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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
ESTUDO DA IMUNOPATOLOGIA NO CÉREBRO/CEREBELO DE CAMUNDONGOS 

INFECTADOS COM DENGUE-2 POR VIA INTRAVENOSA E EM CASOS FATAIS: 
HISTOPATOLOGIA, DETECÇÃO VIRAL E CITOCINAS 

 
RESUMO (DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL) 

NATÁLIA GEDEÃO SALOMÃO 
 

O vírus da dengue não é mais considerado um vírus não-neurotrópico, já que 
nas últimas epidemias, manifestações neurológicas estão se tornando cada vez 
mais comuns, como encefalopatias, encefalites, síndromes imuno-mediadas 
(mielite transversa aguda, encefalomielite aguda disseminada e síndrome de 
Guillain-Barré), disfunção muscular e desordens neurofltálmicas. Para avançar 
neste campo, alguns modelos animais estão sendo desenvolvidos, mesmo com 
a falta de um modelo animal imunocompetente para dengue que mimetize a 
doença como nos humanos. O objetivo deste trabalho foi comparar os achados 
do modelo murino com casos fatais de dengue, no que se refere à 
histopatologia, detecção de antígenos virais e citocinas envolvidas. 
Camundongos BALB/c foram infectados com DENV-2 não-neuroadaptado pela 
via intravenosa. Coloração histológica, microscopia eletrônica e 
imunohistoquímica foram realizadas no modelo murino para caracterizar os 
aspectos histopatológicos e ultraestruturais e detecção de antígenos virais e 
citocinas. Os animais infectados não exibiram sinais clínicos, mas a análise 
histopatológica do cérebro e cerebelo revelou principalmente áreas com 
infiltrados inflamatórios, gliose, hemorragia e edema. Células gliais (microglia e 
astrócitos) estavam alteradas em sua morfologia e quantidade, sugerindo 
ativação em decorrência da infecção. A replicação viral ocorreu em células 
endoteliais, microglia e neurônios dos animais infectados. A avaliação 
ultraestrutural mostrou neurônios, microglia e astrócitos com alterações 
indicativas de apoptose. Além disso, células CD8+ e citocinas, como TNF-α, 
IFN-γ e RANTES, que podem estar envolvidas na neuropatogênese da dengue, 
também foram detectadas. Em experimentos "in vitro”, culturas de células 
neurais mistas foram infectadas com DENV-2, e a evidência da replicação do 
vírus foi mostrada pela detecção da proteína NS3, uma proteína não-estrutural, 
que esteve presente em microglia. Além do modelo animal, os casos fatais de 
DENV-2 e DENV-3 foram investigados. A análise histopatológica mostrou dano 
tecidual e células neuronais alteradas, diferente do controle. O recrutamento de 
microglia, células CD8+, antígenos virais e citocinas (TNF-α, IFN-γ e RANTES) 
também foram detectados. Ainda neste contexto, a barreira hematoencefálica 
foi caracterizada no modelo murino e em casos fatais, onde as células 
endoteliais foram detectadas em áreas com disfunção vascular. De uma 
maneira geral, estes achados irão contribuir para o melhor entendimento sobre 
os principais tecidos e células do sistema nervoso central, envolvidos na 
patogênese da dengue em correlação com os estudos de amostras de tecidos 
de casos fatais, contribuindo significativamente para o conhecimento da 
doença, novas vacinas e métodos terapêuticos contra a doença. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
STUDY OF IMMUNOPATHOLOGY IN THE BRAIN/CEREBELLUM OF DENGUE-2 INFECTED 

MICE BY INTRAVENOUS ROUTE AND IN FATAL CASES: HISTOPATHOLOGY, VIRAL 
DETECTION AND CYTOKINES 

 
ABSTRACT (MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL) 

