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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Análise de Viremia e da Ultraestrutura de Órgãos de Camundongos BALB/c 

Infectados com Linhagens do Vírus Dengue Tipo 2 (DENV-2). 

RESUMO 

 
DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Fernanda Cunha Jácome 

O DENV-2 foi introduzido no Brasil em 1990, quando os primeiros casos de Febre 

Hemorrágica do Dengue (FHD) e de Síndrome do Choque por Dengue (SCD) foram 

reportados. Em 2007 este sorotipo reemergiu, causando em 2008 a maior epidemia 

registrada no país até então. Estudos filogénéticos realizados com cepas de DENV-2 

que circularam em 2007-2008 demonstram que os vírus reemergentes pertencem ao 

mesmo genótipo que os vírus inicialmente introduzidos no país, contudo, eles 

agrupam-se formando uma Linhagem distinta. O DENV-2, frequentemente associado 

com casos de FHD/SCD, tem sido o sorotipo tradicionalmente mais estudado devido 

a sua associação com grandes epidemias e com manifestações clínicas mais 

graves. Entretanto, estudos sobre a viremia induzida por Linhagens distintas de um 

mesmo genótipo do sorotipo 2 e sua associação com a gravidade da doença até o 

momento não haviam sido realizados. Ademais, um dos maiores desafios no que diz 

respeito ao estudo da patogênese do DENV e ao desenvolvimento de fármacos e 

vacinas contra a dengue é a ausência de um modelo animal que reproduza a 

doença tal qual esta ocorre em casos humanos, sendo o estabelecimento de 

modelos animais para estudos de infecção e doença causada pelos DENV de 

grande relevância para as diversas áreas de pesquisa em dengue. Diante deste 

cenário, este estudo teve como objetivo principal analisar as alterações morfológicas 

e a viremia da infecção de duas Linhagens distintas de DENV-2 epidêmicas, isoladas 

de pacientes e não neuroadaptadas em camundongos BALB/c. Os resultados 

demonstram a susceptibilidade do camundongo BALB/c às duas Linhagens do 

DENV-2 e a capacidade dos vírus se multiplicarem em diferentes órgãos, incluindo 

coração, pulmão, cérebro e baço. As alterações morfológicas induzidas pelas duas 

Linhagens são semelhantes bem como às alterações observadas em casos 

humanos de dengue e que a Linhagem I induz, em média, uma viremia mais elevada 

em todos os tipos de órgão testados. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Análise de Viremia e da Ultraestrutura de Órgãos de Camundongos BALB/c 

Infectados com Linhagens do Vírus Dengue Tipo 2 (DENV-2). 

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Fernanda Cunha Jácome 

DENV-2 was introduced in Brazil in 1990, when the first cases of Dengue 

Hemorrhagic Fever (DHF) and Dengue Shock Syndrome (DSS) were reported. In 

2007 this serotype re-emerged, causing in 2008 the largest epidemic registered in 

the country until then. Phylogenetic studies with DENV-2 strains that circulated in 

2007-2008 showed that although the re-emerging viruses belong to the same 

genotype as the first viruses introduced in the country, they grouped as a distinct 

lineage. DENV-2 that is often associated with DHF/DSS cases, has been traditionally 

the most studied serotype because of its association with major epidemics and more 

severe clinical manifestations. However, studies on viremia induced by different 

lineages of the same genotype and its association with the disease severity have not 

yet been performed. Moreover, a major challenge regarding the study of the 

pathogenesis of DENV and the development of drugs and vaccines against dengue 

is the lack of an animal model which reproduces this disease as it occurs in human 

cases, thus, the development of animal models for studies of infection and disease 

caused by DENV is of great relevance to the various areas ofdengue research. On 

that scenario, this study aims to analyze morphological alterations and viremia of 

infection of two different lineages of epidemic DENV-2, isolated from patients and 

nonneuroadapted, in BALB/c mice. The results demonstrate the susceptibility of 

BALB/c mouse to the two lineages of DENV-2 and the ability of the virus to replicate 

in different organs, including heart, lung, brain and splen. Morphological changes 

induced by both DENV-2 lineages are similar to the changes observed in dengue 

human cases and Lineage I induces, on average, higher viremia in all tested organs 

types.  
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1 INTRODUÇÃO 

A dengue é a arbovirose de maior importância no mundo e classificada pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS) como a doença viral transmitida por vetores 

com a propagação mais rápida, possuindo enorme potencial de causar grandes 

epidemias por todo o mundo (WHO, 2013). 

Estimativas recentes sugerem que 390 milhões de pessoas são infectadas 

(Bhatt et al., 2013), com 500 mil episódios de dengue grave e mais de 20 mil mortes 

relacionadas com a doença (Murray et al., 2013), sendo que aproximadamente 2,5 

bilhões de pessoas vivem em países endêmicos, nas regiões tropicais e 

subtropicais do mundo (WHO, 2013).  

1.1 O agente etiológico 

Os DENV são arbovírus pertencentes ao gênero Flavivirus, da família 

Flaviviridae. Apresentam 4 sorotipos infectantes: DENV-1, -2, -3 e -4 e são mantidos 

na natureza por um ciclo de transmissão envolvendo hospedeiros vertebrados e 

mosquitos hematófagos do gênero Aedes, sendo o homem, o único hospedeiro 

capaz de desenvolver as formas clínicas da infecção (Gubler et al., 2002). Em 2013, 

um quinto sorotipo (DENV-5) foi sugerido durante a investigação de um caso 

ocorrido em 2007 em Sarawak na Malásia, a partir do soro de um fazenderio de 37 

anos (Normile et al., 2013). Estudos filogenéticos e de neutralização indicam a 

existência do novo sorotipo e, esta nova descoberta, poderá implicar no controle da 

doença e no desenvolvimento de vacinas (Mustafa et al., 2015). 

A infecção por um dos sorotipos garante imunidade duradoura a este sorotipo 

e imunidade transiente aos outros sorotipos. Os vírus são envelopados, esféricos, 

possuem nucleocapsídeo de simetria icosaédrica e medem cerca de 50 nanômetros 

de diâmetro (Figura 1a). Seu é genoma é de RNA de fita simples de polaridade 

positiva com aproximadamente 11.000 pares de bases (Wengler et al., 1978) que 

codificam uma poliproteína precursora contendo 3 proteínas estruturais, E 

(envelope), prM (precursora da membrana) e C (capsídeo), constituintes da partícula 

viral madura e 7 proteínas não estruturais (NS): NS1, NS2A NS2B, NS3, NS4A, 

NS4B e NS5, que são expressas nas células infectadas (figura 1b) (Rice et al., 1985; 

Lindenbach et al., 2001). 
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) 

 

Figura 1. Partícula (a) e genoma (b) do DENV: proteína precursora da proteína de membrana (prM); 
proteína de membrana (M); proteína do envelope (E); proteína do capsídeo (C); proteínas não estruturais 
1-5 (NS1-5); regiôes não traduzidas (UTR). Modifico de Rosa Maria Del Angel, 2013.  

 

1.2 Diversidade genética dos vírus dengue 

A variabilidade genética dos DENV pode ser atribuída à falta de um 

mecanismo de correção da RNA polimerase viral que acredita-se ser capaz de 

produzir uma mutação por rodada de replicação do genoma (Steinhauer et al., 1992; 

Drake et al., 1993). Dados filogenéticos e de epidemiologia molecular subdividem os 

DENV em diferentes genótipos, os quais são geralmente associados a diferentes 

áreas geográficas (Chen et al., 2011). 

Diferenças entre cepas de DENV foram detectadas pela primeira vez através 

de estudos sorológicos utilizando anticorpos produzidos através da inoculação do 

vírus em animais de laboratório (Sabin et al., 1952). Já as primeiras evidências 

genéticas de diferenças entre cepas dentro de um mesmo sorotipo vieram com a 

utilização do método de RNA fingerprinting. As cepas eram agrupadas em topotipos 

e observou-se que cepas isoladas na mesma região geográfica compartilhavam 

mais semelhanças do que cepas isoladas em outras áreas (Vezza et al., 1980; Repik 

et al., 1983). 

Atualmente, o sequenciamento de ácidos nucleicos permite o agrupamento 

destes vírus em grupos geneticamente distintos (genótipos) dentro dos 4 sorotipos. 

Genótipos são definidos como clusters de DENV com diferenças de sequências 

menores que 6% dentro de uma dada região do genoma (Rico-Rese et al., 1990). 
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Baseados no sequenciamento completo do gene E, Weaver e Vasilakis 

(2009) propõem a divisão do DENV-1 em 5 genótipos, DENV-2 em 6 genótipos, do 

DENV-3 em 5 genótipos e do DENV-4 em 4 genótipos (Tabela 1).  

 

Tabela 1: Classificação genotípica baseada na análise filogenética do sequenciamento do gene que 
codifica para a proteína E 

Sorotipo Genótipo Distribuição geográfica 

DENV-1 

I Sudeste Asiático, China, Leste da África 

II Tailândia (1950-1960) 

III Malásia (cepas selvagens) 

IV Ilhas do Oeste do Pacífico e Austrália 

V Américas, Oeste Africano, Ásia 

DENV-2 

Asiático I Malásia e Tailândia 

Asiático II 
Vietnã, da China, Taiwan, Sri Lanka e 

Filipinas 

Cosmopolita 
Austrália, Leste e Oeste Africano, Ilhas dos 
oceanos Pacífico e Índico, Subcontinente 

Indiano e Oriente Médio 

Americano 
América Latina, Caribe (1950-1960), 

Subcontinente Indiano e Ilhas do Pacífico 
Sudeste 

Asiático/Americano 
Tailândia, Vietnã, Américas (últimos 20 anos) 

Selvagem Oeste Africano e Sudeste Asiático 

DENV-3 

I 
Indonésia, Malásia, Filipinas e Sul da Ilhas do 

Pacífico 
II Tailândia, Vietnã e Bangladesh 

III 
Sri Lanka, India, África, Samoa, Tailândia 

(1962) 

IV 
Porto Rico, Américas Latina e Central, Taiti 

(1965) 

V 
Filipinas (1956), Japão (1973), China (1980) 

América do Sul (2002-2004) 

DENV-4 

I 
Tailândia, Filipinas, Sri Lanka e Japão 

(provenientes do Sudeste Asiático) 

II Indonésia, Malásia, Taiti, Caribe e Américas 

III Tailândia (cepas recentes) 

IV Malásia (cepas selvagens) 
De acordo com Weaver e Vasilakis (2009). 
 

 

No Brasil atualmente circula o genótipo Américas/África ou genótipo V de 

DENV-1, porém três linhagens distintas dentro deste genótipo foram descritas (dos 

Santos et al., 2011). Para o DENV-2, foi descrita a existência de duas linhagens do 

genótipo do Sudeste Asiático/Americano de DENV-2 (Faria et al., 2013) e de quatro 

linhagens do genótipo do Subcontinente Indiano ou genótipo III para os DENV-3 

(Araújo et al., 2009). Para o DENV-4 foi descrita a existência de dois genótipos (I e 

II) no país (Nunes et al., 2012; Figueiredo et al., 2013). 
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1.3 Replicação dos vírus dengue 

A infecção pelo DENV começa quando o mosquito vetor faz o seu repasto 

sanguíneo e o vírus é introduzido no hospedeiro. A partícula viral infecta uma célula 

permissiva através da ligação da proteína E a receptores celulares. Vários 

receptores já foram identificados. Dentre estes, o sulfato de heparina (Chen et al., 

1997), heat shock protein (Hsp) 70, Hsp 90 (Reyes-Del Valle et al., 2005), 

GRP78/Bip (Jindadamrongwech et al., 2004), 37-kDa/67-kDa (Thepparit et al., 2004) 

e DC-SIGN (Lozach et al., 2005). Após a ligação desta proteína a um receptor, a 

partícula viral entra na célula através de um processo de endocitose. A acidificação 

do endossoma faz com que a membrana do envelope viral e a membrana do 

endossoma fusionem-se permitindo a entrada do nucleocapsídeo e a liberação do 

genoma para o citoplasma (Clyde et al., 2006; Perera et al., 2008), (Figura 2). 

O domínio NS5-Pol da proteína NS5 é responsável pela replicação e tradução 

do genoma viral. Inicialmente, o RNA viral (vRNA) serve de RNA mensageiro para a 

tradução de uma poliproteína formada por três proteínas estruturais (C, prM e E) e 

cinco proteínas não estruturais (NS1 - NS5). Esta poliproteína é direcionada ao 

retículo endoplasmático (RE) onde é clivada pela proteína NS3 juntamente com seu 

co-fator NS2B. O vírus, então, sintetiza uma fita negativa de RNA que vai servir de 

molde para a produção do genoma viral (Clyde et al., 2006; Perera et al., 2008; 

Potisopon et al., 2014), (Figura 2). 

O RNA recém-sintetizado é empacotado pela proteína C para formar o 

nucleocapsídeo. No RE, partículas imaturas de DENV apresentam heterodímeros 

das proteínas prM e E. Ao migrar pela rede trans-Golgi, a acidificação do pH induz 

uma modificação conformacional da partícula e uma protease celular, furina, cliva a 

proteína prM para gerar partículas virais maduras onde a proteína E forma 

homodímeros. O produto da clivagem da prM pela furina fica associado aos vírions 

até que estes sejam liberados para o meio extracelular através do processo de 

exocitose (Perera et al., 2008; Yu et al., 2008), (Figura 2). 

 



22 

 

Figura 2: Esquema da replicação dos vírus dengue: adsorção da partícula viral à 

membrana celular (1); vesícula endocítica (2); formação e acidificação do endossoma e 

fusão das membranas vesicular e viral (3); reciclagem de receptores celulares (4); liberação 

do RNA viral (5); ligação do RNA viral às subunidades do ribossomo (6); tradução do RNA 

viral para a formação da poliproteina do DENV (7); clivagem da poliproteína do DENV no 

retículo endoplasmático (8); síntese da fita negativa do RNA viral (9); replicação do RNA 

viral (10); montagem do capsídeo (11); fomação do envoltório viral junto à membrana do 

retículo endoplasmático (12); migração da partícula viral imatura para o complexo de Golgi 

(13); maturação da partícula viral no complexo de Golgi (14); partícula viral madura (15); 

saída do vírion por exocitose (16). Fonte: Oliveira, 2004. 

 

1.4 Células alvo das infecções pelo vírus dengue 

Estudos em pele humana mostraram que as primeiras células a serem 

infectadas pelos DENV são as células de Langerhans e células dendríticas da pele 

(Wu et al., 2000, Marovich et al., 2001). 

Os vírus podem infectar diversos tipos celulares em diferentes tecidos e 

órgãos. Estudos realizados em autópsias e biópsias de pacientes demonstraram 

presença de RNA e antígeno viral em monócitos e linfócitos circulantes, células 

linfóides, macrófagos do baço, bem como no fígado, pulmão, baço, cérebro, rim, 
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medula óssea e coração (Jessie et al., 2004; Araújo et al., 2009; Lima et al., 2011). 

Ensaios de imunomarcação e hibridização in situ identificaram o antígeno viral ou a 

fita positiva do RNA em células endoteliais no fígado, pulmão e baço (Jessie et al., 

2004; Balsitis et al., 2009; Póvoa et al., 2014). 

