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A dengue é considerada a arbovirose de maior importância médica devido sua 
alta taxa de mortalidade e morbidade. A maioria dos casos é assintomática ou 
autolimitante, porém alguns casos podem evoluir para a forma grave da doença e até 
a morte. Já se sabe que o fígado e o pulmão são alguns dos órgãos alvos do vírus do 
dengue. Diante disso, o objetivo desse trabalho foi investigar os aspectos da 
patogênese em amostras de tecidos como fígado, pulmão, língua e a traqueia, de três 
casos fatais dengue em crianças (8 a 12 anos). No fígado foram observadas áreas de 
necrose hepatocitária, macro e microesteatose, associadas à áreas de hemorragia e 
dilatação de capilares sinusoidais. Foi mostrado também infiltrado inflamatório no 
interior dos capilares sinusoidais e ao redor do espaço porta. O pulmão apresentou 
áreas difusas de espessamento de septo, hemorragia e edema, também com áreas 
de infiltrado inflamatório, além de macrófagos alveolares hiperplásicos. Os principais 
danos observados, no fígado e no pulmão, foram quantificados, utilizando uma escala 
subjetiva com atribuição de diferentes graus, revelando diferenças significativas. Em 
relação a traqueia foi observada traqueíte focal com metaplasia escamosa e necrose 
da mucosa com focos hemorrágicos no lúmen traqueal. Na língua foram vistas áreas 
de hemorragia e hiperplasia dos folículos linfoides. A proteína viral NS3 foi detectada 
em diferentes grupos celulares de todos os órgãos estudados. No fígado, estavam 
presentes em hepatócitos, células de Kupffer, macrófagos circulantes e células 
endoteliais; no pulmão, nos macrófagos alveolares e nos pneumócitos de tipo II; além 
de estarem presentes também nas células endoteliais e em monócitos da lamina 
própria da traquéia e nos macrófagos ao redor da camada muscular abaixo do epitélio 
da língua. A expressão de TNF-α foi detectada em macrófagos, células de Kupffer e 
células endoteliais ao redor do espaço porta e da veia centro lobular, no fígado. Foi 
observado também um aumento quantitativo na contagem de linfócitos T CD4+ e T 
CD8+ ao redor do espaço porta e capilares pulmonares. Um aumento na expressão 
das citocinas e mediadores inflamatórios como RANTES, VEGF-R2, VCAM-1 e MMP9  
foi observado em células do endotélio dos capilares sinusoidais e ao redor do espaço 
porta, ao redor das veias pulmonares e em monócitos e macrófagos alveolares, 
sugerindo uma alteração na permeabilidade vascular nos tecidos hepáticos e 
pulmonares, respectivamente. Esses achados irão contribuir para a investigação das 
principais células e mediadores envolvidos na patogênese do dengue, ajudando a 
esclarecer os mecanismos envolvidos durante uma infecção em crianças. 
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 Dengue is an important arbovirus today due to its high mortality and morbidity 
rates. In most cases, symptoms are self-limiting, but some cases may develop into 
severe forms and death. The pathogenesis is not yet fully elucidated, but it is known 
that liver and lung are the main targets of the virus, causing painful hepatomegaly and 
increased liver transaminases and hemorrhage, edema and thickening membrane in 
the lung. This study aims to investigate liver, lung, tracheal and tongue changes 
caused by DENV in three fatal cases of dengue (IgM+) in children (8 to 12 years) 
hospitalized in Municipal Jesus Hospital (Rio de Janeiro) from 2008 to 2012. In the 
liver was observed areas of hepatocytes necrosis, macrovesicular and microvesicular 
steatosis associated with bleeding areas, dilatation of sinusoidal capillaries, 
mononuclear infiltrates in sinusoidal capillaries and in the portal space. At lung was 
showed diffuse areas of septal thickening, edema, and hemorrhage with the presence 
of mononuclear infiltrates and hyperplastic alveolar macrophages. Focal tracheitis with 
squamous metaplasia and necrosis in the mucosa and bleeding in the tracheal lumen. 
Tongue was also observed hemorrhages and hyperplastic lymphoid follicle. NS3 viral 
protein was detected in hepatocytes, Kupffer cells, circulating macrophages and 
endothelial cells in liver tissue; alveolar macrophages and type II pneumocytes in the 
lung; endothelial cells and monocytes in the tracheal lamina propria; and in 
macrophages around the muscle bundle below the tongue epithelium, showing its 
replication in these places. TNF-α expression was observed in macrophages, Kupffer 
cells and portal space endothelial cells and in the centrilobular vein endothelium. In 
addition to a quantitative increase in TCD8 + lymphocytes in the portal space and 
pulmonary capillaries. The expression of RANTES, VCAM 1 and VEGF-R2 was shown 
in sinusoidal capillary endothelial cells and portal space suggesting a change in 
vascular permeability in liver tissue. These results will contribute to the investigation of 
the main cells involved in dengue pathogenesis, elucidating the mechanisms involved 
during dengue infection in children. 
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1 – INTRODUÇÃO 
 
1.1 – A dengue  

 A dengue é uma arbovirose, ou seja, uma virose transmitida por um artrópode 
infectado com o vírus dengue (DENV). No caso do dengue, os vetores são as fêmeas 
do mosquito do gênero Aedes. É considerada pela Organização Mundial da Saúde a 
arbovirose de maior importância em saúde publica, devido sua alta mortalidade e 
morbidade. Está amplamente disseminada em países tropicais e subtropicais, com 
variações locais devido a frequência de chuvas, temperatura e intensa urbanização. 
Em várias partes do mundo é uma pandemia na iminência de ocorrer, alavancada 
pelas rápidas mudanças climáticas, desmatamento desordenado, grande fluxo 
migratório, ocupação não planejada de áreas urbanas, precariedade das condições 
sanitárias que favorecem a disseminação do mosquito vetor e do vírus (Gubler, 2011). 
Ocorre principalmente em áreas pobres, subúrbios e regiões periurbanas. De acordo 
com a OMS, é a segunda doença febril mais diagnosticada, após a malária.  
 Até a década de 50, a dengue era conhecida como uma doença causadora de 
epidemias caracterizadas por febre aguda exantemática autolimitante e com baixa 
mortalidade. Esse conceito mudou após o aparecimento de casos com relatos de 
choque e hemorragias gastrointestinais associados a quadros de dengue (Hammon 
et al., 1960). 
 Uma vez infectado, o ser humano se torna o principal reservatório dp vírus, 
servindo de fonte para mosquitos que ainda não estão infectados. A fêmea do 
mosquito Aedes spp ingere o vírus do dengue ao fazer o repasto sanguíneo em um 
indivíduo infectado com o vírus do dengue durante o período de viremia, caracterizado 
por febre alta que pode durar de 2 a 10 dias. Após um período de incubação extrínseco 
de 8 a 12 dias, o mosquito é capaz de transmitir o vírus e passa a albergar o vírus em 
sua glândula salivar. Ao fazer novo repasto sanguíneo, a fêmea regurgita a saliva 
contendo anticoagulantes e o vírus. Após um período de incubação intrínseco de 3 a 
14 dias, em média 4 a 6 dias, os sintomas se manifestam (Siler et. al, 1926; Gubler, 
1998). 
 A mortalidade por dengue pode ser drásticamente reduzida se forem realizados 
diagnósticos corretos na fase inicial, possibilitando uma administração de fluidos mais 
eficiente. Testes prognósticos que detectam biomarcadores, associados com a 
gravidade do dengue, permitiriam uma melhor triagem e melhor encaminhamento para 
o tratamento dos pacientes. Porém, as manifestações clínicas são atualmente as 
únicas informações que o clínico tem para predizer a gravidade da doença. Com o 
conhecimento atual, as citocinas e moléculas encontradas durante a evolução da 
doença, poderiam ser utilizadas para a produção de novos testes, uma vez que a 
tecnologia vem avançando e permitindo a análise de múltiplos biomarcadores com 
pouco volume de sangue (Katzelnic et al., 2017). 
 
1.2 – A epidemiologia  
1.2.1  – No mundo  

 Relatos de uma doença clinicamente compatível com a dengue datam de 265-
420 d.C. Porém o vírus só foi isolado em 1943 no Japão. Em 1945, no Hawai, vírus 
semelhantes, mas com características antigênicas diferentes foram isolados e 
receberam o nome, respectivamente, de DENV1 e DENV2 (Hotta, 1953).  Até a 
década de 50, a dengue era considerada endêmica somente no Sudeste Asiático, 
quando houve a ocorrência de várias epidemias de dengue desde a Índias até as ilhas 
do Pacífico (Wilder-Smith et al., 2017).  Mas, ainda assim, era considerada uma 
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doença sem muita gravidade, até que uma epidemia nas Filipinas e Tailândia (Agrupis 
et al., 2019), caracterizada por intensa plaquetopenia e hemorragia, foi reconhecida 
pela OMS como dengue hemorrágica. Nessa epidemia foram isolados os sorotipos 
DENV3 e DENV4 (Barreto e Teixeira, 2008). 
 Acredita-se que, até a segunda guerra mundial, as epidemias de dengue não 
eram tão graves devido ao fato dos meios de transportes serem lentos e de baixo 
acesso, com isso, os surtos eram causados pelo mesmo sorotipo e de maneira 
sazonal, pois dependiam de uma nova geração de indivíduos suscetíveis. Com o fim 
da guerra e o surgimento de meios de transportes mais rápidos e acessíveis, os 
sorotipos se disseminaram se misturaram, causando quadros mais graves da doença 
e com intervalos de tempo menores (Barreto e Teixeira 2008). 
 A transmissão passou de 8,3 milhões de casos aparentes em 1990 para 58,7 
milhões de casos aparentes em 2013. Com 8.277 mortes em 1992 para 11.302 mortes 
em 2010 (Araújo et al., 2017). Nos últimos anos, aproximadamente uma média de 50 
a 100 milhões de casos aparentes são notificados por ano, com cerca de 22.000 
mortes, principalmente em crianças (Stanaway et al., 2016). 
 Em 2011, as áreas tropicais foram consideradas hiperendêmicas, com os 
quatro sorotipos co-circulando (Gubler, 2011). A incidência do dengue vêm 
aumentando consideravelmente nas últimas décadas, devido a migração 
populacional, ocupação urbana desordenada com péssima infraestrutura sanitária, 
invasão e destruição de áreas de floresta s, associadas as mudanças climáticas que 
permitem a disseminação do mosquito transmissor aumentando a quantidade de 
pessoas expostas ao vírus (Mota et al., 2016).  
 Cerca de 80% dos casos são assintomáticos, além disso, muitos casos não são 
reportados ou são diagnosticados erroneamente. Estima-se que cerca de 2.5 bilhões  
de pessoas sejam expostas globalmente, sendo 975 milhões residentes em áreas 
urbanas de países tropicais e subtropicais no sudeste asiático, pacífico e nas 
américas. Estima-se que 390 milhões de pessoas sejam infectadas por ano, das quais 

Figura 1 - Mapa das taxas de incidência do dengue ( por 100.000 pesssoas ao ano), em 2013. 

Adaptado de Bhatt et al., 2013. 
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96 milhões irão manifestar sintomas com alguma gravidade (Bhatt et al., 2013; Zou et 
al., 2019). Destes, cerca de 500.000 necessitam de hospitalização por dengue grave, 
principalmente as crianças, com uma taxa de mortalidade chegando a quase 5% em 
algumas áreas. Consequentemente, a dengue é considerada como uma das causas 
mais comuns de hospitalização e óbito em crianças residentes em áreas endêmicas. 
A transmissão também ocorre na África e nos países do mediterrâneo e em as áreas 
rurais (Gubler, 2004).  
 Atualmente, a transmissão do dengue é onipresente na área compreendida 
entre os trópicos, tendo a América latina e a Ásia como zonas de maior risco. A África 
apresenta baixa taxa de transmissão devido ao clima seco e devido a subnotificação. 
A proximidade com áreas de baixa renda e regiões peri-urbanas são as que 
apresentam maiores taxas de transmissão, principalmente quando associado a alta 
concentração populacional (Fig. 1) (Bhatt et al., 2013). 
 Além do aumento na incidência do dengue em países considerados endêmicos, 
novos países passaram a apresentar transmissão autóctone nos últimos anos, como 
por exemplo França e Croácia, em 2010 e Portugal, em 2012, o que contribuiu para a 
disseminação pela Europa, devido aos intensos fluxos migratórios de viajantes 
infectados (Ruche et al. 2010; Lourenço e Recker,  2014 ). Os quatro sorotipos do 
vírus do dengue são endêmicos em áreas urbanas e rurais de mais de 100 países 
tropicais e subtropicais (Stanaway et al. 2016) sendo uma das maiores causas de 
internação e óbito de adultos e jovens. A tendência é uma disseminação cada vez 
maior, devido ao um crescimento populacional sem precedentes e a facilitação do 
deslocamento de pessoas, animais e 
comércio via transporte aéreo (Gubler, 
2011).  
  
1.2.2 – Nas Américas e no Brasil  

 Após uma campanha de 
erradicação do mosquito vetor Aedes 
aegypti para controle da febre amarela, 
bem sucedida em 23 países durante a 
década de 50 e 60, a transmissão de 
dengue esteve sobre controle (Gubler, 
1989). Com o final do suporte à campanha 
de erradicação, no inicio da década de 70, 
o vírus dengue voltou a reinfestar áreas 
onde havia sido eliminado além de ter 
alcançado áreas onde nunca havia sido 
reportado (Wilson e Chen 2002).  
 Em 1981, ocorreu uma grande 
epidemia em Cuba, com cerca de 300.000 
casos, sendo 10.000 casos de dengue 
hemorrágica, com 158 óbitos, dos quais 
101 em crianças (Werneck et al., 2018).  
 Uma segunda grande epidemia, 
ocorrida entre os anos de 1988 a 1990, na 
Venezuela, onde foram registrados mais 
de 3.000 casos de dengue hemorrágica. O 
DENV2 foi o sorotipo mais predominante 
em ambos casos (Wilson e Chen 2002).  
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 Na década de 90 ocorreram vários surtos associados aos quatro sorotipos do 
DENV. Em 1997, foi encontrado, pela primeira vez na América, um mosquito da 
espécie Aedes albopictus naturalmente infectado com o vírus do dengue, durante um 
surto da doença no México (Ibañez-Bernal et al., 1997).  
 A primeira grande epidemia registrada no Brasil foi entre 1981 e 1982, sendo 
isolados os DENV1 e DENV4. Em 1998, foram reportados mais de 500.000 casos 
afetando principalmente o estado do Rio de Janeiro, sendo o sorotipo DENV2 o mais 
predominante. No ano de 2002, vários países documentaram dengue e dengue grave, 
sendo o Brasil responsável por quase 800.000 casos, observando-se o sorotipo 
DENV3 como o mais predominante (Barreto e Teixeira, 2008).  
 Em 2008, ocorreu uma das mais graves epidemias, acometendo os estados de 
Roraima, Mato Grosso do Sul e Piauí, com a reincidência do DENV2, onde a maioria 
dos pacientes tinham uma idade inferior a 15 anos. Também em 2008, em uma 
epidemia no Rio de Janeiro, foram registradas 3.237 internações, sendo 53% dos 
pacientes menores de 14 anos. Nessa epidemia 45% dos óbitos registrados foram em 
crianças. Em 2010, os quatro sorotipos circulavam no Brasil, onde quase 1 milhão de 
casos foram reportados. Em 2013, quase 1,5 milhão e em 2015 mais de 1,6 milhão 
de casos foram reportados no Brasil (Wilson e Chen, 2002;  Araújo et al., 2017; Salles 
et al. 2018).  
 Em 2016, mais de 2 milhões de casos foram relatados nas Américas, sendo 
64,5% no Brasil (Araújo et al., 2017). Respeitando a sazonalidade, os anos de 2016 e 
2017 tiveram baixas taxas de transmissão, sendo registrados 579.645 e 561.393 
casos prováveis nas Américas, tendo o Brasil contribuído com 252.054 e 265.934 
respectivamente. Porém, esse número voltou a subir, sendo registrados em 2019 
cerca de 2.858.927 casos prováveis nas Américas, tendo o Brasil contribuído com 
1.544.987 casos prováveis (Cavalcante et al., 2018; Oliveira et al., 2019; Ministério da 
Saude, Brasil, 2019).  
 Sabe-se que esses números são ainda maiores na realidade, pois muitos casos 
não são diagnosticados corretamente e muitas vezes não são reportados. 
Principalmente os casos de dengue sem sinais de alerta, nos quais os indivíduos se 
auto medicam em casa, sem procurar assistência médica. Mas, mesmo assim, o Brasil 
é responsável por quase 60% dos casos reportados em todo o mundo (Werneck et 
al., 2018).  
 O Brasil passou por um processo de urbanização acelerada e não programada, 
causando a falta de infra-estrutura em muitas cidades o que resultou na falta de 
saneamento básico em grandes áreas. O alto consumo de produtos não degradáveis 
que servem de criadouros para o mosquito e o fato de possuir o clima e ambiente 
favoráveis para a reprodução do mosquito transmissor do dengue, são agravantes. 
Soma-se à esses fatos a co-circulação dos quatro sorotipos, o que gera um aumento  
na possibilidade de uma infecção por dengue grave, principalmente em crianças. 
Estudos recentes revelam que os adultos são os mais infectados com a dengue, 
porém os casos de dengue grave e óbitos estão se tornando mais comuns em 
crianças, sugerindo uma mudança, das formas mais graves, para as faixas etárias 
mais jovens (Siqueira et al., 2005). 
 
1.3 – Os vetores  
 As fêmea dos mosquitos do gênero Aedes aegypti são os transmissores de 
maior importância epidemiológica nas Américas. Acredita-se que os primeiros 
exemplares vieram escondidos nos porões dos navios negreiros, que vinham da 
África. Aqui se domesticou e se adaptou muito bem ao ambiente urbano, sendo 
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considerado antropofílico. Depositam seus ovos em pequenos depósitos artificiais de 
água, o que facilitou a sua rápida difusão espacial. A espécie Aedes aegypti chegou 
a ser erradicada no Mediterrâneo (década de 50), e de grande parte das Américas 
(décadas de 50 e 60).  No entanto, houve reinfestação na maioria das áreas de onde 
havia sido erradicado e, hoje, esse vetor é considerado uma espécie cosmotropical 
(Rodhain, 1997). Hoje pode ser encontrado em mais de 80% dos países (Almishri et 
al., 2016).  
 Possui a capacidade de fazer múltiplos repastos sanguíneos aumentando a sua 
infectividade (Scott et al., 1993). Além disso, a fêmea, durante a oviposição, deposita 
seus ovos em vários recipientes, garantindo maior sobrevivência e dispersão da prole 
(Reiter et al., 1991).  
 O Aedes albopictus também tem potencial para transmitir o vírus do dengue. 
Durante um surto no México, em 1997, foram encontrados espécimes deste mosquito 
infectados naturalmente (Ibañez-Bernal et al., 1997). Até então, essa espécie era 
restrita a Ásia e acredita-se que tenha chegado até as Américas devido ao comércio  
marítimo internacional de pneus, sendo identificado pela primeira vez nos EUA em 
1985 e no Brasil em 1986. É um vetor menos domesticado, sendo seu habitat mais 
comum as florestas, deposita seus ovos no interior oco de árvores. Têm hábitos  
antropofílicos e zoofílicos, e pode ser o elo entre o ciclo do vírus do dengue em 
macacos e em humanos. Já foi considerado como o responsável por grandes surtos 
epidêmicos de dengue clássica e dengue hemorrágica na Ásia ( Metselaar et al., 1980; 
Ibañez-Bernal et al., 1997). 
 Ambas espécies, devido às dificuldades na implementação de campanhas bem 
sucedidas como as do passado, representam grandes problemas sócio-político de 
saúde pública, com grande impacto na economia (Almishri et al., 2016). 
 Atualmente a única forma de prevenir a dengue é através do controle do vetor. 
Medidas como eliminar reservatórios de água que servem de criadouros, controle 
ambiental e o uso de larvicidas na água são necessárias, porém não tem sido eficazes. 
O uso de repelentes contra mosquitos adultos é uma medida que tem uma ação 
restrita em relação ao local da aplicação e precisam ser continuadamente 
aprimoradas, uma vez que a taxa de resistência pelos mosquitos é muito alta. A 
utilização de controle biológico, como alguns crustáceos e peixes que se alimentam 
das larvas do mosquito, ainda não é uma solução viável devido ao alto custo. Estudos 
com mosquitos genéticamente modificados, que se tornam incapases de reproduzir e 
de mosquitos infectados com a bactéria Wolbachia, que impedem o mosquito de se 
alimentar, têm sido, atualmente, as melhores opções para o controle do vetor. Porém, 
a participação da comunidade e a 
continuidade dos esforços, mesmos nos 
períodos entre as epidemias, são 
fundamentais para o sucesso do controle 
do vetor (Katzelnick et al., 2017).  
 