NATÁLIA GEDEÃO SALOMÃO 

 
Dengue virus is not considered a non-neurotropic virus anymore, as in the last 
epidemics neurological manifestations are becoming more common, such as 
encephalopathy, encephalitis, immune-mediated syndromes (acute transverse 
myelitis, disseminated acute encephalomyelitis and Guillain-Barré syndrome), 
muscle dysfunction and neuro-ophthalmic disorders. To advance in this field, 
some animal models are being developed, even with the lack of an 
immunocompetent animal model for dengue mimicking the disease in humans. 
The objective of this work was to compare the findings of mouse model with 
fatal cases of dengue, with regard to histopathology, viral antigens and 
cytokines involved detections. BALB/c mice were infected with non-
neuroadapted DENV-2 by intravenous route. Histological staining, electron 
microscopy and immunohistochemistry assay were performed in murine model 
to characterize histopathology and ultrastructural aspects, virus antigens and 
cytokines detection. The infected animals did not exhibit clinical signs, but the 
histopathological analysis of the brain and cerebellum revealed mainly 
inflammatory infiltrate, gliosis, hemorrhage and edema areas. Glial cells 
(microglia and astrocytes) were altered in morphology and quantity, suggesting 
their activation due to infection. The virus replication occurred in endothelial 
cells, microglia and neurons of the infected animals. Ultrastructural evaluation 
showed neurons, microglia and astrocytes with changes leading to apoptosis. In 
addition, CD8+ cells and cytokines, such as TNF-α, IFN-γ and RANTES, which 
may be involved in neuropathogenesis of dengue, were also detected. In “in 
vitro” experiments, mixed cell neural cultures were infected with DENV-2, and 
the evidence of virus replication was shown by NS3 protein detection, a non-
structural protein, that were present in microglia. Besides the animal model, 
fatal cases of infection of DENV-2 and DENV-3 were investigated.The 
histopathological analysis showed tissue damage; and neuronal cells altered, 
different from the control. The recruitment of microglia, CD8+ cells, viral 
antigens and cytokines (TNF-α, IFN-γ and RANTES) were also detected. Still in 
this context, the blood-brain barrier was characterized in the murine model and 
in the fatal cases, where endothelial cells were detected in vascular dysfunction 
areas. In general, these findings will help in a better understanding about the 
main tissues and cells of the central nervous system involved in the 
pathogenesis of dengue in correlations with studies of tissue samples from fatal 
cases, thus contributing significantly to the knowledge of the disease, and to 
new vaccine or therapeutic approaches against the disease. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1  Dengue e epidemiologia  

1.1.1 No Mundo  

A dengue é uma arbovirose que representa um grande problema de saúde 

pública; sendo transmitida pela picada de fêmeas infectadas do mosquito de 

gênero Aedes aegypti e Aedes albopictus (Gubler; 2002; Guzman et al., 2010). 

Esta doença é endêmica das regiões tropicais da Ásia, América Latina e 

Pacífico, e circula por toda a África. Além de recentemente ter causado surtos 

locais nos EUA e partes da Europa (Bhatt et al., 2013; Radke et al., 2012; 

Schaffner et al., 2014; Islam et al., 2015). 

Estimativas mostraram que em 2010, 3,6 milhões de pessoas viviam em 

áreas com risco de transmissão de dengue, e que 390 milhões de pessoas se 

infectavam anualmente pelo vírus em mais de 100 países (Grange et al., 2014); 

com 96 milhões destas manifestando os sintomas da doença (Bhatt et al., 

2013; WHO, 2014). A globalização, a propagação do mosquito do gênero 

Aedes, a urbanização inadequada e a falta de uma vacina e tratamento 

terapêutico eficazes são alguns dos fatores que contribuem para o cenário 

epidemiológico atual (Simmons et al., 2012). Atualmente, os quatro sorotipos 

do vírus da dengue (DENV) e os mosquitos vetores estão presentes nos 

trópicos e subtrópicos do mundo todo (Fig. 1.1) (Messina et al., 2014; Kraemer 

et al., 2015). 
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Figura 1.1: Regiões do mundo com evidência de risco de infecção pelo vírus da dengue. 

(Figura adaptada de Sharp et al., 2017). 

 

1.1.2 No Brasil 

Os primeiros registros de dengue no Brasil ocorreram no século XIX, na 

cidade do Rio de Janeiro (1846), no Estado de São Paulo (1851), em Valença 

(1886) e em Niterói no início do século XX (1922) (Schatzmayr & Cabral, 2009). 