Linfócitos humanos infectados por DENV-2 após três dias de cultivo são 

capazes de replicar o vírus (Theofilopoulos et al., 1976). Em amostras de sangue 

periférico de pacientes na fase aguda da infecção, o vírus pôde ser recuperado 

principalmente de linfócitos B, mas também em monócitos, células “natural killer” e 

linfócitos T (King et al., 1999).  

O genoma viral já foi detectado em plaquetas isoladas de pacientes durante a 

fase aguda da infecção e partículas semelhantes aos DENV foram identificadas em 

plaquetas através de microscopia eletrônica de transmissão (Noisakran et al., 2009). 

Os DENV replicam no citoplasma das células dos vertebrados após um 

período de latência de 12 a 16 horas. A replicação viral ocorre no local da inoculação 

provalmente nas células retículo-endoteliais, células de Langerhans ou nos 

fibroblastos que se encarregam de levar o vírus até os linfonodos regionais, 

favorecendo sua disseminação no sangue, preferencialmente nos monócitos 

(Rothman et al., 1999). Os DENV entram na célula por ligação específica da 

proteína E com receptores celulares, incluindo DC-SIGN (ICAM-3) (Lozach et al., 

2005) e receptores de manose, incluindo os monócitos, macrófagos e células 

dendríticas (Miller et al., 2008), seguido do processo de endocitose (Chambers et al., 

1990). 

1.5 Manifestações clínicas e classificação dos casos de dengue 

A dengue é uma doença febril aguda causada por qualquer um dos quatro 

sorotipos virais (Edelman & Hombach, 2008), que pode causar manifestações 

clínicas semelhantes (Rothman e Ennis, 1999), porém podem variar em intensidade 

de acordo com as características do hospedeiro e do vírus. O período de incubação 

pode variar de 3 a 15 dias, mas, em média, de 4 a 7 dias, após o qual a doença 

poderá se apresentar sob diferentes formas clínicas de acordo com a OMS: 

assintomática, indiferenciada, DC e FHD.  

 No DC a febre é geralmente de início súbito e dura em média de 2 a 7 dias. 

Os sintomas ainda podem incluir cefaléia, dor retro-orbital, sintomas 

gastrointestinais, mialgia, artralgia e rash (Souza et al., 2008). Sintomas como 
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anorexia, náuseas, vômito e diarréia podem ser observados por 2 a 6 dias. Alguns 

pacientes podem evoluir para formas graves da doença e passam a apresentar 

sinais de alerta, principalmente no período de defervescência, que precede as 

manifestações hemorrágicas graves. As manifestações hemorrágicas, apesar de 

leves na DC podem ocorrer em alguns indivíduos, sendo mais comuns petéquias, 

equimoses, epistaxe, hemorragia gengival e metrorragias, surgindo no final do 

período febril (Cunha & Nogueira, 2005). A forma clássica é auto limitada e 

geralmente resulta em uma completa recuperação (Nishiura & Halstead, 2007). 

 A forma mais grave do dengue, segundo a classificação utilizada pela OMS 

(1997), é a FHD/Síndrome do Choque por dengue (SCD), que possui 4 graus de 

gravidade e ocorre com maior freqüência nas infecções secundárias. É definida 

pelos seguintes critérios: febre, tendências hemorrágicas, trombocitopenia e 

extravasamento de plasma. Os Graus I e II são considerados os Graus mais 

brandos da FHD, enquanto os Graus III e IV representam a evolução da doença 

para o estágio de choque. Esta é uma classificação dinâmica e pode mudar 

rapidamente de acordo com a evolução e o estágio em que o paciente se encontra 

(Sá & Zagne, 2008).  

1.5.1 Revisão da classificação das infecções por dengue 

A Organização Mundial da Saúde propôs uma nova classificação dos casos 

de dengue, a partir da iniciativa intitulada Dengue Control (DENCO) que possui o 

objetivo de orientar médicos na identificação precoce de casos graves (OMS, 2009). 

Observações preliminares do DENCO confirmaram que utilizando um conjunto de 

parâmetros clínicos e/ou laboratoriais, é possível a distinção entre pacientes 

apresentando dengue grave ou não (OMS, 2009), (Figura 3). 
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Figura 3: Classificação de dengue de acordo com a Organização Mundial de Saúde (Adaptado de OMS, 
2009). 

 

Desde o estabelecimento da classificação de casos em dengue e 

dengue grave, tem sido possível identificar a gravidade dos casos em tempo 

real para tomada de decisões, medir e comparar a mortalidade e morbidade 

em países e globalmente bem como para disparar planos de contigência 

precocemente. Tais analálises baseam-se no número e gravidade de casos 

reportados (Horstick et al., 2015). 

1.6 Epidemiologia 

1.6.1 Dengue no mundo 

Os primeiros relatos de uma doença semelhante à dengue podem ser 

encontrados em enciclopédias médicas chinesas datadas da dinastia Chin (265 a 

420) e da dinastia Sung (992) (Gubler et al., 2006). Entretanto, as primeiras 

epidemias de dengue ocorreram entre 1779 e 1780 simultaneamente na Ásia, África 

e América do Norte. Nesta época, a dengue era considerada uma doença benigna e 

não-fatal contraída por visitantes dos trópicos e os longos intervalos entre grandes 

epidemias se justificavam pelo fato de que vírus e mosquitos apenas circulavam 

entre populações através de viagens marítimas (Gubler et al., 1995). 

Uma epidemia global de dengue começou no sudoeste asiático após a 

Segunda Guerra Mundial (Halstead et al., 1992) e em 1975, casos de FHD 
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tornaram-se a principal causa de hospitalizações e morte entre crianças nesta área 

(Gubler et al., 1995). A dengue foi reintroduzida no Pacífico no início dos anos 1970 

e epidemias causadas pelos 4 sorotipos já foram reportadas. Na África, o número de 

epidemias tem crescido significativamente desde a década de 1980, sendo a região 

leste da África a área onde há maior ocorrência da doença (Gubler et al., 1995). 

Nas Américas uma campanha objetivando o controle da febre amarela 

liderada pela Organização Pan-americana de Saúde erradicou o mosquito Ae. 

Aegypti durante as décadas de 1950 e 1960. Durante esse período, epidemias de 

dengue ocorriam esporadicamente em ilhas do Caribe. Com a descontinuação do 

programa de erradicação do mosquito, os DENV voltaram a circular em países do 

continente americano. Em 1970, o DENV-2 estava presente nas Américas e o 

DENV-3 apresentava uma distribuição focal na Colômbia e em Porto Rico. O DENV-

1 foi introduzido em 1977 causando epidemias na Jamaica, em Cuba, em Porto Rico 

e na Venezuela. Mais tarde, atingiu outros países caribenhos além de México, 

América Central e o norte da América do Sul. Em 1981, além da introdução do 

DENV-4 no leste Ilhas do Caribe, um novo genótipo de DENV-2 proveniente do 

sudoeste asiático causou a primeira grande epidemia de FHD em Cuba. Este 

genótipo espalhou-se rapidamente e em 1995, 14 países do continente americano já 

havia reportado casos confirmados de FHD (Guzman et al., 2003). 

Nas últimas décadas, a incidência de dengue tem crescido dramaticamente 

no mundo, com mudanças no perfil epidemiológico (Wilson & Chen, 2015). Com 

mais de um terço da população mundial vivendo em áreas de risco de infecção, o 

DENV é a principal causa de doenças e mortes nas regiões tropicais e subtropicais 

do planeta. Antes da década de 1970 apenas 9 países registravam epidemias 

graves. Hoje, contudo, a doença é endêmica em mais de 100 países da África, 

Américas, Sudoeste Asiático e regiões oeste do Pacífico (OMS, 2014).  

As áreas mais afetadas são as Américas, o sudoeste asiático e as regiões 

oeste do Pacífico, onde em 2010, mais de 2,3 milhões de casos foram notificados. 

Em 2013, o número de casos reportados somente na Américas foi de 2,35 milhões. 

Entretanto, com o crescente número de casos, a dengue tem espalhado-se por 

novas áreas e atualmente existe na Europa a ameaça de possíveis surtos. Em 2010 

foram reportados casos autóctones na França e Croácia. Em 2012, um surto na Ilha 

da Madeira, em Portugal, resultou em mais de 2000 casos, além de casos 

importados em outros 10 países europeus. Em 2013 foram notificados casos na 
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Flórida, Estados Unidos e Yunnan, na China. Já em 2014, número crescente de 

casos de DENV-3 tem afetado países das Ilhas do Pacífico (OMS, 2014). 

A figura 5 mostra a atual distribuição global do risco de infecção pelos DENV 

(Guzmán & Harris, 2014). 

 

Figura 4: Distribuição global do risco de infecção por DENV (Modificado de Guzman & Harris, 
2014). 

1.6.2 Dengue no Brasil 

A primeira epidemia, documentada clínica e laboratorialmente, ocorreu no 

início da década de 1980 na cidade de Boa Vista, Roraima, causada pelos sorotipos 

1 e 4 (DENV-1 e DENV-4), com sete mil casos notificados, porém a transmissão 

permaneceu restrita à cidade (Osanai et al., 1983).  

No entanto, em 1986, o DENV-1 foi isolado em Nova Iguaçu, no estado do 

Rio de Janeiro, RJ (Schatzmayr et al., 1986). O intenso fluxo de pessoas e a 

proximidade aos grandes centros urbanos facilitaram a rápida dispersão do vírus, 

causando uma epidemia explosiva com 92 mil casos reportados (Nogueira et al., 

1999).  

Em 1990, um novo surto ocorreu na Região Metropolitana do RJ, na cidade 

de Niterói, onde o DENV-2 foi isolado pela primeira vez no Brasil. Após a sua 

introdução a situação do dengue no país se agravou, sendo notificados os primeiros 

casos de FHD/SCD (Nogueira et al., 1990, 1991, 1993). 

A circulação do DENV-3 foi identificada em 2000, no município de Nova 

Iguaçu, RJ (Nogueira et al., 2002). Em 2002, esse sorotipo foi responsável pela 

maior e mais grave epidemia do país que registrou 771.551 casos (Nogueira et al., 

2005), correspondendo a 80% dos casos ocorridos nas Américas. 
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Os anos de 2004 e 2005 foram considerados como interepidêmicos (Araújo et 

al 2006). Em 2007, observou-se a reemergência do DENV-2, e a este sorotipo foi 

atribuída à ocorrência de uma grave epidemia no ano de 2008, com um total de 

259.392 casos no estado do RJ (SVS, 2009) e um novo perfil epidemiológico, com a 

ocorrência de casos graves em crianças (Teixeira et al., 2009; Cavalcanti et al., 

2011). Em 2009, o DENV-1 substituiu o DENV-2 como sorotipo predominante no 

país, ocasionando uma grande epidemia, com mais de 1 milhão de casos no ano de 

2010 (SVS, 2010). 

Em julho de 2010, no estado de Roraima, o DENV-4 reemergiu cerca de 30 

anos após a sua primeira detecção no país (Temporão et al., 2011). Em 2011 e 2012 

o DENV-4 se tornou o sorotipo predominante e, em 2013, foram registrados 

1.476.917 casos de dengue, 6.566 casos graves e 573 óbitos. Em 2014 foram 

registrados no país 572.308 casos da doença, 673 casos de dengue grave e 400 

óbitos (SVS, 2013, 2014). 

1.7 Histopatologia e patogenia das infecções por dengue 

Estudos de casos fatais de dengue têm demonstrado o envolvimento do 

fígado como um dos órgãos alvo na infecção pelos DENV (Basílio-de-Oliveira et al., 

2005; Trung et al., 2010). Análises histopatológicas do fígado de pacientes 

revelaram necrose de hepatócitos, focos de hemorragia e edema, infiltrado 

mononuclear no espaço periportal e vacuoalização do citoplasma. Análises 

ultraestruturais revelaram inclusões lipídicas nos hepatócitos e aumento de 

mitocôndrias, sugerindo processo apoptótico. Partículas semelhantes aos DENV 

(PSD) foram observadas no citoplasma de hepatócitos (Limonta et al., 2012; Póvoa 

et al., 2014). Acúmulo de lipídios próximo ao núcleo (microesteatose) e 

macroesteatose na periferia das células são alterações observadas (Basílio-de-

Oliveira et al., 2005; Kularatne et al., 2014; Póvoa et al., 2014). 

A alteração da função hepática mais comumente reportada é a elevação dos 

níveis de alanina aminotranferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) que 

são observadas já nos primeiros dias do quadro febril e atingindo seu pico no 

período de convalescência (Kuo et al., 1992; Nguyen et al., 1997; Larreal et al., 

2005; Trung et al., 2010). Níveis anormais de bilirrubina, fosfatase alcalina e gama 

glutamil transpeptidase também foram observados (Kuo et al., 1992). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nguyen%20TL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9272578
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kuo%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1355950
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Dentre os pacientes que apresentam comprometimento cardíaco, a miocardite 

é a condição mais encontrada (Satarasinghe et al., 2007; Lee et al., 2008; Salgado 

et al., 2010; Weerakoon et al., 2011), porém manifestações cardíacas associadas 

aos DENV não são comumente observadas (Gulati et al., 2007). Quadros de arritmia 

ventricular e atrial, bradicardia e taquicardia sinusal, hipocinesia, choque 

cardiogênico, efusão pericardiaca, falência cardíaca e até infarto do miocárdio já 

foram associados a casos graves (Obeyesekere et al., 1973; Lee et al., 2008; 

Salgado et al., 2010). 

Estudos histopatológicos de amostras de coração provenientes de casos 

fatais evidenciam edema intersticial com infiltrado inflamatório (miocardite) difuso 

formado principalmente por células mononucleadas e fibroblastos. Degradação das 

fibras cardíacas e do núcleo já foram reportados. Análises em microscópio eletrônico 

de transmissão (MET) demostraram processo apoptótico sinalizado por alteração de 

mitocôndrias (Lee et al., 2008; Weerakoon et al., 2011; Póvoa et al., 2014). 

O genoma e antígeno NS1 dos DENV já foram detectados em amostras de 

coração (Araújo et al., 2009; Lima et al., 2011) e a presença da fita negativa do RNA 

viral nas células endoteliais, mioblastos, células intersticiais do miocárdio e 

macrófagos, indicam a infecção do coração pelos DENV (Salgado et al, 2010; Póvoa 

et al., 2014). 

Análises histopatológicas de necropsias de pulmão de pacientes revelaram 

espessamento de septo interalveolar, infiltrado inflamatório mononuclear (pneumonia 

intersticial), hiperplasia de macrófagos alveolares, edema intersticial, focos de 

hemorragia e congestão alveolar difusa. Megacariócitos e fragmentos celulares 

semelhantes a plaquetas foram vistos no espaço alveolar (Basílio-de-Oliveira et al., 

2005; Póvoa et al., 2014). PSD foram observadas em células endoteliais (CE) e em 

macrófagos alveolares através de análise em MET (Limonta et al., 2012; Póvoa et 

al., 2014). 

O antígeno viral já foi detectado, através da técnica de imuno-histoquímica, 

em macrófagos alveolares, em pneumócitos tipo II, no endotélio vascular pulmonar e 

em monócitos circulando nos vasos sanguíneos do pulmão (Miagostovich et al., 

1997; Jessie et al., 2004; Araújo et al., 2009) e a fita negativa do RNA viral nestas 

células indica a replicação viral (Póvoa et al., 2014). 