1.4 – O vírus do dengue e o ciclo 
replicativo    
 O  vírus dengue é um arbovírus 
(vírus transmitido por artrópodes) 
pertencente a família Flaviviridae, Gênero 
Flavivirus. Este gênero inclui os vírus 
causadores da Febre Amarela (YFV), Vírus 

Figura 2 - Partícula viral do DENV 
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do Nilo Ocidental (WNV), o Virus da Zika (ZIKV) e da Encefalíte Japonesa (JEV) 
(Lindenbach et al., 2006).  
  Existem quatro sorotipos antigenicamente distintos: DENV1 a 4, onde todos 
podem causar tanto a forma clássica da doença quanto formas mais graves. São vírus 
esféricos, com aproximadamente 50nm de diâmetro e envelopados. A partícula viral 
é icosaédrica contendo no seu interior uma fita simples de RNA (ssRNA) de polaridade 
positiva com aproximadamente 11kb (Stadler et al., 1997) (Fig. 2). O genoma é capaz 
de codificar uma única poliproteína, com uma fase de leitura aberta (ORF) flanqueada 
entre as extremidades 5´e 3´(Iglesias e Gamarnik, 2011). A poliproteína é clivada 
pelas proteases virais NS2b-NS3 gerando as três proteínas estruturais: envelope (E), 
pre-membrana (prM) e capsídeo (C) e sete proteínas não estruturais (NS1, NS2a, 
NS2b, NS3, NS4a, NS4b, and NS5) (Lobigs et al., 2010) (Fig.3). 

   
 Um dos alvos do vírus do 
dengue são as células 
mononucleares (Aye et al., 2014), 
porém a replicação pode ocorrer, 
principalmente, dentro de 
macrófagos, monócitos e pode 
infectar vários tipos celulares, como 
as células dendríticas e as células 
endoteliais (King et al., 2000). 
 Após a picada do mosquito 
fêmea infectado, o vírus é 
inoculado no organismo do 
hospedeiro. A proteína E do vírus 
se adere a receptores celulares e o 
vírus sofre endocitose e fica isolado 
dentro de endossomo no interior da 
célula. Já dentro da célula, o 
endossomo se acidifica e o virion 
sofre uma série de conformações, 
se tornando maduro. A membrana 
viral se fusiona à membrana do 
endossoma e libera o 
nucleocapsídeo no interior do 
citoplasma (Green et al., 2014). 
Então, o nucleocapsídeo libera o 
RNA viral, que é direcionado ao 
retículo endoplasmático, onde será 
traduzido em uma  poliproteína, 
que quando clivadas dará origem 

Figura 3 – Código genético do DENV. C – Capsídeo; prM – Pré-membrana; E – Envelope; NS – 

Não estrutural. 

Figura 4 - Ciclo replicativo do DEN. Adaptaado de Echavarria-

Consuegra et al., 2019 
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as proteínas estruturais e não estruturais do vírus. As proteínas estruturais formarão 
a partícula viral e as proteínas não estruturais desempenham a função de replicação 
viral, formando um complexo replicativo que sintetiza o RNA pela transcrição do RNA 
viral anti senso, seguido pela amplificação do RNA. O RNA é montado dentro de um 
capsídeo e recebe um envelope no momento que deixa o retículo endoplasmático, 
dando origem aos virions imaturos. Posteriormente são encaminhados para o 
complexo de Golgi, onde sofrerão a ação das proteases, que irão clivar as proteínas 
da membrana, gerando virions maduros ou parcialmente maduros, que são liberados 
pelas células infectadas e irão infectar as células vizinhas (Fig. 4).                                            
    
   
1.5  -As proteínas Virais  
 A proteína E é uma glicoproteína que forma um escudo para todos os Flavivírus, 
sendo portanto a estrutura viral mais exposta. É fundamental para a ligação do vírus 
aos receptores celulares, permitindo assim a internalização da partícula viral por via 
da endocitose (Van der Schaar et al., 2007) e a liberação do RNA viral no citoplasma 
da célula hospedeira. Por ser a estrutura mais exposta, é também o principal alvo da 
resposta imune, sendo a maioria dos anticorpos neutralizantes direcionados contra 
esta proteína. Uma infecção natural por dengue induz uma produção de anticorpos de 
reação cruzada direcionados contra o peptídeos encontrados na proteína E do 
envelope. É considerada também o principal candidato a alvo para subunidades de 
vacinas (Cedillo-Barrón et al. 2018). 
 A proteína C ou capsídeo é a menor proteína estrutural dos Flavivírus. Esta 
proteína possui afinidade tanto pelo RNA viral quanto pelos lipídeos de membrana. 
Sua função é formar parte do nucleocapsídeo que será incorporado aos novos virions 
(Dokland et al., 2004) e atua na regulação da translocação nuclear (Cedillo-Barrón et 
al., 2018).  
 A proteína prM é formada por uma fração pr e outra fração M. É muito 
importante na biogênese da partícula viral, uma vez que impede a fusão prematura da 
proteína E com os compartimentos acídicos (Mukhopadhyay et al., 2005). Quando a 
partícula viral imatura (formada por ambas frações pr e M) é clivada por uma furina no 
complexo de Golgi, libera a fração pr e se torna madura. Tem a função de 
acompanhante da proteína viral, facilitando sua passagem em direção ao lumém do 
reticulo endoplasmático, direcionada pelo N-terminal (Mackenzie e Westaway 2001).  
 A proteína NS1 é uma glicoproteína multifuncional, clivada pela proteína NS2a 
e por uma proteína desconhecida, residente do reticulo endoplasmático (Falgout, 
Chanock, & Lai, 1989). Após a clivagem,  a NS1 é translocada para o lúmen do retículo 
endoplasmático (RE) onde sofre várias transformações mediadas por peptidases do 
hospedeiro (Falgout & Markoff, 1995). Acredita-se que esteja relacionada com a 
replicação viral, uma vez que se colocaliza com a dupla fita de RNA (dsRNA) e 
interage com a proteína NS4a e NS4b (Wang et al., 2015). Outros estudos também 
ressaltam a importância do NS1, em modelos murinos, na indução da resposta imune, 
controlando a disseminação do vírus e lisando as células infectadas (Kyung e 
Diamond, 2008). Por outro lado, também pode contribuir para uma maior 
patogenicidade aumentando a permeabilidade capilar (Modhiran et al., 2015), 
estimulando a produção de anticorpos que reagem com plaquetas e proteínas da 
matriz extracelular (Sun et al., 2007).  
 A proteína NS2a é uma proteína transmembrana hidrofóbica (Xie et al., 2013) 
que desempenha papel importante no ciclo de vida do vírus. Está envolvida na síntese 
do RNA viral e na maturação do virion. Alguns estudos relacionam a proteína NS2a 
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ao transporte do RNA dos locais de replicação para os locais  de montagem (Leung 
et al., 2008). 
 A proteína NS2b é uma pequena proteína integrada a membrana. Possui um 
centro hidrofílico conservado, entre os domínios hidrofóbicos localizados na porção N 
e C-terminal (Phoo et al., 2016). O NS2b pode alterar a permeabilidade da membrana 
(León-Juárez et al., 2016),  
 A proteína NS3 é a segunda maior proteína viral do gênero dos Flavivirus. 
Desenvolve papel fundamental no ciclo de vida viral. A NS3 associada a NS2b atua 
como co-fator para a atividade de protease. Além de possuir um subdomínio que 
sintetizará o sulco de ligação do ssRNA e também é responsável pela ligação NS3-
NS5, muito importante durante a replicação viral (Kapoor et al., 1995).  
 A proteína NS4a é uma proteína pequena, hidrofóbica e multifuncional. É uma 
proteína de transmembrana onde o N-terminal se localiza no citoplasma da célula e o 
C-terminal no lúmen do RE.  Se associa às membranas do RE através de quatro 
regiões hidrofóbicas internas e se colocaliza com a fita dupla de RNA (dsRNA), 
promovendo uma reorganização da membrana que irá permitir a formação de 
complexos para a replicação viral (Miller et al., 2007).  
 A proteína NS4b é hidrofóbica, sofre modificação após a ação da signalase da 
célula do hospedeiro, dando origem à forma madura da proteína. Essa clivagem de 
peptídeo é importante para a correta inserção na membrana e remodelagem da 
proteína NS4b (Miller et al., 2006). Participam antagonizando a atividade de IFN-α/β 
(Evans e Seeger, 2007) e na montagem do complexo de replicação viral. Além de 
interagirem com outras proteínas virais como NS1, NS3 e NS4a, que desempenham 
funções essenciais para a replicação viral (Youn et al., 2012; Zou et al., 2015).   
 A proteína NS5 é a maior e mais conservada, com 60% de similaridade dentre 
os Flavivirus. Atua na formação do Cap viral (Egloff et al., 2002) e na replicação do 
genoma viral (Tan et al., 1996). Forma um complexo com NS3 e essa interação é 
requerida para a replicação viral (Kapoor et al., 1995), além de estar envolvido na 
inibição do resposta imune inata do hospedeiro, antagonizando a açao do IFN1. 
Acredita-se que ainda existam funções ainda não identificadas (Cedillo-Barrón et al., 
2018).  
 
1.6 –  As manifestações clínicas 

 Na maioria das vezes a dengue é assintomática. Porém, quando se manifesta, 
pode apresentar uma ampla variedade de sintomas. A dengue clássica é 
caracterizada por uma febre aguda acompanhada por dois ou mais seguintes 
sintomas: náusea, vômito, rash cutâneo, dor de cabeça, dor retro-orbital, mialgia, 
artralgia, petéqueas, teste de torniquete positivo ou leucopenia. Alguns sinais de alerta 
podem ser observados durante a evolução clínica da doença, tais como: intensa dor 
abdominal, vômito persistente, acúmulo de fluido (ascite, efusão pleural ou 
pericárdica), sangramento de mucosa, letargia, irritabilidade, hipotensão postural,  
hepatomegalia e/ou aumento progressivo do hematócrito. A doença pode evoluir 
ainda para a forma mais grave, caracterizada por extravasamento plasmático, grave 
hemorragia ou falha grave em órgãos o que pode levar o indivíduo ao óbito (PAHO, 
2017).  
 Para a triagem dos pacientes corretamente, especialmente durante surtos, 
estabeleceu-se a seguinte classificação: 
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Dengue 

sem 
sinais 

de 
alerta 

Pessoas que vivem ou viajaram para áreas com transmissão de dengue 
nos últimos 14 dias  e que apresentaram febre aguda ( 2 a 7 dias de 
duração) e pelo menos dois dos seguintes sintomas: 
- Náusea ou vômito; exantema; dor de cabeça, dor retro-orbital; 
mialgia/artralgia; petequeas ou teste de torniquete positivo; leucopenia.  
E também qualquer criança que reside ou esteve em área de transmissão 
de dengue apresentando febre aguda sem causa aparente. 

Dengue 
com 

sinais 
de 

alerta 

Todo caso de dengue, que além da febre, apresentem um ou mais dos 
seguintes sintomas de alerta: 
- Sensibilidade ou intensa dor abdominal; vômito persistente; acúmulo de 
fluido cavitário (ascite ou efusão pleural/pericárdica); sangramento de 
mucosa; letargia /inquietação; hipotensão postural; hepatomegalia; 
aumento progressivo do hematócrito.  

Dengue 
grave 

Todo caso de dengue que apresentar um ou mais dos seguintes 
sintomas:  
- Choque ou angústia respiratória devido a intenso extravasamento 
plasmático; choque evidenciado por pulso fraco ou indetectável;  
taquicardia, extremidades geladas, perfusão capilar > 2 segundos; grave 
sangramento (hematêmese, melena, metrorragia, sangramento em 
sistema nervoso central; comprometimento grave de órgãos; insuficiência 
hepática (AST ou ALT >1000 UI); alteração neurológica; miocardite. 

 

Tabela 1 - Níveis de gravidade do dengue e seus sintomas. Classificação segundo a O.M.S., 2009

  
 
 Em crianças, o quadro inicial febril, pode passar despercebido, e somente 
desperta atenção quando já está evoluindo para um quadro mais grave, caracterizado 
por efusões plasmáticas que culminam com fenômenos hemorrágicos, o que levará 
ao aparecimento de sinais de insuficiência circulatória, com mortalidade chegando a 
40% e 50% dos casos. O correto diagnóstico realizado precocemente e o início do 
tratamento logo na fase inicial reduzem a mortalidade para 1%.  
 O surgimento de casos graves têm se intensificado nos últimos anos, acredita-
se que tenham relação com:  
a) a cepa viral mais virulenta;  
b) a circulação de vários sorotipos concomitantemente; e  
c) a desregulação e exacerbação da resposta imune, principalmente durante uma 
segunda infecção.  
 Outra complicação é a falta de programas que estimulem o diagnóstico precoce 
do dengue, pois se baseia no aparecimento dos sinais agravantes e em uma fase já 
avançada da doença, o que dificulta tanto a recuperação do paciente quanto o controle 
das epidemias (Tauil, 2001).  
 A maior ameaça à saúde do indivíduo infectado com o vírus do dengue é a 
Síndrome do Choque do Dengue, caracterizada por:  
a) plaquetopenia;  
b) alteração da homeostase: elevado sangramento e/ou tempo de perfusão capilar;  
c) ativação do complemento, pela via clássica ou alternativa;  
d) elevação das transaminases hepáticas ALT e AST; e  
e) aumento da permeabilidade vascular (Halstead e Wilder-Smith 2019).  
 Essa síndrome é mais grave em crianças, idosos ou pessoas com condições 
pré-existentes (Guzman et al., 2019) . 
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 A elevada concentração de citocinas e quimiocinas e o aumento de plaquetas 
permitem o escape de macromoléculas e fluidos da circulação (Guzman et al., 2013), 
culminando com a hemoconcentração em decorrência do choque hipovolêmico e, se 
não iniciada a fluidoterapia endovenosa, o paciente poderá vir a óbito (Tauil, 2001).  
 Outro fator de risco são as comorbidades. Pacientes internados por dengue e 
que possuem outras doenças infecciosas, distúrbios pulmonares, distúrbios urinários, 
doença ou insuficiência renal, diabetes, alteração cardíaca, obesidade, derrame 
cerebral ou doença isquêmica cardíaca têm cerca de 11 vezes mais chance de virem 
a óbito por dengue grave. Sendo as doenças renais, doenças infecciosas, doenças 
pulmonares e a diabetes as que apresentaram maiores taxas de mortalidade 
(Werneck et al., 2018). 
 
1.7 – A patogênese  

 Alguns casos de dengue evoluem de uma dengue clássica, sem grandes 
complicações, para casos de dengue grave, que podem evoluir para óbito. Considera-
se fatores de risco para casos graves de dengue:  
a) a cepa do sorotipo do vírus infectante,  
b) o estado imunitário e genético do paciente,  
c) a concomitância com outras doenças e  
d) a infecção prévia por outro sorotipo viral da doença (Tauil, 2001). 
 A principal alteração fisiopatológica que diferencia uma dengue clássica de uma 
dengue grave é o extravasamento plasmático. Este ocorre em consequência à uma 
alteração na permeabilidade vascular. Em alguns casos mais graves pode ocorrer 
choque hipovolêmico, devido à perda de grande volume plasmático.  
 Acredita-se que essas alterações sejam causadas mais pela ação de 
mediadores e citocinas do sistema imune do que pela ação direta do vírus sobre as 
células endoteliais. Dos possíveis mediadores, os componentes C3a e C5a do sistema 
complemento estão elevados em pacientes que apresentaram choque e doença 
grave. Dentre as citocinas e mediadores químicos o TNF-α, IL-2, IL-6, IFN-γ estavam 
elevadas nos casos graves (Srichaikul e Nimmannitya 2000).  
 Além disso, também pode ocorrer a apoptose das células endoteliais, o que 
provoca a ruptura na parede de capilares e culminando com o extravasamento 
plasmático generalizado (Lin et al. 2002). Os níveis diminuídos de albumina também 
se relacionam com a gravidade do dengue, indicando intensa fragilidade capilar 
(Bethell et al. 1998). 
 A resposta fisiopatológica do dengue varia de acordo com o sistema imune do 
hospedeiro, tornando-a uma doença altamente complexa uma vez que a progressão 
da doença parece ter causa multifatorial (Martina et al., 2009).  
 Algumas teorias são sugeridas para explicar a patogênese do dengue e a 
resposta imune do hospedeiro parece ser, em muitas circunstâncias, responsável 
pelos casos graves da doença. Um exemplo disso é o fato de que em uma segunda 
infecção por outro sorotipo, a fase crítica da doença ocorre quando há a diminuição 
da carga viral, sugerindo que mecanismos imunológicos como a resposta imune 
adaptativa, os mediadores inflamatórios e os fenômenos de auto-imunidade são 
importantes no desenvolvimento da patogênese do dengue, mesmo sem a presença 
de viremia (Wan et.al., 2013).  
 Outra hipótese está relacionada com a variação genética e antigênica das 
diferentes cepas virais, em que o genótipo e o sorotipo da cepa parecem se relacionar 
com o nível de gravidade da doença durante a primeira infecção, sendo algumas 
cepas consideradas mais virulentas do que outras (Seneviratne et al., 2006). 
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 Fatores genéticos do hospedeiro também estão relacionados ao agravamento 
do dengue. Recentemente, foram descobertos, pelo estudo do genoma, dois loci que 
se relacionam com a síndrome do choque por dengue (Khor et al. 2011). 
 Observou-se um aumento de casos graves em crianças recém nascidas que 
adquiriram passivamente anticorpos via transplacentária ou pela lactação e em um 
segundo grupo de crianças na faixa etária dos 2 a 10 anos de idade. As crianças tem 
maior suscetibilidade a extravasamento plasmático, em comparação com os adultos 
(Nunes et al., 2016).  
  

