrein (PK) into plasma kallikrein (PKa), which 
then cleaves its cofactor kininogen (HK), generating bradykinin (BK), a vasoactive 
nonapeptide. Through signaling from its receptors (BKRs), BK modulates endothelial 
functions, inducing signs related to inflammation, such as increased vascular permeability, 
edema and pain, which are also observed during dengue. Previous results from our group 
demonstrated, through an ex vivo analyses, that KKS is activated in the plasma of dengue 
patients. In this study, we further demonstrated that DENV infection of HBMECs (human brain 
microvascular endothelial cells) positively regulates the expression of BKRs, and the addition 
of exogenous BK to DENV-infected cell cultures promotes increased viral replication. Thus, 
we suggest that KKS may play an important role in the pathogenesis of dengue. However, the 
mechanisms that trigger the firing of this system during infection, as well as the role of 
endothelial cells in this process, have not yet been explored. Here, we investigated whether 
infection of HBMECs directly promotes KKS activation and whether this activation can 
modulate endothelial cell permeability in vitro. HBMECs infected with DENV-2 were cultured 
with plasma from healthy human donors or with purified KKS proenzymes at the peak of virus 
replication. We observed that the levels of activated HK on the surface of infected cells were 
higher than that observed in cells cultured with mock or inactivated DENV. Therefore, we 
hypothesized that phosphatidylserine exposure by apoptotic HBMECs could favor HK 
retention and cleavage, resulting in increased BK generation. Indeed, we demonstrated that 
phosphatidylserine exposure by apoptotic HBMECs is capable of directly activating KKS and 
phosphatidylserine levels are increased in infected HBMECs at the peak of viral replication (48 
h.p.i), indicating that this could be the mechanism behind KKS activation on these cells. 
Interestingly, we also observed that infection of HBMECs protects these cells from the increase 
in permeability induced by BK in uninfected cells, possibly associated with events that involve 
the regulation of nitric oxide production and delay in cell death, previously reported by the 
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group. Taken together, our findings suggest that DENV infection of endothelial cells may 
contribute to the activation of KKS, through an activation mechanism related to the induction 
of apoptosis and exposure of phosphatidylserine upon infection. Our data further indicate that 
although BK has been described as a positive modulator of viral replication, the presence of 
this exogenous peptide protects infected cells from permeability induced by viral replication 
and cell death. We intend to investigate these events in detail in in vitro and in vivo models, 
aiming to better understand the relevance of vasoactive modulators in protection and vascular 
damage in DENV infection. 

Key-words: kallikrein-kinin; DENV; HBMEC; bradykinin.  
 
 

  



x 
 

RESUMO PARA LEIGOS 
 

FABIANE MESSNER AUGUSTO 
 

ESTUDO DOS MECANISMOS DE ATIVAÇÃO DO SISTEMA CALICREÍNA-
CININA NA INFECÇÃO PELO VÍRUS DA DENGUE  

 
Orientador: Luciana Barros de Arruda 

Coorientador: Sharton Vinícius Antunes Coelho 
 

Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de 
Góes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários 
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 O nosso sangue possui muitas proteínas e, algumas delas, atuam em conjunto formando 
um sistema conhecido como sistema calicreína-cinina (KKS), que está envolvido na coagulação 
do sangue e na produção da bradicinina (BK), uma pequena proteína capaz de aumentar a 
permeabilidade dos vasos sanguíneos. Assim, essa proteína pode levar ao extravasamento do 
plasma sanguíneo (parte líquida do sangue) para os tecidos, causando inchaço, dor e inflamação. 
Pessoas com dengue também têm maior permeabilidade dos vasos sanguíneos, com perda de 
plasma, o que, em casos mais graves, pode ser fatal devido c diminuição do volume sanguíneo. 
Nosso grupo de pesquisa jc demonstrou em um estudo anterior que o KKS estc ativado em 
amostras de plasma de pacientes com dengue. Nesse trabalho, continuamos esse estudo 
tentando compreender como o KKS pode ser ativado pela infecg愃̀o desse v椃Ārus e contribuir para 
o desenvolvimento dos sintomas nos pacientes com dengue. N漃Ās descobrimos que a infecg愃̀o 
de cglulas endoteliais, cglulas que comp漃̀em a parede de vasos sangu椃Āneos, g capaz de facilitar 
a ativag愃̀o do KKS. Algm disso, demonstramos que a ativag愃̀o do KKS pode acontecer quando 
as cglulas endoteliais comegam a morrer por conta da infecção. Por fim, vimos que cglulas 
endoteliais infectadas com dengue, respondem de forma diferente c bradicinina e s愃̀o menos 
afetadas pela indug愃̀o de permeabilidade causada por BK. Em geral, esse estudo sugere o KKS 
como um fator ativo que influencia na dengue, e demonstra a importância de estudar esse 
sistema nas infecg漃̀es por vírus. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Epidemiologia da dengue 

A dengue, transmitida pelo vírus da dengue (DENV), é uma arbovirose comum 

em climas tropicais e subtropicais, sendo a Ásia e as Américas as principais zonas de 

risco (Bhatt et al., 2013; OMS, 2023). A dengue ainda é uma doença muito prevalente 

no mundo, com estimativa de 390 milhões de casos por ano, dos quais aproximadamente 

96 milhões apresentam manifestações clínicas. Mais de 100 países ainda são 

considerados endêmicos para a doença, inclusive o Brasil (OMS, 2023) (Figura 1). 

Somente em 2022, ocorreram 1.450.270 casos prováveis de dengue no Brasil, sendo a 

maior taxa de incidência na região Centro-Oeste (Figura 2) (Ministério da Saúde, 

2023).  

 

 
Figura 1: Taxa mundial de notificação de casos de dengue por 100.000 habitantes. Dados de abril de 
2022 a março de 2023. Fonte: ECDC. 
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Figura 2: Distribuição da taxa de incidência de dengue por região do Brasil nas semanas 
epidemiológicas 1 a 52/2022. Fonte: Ministério da Saúde.  

 
O DENV pertence à família Flaviridae, ao gênero Orthoflavivirus e é 

transmitido por fêmeas de mosquitos do gênero Aedes, principalmente pelas espécies A. 

aegypti e A. albopictus (revisado por Guzman et al., 2016). Esse vetor predomina em 

estações quentes e chuvosas, fazendo com que a incidência da dengue seja maior nesses 

períodos (Funasa, 2001). Quatro sorotipos de DENV já foram descritos (1-4), além de 

diversos genótipos dentre esses sorotipos. Sorotipos e linhagens podem variar de 

frequência em um mesmo local ao longo do tempo, sendo substituídos por outros 

genótipos com mutações que conferem vantagens seletivas de fitness viral, processo 

chamado de turnover (Hang et al., 2010; Choudhury, Lott & Askov, 2014). Além disso, 

a introdução de novos vírus antigenicamente diferentes da linhagem predominante 

anterior tem potencial de causar surtos nas regiões acometidas (Rico-Hesse et al., 1997; 

Shrivastava et al., 2014; Williams et al., 2014). Sendo assim, o monitoramento 

epidemiológico é indispensável para prever o turnover de novas variantes, 

possivelmente mais virulentas.  

O controle do vetor ainda é a principal medida de prevenção contra a 

disseminação da dengue, devendo ser feita a constante vigilância entomológica pelas 

equipes municipais de saúde, a fim de detectar a presença, distribuição e densidade dos 

mosquitos do gênero Aedes. Dessa forma, é possível fazer a recomendação e o 

direcionamento de medidas de prevenção e controle, além da remoção de possíveis 

criadouros. Além disso, o monitoramento dos arbovírus circulantes deve ser constante, 

tendo em vista que o surgimento de novos genótipos e a mudança de um sorotipo 

prevalente está relacionado com a ocorrência de epidemias (Ministério da saúde, 2022).  
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1.2. Estrutura e replicação do vírus da dengue  

O DENV é um arbovírus envelopado de genoma RNA fita simples de polaridade 

positiva. Ele apresenta 3 proteínas estruturais: capsídeo (C), precursora de membrana 

(prM)/membrana (M) e envelope (E); e 7 proteínas não estruturais (NS): NS1, NS2A, 

NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Figura 3). A proteína M é sintetizada como prM e é 

clivada em M no processo de maturação (revisado por Perera & Kuhn, 2008; revisado 

por Roy & Bhattacharjee, 2021).  

 

 
Figura 3: Estrutura do vírus da dengue (DENV). O vírus da dengue possui um genoma de RNA fita 
simples de polaridade positiva que codifica, a partir de uma única fase de leitura aberta (ORF), 3 proteínas 
estruturais: proteína de membrana (M), envelope (E) e capsídeo (C); e 6 proteínas não-estruturais: NS1, 
NS2A e B, NS3, NS4A e B e NS5. Fonte: adaptado de Roy & Bhattacharjee, 2021.  

 

O DENV utiliza a sua proteína E, presente no envelope, para interagir com 

diversos possíveis receptores de células hospedeiras e promover a sua endocitose (Crill 

& Roehrig, 2001). Como exemplos de moléculas de superfície celular utilizados pelo 

vírus para realizar sua entrada, já foram descritos o receptor de lectina do tipo C (DC-

SIGN) (Tassaneetrithep et al., 2003), proteoglicanos de heparam-sulfato (HSPGs) 

(Chen et al., 1997; Dalrymple & Mackow, 2011), CD14 (Chen, Wang & King, 1999), 

complexos proteicos de chaperonas como HSP70/90 (Reyes-Del Valle et al, 2005), 

receptores de manose (Miller et al., 2008) e outros. Dessa forma, o vírus pode infectar 

células de diferentes sítios do organismo (revisado por Cruz-Oliveira et al., 2015).  

O processo de internalização viral pela célula hospedeira é classicamente 

descrito como endocitose mediada por clatrina (Acosta, Castilla & Damonte et al., 

2008). Após a sua entrada, a fusão do DENV depende da acidificação do endossoma, 

gerando alterações conformacionais nas proteínas E e M, a sua dissociação e a exposição 

do sítio de fusão de E. A fusão mediada por E leva à liberação do nucleocapsídeo para 

https://cdnsciencepub.com/doi/full/10.1139/cjm-2020-0572?rfr_dat=cr_pub++0pubmed&url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org
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o citoplasma, que se dissocia e libera o genoma viral (Modis et al., 2004; Ge & Zhou, 

2013; revisado por Cruz-Oliveira et al., 2015). No citoplasma, o genoma servirá como 

mRNA para a produção da poliproteína, que será processada por proteases celulares e 

pelo domínio protease da NS3 viral, associada à NS2B (Falgout & Markoff, 1995; Bera, 

Kuhn & Smith, 2007; revisado por Bollati et al., 2010). Posteriormente, algumas 

proteínas NS, como a RNA polimerase viral NS5, participam da replicação do RNA 

genômico (RNAg), associando-se à membrana do retículo endoplasmático (RE) e 

formando o complexo replicativo (Courageot et al., 2000). Com a síntese de RNAg e 

proteínas estruturais, inicia-se o processo de montagem. Ao ser liberado do complexo 

replicativo, o RNAg se liga à proteína viral NS2 presente na membrana do RE, que 

também recruta as proteínas estruturais C-prM-E e complexo com atividade proteolítica 

NS2B-NS3. Então, há a associação de proteínas C com o RNAg, formando o 

nucleocapsídeo (NC) e a associação das proteínas E e prM, que se dissociam da NS2. 