A infecção pelos DENV pode também apresentar manifestações neurológicas 

que variam desde sintomas não específicos a convulsões, meningite e, mais 
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raramente, a síndrome de Guillian-Barré (Lum et al., 1996; Salomon et al., 2000; 

Cam et al., 2001; Malik et al., 2014).  

Em exames de tomografia computadorizada e ressonância magnética, edema 

cerebral, lesões focais espalhadas, hematoma subdural e cerebelar e hemorragia 

intracraniana são observados (Salomon et al., 2000; Cam et al., 2001; Misra et al., 

2006; Bhoi et al., 2014). Pleiocitose também já foi observada no líquido 

cefalorraquidiano (Misra et al., 2006; Bhoi et al., 2014). Tais manifestações podem 

ocorrer como resultado de hemorragia intracraniana, edema ou hipoperfusão 

cerebral, falência renal ou hepática ou distúrbios eletrolíticos (Varatharaj et al., 

2010).  

Estudos ultraestruturais revelaram PSD no retículo endoplasmático de 

neuroglias e no espaço intersticial entre dois neurônios (Limonta et al., 2012).  

1.8 Modelos experimentais para o estudo de infecção pelos vírus dengue 

O maior desafio para estudos da imunopatogênese dos DENV em humanos e 

para o desenvolvimento de vacinas e fármacos é a falta de um modelo experimental 

que desenvolva doença com aspectos semelhantes aos observados em casos 

humanos. 

Uma das maiores dificuldades no que se refere ao desenvolvimento de um 

modelo animal adequado é a baixa replicação quando camundongos 

imunocompetentes são inoculados a patir de isolados clínicos e a ausência de sinais 

clínicos da doença em primatas não humanos (PNH) (Zompi et al., 2012). 

Entretanto, vários modelos já foram propostos e têm sido de grande importância 

para a elucidação de vários aspectos da patogênese dos DENV. 

 

1.8.1 Primatas não humanos (PNH) 

Os PNH são naturalmente infectados pelos DENV e mantém o ciclo de 

transmissão selvagem (Gubler et al., 1998). Os quatro sorotipos do DENV são 

capazes de infectar e replicar em PNH produzindo viremia e anticorpos 

neutralizantes (AN). Apesar de tal modelo não apresentar sinais clínicos ele tem sido 

utilizado para a investigação da resposta imunológica e para testes de 

imunogenicidade e eficácia de vacinas candidatas antes que estas entrem em fase 

de testes clínicos (Zompi et al., 2012; Sariol et al., 2014; Zellweger et al., 2014). 
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1.8.2 Modelos murinos 

O desenvolvimento de um modelo murino tem sido desafiador, já que isolados 

clínicos, além de não causarem patologia, apresentam baixa ou nenhuma replicação 

em camundongos imunocompetentes (Zompi et al., 2012; Zellwegwer et al., 2014). A 

maioria dos modelos propostos utilizam camundongos humanizados ou 

imunodeficientes, utilizam vias invasivas de inoculação (Faugout et al., 1990; Reut et 

al., 1996) ou amostras de vírus adaptados (Johnson et al, 1999; Gonçalves et al, 

2012). 

 

1.8.3 Modelos humanizados 

Animais transplantados com tecidos ou que expressam genes humanos são 

ferramentas importantes nos estudos da patogênese da dengue (Legrand et al, 

2009).  

Há na literatura descrição de diversos modelos humanizados capazes de 

desenvolver sinais clínicos compatíveis com a dengue. Camundongos com 

imunodeficiência combinada severa (SCID), transplantados com diferentes células 

de linhagens humanas apresentaram febre, exantema e eritema, trombocitopenia e 

até mesmo hemorragia branda no fígado (Na et al, 1999; Bente et al, 2005; Kuruvilla 

et al, 2007; Mota et al, 2011; Cox et al, 2012) quando infectados pelos DENV por 

vias diferentes. Viremia também foi observada em muitos destes modelos (An et al, 

1999; Lin et al, 1998; Kuruvilla et al, 2007; Cox et al, 2012; Frias-Staheli et al, 2014) 

O aumento dos níveis de citocinas foi verificado em camundongos BLT (do 

inglês bone marrow, thymus, liver) (Frias-Staheli et al, 2014) e em camundongos 

transplantados com células tronco do sangue de cordão umbilical humano (Mota et 

al, 2001). Mais especificamente, interferon (IFN) gama, interleucina (IL) 2 e fator de 

necrose tumoral (TNF) alfa foram produzidas por linfócitos T humanos em 

camundongos SCID, diabéticos não obesos (NOD) transplantados com células 

tronco hematopoéticas (Jaiswal et al, 2009). Este mesmo modelo ao ser infectado 

através da picada de mosquito foi capaz de produzir TNF-α, IL-4 e IL-10 (Cox et al, 

2012). Além disso, os anticorpos detectados no soro destes camundongos 

humanizados infectados foram capazes de neutralizar o DENV (Kuruvilla et al, 2007; 

Jaiswal et al, 2009, 2012). 
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1.8.4 Modelos imunodeficientes / interferon-deficientes 

Replicação robusta de DENV é observada em camundongos interferon-

deficientes que não apresentam receptores para IFN α e β e IFN ƴ (AG129). Quando 

infectados com vírus adaptados, apresentam sinais neurológicos como paralisia, 

cegueira, permeabilidade vascular aumentada, níveis significantes de TNFα no soro 

e morte (Johnson et al, 1999; Shresta et al, 2006; Prestwood et al, 2008). 

AG129 infectados com uma dose alta de DENV não adaptado apresentaram 

manifestações graves de DENV. Extravasamento severo de plasma levando a 

hemorragia, comprometimento de órgãos, hipercitocinemia e morte durante o pico 

da viremia foram observados neste modelo. Camundongos infectados com doses 

baixas da mesma cepa, no entanto, mostraram disseminação assintomática do 

DENV com replicação do vírus no cérebro, baço e fígado. Aumento de 

permeabilidade vascular também foi notado, contudo, não houve sinais de 

hemorragia (Tan et al, 2010).  

Para estudos de amplificação de resposta imune dependente de anticorpos 

(ADE), camundongos AG129 são inoculados com doses subneutralizantes de 

anticorpos anti-DENV antes da infecção pelo vírus. Este modelo apresenta sinais de 

DG tais como permeabilidade vascular, elevados níveis de citocinas no soro, 

trombocitopenia, hematócrito elevado e hemorragia gastrointestinal. O antígeno ou 

genoma viral pode ser detectado em diferentes órgãos, como fígado, intestinos 

delgado e grosso, estômago, rim e cérebro (Balsitis et al, 2010; Zellweger et al, 

2010). 

 

1.8.5 Modelos imunocompetentes 

A infecção de uma célula pelos DENV induz a produção de IFN α/β, que, ao 

ser receptado pela célula infectada ou por células vizinhas, inicia uma cascata de 

sinalização com objetivo de ativar a transcrição de genes codificantes para proteínas 

com atividade anti-DENV. O vírus codifica vários antagonistas de IFN capazes de 

bloquear sua produção ou a capacidade da célula infectada de sinalização através 

de receptores de IFN. A proteína NS5 do DENV é capaz de ligar-se à STAT2, uma 

proteína envolvida na transdução de sinalvia IFNR, e mediar a degradação da 
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mesma em humanos, mas não em camundongos, o que torna a replicação viral 

menos eficiente nestes animais (Ashour et al, 2010; Morrison et al, 2014).  

No entanto, camundongos imunocompetentes infectados com DENV são 

capazes de produzir viremia (Paes et al, 2005; Barth et al, 2006; Costa et al, 2006; 

Yamanaka et al, 2009; Gonçalves et al, 2012). Infecção pela via intracraniana ou 

com vírus neuroadaptados ou adaptados em linhagens de células de camundongos 

podem causar manifestações neurológicas como encefalite, paralisia e morte 

(Falgout et al, 1990; Raut et al, 1996; Atrasheuskaya et al, 2003). Dentre os sinais 

clínicos apresentados por modelos imunocompetentes estão: trombocitopenia, 

hematócrito elevado, extravasamento de plasma, hemorragia e choque 

(Atrasheuskaya et al, 2003; Shresta et al, 2004; Chen et al, 2007). Aumento dos 

níveis de diferentes citocinas no soro e produção de AN já foram relatados 

(Atrasheuskaya et al, 2003; Shresta et al, 2004; Chen et al, 2007; Gonçalves et al, 

2012). Envolvimento hepático também é observado: camundongos BALB/c e 

C57BL/6 têm seus níveis de enzimas hepáticas elevados quando infectados pelo 

DENV (Chen et al, 2004, Paes et al, 2009). 

As alterações histopatológicas encontradas no fígado são: macro e 

microesteatose, infiltrado inflamatório mononuclear, vacuoalização do citoplasma, 

edema intracelular, capilar sinusoide parcialmente colapsado, edema intersticial e 

intracelular, hemorragia e necrose (Chen et al, 2004; Paes et al, 2005, 2009; 

Gonçalves et al, 2012). Hemorragia no baço (Gonçalves et al, 2012). No pulmão, 

alterações incluem edema e pneumonia intersticial mononuclear, hiperplasia do 

epitélio bronquiolar, espessamento de septo interalveolar, células inflamatórias e 

debris nucleares nos alvéolos (Atrasheuskaya et al, 2003; Barth et al, 2006; Barreto 

et al 2009). Edema perivascular discreto também foi observado no cérebro 

(Atrasheuskaya et al, 2003). 

 

1.8.6 Camundongos BALB/c 

Estudos realizados com camundongos BALB/c infectados experimentalmente 

com DENV pela via intravenosa (IV) demonstraram que este modelo é capaz de 

produzir viremia entre o 2º e o 11º dia pós-infecção (p.i.), atingindo o pico no 7o dia 

(Paes et al, 2005; Barth et al, 2006). Poucos sinais clínicos de DEN podem ser 

observados, dentre estes trombocitopenia, alteração da função hepática e sinais 

neurológicos como a paralisia e até morte. Estes camundongos são capazes de 
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expressar uma resposta imunológica contra DENV produzindo citocinas e AN 

(Atrasheuskaya et al, 2003). 

Em cortes histológicos de pulmão de camundongos BALB/c infectados com 

DENV pode-se observar espessamento de septo interalveolar, congestão vascular, 

macrófagos alveolares, células inflamatórias, debris nucleares e eritrócitos no 

espaço alveolar, plaquetas e células inflamatórias mono e polimorfonucleadas 

circulando em capilares, pequenos focos de hemorragia e edema, hiperplasia do 

epitélio bronquiolar. Partículas semelhantes ao DENV foram observadas em 

macrófagos alveolares (Atrasheuskaya et al, 2003; Barth et al, 2006; Barreto et al 

2007, 2009).  

Estudos histopatológicos e ultraestruturais de fígado revelam vacuoalização 

do citoplasma, edema intercelular e intersticial, infiltrado inflamatório mononuclear, 

capilares sinusóide parcialmente colapsados e vasos sanguíneos dilatados, 

esteatose, eritrócitos internalizados por hepatócitos, hemorragia e necrose 

(Atrasheuskaya et al, 2003; Paes et al, 2009). No cérebro, nota-se edema 

perivascular discreto quando a infecção é feita por DENV neuroadaptado 

(Atrasheuskaya et al, 2003). 

A análise ultraestrutural de tecido cardíaco revelou infiltrado inflamatório, 

células cardíacas com citoplasma rarefeito, CEs apresentando prolongamentos de 

membrana citoplasmática, presença de células inflamatórias mononucleadas e 

plaquetas no interstício e circulando no capilar e desorganização das fibras 

cardíacas (Rasinhas et al, 2013). 

 

1.9 Diagnóstico laboratorial das infecções por dengue 

O diagnóstico laboratorial das infecções por DENV pode ser realizado pelo 

isolamento e identificação do vírus, pela detecção de antígenos, do ácido nucléico 

viral e pela determinação de anticorpos específicos, imunoglobulinas M e G (IgM e 

IgG). O período da doença em que o paciente se encontra é importante para decisão 

de qual o método para diagnóstico mais apropriado para ser utilizado e para uma 

correta interpretação dos resultados obtidos, embora o tratamento não dependa do 

diagnóstico virológico (Kao et al., 2005; Peeling et al., 2010; Simmons et al, 2012).  
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1.9.1 Isolamento viral 

O isolamento viral é considerado “padrão ouro” dado que é a evidência direta 

da infecção viral e com ele é possível diagnosticar a dengue durante a fase aguda, 

quando os títulos de anticorpos ainda não atingiram níveis detectáveis. Quatro 

sistemas de isolamento podem ser utilizados: inoculação intra-cerebral em 

camundongos recém-nascidos, cultura de células de mamíferos (como as linhagens 

de células LLC-MK2, Vero e BHK21), inoculação intra-torácica em mosquitos adultos 

e cultura de células de mosquito (AP-61, TRA-284, C6/36, AP64 e CLA-1) (Gubler, 

1997; Guzmán e Kourí, 2002; Huang et al., 2004). A inoculação do soro de paciente 

na fase aguda em células de mosquito Ae. albopictus (C6/36) tem sido, atualmente, 

o método mais utilizado (Igarashi, 1978, Guzman et al., 2011). A presença do vírus é 

sugerida pela presença de efeito citopático (ECP) e a tipagem viral é realizada pela 

técnica de imunofluorescência utilizando-se anticorpos monoclonais específicos para 

os quatro sorotipos (Gubler et al., 1984). 

 

1.9.2 Testes sorológicos 

O teste de inibição de hemaglutinacão (HI) é baseado na capacidade dos 

DENVs têm de aglutinar eritrócitos. As vantagens do HI são a alta sensibilidade e 

relativa facilidade de execução. Contudo, além da necessidade de amostras 

pareadas, este teste não possibilita a identificação do sorotipo infectante (De Paula 

et al, 2004; OMS, 2009). 

O teste de fixação de complemento determina a presença de anticorpos ou 

antígenos em uma amostra utilizando a ação do sistema complemento. A ativação 

do sistema complemento pelo complexo antígeno-anticorpo resulta na formação de 

complexos que rompem a membrana celular. Se o anticorpo é ligado a antígenos 

absorvidos pelos eritrócitos estes são destruídos e ocorre a hemólise. Devido a sua 

complexidade, este teste não costuma ser utilizado na rotina laboratorial (De Paula 

et al, 2004). 

O teste de neutralização em placa baseia-se na neutralização do vírus por 

anticorpos. Anticorpos contidos no soro de um paciente infectado impedem que o 

vírus infecte uma cultura de células e se replique. Este teste é o mais sensível e 

específico dentre todos os testes sorológicos para o diagnóstico, contudo, é de alto 

custo, lento e de difícil interpretação (De Paula et al, 2004). 
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 Os testes imunoenzimáticos (ELISA) que detectam anticorpos da classe IgM e 

IgG e antígenos NS1 têm sido os mais empregados para o diagnóstico das infecção 

por dengue, pois são mais baratos e de fácil execução (Guzman et al., 2011).  

O teste imunoenzimático de captura anticorpos IgM (MAC-ELISA) é o mais 

utilizado para confirmação de casos de dengue (Kuno et al. 1987). A presença de 

anticorpos IgM em única amostra de soro indica infecção ativa ou recente, 

contornando as dificuldades de obtenção de uma segunda coleta de sangue. 