1.7.1 – A patogênese do dengue no fígado 

 O fígado é um dos principais alvos do DENV. O fígado em paciente infectado 
com dengue apresenta variados graus de lesão. O achado mais comum é a congestão 
dos sinusóides hepáticos variando de moderada a grave. A apoptose ocorre 
predominantemente nas áreas medizonais e centrolobulares. Ao contrário da 
esteatose que apresenta-se disseminada por todo órgão. Alterações na morfologia 
dos hepatócitos são evidenciadas, tais como hipertrofia, vacuolização do citoplasma 
e desconecção dos cordões hepáticos. Além disso, alterações nucleares, como 
fragmentação da cromatina (cariorrexe), redução do tamanho (picnose) ou a perda do 
núcleo (cariólise) também são evidentes. Foi observado infiltrado inflamatório 
mononuclear, principalmente na área periportal, contendo linfócitos, monócitos e 
neutrófilos ( Aye et al. 2014; Póvoa et al. 2016).  
 A detecção de CD68+ revela a presença de células de Kupffer e de macrófagos 
circulantes. Além da detecção de linfócitos T CD4+ e T CD8+ localizadas, 
preferencialmente, margeando os capilares sinusoidais. Células mononucleares 
expressando citocinas como TNF-α, IFN-γ, IL-10, TGF-β e RANTES já foram 
observadas, principalmente, na região medizonal. TNF-α foi encontrado em células de 
Kupffer e monócitos. IFN-γ  foi encontrado, majoritariamente, em linfócitos, células de 
Kupffer e monócitos. As células endoteliais dos capilares sinusoidais, monócitos e 
linfócitos expressavam IL-10 e macrófagos e células de Kupffer expressavam TGF-β. 
Foi observada também a expressão da quimiocina RANTES, principalmente pelas 
células endoteliais e células de Kupffer (Póvoa et al. 2016).  
 A detecção do antígeno viral NS3 do DENV foi observada em hepatócitos e 
células de Kupffer, e em células endoteliais. As células de Kupffer se apresentaram 
hiperplásicas. Já as células endoteliais das áreas danificadas se apresentavam com 
os núcleos picnóticos (Aye et al., 2014).  
 Tais danos podem ser causados pela deposição de componentes do 
complemento, tanto pela via clássica quanto pela via alternativa, nos hepatócitos, nas 
células de Kupffer e nos macrófagos. Porém, uma lacuna na correlação entre a 
presença dos antígenos virais e os danos encontrados sugere que a replicação viral 
não é o único fator que provoca tais alterações, mas também outros fatores tais como 
hipóxia, mediadores de uma resposta imune exagerada e endotoxinas liberadas por 
macrófagos infectados podem contribuir para a lesão hepática e apoptose (Aye et al., 
2014). 

  
1.7.2  – A patogênese do dengue no pulmão 
 Variados graus de congestão foram observados em pacientes infectados com 
o vírus do dengue. O septo alveolar apresenta-se preenchido por células vermelhas 
do sangue e com infiltrado inflamatório contendo predominantemente linfócitos e 
monócitos (Aye et al., 2014).  
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 Diferentes graus de edema podem ser observados, com ou sem a presença da 
membrana hialina. Pode ocorrer também a dilatação dos espaços subpleurais, com 
ou sem a presença de líquido (Aye et al., 2014). 
 Por meio da imunohistoquímica, foi possível detectar a presença de 
macrófagos (CD68+), no septo alveolar, e de células T CD4+ e T CD8+ principalmente 
nos capilares pulmonares. TNF-α, IFN-γ, IL-10 e TGF-β foram detectados em 
macrófagos e linfócitos. Além da expressão de RANTES pelas células endoteliais e 
macrófagos alveolares no espaço perivascular (Póvoa et al., 2016 ). O antígeno viral 
pode ser encontrado no interior dos pneumócitos tipo II e nos macrófagos alveolares.  

 
1.7.3 – A patogênese do dengue na traqueia 

 Poucos estudos tendo a traqueia como órgão analisado foram realizados até 
hoje. Porém, em alguns adultos já foram evidenciadas placas eritematosas no epitélio 
respiratório. Foram relatados também casos de hemorragia na luz traqueal devido a 
alterações vasculares. O vírus do dengue pode provocar um processo inflamatório 
local (traqueíte) e estimular a migração de células inflamatórias mononucleares, que 
em grande quantidade pode provocar obstrução do lúmen traqueal, dificultando a 
respiração.      
 
1.7.4 – A patogênese do dengue na língua 
 Várias manifestações podem ser observadas na cavidade oral de pacientes 
diagnosticados com dengue. Os sinais variam desde alteração no sabor e sensação 
de boca seca até sangramento gengival e vesículas na língua. É comum observarmos 
também placas eritematosas. Já foi relatada osteonecrose de mandíbula em um 
paciente diagnosticado com dengue (Pedrosa et al., 2017).   
 A mucosa oral normalmente não é analisada em casos de dengue. Porém, 
alguns relatos foram feitos ao longo dos anos. Em 2011, um indiano teve complicações 
respiratórias devido a um sangramento anormal na língua, sendo posteriormente 
diagnosticado com dengue (Sarkar et al., 2011). Um outro paciente, diagnosticado 
com dengue, apresentou hemorragia espontânea e intensa na língua e no palato 
(Byatnal et al., 2013).  
 
1.8 – A morfologia dos tecidos  
1.8.1 – Morfologia do Fígado  
 O fígado é o segundo maior órgão do corpo, sendo também uma glândula 
endócrina e exócrina. Isto porque, além da função de processar e armazenar os 
nutrientes absorvidos durante a digestão e distribuí-los para os órgãos através do 
sangue, também produz secreções tais como albumina, fibrinogênio, lipoproteínas e 
a bile. É irrigado principalmente pela veia porta (80%) que carrea sangue contendo 
pouco oxigênio, porém rico em nutrientes absorvidos no trato gastro-intestinal e pela 
artéria hepática (20%) rico em oxigênio.  
 É um órgão parenquimatoso, constituído basicamente por hepatócitos (cerca 
de 80%). Essas células se organizam em cordões hepáticos e formam placas 
hexagonais interconectadas entre si, denominadas lóbulos hepáticos (Fig. 5). Cada 
hepatócito faz íntimo contato com os capilares sinusoidais e com outra célula hepática, 
formando entre eles um canalículo biliar. Os sinusóides convergem para o centro do 
lóbulo, onde formam a veia centrolobular e os canalículos biliares fluem em sentido 
contrário, para a periferia, onde se anastomosam e formam o ducto biliar.  Nas 
extremidades dos lóbulos hepáticos se localizam os espaços porta, contendo um ramo 
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da veia porta, um ramo da 
artéria hepática, um ducto 
biliar e vasos linfáticos. O 
fígado humano contém cerca 
de 3 a 6 espaços porta por 
lóbulo (Fig. 5). 
 Os sinusóides 
convergem para o centro do 
lóbulo, onde formam a veia 
centro lobular. É devido à esse 
intimo contato entre vasos 
sanguíneos e os hepatócitos 
que ocorre a troca de 
substâncias entre eles. Os 
hepatócitos produzem 
albumina, fibrinogênio e 
lipoproteínas que são 
fundamentais para processos 
fisiológicos.  
 Além dos hepatócitos, o 
parênquima hepático também 

é constituído pelas células de Kupffer (cerca de 15%), considerados os macrófagos 
do fígado, cuja funções são metabolizar hemácias velhas, digerir hemoglobina, 
secretar proteínas relacionadas com processos imunológicos e destruir bactérias que 
eventualmente penetrem junto ao sangue portal, a partir do intestino grosso. 
  E em menor quantidade, é constituído também pelas células de Ito, que tem a 
função de armazenar lipídeos, ricos em vitamina A, além de captar, armazenar e 
liberar retinóides, sintetizar e secretar várias proteínas da matriz extracelular e 
proteoglicanos, secretar fatores de crescimento e citocinas além de regular o 
diâmetro do lúmen sinusoidal em resposta a diferentes fatores reguladores 
(prostaglandinas, tromboxano A2) (Junqueira, 2013 p.318-329).  
 
1.8.2 – Morfologia do Pulmão 

 O pulmão é um órgão par. O pulmão direito é um pouco mais largo e mais curto, 
e divide-se me 3 lobos delimitados por duas fissuras. O pulmão esquerdo possui dois 
lobos delimitadas por uma fissura além de apresentar a língula do pulmão, que é um 
resquícios do desenvolvimento embrionário do lobo médio (Fig. 6).  
 Se dividem em duas porções. A porção condutora se inicia após o término dos 
bronquíolos extrapulmonares, na região do hilo. Estes, se dividem em brônquios 
secundários ou lobares (que se relacionam a cada lobo pulmonar) (Fig 6). Se 
ramificam novamente formando os brônquios terciários ou segmentares (que se 
relacionam a cada segmento pulmonar). Que se ramificam novamente formando os 
bronquíolos quartenários ou terminais. São revestidos internamente pelo epitélio 
respiratório circundados por anéis incompletos de cartilagem hialina, que vão 
diminuindo conforme se ramificam. A porção respiratório se inicia no bronquiolos 
respiratórios que sem ramificam de primeira, segunda e terceira ordem. Estes se 
ramificam em minúsculos túbulos denominados ductos alveolares que irão 
desembocar em sacos alveolares, que são constituídos por estruturas microscópicas 

Figura 5 - Representação de um lóbulo hepático e suas 

estruturas. 
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denominadas alvéolos. Cada alvéolo faz íntimo contato com capilares pulmonares. É 
nesse nível que ocorrem as trocas gasosas.  
 Nas paredes dos alvéolos encontram-se três tipos celulares: células endoteliais 
dos capilares, os pneumócitos de tipo I e de tipo II. Os de tipo I tem núcleo mais 
achatados, com citoplasma muito delgado, sua função é constituir uma barreira de 

espessura mínima que impeça a passagem de fluidos intersticiais para o interior dos 
alvéolos, porém permita a troca de gases. Os pneumócitos de tipo II são mais 
arredondadas, com núcleo maior e mais vesicular, se localizam nos pontos onde as 
paredes alveolares se tocam e ficam sobre a membrana basal do epitélio alveolar, 
possuem corpos multilamelares que contém fosfolipídios, proteínas, 
glicosaminoglicanos e dão 
origem a uma camada 
extracelular surfactante, que 
se espalha pela superfície 
dos alvéolos e reduz a 
tensão superficial e, 
consequentemente, a força 
necessária para a inspiração 
e impedem que os alvéolos 
colabem durante a expiração 
(Fig. 7).  
 Possuem macrófagos 
alveolares no interior dos 
septos inter alveolares e na 
superfície dos alvéolos. Se 
localizam também na 
camada surfactante e 
ajudam na remoção de 
partículas e substâncias 
prejudiciais que por ventura 
entraram junto com o ar 
inalado (Junqueira, 2013 p. 
339 - 350 )(Fig. 7).  
 
1.8.3 – Morfologia da Traqueia  

Figura 6 - Representação do pulmão e seus lobos. Adaptado de Netter et al., 2000 

Figura 7 - Representação do parênquima pulmonar 
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 A traquéia é um orgão tubular, que se inicia no final da laringe e em sua 
terminação se divide em dois ramos denominados brônquios principal ou 
extrapulmonares direito e esquerdo.  
 É revestido internamente por 
epitélio respiratório  (epitélio ciliado 
pseudoestratificado colunar com 
células caliciformes) glandular, com 
lamina própria de tecido conjuntivo 
frouxo rico em fibras elásticas.  
 Tanto as glândulas quanto as 
células caliciformes liberam na luz do 
órgão substância seromucosa, que, 
com o movimento dos cílios, ajudam a 
retirar partículas do ar inspirado. Para 
sua sustentação, possui cartilagens 
hialinas (de 16 a 20) em forma de C 
abertos na parte posterior (Fig. 8). 
  A traqueia é revestida 
externamente por uma camada 
adventícia, formada por tecido 
conjuntivo frouxo, que une a traquéia 
aos tecidos adjacentes. 
 Possui em toda sua extensão da 
porção condutora nódulos linfáticos e 
linfonodos (rico em plasmócitos), além de linfócitos isolados (Junqueira, 2013 p. 334 
- 338). 
 
1.8.4 – Morfologia da Língua 
 A língua é um órgão fundamental para a apreensão e deglutição dos alimentos. 
É uma massa de músculo estriado esquelético fortemente aderida a uma camada  
mucosa de tamanho variável de acordo com a região. As fibras estão organizadas em 
feixes, separados por tecido  conjuntivo da lâmina própria.  
 Na porção ventral é lisa e a dorsal é recoberta por papilas. As papilas são 
elevações do epitélio oral e se dividem em: filiformes, fungiformes, foliadas e 
circunvaladas. As filiformes têm formato cônico alongado com epitélio de revestimento 
queratinizado, sem botões gustativos, estão sobre toda a superfície dorsal da língua 
e têm função fricção. As fungiformes tem formato de cogumelos, com base estreita e 
uma porção superior dilatada e lisa contendo alguns botões gustativos, distribuídas 
entre as papilas filiformes. As foliadas são pouco desenvolvidas em humanos, 
formadas por rugas paralelas na superfície dorsolateral da língua, com muitos botões 
gustativos (Fig.9). Já as  circunvaladas são 7 a 12 estruturas circulares grandes, suas 
superfícies achatadas se estendem acima das outras papilas, localizadas sobre o V 
lingual, contém glândulas de von Ebner que secretam seu conteúdo em uma 
depressão que circunda cada papila, que possibilita um maior contato do alimento 
com  os botões gustativos nas laterais dessas papilas. 

Figura 8 - Esquema da anatomia da traqueia. 
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 O terço posterior, delimitado pelo sulco terminal da língua, em forma de V, 
apresenta saliências compostas por agregados linfóides de dois tipos: pequenos 
grupos de nódulos e tonsilas linguais (Junqueira, 2013 p. 281 -282). 

 
1.9 – A resposta imune na dengue  

 O vírus penetra na pele após a picada do mosquito infectado. É replicado na 
pele nos queratinócitos e células dendríticas. As células infectadas migram para os 
linfonodos regionais, onde o vírus se replica e dissemina para outros órgãos via vasos 
linfáticos.   
 O sistema de resposta imune inata corresponde a primeira linha de defesa 
contra o DENV, sendo fundamental para o controle da infecção logo no período inicial. 
Assim que penetra uma célula, o vírus é reconhecido por de uma série de receptores, 
denominados receptores de reconhecimento de padrões (PRRs), presentes no 
citoplasma e endossomas de células dendríticas, macrófagos e monócitos (células do 
sistema imune inato). Esses receptores tem a capacidade de reconhecerem padrões 
moleculares associados a patógenos (PAMPs), que são estruturas microbianas 
preservadas dentre os patógenos. A interação entre o RNA viral (tipo de PAMPs) e os 
receptores Toll-Like (tipo de PRRs), principalmente os TLR3, TR7 e TLR8, irão ativar 
uma série de vias que irão estimular a produção de citocinas pro-inflamatórias e IFN 
tipo I (IFN-α, IFN-β e IFN-ώ), além de NF-κB.(Boxel-Dezaire et al., 2006; Ramirez e 
Urcuqui-Inchima, 2015;) 
 A produção de IFN-I inibe a disseminação do DENV para outras células não 
infectadas, pois se ligam aos receptores de IFN-α/β das células vizinhas induzindo um 
estado antiviral que afeta diferentes processos da replicação viral (Severa e 
Fitzgerald, 2007; Uno & Ross, 2018). A ativação de NF-κB estimula a produção de 
algumas quimiocinas (MCP1 e RANTES), de interleucinas (IL-1α, IL-1β, IL-18 e IL-12) 
que irão ativar outras células da resposta imune inata, assim como as células NK, que 
passam a liberar IFN-γ. A ação do IL-12, IL-18 e do IFN-γ  sobre as células CD4+ 
naive estimulam a sua diferenciação em CD4+ tipo Th1, caracterizando a transição 
para uma resposta imune adaptativa (Iwasaki e Medzhitov, 2004). 

Figura 9  - Representação esquemática da língua e papilas linguais. Adaptado de Pinterest 
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  Os macrófagos, maciçamente infectados, estimulados pelo IFN-y, expressam 
as moléculas HLA I e II facilitando o reconhecimento de epítopos virais pelos linfócitos 
T CD4+ e T CD8+, que irão atuar sobre os macrófagos infectados. Os macrófagos 
lisados ou atingidos pelas células citotóxicas liberam tromboplastina, que promove a 
coagulação e ativação do sistema complemento. Os macrófagos e os linfócitos 
estimulam a produção de TNF-α, que irá ativar as células endoteliais. A ativação das 
células endoteliais promove um aumento da permeabilidade vascular e a liberação de 
fatores  da via de coagulação. Estudos demonstram que células endoteliais infectadas 
produzem grandes quantidades de IL-8 e RANTES que estimula a liberação de 
histamina pelos basófilos, promovendo o aumento a permeabilidade vascular. Esses 
eventos resultam em um extravazamento capilar, que causa hipotensão, hemorragia 
e plaquetopenia (Fonseca & Figueiredo, 2006).  
 Durante um infecção, leucócitos são recrutados de dentro da circulação 
sanguínea para o local da inflamação. Isso envolve rolamento, adesão, migração 
transendotelial e quimiotaxia (movimento estimulado por quimiocinas). Moléculas de 
adesão celular, principalmente as da família das selectinas e a superfamília da 
imunoglobulinas estão envolvidas nesse processo. As selectinas expressas por 
leucócitos (L-selectinas), células endoteliais (E-selectinas) e plaquetas (P-selectinas) 
são responsáveis pelo contato inicial entre leucócitos e o endotélio vascular e por uma 
fraca interação de adesão, que caracteriza o rolamento das células. Os leucócitos são 
então ativados e estimulam suas integrinas a se ligarem às moléculas de adesão, 
tanto as moléculas de adesão intracelular (I-CAM1 e 2) quanto as moléculas de 
adesão vascular (VCAM1) que promovem uma firme adesão do leucócito à parede 
vascular. O leucócito migra pelo meio vascular, movido por um gradiente de 
quimioatratores (Touyz, 2005).  
  A autofagia também pode ocorrer, caso a infecção se dê em monócitos. Nas 
células hepáticas, a autofagia tem um efeito próviral, pois o vírus consegue bloquear 
a autofagia, se ligando ao lisossomo e utilizando os vacúolos para a replicação, 
formação e maturação, se evadindo da ação dos anticorpos neutralizantes durante a 
transmissão (Uno e Ross, 2018).  
 A imunidade gerada por uma infecção por um sorotipo é duradoura através da 
produção de anticorpos neutralizantes homotípicos. Porém não existe imunidade 
cruzada entre os diversos sorotipos de DENV, exceto durante as primeiras semanas 
depois da infecção. Fatores relativos a imunidade do hospedeiro estão envolvidos na 
determinação da gravidade do dengue, uma vez que pacientes, durante uma segunda 
infecção, apresentam quadros mais graves quando infectados com um sorotipo 
diferente da primeira infecção. Crianças em fase de lactação, ou que foram geradas 
durante a infecção materna, podem desenvolver quadros de dengue grave já na 
primeira infecção, uma vez que os anticorpos maternos passados pelo leite ou por via 
transplacentária, fazem com que a primeira infecção se expresse como uma segunda 
infecção. Estas crianças terão carga viral consideravelmente mais alta e um 
clareamento viral mais lento (Wang et al., 2006). Outro fator relacionado a idade é que 
diferenças na permeabilidade microvascular tornam as crianças mais suscetíveis ao 
choque por dengue (Gamble et al., 2000). 
 A resposta imune do hospedeiro pode ser protetora, conduzindo à cura, ou 
patogênica. Muitas teorias tentam explicar o motivo do agravamento, as mais 
conhecidas são (Martínez Torres, 2008) : 
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 1.9.1 – A teoria da Tempestade de citocinas    