Após a oligomerização de E-prM, ocorre a interação com o núcleo capsídeo, formando 

uma partícula viral imatura (Xie et al., 2013; Xie et al., 2019). Posteriormente, essa 

partícula passa pela rede trans-Golgi (TGN) e a modificação de pH altera a conformação 

do heterodímero PrM:E, expondo o sítio de clivagem de prM. A prM é clivada pela 

protease furina do TGN em M e peptídeo pr, gerando uma partícula viral madura e 

infecciosa, que é liberada por exocitose (Elshuber et al., 2003; Li et al., 2008; Yu et al., 

2008) (Figura 4).  

  



5 
 

 
Figura 4: Ciclo replicativo do DENV. 1- O DENV utiliza sua proteína E para interagir com o receptor 
celular e promover sua endocitose. 2- A partícula viral é endocitada de forma dependente de clatrina. 3- 
A acidificação endossomal promove mudanças conformacionais na proteína E, expondo seu sítio de 
fusão. 4- O RNA genômico (RNAg) no citoplasma fica disponível para ser traduzido pela maquinaria 
celular e a poliproteína gerada é processada por proteases celulares. 5- As proteínas não estruturais (NS) 
recém sintetizadas atuam na replicação do RNAg e o complexo replicativo é formado associado ao 
retículo endoplasmático rugoso (RER). 5- A partir dos RNAg e proteínas estruturais recém-sintetizados, 
ocorre a montagem da partícula viral imatura. 6- A partícula passa pela rede trans-Golgi, onde a mudança 
de pH expõe o sítio de clivagem de prM, que é clivada pela protease furina, gerando uma partícula 
madura. 7- Ocorre a liberação da progênie viral. Fonte: adaptado de Takahashi & Suzuki.  
 
1.3. Manifestações clínicas da dengue 

A maioria dos pacientes com dengue são assintomáticos ou desenvolvem 

quadros brandos e autolimitados (Endy et al., 2002; OMS, 2023). O período de 

incubação é de 4-7 dias e a doença pode ser classificada em 3 fases: febril, aguda e 

convalescência. Na fase febril (2-7 dias), o paciente geralmente apresenta febre alta de 

início súbito, mialgia, cefaleia e erupções cutâneas. Nesta fase é difícil diferenciar 

clinicamente a dengue de outras doenças febris. Já durante a fase aguda (24-48 horas), 

podem ocorrer alterações vasculares e coagulativas, como o aumento do hematócrito e 

trombocitopenia, o que, em altos níveis, está associado à progressão da doença para a 

forma grave (Kalayanarooj et al., 1997; World Health Organization, 2009).  

Atualmente, a dengue é classificada em dengue com ou sem sinais de alerta e 

dengue grave. Essa classificação, estabelecida pela Organização Mundial de Saúde 

(OMS) e vigente desde 2009, auxilia a prever durante a fase aguda quais pacientes 

podem progredir para a forma grave da doença. Dessa forma, o tratamento adequado 

pode evitar que esses pacientes desenvolvam condições clínicas mais graves. Para ser 
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classificada em dengue com sinais de alerta, além dos sintomas clássicos descritos 

anteriormente, os pacientes devem apresentar alguma das seguintes manifestações: dor 

ou enrijecimento abdominal, vômito persistente, sangramento em mucosas, letargia, 

hepatomegalia e trombocitopenia. Esses casos requerem observação e intervenção 

médica (World Health Organization, 2009).  

Os pacientes que desenvolvem dengue grave apresentam extravasamento de 

plasma intenso, o que pode causar choque hipovolêmico e efusão pleural, gerando 

estresse respiratório. Além disso, estudos clínicos já descreveram a ocorrência de 

coagulação intravascular disseminada (CID), levando ao consumo dos fatores de 

coagulação sanguíneos, o que, junto à trombocitopenia, pode levar à hemorragia 

(Srichaikul et al., 1977; Nurnaningsih et al., 2022; OMS, 2009). Menos frequentemente, 

pode haver ainda o comprometimento de diversos órgãos, como falência hepática aguda, 

cardiomiopatia e encefalite (OMS, 2009; revisado por Muller, Depelsenaire & Young, 

2017).  

1.4. Patogênese do vírus da dengue 

A gravidade da doença causada pelo DENV é multifatorial. Diversos fatores do 

hospedeiro influenciam na susceptibilidade à infecção e podem estar relacionados a 

piores prognósticos, como polimorfismos genéticos (Silva et al., 2010; Whitehorn et al., 

2013), idade (Gamble et al., 2000) e doenças crônicas pré-existentes (Bravo, Guzmán 

& Kouri, 1987; Limonta et al. 2008). Além disso, certos genótipos podem ser associados 

a casos graves de dengue, demonstrando a influência de fatores virais na patogênese 

(Halsey et al., 2012; Figueiredo et al., 2008). 

A infecção se inicia após a picada do mosquito do gênero Aedes, com inoculação 

do vírus na corrente sanguínea e infecção de células residentes do local, como 

macrófagos, células de Langerhans (células dendríticas residentes da derme) e 

queratinócitos da derme (Wu et al., 2000; Limon-Flores et al., 2005; Kyle, Beatty & 

Harris, 2007). A migração das primeiras células imunes infectadas para os linfonodos 

contribui para a disseminação do vírus através do sistema linfático e estabelecimento da 

viremia. Na corrente sanguínea, as principais células infectadas pelo DENV são 

monócitos e células dendríticas (Kou et al., 2008; Flipse et al., 2016). Outros tipos 

celulares, como hepatócitos e células endoteliais também são permissivos à infecção e 

alvos importantes, como será explorado posteriormente (Avirutnan et al., 1998). De 

fato, após a disseminação sistêmica, o DENV é capaz de alcançar diversos órgãos, e 
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antígenos e RNA viral já foram detectados em autópsias de diferentes tecidos, como 

fígado, baço e rins (Couvelard et al., 1999; Jessie et al., 2004).  

A resposta imune do hospedeiro possui grande papel na patogênese da dengue, 

sendo responsável por grande parte dos sinais clínicos observados. Citocinas pró-

inflamatórias como interferon gama (IFN-ā), fator de necrose tumoral α (TNF-α), 

interleucina 1 (IL-1) e IL-6 já foram descritas como aumentadas no plasma de pacientes 

com dengue, principalmente em formas graves da doença (Hober et al., 1993; Azeredo 

et al., 2001; Bozza et al., 2008). In vitro, já foi visto que linfócitos TCD4+ ativados na 

infecção produzem IL-2 e TNF-α (Gagnon, Ennis & Rothman, 1999). Esses 

mediadores, principalmente o TNF-α, contribuem para a lesão e permeabilidade 

endotelial (Martin et al., 1988; Weinberg, 1988; Suttitheptumrong et al., 2021). Além 

disso, a própria infecção e ativação de células endoteliais contribui para as disfunções 

vasculares vistas na dengue, como será discutido mais adiante.  

A indução de apoptose em células infectadas já foi demonstrada e sugerida como 

fator contribuinte para a patogênese do vírus. Limonta e colaboradores (2007) 

mostraram a presença de antígenos virais e células apoptóticas em tecidos do fígado, 

intestino, cérebro e da microvasculatura pulmonar em um estudo post mortem. A 

indução de apoptose de células endoteliais microvasculares pela infecção com DENV 

também já foi descrita in vitro e pode estar envolvida no extravasamento de plasma 

observado durante a doença (Avirutnan et al., 1998).  

Fatores de virulência do DENV também contribuem para a manifestação da 

doença. A proteína viral não estrutural 1 (NS1), é secretada por células infectadas 

(Flamand et al., 1999), e já foi reportada como associada à degradação de componentes 

do sistema complemento (Avirutnan et al., 2010) e à indução de permeabilidade 

vascular (Pan et al., 2021). Essa proteína carreia lipídios, tendo uma composição similar 

a lipoproteínas de alta densidade (HDL) (Gutsche et al, 2011), possivelmente 

interferindo na cascata de coagulação e sendo capaz de se associar à superfície de células 

endoteliais através de glicosaminoglicanos (GAGs) (Avirutnan et al., 2007).  

 

1.5. Cascatas de coagulação sanguínea 

A hemostasia, equilíbrio entre coagulação sanguínea e fibrinólise, é um processo 

regulado por sistemas proteolíticos sanguíneos, que garantem o funcionamento ideal da 

coagulação sanguínea. Em contextos de lesão, a secreção do fator de von Willebrand 

(VWF) pelas células endoteliais no local de injúria e a exposição de componentes da 
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matriz subendotelial, como colágeno, laminina e fibronectina, promovem a ativação e 

agregação plaquetária. Contribuindo para o processo, plaquetas ativadas secretam 

grânulos ricos em fatores pró-coagulantes, como polifosfato, e inibidores da fibrinólise, 

como o inibidor de ativação do plasminogênio tipo 1 (PAI-1) (Revisado por Sang et al., 

2021).   

Além da agregação e ativação plaquetária, o processo de formação do coágulo 

depende da formação de fibrina, a qual pode ser iniciada através das duas vias de 

coagulação, extrínseca ou intrínseca. A via extrínseca de coagulação é disparada pela 

lesão endotelial, com a exposição de células que expressam fator tecidual (TF), como 

fibroblastos da matriz subendotelial e células do músculo liso. O TF quando exposto à 

corrente sanguínea, interage com o fator VII (FVII) e o ativa, tornando-o capaz de ativar 

o fator X (FX) (revisado por Osterud & Bjorklid, 2012). Ao mesmo tempo, a via 

intrínseca de coagulação também é ativada nesse contexto e alimenta esse sistema. Essa 

via, também chamada de via de contato, tem a sua ativação dependente do contato do 

seu fator inicial, o fator XII (FXII), com moléculas negativamente carregadas. Sendo 

assim, a exposição de colágeno negativamente carregado da matriz subendotelial e 

secreção de polifosfato por plaquetas ativadas pós injúria tecidual é capaz de ativar 

FXII, que sofre autoclivagem e libera fator XIIa (FXIIa) (van der Meijden et al., 2009; 

White-Adams et al., 2015; Verhoef et al., 2017). Assim, o FXIIa desencadeia uma 

cascata proteolítica sucessiva, com a ativação dos fatores FXI, FIX e, finalmente, FX. 