O vetor Aedes aegypti foi controlado até os anos 70. Em 1976 o vetor foi 

reintroduzido e provocou epidemias em Boa Vista, Roraima em 1981 (DENV-1) 

e em 1982 (DENV-4) (Osanai et al., 1983; Nogueira et al., 2007; Claro et al., 

2004). A dengue passou a ser um problema de saúde pública no país, quando 

foi identificada no soro de pacientes em epidemia ocorrida no estado do Rio de 

Janeiro em 1986 (DENV-1) e em 2002 (DENV-3) (Schatzmayr et al., 1986; 

Nogueira et al., 1990; 2007; San Martín et al., 2010). A introdução do DENV-2 

se deu pelo estado do Rio de Janeiro em 1990 (Nogueira et al., 1990) e 

retornou em 2007/2008 acarretando na maior epidemia em termos de 

morbidade e mortalidade, principalmente em crianças e adolescentes (Teixeira 

et al., 2008; San Martín et al, 2010). Já o DENV-3 foi introduzido em 2000, 

causando uma das mais graves epidemias já reportadas no país, em 2002 

(Nogueira et al., 2001; Nogueira et al., 2005). O DENV-4 foi o último sorotipo a 
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ser reintroduzido no país em 2010 no Estado de Roraima e no Amazonas, e em 

Niterói (RJ) no ano de 2011, gerando muitos casos graves e óbitos (Nogueira & 

Eppinghaus, 2011).  

No Brasil, a transmissão da dengue vem ocorrendo de forma continuada 

desde 1986. Há sempre ocorrência de epidemias, que geralmente se associam 

à introdução de novos sorotipos em áreas que não eram afetadas 

anteriormente, ou alteração do sorotipo predominante. Atualmente, os quatro 

sorotipos da doença estão circulantes no Brasil. No ano de 2016, ano país 

foram identificados 1.500.535 casos de dengue com predomínio da região 

Sudeste, com 858.273 casos (SVS, 2017a). Neste mesmo ano, foram 176 

óbitos por dengue com sinais de alarme e 466 por dengue grave (SVS, 2017b). 

Apesar de estas informações constarem na página da Secretaria de Vigilância 

Sanitária, é importante lembrar sobre a ocorrência de subnotificação de casos. 

 

1.2  O vírus  

O agente etiológico da dengue é o vírus da dengue (DENV), pertencente 

à família Flaviviridae e gênero Flavivirus (Henchal & Putnak, 1990). O vírus 

possui quatro sorotipos antigenicamente distintos, porém geneticamente 

relacionados (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) (Murrel et al., 2011). 

O vírus possui um envelope lipídico, onde estão ancoradas as proteínas 

E e de membrana (prM/M) (Perera & Kuhn; 2008; revisado por Rodenhuis-

Zybert et al., 2010). No seu interior está o nucleocapsídeo, compreendendo 

uma molécula de RNA de fita simples e a proteína do capsídeo (Fig. 1.2).  

                      

Figura 1.2: Estrutura da partícula do vírus da dengue. Partícula viral composta por proteínas 

E e M, genoma viral, nucleocapsídeo e envelope viral. (Gogineni et al., 2016) 
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O seu genoma consiste em um RNA de fita simples com polaridade 

positiva de aproximadamente 11 kb, contendo uma origem de replicação - ORF 

(do inglês “open-reading frame”). O RNA viral codifica uma poliproteína 

precursora, que é processada por proteases celulares e virais em três 

proteínas estruturais: capsídeo (proteína C), pré-membrana (proteína prM) e 

envelope (proteína E) que formam a partícula viral; e sete proteínas não 

estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5), atuantes na 

replicação viral (Kato et al., 2016) (Fig. 1.3).  

 

Figura 1.3: Genoma do vírus da dengue. Representação esquemática da estrutura genômica 

do vírus da dengue. Na parte superior: genoma viral, indicando as regiões não codificantes 

UTR e as extremidades 5’ e 3’, e região codificante ORF. Na parte inferior: poliproteína gerada 

após a tradução do RNA viral, e então, processada por proteases celulares e virais em três 

proteínas estruturais (C, prM, E) e sete não estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, 

NS5). (Figura adaptada de Martínez et al., 2017) 

1.3  A infecção  

O vírus da dengue é transmitido aos humanos através do repasto 

sanguíneo da fêmea infectada. A proteína E é responsável pela ligação e 

entrada do vírus na célula hospedeira, através de alguns receptores. O 

receptor DC-SIGN facilita a infecção de células dendríticas (Pokidysheva et al., 

2006; Navarro-Sanchez et al., 2003; Green et al., 2014) e seu homólogo, L-

SIGN, é expresso em células endoteliais do fígado (Dejnirattisai et al., 2011). 