 Tempestade de citocinas 
é o nome dado ao fenômeno 
causado por uma reação 
potencialmente fatal dentro do 
sistema imune. Ocorre quando o 
sistema imunológico, 
combatendo um agente 
infeccioso, produz citocinas que 
irão ativar e atrair  linfócitos T e 
macrófagos para o local da 
infecção. Em resposta a essa 
ativação produz mais citocinas. 
Tal processo é controlado por 
uma sinalização feedback 
negativa. Porém em alguns 
casos, essa sinalização é 
ineficaz, resultando em uma 
produção descontrolada de 
citocinas, provocando a 
migração excessiva de células 
inflamatórias para o local da 
inflamação.  O motivo exato 
para a ocorrência de tal fato 
ainda é desconhecida, mas 
acredita-se que seja provocado 
por um agente infeccioso inédito 
e altamente patogênico ao 
organismo. 
 Os danos provocados 
pelo acúmulo excessivo de 
células variam desde um edema 
local sem importância até a 
obstrução de vias aéreas 
importantes ou grandes 
hemorragias (Fig. 10).  
 A grande preocupação é 
que a tempestade de citocinas 
ocorre em sistemas imunes 
saudáveis. As citocinas pró 
inflamatórias (TNF-α, IL-1 e IL-6) e a anti-inflamatória (IL-10) se encontram elevadas 
em pacientes que apresentam dengue grave. 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 10 – Teoria da Tempestade de citocinas no dengue. 
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1.9.2 – A teoria do ADE ou Facilitação anticorpo dependente (antibody-
dependent enhacement) 

  Nessa teoria, os 
anticorpos adquiridos 
ativamente em uma primeira 
infecção ou passivamente pela 
mãe em uma infecção por um 
dos sorotipos do dengue, 
aumentam a gravidade de uma 
segunda infecção por um 
sorotipo diferente. Esse 
fenômeno é conhecido como 
Facilitação anticorpo 
dependente ( do inglês antibody 
dependent enhancement – 
ADE).  A teoria do ADE foi 
postulada na década de 70, 
baseada em estudos in-vitro,  
como o mecanismo 
desencadeador da síndrome da 
permeabilidade vascular do 
dengue (SPVD) (Halstead, 
1979) nos casos de dengue 
grave.  
  Após uma infecção com o 
DENV, anticorpos contra as 
proteínas E e prM são 
produzidos. Esses anticorpos 
são homólogos, ou seja, se o 
indivíduo se infectar novamente 
com o mesmo sorotipo do 
DENV, várias cópias de 
anticorpos se ligaram à 
superfície do vírus, impedindo 
que o vírus se ligue as células e 
se replique, dessa forma, 
neutralizando o vírus. Porém, se 
outro sorotipo do DENV infectar 
este indivíduo, após um curto 
período, os anticorpos se 
ligaram a superfície do vírus, 

mas não em quantidade suficiente para neutralizar sua ação. O que acaba por facilitar 
a entrada do vírus na célula alvo, através do reconhecimento do receptor Fc das 
células de suporte, potencializando a infecção viral, estimulando a replicação viral e a 
produção de citocinas, especialmente TNF-α, IL-1β IL-6 que irá atuar no endotélio 
promovendo uma vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular (Fig. 11) (King 
et al., 2000; Guzman et al., 2013). 
 
 
 

Figura 11 - Teoria da Facilitação Anticorpo Dependente 
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1.9.3 – A teoria do pecado antigênico original  

 Durante uma infecção viral, o 
organismo reconhece o agente invasor e 
produz linfócitos T de memória 
específicos para aquele sorotipo viral. Isso 
permite que durante uma segunda 
infecção pelo mesmo sorotipo, a resposta 
imunológica seja mais rápida impedindo a 
evolução da doença. Essa memória é de 
longa duração e pode durar por toda a 
vida do indivíduo. Porém, quando o 
organismo é infectado por outro sorotipo, 
o organismo reconhece que está sendo 
invadido novamente pelo DENV e o 
sistema imune inicia a produção de 
linfócitos T que não são específicos para 
este sorotipo. Logo, esses linfócitos serão 
ineficazes na promoção da lise celular. Os 
linfócitos serão estimulados a produzirem 
menos citocinas antivirais e mais citocinas 
inflamatórias. (Fig. 12) (Mongkolsapaya et 
al., 2003).  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 12 - Teoria do Pecado Antigênico 

Original. 
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2 – Justificativa 

 
A incidência do dengue vem aumentando consideravelmente nos últimos anos, 

e cada vez a manifestação clínica da doença se apresenta de uma forma mais grave. 
Por ano, cerca de 70 mil casos de óbitos são confirmados, configurando um sério 
problema de saúde pública pela alta morbidade e mortalidade. Uma mudança no perfil 
da doença tem ocorrido recentemente, onde as crianças têm apresentado quadros 
mais graves. Na última década, 25% dos casos confirmados, notificados e 
hospitalizados por dengue foram de indivíduos com menos de 15 anos, de acordo com 
o Ministério da Saúde do Brasil. Segundo estudos recentes, quadros mais graves, 
com presença de choque hipovolêmico, extravasamento plasmático e acentuada 
plaquetopenia são mais prevalentes conforme a idade diminui.  

Porém ainda não esta completamente estabelecida a imunopatogenicidade, 
principalmente nos casos que acometem crianças de até 15 anos de idade. 

Este estudo visa avaliar as alterações histopatológicas provocadas pelo DENV 
em tecidos de fígado, pulmão, traquéia e língua; caracterizar e quantificar, através da 
imunonistoquímica, a resposta imune celular através da detecção  de células do 
infiltrado inflamatório (CD68+, T CD4+, T CD8+), detectar a presença de citocinas pró-
inflamatórias (TNF-α, RANTES), da metaloproteínase MMP9, dos mediadores 
envolvidos na alteração vascular ( VCAM1 e VEGFR-2) e detectar a presença do vírus 
e sua atividade através do antígeno de replicação (NS3).  

Desta forma podemos contribuir significativamente para a identificação dos 
alvos celulares envolvidos na patogênese do dengue em crianças, correlacionando 
com os conhecimentos anteriores da patogênese do dengue em adultos. O 
conhecimento dessas alterações é relevante pois permite um avanço no tratamento 
dos pacientes internados, além de identificar previamente componentes do sistema 
imune que possam atuar como biomarcadores antes dos pacientes evoluírem para 
dengue grave, apresentarem choque e consequentemente óbito. Porém esse 
conhecimento é dificultado pelo baixo índice de necrópsias e pelos escassos estudos 
histológicos nos pacientes que vêm a óbito. 
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3.Objetivos 
 

3.1. Objetivo Geral  
 

 O estudo tem como objetivo a detecção viral e a investigação de células, 
citocinas e mediadores inflamatórios que possam atuar como marcadores de 
prognóstico em casos fatais de crianças, no tecido hepático, pulmonar, da 
traqueia e da língua.   

 
3.2. Objetivos Específicos 
 

 Descrever os aspectos clínicos e laboratoriais dos casos fatais de dengue em 
crianças;  
 

 Identificar as alterações histopatológicas nos tecidos estudados e quantificar 
os danos (no tecido hepático e  pulmonar); 

 Identificar a replicação viral, através da detecção da proteína do antígeno viral 
de dengue (NS3), nos tecidos estudados dos casos fatais;  
 

 Caracterizar e quantificar a expressão das células do infiltrado inflamatório 
(TCD4+, TCD8+, e CD68+) nos tecidos hepáticos e pulmonares; 
 

 Detectar a presença das citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, RANTES) nos 
tecidos estudados;  
 

 Detectar a presença da metaloproteínase MMP9 nos tecidos estudados; 

 
 Detectar a presença de mediadores inflamatórios envolvidos na alteração 

vascular VCAM1 e VEGF-R2 nos tecidos estudados. 
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4 – Materiais e Métodos  
4.1 – O Paciente 1 

Um paciente do sexo masculino, com 8 anos de idade, que em 2008 se 
apresentava com febre, náusea, hematêmese, desnutrido, hipocorado, hipoidratado, 
com gengivorragia e plaquetopenia de 17,9mil plaquetas/mm3 (limites de 150,0mil a 
450,0mil/mm3). Apresentou sorologia positiva (IgM) para dengue. Durante a ausculta, 
apresentou estertores pulmonar, abdômen doloroso com hepatomegalia e derrame 
pleural bilateral. Foi realizada toracocentese para drenagem de 247 mL de líquido 
amarelo. Em poucos dias evoluiu para estado gravíssimo com anemia, 
hepatoesplenomegalia, ascite, pulmão com infiltrado bilateral difuso e novo derrame 
pleural. Em uma semana evoluiu para choque, com SARA (Síndrome da Angústia 
Respiratória Aguda), hemocultura positiva para Pseudomonas aeruginosa que em 10 
dias evoluiu para sepse, estado de choque refratário.  Ao décimo terceiro dia 
presentou sangramento nasal ativo, hipotermia, bradicardia, sem pulsos arteriais, 
parada cardiopulmonar sem resposta a medicamentos de ressuscitação (adrenalina, 
bicarbonato e glicose) culminando com o óbito. 
 
4.2 – O Paciente 2 

Uma paciente do sexo feminino, com 9 anos de idade, que em 2011, com febre 
alta e mal estar geral, com leucopenia de 2.700/mm3 (limites de 5,0 a 14,5/mm3) e 
plaquetopenia de 22 mil/mm3, apresentou-se prostrada, desidratada, hipocorada, 
taquicárdica, com abdômen globoso, hepatomegalia dolorosa e com petéquias em 
face e membros inferiores. Foi reativo para o teste imunocromatográfico para a 
detecção do antígeno NS1 do vírus do Dengue. No dia seguinte apresentou 
bradicardia e pulso periférico não palpável, feita massagem cardíaca externa, 
recuperando batimentos cardíacos e pulso. Apesar dos esforços de manutenção das 
funções cardiovascular e respiratória, paciente entrou em nova parada 
cardiopulmonar sem resposta a medicamentos de ressuscitação (adrenalina, 
bicarbonato e glicose) culminando com o óbito. 
 
4.3 – O Paciente 3 

 Um paciente do sexo masculino, com 10 anos de idade, que em 2012, se 
apresentava com febre, cefaléia, prostração, vômito, com leucopenia de 2,36 mil/mm3 
e plaquetopenia de 14,8 mil/mm3. Apresentou sorologia positiva (IgM) para dengue. 
Possuia abdômen globoso, hepatomegalia dolorosa, taquidispneico, hipocorado, 
edemaciado e com exantema. Em poucas horas evoluiu para estado gravíssimo, em 
choque, sem pulsos sendo necessária a intubação. Através dos exames de imagens 
detectou-se hidrotórax e ascite. Via toracocentese, foram drenados 970 ml de líquido 
pleural. Apresentou sangramento ativo e hematúria, anasarca, culminando com 
parada cardiopulmonar sem resposta a medicamentos de ressuscitação (adrenalina, 
bicarbonato e glicose) culminando com óbito.  
  
4.4 – Os pacientes controles  
 Para podermos comparar os achados encontrados e determinar quais as 
alterações nos tecidos infectados seriam causadas exclusivamente pelo vírus do 
dengue, buscamos órgãos de três crianças que tinham aproximadamente a mesma, 
idade (8 a 13 anos), que vieram a óbito por causa natural ou trauma e que não tinham 
nenhum histórico de dengue e de outras doenças infecciosas. Além disso, os controles 
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também não poderiam ter vindo a óbito por nenhuma patologia direta ou indiretamente 
relacionada a qualquer um dos órgãos analisados nesse estudo.  
 
4.5 –  O processamento das Amostras 

Fragmentos de órgãos foram coletados por meio de necropsia, foram fixados 
em  formaldeído 10% e pH=7,2, clivados em fragmentos menores (3 a 5mm) e lavados 
em água corrente. Foram desidratados com banhos de concentração crescente de 
etanol (70% a 100%), durante meia hora. E clarificados em banho de xilol a 
temperatura ambiente, e posteriormente infiltrados em parafina. Os blocos de 
parafina, com os referidos órgãos analisados no estudo, foram cedidos pelo 
patologista do Hospital Municipal Jesus do Rio de Janeiro, o doutor Fernando 
Rosman. Foram realizados cortes de 4µm de espessura em micrótomo (Leica RM-
2235). Os cortes obtidos dos órgãos incluídos em parafina foram transferidos para as 
lâminas e corados para visualização em microscopia óptica utilizando Microscópio de 
Epifluorescência NIKON ECLIPSE E600, para observação em microscopia óptica de 
campo claro. As imagens foram capturadas com auxílio da câmara fotográfica Cool 
SNAP- Procf COLOR acoplada. 
 
4.6 – As colorações Especiais 
4.6.1 – A coloração Hematoxilina e Eosina (H.E.) 

As lâminas com os cortes foram levadas à estufa (60ºC por 24 horas) para 
desparafinização e submetidos a banhos de xilol e hidratação em concentrações 
decrescentes de etanol (100 a 70%), sendo lavados em seguida em água corrente, 
corados com hematoxilina durante 50 segundos, lavadas em água por 5 minutos, 
imersos em solução fraca amoniacal até os cortes ficarem azul-brilhante, novamente 
lavados por 10 minutos, imersos em alcool etílico 80% por 2 minutos, contracorados 
em solução de eosina por 40 segundos, desidratadas em concentrações crescentes 
de etanol, clarificados em concentraçõe crescentes de xilol e por fim seladas com 
Entelan (Merk) e lamínula.  
   
4.6.2 – A coloração Tricrômio de Masson 

As lâminas foram desparafinizadas em três banhos com concentrações 
crescentes de xilol (70 a 100%)  e em três banhos com concentrações crescentes de 
etanol (70 a 100%). Em seguida, foram lavadas em água corrente por 5 minutos. 
Foram imersos em solução mordente  de Bouin e encubamos por 1 hora na estufa a 
60ºC e lavadas, em água corrente até desaparecer o amarelo deixado pela solução. 
Em seguida, foram lavadas em água destilada e coradas pela solução de Hematoxilina 
Férrica de Weigert e lavadas em água corrente por 10 minutos. Foram coradas pela 
solução de Escarlate de Biebrichpor 5 minutos e lavadas em água destilada. Imersas 
em Ácido Fosfotúngstico-Fosfomolíbdico por 10 a 15 minutos e lavadas com água 
destilada. Foram coradas com Azul de Anilina durante 5 a 10 minutos e lavadas em 
água destilada. Foi adicionada solução de Ácido Acético Glacial 1% por 3 a 5 minutos, 
e lavadas por água destilada e as lâminas e então montadas em Entelan (Merk).  
 
4.6.3 – A coloração Ácido Periódico + Reativo de Schiff (P.A.S.) 

As lâminas foram desparafinizadas em três banhos com concentrações 
crescentes de xilol (70 a 100%)  e em três banhos com concentrações crescentes de 
etanol (70 a 100%). Foram imersas em solução de ácido periódico 1% por 15 minutos, 
lavadas em água destilada por 5 minutos, coradas com reativo de Schiff por 15 
minutos, lavadas em água corrente por 5 minutos e contra coradas pela Hematoxilina 
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de Harris por 10 minutos e lavadas em água corrente por 5 minutos. Desidratadas, 
clarificadas e por fim seladas com Entelan (Merk) e lamínula.  

 
4.6.4 – Coloração Picrosírius 

As lâminas foram desparafinizadas em três banhos com concentrações 
crescentes de xilol (70 a 100%)  e em três banhos com concentrações crescentes de 
etanol (70 a 100%). Em seguida, foram coradas com uma solução corante aquosa 
saturada de ácido pícrico e 0,1% Sirius Red F3BA durante 1 hora. Em seguida 
passaram por uma solução 0,01N HCl por 2 minutos. Então lavadas em água destilada 
e em seguida por água corrente. Passaram pela sequência de alcool 4,5,6 e depois 
no xilol 4, 5, 6  

 
4.7 – A Imunohistoquímica 

Foram realizados cortes (4 µm) das secções em parafina e transferidos para 
lâminas silanizadas. No primeiro dia, as lâminas com os cortes permaneceram na 
estufa a 60ºC por uma hora, Foram desparafinizadas em três banhos com 
concentrações crescentes de xilol (70 a 100%) e em três banhos com concentrações 
crescrentes de etanol (70 a 100%). Posteriormente, foram lavadas em água corrente 
e água destilada. A recuperação antigênica foi realizada em solução tampão citrato 
(Diagnostic Biosystem, pH 6,0), imerso em banho maria (3 minutos a 100º C ) com, e 
resfriadas em temperatura ambiente neste mesmo tampão. Foram lavadas em água 
destilada (1x) e em tampão Tris-HCl (ph 7,6) (3x), aplicamos solução bloqueadora de 
proteínas (Spring – Cód DPB-125) por 10 minutos. Por fim, foram lavadas em Tris-HCl 
(3x), e incubadas com o anticorpo primário por 24h em câmara escura úmida na 
geladeira.  

No segundo dia, após permanecerem por 20 minutos em temperatura 
ambiente, foram lavadas com tampão Tris-HCl (3x) e o anticorpo secundário (Spring 
Bioscience) foi aplicado por 10 minutos, seguido do conjugado HRP (Spring 
Bioscience) por 15 minutos. Foram lavadas com tampão Tris-HCl (3x) e água destilada 
(1x), e o substrato para peroxidase (Kit DAB – DiagnosticBiosystems) foi aplicado por 
5 minutos. Após as lâminas serem lavadas em água destilada, aplicamos a 
hematoxilina de Harris (Sigma) aos cortes, e lavamos em água corrente. As lâminas, 
por fim, foram submetia a três banhos em concentrações decrescentes de etanol (100 
a 70%) e posteriormente a três banhos com concentrações decrescetens de xilol ( 100 
a 70%). E por fim foram montadas em Entelan (MERK).  

 
Anticorpos Marcas Diluição  

Anti - NS3 Insitituto de Biofísica UFRJ (RJ) 1:100ª 1:300b,c,d  

Anti – T CD4+ Abcam (Cambridge, UK) 1;100a,b 

Anti – T CD8+ Abcam (Cambridge, UK)  1:200a,b 

Anti – CD68+ Abcam (Cambridge UK) 1:200a,b 

Anti –TNFα Abcam (Cambridge, UK) 1:200a 

RANTES Abcam (Cambridge, UK) 1:200a 

VEGF-R2 Spring BioScience (California, USA) 1:100a 

VCAM-1 Abcam (Cambridge, UK) 1:100a 

MMP9 Abcam (Cambridge, UK) 1:100a,b 

Anti DENV2 clone 3H5 MERK (Darmstad, Germany) 1:100a* 

 

Tabela 2 - Lista dos Anticorpos utilizados para a realização da imunohistoquímica. Onde a = fígado; 

b = pulmão; c = língua e d = traqueia 
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4.8 – Gráfico da quantificação dos linfócitos T CD8+ e macrófagos CD68+ no 
fígado e no pulmão  

 Para a quantificação dos linfócitos T CD8+ e macrófagos CD68+, as lâminas 
foram observadas em Microscópio de Epifluorescência Olimpus, onde  foram 
selecionadas ao acaso 20 campos de cada lâmina (controle e casos) com uma área 
de 20µm2 e cada campo foi fotografada por câmara fotográfica Cool SNAP- Procf 
COLOR acoplada ao microscópio. As fotos foram analisadas visualmente e o total da 
contagem das células de cada campo foi plotado em tabela do Excel e posteriormente 
um gráfco foi gerado usando o aplicativo PrismaGraph versão 8.0.  
 