Portanto, ambas vias de coagulação convergem para a ativação do fator X em fator Xa, 

responsável por realizar a conversão de protrombina em trombina, que por sua vez 

converte fibrinogênio em fibrina (Revisado por Pryzdial et al., 2018) (Figura 5).  
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Figura 5: Vias intrínseca e extrínseca de coagulação sanguínea. A via intrínseca, ou via de contato, se 
inicia quando o fator XII (FXII) entra em contato com uma superfície negativamente carregada, como 
colágeno da matriz subendotelial exposta, e sofre autoclivagem, gerando FXIIa e desencadeando uma 
cascata proteolítica que resulta na ativação de FX. Já a via extrínseca é iniciada quando o fator tecidual 
interage com o fator VII (FVII), levando à sua ativação em FVIIa, que por sua vez ativa FX. Dessa forma, 
ambas vias convergem em uma via comum, com a formação de FX ativado (FXa), o qual converte 
protrombina em trombina, que transforma fibrinogênio em fibrina.  

 

1.6. O sistema calicreína-cinina (KKS) 

A ativação da via de contato pode levar, ainda, à estimulação do sistema 

calicreína-cinina (kallikrein-kinin system, KKS). Esse consiste em uma cascata 

proteolítica que culmina na formação de cininas vasoativas. A ativação de FXII e da via 

de contato, portanto, integra a coagulação e a inflamação, estando intimamente 

relacionada à patogênese de doenças tromboinflamatórias. Os fatores envolvidos nessa 

via são sintetizados majoritariamente pelo fígado e ficam disponíveis no plasma 

sanguíneo, sendo eles o fator XII (FXII) e a pré-calicreína (PK), que circula associada 

com seu cofator, o cininogênio de alto peso molecular (HK) (Renné et al., 2005; 

revisado por Maas & Renné, 2018). 

Na ativação desse sistema, o FXII sofre autoclivagem, gerando FXIIa, ao entrar 

em contato com superfícies negativamente carregadas. In vivo, podemos citar exemplos 

como colágeno da matriz subendotelial exposta, DNA e RNA e polifosfatos (Verhoef 
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et al., 2017; revisado por Björkqvist et al., 2014). In vitro, moléculas negativamente 

carregadas, como dextran sulfato (DXS) e caolina, são capazes de mimetizar esse 

processo (Van der Graaf et al., 1982; Fujiyoshi, Hayashi & Oh-ishi, 1989). Na via 

intrínseca da coagulação, o FXIIa leva à ativação sucessiva de outros fatores 

coagulativos, resultando na formação de fibrina. Porém, no contexto inflamatório, o 

FXIIa induz a clivagem de PK, havendo a formação de calicreína plasmática (PKa), que 

é responsável por clivar o HK, o cofator da PK, assim liberando a bradicinina (BK) 

(Ivanov et al., 2017; revisado por Joseph & Kaplan, 2005; revisado por Maas & Renné, 

2018) (Figura 6). Outro mecanismo de ativação do KKS pode ocorrer mediado pela 

fosfatidilserina expressa por células apoptóticas. Yang e colaboradores (2014) 

demonstraram que HK é capaz de se ligar à fosfatidilserina, criando uma plataforma 

para sua clivagem e ativação (HKa) na presença de PK e resultando na liberação de 

bradicinina (Yang et al., 2014). 

A bradicinina e seus metabólitos bioativos, como a Des-Arg9-BK, funcionam 

como peptídeos vasoativos. A Des-Arg9-BK e a BK são agonistas fisiológicos dos 

respectivos receptores: B1R, regulado positivamente em contextos inflamatórios, e 

B2R, expresso constitutivamente, com ampla distribuição em diferentes tecidos 

(revisado por Regoli et al., 1998; Prado et al., 2002). Ao sinalizar através desses 

receptores acoplados à proteína G (GPCRs), a BK e seus subprodutos causam aumento 

da produção de óxido nítrico (NO), permeabilidade vascular, hipotensão, edema, dor e 

febre, que também são sintomas característicos de quadros de dengue, como visto 

anteriormente (Regoli et al., 1989; Kalayanarooj et al., 1997).  

O KKS é regulado fisiologicamente principalmente pelo inibidor de C1-esterase 

(C1Inh), uma serpina reguladora também do sistema complemento, capaz de inativar o 

FXIIa e a PK (Schreiber, Kaplan & Austen, 1973; Han et al., 2002). A deficiência de 

C1Inh e a produção de C1Inh disfuncional causam angioedema hereditário (HAE) 1 e 

2, respectivamente, cuja fisiopatologia envolve a ativação exacerbada do KKS com 

produção descontrolada de BK, gerando sintomas de hiperinflamação. Além da 

reposição de C1Inh, o tratamento de HAE pode ser feito com administração do 

antagonista do receptor B2, icatibanto (HOE-140) (revisado por Patel & Pongracic, 

2019).  
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Figura 6: Cascata proteolítica do sistema calicreína-cinina (KKS). Ao entrar em contanto com uma 
superfície negativamente carregada, o fator XII (FXII) sofre autoclivagem, gerando FXIIa, que pode tanto 
dar início à via intrínseca de coagulação sanguínea quanto desencadear a ativação do sistema calicreína-
cinina. O FXIIa leva à clivagem da pré-calicreína (PK) em calicreína plasmática (PKa), a qual cliva seu 
cofator, cininogênio (HK), liberando o peptídeo vasoativo bradicinina (BK). A BK sinaliza através de seu 
receptor preferencial, B2R, e gera os efeitos de vasodilatação, dor, produção de óxido nítrico e 
extravasamento de plasma.  

 

1.7. O endotélio vascular e as disfunções coagulativas na dengue 

O endotélio vascular é formado pelas células endoteliais, associadas por junções 

oclusivas e aderentes. Ele funciona como barreira entre a vasculatura e os tecidos 

adjacentes, controlando a passagem de moléculas, células e líquido para órgãos e 

tecidos. A infecção de células endoteliais pelo DENV já foi descrita em estudos post 

mortem, através da autópsia do endotélio vascular do fígado, pulmão, coração e cérebro 

(Ramos et al., 1998; Jessie et al., 2004; Salgado et al., 2010). In vitro, diversos modelos 

de células endoteliais já foram descritos permissivos ao DENV, sugerindo essas células 

como alvos da infecção (Avirutnan et al., 1998; Azizan et al. 2006; Arévalo et al., 2009; 

Conceição et al., 2013). 

Como visto até aqui, a infecção pelo DENV impacta direta e indiretamente na 

função da barreira endotelial. A infecção de células imunes contribui para a 

permeabilidade vascular através da liberação de citocinas e mediadores vasoativos. No 

entanto, a própria infecção e ativação de células endoteliais possui um papel nesse 

contexto. As células endoteliais infectadas também secretam mediadores inflamatórios 

e vasoativos, expressam mais moléculas de adesão, como ICAM-1 e VCAM-1, e sofrem 
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apoptose, contribuindo para a lesão endotelial (Anderson et al., 1997; Avirutnan et al., 

1998; Conceição et al., 2013). Também já foi visto que a infecção das células endoteliais 

pode contribuir para a permeabilidade induzindo a redistribuição das junções 

intercelulares aderentes e oclusivas e levando ao rearranjo do citoesqueleto celular 

(Kanlaya et al., 2009; Dalrymple e Mackow, 2012).  

Além de controlar a passagem de fluidos e solutos, o endotélio também está 

envolvido na regulação da coagulação e fibrinólise, através da expressão de fatores pró 

ou anti-coagulativos (revisado por Danese, Dejana & Fiocchi, 2007). Dessa forma, essas 

células tem participação ativa na regulação da hemostase, expressando prevalentemente 

fatores anti-coagulativos em condições normais. Porém, esse equilíbrio pode ser afetado 

em infecções pela ativação e lesão do endotélio, o que favorece a expressão de TF pelas 

células endoteliais, ativador da via extrínseca de coagulação sanguínea (revisado por 

Osterud & Bjorklid, 2012). Nesse sentido, já foi visto que pacientes com dengue podem 

apresentar alterações nos parâmetros de coagulação e fibrinólise. Análises mostraram 

disfunções coagulativas como trombocitopenia, prolongação do tempo necessário para 

formação de coágulo (tempo de tromboplastina parcial ativado- APTT) e aumento da 

expressão de enzimas do sistema proteolítico, como tPA (ativador de plasminogênio 

tecidual), em pacientes com dengue grave. Esses parâmetros podem indicar fibrinólise 

aumentada e inibição de vias de coagulação (Huang et al., 2001; revisado por Chuan et 

al., 2013). Por outro lado, já foi visto aumento de TF no soro de pacientes na fase aguda 

da doença, sugerindo aumento de processos pró-coagulativos, como demonstrados pelos 

casos de CID (Srichaikul et al., 1977; Sosothikul et al., 2007). Sendo assim, é evidente 

que as células endoteliais contribuem de diferentes formas para a patogênese da dengue 

e as vias de coagulação sanguínea podem ser afetadas de diferentes formas nesse 

contexto, porém os mecanismos por trás desses fenômenos ainda precisam ser melhor 

elucidados.  

 

1.8. Dengue e KKS 

Sabe-se que o KKS é ativado e contribui para a patologia de diferentes infecções 

virais. Por exemplo, Taylor e colaboradores (2013) demonstraram que a infecção de 

células endoteliais por hantavírus leva à ativação do KKS e permeabilidade mediada 

por BK (Taylor et al., 2013). Dados anteriores gerados pelo nosso grupo mostraram que 

a infecção de células de microvasculatura cerebral humana (HBMECs) pelo vírus 

Sindbis (SINV) leva à superexpressão de receptores de bradicinina (B2R) e a adição de 
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BK inibe a morte celular e favorece a replicação viral (Rust et al., 2012). Na dengue, já 

foi descrita a diminuição dos níveis de FXII, PK e BK em pacientes com diferentes 

formas da doença (Edelman et al., 1975; Tsai et al., 2013). Além disso, reguladores 

fisiológicos do KKS já foram vistos aumentados em pacientes com a forma grave da 

doença (Albuquerque et al., 2009). 