Há também os receptores de manose (MR) que são expressos em macrófagos 

humanos (Miller et al., 2008); heparan sulfato (HS), bastante abundante em 

proteoglicanos da membrana celular; proteínas de choque térmico (HSP70 e 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pokidysheva%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16469696


 

5 
 

HSP90), na superfície da membrana celular de mamíferos (Reyes-Del Valle et 

al., 2005; Chaves-Salinas et al., 2008); e receptores transmembrana TIM e 

TAM, envolvidos na remoção dependente de fosfatidilserina de células que 

estão caminhando para apoptose (Meertens et al., 2012, Green et al, 2014; De 

La Guardia et al., 2014). 

O ciclo se inicia quando o DENV infecta como monócitos, macrófagos e 

células dendríticas, e sofre endocitose mediada por receptor de clatrina (Acosta 

et al., 2008; van der Schaar et al., 2008). Uma vez dentro da célula, o 

endossomo se acidifica e o vírion passa por alterações conformacionais que 

resultam em trimerização irreversível da proteína E. Ocorre então a fusão da 

membrana do envelope viral com a membrana do endossomo para o 

nucleocapsídeo ser liberado no citoplasma (Rodenhuis-Zybert et al., 2010; 

Green et al., 2014). Este nucleocapsídeo libera o RNA viral no citoplasma que 

é direcionado para o retículo endoplasmático, onde é traduzido em uma 

poliproteína. Esta, sofre clivagens por proteases virais e da célula hospedeira 

originando as proteínas estruturais e não estruturais que terão papel na 

composição da partícula e da replicação viral, respectivamente. Ocorre então a 

formação do complexo replicativo, e a síntese do RNA se inicia com a 

transcrição do RNA viral anti-senso seguido pela amplificação do RNA viral, 

que é empacotado no capsídeo e montado dentro de um vírion envelopado na 

superfície do retículo endoplasmático, coberto por proteínas de envelope e de 

membrana, formando vírions imaturos. Estes vírions imaturos são 

encaminhados para o complexo de Golgi para que as proteases da célula 

clivem as proteínas de membrana, gerando vírions maduros e parcialmente 

maduros que são secretados pela célula hospedeira (Green et al., 2014; 

Screaton et al., 2015; Okamoto et al., 2017) (Fig. 1.4). 
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Figura 1.4: Ciclo replicativo do vírus da dengue. O vírus da dengue se liga aos 

glicosaminoglicanos (GAG), e então a receptores específicos, entrando na célula por 

endocitose. O genoma do vírus é traduzido em uma poliproteína que dará origem às proteínas 

estruturais e não estruturais. Estas últimas formam o complexo replicativo que é responsável 

pela replicação do RNA viral no retículo endoplasmático. Moléculas de proteína do capsídeo 

incorporam a este RNA viral e os vírus imaturos saem do retículo endoplasmático, já com a 

pré-membrana e envelope em direção ao complexo de Golgi para serem processados. 

Partículas maduras são eliminadas por exocitose. (Figura adaptadade Okamoto et al., 2017) 

 

1.4    Proteínas virais 

 

1.4.1 Proteínas estruturais 

As proteínas estruturais são componentes essenciais para a formação 

do vírion. Além disso, também possuem papel importante em etapas como: 

entrada do vírus na célula, fusão com a célula hospedeira e montagem dos 

vírions (Silveira et al., 2016). 

A proteína C (11 kDa) faz parte do nucleocapsídeo que contém o RNA 

genômico. Sua região interna é composta de resíduos hidrofóbicos que 

interagem com membranas celulares dando a esta proteína papel na 

montagem dos vírions (Lindenbach & Rice, 2001; Rodenhuis-Zybert et al., 

2010). 
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A proteína M (8 kDa) possui uma forma precursora, prM (21 kDa), antes 

de sofrer clivagem. Ela parece atuar como uma chaperonina para correta 

montagem da proteína E (Rodenhuis-Zybert et al., 2010; Cruz-Oliveira et al., 

2015). 

A proteína E (53 kDa) está presente no envelope viral e possui três 

domínios na sua porção C-terminal. Esta proteína é capaz de atuar como 

proteína ligante interagindo com receptores presentes na superfície de células-

alvo e mediando a endocitose da partícula viral. Ela também é responsável 

pela fusão do envelope do vírus à membrana do endossomo e participa da 

dissociação do nucleocapsídeo no citoplasma (Chang, 1997; Stiasny & Heinz, 

2006). Além disso, a proteína E contém os principais epítopos que são 

reconhecidos por anticorpos neutralizantes, sendo assim um forte imunógeno 

(Lindenbach & Rice, 2001; Stiasny & Heinz, 2006).  