4.9 – Gráfico da avaliação semiquantitava dos danos no fígado e no pulmão 
 Para a análise semiquantitativa dos danos no fígado e no pulmão, observamos 
as lâminas em Microscópio de Epifluorescência Olimpus, onde  foram selecionadas 
ao acaso 20 campos de cada lâmina (controle e casos) com uma área de 10µm2 e 
cada campo foi fotografada por câmara fotográfica Cool SNAP- Procf COLOR 
acoplada ao microscópio. As fotos foram analisadas visualmente e cada campo foi 
classificado por uma graduação que variava de 0 a 4 de acordo com a intensidade do 
dano, onde 0 = sem alteração, 1 = alteração leve, 2 = alteração moderada, 3 = 
alteração elevada e 4 = alteração alta. Os dados obtidos  de cada campo foram 
plotados em tabela do Excel e posteriomente foi gerado um gráfico usando o aplicativo 
PrismaGraph.  

 
4.10 – Considerações Éticas 
 Os tecidos dos casos fatais analisados neste estudo foram provenientes de três 
casos fatais de dengue em crianças de até 12 anos, obtidos durante surtos epidêmicos 
de 2008 a 2012 no município do Rio de Janeiro, onde faz parte de um projeto maior 
que estuda a patogênese em casos fatais de dengue em humanos, esse  projeto foi  
aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa CEP/FIOCRUZ, sob o número CAAE: 
47525115.3.0000.5248.  
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5 – Resultados 
5.1. Parâmetros hematológicos   

 A leucopenia e a plaquetopenia são alterações comuns durante a dengue. A 
leucopenia apresenta-se mais precocemente nos casos mais graves, caracterizados 
por hemorragias, observadas já no 2º dia e tendendo a se recuperar no 8º dia. A 
plaquetopenia está presente desde o 1º dia da infecção. A leucocitose pode ser 
considerada um indicativo de agravamento do quadro clínico..  

 O paciente do caso 1 apresentou níveis normais de leucócitos do primeiro ao 
quarto dia, passando depois a apresentar uma leucocitose. Os pacientes 2 e 3 
apresentaram leucopenia já no primeiro dia. Essa diferença observada no quadro do 
paciente 1 pode se dever ao fato de que este paciente foi diagnosticado com 
bacteremia por Pseudomonas positiva em hemocultura, realizada exatamente no 
quinto dia,mesmo dia em que os níveis de leucócitos começam a subir.  

Todos os pacientes do estudo apresentaram plaquetopenia, sendo que o caso 
1 apresentou uma discreta recuperação nos níveis de plaqueta por volta do 8º dia, 
que não se sustentou e voltou a declinar.  
 As plaquetas continuam decaindo, mesmo após a fase aguda da doença. Os 
níveis mais baixos foram observados na fase da defeverscência. Este momento 
coincide com o extravasamento plasmático. Dessa forma, a contagem de plaquetas 
atua como uma ferramenta para monitoramento da progressão da doença 
(Srikiatkhachorn e Green 2010).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

L e u c ó c ito s

d .p .i

L
e

u
c

ó
c

it
o

s
 k

/u
l

0 5 1 0 1 5 2 0

0

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

P la q u e ta s

d .p .i

P
la

q
u

e
ta

s
 k

/u
l

0 5 1 0 1 5 2 0

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

5 0 0

c a s o  1  *

c a s o  2

c a s e  3

c o n tro le  m in .

c o n tro le  m á x .

Gráfico 2 -  Contagem de leucócitos e de plaquetas dos três casos de dengue fatal em crianças. 
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5.2 Parâmetros bioquímicos 

A lesão provocada pelo DENV sobre o parênquima hepático provoca a 
liberação das enzimas ALT e AST na circulação sanguínea, com maior intensidade na 
fase aguda, portanto são bons parâmetros para avaliação do dano hepático causado 
pela infecção por DENV. Todos os pacientes do estudo apresentavam ambas enzimas 
elevadas. A enzima ALT do caso 2 atingiu um p3co de 1377 U/L no 2º dia, 
correspondendo a um aumento de 36x com relação ao limite máximo e a enzima AST 
do paciente 1 onde atingiu pico de 2.117 U/L, correpondendo a um aumento de mais 
de 68 vezes com relação ao limite máximo.  

 

Gráfico 3 - Avaliação dos níveis séricos de AST e ALT em três casos fatais de dengue em crianças. 
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5.3 – Histopatologia hepática 
5.3.1 – Coloração Hematoxilina e eosina (H.E.) 
 O parênquima hepático é constituído por hepatócitos justapostos que juntos 
formam os lóbulos hepáticos e tecido conjuntivo contendo ductos biliares, vasos 
linfáticos, vasos sanguíneos. O ducto biliar, o ramo da artéria hepática e o ramo da 
veia porta juntam e recebem o nome de espaço porta e se localizam nos cantos dos 
lóbulos (Fig. 13a).  
  No caso 1, foram observadas áreas focais de hemorragia (Fig. 1b) e 
degeneração gordurosa na forma de macroesteatose (Fig. 1c e c1).  
 Já no caso 2, foram observadas áreas de necrose hepatocitária em região 
medizonal, hemorragia e congestão vascular (Fig. 1d e Fig. 1e), além de degeneração 
nuclear dos hepatócitos (Fig. 1f).  
 Enquanto que no caso 3, foram observadas áreas focais de necrose (Fig. 1g, 
Fig. 1h) e a presença de infiltrado mononuclear disseminado por todo parênquima 
hepático (Fig. 1i).   
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Figura 13- Corte histológico de tecido hepático controle e de tecido infectado com DENV  corado com 
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5.3.2 – Coloração Tricrômio de Masson 

 Para evidenciar o acúmulo grosseiro de colágeno nas paredes vasculares foi 
utilizado a coloração de Tricrômio de Masson (TM). Com isso foi possível observar 
que o tecido controle de fígado de criança possui uma distribuição  regular das fibras 
colágenas, com reação TM discretas (Fig. 14.a.). 
 No caso 1 foi observado, no tecido hepático, um aumento na distribuição das 
fibras colágenas ao redor do espaço porta e em áreas focais de necrose e hemorragia 
(Fig. 14.b). 
 No  caso 2,  foi visto um aumento da distriuição das fibras colágenas ao redor 
do espaço porta (Fig. 14c) e em áreas focais ao redor da veia centro lobular (Fig. 
14.c1). 
 Já no caso 3, foi mostrado um aumento das fibras ao redor do espaço porta e 
uma distribuição das fibras em áreas difusas do parênquima associado à áreas de 
necrose na região mediozonal (Fig. 14d)  Além de uma alteração endotelial da veia 
centrobular (Fig. 14.d1).  
 

  
 
 
 

Figura 14 - Tecido hepático infectado com o DENV e corado com Tricrômio de Masson. a) Tecido 

hepático controle de um caso de criança; b) Caso 1; c/c.1) Caso 2; d) Caso 3. PH – Parênquima 

hepático; VP – Veia porta; DB –  Ducto biliar; Ne – Necrose; He – Hemorragia; CV – Congestão 

vascular. 
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5.3.2 -  Coloração Ácido Periódico de Schiff (P.A.S.) 

 A coloração de P.A.S. (do inglês Periodic Acid Schiff) é um método de coloração 
usado, principalmente, para detecção de alta concentração de moléculas de 
carboidratos nos tecidos, como por exemplo glicogênio e glicoproteínas, produzindo 
uma cor púrpura quando positivo. 
 Altos níves de glicogênio são necessários em células que se encontram em 
intensa atividade metabólica, como por exemplo durante o processo de fagocitose.     
 No caso controle podemos observar o parênquima hepático com uma 
marcação negativa para P.A.S. no citoplasma dos hepatócitos, indicando baixa 
atividade metabólica (Fig. 15a). 
 Porém, no caso 1, observamos uma marcação positiva para P.A.S., 
caracterizado pela coloração púrpura, indicando maior atividade metabólica, como por 
exemplo fagocitose (Fig.15b). 
 No caso 2 observamos áreas de maior concentração de infiltrado inflamatório 
principalmente ao redor do espaço porta e uma área de degeneração nuclear 
grosseira, coincidindo com as áreas de marcação positiva para P.A.S.(Fig. 15c).  
 Já no caso 3 é possivel observar extensa área de necrose hepatocitária (Fig. 
15d) com algumas pequenas áreas positivas para P.A.S. ao redor do espaço porta.  
   
 

Figura 15  - Tecido hepático infectado com o DENV e corado com P.A.S.. a) Tecido hepático 

controle de um caso de criança; b) Caso 1; c) Caso 2; d) Caso 3. PH – Parênquima hepático; VCL – 

Veia Centro lobular; Ma – Macroesteatose; Mi – Microesteatose; EP – Espaço porta ; DN – 

Degeneração nuclear; Mn – Infiltrado mononuclear; Ne – Necrose; He – Hemorragia.  
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5.3.4 – Coloração Picrosirius 

 Picrosirius é uma coloração seletiva de tecido conjuntivo que permite uma 
análise quanlitativa das fibras colágeno. 
 Foi observado uma concentração normal de fibras colágenas ao redor do 
espaço porta no tecido  hepático do grupo controle (Fig. 16a).  
 Enquanto que, no caso 1, foi observado uma intensa concentração das fibras 
ao redor do espaço porta e em áreas  difusas na região mediozonal do parênquima 
hepático (Fig. 16b). 
 Já no caso 2, foi detectada uma moderada concentração de fibras colágenas 
ao redor do espaço porta e em algumas áreas da região mediozonal do parênquima 
hepático (Fig. 16c). 
  E no caso 3, ficou demostrada uma menor concentração de fibras colágenas 
ao redor do espaço porta,  porém uma maior concentração de fibras distribuídas na 
região mediozonal do parênquima hepático, provavelmente devido a necrose tecidual 
(Fig. 16d).  
 

 
 
 
 
 

Figura 16 - Tecido hepático de crianças infectado com DENV e corado com Picrosírius - a) Controle; b) 

Caso 1; c) Caso 2 e d) Caso 3.  
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5.4  – Avaliação semiquantitativa  de danos no fígado 
5.4.1 – Avaliação semiquantitativa  do grau de fibras colágenas  

  

 Podemos observar através da quantificação das fibras de colágenas que o 
grupo controle apresentava baixo grau de fibras colágenas na região centrolobular 
e na região medizonal, e um grau baixo a moderado na região periportal.  
 O caso 1 apresentava um concentração moderada de fibras colágenas  na 
região centrolobular e na região medizonal, e uma moderada a elevada 
concentração na região periportal.  
 O caso 2 apresentava uma moderada concentração de fibras colágenas na 
região centrolobular e na região medizonal, e uma moderada a elevada 
concentração na região periportal.  
 Assim como no caso 3, onde foi observado uma moderada concentração de 
fibras colágenas na região centrolobular e medizonal, e uma moderada a elevada 
concentração na região periportal. (Gráf. 4).  
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Gráfico 4 - Avaliação semiquantitativa de fibras colágenas no fígado de três casos fatais de DENV 

em crianças. CL - Centrolobular; MZ -  mediozonal e PP - Periportal 
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5.4.2 – Avaliação  semiquantitativa do grau de macro e microestatose.  

  Macro e microesteatose são alterações que ocorrem no citoplasma das células, 
caracterizada pelo acúmulo de lipídeo em vacúolos, decorrentes de algum 
desequilíbrio do metabolismo celular. 
 O grupo controle apresentou um grau baixo a moderado de macro e 
microesteatose nas três regiões do fígado analisadas.  
 No caso 1, foi observado um grau elevado de macroesteatose principalmente 
na região centrolobular e medizonal, e um grau baixo na região periportal (Gráf. 
5a). Em relação a  microesteatose, foi notado um grau elevado na região 
centrolobular, um grau moderado a elevado na região medizonal e grau baixo na 
região periportal (Gráf. 5b). 
 No caso 2, foi mostrado um grau baixo a moderado de macroesteatose (Gráf. 
5a) e de microesteatose (Gráf. 5b) nas três regiões do fígado.  
 Enquanto que no caso 3, foi visto elevados graus de macroesteatose (Gráf. 5a) 
e de microesteatose (Gráf. 5b) nas regiões centrolobular e medizonal e grau 
moderado a elevado de macroesteatose e microesteatose na região periportal.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Gráfico 5 - Avaliação semiquantitativa do grau de degeneração gordurosa no fígado de crianças 

infectadas com DENV. a) macroesteatose b) microesteatose. CoM – Média dos controles; Ca1 – Caso 

1; Ca2 - Caso 2; Ca3 – Caso3;  CL - Centrolobular; MZ -  mediozonal e PP - Periportal 
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5.4.3 – Avaliação  semiquantitativa  do grau de degeneração nuclear e 
necrose no tecido hepático.  
 Foi observado no controle grau baixo de degeneração nuclear e de necrose 
nas três regiões analisadas do fígado. 
 No caso 1 foram notados graus baixos a moderados de degeneração nuclear 
(Gráf. 6a) e alto grau de necrose (Gráf. 6b) nas três regiões analisadas do fígado. 
 No caso 2 foi visto moderado a elevado graus de degeneração nuclear tanto na 
região centro lobular quanto na região periportal e elevado grau de degeneração 
nuclear no região medizonal (Gráf. 6a). Com relação ao grau de necrose, 
observamos baixo a moderado grau nas três regiões analisadas do fígado (Gráf. 
6b). 
 Já no caso 3 foi mostrado  graus baixos de degeneração nuclear na região 
centro lobular e na religião medizonal, enquanto a região periportal apresenta grau 
moderado (Gráf. 6a). Com relação ao grau de necrose, podemos observar grau 
máximo na região centrolobular e graus bem elevados nas regiões medizonal e 
periportal (Gráf. 6b).  
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 Gráfico 6 - Avaliação semiquantitativa do grau dano celular no fígado de crianças infectadas com 

DENV. a) degeneração nuclear;  b) necrose. CoM – Média dos controles; Ca1 – Caso 1; Ca2 - Caso 

2; Ca3 – Caso3;  CL - Centrolobular; MZ -  mediozonal e PP - Periportal 
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5.4.4 – Avaliação semiquantitativa  do grau de hemorragia, edema e congestão 
vascular no fígado.    
 A hemorragia, o edema e a congestão vascular são alterações observadas 
em tecidos dos casos fatais de dengue. Através das comparações entre a média dos 
controles e os casos com dengue grave em criança podemos observar que as crianças 
que vieram a óbito por diferentes motivos e não tiveram dengue (controle) 
apresentavam baixos graus de hemorragia, edema e congestão vascular. 
 No caso 1 foi observado um elevado grau de hemorragia, principalmente na 
região medizonal, porém um baixo grau de hemorragia na região periportal. A região 
centro lobular apresentava um grau médio de hemorragia (Gráf. 7a). Enquanto que no 
edema foi notado  um grau moderado, principalmente na região centro lobular e 
moderado grau de congestão vascular nas regiões centro lobular e periportal (Gráf 
7c). A região medizonal apresentava grau baixo de congestão vascular (Gráf. 7b).  
 O caso 2 foi visto um grau moderado a elevado de hemorragia na região 
periportal, grau moderado na região medizonal e grau baixo na região centrolobular 
(Gráf. 7a). Em relação ao edema, foram mostradas áreas de grau moderado a elevado 
na região periportal, moderado grau na região centrolobular e baixo na região 
medizonal (Gráf. 7c). E em relação a congestão vascular, foram observadas elevados 
graus nas três regiões do fígado (Gráf. 7b).  
 Porém no caso 3, foram notados graus baixos a moderados de hemorragia 
nas três áreas analisadas do fígado (Gráf. 7a). Um baixo a moderado grau de edema 
foi visto em áreas das regiões centrolobular e medizonal, porém um grau moderado a 
elevado na região periportal (Gráf. 7c). Já em relação a congestão vascular, foram 
notados graus elevados nas três áreas do fígado (Gráf. 7b).

 

 

 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico 7 - Avaliação semiquantitativa do 

grau alteração vascular no fígado de crianças 

infectadas com DENV. a) hemorragia;  b) 

congestão vascular;  c) edema. CoM – Média 

dos controles; CL - Centrolobular; MZ -  

mediozonal e PP - Periportal 
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5.4.5 – Análise semiquantitativa do grau de infiltrado inflamatório  

 Uma das características do dengue grave é a resposta inflamatória exacerbada, 
que promove a migração excessiva de células T e macrófagos, além de uma produção 
exagerada de citocinas e mediadores inflamatórios levando a disfunção endotelial. 
Sabendo disso, decidimos analisar e quantificar a presença de células mononucleares 
nas diferentes áreas do tecido hepático.  
 Como resultado, foi observado que o controle apresentava um baixo grau de 
infiltrado mononuclear nas regiões medizonal e centrolobular e um grau baixo a 
moderado na região periportal.  
 No caso 1 foi notada  um grau moderado a elevado de células inflamatórias nas 
três regiões analisadas, principalmente nas áreas centrolobular e periportal (Gráf. 8).  
 No caso 2 foi mostrado um grau baixo a moderado de células inflamatórias na 
região centrolobular, um grau moderado na região medizonal e um grau elevado na 
região periportal (Gráf. 8).  
 E no caso 3,  foi visto um grau baixo a moderado de células  mononucleares na 
região centrolobular, um grau moderado na região medizonal e um grau moderado a 
elevado na região periportal (Gráf. 8).    
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Gráfico 8- Avaliação semiquantitativa de infiltrado inflamatório no fígado de crianças infectadas 

com DENV. CoM – média dos controles; CL - Centrolobular; MZ -  mediozonal e PP - Periportal 
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5.5 - Imunohistoquímica Hepática 
5.5.1 – Detecção de células T CD4+ em tecido hepático de casos fatais de 
dengue em crianças 
 
  No caso controle podemos observar nenhuma marcação  para células T CD4+ 
ao redor da veia porta. (Fig 17a) 
 No caso 1, foi observado a presença de algumas células T CD4+ distribuídas 
pelo parênquima intersticial (Fig. 17b). No caso 2, foi visto a expressão de T CD4+ no 
interior da veia porta (Fig. 17c) e em área de hemorragia no parênquima hepático  (Fig. 
17d). 
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Figura 17 -  Detecção de  células TCD4+ em parênquima hepático de casos fatais de DENV em 

crianças. a) Tecido hepático controle de um caso de criança; b) Caso 1; c e d) Caso 2; VP – Veia 

Porta. PH- Parenquima hepático  
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5.5.2 - Detecção de células T CD8+ em tecido hepático de casos fatais de dengue 
em crianças.  
 A investigação para a presença de células T CD8+ no parênquima hepático 
evidenciou níveis menores nos tecidos controle (Fig. 18a) se comparado aos casos 
de DENV.  
 Foi possível observar um aumento na concentração de células T CD8+ em 
capilares sinusoidais do caso 1 (Fig. 18b), ao redor do espaço porta do caso 2 (Fig. 
18c) e no parênquima hepático do caso 3 (Fig. 18d).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 18 - Detecção de L TCD8+ em parênquima hepático infectado com DENV. a) Tecido hepático 

controle de um caso de criança; b) Caso 1; c) Caso 2; d) Caso 3. 

T Cd8+ 

c) d) 

T Cd8+ 

a) b) 

T Cd8+ T Cd8+ 



40 
 

5.5.3 – Quantificação do número de linfócitos T CD8+ no tecido hepático de 
casos fatais de dengue em crianças.   
  