Recentemente, o nosso grupo contribuiu descrevendo o consumo dos fatores do 

KKS no plasma de pacientes com dengue em diferentes fases da doença, indicando que 

há a ativação do sistema durante a doença. Também vimos que a infecção de HBMECs 

pelo DENV é favorecida quando há adição de BK no sistema, por mecanismos que 

dependem de diminuição da produção de NO e retardo na indução de morte celular 

(Coelho et al., 2021). No entanto, ainda há muito a ser elucidado sobre a relação do 

KKS com a dengue, tendo em vista que não há estudos sobre os possíveis mecanismos 

que podem levar à sua ativação nesse contexto. Além disso, os efeitos da BK na 

permeabilidade endotelial durante a infecção ainda precisam ser explorados. Portanto, 

diante dos efeitos fisiológicos das cininas na modulação da permeabilidade vascular e 

em processos inflamatórios, nosso grupo tem investigado o papel e os mecanismos de 

ativação do sistema calicreína-cinina na patogênese da dengue. 

 

2. JUSTIFICATIVA 

A doença causada pelo vírus da dengue é caracterizada por disfunções coagulativas e 

aumento da permeabilidade vascular, contribuindo para o extravasamento de plasma nos 

pacientes. Através de um estudo ex vivo, nosso grupo demonstrou que há ativação do KKS na 

infecção pelo DENV, o que foi evidenciado pelo consumo de FXII e HK em plasmas coletados 

de pacientes. Além disso, também demonstramos que a infecção de células endoteliais pelo 

DENV regula positivamente a expressão de receptores de bradicinina (B2R), além da adição de 

BK em culturas aumentar a replicação viral (Coelho et al., 2021). Esses resultados prévios 

sugerem que a geração de bradicinina pode ter um papel importante para o sucesso da infecção 

e nas suas consequências fisiológicas. Sendo assim, hipotetizamos que o sistema calicreína-

cinina pode estar intimamente relacionado à patogênese desse vírus. No entanto, ainda não foi 

descrito qual é o mecanismo de ativação do KKS durante a infecção e qual o papel do endotélio 

nesse processo. Assim, ainda não se sabe quais células e moléculas que podem ser capazes de 

disparar a via durante a infecção pelo DENV. Além disso, a ação da bradicinina no endotélio 

durante a infecção pelo DENV ainda precisa ser melhor elucidada, buscando compreender o 
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seu papel nas alterações vasculares observadas na doença, particularmente, na permeabilidade 

vascular.  

 

3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivos gerais 

Investigar se a infecção de células de microvasculatura cerebral humana 

(HBMECs) com DENV leva à ativação do sistema calicreína-cinina, qual o mecanismo 

de ativação e se a bradicinina gerada afeta a permeabilidade vascular nesse contexto. 

3.2. Objetivos específicos 

3.2.1. Avaliar se a infecção de HBMECs pelo DENV induz a ativação do 

sistema calicreína-cinina. 

3.2.2. Investigar o papel da indução de apoptose e da expressão da 

fosfatidilserina na ativação do sistema calicreína-cinina. 

3.2.3. Avaliar o papel da bradicinina na modulação da integridade da barreira 

de células endoteliais na infecção pelo DENV. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Obtenção de plasma 

Amostras de sangue de doadores não identificados foram obtidas no Serviço de 

Hemoterapia do Hospital Universitário Clementino Fraga Filho da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). O sangue foi centrifugado a 500 g por 30 minutos, 

sem freio, para obtenção do plasma sanguíneo. O protocolo do estudo foi aprovado pelo 

Comitê de Ética Experimental da UFRJ (Número de Permissão: 105/07). 

 

4.2. Linhagens celulares  

As condições de cultivo de células livres de micoplasma foram constantemente 

certificadas pela verificação de DNA citoplasmático por microscopia de fluorescência, 

utilizando 1,5 µg/mL de DAPI (4', 6-diamidino-2-fenilindol, Santa Cruz 

Biotechnology) como marcador, e por PCR, com oligonucleotídeos para detecção de 

micoplasmas, como previamente descrito por Freshney (2005). Foi utilizado 100 �g/mL 

de gentamicina para suplementar todos os meios, a fim de evitar contaminações 

bacterianas. 
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4.2.1. HBMEC  

A linhagem celular HBMEC (Células de microvasculatura cerebral 

humana), gentilmente cedidas pelo Dr. Dennis J. Grab (The John Hopkins 

University, Baltimore, MD, EUA), foi cultivada em Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium (DMEM) de alta glicose (Life Technologies, Grand Island, NY) 

suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino inativado (SFB-Invitrogen). As 

células foram mantidas na estufa a 37°C em ambiente úmido e 5% de CO2 em 

injeção, na concentração de 106 células/mL e passadas 2 vezes por semana.  

 

4.2.2. C6/36 

Células glandulares de mosquitos A. albopictus clone C6/36 (ATCC- 

CLR1660), gentilmente cedidas pela Dra. Andrea T. Da Poian (Instituto de 

Bioquímica Médica, UFRJ), foram cultivadas em meio Leibovitz (L-15) (Life 

Technologies) suplementado com 0,3% de fosfato de triptose, 0,75% de 

bicarbonato de sódio, 0,2% de L-glutamina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO), 

além de 10% de SFB e 0,2 mM de aminoácidos não essenciais (Baktron 

Microbiologia). As células foram mantidas em incubadoras BOD (Biolab) a 

28°C, na concentração de 106 células/mL e passadas 3 vezes por semana. 

 

4.2.3. BHK-21 

Células de rim de hamster bebê (BHK-21 [C-13]; ATCC® CCL-10TM) 

foram cultivadas em Meio Essencial Mínimo Alpha (ÿ-MEM) (Invitrogen) 

suplementado com 2,09 g de NaCl, 2,4 g de HEPES e 5% SFB. As células foram 

mantidas em estufa a 37°C em ambiente úmido e 5% de CO2 em injeção, na 

concentração de 106 células/mL e passadas 3 vezes por semana. 

 

4.3. Vírus 

A cepa asiática do DENV-2 16.681 (GenBank M29095) foi propagada em 

linhagem celular C6/36. Os sobrenadantes de células infectadas ou não foram coletados, 

filtrados e armazenados a -80°C. Os sobrenadantes de células não infectadas (Mock) 

foram utilizados como controle. O título do estoque de DENV foi determinado por 

ensaio de plaque em células BHK, como descrito a seguir (4.4). 
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O vírus da dengue inativado (iDENV) foi obtido após exposição à radiação 

ultravioleta por 2 horas e a inativação foi confirmada por ensaio de plaque em células 

BHK-21 e qRT-PCR.  

 

4.4. Titulação do estoque viral por ensaio de plaque 

As células BHK foram cultivadas em placas de 24 poços na concentração de 

4x104 células por poço, contendo 500 µl de meio DMEM de alta glicose suplementado 

com 5% de SFB, e incubadas overnight para adesão completa. No dia seguinte, o meio 

metabolizado foi removido e as células foram lavadas com PBS 1x e foram cultivadas 

com 200 �L de diluições seriadas na base 10 de amostras de DENV-2 cepa 16.681 (200 

µL/poço), em meio DMEM de alta glicose sem SFB. Após 90 minutos, o sobrenadante 

foi removido, as células foram novamente lavadas com PBS 1X e foi adicionado 1,5% 

carboximetilcelulose (CMC- Sigma Aldrich) em 1 mL de DMEM de alta glicose 

suplementado com 2% de SFB.  

A placa foi incubada em estufa a 37oC com injeção de 5% de CO2 por 5 dias e, 

após esse período, foram fixadas com formaldeído 4% overnight. Posteriormente, as 

células foram coradas com cristal violeta 1% diluído em 20% de metanol por 1 hora, 

seguido de lavagem com água corrente. Os plaques formados foram contados e os títulos 

virais foram calculados, utilizando-se a fórmula: no de plaques x diluição x 5, e o 

resultado expresso na unidade de PFU/mL.  

 

4.5. Infecção de HBMECs  

As HBMECs foram plaqueadas (5x104 células/poço) em 500 �L de DMEM de 

alta glicose contendo 10% de SFB em placas de 24 poços (Cellstar) e incubadas 

overnight para adesão completa. Após esse período, as células foram lavadas com 200 �L de meio DMEM de alta glicose sem SFB e infectadas com DENV-2 cepa 16.681 

com título 2,5x106 PFU/mL e na multiplicidade de infecção (MOI) de 1. 

Alternativamente, as células foram incubadas com o sobrenadante de células C6/36 não 

infectadas (Mock) ou DENV inativado por UV (iDENV) em volume proporcional ao 

volume de vírus utilizado. As células foram incubadas por 90 minutos na estufa a 37°C, 

realizando agitação da placa de 15 em 15 minutos para facilitar a adsorção viral. Então, 

os sobrenadantes foram retirados e as células foram lavadas duas vezes como 

anteriormente e em seguida cultivadas em 500 �L do mesmo meio suplementado com 

10% de SFB. 
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Como previamente descrito pelo nosso grupo (Conceição et al., 2013), em 48 

horas após infecção (h.p.i.) observa-se o pico de replicação do DENV nessa linhagem 

celular. Então, nesse momento da infecção, as células foram lavadas e tratadas com 

plasma humano ou com fatores purificados do KKS, como descrito a seguir (4.6). 

 

4.6. Avaliação da ativação de elementos do sistema calicreína-cinina em 

culturas de HBMECs infectadas com DENV 

4.6.1. Ensaios utilizando plasma humano 

Após 3 lavagens com DMEM sem SFB, as células foram incubadas por 

1 hora a 4°C com 200 �L de DMEM contendo 2% de SFB, 25% de plasma 

humano inativado (iPN) ou 25% de plasma humano (PN), de acordo com o 

desenho experimental. Todas as condições foram feitas na presença de 50 �M 

de Zn2+. 

 Posteriormente, os sobrenadantes foram coletados, as células foram 

lavadas como anteriormente e recolhidas em 100 �L/poço de tampão de lise 

RIPA (10 mM de Tris-HCl pH 7,5, 5 mM de EDTA pH 8,9, 150 mM de NaCl, 

1% de triton X-100) juntamente com um coquetel de inibidores de protease (IP- 

1 mM PMSF, 5  �g/mL aprotinina e 5 �g/mL leupeptina).  

 Como controle positivo de clivagem do HK, foram utilizados PNs 

tratados por 1 hora a 4°C com 20 nM de dextran sulfato (DXS), um 

polissacarídeo aniônico sintético conhecido por ativar o KKS (Van der Graaf et 

al., 1982).  