 

1.4.2 Proteínas não estruturais  

As proteínas não estruturais não possuem um papel completamente 

elucidado, porém estas proteínas têm sua importância na replicação do vírus e 

várias destas desempenham papéis importantes na evasão da resposta imune 

inata (Silveira et al., 2016; Chen et al., 2017). 

A proteína NS1 (48 kDa) é uma glicoproteína multifuncional que se 

encontra no citoplasma ou associada à membrana externa de células 

infectadas. Dentro do retículo endoplasmático, ela se dimeriza e é direcionada 

para três destinos: sítio de replicação viral, membrana plasmática e secretada 

para o compartimento extracelular sob forma de hexâmeros (Scaturro et al., 

2015; Bäck & Lundkvist, 2013). Os imunocomplexos formados pela NS1 

secretada são capazes de ativar o sistema complemento que contribui para a 

patogênese da doença (Avirutnan et al., 2006). 

A proteína NS2A (22 kDa) tem característica hidrofóbica e faz parte do 

complexo replicativo do RNA viral (Xie et al., 2013). Uma mutação na sua 

estrutura pode bloquear a replicação (Liu et al., 2004). A proteína NS2B (8 kDa) 

possui um domínio hidrofílico que é essencial para a atividade de protease 
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(Falgout et al., 1993). Ela atua como cofator do complexo NS2B-NS3 que é 

responsável por clivagens na poliproteína viral (Natarajan, 2010).  

A proteína NS3 (70 kDa) possui diversas funções, como serino-protease, 

helicase, nucleosídeo-trifosfatase (NTPase) e RNA trifosfatase (RTPase) 

(Assenberg et al., 2009). Como a NS3 foi detectada como antígeno viral nas 

nossas amostras de tecidos, ela será descrita com mais detalhes no tópico 

1.4.2.1 

A proteína NS4A (16 kDa) é uma proteína com característica hidrofóbica 

e contém quatro segmentos transmembranares. Ela participa da resposta a 

proteínas malformadas, protegendo a célula de morte por estresse do retículo 

endoplasmático durante a replicação viral (McLean et al., 2011; Guzman & 

Harris, 2015). 

Já a proteína NS4B é uma proteína integral de membrana do retículo 

endoplasmático, conhecida por fazer parte da inibição da resposta de 

interferons do tipo 1 em células infectadas. Ela também pode se associar à 

proteína NS3, modulando a replicação viral (Lindenbach & Rice, 2001). 

A proteína NS5 (103 kDa) é a maior e a mais conservada do gênero 

Flavivirus (Lindenbach & Rice, 2001). Na sua porção C-terminal tem a função 

de helicase, e na porção N-terminal, de metiltransferase (Natarajan, 2010). A 

atividade de RNA polimerase dependente de RNA é responsável pela síntese 

das fitas negativas e positivas do RNA viral (Potisopon et al., 2014). 

 

1.4.2.1 Proteína NS3 

 

A proteína NS3 (70 kDa) é uma proteína não estrutural multifuncional. 

Ela possui um domínio N-terminal com função de serino protease, a partir da 

formação do complexo NS2B-NS3, sendo responsável pela clivagem da 

poliproteína viral, contribuindo para a replicação do vírus (Bazan & Fletterick, 

1989; Geiss et al., 2009). O domínio C-terminal possui três atividades 

enzimáticas: RNA trifosfatase (RTPase), RNA helicase e nucleosídeo 

trifosfatase (NTPase), que possuem papel na replicação do RNA viral (Tom 

Linson et al., 2009). A helicase é responsável pela dissociação da dupla fita de 

RNA, enquanto que a NTPase fornece energia para realização do processo de 
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replicação; e RTPase, que remove o grupamento fosfato da região 5’ UTR 

(Natarajan, 2010). Além disso, a proteína NS3 também está envolvida na 

montagem do vírus, através de mecanismos que são independentes das 

atividades enzimáticas já descritas (Khromykh et al., 2001; Patkar & Kuhn, 

2008). Ela também possui papel na regulação viral do metabolismo lipídico 

celular, recrutando uma proteína responsável pela síntese de ácido graxos, que 

acaba por favorecer o aumento da replicação viral na célula infectada (Green et 

al., 2014). 