O ensaio imunoenzimático para a detecção de anticorpos da classe IgG (IgG-

ELISA) pode classificar o tipo de infecção para a dengue (primária ou secundária) de 

acordo com os títulos observados no teste (Miagostovich et al, 1999). A relação 

entre os títulos de IgM e IgG também pode ser usada na caracterização de 

respostas primárias e secundárias (OMS, 1997).  

 Testes comerciais para a captura de proteína NS1 têm sido utilizados para o 

diagnóstico precoce das infecções por dengue, por esta proteína ser secretada na 

corrente sanguínea durante a replicação viral, desde o primeiro dia do aparecimento 

dos sintomas e permanecendo detectável até o quinto ou sexto dia (Xu et al., 2006; 

Dussart et al., 2006; Lima et al., 2010; Guzman et al., 2011; Andries et al., 2013). 

 

1.9.3 Métodos moleculares para a detecção dos vírus dengue 

Diversos protocolos de amplificação genômica utilizando transcrição reversa 

seguida de reação em cadeira pela polimerase (RT-PCR) têm sido utilizados no 

diagnóstico das infecções por dengue, uma vez que detecta e caracteriza a 

presença do vírus, identificando o sorotipo infectante, sendo importantes para a 

clínica e para vigilância virológica (Morita et al., 1991; Lanciotti et al., 1992, Harris et 

al., 1998). O protocolo por Lanciotti et al. (1992) é o mais utilizado, sugerido pela 

Organização Pan-Americana de Saúde. Este é realizado em duas etapas, a primeira 

etapa ocorre uma amplificação inicial, utilizando primers de regiões conservadas das 

proteínas C e prM do genoma viral, numa segunda etapa (semi-nested) ocorre a 

identificação dos vírus, com iniciadores específicos para cada sorotipo.  

O método de RT-PCR em tempo real utiliza iniciadores e sondas específicos 

para cada sorotipo de dengue, ou específicos para uma região conservada entre 

todos os sorotipos (Drosten et al., 2002; Jhonson et al., 2005). O uso da 

fluorescência na sonda permite a detecção dos produtos da amplificação, conforme 

eles são amplificados, ou seja, em tempo real, sem a necessidade da eletroforese 
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(Holland et al., 1991), permitindo também a quantificação viral (Guzman et al., 2011), 

com maior rapidez, maior sensibilidade e menor risco de contaminação (Mackay et 

al., 2002).  

 

 

1.10 Vacinas 

Em consequência das dificuldades encontradas na implementação de 

programas de controle do mosquito vetor, juntamente com o número crescente de 

casos de dengue no mundo, o desenvolvimento de uma vacina tornou-se uma das 

grandes prioridades da OMS. Existem atualmente várias vacinas candidatas em fase 

clínica e pré-clinica de desenvolvimento (Del Angel et al, 2013).  

1.10.1  Vacinas atenuadas 

Vacinas atenuadas podem induzir resposta humoral duradoura, contudo a 

replicação viral deve ser discreta para que não haja desenvolvimento da doença. 

Vírus podem ser atenuados através de passagens seriadas em cultura de células ou 

ainda através de deleções no genoma, para que a replicação destes torne-se menos 

eficiente, sem que haja comprometimento em sua capacidade de indução de uma 

resposta humoral (Del Angel et al, 2013).  

A vacina atenuada desenvolvida pelo Instituto de Pesquisas do Exército 

Walter Reed dos Estados Unidos juntamente com a GlaxoSmithKline (GSK) foi 

testada em voluntários adultos e em crianças. Os recipientes da vacina não 

apresentaram sinais clínicos graves da doença e a soroconversão entre os 

voluntários foi de moderada a alta (Elderman et al, 2003; Sun et al, 2009).  

A vacina em fase de desenvolvimento mais avançada é a ChimeriVax, uma 

vacina quimérica produzida pelo laboratório Sanofi. Esta candidata à vacina é 

baseada no vírus atenuado da vacina contra a febre amarela (cepa vacinal 17D). 

Genes M e E do envelope dos quatro sorotipos de DENV são substituídos no 

genoma do vetor atenuado. Resultados da primeira fase de testes clínicos foram 

promissores. A segunda fase de testes clínicos mostra que muito embora a vacina 

reduza a incidência de dengue causada pelos sorotipos 1, 3 e 4 em 90%, o mesmo 

não aconteceu com o sorotipo 2, que apresentou uma eficácia de apenas 9,2%. A 
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vacina encontra-se atualmente na fase 3 dos estudos clínicos (Thomas, 2011; 

Sabchareon et al, 2012).  

Outra vacina quimérica tetravalente, a DENvax (Inviragen Inc.), utiliza DENV-

2 atenuado (Kanesa-Thasan et al, 2003) como vetor e a partícula quimérica 

apresenta glicoproteínas dos quatro sorotipos de DENV em seu envelope. Esta 

vacina se encontra na primeira fase de testes clínicos (Thomas et al, 2011; Del 

Angel et al, 2013). 

As vacinas quiméricas DENV-1/DENV-4 e DENV-2/DENV-4 desenvolvidas 

pelo Instituto Nacional de Saúde dos Estados Unidos já foram testadas em PNH. 

Resultados mostraram que ambas as candidatas induziram a produção de AN e 

conferiram proteção aos primatas quando estes foram desafiados pelo sorotipo 1 ou 

2. Resultados semelhantes foram obtidos quando os animais foram inoculados com 

uma combinação das duas quimeras em concentrações iguais. Uma formulação 

tetravalente desta vacina (TetraVax-DV) encontra-se na primeira fase de testes 

clínicos e cerca de 90% de soropositividade para todos os sorotipos com exceção do 

sorotipo 2 foi observado entre os voluntários vacinados (Bray et al, 1996; Del Angel 

et al, 2013).  

A vacina candidata DIME, desenvolvida pelo Centro Naval de Pesquisas 

Médicas dos Estados Unidos, finalizou a primeira fase de testes clínicos. Trata-se de 

uma vacina monovalente de DNA constituída por um plasmídeo que expressa os 

genes pr-M e E do DENV-1. Em testes clínicos voluntários receberam 3 doses altas 

ou baixas da vacina (meses 0, 3 e 5) (Sun et al, 2009; Thomas et al, 2011). 

 

1.10.2 Vacinas inativadas e de subunidades 

Vacinas inativadas utilizam o patógeno morto por processos químicos ou 

físicos em sua formulação e vacinas de subunidades são produzidas a partir de 

fragmentos do patógeno capazes de induzir resposta imunológica. A vantagem de 

ambas as vacinas é a ausência da multiplicação do patógeno no organismo sem o 

comprometimento de suas características imunogênicas. 

O Instituto de Pesquisas do Exército Walter Reed (Estados Unidos) 

juntamente com a GSK desenvolveu uma vacina a partir do DENV-2 inativado em 

formalina. Testes da formulação da vacina monovalente em macacos rhesus 

mostraram imunogenicidade e proteção moderada contra cepas selvagens dos 

DENV e a associação a adjuvantes melhoraram o desempenho da vacina. A 
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primeira fase de testes clínicos desta candidata se encontra em planejamento 

(Putnak et al, 2005; Thomas et al, 2011). 

Uma vacina produzida a partir de subunidades de proteína E foi desenvolvida 

pela Hawaii Biotech. Uma formulação tetravalente da vacina candidata inoculada em 

PNH foi capaz de induzir produção de AN contra os quatro sorotipos de DENV, e 

conferiu proteção contra os DENV-2 e DENV-4 (Putnak et al, 2005). 

Os profissionais envolvidos no desenvolvimento de uma vacina enfrentam 

numerosos desafios, como a existência de quatro sorotipos antigenicamente 

distintos e a existência de algumas lacunas sobre a imunopatogênese. Felizmente, 

existem candidatas promissoras à vacina em diferentes fases de desenvolvimento 

clínico e pré-clinico (Thomas et al., 2011). 

1.11 Justificativa 

O DENV-2 foi introduzido no estado do RJ em 1990 quando foram registrados 

os primeiros casos de FHD/SCD e um aumento no número de hospitalizações. Após 

sete anos sem atividade, este sorotipo re-emergiu em 2007 e causou a epidemia 

mais grave no país no ano de 2008 Estudos filogenéticos demonstraram que, apesar 

dos DENV-2 ainda pertencerem ao genótipo asiático circulante anteriormente, estes 

se agruparam formando uma linhagem distinta (Oliveira et al., 2010, Faria et al., 

2013). 

O DENV-2 tem sido o sorotipo tradicionalmente mais estudado devido à sua 

associação com grandes epidemias e manifestações clínicas mais graves e, 

frequentemente, com casos de FHD/SCD. Porém, ainda não estão bem definidos os 

fatores que determinam porque certos indivíduos apresentam dengue e outros 

dengue grave. Estudos de quantificação dos DENV realizados por Vaughn et al. 

(2000) e Araújo et al. (2009) evidenciaram uma correlação entre alta viremia e 

gravidade da doença. Recentemente, Nunes (2012) demonstrou que a viremia da 

Linhagem II de DENV-2 foi mais elevada do que a da Linhagem I em pacientes 

infectados, além de uma maior viremia ter sido observada em casos graves daquela 

Linhagem. 

O estabelecimento de modelos animais para estudos das infecções pelos 

DENV é de grande relevância para a pesquisa sobre patogênese, imunidade, 

desenvolvimento de fármacos, desenho e teste de vacinas. Contudo, o 

estabelecimento destes modelos tem sido um desafio, uma vez que os vírus 
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epidêmicos circulantes não infectam naturalmente espécies não-humanas. 

Estudos prévios demonstram que camundongos BALB/c imunocompetentes, 

quando infectados experimentalmente com DENV não neuroadaptado pelas vias IV 

ou intraperitoneal, (IP), apresentam infecção (Barreto et al., 2004, 2007; Barth et al., 

2006 et al.; Paes et al., 2005, 2009). Sinais clínicos bem como alterações teciduais 

similares aos observados em casos humanos infectados pelos DENV foram 

observados. Neste Projeto visamos realizar infecções experimentais de 

camundongos BALB/c com cepas representantes das duas Linhagens de DENV-2 

isolados de casos humanos, não neuroadaptadas e avaliar a viremia e as alterações 

morfológicas em diferentes órgãos e a viremia resultantes destas infecções. 
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2 OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral 

 Analisar a viremia e as alterações morfológicas em diferentes órgãos de 

camundongos BALB/c resultantes da infecção de duas Linhagens de DENV-2 

epidêmicas e não neuroadaptadas  

2.2 Objetivos Específicos 

 Analisar a suscetibilidade do camundongo BALB/c à infecção pelas duas 

Linhagens de DENV-2; 

 Determinar a carga viral das duas Linhagens de DENV-2 em tecidos e soros 

dos camundongos infectados. 

 Analisar as alterações morfológicas em tecidos de camundongos BALB/c 

infectados pelas duas Linhagens de DENV-2. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Considerações éticas 

Todos os procedimentos realizados neste estudo foram submetidos ao Comitê 

de Ética Para Utilização de Animais de Laboratório da Fundação Oswaldo Cruz 

(Fiocruz) (CEUA Fiocruz, protocolo: LW-50/11) e ao Comitê de Ética em Pesquisa com 

Seres Humanos da Fiocruz (CEP Fiocruz, protocolo: 247/05), e aprovados. 

 

3.2 Cepas de DENV-2 

As cepas, BR/RJ66985/2000 e BR/RJ0337/2008, representantativas das 

Linhagens I e II de DENV-2 foram isoladas a partir de amostras de soro de pacientes no 

Laboratório de Flavivírus, do Instituto Oswaldo Cruz (IOC), Fiocruz. A cepa 

BR/RJ66985/2000 (número de acesso GenBank #HQ012518), representante da 

Linhagem I, foi isolada no ano de 2000 de um paciente do sexo masculino de 39 anos 

com quadro de DC. A cepa BR/RJ0337/2008 (#HQ01253), representante da Linhagem 

II, foi isolada no ano de 2008 de um recém nascido que apresentava altos títulos de 

anticorpos anti-dengue, também com DC. Para a produção do estoque viral, as cepas 

foram inoculadas em garrafas de 175cm2 contendo células de mosquito Ae. albopictus a 

uma concentração de 5x105 células/mL. A titulação foi calculada pelo método de Reed 

& Muench (1938). Ao final de 3 passagens e 7 passagens, respectivamente, as cepas 

representantes das Linhagens I e II apresentavam títulos de 106,6 TCID50/mL e 109 

TCID50/mL. Após as passagens o sorotipo infectante foi confirmado pela técnica de 

imunofluorescência indireta utilizando-se anticorpo monoclonal específico para DENV-2 

(Gubler et al., 1984) 

 

3.3 Camundongos BALB/c 

Para as infecções experimentais foram utilizados camundongos BALB/c 

machos de 2 meses de idade, pesando entre 20 e 25 gramas, obtidos através do 

Centro de Criação de Animais de Laboratório (CECAL) da Fiocruz. Durante os 
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experimentos, os camundongos foram mantidos no Biotério do Pavilhão Hélio e Peggy 

Pereira do IOC, Fiocruz onde temperatura (~20°C), fotoperíodo (12h/12h), alimentação 

e hidratação foram rigorosamente controlados. 

 

3.4 Extração do genoma viral 

Para a extração do genoma viral, coração, fígado, pulmão, cérebro e baço 

foram macerados em 500 µL de meio de cultura Leibovitz L-15 (Sigma, Alemanha) 

complementados com penicilina-streptomicina a 2% e fungizona a 1% (Invitrogen, 

EUA) e centrifugados por 15 minutos a 10.000 RPM a uma temperatura de 40 C. O 

RNA foi extraído de 140 µL do sobrenadante dos órgãos macerados e amostras de 

soro utilizando-se o kit QIAmp Viral RNA mini kit (Qiagen, Alemanha) de acordo com 

as recomendações do fabricante.  

 

3.5 RT-PCR em Tempo Real 

Para quantificação do genoma viral, a curva padrão foi construída a partir de 

uma diluição seriada de RNA extraído de uma amostra de DENV-2 (cepa S16083), 

de título conhecido (8,7X106 PFU/mL), gentilmente cedida por Biomanguinhos. O 

protocolo utilizado foi o descrito por Johnson et al. (2005), utilizando-se os primers 

DENJ2-R (5’-CCATCTGCAGCAACACCATCTC-3’) e DENJ2-F (5’–

CAGGTTATGGCACTGTCACGAT- 3’), desenhados a partir de um fragmento da 

região 3' não codificante, e a sonda DENJ2-P (CY5 5’- 

CTCTCCGAGAACAGGCCTCGACTTCAA-  3’ BHQ-1).  

A reação foi realizada conforme indicação do fabricante, com concentrações 

ideais dos iniciadores e sonda determinadas por ensaios de otimização. Numa 

microplaca óptica (PE Applied Biosystems, Califórnia, EUA), de 96 micropoços, 

primeiramente, foram adicionados 20l da mistura, contendo os iniciadores, sonda, 

água e o kit SuperScript III Platinum One-Step Quantitative RT-PCR (Invitrogen, 

EUA) em cada poço. Logo após, foram acrescentados 5l do RNA extraído, obtendo 

assim um volume final de 25l/reação. Cada amostra e controles foram aplicados 

em duplicatas. As placas foram colocadas na plataforma LineGene 9660 (Bioer, 
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China), para a reação de qRT-PCR em tempo real, seguindo os parâmetros de 

ciclagem disponíveis na Tabela 2. 