 Foi  observado  uma maior concentração de TCD8+ no tecido hepático do caso 
1 que teve em média de aproximadamente 22 linfócitos por campo, sendo 
encontrados até 38 linfócitos por campo. Seguido pelo caso  2, com  uma média de 
aproximadamente 18 linfócitos por campo. E, por fim, o caso  3, com uma média de 
aproximadamente 15 linfócitos por campo (Gráf 9).  
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Gráfico 9 - Quantificação do número de linfóctios TCD8+ por campo de tecido hepático. 
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5.5.4 – Detecção de macrófagos (CD68+) em tecido hepático de casos fatais de 
dengue em crianças.  
 A investigação para a presença de macrófagos (CD68+) no parênquima 
hepático evidenciou níveis normais quando analisado o tecido controle (Fig. 19a). 
Porém foi possível observar um aumento na concentração de CD68+ no parênquima 
hepático do caso 1 (Fig. 19b). Foi expressado no parênquima e nos capilares 
sinusoidais do caso 2 (Fig. 19c), assim como no caso 3 (Fig. 19d).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a) 

Figura 19 - Detecção de L TCD68+ em parênquima hepático infectado com DENV. a) Tecido 

hepático controle de um caso de criança; b) Caso 1; c) Caso 2; d) Caso 3. 
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5.5.5 – Quantificação do número de macrófagos (CD68+) em tecido hepático de 
casos fatais de dengue em crianças.   
  

 Foi  observado  uma concentração similar de CD68+ no tecido hepático dos 
três casos infectados, apresentando uma média de 25 a 30 macrófagos por campo. 
As regiões medizonais dos caso 1 e do caso 3 possuiam maiores concentrações do 
que as outras regiões. Enquanto que, o caso 2 apresentou uma maior concentração 
ao redor do espaço porta (Gráf. 10). Foi observado diferença estatísticamente 
significativa entre o controle e o caso 1 e entre o controle e o caso 3 na região 
centrolobular, entre controle e o caso 3 na região medizonal e entre o controle e o 
caso 1 e o caso 3 na região periportal. Também houve diferença estatísticamente 
significativa entre o caso 2 e o caso 3 na região medizonal (Tab.4). 

 

Gráfico 10 - Quantificação do número de macrófagos  CD68+ por campo de tecido hepático. 
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5.5.6 - Detecção do antígeno da proteína NS3 em tecido hepático de casos fatais 
de dengue em crianças.  
 Como já foi dito anteriormente, o NS3 é uma proteína não estrutural do DENV 
que esta relacionada com a replicação viral. Uma marcação positiva no tecido indica 
que o vírus foi capaz de invadir aquele tecido e de se replicar em seu interior.  
 No tecido de fígado controle não há a detecção da proteína NS3 ao redor da 
veia centrolobular e nem nos capilares sinusoidais (Fig 20a). 
 O tecido hepático do caso 1 podemos observar a expressão do antígeno NS3 
em hepatócitos com macroesteatose e em macrófagos nas áreas de necrose 
intersticial (Fig. 20b).   
 Já no caso 2, foi detectado o antígeno da proteína NS3 nas células de Kupffer 
(Fig. 19c) e em macrófagos na área portal (Fig. 20c1).  
 Assim como no caso 3, onde obseramos a detecção da proteína NS3 em 
macrófagos circulantes (Fig. 20d), em células de Kupffer e no interior de hepatócitos 
(Fig. 20d1).  
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Figura 20 – Detecção da proteína NS3 em tecido hepático infectado pelo DENV – a/b.1) Tecido 

hepático controle de um caso de criança; c) Caso 1 d/d1) Caso 2; e/f) Caso 3; EP – Espaço portal; CS 

– Capilares sinusoidais; Ck – Células de Kupffer; Mø – Macrófago; Hp – Hepatócitos; Ne – Necrose.. 
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5.5.7 – Detecção de TNF-α em tecido hepático de casos fatais de dengue em 
crianças. 
 A expressão de TNF-α foi detectada em baixa concentração ao redor da veia 
porta no tecido controle de fígado de criança (Fig.21a). 
 Porém, no caso 1 houve a detecção de TNF-α em macrófagos ao redor do 
espaço porta (Fig.21b). 
 Já o caso 2 apresentava uma maior concetração de TNF-α ao redor do espaço 
porta (Fig. 21c) e também em macrófagos (Fig. 21c1).  
 Enquanto que o caso 3 apresentava uma alta concentração de TNF-α nos 
capilares sinusoidais (Fig.21d).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 21 – Detecção de TNF-α no parênquima hepático de um caso fatal de DENV em criança. – 

a) Tecido hepático controle de um caso de criança;b) Caso 1; c/c1) Caso 2; d) Caso 3. ; VP. – Veia  

porta; MØ – Macrófago; EP – Espaço porta e CS – Capilar sinusoidal.  
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5.5.8 – Detecção de RANTES em tecido hepático de casos fatais de dengue em 
crianças. 

No parênquima do tecido controle, foram observados uma discreta expressão 
de RANTES, tanto ao redor do espaço porta (Fig. 22a) quanto nos capilares 
sinusoidais (Fig. 22a1).  

No caso 1, houve marcação positiva para RANTES em macrófagos circulantes 
e em células endoteliais dos capilares sinusoidais (Fig. 22b).  

No caso 2, houve a detecção de RANTES em célula endoteliais da veia porta, 
em macrófagos circulantes e em linfócitos do infiltrado mononuclear (Fig. 22c). 

Já no caso 3, foram detectadas marcações para RANTES em células 
endoteliais dos capilares sinusoidais e em células de Kupffer (Fig. 22d) 
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Figura 22 - Detecção de RANTES em parênquima hepático de um caso fatal de DENV em criança. 

– a) Tecido hepático controle de um caso de criança; b) caso 1;c) Caso2; d) Caso 3. EP – Espaço 

porta;  CS. – Capilares sinusoidais; CE. – Células endoteliais; MØ – Macrófago; VP – Veia porta; 
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5.5.9 – Detecção de VEGF-R2 em tecido hepático de casos fatais de dengue em 
crianças. 

Não foi detectado VEGF-R2 no parênquima hepático do controle (Fig. 23a). 
Porém foi detectado em macrófagos circulantes no caso 1 (Fig. 23b).  

Também foi detectado o VEGF-R2 em células endoteliais de capilares 
sinusoidais e em macrófagos circulantes do parênquima hepático do caso 2 (Fig. 23c). 
E em macrófagos circulantes do caso 3 (Fig. 23d). 
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Figura 23 - Detecção de VEGF-R2 em parênquima hepático de um caso fatal de DENV em criança. 

– a) Tecido hepático controle de um caso de criança; b) caso 1; c) Caso 2; d) Caso 3. PH – 

Parênquima hepático;   MØ – Macrófago; CE. – Células endoteliais;  
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5.5.10 – Detecção de VCAM-1 em tecido hepático de casos fatais de dengue em 
crianças. 
  O tecido controle não apresentou marcação positiva para VCAM-1 em seu 
parênquima hepático (Fig. 24a)  
 Já no caso 1 foi observado a detecção de VCAM-1 positivo no interior das 
células endoteliais da veia porta (Fig. 24b) e nos capilares sinusoidais (Fig. 24b1).  
 E no caso 2 foi visto uma marcação positva para VCAM-1 nas células 
endoteliais dos capilares sinusoidais e no interior dos hepatócitos ao redor do vaso 
(Fig. 24c).  
 Enquanto que no caso 3 também observada uma marcação posisitva para 
VCAM-1 nas células endoteliais dos capilares sinusoidais (Fig. 24d).  
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 24 - Detecção de VCAM-1 em parênquima hepático de um caso fatal de DENV em criança. 

– a) Tecido hepático controle de um caso de criança;b/b.1) Caso 1c) Caso 2 d) Caso 3 ; EP – 

Espaço Porta; PH – Parênquima hepático; CE. – Células endoteliais; VP. – Veia porta; CS. – 

Capilares sinusoidais 

b) 

VP 

CE 

b.1) 
CS 

CS 

d) 

CE 

c) 

a) 

PH

 

 
CS 

EP

 

 
CS 

Hp 



48 
 

5.5.11 - Detecção da metaloproteinase MMP9 em tecido hepático de casos fatais 
de dengue em crianças. 
 No caso controle não houve marcação positiva para MMP9 (Fig. 25a). 
 No caso 1 foi visto a detecção de MMP9 no interior de macrófagos e em 
hepatócitos com a presença  de inúmeras vesículas de macroesteatose (Fig. 25b). 
 Já no caso 2, foi observado a detecção para MMP9 no interior de hepatócitos 
necróticos com degeneração nuclear evidente e em monócitos no interior dos 
capilares sinusoidais (Fig. 25c). 
 Enquanto que no caso 3 foi detectada a expressão de MMP9 em macrófagos e 
em células endoteliais (Fig. 25d). 
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Figura 25 - Detecção de  MMP9 em parênquima hepático de casos fatais de DENV em crianças.  a) 

Tecido hepático controle de um caso de criança; b) Caso 1; c) caso 2 e d) Caso 3; MØ – 
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5.5.12 – Detecção do antígeno de DENV2, pelo anticorpo 3H5, em tecido hepático 
de caso fatal de dengue em criança.   
 Para detecção de DENV2 no caso 1 foi utilizado a marcação do anticorpo 3H5, 
específico da proteína E do sorotipo DENV2. Foi possível observar a detecção  desse 
antígeno no interior dos macrófagos circulantes em áreas de necrose intersticial no 
tecido hepático do caso 1 (Fig. 26).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 26 - Detecção do antígeno da proteína E (DENV2) no fígado de um caso fatal de DENV em 

criança.– a/a.1) Fígado do caso 1; MØ – macrófago circulantes. 
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5.6 – Histopatologia Pulmonar  
5.6.1 – Coloração Hematoxilina e Eosina (H.E.) 

 O parênquima pulmonar é constituído pelos alvéolos, que são separados pelos 
septos alveolares. Nesses septos são encontradas células denominadas pneumócitos 
tipo II, que tem a função de produzir substância surfactante para impedir que o pulmão 
colabe (Fig. 27a).  
 No caso 1, foi observado um significativo espessamento do septo, além de 
áreas de edema intersticial associado a um infiltrado inflamatório mononuclear, 
hemorragia e hiperplasia de macrófagos alveolares no espaço intra-alveolar(Fig. 27b).  

Já no caso 2, foi evidenciado um espessamento de septo moderado, porém 
ainda com intenso infiltrado inflamatório mononuclear e hiperplasia de macrófagos 
alveolares (Fig. 27c). 

Enquanto que, no caso 3, quase não foi observado espessamento de septo. A 
presença do infiltrado inflamatório mononuclear estava limitada ao interior dos 
capilares alveolares (Fig. 27d). 
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Figura 27  - Corte histológico de tecido pulmonar de casos fatais de DENV em criança corado com 

Hematoxilina e eosina.  – a) Tecido pulmonar controle; b) Caso 1 c) Caso 2; d) Caso 3 ; A – alvéolos; 

SA – Septo Alveolar; E – Edema; He – Hemorragia; IM – infiltrado mononuclear; MØ – Macrófago; 

ES – Espessamento de Septo; CA – capilar alveolar. 
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5.6.2 – Coloração Tricrômio de Masson (T.M.) 

 A coloração Tricrômio de Masson evidencia as fibras colágenas (coradas em 
azul). O tecido controle apresenta uma discreta marcação de fibras colágenas (Fig. 
28a). 
 Já no caso 1, foram observadas áreas difusas de fibra colágenas ao redor da 
veia pulmonar e nos septos alveolares (Fig. 28b). 
 No caso 2, foi visto uma alta concentração de fibras colágenas ao redor do 
brônquio  e disseminadas pelos septos alveolares (Fig. 28c). 
 E no caso 3, foi mostrado áreas discretas de fibras colágenas ao redor da veia 
pulmonar e pouca concentração de fibras nos septos alveolares (Fig 28d).  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 28 - Corte histológico de tecido pulmonar de casos controle e de casos fatais de DENV em 

criança corado com Tricrômio de Masson – a) Tecido pulmonar controle; b) Caso 1 c) Caso 2; d) 

Caso 3  VP Veia pulmonar, Br-Brôquio   
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5.6.3 – Coloração Ácido Periódico de Schiff (P.A.S.).  

 Essa coloração é utilizada na histologia para identificar a presença de 
glicogênio, indicando assim intensa atividade metabólica. A marcação para P.A.S 
positiva também marca áreas com maior concentração de tecido conjuntivo.  
 No controle, foi observado a coloração por  P.A.S. em áreas discretas do septo 
alveolar (Fig. 29a)  
 No caso 1, uma intensa coloração na região dos septos alveolares foi 
observada, sugerindo um espessamento de septo e a  formação de membrana hialina. 
Além de uma intensa marcação positiva em macrófagos alveolares (Fig. 29b). 
 No caso 2, também foi possivel observar a coloração nos septos alveolares, 
porém em uma intensidade moderada com formação de membrana hialina e em 
macrófagos alveolares (Fig. 29c). 
 E no caso 3, a marcação P.A.S positiva foi vista em áreas discretas e focais de 
coloração em região de formação de membrana hialina e em macrófagos alveolares 
(Fig. 29d).    
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Figura 29 –  Corte histológico de tecido pulmonar de casos fatais de DENV em criança corado com 

P.A.S– a) Tecido pulmonar controle; b) Caso 1 c) Caso 2; d) Caso 3 ; A – alvéolos; MØ – Macrófago; 

ES – Espessamento de Septo; MH – Membrana hialina. . 
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5.6.4 – Coloração Picrosírius no pulmão.  

 A técnica de coloração Picro-sirius é utilizada para visualizar  a coloração  das 
fibras colágenas no tecido, facilitando a quantificação. Neste caso, no tecido 
pulmonar.  
 No grupo controle, foi observado uma discreta marcação positiva para 
picrosírius ao redor da veia pulmonar e em todo o parênquima pulmonar (Fig 30a).  
 No caso 1, foram observadas áreas difusas com elevadas concentrações de 
colágeno ao redor da veia pulmonar e disseminada por todo o parênquima (Fig. 30b).  
 No caso 2, foi observado uma coloração mais intensa, tanto ao redor da veia 
pulmonar, quanto na região septal (Fig. 30c). 

 Já caso 3 foi mostrado uma elevada presença das fibras  ao redor das veias 
pulmonares assim como na região dos septos (Fig.30d). 
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Figura 30 - Corte histológico de tecido pulmonar de casos fatais de DENV corado com Picrosírius. 

a) Tecido pulmonar controle de criança; b) Caso 1; c) Caso 2; d)Caso 3.VP veia pulmonar; S Septo.  
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5.7  – Análise semiquantitativa de danos no pulmão  
5.7.1 – Análise semiquantitativa do grau de espessamento de septo e membrana 
hialina no pulmão.   

 Foram observados, nos tecidos controles, um grau de espessamento de septo 
e de membrana hialina bem menores que os casos infectados com o DENV,  
 No caso 1, foi notado um grau de espessamento de septo muito alto (grau 4), 
seguido pelo caso 2 que apresentou um espessamento de moderado a alto. Já o caso 
3 foi mostrado  um espessamento de septo considerado de leve a moderado (Gráf 
11a) .  
  Já em relação a formação da membrana hialina podemos observar que o caso 
1 apresentou um grau moderado a alto, o caso 2 um grau moderado enquanto que o 
caso 3 apresentou um grau de leve a moderado (Graf. 11b)  
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Gráfico 11.a) Análise semiquantitativa do grau de esperssamento de septo e 1.b) Análise 

semiquantitativa do grau membrana hialina  no pulmão de crianças infectadas com DENV. 
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5.7.2 – Análise semiquanitativa do grau de hemorragia e edema no pulmão. 

 Com relação a quantificação do grau de edema e hemorragia foi observardo 
que todos os controles apresentavam graus classificados de baixo à moderado.  
 No caso 1 foi notado  áreas difusas de hemorragia (Gráf 12b) e edema (Gráf. 
12a), apresentando um grau máximo (4) para ambas alterações. 
 Já o caso 2 apresentou um grau moderado a alto tanto para hemorragia (Gráf. 
12b) quanto para o edema (Gráf 12a).  
 Enquanto que, no caso 3, foi mostrado um grau moderado tanto nas áreas de 
hemorragia (Gráf. 12b) como de edema (Gráf 12a). 
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Gráfico 12 – Análise quantitativa do grau de hemorragia e  de edema no pulmão de 

crianças infectadas com DENV. 
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5.7.3 – Análise semiquantitativa do grau de infiltrado inflamatório no pulmão. 

  A semiquantificação do grau de infiltrado inflamatório revelou que o grupo 
controle aprensentou um grau leve de células mononucleares. 
  O caso 1 foi observado um grau alto de infiltrado. Enquanto no caso 2 e no caso 
3 foi visto um grau leve a moderado e leve, respectivamente (Gráf. 13).  
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Gráfico 13 – Análise semiquantitativa do grau de de infiltrado no 

pulmão de crianças infectadas com DENV. 
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5.8 – Imunohistoquímica Pulmonar 
5.8.1 – Detecção de célula T CD4 + em tecido pulmonar de casos fatais de 
dengue em crianças 

 No caso controle houve uma discreta marcação para células T CD4+ no 
parênquima pulmonar (Fig. 31a). 
 No caso 1, foi observado a presença de células T CD4+ no interior da veia 
pulmonar (Fig. 31b). Já no caso 3, foi notado uma expressão positiva das células T 
CD4+ associadas áreas de hemorragia nos alvéolos (Fig. 31c) e próximas a veia 
pulmonar (Fig. 31d). 
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Figura 31 - Detecção de L TCD4+ em parênquima pulmonar de casos fatais de DENV em 

crianças.. a) Tecido hepático controle de um caso de criança; b) Caso 1; c e d) Caso 3; VP – Veia 

Pulmonar. 
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5.8.2 – Detecção de célula T CD8+ em tecido pulmonar de casos fatais de dengue 
em crianças. 