  

1.5  A doença (manifestações clínicas) 

O vírus é inoculado no hospedeiro durante a picada do mosquito infectado e 

aparentemente inicia sua replicação nas células de Langerhans (dendríticas 

subdermais) que se ativam e migram para os linfonodos, levando à infecção da 

linhagem monócito-macrófago (Bäck & Lundkvist, 2013). Acredita-se que a 

partir da viremia, monócitos circulantes se tornam infectados e disseminam o 

vírus para os órgãos. Alguns relatos demonstraram a presença de DENV em 

hepatócitos, pneumócitos, células endoteliais, musculares cardíacas e 

neuronais, tanto em casos fatais da doença quanto em modelos experimentais 

(Miagostovich et al., 1997; Jessie et al., 2004; Clyde et al., 2006; Balsitis et al., 

2009; Paes et al., 2009; Bäck & Lundkvist, 2013; Póvoa et al., 2014).  

O período de incubação da dengue dura em média de 4 a 7 dias. Em 

pacientes sintomáticos, os quatro sorotipos são capazes de causar doença 

febril aguda com manifestações clínicas de amplo espectro, com sintomas 

comuns a outras doenças virais, o que pode dificultar o diagnóstico (Ling et al., 

2007; Ross, 2010). Pela classificação antiga dividiam-se em: febre do dengue 

(FD), febre hemorrágica do dengue (FHD) e síndrome do choque do dengue 

(SCD) (WHO, 1997; Edelman & Hombach, 2008). Esta classificação foi 

baseada principalmente na experiência clínica de países asiáticos. 

A FD é caracterizada pelo aparecimento de febre acompanhada por 

sinais não-específicos, como: dor de cabeça, dor retro-orbital, fotofobia, 

bradicardia, mialgia, artralgia, fraqueza, leucopenia, náuseas, vômitos, erupção 

cutânea e manifestações hemorrágicas (Srikiatkhachorn, 2009). Os pacientes 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3036867/#Khromykhetal2001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3036867/#PatkarandKuhn2008
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3036867/#PatkarandKuhn2008
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que desenvolvem a FHD apresentam febre, ocasionalmente bifásica, 

fragilidade capilar, geralmente mostrada pelo teste positivo do torniquete, 

petéquias, equimoses, hematoma, sangramento da mucosa e do trato 

gastrointestinal. Além disso, no hemograma observa-se trombocitopenia e 

hemoconcentração, que indica o extravasamento de plasma devido ao 

aumento da permeabilidade vascular (Gubler, 1998; Narvaez et al., 2011). Se o 

extravasamento de plasma não se resolver de forma rápida e espontânea, 

pode levar à hipotensão que caracteriza a SCD e, a partir disso, levar o 

paciente a desenvolver insuficiência hepática e encefalopatia (Srikiatkhachorn, 

2009). É bastante frequente o paciente relatar dor abdominal um pouco antes 

de entrar em choque (Gubler, 1998). Há vários fatores que podem contribuir 

para o indivíduo evoluir para formas mais graves (FHD/DG), como idade, 

estado imunológico e nutricional, presença de doenças crônicas a constituição 

genética do hospedeiro; assim como a cepa e o sorotipo viral (Rothman, 2004; 

Whitehorn & Simmons, 2011; Simmons et al., 2012). 

Contudo, estudos adicionais revelaram a necessidade de parâmetros de 

gravidade alternativos mais específicos a realidades regionais (Harris et al., 

2015). Assim, para melhor identificação dos casos graves, a OMS, em 2009, 

organizou estudos que definissem parâmetros de gravidade (WHO, 2009), com 

base nos resultados do estudo multicêntrico DENCO (“Dengue control”) 

realizado em pacientes de todas as faixas etárias do Sudeste Asiático e da 

América Latina, dando origem a uma nova classificação: dengue sem sinais de 

alerta (DSSA), dengue com sinais de alerta (DCSA) e dengue grave (DG) (Fig. 

1.5). 
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Figura 1.5: Classificação clínica da Dengue. (Figura adaptada do Manual de Dengue WHO, 

2009). 

 

1.6  Patogênese e resposta imune em infecções por dengue 

Ainda que a patogênese da dengue não esteja muito bem esclarecida, a 

maioria dos autores aponta mais para uma doença mediada pela resposta 

imune do hospedeiro do que propriamente pelo vírus (Guzman et al., 2015; 

Rothman et al., 2011). Sabe-se que as células dendríticas (monócitos e 

macrófagos) são as principais células-alvo de replicação do vírus da dengue. 