 

Tabela 2: Parâmetros de termociclagem.  

*protocolo descrito por Johnson et al., 2005. 

3.6 Processamento das amostras para análise em microscópio eletrônico de 

transmissão (MET) 

O protocolo utilizado para processamento dos órgãos pelas técnicas padrão 

de microscopia eletrônica foi descrito por Barreto et al. (2008). Resumidamente, os 

tecidos coletados foram fixados, por imersão, em glutaraldeído 2% diluído em tampão 

cacodilato de sódio (0,2M, pH 7,2). As amostras foram cortadas em fragmentos de 

cerca de 1mm3, pós-fixadas em tetróxido de ósmio 1% e gradualmente desidratadas 

em banhos crescentes de acetona (10%, 15%, 30%, 50%, 70% em acetato de uranila, 

90% e 100% em sulfato de cobre). Após a desidratação, as amostras foram incluídas 

em resina epoxi (Electron Microscopy Sciences) e secções ultrafinas (50-70 nm) foram 

obtidas com auxílio de uma navalha de diamante adaptada a um ultramicrótomo 

(Reichert-Jung). Posteriormente, as secções ultrafinas foram contrastadas com acetato 

de uranila 2% em etanol 50% e citrato de chumbo (Reynolds et al., 1963) e observadas 

ao MET Zeiss EM-900. 

 

Etapas Temperatura Tempo Ciclos 

Transcrição reversa 500C 15 minutos 1 ciclo 

Ativação da enzima 950C 2 minutos 1 ciclo 

Desnaturação 950C 15 segundos 40 ciclos 

Anelamento/Extensão 600C 1 minuto 40 ciclos 
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3.7 Análise estatística 

A análise estatistica foi feita através do Teste-T e qui-quadrado. O software 

utilizado foi o SPSS 20o versão. Resultados de p≤0.05 foram considerados 

estatisticamente significativos.  

3.8 Desenho experimental 

Para a infecção com a Linhagem I do DENV-2, cinco camundongos foram 

inoculados pela via IV e cinco, pela via IP. O mesmo procedimento foi feito para a 

infecção com a Linhagem II do DENV-2. O volume do inóculo foi 100µL e a 

concentração viral foi 10.000 TCID50/0,1mL. Após 72 horas de infecção os 

camundongos foram anestesiados com tiopental e o sangue foi coletado através de 

punção cardíaca. A eutanásia foi realizda por deslocamento cervical. Sangue e parte 

dos órgãos coletados foram acondicionados em freezer a -700C para posterior 

extração de RNA. Outra parte dos órgãos foi fixada e processada para análises em 

microscopia eletrônica de transmissão de acordo com o protocolo descrito por 

Barreto et al. (2010). Os experimentos foram realizados em duplicata e 

camundongos não infectados foram eutanasiados no mesmo dia que os infectados e 

utilizados como controles negativos (Figura 5). 
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Figura 5: Fluxograma do desenho experimental para as infecções de camundongos BALB/c com 

duas Linhagens de DENV-2. IV: inoculação intravenosa, IP: inoculação intraperitoneal. 
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4 RESULTADOS 

Durante a realização da etapa de experimentação animal, nenhum 

camundongo veio a óbito e todos os animais foram eutanasiados. Sinais neurológicos 

como paralisia ou cegueira e sinais clínicos como petéquias, tremores ou perda de 

peso não foram observados durante o período entre a infecção pelas duas Linhagens 

de DENV-2 e a eutanásia. 

Os resultados serão apresentados com os dados dos experimentos realizados 

em duplicata. 

4.1 Análise da suscetibilidade do camundongo BALB/c à infecção de duas 

Linhagens de DENV-2 pela detecção de genoma viral em órgãos e soro 

Independente da Linhagem utilizada, foi observado que os camundongos 

BALB/c foram suscetíveis às cepas de DENV-2 epidêmicas, não-neuroadaptadas 

utilizadas neste estudo. A linhagem I induziu, em média, cargas virais mais elevadas 

em todos os órgãos e soro testados. Em uma análise total, ficou demostrado que os 

órgãos dos animais infectados com a Linhagem I, independente da via de inoculação 

utilizada, apresentaram uma tendência a maior positividade viral no coração (40%), 

cérebro (40%) e baço (35%), quando comparados aos animais infectados com a 

Linhagem II considerando a detecção de RNA viral em diferentes órgãos. No entanto, 

somente em amostras de soro observou-se diferença significativa entre o número de 

amostras positivas para o genoma viral (p=0,035) (Tabela 3). 

Dentre os órgãos de camundongos infectados com as diferentes Linhagens 

de DENV-2 pela via IV, foi possível observar um maior número de resultados positivos 

em coração de camundongos infectados tanto pela Linhagem I quanto daqueles 

infectados pela Linhagem II (5/10, em ambos os casos). Dentre todos os órgãos 

testados (coração, fígado, pulmão, cérebro e baço), pelo menos uma das amostras foi 

positiva quanto à detecção do genoma viral. Nas amostras de soro, só foi possível 

detectar o genoma viral em 3 amostras de camundongos infectados pela Linhagem I 

(Tabela 3). 

Quando os camundongos foram infectados pela via IP observou-se uma 

maior positividade viral no baço (60%) e cérebro (50%) dos animais infectados pela 

Linhagem I. O fígado e o coração também apresentaram uma maior positividade viral 
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quando os camundongos foram infectados por esta Linhagem quando comparados 

àqueles infectados pela Linhagem II, por esta mesma via. Independente da Linhagem 

utilizada para infecção, nenhuma amostra de soro foi positiva quando os camundongos 

foram infectados por ambas a Linhagens por esta via.  

O genoma do DENV-2, de ambas as Linhagens não foi detectado em 

amostras de tecido ou soro de camundongos não infectados utilizados como controles 

negativos. 

 

Tabela 3: Detecção de diferentes linhagens de DENV-2 por RT-PCR em Tempo Real em órgãos e soro de 
camundongos BALB/c inoculados pelas vias intravenosa e intraperitoneal. 

 

 

Órgãos 

 

DENV-2 

Linhagem I (66985/2000) Linhagem II (0337/2008) 

Via de Inoculação 

(Positivo/Testado*) 
Total 

Positivo/ 

Testado (%) 

Via de Inoculação 

(Positivo/Testado) 
Total 

Positivo/ 

Testado (%) 
Intravenosa 

(n=10) 

Intraperitoneal 

(n=10) 

Intravenosa 

(n=10) 

Intraperitoneal 

(n=10) 

Coração 5/10 (50%) 3/10 (30%) 8/20 (40) 5/10 (50%) 2/10 (20%) 7/20 (35) 

Fígado 1/10 (10%) 4/10 (40%) 5/20 (25) 3/10 (30%) 1/10 (10%) 4/20 (20) 

Pulmão 3/10 (30%) 0/10 (0%) 3/20 (15) 1/10 (10%) 2/10 (20%) 3/20 (15) 

Cérebro 3/10 (30%) 5/10 (50%) 8/20 (40) 3/10 (30%) 2/10 (20%) 5/20 (25) 

Baço 1/10 (10%) 6/10 (60%) 7/20 (35) 3/10 (30%) 1/10 (10%) 4/20 (20) 

Soro 3/10 (30%) 0/10  3/20 (15) 1/10 (10%) 0/10  1/20 (5) 

* Considerando-se a experimentação em duplicata. 72hs pós-infecção. 

4.2 Determinação da carga viral das duas Linhagens de DENV-2 em órgãos e 

soros dos camundongos infectados por RT-PCR em Tempo Real 

A Linhagem I, em média, induziu cargas virais mais elevadas em todos os 

órgãos e soros testados. Independente da via de inoculação e do órgão analisado, 

foi demonstrado que os maiores títulos virais foram observados em amostras 

teciduais de camundongos infectados pela Linhagem I (Figura 6). 
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Figura 6: Quantificação do genoma viral em órgãos de camundongos BALB/c infectados por duas 
Linhagens de DENV-2, independente da via de inoculação realizada. Médias de cópias de RNA estão 
indicadas na legenda. 
 

4.2.1 Análise da carga viral das Linhagens I ou II de DENV-2 em camundongos 

infectados pela via intravenosa 

Comparando as médias das cargas virais detectadas nos órgãos testados, foi 

observado que a média de títulos induzidos pela Linhagem I foram mais altos em 

amostras de soro, pulmão e cérebro. Já as médias dos títulos observados em 

amostras de coração, fígado e baço foram mais elevadas quando a infecção foi 

induzida pela Linhagem II (Figura 7).  

 

Coração Fígado Pulmão Cérebro Baço Soro

Linhagem I 3,23 0,92 2,46 2,18 0,83 1,96

Linhagem II 4,56 0,99 0,24 0,86 1,28 0,4
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Figura 7: Quantificação do genoma viral em diferentes órgãos de camundongos BALB/c infectados por 
duas Linhagens de DENV-2 pela via intravenosa. Médias de cópias de RNA estão indicadas na legenda.  

+ 
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O genoma viral foi encontrado em oito camundoingos infectados pela 

Linhagem I. Dentre os órgãos de camundongos infectados pela via IV, observamos o 

maior título em uma amostra de soro quando os animais foram desafiados pela 

Linhagem I. Todos os órgãos do animal cuja amostra de soro apresentou o título 

mais elevado foram testados positivos com exceção do baço, demostrando que 

houve disseminação do vírus (Tabela 4).  

Tabela 4: Determinação da carga viral da Linhagem I de DENV-2 em órgãos e soro de camundongos 
BALB/c inoculados pela via intravenosa. 

Linhagem I de DENV-2 / Via intravenosa 
Óragãos 
 
 
Camundongos* 

Coração Fígado Pulmão Cérebro Baço Soro 

Títulos Virais (cópias/mL) 

1 ND ND 3,47x106 ND ND ND 
2 ND ND ND ND ND 1.20x103 
3 ND ND ND ND ND ND 
4 ND ND ND ND ND ND 
5 ND ND 7,92x108 1,34x108 1,98x108 ND 
6 1,28x105 ND ND ND ND ND 
7 3,11x105 ND ND ND ND ND 
8 8,63x107 ND ND ND ND 3,96x103 
9 3,63x107 ND ND 6,06x104 ND ND 

10 1,94x106 1,72x109 1,72x109 8,67x108 ND 1,0x1013 
ND = não detectado; * Considerando-se a experimentação em duplicata. (n=10), 72hs pós-infecção.  

 

Dentre camundongos desafiados com a Linhagem II, foi possível recuperar o 

genoma viral em nove. Os maiores títulos foram observados em amostras coração 

de dois camundongos. O maior número de órgãos testados positivos no mesmo 

animal foi três, em dois camundongos (Tabela 5). 

Com relação à detecção do genoma viral, o número de amostras de soro e 

pulmão positivos foi maior entre amostras provenientes de camundongos infectados 

pela Linhagem I. Por outro lado, obtivemos maior número de amostras positivas de 

fígado e baço de camundongos infectados pela Linhagem II. A positividade viral em 

amostras de coração e cérebro foram iguais para as duas Linhagens de DENV-2 

utilizadas.  
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Tabela 5: Determinação da carga viral da Linhagem II de DENV-2 em órgãos e soro de camundongos 

BALB/c inoculados pela via intravenosa  

Linhagem II de DENV-2 / Via intravenosa 

Órgãos 
 
 
Camundongos* 

Coração Fígado Pulmão Cérebro Baço Soro 

Títulos Viral (cópias/mL) 

1 6,8x103 ND ND 3,13x100 8,29x10-1 ND 
2 3,61x106 ND ND ND ND ND 

3 ND ND ND ND ND 1,17x104 

4 ND ND ND ND ND ND 

5 ND 1,9x103 3,07x102 ND 1,66x109 ND 

6 ND ND ND 2,37x105 ND ND 
7 1,73x1015 1,59x105 ND 6,09x102 ND ND 

8 4,62x1014 ND ND ND ND ND 

9 2,39x105 3,17x101 ND ND ND ND 

10 ND ND ND ND 1,22x103 ND 
ND = não detectado; * Considerando-se a experimentação em duplicata. (n=10); 72hs pós-infecção. 

4.2.2 Análise da carga viral das Linhagens I ou II de DENV-2 em camundongos 

infectados pela via intraperitoneal 

Quando a via de inoculação utilizada foi a IP, o RNA viral foi identificado em 

oito camundongos infectados com a Linhagem I e em seis infectados pela Linhagem 

II. O genoma viral foi detectado em As médias dos títulos virais detectados em 

amostras de coração, fígado, cérebro e baço de camundongos infectados pela 

Linhagem I e em pulmão de camundongos infectados pela Linhagem II foram as 

mais elevadas, e os títulos observados para o baço (p=0,026) foram significativos. 

As amostras positivas infectadas com a Linhagem II só superaram em número os 

resultados positivos de amostras infectadas pela Linhagem I quando o tecido testado 

foi o pulmão (Figura 8). 
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Coração Fígado Pulmão Cérebro Baço Soro

Linhagem I 2,42 3,08 0 3,64 3,7 0

Linhagem II 0,45 0,65 0,92 0,62 0,38 0
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Figura 8: Quantificação do genoma viral em diferentes órgãos de camundongos BALB/c infectados por 
duas Linhagens de DENV-2 pela via intraperitoneal. Médias de cópias de RNA estão indicadas na 
legenda. Estatisticamente significativo (+). 

 

Em camundongos inoculados pela via IP, o título viral mais elevado foi 

observado em uma amostra de cérebro de um animal desafiado pela Linhagem I. 

Em dois camundongos infectados por esta mesma Linhagem, o RNA pôde ser 

detectado em três órgãos distintos. No entanto, em nenhuma amostra de soro houve 

a detecção do genoma viral (Tabela 6). 

Tabela 6: Determinação da carga viral da Linhagem I de DENV-2 em tecidos e soro de camundongos 
BALB/c inoculados pela via intraperitoneal  

Linhagem I de DENV-2 / Via intraperitoneal 
Órgãos 
 
 
Camundongos* 

Coração Fígado Pulmão Cérebro Baço Soro 

Títulos Virais (cópias/mL) 

1 ND ND ND 1,34x101 3,22x101 
ND 

2 1,43x106 2,61x103 ND ND ND ND 
3 ND ND ND ND ND ND 
4 ND ND ND ND ND ND 
5 6,94x108 ND ND ND 1,34x108 ND 
6 ND ND ND 7,68x105 2,48x103 ND 
7 ND ND ND 5,0x1012 6,84x107 ND 
8 1,72x109 1,72x109 ND 9,73x108 ND ND 
9 ND 1,73x109 ND 5,53x107 2,02x107 ND 

10 ND 8,76x108 ND ND 7,38x108 ND 
ND = não detectado; * Considerando-se a experimentação em duplicata. (n=10), 72hs pós-infecção. 

 

Com relação aos camundongos infectados com a Linhagem II, todos os 

órgãos testados positivos apresentaram títulos menores que aquele usado para a 

inoculação (Tabela 7). 