 

4.6.2. Ensaios utilizando proenzimas purificadas do sistema calicreína-

cinina  

Como controle de ativação do KKS em fase fluida, diferentes 

combinações de 50 nM de HK, PK e FXII foram diluídos em tampão HEPES 

Tyrode gelatina (HTG) (0,135 M NaCl, 2,7 mM NaHCO3, 0,36 mM NaH2PO4, 

14,7 mM HEPES, 100 mg/mL dextrose e 0,1% gelatina, pH 7,35) (Hasan, 

Zisman & Schmaier et al., 1998; Zhao et al., 2001) e incubados a 4°C ou 37°C 

por 1 hora. Como controle positivo, os 3 fatores do sistema foram incubados nas 

mesmas condições com caolina (10 μg/mL), molécula negativamente carregada 

semelhante ao DXS, igualmente capaz de ativar o sistema (Fujiyoshi, Hayashi 

& Oh-ishi, 1989). 
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Já nos ensaios em HBMECs, as células foram lavadas 3 vezes com 

tampão HTG e então incubadas com 50 nM de cininogênio (HK) (Enzyme 

Research, South Bend, EUA) com ou sem Zn2+ (50 �M) em tampão HTG por 1 

hora a 4 ou 37°C, como será indicado nas legendas das figuras. Em seguida, 

foram feitas 2 lavagens com tampão HTG e as células foram incubadas da 

mesma forma com 50 nM de pré-calicreína (PK) ou 50 nM de PK e fator XII 

(FXII) (Enzyme Research, South Bend, EUA), com ou sem Zn2+. Nessa etapa, 

também foram adicionados na cultura 25 �M de lisinopril (Sigma-Aldrich), 

inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA), capaz de transformar 

metabólitos ativos da bradicinina (BK) em inativos, e 100 nM de HOE-140 

(Sigma-Aldrich), um antagonista de B2R, receptor preferencial para a ligação 

da bradicinina. Dessa forma, a BK gerada no sistema não foi perdida e poderá 

ser quantificada posteriormente no sobrenadante das células. Em seguida, os 

sobrenadantes foram coletados, as células foram lavadas 2 vezes com tampão 

HTG e o lisado celular recolhido em RIPA com IP. A caolina foi utilizada 

novamente como controle positivo de ativação do KKS.  

   

4.7. Western blotting 

A técnica de western blotting (WB) foi empregada a fim de observar e comparar 

o perfil de ligação e clivagem do HK nas diferentes condições experimentais. 

Os extratos proteicos foram dosados pelo método de Bradford para quantificar 

proteínas totais. Foram utilizados 20 µg de proteína dos lisados de HBMEC tratadas 

com plasma e 10 µg de proteína dos lisados de HBMEC tratadas com os fatores 

purificados da via. As amostras foram preparadas em tampão de amostra (0,1% de azul 

de bromofenol, 50 mM de Tris-HCl (pH 6,8), 100 mM de Ā-mercaptoetanol, 2% de 

SDS e 10% de glicerol) e foram posteriormente aquecidas a 95°C por 5 minutos para 

completar a desnaturação.  

Posteriormente, foi feita a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

8%, composto pelo gel de empacotamento (SDS 0,1%, acrilamida 5%, bis-acrilamida 

0,25%, Tris-HCl 0,22 M pH 6,8, TEMED 0,04% e persulfato de amônio 0,08%) e pelo 

gel de separação (SDS 0,1%, acrilamida 10-15%, bis-acrilamida 0,4-0,5%, Tris-HCl 

0,38 M pH 8,8, TEMED 0,02% e persulfato de amônio 0,5%). A polimerização e 

montagem do gel foram feitas utilizando o sistema mini-gel (Biorad), seguindo as 

instruções do fabricante. Como padrão de peso molecular, foi utilizado o PageRuler™ 
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(Thermo Scientific). A eletroforese foi corrida a 90 Volts em tampão Tris-glicina, pH 

8,8, contendo SDS, e a transferência para membrana de nitrocelulose foi feita overnight, 

através do sistema de transferência Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Biorad- 

EUA) de acordo com as instruções do fabricante.  

Em seguida, as membranas foram bloqueadas por 1 hora com 9% de leite 

desnatado Molico diluído em TBS 1x 0,1% Tween-20 (tampão de lavagem). Então, as 

membranas foram imunomarcadas. Como anticorpo primário foi utilizado o anticorpo 

monoclonal (IgG) de coelho anti-HK (Santa Cruz- 1:1000) com incubação overnight a 

4°C, seguida por 3 lavagens de 5 minutos da membrana com tampão de lavagem. Após 

essa etapa, as membranas foram incubadas com anticorpo (IgG) secundário anti-IgG de 

coelho conjugado com uma peroxidase (KPL- 1:5000) por 1 hora em temperatura 

ambiente sob agitação e, posteriormente, lavadas 3 vezes por 15 minutos com o tampão 

de lavagem. A revelação foi feita em sala escura utilizando luminol e peróxido de 

hidrogênio (Pierce™ ECL Western Blotting Substrate, Thermo Scientific). Como 

controle de carregamento para as amostras de lisado celular, as membranas foram 

marcadas posteriormente com anticorpo anti-Ā-actina murino (IgG) (Sigma-Aldrich- 

1:30.000) e anticorpo (IgG) secundário anti-IgG murino (Sigma-Aldrich- 1:10.000) 

seguindo as mesmas etapas de lavagem e revelação em câmara escura.  

Os filmes foram escaneados e as bandas foram quantificadas por densitometria pelo 

software ImageJ (ImageJ, U. S., National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, 

USA, v 1.8.0 4.1). A porcentagem de clivagem foi calculada de acordo com a 

quantidade de HK clivado em relação à quantidade total de HK de cada amostra. A 

ligação de HK na superfície celular foi calculada pela relação HK total/Ā-actina de cada 

amostra.  

 

4.8. Avaliação da expressão e do bloqueio de fosfatidilserina por citometria de 

fluxo 

HBMECs foram plaqueadas (3x105/poço em 1,5 mL de DMEM de alta glicose 

contendo 10% de SFB) em placas de 6 poços (CellStar) e incubadas overnight para 

adesão celular. Então, as células foram infectadas com MOI 1 de DENV-2 por 48 horas 

ou tratadas com 1 µM de estaurosporina (STS- Sigma-Aldrich) por 24 horas. As células 

foram tripsinizadas, centrifugadas, ressuspendidas em binding buffer 1X marcadas com 

Anexina V conjugada com FITC (BD Pharmingen™ FITC Annexin V Apoptosis 

Detection Kit II) por 20 minutos em temperatura ambiente. Nas condições de bloqueio, 
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as células foram previamente incubadas com Anexina V não marcada nas mesmas 

condições. Então, as células foram analisadas por citometria de fluxo utilizando 

FACScalibur para confirmar a exposição da fosfatidilserina ou o seu bloqueio. Os dados 

obtidos no FACsCalibur foram analisados utilizando o software FlowJo (v.10.7.1; 

Becton Dickson Immunocytometry System; LCC, Ashland, USA). 

 

4.9. Avaliação da ativação do KKS em HBMECs apoptóticas após bloqueio de 

fosfatidilserina com Anexina V  

HBMECs foram plaqueadas (5 x 104 células/poço) em 500 �L de 

DMEM de alta glicose contendo 10% de SFB em placas de 24 poços (Cellstar) 

e incubadas overnight para adesão. Após tratamento com 1 µM de STS por 

24hrs, as HBMECs foram incubadas com 5 µg de Anexina V não marcada por 

20 minutos com agitação da placa a cada 5 minutos em temperatura ambiente. 

Após isso, as HBMECs foram lavadas com PBS 1x e tratadas com as proenzimas 

purificadas do KKS como descrito no tópico 4.6.2. As células foram coletadas 

da mesma forma em RIPA com IP e o perfil de clivagem do HK foi analisado 

por WB. 

 

4.10. Ensaio de Transwell 

HBMECs foram cultivadas no inserto transwell (Corning Costar, ME, USA; 

membrana com poros de 0,4 µm) na concentração de 5x104 células por inserto em meio 

DMEM com 10% de SFB. Um inserto foi mantido sem células para ser utilizado como 

<branco=. A resistência elgtrica transendotelial (TEER) foi acompanhada diariamente 

com um voltímetro (Millicell ERS-2) até aproximadamente 72 horas após o 

plaqueamento, até as células atingirem a confluência desejada (100 �/cm2). Então, as 

células foram infectadas ou não com MOI de 1 ou 0,1 de DENV-2 cepa 16.681 ou 

tratadas com diferentes concentrações de BK (Sigma-Aldrich). O TEER foi medido por 

diferentes períodos de tempo. A concentração de 1 µM de BK foi utilizada para observar 

a abertura da barreira endotelial. Para calcular o valor do TEER de cada condição, a 

resistência obtida no pogo <branco= foi subtraída do TEER obtido nas outras condições, 

a fim de desconsiderar a resistência apenas da membrana, e foi calculada em �/cm2 

como descrito por Srinivasan e colaboradores (2016). A porcentagem de TEER (% 

TEER) foi calculada em relação ao maior valor atingido em cada condição.  
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4.11. Análise estatística 

A análise dos dados foi feita no software GraphPad Prism (GraphPad Software 

v.8.4.0, San Diego, CA, EUA) e a análise estatística entre as condições foi realizada 

utilizando teste t ou two-way ANOVA (valores de p<0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos), como será indicado nas legendas das figuras. 

 

5. RESULTADOS 

5.1. A infecção de HBMECs com DENV induz a ativação do KKS na presença 

de plasma humano 

Dados anteriores do grupo evidenciaram a ativação do KKS, com clivagem de 

FXII e HK, nos plasmas de pacientes infectados com dengue (Coelho et al., 2021). 

Sendo assim, nosso primeiro objetivo foi a caracterização de um modelo celular que 

estaria potencialmente envolvido com a ativação do KKS e a suposta geração de BK 

durante a infecção pelo DENV. Portanto, avaliamos a possibilidade de células 

endoteliais estarem envolvidas neste processo, utilizando como modelo HBMECs. 

Para responder isso, testamos se HBMECs infectadas por DENV seriam capazes 

de reter na sua superfície mais HK derivado de plasma humano e se essa interação 

poderia levar a ativação do mesmo, evidenciada por sua clivagem, o que sugere 

liberação de BK. Como controle positivo de ativação do plasma, utilizamos dextran 

sulfato (DXS). As figuras 7A e B demonstram o perfil de HK plasmático de diferentes 

doadores analisado por western blotting, na ausência ou presença de DXS. Em seguida, 

HBMECs foram tratadas com mock ou infectadas com DENV-2 (MOI=1) por 48h. As 

células foram então lavadas e tratadas por 1 hora a 4°C com plasma humano (PN) obtido 

dos doadores saudáveis A, B e C. Os mesmos plasmas inativados por calor (iPN) ou 

SFB foram utilizados como controles negativos da reação. Após a incubação, as células 

foram lavadas, os lisados celulares foram coletados e a expressão de HK foi avaliada 

por western blotting (Figura 7C-E). No experimento realizado utilizando o plasma do 

doador A, nas HBMECs infectadas e incubadas com PN foi possível ver consumo total 

do HK íntegro (~120 KDa), o qual foi convertido no fragmento de ~56 KDa, indicando 

sua clivagem e sugerindo liberação de bradicinina (Figura 7C). Como esperado, a 

incubação dessas células com SFB ou plasma inativado não levou à clivagem total de 

HK. Análises da ativação utilizando plasmas de outros doadores revelaram um certo 

grau de variabilidade entre os experimentos. A incubação de HBMECs infectadas com 

DENV com plasma B não levou a ativação da via (Figura 7D), enquanto a incubação 
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com plasma C levou a uma ativação parcial, com maior retenção de HK e maior taxa de 

clivagem em relação às células cultivadas com mock ou incubadas com plasma 

inativado (Figura 7E). As figuras 7F e G indicam as médias de retenção e clivagem de 

HK dos experimentos com plasmas de diferentes doadores indicados por cor.  