Nos últimos anos, muitos estudos demonstraram o fato de a infecção destes 

tipos celulares levar a uma ativação de eventos imunes, como a produção 

exacerbada de citocinas pró e anti-inflamatórias, o que poderia explicar, em 

parte, a ocorrência de casos de dengue grave (Pang et al., 2007). O fenômeno 

conhecido como tempestade de citocinas (do inglês, “cytokine storm”) ocorre 

quando há altos níveis de citocinas pró e anti-inflamatórias circulantes que 

promovem ativação endotelial e aumento da permeabilidade vascular, podendo 

provocar extravasamento de plasma e fluidos, levando o indivíduo à 

hemoconcentração e outras desordens homeostáticas, que resultam em 

alterações vasculares, trombocitopenia, coagulopatia, hemorragia e choque 

(Green & Rothman, 2006; & Guabiraba & Ryffel, 2014). 
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Geralmente, citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IFN-γ e IL-6 são 

encontradas elevadas na fase aguda. Na fase de recuperação, normalmente 

encontram-se elevadas as citocinas anti-inflamatórias, como por exemplo, IL-

10, e quimiocinas como MIF e MCP-1, atuando na integridade do endotélio 

(Ferreira et al., 2015). Todas estas citocinas já foram reportadas por estarem 

relacionadas aos casos de dengue grave. Além destas, a molécula de adesão 

VCAM-1 também parece ser um grande indicativo de severidade da doença, já 

que costuma ser encontrada mais rapidamente e mais elevada de forma 

persistente nos casos de dengue grave (Hober et al., 1993; Liao et al., 2015).  

 A RANTES (CCL5) é uma quimiocina, possuindo atividade 

quimiotática para eosinófilos, basófilos, monócitos, células NK e linfócitos. Ela 

se armazena nos grânulos das plaquetas e é secretada após a ativação 

plaquetária (Gear & Camerini, 2003; Rathakrishnan et al., 2012). Contudo, nos 

casos de dengue é comum a ocorrência da queda de plaquetas, logo, quando 

isto acontece, os níveis de RANTES circulantes também diminuem (de Olveira 

Pinto et al., 2012). Como consequência, esta queda pode resultar no 

prolongamento da inflamação e aumento da permeabilidade (Singla et al., 

2016, Kuan-Meng et al., 2017). O mesmo também ocorre quando células locais 

dos tecidos têm aumento da expressão de RANTES, como já foi visto em 

órgãos como fígado, pulmão e rins (de Oliveira Pinto et al., 2012; Póvoa et al., 

2016).  

 Das citocinas mencionadas acima, as utilizadas neste trabalho foram 

TNF-α e IFN-γ. O TNF-α é uma citocina produzida principalmente por 

macrófagos ativados. Há relatos na literatura que associam seus níveis às 

manifestações hemorrágicas e à gravidade da doença, já que é encontrado 

aumentado em pacientes com dengue grave  (Hober et al., 1993; Kubelka et 

al., 1995; Azeredo et al., 2001; Chakravati & Kumaria, 2006). Porém, outros 

grupos mostraram não haver uma correlação direta entre níveis elevados de 

TNF-α e a gravidade da doença, e sim uma associação com a trombocitopenia 

(Bethell et al., 1998; Bozza et al., 2008). 

 Já o IFN-γ é uma das primeiras linhas de defesa antiviral, e também 

não há um consenso quanto à sua participação no agravamento da doença. Há 

trabalhos que o associam à gravidade, sendo encontrado em níveis mais 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5602679/#ref-65
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5602679/#ref-65
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elevados em pacientes graves (Kurane et al., 1994; Bozza et al., 2008; 

Priyadarshini et al., 2010), refletindo possivelmente uma ativação de células T 

CD8+ com a produção de citocinas inflamatórias.  

No caso de uma infecção secundária com um sorotipo heterólogo, a 

resposta imune adaptativa pode atuar favorecendo a infecção por uma teoria 

conhecida como facilitação dependente de anticorpo (ADE, do inglês “antibody 

dependent enhancement”). Esta teoria explica que anticorpos heterólogos pré-

existentes gerados em resposta a uma infecção primária podem não ser 

suficientes para neutralizarem uma infecção secundária por um sorotipo 

diferente. Na verdade, eles formam imunocomplexos, que facilitam a entrada 

da partícula viral nas células, ao se ligarem a receptores FcγR, expressos em 

monócitos e macrófagos, que são os maiores alvos de replicação do DENV 

(Halstead et al., 2003; Green et al., 2014). A resposta imune ocorre de forma 

inespecífica e exacerbada, produzida por linfócitos T de memória gerados 

durante a infecção primária, levando ao aparecimento de manifestações mais 

graves da doença.  