+ 
p=0,026 

+ 
p=0,04 
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Tabela 7: Determinação da carga viral da Linhagem II de DENV-2 em órgãos e soro de camundongos 
BALB/c inoculados pela via intraperitoneal  

Linhagem II de DENV-2 / Via intraperitoneal 
Óragãos 
 
 
Camundongos* 

Coração Fígado Pulmão Cérebro Baço Soro 

Títulos Virais (cópias/mL) 

1 ND ND 2,8x105 ND ND ND 
2 7,49x102 ND ND ND ND ND 
3 ND ND ND ND ND ND 
4 ND ND ND 1,01x103 7,28x103 ND 
5 ND ND 6,06x103 ND ND ND 
6 ND ND ND ND ND ND 
7 ND ND ND ND ND ND 
8 ND ND ND ND ND ND 
9 4,59x101 3,35x106 ND ND ND ND 

10 ND ND ND 1,61x103 ND ND 
ND = não detectado; * Considerando-se a experimentação em duplicata. (n=10), 72hs pós-infecção. 

 

Em resumo, ao analisármos os resultados sem levar em consideração a via 

de inoculação utilizada, a Linhagem I foi mais eficiente, produzindo, em média, 

cargas virais mais elevadas que a Linhagem II. Além do mais, um maior número de 

amostras infectadas pela Linhagem I apresentou carga viral superior ao título do 

inóculo utilizado para a infecção experimental sugerindo que houve replicação viral. 

 Com relação a via de inoculação, ficou demonstrado que independente da 

Linhagem utilizada para a infecção, uma maoir positividade foi observada em 

amostras de camundongos infectados pela via intravenosa: trinta e duas amostras 

positivas num total de 120 amostras testadas. Em camundongos infectados pela via 

intraperitoneal, observamos 26 amostras positivas em um total de 120 amostras 

testadas. 

 

4.3 Análise ultraestrutural em órgãos de camundongos BALB/c infectados 

pelas duas Linhagens de DENV-2 pelas via IV e IP. 

As alterações morfológicas encontradas em órgãos de camundongos infectados 

não foram observadas naqueles de camundongos utilizados como controles negativos.  
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Os dados acerca das análises morfológicas dos órgãos dos camundongos 

infectados experimentalmente com as Linhagens de DENV-2 serão de animais 

representativos de cada grupo experimental realizado originalmente em duplicata. 

4.3.1 Análise ultraestrutural de coração de camundongos BALB/c infectados 

com as Linhagens de DENV-2 

Análises morfológicas de coração de camundongos infectados 

experimentalmente com a Linhagem I de DENV-2 pelas vias IP ou IV demonstraram 

alterações pontuais havendo áreas teciduais totalmente preservadas (Figura 9). As 

principais alterações observadas foram: presença (Figura 10a e 10b) e células 

inflamatórias mononucleadas no interstício e plaquetas no interior de capilares (Figura 

10b), acúmulo de líquido nos capilares (Figura 11a), sinais de ativação do endotélio 

caracterizada pelo espessamento do citoplasma de CE o que está associado ao 

grande número de vesículas elétron-lúcidas (vesículas de transporte); presença de 

prolongamentos de membrana plasmática foi notada nestas células (Figura 11b). 

PSDs foram observadas em citoplasma de CE (Figura 12a e 12b) e de cardiomiócitos 

adjacentes (Figuras 12b). 

 

 

Figura 9: Corte ultrafino de coração mostrando área tecidual sem alterações. Micrografia de 

coração de camundongo BALB/c infectado pela via IP com a Linhagem I de DENV-2. Cardiomiócito 

(c), núcleo (N), fibras cardíacas (*), mitocôndrias (M). Barra = 1,8µm. 
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Figura 10: Células inflamatórias mononucleadas no interstício e plaqueta no capilar de coração. 

Micrografias de coração de camundongo BALB/c infectado pela via IP com a Linhagem I de DENV-2. (a) 

Célula inflamatória mononucleada (CI) no interstício. Capilar (C), endotélio (seta). Barra = 0,7µm. (b) 

Plaqueta (p) em capilar (C), célula inflamatória mononuclear no interstício (CI). Célula endotelial (CE), 

Barra = 1,2µm. Cardiomiócito (c). 

 

Figura 11: Capilar apresentando acúmulo de líquido e célula endotelial apresentando 

prolongamentos de membrana e citoplasma espessado. Micrografias de coração de camundongo 

BALB/c infectado pela via IP com a Linhagem I de DENV-2. (a) Acúmulo de líquido no capilar (#) e 

vesículas de transporte em citoplasma de célula endotelial (setas). Barra = 0,7µm. (b) Lúmen do capilar 

(C) reduzido, citoplasma da célula endotelial (CE) espessado devido à presença de vesículas de 

transporte (setas). Barra = 0,7µm.  
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Figura 12: Partículas semelhantes aos vírus dengue em célula endotelial e cardiomiócitos. 

Micrografias de tecido cardíaco de camundongo BALB/c infectado pela via IV com a Linhagem I de 

DENV-2. (a) Célula endotelial (CE) contendo partículas semelhantes ao DENV (setas) em seu 

citoplasma. Barra = 0,7µm. (b) Partículas semelhantes ao DENV (setas) no citoplasma de uma célula 

endotelial (CE). Barra = 0,1µm. Cardiomiócito (c), capilar (C). 

 

Em cortes ultrafinos de coração de camundongos infectados 

experimentalmente com a Linhagem II de DENV-2 pelas vias IV ou IP, observaram-se 

plaquetas (Figura 13a) e células inflamatórias mononucleadas no capilar (Figuras 13b 

e 13c), células inflamatórias mononucleadas no interstício (Figuras 14a e 14b), 

acúmulo de líquido no capilar (Figura 14b), cardiomiócitos apresentando inclusões 

perinucleares (Figura 15), células endoteliais emitindo prolongamentos de membrana 

plasmática (Figura 13d), produzindo vesículas de transporte (Figura 13c) e contendo 

PSDs em seu citoplasma (Figuras 16a e 16b). As fibras cardíacas em sua maioria 

apresentaram-se sem qualquer alteração.  



57 

 

Figura 13: Plaquetas e células inflamatórias mononucleadas no capilar e células endoteliais 

apresentando vesículas de transporte e prolongamentos de membrana plasmática. Micrografias de 

coração de camundongos BALB/c infectados pelas vias IV (a,b,d) e IP (c) com a Linhagem II de DENV-2. 

(a) Plaqueta (p) no capilar. Barra = 0,9µm. (b) Células inflamatórias mononucleadas (CI) circulando no 

capilar (C). Barra = 2,2µm. (c) Células inflamatórias mononucleadas (CI) contidas no capilar (C) e 

citoplasma da célula endotelial (CE) espessado devido à presença de vesículas de transporte (setas). 

Barra = 0,7µm. (d) Célula endotelial (CE) emitindo prolongamentos de membrana (setas). Barra = 1,3µm. 

Cardiomiócito (c). Célula endotelial (CE), eritrócitos (e). 
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Figura 14: Células inflamatórias mononucleadas no interstício e acúmulo de líquido no capilar. (a) 

Micrografia de coração de camundongo BALB/c infectado pela via IV com a Linhagem II de DENV-2. 

Note célula inflamatória mononucleada (CI) no interstício. Barra = 1,7µm. (b) Micrografia de tecido 

cardíaco de camundongo BALB/c infectado pela via IV com a Linhagem II de DENV-2. Célula 

inflamatória mononucleada (CI) no interstício acúmulo de líquido no capilar (E). Barra = 1,2µm. 

Cardiomiócito (c). 

 

 

Figura 15: Inclusões perinucleares em cardiomiócitos. Micrografia de coração de camundongo 

BALB/c infectado pela via IV com a Linhagem II de DENV-2. Inclusões perinucleares (setas) em 

cardiomiócitos. Núcleo (N), cardiomiócito (c). Barra = 0.8µm. 
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Figura 16: Partículas semelhantes aos vírus dengue em célula endotelial de coração. Micrografias de 

coração de camundongo BALB/c infectado pela via IP com a Linhagem II de DENV-2. Partículas 

semelhantes ao DENV (seta) no citoplasma da célula endotelial (CE). Eritrócito (e). (a) Barra = 1µm, (b) 

Barra = 0,3µm. 

 

 

O Quadro 2 sumariza as alterações morfológicas observadas em coração de 

animais infectados com as linhagens I ou II de DENV-2 pelas vias IV ou IP. 
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Quadro 1: Alterações ultraestruturais observadas em coração de camundongos BALB/c infectados 
experimentalmente, em duplicata, pelas Linhagens I ou II de DENV-2. 

D
E

N
V

-2
 

V
ia

 d
e

 

in
o

c
u

la
ç

ã
o

 

Características ultraestruturais observadas 

L
in

h
a

g
e

m
 I
 In

o
c
u

la
ç
ã

o
 

In
tr

a
v
e

n
o

s
a
 

 Acúmulo de líquido no capilar 

 Partículas semelhantes aos DENV no endotélio e em 

cardiomiócitos adjacentes. 

 Vesículas de transporte e prolongamentos de membrana em célula 

endotelial 

In
o

c
u

la
ç
ã

o
 

In
tr

a
p

e
ri

to
n

e
a

l 

 Acúmulo de líquido no capilar 

 Células inflamatórias mononucleadas no capilar e no interstício  

 Fibras desorganizadas 

 Plaquetas no capilar e no interstício 

 Vesículas de transporte e prolongamentos de membrana em célula 

endotelial 

L
in

h
a

g
e

m
 I

I 

In
o

c
u

la
ç
ã

o
 

In
tr

a
v
e

n
o

s
a
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 Plaquetas circulando no capilar e no interstício 
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 Partículas semelhantes a vírus no citoplásma de células 

endoteliais. 

 Vesículas de transporte e prolongamentos de membrana em célula 

endotelial 

 

4.3.2 Análise ultraestrutural de fígado de camundongos BALB/c infectados 

com as Linhagens de DENV-2 

Em fígado de camundongos infectados experimentalmente com a Linhagem I 

de DENV-2 pelas vias IV ou IP, células inflamatórias polimorfonucleadas (Figura 17a) 

mononucleadas (Figura 17b e 17c) e plaquetas (Figura 17d) nos capilarese, inclusões 
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eletrondensas na região perinuclear de células endotelial (Figura 17c), inclusões 

lipídicas e microesteatose em hepatócitos (Figuras 18), 

 

 

Figura17: Células inflamatórias e plaquetas em capilares sinusóides e inclusões eletrondensas na 

região perinuclear de célula endotelial. Micrografias de fígado de camundongos BALB/c infectados 

pelas vias IP (a, c, d) e IV (b) com a Linhagem I de DENV-2. (a) Célula inflamatória polimorfonucleada 

(CI) no lúmen de capilar sinusóide (S). Barra = 1,2µm. (b) Células inflamatórias mononucleares (CI) em 

capilar sinusóide. Barra = 0,8µm. (c) Célula inflamatória mononucleada (CI) no capilar (C) e inclusões 

eletrondensas (seta) na região perinuclear de uma célula endotelial (CE). Barra = 1,4µm. (d) Migração de 

uma plaqueta (P) do lúmen de capilar sinusóide (S) para o interstício. Barra = 1,1µm. Hepatócitos (H), 

eritrócitos (e). 
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Figura 18: Inclusões lipídicas e microesteatóses em hepatócitos. Micrografia de fígado de 

camundongo BALB/c infectado pela via IP com a Linhagem I de DENV-2. Hepatócito apresentando 

microesteatoses (*) e inclusões lipídicas (L). Núcleo (N), mitocôndrias (M). Barra = 1,2µm. 

 

Em tecido hepático de camundongos infectados experimentalmente com a 

Linhagem II de DENV-2 pelas vias IV ou IP, observaram-se células inflamatórias 

mononucleadas circulando nos capilares (Figura 19a) e no interstício (Figuras 19a e 

19b), ativação de endotélio caracterizado por CE emitindo prolongamentos de 

membrana citoplasmática (Figura 20) e hepatócitos apresentando microesteatose 

(Figuras 21a e 21b) e inclusões lipídicas (Figuras 21c e 21d) em seus citoplasmas,  
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Figura 19: Células inflamatórias no interstício. Micrografia de fígado de camundongos BALB/c 

infectados pelas vias IV (a) e IP (b) com a Linhagem II de DENV-2. (a) Capilar sinusóide (S) contendo 

célula inflamatória (CI) e células inflamatórias mononucleares no interstício (seta). Barra = 1,8µm. (b) 

Células inflamatórias mononucleares (CI) migrando de capilar sinusóide (S) para o interstício. Barra = 

2,0µm. Hepatócito (H), eritrócito (e), espaço de Disse (ED). 

 

 

Figura 20: Ativação de endotélio evidenciado por prolongamentos de membrana da célula 

endotelial. Micrografia de fígado de camundongo BALB/c infectado pela via IV com a Linhagem I de 

DENV-2. Emissão de prolongamentos de membrana do endotélio (seta). Hepatócito (H), capilar 

sinusóide (S). Barra = 0,7µm. 
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Figura 21: Microesteatóse em hepatócitos. Micrografia de fígado de camundongos BALB/c 

infectados pelas vias IP (a) e IV (b) com a Linhagem II de DENV-2. (a) Inclusões lipídicas (L) e 

microesteatóses (*) no citoplasma de hepatócito (H). Barra = 1.8µm. (b) Note microesteatóses (*) e 

inclusões lipídicas (L) no hepatócito. Barra = 0,9µm. Núcleo (N), mitocôndrias (M). 
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O Quadro 2 sumariza as alterações morfológicas observadas em fígado de 

animais infectados com as linhagens I ou II de DENV-2 pelas vias IV ou IP. 

Quadro 2: Alterações ultraestruturais observadas em fígado de camundongos BALB/c infectados 
experimentalmente, em duplicata, pelas Linhagens I ou II de DENV-2. 
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 Microesteatose 
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4.3.3 Análise ultraestrutural de pulmão de camundongos BALB/c infectados 

com as Linhagens de DENV-2 

Análises ultraestruturais de pulmão de camundongos infectados com a 

Linhagem I de DENV-2 revelaram espessamento de septo interalveolar (Figura 22) 

devido à presença de células inflamatórias mononucleadas (Figura 22a) e 

polimorfonucleadas (Figura 22b) (pneumonia intersticial), acúmulo de líquido no capilar 

(Figura 23) e células inflamatórias mononucleadas (Figura 22a) e polimorfonucleadas 

(Figura 22b) circulando nos capilares. 

 

Figura 22. Espessamento de septo interalveolar e células inflamatórias no pulmão. Micrografias 

de tecido pulmonar de camundongo BALB/c infectado pela via IV com a Linhagem I de DENV-2. (a) 

Redução do espaço alveolar (A) devido ao espessamento dos septos interalveolares (S), presença de 

célula inflamatória mononucleada no capilar (CI). Barra = µm. (b) Célula inflamatória polimorfonucleada 

(CI) no capilar (C). Barra = 0,71µm. Eritrócito (e), espaço alveolar (A), septo interalveolar (S). 
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Figura 23: Acúmulo de líquido no vaso sanguíneo. Micrografia de tecido pulmonar de 

camundongo BALB/c infectado pela via IV com a Linhagem I de DENV-2. Presença de líquido no 

vaso sanguíneo (*). Célula endotelial (CE), eritrócitos (E). Barra = 1,4µm. 