 No controle tivemos uma marcação esperada de células T CD8+ dispersas de 
forma homogênea pelo parênquima pulmonar (Fig 32a).  
 No caso 1 foi detectada a presença de células T CD8+ no espaço intersticial e  
ao redor de áreas difusas de espessamento de septo (Fig. 32b). 
 Já no caso 2 foi detectada células T CD8+ no interior dos capilares pulmonares 
com espessamento moderado (Fig. 32c). 
 Enquanto que, no caso 3,  as mesmas células foram detectadas no interior dos 
septos alveolares com discreto espessamento. (Fig. 32d). 
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Figura 32 -  Detecção de linfocitos T CD8+ no  parênquima pulmonar de casos fatais de DENV em 

criança. – a) Tecido pulmonar controle de criança;  b) Caso 1; c) Caso 2;  d) Caso 3.Es df- 

Espessamento difuso  EsM- Espessamento moderado, Esd-Espessamento discreto.   
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5.8.3 – Quantificação do número de células T CD8+ no tecido pulmonar de casos 
fatais de dengue em crianças.   
 Foi  observado  uma maior concentração de células T CD8+ no tecido pulmonar 
do caso 1 que teve em média de aproximadamente 22 linfócitos por campo. Seguido 
pelo caso  2, com média de aproximadamente 15 linfócitos por campo. E, por fim, o 
caso  3, com média de aproximadamente 9 linfócitos por campo (Gráf. 14). Houve 
diferença estatisticamente significativa entre o controle e o caso 1, entre o controle e 
caso 2, entre o controle e o caso 3, entre o caso 1 e o caso 3 e entre o caso 2 e o 
caso 3 (Tab. 5). 
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Gráfico 14 - Quantificação do número de linfóctios TCD8+ por campo de tecido pulmonar de casos 

fatais de crianças infectadas com o DENV. 
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5.8.4 – Detecção de macrófagos (CD68+) no tecido pulmonar de casos fatais de 
dengue em crianças. 
 A marcação para as células CD68+ no tecido pulmonar controle foi observada 
em áreas discretas dos alvéolos pulmonares   (Fig. 33a).  
 Porém, no caso 1, foi notado a detecção  de células CD68+ em áreas difusas 
de espessamento de septo e ao redor da veia pulmonar (Fig. 33b).  
 Já no caso 2, foi notado a detecção de células CD68+ circulantes por todo o 
parênquima pulmonar (Fig. 33c). 
 E no caso 3, foi mostrado a  marcação de células CD68+ em áreas focais dos 
alvéolos  (Fig. 33d).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 33  - Detecção de macrófagos CD68+ no  parênquima pulmonar de casos fatais de DENV 

em criança. – a) Tecido controle de criança;  b) Caso 1;  Caso2 ; d) Caso 3; VP – Veia pulmonar..  
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5.8.5  – Quantificação do número de macrófagos CD68+ no tecido pulmonar de 
casos fatais de dengue em crianças.   
 Foi  observado  uma maior concentração de CD68+ no tecido pulmonar do caso 
1, que teve em média aproximadamente 42 macrófagos por campo. Seguido pelo caso  
2, com média de aproximadamente 8 macrófagos por campo. E, por fim, o caso  3, 
com uma média aproximada de 4 macrófagos por campo (Gráf. 15). Houve diferença 
significativa entre o controle e o caso 1, entre controle e co caso 2, entre controle e o 
caso 3, entre o caso 1 e o caso 2, entre o caso 1 e o caso 3 e entre o caso 2 e o caso 
3 (Tab.6). 
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Gráfico 15 - Quantificação do número de macrófagos  CD68+ por campo de tecido pulmonar de casos 

fatais de crianças infectadas com DENV. 

   

Teste Kruskal-Wallis Significante Resumo 

controle vs. caso 1 Sim *** 

controle vs. caso 2  Sim **** 

controle vs. caso 3  Sim **** 

caso 1 vs. caso 2  Sim  **** 

Caso 1 x Caso 3 Sim  **** 

Caso 2 x Caso 3 Sim  **** 

 
Tabela 6 - Tabela de dados da análise estatística da contagem de macrófagosCD68+ em tecido 

pulmonar de casos fatais de crianças infectadas com DENV. Realizada no software Graph Prism 8 
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5.8.6 – Detecção do antígeno da proteína NS3 em tecido pulmonar de casos 
fatais de dengue em crianças. 
 No caso controle não foi detectada marcação positiva para a proteína NS3 (Fig. 
34a).  
 No caso 1, foi detectada marcação para o antígeno NS3 no interior dos 
pneumócitos tipo II associado à área de espessamento de septo e em macrófagos 
alveolares (Fig. 34b). 
 Assim como no caso 2, onde a antígeno da proteína NS3 estava presente no 
interior dos pneumócitos tipo II (Fig.34c) e nos macrófagos no interior  dos 
capilares alveolares. (Fig. 34c1)  
 E no caso 3, o antígeno NS3 foi detectado em macrófagos e monócitos no 
interior da veia pulmonar, bem como no interior do endotélio da veia pulmonar (Fig. 
34d). 
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Figura 34  -  Detecção do antígeno NS3 no  parênquima pulmonar de casos fatais 

de DENV em criança. – a) Tecido pulmonar controle de criança;  b) Caso 1; c) Caso 

2;  d) Caso 3. PnII – Pneumócito tipo II; MØ – Macrófago; C A – Capilar alveolar; 

Mo – Monócitos; En – Endotélio; VP – Veia pulmonar; Ar – Artéria pulmonar. 
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5.8.7 – Detecção de TNF-α em tecido pulmonar de casos fatais de dengue em 
crianças. 
 O tecido pulmonar controle não apresentou marcação para TNF-α (Fig. 35a).  
 No caso 1, foi possível detectar TNF-α nas células endoteliais da veia pulmonar 
e no interior dos monócitos (Fig. 35b).  
 Já no caso 2, foi detectada uma marcação significativa em monócitos e no 
interior macrófagos alveolares  (Fig. 35c).  
 E no caso 3, foi notada a detecção de TNF-α em infiltrado mononuclear 
peribroquiolar (Fig. 35d). 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 35  - Detecção de TNF ano parênquima pulmonar de casos fatais de DENV em criança. – a) 

Tecido pulmonar controle  b) Caso 1; c) Caso 2 ; d) Caso 3 ;; MØ – Macrófago; A – Alvéolo; Mo – 

Monócitos; En – Endotélio; VP – Veia pulmonar; Br – Bronquiolo; IM – Infiltrado mononuclear.  
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5.8.8 - Detecção de RANTES em tecido pulmonar de casos fatais de dengue em 
crianças. 
  

No tecido pulmonar controle não foi detectada nenhuma marcação positiva para 
RANTES (Fig. 36a).  
 No caso 1, foi observado áreas discretas de marcação no interior de 
macrófagos (Fig. 36b), e nas células endoteliais das veias pulmonares (Fig. 36b1). 
 No caso 2, foi vista marcação RANTES positiva também no interior dos 
macrófagos (Fig.36c). 
 Já no caso, 3 foi mostrada a marcação nas células endoteliais dos capilares 
pulmonares (Fig. 36d).  
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Figura 36 - Detecção de RANTES no  parênquima pulmonar de casos fatais de DENV em criança. – 

a) Tecido pulmonar controle de criança; b) Caso 1; c) Caso 2 ; d) Caso 3 ;; MØ – Macrófago; A – 

Alvéolo; En – Endotélio; VP – Veia pulmonar 
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5.8.9 - Detecção de VEGF-R2 em tecido pulmonar de casos fatais de dengue em 
crianças. 
 No tecido pulmonar controle não foi observada marcação para VEGF-R2 (Fig. 
37a).  
 Porém, no caso 1, foi observada a detecção positiva para VEGF-R2 nas células 
endoteliais da veia pulmonar e em monócitos (Fig. 37b).  
 No caso 2, foi notada a detecção em macrófagos alveolares (Fig. 37c).  
 Assim como no caso 3, porém em áreas focais dos capilares alveolares (Fig. 
37d). 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 37  -   Detecção de VEGF-R2  no  parênquima pulmonar de casos fatais de DENV em criança. 

– a) Tecido pulmonar controle de criança; b) Caso 1; c) Caso 2 ; d) Caso 3; MØ – Macrófago; A – 

Alvéolo; Mo – Monócitos; En – Endotélio ; VP –Veia pulmonar. 
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5.8.10 – Detecção de VCAM-1 em tecido pulmonar de casos fatais de dengue 
em crianças. 
 No tecido pulmonar controle não foi observado marcação positiva para VCAM-
1 (Fig.38a).  
 Já no caso 1, foi detectada marcação positiva para VCAM-1 em macrófagos e 
monócitos circulantes e nas células endoteliais da veia pulmonar (Fig.38b).  
 No caso 2, também foi notada uma marcação significativa de VCAM-1 nos 
macrófagos alveolares disseminados pelo parênquima pulmonar (Fig. 38c). 
 Enquanto que no caso 3, foi mostrada uma intensa marcação de VCAM-1 em 
monócitos no interior da veia pulmonar (Fig.38d). 
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Figura 38 - Detecção de VCAM-1  no  parênquima pulmonar de casos fatais de DENV em criança. 

– a) Tecido pulmonar controle de criança; b) Caso 1; c) Caso 2 ; d) Caso 3;; MØ – Macrófago; Mo 

– Monócitos; En – Endotélio ; VP –Veia pulmonar. 
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5.8.11 - Detecção de MMP9 em tecido pulmonar de casos fatais de DENV em 
crianças. 
 

 O tecido pulmonar controle não apresentou marcação para MMP9 (Fig. 39a). 
 No caso 1 foi visto a detecção de MMP9 no interior de monócitos e 
macrófagos alveolares (Fig. 39b).  
 Já no caso 2, foi observado a detecção para MMP9 em septos alveolares 
espessados, no interior dos pneumócitos tipo II e em macrófagos alveolares (Fig. 
39c).  
 Já no caso 3, foi visto  a expressão de MMP9 em macrófagos e nos septos 
alveolares (Fig. 39d). 
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Figura 39 - Detecção de  MMP9 em parênquima pulmonar  de casos fatais de DENV em crianças.  

a) Tecido pulmonar controle de uma criança; b) Caso 1; c) caso 2 e d) Caso 3; MØ – Macrófago; A  

– Alvéolos; Mo – Monócito; SA – Septo alveolar; PnII – Pneumócito tipo II 
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5.9 – Avaliação histopatológica do tecido da língua em casos fatais de 
crianças com DENV 
5.9.1 – Coloração de Hematoxilina e Eosina (H.E.) 

Foram observadas áreas difusas de hemorragia na mucosa e áreas de infiltrado 
mononuclear (Fig. 40a) em áreas de hiperplasia do tecido linfóide (Fig. 40b). 
 

  
5.10 – Imunohistoquímica da língua  
5.10.1 – Detecção do antígeno da proteína NS3 em tecido da língua  

 A detecção do antígeno da proteína NS3 foi observado em infiltrado inflamatório 
mononuclear abaixo do feixe de camada muscular (Fig. 41a) e em macrófagos em 
área de hemorragia (Fig. 41b).  
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Figura 41 - Detecção do antígeno NS3 em tecido de língua de um caso fatal de DENV em criança.   

a/b) Caso 2; Ep - Epitélio; CM - camada muscular; MØ – Macrófago; Mn – Infilrado 

mononuclear. 

Figura 40 - Corte histológico de tecido da língua de casos fatais de DENV em criança corado com 

Hematoxilina e eosina.  – a e b) Caso 1. Ep – Epitélio; He –Hemorragia; Mn – Infiltrado 

mononuclear; TLH – Tecido linfóide hiperplásico. 
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5.11 – Avaliação histopatológica do tecido da traquéia em casos fatais de 
crianças com DENV 
5.11.1 – Coloração Hematoxilina e eosina (H.E.) 

 Foi observado no caso 1 um acúmulo de células inflamatórias mononuclear, 
indicando um processo infeccioso intenso (traqueíte). Foi possível também 
observar áreas de hemorragia na luz do órgão (Fig. 42a). Foi visto também, um 
aumento de infiltrado linfocitário em áreas de tecidos linfoides e uma área de 
metaplasia escamosa (Fig. 42b)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.12 – Imunohistoquímica da traquéia  
5.12.1 – Detecção do antígeno da proteína NS3 em tecido da traquéia de um 
caso fatal de dengue em criança. 
 Foi detectada a presença do antígeno da proteína NS3 em células endotelias 
tumefeitas de vasos na região da lamina própria (Fig. 43a) e em monócitos no 
interior dos vasos do caso 3 (Fig. 43b). 
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Figura 42 - Corte histológico de tecido de traqueia de crianças infectadas com DENV corado com 

Hematoxilina e Eosina.  IM - Infiltrado mononuclear; He - Hemorragia; MT - Metaplasia 

escamosa. 
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Figura 43 - Detecção de NS3 em tecido da traquéia de um caso fatal de DENV em criança – a/b) 

Caso 3; LP. – Lâmina Própria ; CE. – Células endoteliais; Mo – Monócitos; MØ –Macrófago.. 



70 
 

6 – Discussão 

 Nos estudos que envolvem os casos humanos de dengue, cada vez mais vem 
se observando o comprometimento de diversos órgãos durante o curso da doença, 
principalmente nos casos fatais (Bhamarapravati et al, 1967, Nogueira et al, 2002; 
Siqueira et al., 2005;Ling et al, 2007; Gupta et al, 2009; Sudaram et al, 2010; Miranda 
et al, 2013, Póvoa et al., 2014, 2016; Nunes et al., 2016; Stanaway et al., 2016; Oliveira 
et al., 2017). Porém poucos estudos tem como alvo as crianças, que recentemente 
têm apresentado uma alta taxa de conversão de dengue clássica em dengue grave. 
Por isso este estudo foi focado nessa faixa etária.  

Com relação aos sintomas apresentados podemos concluir que a febre é o 
principal sintoma do dengue, que se manifesta da forma aguda e intensa em todos os 
casos suspeitos de dengue. Seguido de dores corporais, que também foram 
observadas nos três casos e em estudos anteriores, sendo presente em 57% dos 
casos de dengue em crianças. Dor abdominal também é outro sintoma bastante 
significativo, pois ocorre em 47% dos casos de dengue infantil, e pode estar associado 
a hepatomegalia, comum em 70% dos casos de dengue em crianças. Os três casos 
apresentaram vômito, comum em 40% dos casos. Epsódios de sangramento podem 
indicar um mal prognóstico para a dengue, uma vez que manifestações como 
epistaxe, sangramento gengival, sagramento gastrointestinal são mais comuns em 
casos graves (Jagadishkumar et al., 2012). 
 Altas taxas de extravasamento plasmático e choque são mais comuns e mais 
graves em crianças, se comparados com os grupos de maior idade (Verhagen et al., 
2014).  
 Baseado nas informações disponibilizadas pelo Hospital Municipal Jesus, 
observamos que o caso 1 não apresentava leucopenia, diferentemente dos outros 
dois casos. Porém o caso 1 apresentou uma bacteremia que evoluiu para septicemia, 
que foi diagnosticada através de uma hemocultura positiva para Pseudomonas spp. 
Neste caso, a presença desta bacteria pode ter alterado os valores de leucócitos, que 
no 5o dia se apresentava elevado e continuou elevando-se até o óbito do paciente. 
Estudos anteriores concluiram que a leucocitose pode estar associada ao 
agravamento da doença, devido a ocorrência de uma hemoconcentração decorrente 
de uma desidratação (Martinez-Torres et al., 2008; Azeredo et al., 2010). Porém, a 
leucopenia pode ocorrer independente da gravidade da doença (Ferreira et al., 2015) 
 A plaquetopenia estava presente nos três casos de dengue em crianças do 
estudo. Desde o primeiro dia de internação os níveis de plaquetas estavam abaixo do 
valor mínimo esperado. Todos os três casos do estudo apresentaram, em pelo menos 
um exame, um nível de plaquetas inferior a 20 mil/mm3, valor considerado crítico, pois 
as chances de hemorragias se tornam maiores.  Estudos anteriores observaram que 
quase 80% dos pacientes com dengue apresentaram plaquetopenia (Ayyub et al., 
2006). E em outro estudo realizado somente com crianças, a contagem de plaquetas 
foi inferior a 20mil/mm3 em 6,3%, entre 21mil e 50mil em 35,9% e entre 50mil a 100mil 
em  41,5%. Observararm também que os eventos hemorrágicos ocorreram em todos 
o níveis de plaquetopenia (Ramabhatta et al., 2017), porém acredita-se que uma baixa 
contagem de plaquetas pode ser indicativo de dengue grave (Ferreira et al., 2015) 
  Ainda com base nos exames realizados no Hospital Municipal Jesus, durante a 
internação dos pacientes, podemos concluir que as dosagens das transaminases 
hepáticas ALT e AST estavam bastante elevadas em todos os três casos de dengue 
em crianças estudados. No caso 3, a ALT chegou ao valor de 385 U/L, o que 
correponde a um aumento de 12 vezes do lilmite máximo, e a AST chegou a 2117 
U/L, que correponde ao um aumento de 68 vezes o limite máximo. Corroborando com 
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achados anteroriores, no qual a maioria dos pacientes com dengue grave 
apresentaram teste de função hepática anormal, que também observou que houve um 
aumento maior da enzima AST em decorrência ao choque por dengue (Mohan et al., 
2000; Jagadishkumar et al., 2012; Póvoa et al., 2016).  
 Podemos observar através da histopatologia que o fígado apresentou 
degeneração nuclear e gordurosa em hepatócitos na forma de microesteatose e 
macroesteatose, tumefação hepatocitária, desorganização da tríade portal, pela 
presença de infiltrado inflamatório, além de hemorragia, edema e congestão vascular. 
 Foram realizadas também as coloração de tricrômio de Masson e Picrosírius, 
para a visualização das fibras colágenas, que nos permitiu observar uma intensa 
aglomeração e desorganização das fibras colágenas, caracetrizando uma fibrose, na 
região periportal. Através da coloração do Ácido reativo de Schiff (P.A.S.) podemos 
observar um aumento na concentração de glicoproteínas, indicando a presença de 
glicogênio, necessário para a atividade celular. Normalmente essa alta concentração 
se dá em lugares onde existe um alto consumo de glicose, devido a alta taxa 
metabólica (Shafiei et al., 2014) No estudo dos nossos casos de dengue em crianças, 
foram observadas altas concentrações das glicoproteínas em áreas associadas a 
infiltrados mononucleares. Onde podemos concluir que estas células estão em intensa 
atividade fagocítica. 
 Com essas imagens, foi possível realizar uma análise semiquantitativa dos 
danos provocados pelo DENV ao tecido hepático. Os danos foram representados por: 
presença de fibras colágenas, degeneração gordurosa com caracterização de áreas 
de macroesteatose e microesteatose, grau de degeneração nuclear e necrose de 
hepatócitos, além do caracterização das áreas de  alterações vasculares: hemorragia, 
edema e congestão vascular.  
 Com isso concluímos que em todos os três casos de dengue em crianças foram 
encontradas elevadas concentrações de fibras colágenas, principalmente o redor dos 
grandes vasos (veia centro lobular e veia portal). Em um tecido não infectado podemos 
observar taxas normais dessas proteínas, uma vez que desempenham importante 
papel na homeostase do organismo, mantendo a integridade vascular. Um acúmulo 
exagerado dessas proteína indicam um processo inflamatório ou infeccioso. E quando 
situados em musculatura lisa afetam os movimentos de drenagem, favorecendo o 
acúmulo de fluido, promovendo o edema (Lin et al., 2019). 
 Concluímos também que todos os três casos apresentavam degeneração 
gordurosa, sendo este um achado bastante comum nos casos de dengue (Póvoa et 
al., 2016; Sakinah et al., 2017; Win et al., 2019). O acúmulo de gordura indica um 
funcionamento anormal do hepatócito, que pode levar ao acúmulo excessivo de 
triglicerídeos em seu interior devido à redução, nesta célula, da oxidação dos ácidos 
graxos. As áreas de micro e macroesteatose estavam mais evidente nas áreas 
próximas a veia centrolobular, pois estas ficam distante do ducto do biliar, 
diferentemente dos achados de outro estudo recente onde a presença de macro e 
microesteatose se aproximava mais da área periportal (Win et al., 2019). Com esses 
dados e baseado na literatura podemos concluir que a esteatose, caracterizada pelo 
acúmulo de grandes vacúolos de gordura, é mais proeminentes na região 
centrolobular, porém em casos mais graves pode envolver todo o lóbulo.   
 Todos os três casos também apresentavam níveis variados de degeneração 
nuclear e necrose. A degeneração nuclear foi mais significativa, em cada um dos 
casos, nas áreas próximas ao espaço porta, provavelmente por esta área ser a 
primeira área a receber o sangue vindo do organismo e por isso mais rico em 
nutrientes e oxigênio. Além disso, em uma infecção, o sangue também chega mais 
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rico em citocinas e mediadores inflamatórios, que em excesso podem causar danos 
celulares. Estudo recente demonstrou que o tecido hepático de crianças infectadas 
com o DENV apresentava elevado grau de necrose hepatocitária, esteatose, 
hiperplasia de células de kupffer e hemofagocitose (Win et al., 2019), corroborando 
com os achados anteriores do nosso grupo (Póvoa et al., 2016).      
 Com relação às alterações vasculares observadas no fígado, podemos concluir 
que o caso 1 apresentou graus de hemorragia significativamente maiores quando 
comparado ao grupo controle e também com relação aos demais casos. Muito 
provavelmente devido a alterações causadas pela co-infecção por Pseudomonas spp. 
Outro motivo que pode explicar essa alteração mais intensa no caso 1 é pelo fato 
deste paciente ter tido uma sobrevida (14 dias) maior que os demais pacientes (2 
dias). Porém os casos 2 e caso 3 também apresentaram elevadas áreas de 
hemorragia, se comparados ao grupo controle. 
 A hemorragia foi maior no caso 1, provavelmente devido ao quadro de 
coinfecção, que gerou uma migração maior de células T CD4+ e T CD8+, e 
consequentemente um aumento de citocinas e mediadores inflamatórios (TNF-α, 
VEGF-R2, RANTES, VCAM-1 e MMP9). Esse aumento pode favorecer o 
extravasamento de plasma e alteração de permeabilidade vascular. O caso 2 e o caso 
3 também apresentavam aumento de células inflamatórias e de citocinas e 
mediadores inflamatórios, porém em menor concentração, o que pode ter gerado altos 
níveis de congestão vascular no tecido. Outra alteração vascular significativa 
observada nos casos de dengue foram as áreas de edema. As áreas onde esses 
níveis foram maiores inclui grandes vasos sanguíneos (veia centro lobular do caso 1 
e espaço portal do caso 3) o que nos leva a concluir que esse edema pode ser 
decorrente do extravasamento de plasma oriundo desses vasos sanguíneos.  
 Analisando as células inflamatórias, observamos que os três casos apresentam 
concentrações similares de T CD4+ e de T CD8+. Porém, uma alta concentração 
destas células foi encontrada, principalmente, ao redor da região periportal, mesma 
área onde foi encontrada também uma maior concentração de degeneração nuclear 
e necrose, mostrando que, possívelmente, ambos os processos possam estar 
interligados. Isso porque, essas células tem um fator protetivo durante uma infecção 
por dengue, onde o linfócito T CD8+ atua diretamente sobre a proteína NS3, o 
capsídeo viral, NS5  e NS4a/b, enquanto que as células T CD4+ tem como alvo as 
proteínas do capsídeo, envelope, NS3, NS2a/b e NS5 (Tian et al., 2019). Porém, em 
altas concentrações, essas células podem levar a uma alta toxicidade, provocando 
morte celular, devido a excessiva produção de citocinas.   
 Foi observado também, um aumento na população de linfócitos T (CD8+ e 
CD4+), bem como de macrófagos (CD68+), no interior dos capilares sinusoidais, nas 
proximidades do espaço porta e em algumas áreas do parênquima hepático. Em 
estudo anterior, que analisou a relação dos linfócitos T CD8+ na Hepatite C, observou 
que os linfócitos T CD8+, concentrados em sua maioria ao redor do espaço porta, 
atuam como citotóxicos e produtores de citocinas e que estariam diretamente 
relacionados com a intensidade das lesões hepáticas. Observaram também que o 
aumento de T CD8+ está estatisticamente ligados ao aumento das enzimas hepáticas 
AST (Viso et al., 2007).  
  No tecido hepático, foi possível detectar a presença do antígeno viral NS3 no 
interior dos hepatócitos, nas células de Kupffer, em macrófagos e nas células 
endoteliais dos principais vasos que irrigam o fígado, corroborando com os resultados 
descritos anteriormente (Póvoa et al. 2014, Win et al., 2019). Esses achados nos 
permitem afirmar que o vírus tem tropismo por estas células, possuindo a capacidade 
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de infectar as células e de se replicar no seu citoplasma, promovendo a lise da célula 
e liberação de novos vírus, que irão infectar células vizinhas. 