Em conjunto, esses achados sugerem que HBMECs ativam o KKS, no entanto, 

plasmas de doadores diferentes estão sujeitos a variáveis intrínsecas a cada indivíduo, 

tais como reguladores fisiológicos do sistema e ativação in vivo prévia aos estímulos, o 

que pode dificultar a visualização da ativação ocorrida in vitro e requer um número 

maior de doadores a fim de confirmar a hipótese. 
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Figura 7: A infecção de células da microvasculatura cerebral humana (HBMECs) pelo DENV induz a 
ativação do KKS na presença de plasma humano. HBMECs foram infectadas com DENV com multiplicidade 
de infecção (MOI) = 1 e, em 48 horas após a infecção (h.p.i.), incubadas com plasma dos doadores saudáveis A, 
B e C por 1 hora a 4°C. Então, as células foram lavadas e coletadas em RIPA para análise por western blotting. A 
análise estatística foi realizada utilizando teste t. (A, B) Controle da clivagem do plasma de diferentes doadores na 
presença e ausência de 20 nM de dextran sulfato. N= 4. (C-E) Western blotting do perfil de clivagem e retenção 
de HK por HBMECs sob diferentes estímulos e na presença do plasma de diferentes doadores. (F) Quantificação 
da reteng愃̀o de HK pelas HBMECs, calculada atravgs da normalizag愃̀o de HK total pela β-actina de cada amostra. 
(G) Porcentagem de clivagem de HK calculada em relação ao HK total. Cada cor representa um experimento com 
plasma de um doador. Doador A- rosa; doador B- verde; doador C- roxo.  
 

5.2. A infecção de HBMECs com DENV induz a ativação do KKS na presença 

de fatores purificados do sistema 

Diante da variabilidade nos ensaios utilizando plasmas, repetimos os 

experimentos utilizando apenas os fatores purificados da via (HK, PK e FXII). Para isso, 

os fatores foram diluídos em tampão HEPES Tyrode gelatina (HTG), o qual contém 



25 
 

todos os cofatores necessários para que ocorra a ligação e clivagem do HK (Hasan, 

Zisman & Schmaier et al., 1998; Zhao et al., 2001).   

Antes de utilizar as proenzimas para investigar a ativação do KKS nas HBMECs 

infectadas, testamos diferentes condições de incubação dessas proteínas a fim de definir 

a condição que permitisse o menor índice de clivagem basal do HK nos nossos 

controles, devido à ausência de inibidores fisiológicos do sistema. Primeiro, testamos 

se os componentes do tampão HTG poderiam gerar a clivagem do HK por si só, tendo 

em mente a presença de diversos sais e íons em sua composição que poderiam 

influenciar na ativação da via (revisado por Long et al., 2016). Os fatores do KKS foram 

incubados por 1 hora a 37°C em tampão HTG ou em PBS, seguido de análise do HK 

por WB. Vimos que, por mais que o tampão facilite a ativação, a incubação das 

proenzimas na ausência do tampão não impediu o consumo do HK íntegro (120 KDa) 

na presença de PK. Além disso, o tampão se mostrou importante para possibilitar a 

ativação do sistema na presença de caolina, nosso controle positivo de ativação (Figura 

8A e B). 

Em seguida, nos perguntamos se a diminuição da temperatura de incubação dos 

fatores de 37°C para 4°C geraria uma condição subótima de ativação. Assim, nosso 

objetivo era gerar uma menor ativação basal da via para facilitar a visualização da 

ativação induzida pela infecção das HBMECs posteriormente. Os fatores do sistema 

foram incubados por 1 hora a 4°C em tampão HTG, seguido da análise do perfil de 

clivagem do HK por WB. Porém, observamos um padrão de clivagem muito semelhante 

ao anteriormente descrito (Figura 8C).  
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Figura 8: Controles da ativação do KKS na presença de fatores purificados do sistema em fase fluida. (A e 
B) HK, PK e FXII foram incubados em diferentes combinações diluídos em tampão HEPES Tyrode gelatina 
(HTG) ou em PBS, por 1 hora a 37°C. (C) HK, PK e FXII foram incubados em diferentes combinações diluídos 
em tampão HTG por 1 hora a 4°C.  
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Em seguida, testamos se a ativação do sistema estava sendo otimizada pelo 

excesso de HK disponível, por se tratar de uma ativação em fase fluida. Assim, 

incubamos as HBMECs com HK por 1 hora a 4°C em tampão HTG, retiramos o 

sobrenadante e realizamos duas lavagens nas células, a fim de retirar o HK não aderido 

às células. Foi feita uma segunda incubação nas mesmas condições com PK, com ou 

sem FXII. As células foram lavadas, e o lisado foi coletado para análise da expressão 

de HK por WB. Observamos que, por mais que o HK íntegro fosse consumido na 

presença de PK, bandas menores aparecem mediante ativação (Figura 9A). Também 

nos perguntamos se a diminuição do tempo de incubação de PK e FXII para 30 e 10 

minutos diminuiria a clivagem basal de HK. Porém, os menores tempos de incubação 

não impediram o consumo do HK 120 KDa na presença de PK (Figura 9B).   
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Figura 9: Controles da ativação do KKS na presença de fatores purificados do sistema na superfície 

celular. (A) As HBMECs foram incubadas com HK por 1 hora a 4°C, seguido de 2 lavagens e adição de 

PK e FXII por mais 1hr. (B) As HBMECs foram incubadas com HK por 1 hora a 4°C, seguido de 2 

lavagens e adição de PK e FXII por 10 ou 30 minutos. Os fatores foram diluídos em tampão HTG em 

ambos experimentos. 
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A partir desses dados, chegamos à conclusão de que a incubação dos fatores por 

1 hora a 4°C seria a melhor condição para avaliar o efeito da infecção das HBMECs 

pelo DENV na ativação da via, mesmo que ainda ocorra certa clivagem mediada apenas 

pela presença de PK nos controles. As HBMECs foram infectadas com MOI 1 de DENV 

por 48h e então, foram incubadas com HK por 1 hora a 4°C, seguido de 2 lavagens. Em 

seguida, adicionamos PK, com ou sem FXII, e incubamos por mais 1 hora a 4°C. As 

células foram lavadas, e o seu lisado foi coletado para análise da expressão de HK por 

WB. Como controles negativos, as células foram cultivadas com mock ou DENV 

inativado (iDENV); e como controle positivo, foi adicionada a caolina na cultura. 

Observamos que, nas células infectadas pelo DENV e posteriormente incubadas com os 

3 fatores da via, ocorreu consumo tanto da forma íntegra quanto clivada do HK, 

sugerindo a sua degradação sucessiva, formando fragmentos de tamanho insuficiente 

para serem retidos durante o SDS-PAGE (Figura 10A e B). O mesmo padrão de 

clivagem foi observado na presença da caolina. É possível notar que o consumo de HK 

não ocorreu na presença de apenas HK e PK, indicando que o mecanismo de disparo do 

sistema neste caso seria dependente de FXII (Figura 10A e B). O HK total em cada 

condição foi quantificado e está representado na figura 10C. Sendo assim, nossos dados 

sugerem que a infecção das HBMECs pelo DENV é capaz de levar à ativação do KKS 

tanto na presença de plasma, quanto dos fatores purificados da via. 

Vale notar que na figura 10A algum nível de clivagem foi observado mesmo nas 

condições controle, o que poderia ser facilitado pela adição de Zn2+
 em todas as 

condições, já que o Zn2+ já foi descrito como um facilitador da ativação do sistema, 

sendo um cofator essencial para estabilização e retenção das proenzimas na superfície 

celular (Bernardo, Olson & Shore, 1993; revisado por Vu, Fredenburgh & Weitz, 2013). 

Portanto, nos perguntamos se a realização dos ensaios na ausência de Zn2+, gerando uma 

condição subótima de ativação, permitiria a detecção de uma diferença maior nos níveis 

de ativação pelas células infectadas em relação aos controles. Embora ainda tenha sido 

observada alguma clivagem nos controles (o que é esperado devido à ausência de 

reguladores fisiológicos nesse sistema), as diferenças entre as células infectadas e não 

infectadas foi mais clara na ausência de Zn2+ (Figura 10B).  
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Figura 10: A infecção de HBMECs com DENV induz a ativação do KKS na presença de fatores purificados 
do sistema. HBMECs foram infectadas com DENV (MOI= 1) e, em 48 h.p.i., foi adicionado HK, seguido de PK 
com ou sem FXII, diluídos em tampão HTG. Após as incubações, as células foram lavadas e coletadas em RIPA 
para análise por western blotting. (A-B) Western blotting representativo do perfil de clivagem e retenção de HK 
pelas HBMECs sob diferentes estímulos e na presença ou na ausência de Zn2+. (C) Porcentagem de HK total, 
normalizado pela β-actina de cada amostra, relativo ao mock. Quantificação referente às condições na ausência de 
Zn2+ (B). Figura representativa de 2 experimentos independentes.  
 

5.3. A exposição de fosfatidilserina em HBMECs apoptóticas pode levar à 
ativação do KKS 
Sabe-se que o HK é capaz de se ligar à fosfatidilserina expressa por células 

apoptóticas, o que resulta na sua clivagem em fragmentos menores e bradicinina (Yang 

et al., 2014). Assim, hipotetizamos que a retenção e clivagem aumentada de HK vista 

nas HBMECs infectadas poderia ser pela indução de apoptose nessas células, decorrente 

da infecção. Dessa forma, a retenção de HK na superfície celular pela sua adesão à 

fosfatidilserina geraria uma plataforma para a clivagem desse fator e geração de BK. 
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Como prova de conceito, primeiramente realizamos ensaios com o indutor de 

apoptose estaurosporina e os fatores do KKS. Para isso, primeiramente testamos o 

bloqueio de fosfatidilserina utilizando Anexina V não marcada. HBMECs foram 

incubadas com 1 µM de estaurosporina (STS) por 24 horas, a fim de induzir a exposição 

da fosfatidilserina na membrana celular. As células foram, então, incubadas com 10µg 

de Anexina V não marcada em binding buffer por 20 minutos em temperatura ambiente, 

para em seguida serem incubadas da mesma forma com Anexina V-FITC. As células 

foram analisadas por citometria de fluxo e o bloqueio se mostrou eficiente (Figura 11). 