 

Análises ultraestruturais de pulmão de camundongos infectados com a 

linhagem II de DENV-2 revelaram espessamento de septo interalveolar (Figura 24), 

pneumonia intersticial com a presença de células polimorfonucleadas e 

mononucleadase de células inflamatórias polimorfonucleadas (Figura 24) e plaquetas 

circulando no capilar (Figura 25).  
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Figura 24: Espessamento de septo intealveolar e células inflamatórias no pulmão. Micrografias de 

pulmão de camundongos BALB/c infectados pelas vias IP (a) e IV (b) com a Linhagem II de DENV-2. (a) 

Célula inflamatória polimorfonucleada (CI) e plaquetas (p) no capilar (C). Barra = 2,4µm. (b) Célula 

inflamatória pólimorfonucleada (CI) no capilar. Barra = 1,3µm. Septo interalveolar (S), pneumócito (PI), 

eritrócito (e), célula endotelial (CE). 

 

 

Figura 25: Plaqueta no capilar em pulmão. Micrografia de pulmão de camundongo BALB/c infectado 

pela via IV com a Linhagem II de DENV-2. Plaqueta (p) no capilar (C). Eritrócito (e), pneumócito I (PI). 

Barra = 2,1µm. 
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O Quadro 3 relaciona as alterações morfológicas observadas em pulmão de 

animais infectados com as linhagens I ou II de DENV-2 pelas vias IV ou IP. 

Quadro 3: Alterações ultraestruturais observadas em pulmão de camundongos BALB/c infectados 
experimentalmente, em duplicata, pelas Linhagens I ou II de DENV-2. 
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5 DISCUSSÃO 

A introdução do genótipo do Sudeste Asiático de DENV-2 no Rio de Janeiro 

em 1990, resultou na ocorrência dos primeiros casos de dengue grave no estado e 

no país (Nogueira et al. 1990, Zagne et al., 1994) e, sua re-emergência em 2007, 

causou a epidemia mais grave de dengue em 2008 (Teixeira et al., 2009). Alguns 

genótipos de DENV são mais comumente associados com dengue grave e, o DENV-

2 de origem asiática têm sido associado com epidemias ou casos de dengue grave 

(Rico-Hesse et al., 2003; Balmaseda et al., 2006). Apesar dos DENV-2 de 2007-

2008 ainda pertencerem ao genótipo do Sudeste Asiático, duas Linhagens distintas 

dentro deste genótipo foram descritas (Oliveira et al., 2010, Faria et al., 2013). 

Variações genéticas são observadas, mas não foram identificadas diferenças 

consistentes no genoma que pudessem ser correlacionadas à gravidade da doença 

(Mangada & Igarashi, 1998; Pandey et al., 2000; Raekiansyah et al., 2005; Faria et 

al., 2013). Neste sentido, ainda não estão bem definidos quais são os fatores que 

determinam porque certos indivíduos apresentam dengue e outros desenvolvem 

dengue grave, e o estabelecimento de modelos animais pode ser de grande 

relevância para estudos sobre a patogênese da doença. 

Modelos murinos imunocompetentes não são capazes de produzir viremia 

eficientemente quando inoculados com amostras provenientes de isolados clínicos 

(Ashour et al., 2010; Zompi et al., 2012). A maioria dos modelos propostos pela 

literatura é de camundongos neonatos, humanizados ou imunodeficientes 

(Sriurairatna et al., 1973; Tan et al., 2010; Rajmane et al., 2013), que utilizam vias 

invasivas de inoculação, como a intracraniana (Falgout et al., 1990; Raut et al., 

1996) ou cepas de vírus neuroadaptadas em camundongos neonatos (Raut et al., 

1996; Atrasheuskaya et al., 2003; Gonçalves et al., 2012). 

Contudo, estudos prévios realizados no Laboratório de Morfologia e 

Morfogênese Viral (IOC, Fiocruz) utilizando camundongos BALB/c infectados com 

cepas de DENV não neuroadaptadas e inoculadas pelas vias IV ou IP detectaram 

viremia do 2º ao 11º dia pós-infecção (Barth et al., 2006; Paes et al., 2005), além de 

alterações teciduais similares àquelas observadas em casos humanos (Barth et al., 

2006; Barreto et al., 2007, 2009; Paes et al., 2009; Rasinhas et al., 2013).  

Quarenta amostras de coração de camundongos BALB/c infectados pelas 

duas Linhagens de DENV-2 (n=20 para cada Linhagem) foram testados. O RNA viral 

foi detectado em 15 amostras e em um número maior de amostras infectadas pela 
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Linhagem I. No entanto, a diferença na detecção entre as duas Linhagens não foi 

significativa.  

A média dos títulos virais detectados foi maior em camundongos infectados 

pela Linhagem II quando a via de inoculação foi a intravenosa. Em camundongos 

infectados pela via intraperitoneal, foi mais alta a média dos títulos de corações 

infectados com a Linhagem I. Em duas amostras de coração, o título viral obtido foi 

mais elevado do que dos inóculos utilizados para a infecção experimental, sugerindo 

de fato, replicação viral neste tecido. Tal observação corrobora os achados de 

Póvoa et al. (2014), que demonstrou replicação do DENV ao detectar a proteína 

NS3 em células de amostras de coração provenientes de pacientes de dengue que 

vieram a óbito.  

Os resultados de estudos ultraestruturais de coração de camundongos 

BALB/c infectados pela via IV com as Linhagens I ou II do DENV-2 não demostraram 

grandes discrepâncias no perfil de alterações morfológicas induzidas por ambas as 

Linhagens. Acúmulo de líquido no capilar, CE apresentando vesículas de transporte 

e emitindo prolongamentos de membrana, e PSD no citoplasma de CEs e em 

cardiomiócitos adjacentes foram alterações descritas nos órgãos de camundongos 

infectados por ambas as Linhagens. Em camundongos infectados com a Linhagem II 

foi possível observar, além das alterações supracitadas, células inflamatórias 

mononucleadas e plaquetas circulando no capilar e no interstício e inclusões 

perinucleares em cardiomiócitos. Nestes animais, PSD foram somente observadas 

em CE. 

As alterações ultraestruturais observadas em corações de camundongos 

inoculados pela via IP pelas Linhagens I e II de DENV-2 também foram 

semelhantes. Em corações de camundongos infectados pela Linhagem I, notou-se 

células inflamatórias mononucleadas circulando no capilar e livres no interstício, 

acúmulo de líquido e plaquetas no capilar e CE produzindo vesículas de transporte 

(vesículas eletronlúcidas) e emitindo prolongamentos de membrana plasmática. Em 

algumas áreas de amostras estudadas, as fibras dos cardiomiócitos se encontravam 

desorganizadas, contudo, na maioria dos casos estas se apresentavam sem 

qualquer alteração. Em camundongos infectados pela Linhagem II tais alterações 

também foram observadas, no entanto as fibras musculares estavam organizadas 

em todas as amostras analisadas, células inflamatórias encontravam-se contidas no 

capilar, algumas CE apresentavam PSD em seu citoplasma e inclusões 

perinucleares foram observadas em cardiomiócitos. 
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Tais resultados corroboram os achados de Rasinhas et al. (2013), que ao 

estudar amostras de coração de camundongos BALB/c infectados pelos DENV- 1, -2 

ou -3 pela via IV, observou as mesmas alterações, com exceção das PSD em CE ou 

cardiomiócitos. No presente estudo não foi possível observar se cardiomiócitos 

apresentavam citoplasma rarefeito, como descrito por Rasinhas, devido à condição 

da fixação do órgão, que não foi completamente eficiente.  

Estudos têm demonstrado que pacientes com infecções primárias e 

secundárias pelos DENV podem desenvolver disfunção cardíaca severa, incluindo 

hipotensão e arritmias, ainda que, envolvimento cardíaco mais pronunciado esteja 

associado às infecções secundárias (Kularatne et al., 2007). As alterações mais 

comumente observadas são miocardite e pericardite (Obeyesekere and Hermon, 

1972; Nagaratnam et al., 1973; Obeyesekere and Hermon, 1973; Goh et al., 2010; 

Lee et al., 2008). As alterações histológicas mais reportadas são edema intersticial 

com infiltrado inflamatório e necrose das fibras do miocárdio (Weerakoon et al., 

2011, Póvoa et al., 2014). O mecanismo pelo qual se dá o envolvimento do 

miocárdio durante a dengue ainda não foi elucidado. Os vírus podem invadir o 

miocárdio diretamente, comprometendo as fibras musculares cardíacas ou causar 

reação de hipersensibilidade ou autoimune (Obeyesekere and Hermon, 1973). 

Múltiplos fatores, tais quais citocinas, TNFα e radicais livres de oxigênio são 

liberados durante infecções virais agudas, o que pode representar papel importante 

na patogênese de miocardite viral (Dhan et al., 1990; Kasim et al., 1991; Kuhl et al., 

1995; Matsumoria & Sasayama, 1995). Além do mais, é cada vez mais aparente que 

miocardiopatia dilatada é possivelmente resultante de miocardite viral aguda 

(Greissman et al., 1995; Kuhl et al., 1995; Miric et al., 1995). 

Neste estudo, PSD foram observadas em CE do coração e cardiomiócitos de 

camundongos infectados pelas duas Linhagens do DENV-2. Estudos ultraestruturais 

sobre replicação viral realizados em cultura de células C6/36 reportam partículas 

virais contidas em vesículas endossomais e em cisternas do retículo endoplasmático 

rugoso e do complexo de Golgi (Barth et al., 2000); contudo, as PSD observadas 

neste estudo, encontravam-se livres no citoplasma. Apesar de estudos prévios 

confirmarem a presença do DENV em células cardíacas (Jessie et al., 2004; Araújo 

et al., 2009; Póvoa et al., 2014) e em células endoteliais de coração e outros órgãos 

(Jessie et al., 2004; Balsitis et al., 2009; Salgado et al., 2010; Póvoa et al., 2014), 

ensaios de imunomarcação deverão ser realizados para a confirmação de que as 

partículas observadas são de fato DENV. 



73 

A presença do DENV já foi verificada em amostras de fígado humano e 

murino através da detecção do genoma viral, do antígeno viral ou da fita 

complementar do RNA do vírus (Miagostovich et al., 1997; Barreto et al., 2004; Chen 

et al., 2004; Paes et al., 2005, 2009; de Macedo et al., 2006; Araújo et al., 2009; 

Lima et al., 2011; Gonçalves et al., 2012; Póvoa et al., 2014). Neste estudo, o RNA 

do DENV-2 pôde ser recuperado em amostras de fígado de murinos infectados, no 

entanto, em um número maior de amostras dos animais infectados pela Linhagem I. 

Fígados de camundongos inoculados pela via IV apresentaram, em média, título 

mais alto quando infectados pela Linhagem II. Em camundongos inoculados pela via 

IP, a média mais alta foi verificada quando os camundongos foram infectados pela 

Linhagem I. 

Em um estudo realizado por Póvoa e colaboradores (2014), a replicação do 

DENV foi comprovada em hepatócitos através de ensaio de hibridização in situ que 

demonstrou a presença da fita complementar do RNA do vírus. Alguns dos títulos de 

RNA recuperados das amostras deste estudo foi superior àqueles dos inóculos 

utilizados para a infecção dos animais, sendo possível sugerir que houve replicação 

do vírus. 

Células inflamatórias mononucleadas no capilar e no interstício, acúmulo de 

líquido no capilar e hepatócitos apresentando inclusões lipídicas e microesteatoses 

foram alterações morfológicas encontradas em fígado de camundongos infectados 

pela via IV pelas duas Linhagens de DENV-2. Células inflamatórias 

polimorfonucleadas no capilar, presença de plaquetas no capilar e livres no 

interstício foram observadas somente em fígado de animais infectados pela 

Linhagem II. A infecção pela Linhagem I não causou nenhuma alteração distinta 

daquelas causadas pela infecção com a outra Linhagem.  

Em camundongos infectados com duas Linhagens pela via IP foi possível 

observar células inflamatórias mononucleadas no capilar e no interstício, acúmulo de 

líquido no capilar e microesteatóses. Plaquetas no capilar e células inflamatórias 

polimorfonucleadas foram observadas somente em camundongos infectados pela 

Linhagem I e inclusões lipídicas em hepatócitos foram observados apenas em 

animais infectados pela Linhagem II. 

Em modelo murino, o comprometimento do fígado, como alterações de 

funções hepáticas e da morfologia do tecido também ocorre (Chen et al., 2004; Paes 

et al., 2009; Tan et al., 2010; Gonçalves et al., 2012). Infiltrado de células 

mononucleares, inclusões lipídicas em hepatócitos, microesteatoses e acúmulo de 
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líquido no capilar, verificados durante este estudo, já foram previamente reportados 

(Atrasheuskaya et al., 2003; Barreto et al., 2004; Chen et al., 2004; Barth et al., 

2006; Paes et al., 2009; Gonçalves et al., 2012). Focos de hemorragia, 

vacuoalização do citoplasma de hepatócitos, colapso parcial de capilares sinusóides, 

e dilatação de vasos sanguíneos (Na et al., 1999; Atrasheuskaya et al., 2003; Paes 

et al., 2009) não foram verificados durante este estudo. 

O envolvimento do fígado durante a infecção pelos DENV tem sido reportado 

em diversos estudos de casos humanos e é mais comumente caracterizado pelo 

aumento dos níveis das enzimas do fígado ALT e AST, hepatomegalia e icterícia. 

Casos de hepatite severa a moderada, falência hepática fulminante e hepatite 

colestática já foram descritos (Kuo et al., 1992; de Souza et al., 2007; Parkash et al., 

2010; Sedhain et al., 2011; Bowman et al., 2012; Manoj et al., 2014; Yudhishdran et 

al., 2014). Alterações das funções hepáticas são comuns em pacientes de dengue 

devido ao efeito direto da infecção das células deste tecido pelos DENV ou à 

resposta imune desregulada do hospedeiro à infecção (Wong et al., 2008). 

As alterações morfológicas já descritas em amostras provenientes de casos 

humanos, tais como inclusões lipídicas na região perinuclear de hepatócitos, 

microesteatoses, infiltrado mononuclear no espaço periportal, edema no capilar 

(Póvoa et al., 2014; Basílio-de-Oliveira et al., 2005), também foram observadas 

neste estudo, em amostras de fígado de camundongos infectados pelas duas 

Linhagens de DENV-2. O espessamento de mitocôndrias, reportado em estudos 

realizados em cultura de células HepG2 (El-Bacha et al., 2007; Póvoa et al., 2014) 

não foi notado em nossas amostras. A vacuolização do citoplasma não pode ser 

verificada em hepatócitos, devido ao estado de preservação do material.  

A detecção do DENV em amostras de fígado através de MET já foi descrita 

por Limonta et al. (2012), porém, ainda que em todas as amostras de fígado 

analisadas a fim de se observar alterações morfológicas, o RNA do DENV tenha 

sido detectado, PSD não foram observadas. 

A presença do vírus no pulmão dos camundongos foi demonstrada através da 

detecção do genoma viral em animais infectados pelas Linhagens I e II. Estudos 

prévios demonstraram o isolamento dos DENV no pulmão de camundongos 

experimentalmente infectados (Barreto et al., 2004; Barth et al., 2006) e PSD foram 

observadas em retículo endoplasmático rugoso de macrófagos alveolares (Barreto et 

al., 2007).  
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Ao compararmos os títulos virais detectados em tecido pulmonar de 

camundongos inoculados pela via IV, observamos uma média nos títulos mais 

elevada quando a infecção foi realizada com a Linhagem I. O contrário foi observado 

quando a via de inoculação foi a intraperitoneal. A média dos títulos verificados foi 

maior nos tecidos infectados com a Linhagem II. A replicação de DENV em pulmão 

já foi demonstrada previamente, através da identificação da fita complementar do 

RNA viral em macrófagos alveolares (Póvoa et al., 2014). As cargas virais 

verificadas em amostras de tecido pulmonar de dois camundongos infectados pela 

Linhagem I pela via IV superaram aquela verificada nos inóculos utilizados para 

infecção experimental, o que sugere que nestas amostras houve replicação viral.  