 Como dito anteriormente, houve uma expressão significativa da citocina pró-
inflamatória TNF-α. Essa citocina foi detectada no interior dos macrófagos dos três 
casos estudados, e que, muito provavelmente, induziu uma resposta inflamatória 
exacerbada causando uma migração excessiva de linfócitos para o sítio da infecção. 
Níveis elevados de TNF-α foram encontrados em pacientes diagnosticados com 
dengue grave (Butthep et al. 2012). TNF-α também estava elevada no plasma de 
pacientes crianças que foram hospitalizadas com dengue (Ferreira et al., 2015). Sabe-
se que TNF-α, facilita o transporte de macromoléculas através do endotélio (Henry e 
Duling, 2000) e ativação de vários componentes celulares endoteliais gerando uma 
disfunção endotelial (Dewi et al., 2004; Gunther et al., 2011), além de induzir a 
apoptose das células endoteliais (Chau et al., 2004). 
 Essas altas concentrações de TNF-α e células inflamatórias induziram um 
aumento na expressão de alguns mediadores inflamatórios, bem como RANTES, 
VEGF-R2, VCAM-1 e MMP9, que, por sua vez, atraíram mais células inflamatórias e 
citocinas, aumentando a intensidade da resposta inflamatória. Essa resposta 
inflamatória descontrolada é, possivelmente, responsável pelo agravamento do 
quadro da infecção.      
 Sabe-se que, VEGF é uma potente citocina facilitadora da permeabilidade e 
que tem um papel na mediação do extravasamento plasmático nos casos de dengue 
com sinais de alerta e nos casos graves. Em estudos anteriores, que utilizaram o 
plasma de paciente com dengue grave, foi observado uma menor concentração de 
VEGF e de seu receptor solúvel sVEGF-R2 (Seet et al., 2009; Kalita et al., 2015). 
Porém acredita-se que esta citocina esteja diminuída no plasma, porém elevada nos 
tecidos (Srikiatkhachorn et al., 2007).  
 A presença de RANTES, VCAM-1 e MMP9 na circulação é regulada 
positivamente pela presença de TNF-α (Masuda et al., 2002) e que, conforme ocorre 
o agravamento do quadro clínico do dengue, os níveis de VCAM-1 aumentam 
gradativamente, durante a fase aguda da doença (Koraka et al., 2004). Esses 
mediadores irão ativar as células endoteliais, permitindo uma maior permeabilidade 
vascular. Estes dados corroboram com os nossos resultados encontrados, onde 
observamos um aumento na expressão de RANTES, VCAM-1 e MMP9 nas células 
endoteliais .   
 Outro fator indicador da degradação endotelial é o aumento na expressão de 
MMP9, que quando elevada, se direciona até aos componentes da matriz extracelular, 
degradando-a e favorecendo a migração de leucócitos para o local da infecção. Em 
um estudo anterior, foram observados elevados níveis de MMP9 em casos de dengue 
grave. São produzidas por células infectadas com DENV, tendo um papel fundamental 
na indução da permealbilidade de uma monocamada de células endoteliais e no 
extravasamento plasmático in vitro (Kubelka et al.,2010). 
  Com relação aos achados do pulmão, observamos que, as áreas de 
hemorragia,  edema,  espessamento de septo e a formação da membrana hialina são 
características de choque por dengue. Estudos anteriores realizados em nosso 
laboratório tiveram resultados similares (Póvoa et al., 2014, 2016, Rodrigues et al., 
2014). Além disso, neste presente estudo observamos hiperplasia de macrófagos 
alveolares e áreas com infiltrado mononuclear. Esse aumento na celularidade, a 
presença de infiltrado mononuclear e a hiperplasia de macrófagos alveolares, já foram 
reportadas anteriormente em pacientes adultos como complicações decorrente de 
uma infecção por DENV (Rodrigues et al., 2014; Póvoa et al., 2014, 2016). 
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 Com a coloração Tricrômio de Masson e Picrosírius, para detecção de fibras 
colágenas, podemos observar um aumento na expressão dessas fibras, 
principalmente, ao redor da veia pulmonar. Além de observarmos um aumento na 
expressão dessas fibras também disseminadas pelo parênquima, de alguns casos, 
coincidindo com os septos alveolares e alguns brônquios. Estudo anteriores também 
observaram um aumento na expressão das fibras colágenas na região dos septos 
alveolares, e estas estariam promovendo o espessamento do septo (Oliveira et al., 
2019).  
 Com a coloração Ácido Reativo de Schiff podemos observar uma marcação 
positiva, indicando alta concentração de carboidratos (glicoproteínas), que são 
normalmente encontrado s nos tecidos conectivos, muco e membrana basal. Essa 
marcação estava mais evidente nos septos alveolares, o que indica a presença de 
membrana hialina. Achados anteriores também já observaram altas concentrações de 
membrana hialina em pacientes com dengue grave sugerindo o choque por DENV 
(Póvoa et al., 2014, 2016; Oliveira et al., 2017). 
 Através da imunohistoquímica foi possivel identificar uma maior presença de 
células inflamatórias, (linfócitos T CD8+ e macrófagos CD68+). Principalmente nas 
regiões de espessamento de septo, difusas pelo parênquima e ao redor da veia 
pulmonar. Sabe-se que a presença aumentada de linfócitos T CD8+ no pulmão está 
associada a quadro de Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica (DPOC), pois se acredita 
que os linfócitos T CD8+ gere modificações nas fibras elástica e na musculatura dos 
brônquios. Os brônquíolos podem ficar obstruídos por uma fibrose e por infiltrado de 
macrófagos (CD68+) e linfócitos T CD8+. Não se sabe exatamente como os linfócitos 
T CD8+ e os macrófagos provocam essas alterações, mas acredita-se que participem 
da apoptose e destruição das células epiteliais da parede alveolar, liberando TNF-α, 
perforinas e granzimas, além de estimularem a produção de fibras colágenas (Rufino, 
2013).  
 Podemos observar também, que houve marcação positiva para o antígeno viral 
da proteína NS3 no interior dos pneumócitos tipo II, nos macrófagos alveolares e no 
interior dos capilares alveolares. Demonstrando, dessa forma, que o DENV foi capaz 
de penetrar nessas células e de se replicar em seu interior. Resutados similares foram 
encontrados por pesquisadores do nosso grupo, em estudos anteriores, com o pulmão 
de pacientes adultos, onde a marcação de NS3 foi positiva no interior dos macrófago 
alveoláres, nos pneumócitos tipo II e nas células endoteliais (Póvoa et al., 2014).  
 Observamos a marcação positiva para TNF-α nas células endoteliais da veia 
pulmonar, nos monócitos e macrófagos alveolares. Além disso, uma marcação 
significativa em um infiltrado mononuclear peribronquiolar. Sabe-se que o TNF-α é 
uma citocina envolvida em várias disfunções de caráter inflamatório e fibrótico, 
desempenhando papel importante no comprometimento da função pulmonar. Tanto 
que terapias anti-TNF-α tem surtido bons efeitos no controle da resposta inflamtória 
pulmonar crônica (Clambarella, 2009) 
 Assim como encontrado no fígado, houve um aumento na expressão dos 
mediadores inflamatórios: RANTES, VEGF-R2 e VCAM-1. Em nosso estudo, 
observamos uma expressão maior de RANTES no interior de macrófagos e células 
endoteliais da veia pulmonar e dos capilares pulmonares. RANTES tem sido descrito 
como um dos responsáveis pelo recrutamento de linfócitos T e monócitos sanguíneos, 
o que gera um aumento de macrófagos alveolares e linfócitos T CD8+ no parênquima 
pulmonar levando ao quadro de DPOC (Costa et al., 2009). Já o VEGFR2 foi 
detectado nas células endoteliais da veia pulmonar e capilares alveolares e em 
monócitos e macrófagos alveolares. Quando ligado ao VEGF, promove a divisão, 
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proliferação e migração das células endoteliais, aumentando a permeabilidade 
vascular e, consequentemente, o estravasamento plasmático (Ding et al., 2014, 
Nunes, et al., 2019).  
 Foram observados aumentos na expressões de VCAM1 em macrófagos e 
monócitos circulantes e nas células endoteliais da veia pulmonar. Esta citocina 
promove a adesão de linfócitos, monócitos, eosinófilos e basófilos ao endotélio 
vascular. Estudos verificaram altas concentrações de VCAM1 em fibroblastos, 
sintetizadores de colágeno (Unemoto et al., 2003), o que pode favorecer a formação 
da membrana hialina.  
 Ainda analisamos, histologicamente, a língua, na qual observamos áreas 
extensas de hemorragias, com hiperplasia de tecido linfóide e intenso infiltrado 
inflamatório mononuclear. Também identificamos o antígeno da proteína viral NS3 no 
interior de macrófagos situados imediatamente abaixo da camada muscular. 
Demonstrando que o DENV foi capaz de alcançar a região da língua e de se replicar 
no interior do tecido lingual. Essa replicação gerou lesões bolhosas, com conteúdo 
hemorrágico em seu interior, na superfície da língua. Alguns estudos já relacionaram 
alterações na língua com infecções por DENV, nos quais observaram sangramento 
agudo na gengiva e palato além de placas eritematosas e vesículas na língua e palato. 
O sangramento na língua pode causar dificuldade respiratória devido obstrução física, 
que pode variar desde sangramentos exporádicos a um sangramento profuso 
(Pedrosa et al.,2017). No entanto, o achado de hiperplasia de tecido linfóide é relatado 
por nossa equipe pela primeira vez.  
 E por fim, as análises histopatológicas da traquéia demonstraram um acúmulo 
de células mononucleares, indicando uma traqueíte, com focos de hemorragia na luz 
do órgão, um aumento de infiltrado linfocitário em áreas de tecido linfóide e uma área 
de metaplasia escamosa. Além disso, observamos a presença do antígeno da 
proteína viral NS3 em células endoteliais que se apresentavam tumefeitas na parede 
de vasos próximos a região da lâmina própria e nos monócitos, no interior desses 
vasos. Demosntrando assim, que o vírus foi capaz de alcançar esse tecido e de se 
replicar no interior dessas células, promovendo as alterações descritas. E que, as 
alterações descritas, como hemorragia, podem ser resultado da atração de citocinas 
e células inflamatórias para o local da lesão, promovendo uma resposta imune 
exagerada.  

Este estudo é um dos poucos focados na imunopatogênese do dengue em 
crianças. O mais preocupante é que os casos de dengue em crianças tendem a evoluir 
para casos de dengue grave. Não se sabe ao certo porquê as crianças são mais 
suscetíveis ao dengue grave. Acreditamos que seja, talvez, por uma imaturidade do 
sistema imune e por uma incapacidade de combater o DENV, sem que os efeitos 
colaterais das citocinas e mediadores inflamatórios sejam mais danosos que a doença 
em si. Com este estudo, esclarecemos um pouco mais a imunopatogênese da doença, 
avaliando quais os possíveis biomarcadores de uma dengue grave, a fim de, na fase 
incial da doença, identificá-los e estabelecer o melhor protocolo para tratamento. 
Leucócitos não são bons marcadores, uma vez que podem estar elevados ou 
diminuídos, e podem ter seus valores alterados se  paciente apresentar uma co-
infecção. Porém, a plaquetopenia é um bom indicador de que aquele paciente pode 
apresentar manifestações hemorrágicas. Outro fator é a presença aumentada de 
células T CD4+, T CD8+ e macrófagos CD68+, que indicam uma resposta inflamatória 
exagerada, que pode culminar com a sindrome do choque do dengue através do 
desencademento de citocinas e mediadores inflamatórios. A investigação das 
principais células e mediadores inflamatórios envolvidos na patogênese do dengue 
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contribui para o esclarecimento dos principais mecanismos envolvidos durante uma 
infeção. Dessa forma, poderemos modular a resposta imune, evitando os efeitos 
deletérios de sua ativação e assim, evitar a evolução para dengue grave e óbitos. 

Resumindo, no fígado:  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

e no pulmão:  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



77 
 

7 – Conclusões 
 

 Com base em todos os resultados encontrados neste estudo e com o 
conhecimento prévio sobre a infecção por dengue nos tecidos, podemos observar 
que o vírus do denguefoi capaz de causar danos graves e permanentes em todos 
os órgãos analisados neste estudo, comprometendo seu funcionamento.  
 

 Todos os casos estudados apresentaram alterações hematológicas, sendo 
detectado uma baixa contagem de plaquetas e um aumento nas enzimas 
hepáticas ALT e AST, demonstrando que manifestações hemorrágicas e 
disfunção hepática são sinais de uma possível evolução para dengue grave.  

 
 Foram verificadas alterações histopatológicas no fígado (hemorragia, edema, 

congestão vascular, macro e microesteatose, infiltrado inflamatório) e no pulmão 
(espessamento de septo, formação de membrana hialina, hemorragia e edema). 
Além disso podemos observar aumento na concentração de fibras colágenas em 
ambos órgãos. 

 
  Evidenciamos a presença do antígeno da proteína viral NS3 no interior das 

principais células constituintes de cada órgão e em macrófagos circulantes, 
confirmando que a replicação do DENV pode ocorrer nos macrófagos, 
hepatócitos, pneumócitos do tipo II e células endoteliais. As citocinas também 
estavam presentes no endotélio dos principais vasos que irrigam esses tecidos.  

 
 O aumento na expressão das células inflamatórias (T CD4+, T CD8+ e CD68+) 

estaria desencadeando um aumento na expressão de citocinas e mediadores 
vasculares (TNF-α, RANTES, VEGF-R2, VCAM-1 e MMP9) que irão ativar mais 
células inflamatórias, levando ao quadro de choque hipovolêmico, característico 
do dengue grave. 

 
 As citocinas e mediadores vasculares propostos estavam sendo produzidos, de 

fato, pelas células infectadas. Além de estarem associadas às áreas de lesão, 
indicando que a patologia estava sendo consequência de uma resposta 
imunológica exacerbada do hospedeiro.  
 

 A disfunção endotelial não é unicamente provocada pelo vírus do dengue. Mas 
também pela produção de fatores vasoativos por macrófagos e células dendríticas 
que afetam o funcionamento das células endoteliais controbuindo para o 
extravasamento plasmático e celular.  

 
 Os linfócitos T, os  macrófagos e as células endoteliais de uma maneira geral 

foram as células predominantes na replicação e na produção das citocinas e 
mediadores.  

 
 Deste modo, as plaquetas, as células inflamatórias e as citocinas e mediadores 

vasculares (TNFα, RANTES, VEGF-R2, VCAM-1 e MMP9) são qualificados como 
prováveis biomarcadores plasmáticos ou teciduais para dengue grave.  
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8 – Perspectivas  

 Devido o cronograma apertado e algumas dificuldades em conseguir alguns 
reagentes, algumas investigações ainda não foram realizadas. Pretendemos dar 
continuidade ao estudo, realizando a imunohistoquímica para MCP1, IL-10, IP10,  
TGF-B, perforina, IFN-gama, HMGB1, CD4+, MMP2, dentre outras, que julgamos 
igualmente importantes para a compreensão da imunopatogênese do dengue. Além 
disso, pretendemos avaliar a ação concomitante de algumas citocinas e mediadores, 
que acreditamos agirem em sincronia, como por exemplo NS3 e VCAM-1 ou NS3 e 
VEGF-R2 a fim de observarmos se há de fato um efeito sinérgico entre elas. 
Pretendemos quantificar as fibras de colágeno no fígado e no pulmão, através da 
coloração de picrosirius e utilizando um software que calcula a porcentagem deste 
aumento. Almejamos realizar, nos tecidos da língua e da traquéia, as mesmas 
imunohistoquímicas realizadas no fígado e pulmão. Além de incluir as citocinas e 
mediadores que não foram realizados ainda no fígado e no pulmão, que foram citados 
acima. 
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