 

 
Figura 11: Anexina V é eficaz em bloquear a fosfatidilserina induzida pelo tratamento com estaurosporina 
(STS). As HBMECs foram tratadas por 24 horas com 1 µM de STS para indução de apoptose e incubadas ou não 
por 20 minutos com Anexina V. Em seguida, as células foram marcadas com Anexina V-FITC e analisadas por 
citometria de fluxo para avaliação da exposição e do bloqueio de fosfatidilserina. Média de FL1 está representada 
na figura.  

 

Sendo assim, utilizamos o mesmo método de bloqueio da fosfatidilserina, 

previamente à incubação das HBMECs com as proenzimas purificadas da via. Pela 

análise por WB, foi visto que o tratamento com a STS foi capaz de levar à degradação 

de HK íntegro retido na superfície celular, o que não foi visto na ausência do tratamento 

com STS ou na presença da anexina V. Além disso, a clivagem de HK vista aqui foi 

dependente de FXII, assim como visto por nós nas HBMECs infectadas (Figura 10). 

Esse resultado indica que a exposição de fosfatidilserina pode ser um mecanismo pelo 

qual células infectadas apoptóticas podem levar à ativação do KKS (Figura 12A e B).  
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Figura 12: A exposição de fosfatidilserina por HBMECs apoptóticas é capaz de levar à ativação do KKS. 
As HBMECs foram tratadas por 24 horas com 1 µM de STS para indução de apoptose e incubadas ou não por 20 
minutos com Anexina V. Em seguida, as células foram incubadas com HK, PK e/ou FXII e posteriormente lavadas 
e coletadas em RIPA para análise por WB. (A) Western blotting do perfil de clivagem de HK retido nas HBMECs 
(B) Porcentagem de HK íntegro (120 kDa), calculada em relação ao HK total. A análise estatística foi realizada 
utilizando teste t. Valores de p estão representados na figura. N=1. Experimento realizado em duplicata.  
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5.4. HBMECs apresentam fosfatidilserina de membrana exposta em 48 h.p.i.   

Em seguida, decidimos explorar se a exposição de fosfatidilserina poderia ser o 
mecanismo por trás da ativação do KKS em HBMECs infectadas com DENV no 
momento de 48 h.p.i., observada por nós nos primeiros experimentos. Como indicativo 
disso, analisamos a exposição de fosfatidilserina por HBMECs nesse momento da 
infecção. As células foram infectadas com MOI de 1 ou tratadas com mock e incubadas 
ou não com anexina V recombinante não marcada. Em seguida, marcamos todas as 
células com anexina V conjugada com FITC e observamos através de citometria de 
fluxo que HBMECs, em 48 h.p.i, de fato apresentam mais fosfatidilserina exposta do 
que células tratadas com mock. Além disso, o bloqueio de fosfatidilserina com anexina 
V não marcada em células infectadas se mostrou eficiente (Figura 13). Portanto, para 
confirmar a hipótese, planejamos infectar as células e, em 48 h.p.i., tratá-las com 
anexina V previamente à adição de HK, PK e FXII. Dessa forma, esperamos que ocorra 
a diminuição da ligação e clivagem de HK na superfície celular após o bloqueio de 
fosfatidilserina. Além disso, inibidores de apoptose ainda serão adicionados aos 
experimentos para confirmação dos dados. 

 

 
Figura 13: HBMECs infectadas com DENV apresentam fosfatidilserina exposta em 48 h.p.i., a qual pode 
ser bloqueada com Anexina V. HBMECs foram infectadas com DENV (MOI=1) ou tratadas com mock e, em 
48 h.p.i., foram incubadas ou não com 10 µg de anexina V recombinante por 20 minutos. Em seguida, todas as 
células foram incubadas com anexina V conjugada com FITC e a exposição de fosfatidilserina foi analisada por 
citometria de fluxo. N= 1.  
 

5.5. A infecção de HBMECs com DENV leva à reversão da abertura da barreira 

endotelial mediada por BK 

A BK é um indutor clássico de NO, sendo um dos mecanismos pelo qual esse 

peptídeo induz aumento da permeabilidade vascular ao sinalizar por B2R (Palmer, 

Ferrige & Moncada, 1987; Kuhr et al., 2010). No entanto, em um estudo previamente 

publicado, vimos que a adição de BK em HBMECs infectadas com DENV leva à 
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diminuição da produção intracelular de NO, o que foi revertido pela adição de HOE-

140 na cultura. Por outro lado, também demonstramos que HBMECs infectadas pelo 

DENV superexpressam B2R (Coelho et al., 2021). Dessa forma, nos perguntamos como 

essas células infectadas respondem à BK no contexto da permeabilidade vascular. 

Inicialmente, acompanhamos o efeito de diferentes concentrações de BK e de diferentes 

MOIs de infecção sobre a permeabilidade das HBMECs, individualmente, 

acompanhando a resistência elétrica transendotelial (TEER) de culturas estimuladas ao 

longo do tempo (Figura 14A, B). Nós observamos que ambas as concentrações de BK 

testadas (1µM e 100 nM) levaram à redução da resistência a partir de 4 horas de 

tratamento, indicando abertura da barreira endotelial, a qual se manteve estável até 72 

horas de tratamento (Figura 14A). Ao testarmos diferentes MOIs de DENV, 

observamos que os MOIs de 1 e 0,1 levaram ao decaimento do TEER apenas a partir de 

48 h.p.i (Figura 14B).  
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Figura 14: Curva temporal de resistência elétrica transendotelial (TEER) em células tratadas com BK ou 
infectadas com DENV. HBMECs foram plaqueadas em insertos transwell e tratadas com BK ou infectadas com 
DENV e TEER foi medida nos tempos indicados. (A) Curva temporal de TEER em HBMECs estimuladas com 
diferentes concentrações de BK em diferentes tempos. (B) Curva temporal de TEER em HBMECs infectadas com 
diferentes MOIs de DENV. STS foi utilizada como controle positivo de indução de permeabilidade. N= 1. 
Experimento realizado em monoplicata, com 3 medições de TEER em cada ponto temporal.  A análise estatística 
foi realizada utilizando two-way ANOVA. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 
*p<0,05 **p<0,01, ***p<0,001.  
 

Diante dos dados preliminares indicando que a infecção com DENV induzia 

aumento de expressão de B2R, tornando as células mais responsivas a BK, em seguida, 

avaliamos se a adição de BK sobre HBMECs previamente infectadas potencializaria seu 

efeito sobre a permeabilidade endotelial. Nesse ensaio, HBMECs infectadas com MOI 

de 1 de DENV apresentaram perda de TEER apenas em 72 h.p.i. (Figura 15A). O 

tratamento das células com 10nM de BK levou à abertura da barreira endotelial a partir 

de 4 horas (Figura 15B), enquanto que o tratamento com 100nM de BK reduziu o TEER 

a partir de 6 horas, com pico em 24 horas (Figura 15C). De forma interessante, células 
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infectadas e tratadas com BK 10 ou 100 nM não apresentaram redução significativa do 

TEER até 72 h.p.i., em período mais tardio do que aquele induzido por BK ou DENV 

individualmente (Figura 15B e C). Esses dados sugerem que a infecção por DENV 

protege as células da permeabilidade induzida por BK, possivelmente devido à menor 

produção de NO e retardo da apoptose após tratamento com BK em HBMECs infectadas 

(Coelho et al., 2021).  
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Figura 15: Curva temporal de porcentagem TEER (% TEER) em HBMECs infectadas e/ou estimuladas 
com 10 nM ou 100 nM de BK. (A) HBMECs foram tratadas com mock ou infectadas com MOI de 1 e o TEER 
foi acompanhado nos tempos indicados. (B e C) HBMECs foram infectadas com MOI 1 e tratadas ou não com 10 
ou 100 nM de BK, e o TEER foi acompanhado nos tempos indicados. A % TEER foi calculada em relação ao 
maior valor de TEER obtido em cada condição. Gráficos representam N=2 experimentos independentes, realizados 
em monoplicata, com 3 medições de TEER em cada ponto temporal. A análise estatística foi realizada utilizando 
two-way ANOVA. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. *p<0,05 **p<0,01, 
***p<0,001.  
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6. Discussão 
Disfunções coagulativas são desencadeadas por infecções virais de diferentes etiologias, 

desde viroses hemorrágicas, como a dengue, até viroses respiratórias, como a COVID-19, 
associada à ocorrência de eventos trombogênicos (Ackermann et al., 2020; Wichmann et 

al., 2020). Sendo assim, a relação entre sistemas de coagulação e infecções virais vem sendo 
cada vez mais discutida. Portanto, o estudo do sistema calicreína-cinina pode ser uma 
ferramenta para entender melhor a relação entre alterações na hemostasia e o combate a 
infecções, tendo em vista a sua íntima relação tanto com a coagulação sanguínea quanto 
com a inflamação (revisado por Maas & Renné, 2018). 

Estudos sobre o papel da ativação do KKS em infecções virais ainda são insipientes, 
porém existem relatos de ativação desse sistema ou de modulação da expressão de 
receptores de BK durante infecções por diferentes vírus, como hantavírus, DENV, SINV e 
Sars-CoV-2. (Rust et al., 2012; Taylor et al., 2013; Coelho et al., 2021; Martens et al., 
2021). Taylor e colaboradores demonstraram que a clivagem de HK ocorre na superfície de 
células endoteliais (HUVECs) infectadas com hantavirus, de forma semelhante ao que 
observamos na superfície de HBMECs infectadas com DENV (Taylor et al., 2013). Os 
autores ainda demonstraram que essa clivagem está associada à maior geração de 
bradicinina e que a adição de HK, PK e FXII purificados em culturas infectadas promove o 
aumento da permeabilidade das células endoteliais, o que é revertido na presença de 
inibidores de FXII e PKa e de HOE-140, antagonista de B2R. Dessa forma, imaginamos 
que a ativação do KKS vista nesse presente estudo também pode estar associada à 
permeabilidade vascular observada na dengue. Para explorar isso, experimentos de 
transwell são uma ferramenta útil para observar se células infectadas com DENV e na 
presença dos fatores do KKS apresentam maior permeabilidade do que aquela causada 
apenas pelo DENV. Dessa forma, ainda é possível adicionar o antagonista de B2R na 
cultura, HOE-140, e confirmar o papel de BK na indução de permeabilidade. Além disso, a 
quantificação de BK nos sobrenadantes das culturas em que observamos a clivagem de HK 
também seria valiosa para confirmar a geração desse peptídeo.  