As alterações morfológicas verificadas em tecido pulmonar infectado pela via 

IV pelas duas Linhagens de DENV-2 foram, em geral, semelhantes: espessamento 

de septo interalveolar, células inflamatórias mononucleadas e polimorfonucleadas 

nos capilares. Somente em pulmão de camundongos infectados com a Linhagem II 

foi possível observar plaquetas nos capilares. Quando a via de inoculação de 

escolha foi a IP, não houve detecção do genoma viral em nenhuma amostra 

infectada pela Linhagem II, logo, estudos morfológicos não foram realizados. Em 

camundongos infectados com a Linhagem I foi possível verificar, assim como em 

amostras infectadas pela via IV, espessamento de septo interalveolar, plaquetas 

contidas no capilar e células inflamatórias nos capilares e livres no interstício, edema 

no capilar e no espaço alveolar além de presença de prolongamentos de membrana 

citoplasmática em células endoteliais. 

Nossos resultados confirmam os achados de Barreto et al. (2004) e Barth et 

al. (2006), que observaram espessamento de septo interalveolar, recrutamento de 

plaquetas e infiltrado inflamatório mononuclear em pulmão de camundongos BALB/c 

infectados com o DENV-2 não neuroadaptado e com os resultados preliminares (não 

publicados) de experimentos realizados com o DENV-1, que também mostram 

alterações semelhantes. Atrasheuskaya et al. (2003) observou células inflamatórias 

e debris nucleares nos alvéolos e congestão de vasos do septo interalveolar. Tais 

alterações não foram verificadas em nossas amostras, entretanto são confirmações 

de que em modelo murino, assim como em casos humanos, pode haver 

envolvimento do pulmão durante infecção pelos DENV. 

Alterações morfológicas verificadas a partir amostras provenientes de casos 

de óbito em humanos, como espessamento de septo interalveolar e infiltrado 

inflamatório mononuclear (Basílio-de-Oliveira et al., 2005; Póvoa et al., 2014) 
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assemelham-se aos achados do presente trabalho. Em amostras de tecido pulmonar 

de humanos, PSD e partículas virais em CE do pulmão foram identificadas em 

estudos ultraestruturais em MET por Limonta et al. (2012) e Póvoa et al. (2014), 

respectivamente. Outros estudos já identificaram o genoma viral e antígenos do 

DENV em diferentes tipos celulares de amostras de pulmão provenientes necrópsias 

(Miagostovich et al., 1997; Jessie et al., 2004; Araújo et al., 2009; Lima et al., 2011). 

Neste estudo, o RNA viral também foi detectado em amostras de cérebro dos 

camundongos infectados pelas duas Linhagens de DENV-2. Dentre as amostras 

positivas, uma amostra de camundongo inoculado com a Linhagem I pela via IP 

apresentou o título maior (5,0x1012 cópias de RNA/ml) que aquele do inóculo 

utilizado para realizar a infecção. Tanto o genoma quanto antígenos virais do DENV 

já foram detectados em amostras de cérebro de camundongos infectados 

experimentalmente (Lin et al., 1998; Na et al., 1999; Johnson et al., 1999; Barreto et 

al., 2004; Shresta et al., 2006), e a partir de casos fatais humanos (Miagostovich et 

al., 1997; Ramos et al., 1998; Araújo et al., 2009; Lima et al., 2011), sugerindo que o 

DENV pode infectar células deste órgão tanto em humanos quanto em 

camundongos. 

Neste estudo, uma maior positividade foi observada em cérebros de 

camundongos infectados pela Linhagem I, no entanto, a diferença observada entre 

ambas as Linhagens não foi significativa (p=0,16). Os títulos virais obtidos neste 

estudo variaram entre 3,13x100 e 5,0x1012 cópias de RNA/ml. Ao convertemos as 

médias dos títulos de cópias de RNA/ml para PFU/ml, de acordo com Richardson et 

al. (2006), que diz que o número de cópias de RNA superam as unidades 

formadoras de placa (PFU) em cerca de 1000 a 5000 unidadesresultados obtidos 

variaram entre 4,76x 100 PFU/ml e 1,00x109 PFU/ml e, um estudo por Shresta et al. 

(2006) obteve títulos entre 102 e 105 PFU/ml em tecido nervoso de camundongos 

infectados experimentalmente. Quando analisamos os títulos resultantes da infecção 

feita pela via IV, ficou demostrado que as Linhagens I e II infectaram o mesmo 

número de cérebros de camundongos e a média dos títulos observados foi mais 

elevada em amostras infectadas pela Linhagem I. Resultado semelhante foi 

observado entre os títulos induzidos pela via IP, entretanto, apenas o resultado 

observado para tecidos infectados por esta via foi estatisticamente significativo (p= 

0,04). 

Manifestações neurológicas podem ocorrer durante a infecção pelo DENV e 

casos de encefalite associados à dengue, além de outras manifestações menos 
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frequentes, têm sido relatadas. Estudos prévios reportaram o isolamento do DENV a 

partir do líquido cefalorraquidiano de crianças diagnosticadas com encefalite 

associada à doença. (Lum et al., 1996; Salomon et al., 2000; Cam et al., 2001; 

Hedge et al., 2014; Malik et al., 2014).  

Nenhum sinal de alteração neurológica foi observado nos camundongos 

infectados pelas duas Linhagens do DENV-2 durante o período entre a infecção e 

eutanásia. Entretanto, sinais de encefalite, paralisia e cegueira já foram reportados 

em trabalhos desenvolvidos com camundongos (Falgout et al., 1990; Lin et al., 1998; 

Na et al., 1999; Jonhson et al., 1999; Huang et al., 2000; Atrasheuskaya et al., 2003; 

Li et al., 2013). Tal fato pode estar relacionado à via de inoculação invasiva 

escolhida ou à escolha de camundongos humanizados ou imunodeficientes como 

modelo experimental. De mais a mais, casos de paraparesia, quadriparesia e 

hemiplagia, ainda que reversíveis, já foram observados em humanos infectados 

pelos DENV (Gutch et al., 2012). 

Através de MET, Limonta et al. (2012) detectou PSD em uma amostra 

proveniente de caso humano de óbito e Sriurairatna et al. (1973), em cérebro de 

camundongos neonatos infectados intracranialmente. No entanto, apesar do RNA do 

DENV ter sido detectado em amostras pareadas às que foram observadas ao MET, 

não foi possível observar tais partículas em nenhuma delas.  

O envolvimento do baço durante a infecção pelo DENV já foi reportado (Gulati 

et al., 2007; Mukhopadhyay et al., 2014). Esplenomegalia e ruptura esplênica 

espontânea são manifestações raras que já foram verificadas em pacientes com 

dengue. O baço encontra-se frequentemente congestionado em casos de FHD e 

hematoma subcapsular é observado em 15% dos casos de óbito (Gulati et al., 2007; 

de Moura Mendonça et al., 2011; Bhaskar et al., 2012; Mukhopadhyay et al., 2014). 

O genoma viral foi detectado em 11 amostras de baço de camundongos 

infectados experimentalmente pelas duas Linhagens de DENV-2 e, um maior 

número de resultados positivos foi observado entre os camundongos infectados com 

a Linhagem I. Um estudo prévio com modelo murino também reportou a presença do 

vírus neste órgão (Shresta et al., 2006). Há na literatura, descrição de casos 

humanos de dengue onde o vírus pode ser detectado em células do baço (Basílio-

de-Oliveira et al., 2005; Lima et al., 2010; Póvoa et al., 2014). 

Independente da via de inoculação utilizada, a média dos títulos de DENV-2 

observados foi mais elevada em baços infectados pela Linhagem I. A análise da 

detecção e quantificação do DENV-2 em baço de camundongos infectados pela via 
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IV revela que a Linhagem II infectou maior número de baços. A média dos títulos 

virais induzidos pela infecção com a Linhagem II foi mais elevada. No entanto, tais 

resultados não foram estatisticamente significativos. 

Em um experimento realizado com camundongos infectados 

experimentalmente por duas Linhagens de DENV-2, Shresta et al. (2006) isolou e 

quantificou o DENV a partir de amostras de baço e reportou títulos entre 102 e 104 

PFU/ml. As médias dos títulos (em PFU/ml, convertidas de acordo com Richardson, 

2006) observados nas amostras infectadas pelas Linhagens I ou II variaram entre 

1,46x10-1 PFU/ml e 3,32x104 PFU/ml. Um título de 5,00x1012 foi detectado em um 

camundongo inoculado através da via IP com a Linhagem I do DENV-2. Tais 

observações sugerem que houve replicação viral já que o inóculo utilizado para 

infectar os camundongos com a Linhagem II apresentava o título 7,49x108 cópias de 

RNA/ml. 

Em uma infecção primária, em casos humanos de dengue, os vírus podem 

ser encontrados circulando no sangue periférico já na época do aparecimento dos 

primeiros sintomas. A viremia dura cerca de 5 dias com o último dia coincidindo com 

o início da fase febril (Vaughn et al., 1997, 2002). As amostras de soro testadas 

neste trabalho foram coletadas 72 horas p.i. e outros estudos realizados com 

camundongos reportam a detecção da viremia entre o 2º e o 11º dias após a 

infecção (Atrasheuskaya et al., 2003; Barth et al., 2006; Shresta et al., 2006). 

O genoma viral pôde ser identificado apenas em quatro amostras de soro de 

camundongos infectados pela Linhagem I. É possível que tal resultado esteja 

relacionado ao curto período de tempo entre a infecção e a eutanásia, que foi de 72h 

p.i., tempo este estabelecido de acordo com estudos prévios realizados por Barth e 

colaboradores (2006) onde uma cinética foi aplicada e notou-se que neste tempo as 

alterações teciduais eram mais evidentes. É possível especular ainda, que a baixa 

porcentagem de amostras positivas deva-se também ao fato de que os vírus estejam 

infectando neste tempo as células dos diferentes órgãos. 

Dentre as quatro amostras positivas para o RNA do DENV-2, três eram 

provenientes de camundongos infectados pela Linhagem I e a média dos títulos 

detectados foi mais elevada em soros infectados pela Linhagem I. Este resultado 

não está em acordo com os achados de Nunes et al. (2012), que em um estudo 

comparativo entre viremias induzidas pelas duas Linhagens de DENV-2 realizado 

com amostras de soro de casos humanos de dengue, concluiu que soro de 

pacientes infectados pela Linhagem II apresentavam viremia mais alta. Uma amostra 
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de camundongo infectado pela Linhagem I, pela via IV, apresentou título de 1,0x1013 

cópias de RNA/mL, título este maior que o título detectado no inóculo utilizado para 

infectar os animais (1,09x107 cópias de RNA/ml), sugerindo replicação viral. Neste 

mesmo animal, o genoma viral foi detectado em 4 órgãos (coração, fígado, pulmão e 

cérebro), mostrando que houve disseminação do vírus em diferentes tecidos. No 

entanto, as cargas virais detectadas nestes tecidos foram mais baixas. Em estudos 

realizados com amostras de soro de pacientes diagnosticados com dengue, a média 

dos títulos observados amostras de infecções primárias pelo DENV-2 variou entre 

106 e 107 cópias de RNA/mL, no 3º dia de doença (Tricou et al., 2011) e 103 e 102 

cópias de RNA/mL nos 2º e 6º dias de doença, respectivamente (Yeh et al., 2006). 

Este último trabalho reportou títulos que se aproximam dos observados em nossas 

amostras cujos títulos virais detectados foram mais baixos (1,20x103; 3,96x103 e 

1,17x104 cópias de RNA/mL). Laue e colaboradores (1999) também detectaram 

título viral semelhante (103 cópias de RNA/mL) em amostras de sangue coletadas 

logo nos primeiros dias após o aparecimento dos sintomas. 

A atual situação de hiperpendemicidade com circulação de cepas virais de 

origem asiática ressalta a investigação do papel destes vírus na ocorrência dos 

casos graves e fatais. Ficou demostrado neste estudo, que as diferentes Linhagens 

virais podem apresentar padrões de disseminação distintos e resultar em viremias 

distintas no modelo murino utilizado e, diante da multi-fatoriedade da patogênese da 

doença, mais estudos são sugeridos.  
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6 CONCLUSÕES 

 Independente da Linhagem de DENV-2 inoculada, o coração foi o órgão mais 

frequentemente acometido quando a via de inoculação foi IV; 

 Coração, baço, cérebro e fígado foram os órgãos mais acometidos quando os 

camundongos Balb/c foram infectados pela Linhagem I pela via IP quando 

comparados àqueles infectados pela Linhagem II; 

 Independente da via de inoculação e do órgão analisado, foram observados 

maiores títulos virais em amostras teciduais de camundongos infectados pela 

Linhagem I; 

 Os títulos virais induzidos pela Linhagem I de DENV-2 foram mais elevados 

em soro, pulmão e cérebro, e pela Linhagem II em coração, fígado e baço; 

 Não foram observadas diferenças no perfil das alterações morfológicas 

induzidas por ambas as Linhagens de DENV-2 no tecido cardíaco dos 

camundongos infectados; porém PSD foram observadas no citoplasma de 

células endoteliais de cardiomiócitos;  

 As alterações morfológicas já descritas no fígado de casos humanos também 

foram observadas no fígado de camundongos infectados pelas duas 

Linhagens de DENV-2;   

 Títulos virais mais elevados no tecido pulmonar de camundongos inoculados 

pela via IV foram induzidos pela infecção da Linhagem I, no entanto, quando a 

via foi IP, os maiores títulos foram induzidos pela Linhagem II; 

 genoma viral foi detectado no cérebro dos camundongos infectados pelas 

duas Linhagens de DENV-2 e, em um caso, com título viral maior do que o 

inóculo, porém sinais de alteração neurológica não foram observados; 

 As duas Linhagens foram detectadas no baço, porém uma maior positividade 

e maior título viral, foram observados em camundongos infectados pela 

Linhagem I; 

 Uma baixa detecção viral foi observada no soro dos camundongos infectados 

por ambas Linhagens, porém entre as amostras positivas, a Linhagem I foi a 

mais detectada e com maiores títulos virais. 
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7 PERSPECTIVAS 

 Processar as amostras da triplicata do estudo para a realização de qRT-PCR 

e estudos morfológicos; 

 Realizar ensaios de imunomarcação em amostras de coração para confirmar 

a presença de partículas do DENV em CE e cardiomiócitos, bem como nos 

outros órgãos estudados;  

 Processar amostras de cérebro e baço utilizando técnicas de microscopia 

eletrônica de transmissão com o objetivo de analisar alterações morfológicas; 

 Realizar isolamento viral a partir de sobrenadante proveniente de macerados 

de tecidos de camundongos infectados com as duas Linhagens do DENV-2. 

 Realizar estudos morfométricos para avaliar possíveis diferenças quantitativas 

das alterações teciduais induzidas pelas duas Linhagens de DENV-2. 
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