Já demonstramos em um estudo previamente publicado que FXII e HK se encontram 
majoritariamente clivados no plasma de pacientes com dengue em diferentes fases da 
doença (Coelho et al., 2021). Porém, agora observamos que as células endoteliais podem 
desempenhar um papel para que isso ocorra. Vimos que utilizando plasma ou proenzimas 
purificadas como fonte dos fatores do KKS, as células endoteliais infectadas pelo DENV 
induzem a ativação do sistema, evidenciada pela clivagem de HK e suposta liberação de 
BK. De forma esperada, utilizando o plasma humano, obtivemos alguma variação entre 
experimentos, considerando a individualidade de cada sistema biológico. Entretanto, ainda 
observamos que utilizando plasma de 2 dos 3 doadores, a clivagem de HK ocorreu de forma 
mais visível nas condições de células infectadas, por mais que ainda seja possível observar 
alguma clivagem nos controles. Confirmando esse resultado, observamos em 2 
experimentos independentes utilizando fatores purificados do KKS, o maior consumo de 
HK retido na superfície de células infectadas. Porém, a clivagem de HK nesse sistema se 
mostrou diferente, sem os reguladores fisiológicos do KKS naturalmente presentes no 
plasma humano, como C1Inh. Trabalhos estudando a proteólise de HK mostram que a sua 
clivagem pela PKa resulta na liberação de um HK composto por duas cadeias, uma cadeia 
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leve e uma pesada, além da bradicinina. Enquanto o HK íntegro possui peso molecular de 
aproximadamente 120 KDa, cada cadeia liberada após clivagem apresenta 
aproximadamente 62 KDa, a cadeia leve podendo ainda ser degradada até fragmentos 
menores de aproximadamente 56 KDa (Schiffman, Mannhalter & Tyner, 1979; Reddigari 
& Kaplan, 1988). Isso está de acordo com o padrão de clivagem que observamos em nossos 
testes de incubação das proenzimas purificadas, nos quais observamos que a adição de PK 
no sistema gerava o consumo da banda de ~120 KDa e aparecimento do HK de ~62 KDa, 
enquanto a adição de FXII no sistema potencializava a reação com o aparecimento do HK 
~56 KDa em fase fluida. Essas reações foram favorecidas quando as proenzimas foram 
incubadas em tampão HEPES Tyrode gelatina, de forma que o tampão se mostrou 
necessário para a atividade de FXII, já que na sua ausência não observamos a geração de 
HK 56 KDa em nenhuma condição. Além disso, a falta dos componentes do tampão também 
impediu a ativação do sistema pela caolina, um silicato ativador de FXII. Por outro lado, 
vimos que a temperatura de incubação não influenciou na proteólise de HK, que manteve o 
mesmo padrão em 37°C ou 4°C. Na superfície celular, esses dados se mostraram 
consistentes e a clivagem de HK na presença de PK e FXII manteve o mesmo padrão. 
Também vale notar que o tamanho de 56 KDa não é o menor fragmento que foi detectado 
em nossos experimentos, podendo ainda haver a sua clivagem sucessiva em tamanhos 
menores na superfície celular. Isso pode explicar por que na presença do nosso controle 
positivo de ativação, caolina, observamos o consumo do HK 62 KDa sem a presença de 
bandas de menor peso molecular. Com forte estímulo ativador, a clivagem sucessiva do HK 
pode formar fragmentos ainda menores, provavelmente não retidos pelo nosso gel, assim 
como visto por nós com o HK retido em HBMECs infectadas com DENV. Ao comparar 
nossos dados com outros dados utilizando esse mesmo sistema de proenzimas purificadas 
na literatura, outros grupos também observaram a ativação do sistema com padrão 
semelhante de clivagem de HK (Zhao et al., 2001; Taylor et al., 2013). 

Diversas moléculas aniônicas já foram descritas como possíveis ativadores do KKS in 

vivo, algumas derivadas da ativação de células do sistema imunitário, evidenciando a 
relação desse sistema com os mecanismos de defesa inatos. Heparina secretada por 
mastócitos ativados e DNA de redes extracelulares liberadas por neutrófilos (NETs) são 
exemplos de moléculas negativamente carregadas que podem levar à ativação de FXII 
(revisado por Björkqvist et al., 2014). Em células endoteliais, os mecanismos de ativação 
de FXII são melhor descritos no contexto de iniciação da coagulação. Por exemplo, a 
exposição de colágeno e laminina da matriz subendotelial, graças à lesão e morte celular, é 
capaz de ativar FXII, o que é importante para disparo de via intrínseca de coagulação. 
Porém, no contexto de infecção, poucos estudos exploram os mecanismos de ativação do 
FXII e do KKS. No entanto, um estudo feito por Yang e colaboradores mostrou que o HK 
é capaz de se ligar à fosfatidilserina de células apoptóticas e a incubação dessas células com 
plasma é suficiente para levar à produção de BK. Assim, eles sugerem que a membrana de 
células apoptóticas é uma superfície de ativação do KKS no plasma (Yang et al., 2015). 
Trabalhos in vitro e análises de tecidos post mortem já mostraram que a infecção pelo 
DENV é capaz de induzir apoptose em suas células alvo, incluindo células endoteliais 
(Avirutnan et al., 1998; Limonta et al., 2007). Sendo assim, hipotetizamos que a infecção 
de HBMECs com DENV induz apoptose, com consequente exposição de fosfatidilserina, a 
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qual serve como plataforma para a adesão de HK na superfície celular e facilitando clivagem 
por PKa. Observamos que, de fato, a infecção de HBMECs pelo DENV induz apoptose, e 
no momento da infecção em que observamos a ativação do KKS, essas células possuem 
fosfatidilserina exposta em sua membrana. Também observamos nos experimentos de 
ativação do sistema, com plasma do doador C, que as HBMECs infectadas apresentaram 
maior retenção de HK em sua superfície, o que poderia ser proporcionado pela sua ligação 
com a fosfatidilserina. Sendo assim, até aqui nossos dados sugerem que a infecção das 
células endoteliais induz apoptose, com exposição de fosfatidilserina, a qual é capaz de 
levar à ativação do KKS. Para confirmar esse mecanismo, ainda é necessário realizar 
ensaios para observar se a retenção de HK e a ativação do KKS em HBMECs infectadas é 
dependente de fosfatidilserina. Para isso, é possível bloquear a fosfatidilserina com anexina 
V após a infecção e analisar a ligação e clivagem de HK na superfície celular. Ensaios 
adicionando inibidores de apoptose às células infectadas também serão valiosos para 
determinar se, de fato, a indução de apoptose é essencial para a ativação de KKS. Além 
disso, ainda pretendemos adicionar apenas HK purificado após a incubação com anexina V 
em HBMECs infectadas, a fim de avaliar se a retenção de HK é facilitada pela 
fosfatidilserina.  

A ação da BK na indução de permeabilidade através da sinalização de seus receptores é 
bem descrita (Regoli et al., 1989). Sendo assim, nos perguntamos como a BK gerada após 
a ativação do KKS em células endoteliais infectadas agiria no próprio endotélio. Em artigo 
prévio do nosso grupo, vimos que a infecção de HBMECs com DENV leva à 
superexpressão de receptores B2, tornando-as mais responsivas à BK (Coelho et al., 2021). 
Dessa forma, nossa primeira hipótese era que sinalização por BK no endotélio seria 
amplificada em células infectadas, potencializando a permeabilidade celular mediada por 
esse peptídeo. Curiosamente, descobrimos que HBMECs infectadas e tratadas com BK 
apresentam menor permeabilidade do que as células apenas infectadas ou tratadas. No 
estudo anterior, havíamos demonstrado que HBMECs infectadas e tratadas com BK 
produzem menos NO do que células apenas infectadas ou tratadas separadamente, assim 
como a morte celular é retardada, favorecendo a produção de novas partículas virais, de 
forma B2R-dependente (Coelho et al., 2021). Uma vez que a infecção pelo DENV leva à 
produção de NO e causa morte celular, e que esses eventos podem estar contribuindo para 
a perda de integridade e abertura da monocamada, é possível que o retardo na indução de 
permeabilidade em células infectadas e tratadas com BK se deva à modulação da geração 
de NO e inibição da viabilidade celular observados anteriormente. Essa hipótese pode ser 
testada utilizando fármacos inibidores da via de produção de óxido nítrico, como o inibidor 
da óxido nítrico sintase L-NMMA, e doadores de NO, como SNAP. O efeito da BK sobre 
a permeabilidade de células endoteliais podem ainda ser confirmados in vivo, tendo em vista 
que já observamos que o tratamento com HOE-140 reduz a carga viral no cérebro em um 
modelo de neuroinfecção de camundongos Balb/c com DENV (Coelho et al., 2021). Assim, 
é possível utilizar o mesmo modelo de infecção e tratamento com HOE-140 para observar 
o efeito do bloqueio de B2R na permeabilidade da barreira hematoencefálica. A integridade 
da barreira pode ser medida através da administração intravenosa de marcadores 
fluorescentes, seguido da análise da presença da molécula no tecido cerebral.  
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Em conjunto, os dados sugerem que a infecção de células endoteliais por DENV ativa 
KKS e que a BK gerada por essa ativação parece ter um duplo papel na patogênese da 
infecção, potencializando a replicação viral, mas protegendo as células da morte celular e 
aumento de permeabilidade. Embora estudos mecanísticos in vitro e ensaios in vivo ainda 
sejam necessários, as evidências trazidas neste trabalho contribuem para o entendimento do 
papel de vias hemostáticas na patogênese de infecções virais, apontando o sistema 
calicreína-cinina como uma resposta inata a patógenos. 

 
7. Conclusões 

7.1. A infecção de HBMECs pelo vírus da dengue é capaz de levar à clivagem de 
cininogênio retido na superfície celular, de forma dependente de fator XII, 
indicando ativação do sistema calicreína-cinina e potencial liberação de 
bradicinina. 
 

7.2. A exposição de fosfatidilserina por HBMECs apoptóticas é capaz de levar à 
ativação do sistema calicreína-cinina, de forma semelhante ao observado na 
superfície de células infectadas. 

 
7.3. HBMECs infectadas com DENV apresentam fosfatidilserina exposta em sua 

membrana no pico da replicação viral e esse pode ser o mecanismo pelo qual a 
ativação do sistema ocorre nesse contexto.  

 
7.4.  A infecção de HBMECs com DENV protege as células da indução de 

permeabilidade por BK, por mecanismos que podem depender de regulação da 
morte celular e da produção de NO.  
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