As variações do genótipo e da cepa também podem contribuir para uma 

progressão mais grave ou mais branda da doença durante a infecção primária, 

apresentando diferentes graus de virulência (Seneviratne et al., 2006).  

Em casos de dengue ocorridos em humanos e em modelos 

experimentais, já se observou o tropismo do vírus para alguns órgãos. Dentre 

eles estão baço, fígado, linfonodos, rim, coração, pulmão, timo, medula óssea e 

cérebro (Burke, 1968; Rosen et al., 1999; Jessie et al., 2004; Paes et al, 2005, 

2009; Ling et al., 2007; Martina et al., 2009; Salgado et al., 2010; Póvoa et al., 

2014). Nos órgãos acometidos, são encontrados danos histopatológicos que 

podem ser atribuídos a uma resposta imune desregulada do hospedeiro, em 

função da ativação de linfócitos T com efeito citotóxico e/ou a exacerbada 

produção de citocinas pró-inflamatórias que causariam danos ao tecido 

(Guabiraba & Ryffel, 2014; Pagliari et al., 2014; Póvoa et al., 2016). 
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1.6.1 Neuropatogênese e resposta imune do SNC em infecção 

por dengue 

A primeira associação descrita entre dengue e manifestações 

neurológicas foi em 1976 (WHO, 2009). Durante muito tempo, o vírus da 

dengue foi considerado não-neurotrópico, porém nas últimas epidemias, têm 

acontecido muitos relatos de envolvimentos neurológicos. Em 2009, para o 

melhor diagnóstico da dengue, a OMS criou uma nova classificação para a 

doença. A dengue foi classificada em dengue sem sinais de alerta, dengue com 

sinais de alerta e dengue grave. Dentro desta última classe, o grave 

envolvimento de órgãos foi incorporado, incluindo o sistema nervoso central 

(Castellanos et al., 2014; Osnaya-Romero et al., 2017). Pacientes com o 

sistema nervoso central comprometido apresentavam complicações 

neurológicas como encefalopatia, encefalite, síndromes imunomediadas 

(mielite aguda transversa, encefalomielite aguda disseminada e síndrome de 

Guillain-Barré), disfunção muscular e desordens neuro-oftálmicas (Domingues 

et al., 2008; Soares et al., 2010). Os principais sorotipos causadores dessas 

manifestações são o 3 e 4, porém os sorotipos 1 e 2 já foram identificados em 

amostras biológicas de pacientes diagnosticados com encefalite e mielite 

(Ramos et al., 1998). 

Os mecanismos que podem estar envolvidos nos danos causados ao 

SNC são: desequilíbrio metabólico, distúrbios hemorrágicos (trombocitopenia), 

reação autoimune pós-infecção e infecção do SNC pelo vírus da dengue 

(Carod-Artal et al., 2013; Puccioni-Sohler et al., 2012, 2013, 2015). Em relação 

à invasão do vírus, há estudos em camundongos que sugerem que isto ocorra 

devido a uma disfunção da barreira hematoencefálica (BHE), que é uma 

barreira de difusão essencial para a função normal do sistema nervoso central, 

e composta por células endoteliais dos capilares sanguíneos cerebrais. A 

explicação é que durante a infecção há uma super expressão de citocinas que 

causam danos em componentes celulares, como as junções intercelulares 

(“tight junction”), levando a alterações de permeabilidade do endotélio 

(Chaturvedi et al., 1991; Neal et al., 2014; Velandia-Romero et al., 2012). Na 

dengue, a disfunção da BHE está associada aos altos níveis de 

metaloproteinases no plasma que digerem a lâmina basal de unidades 
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neurovasculares, enfraquecendo as interações entre as células endoteliais e 

outros elementos que compõem os vasos. Uma vez dentro do cérebro, 

partículas virais podem infectar leucócitos e monócitos que expressam 

proteínas quimiotáticas de monócitos (no caso de infecção por DENV-2) (Lee et 

al., 2006; Chaturvedi et al., 1991). Há também a hipótese de que o vírus 

acesse o SNC atravessando as células endoteliais por transcitose, o que já foi 

demonstrado no caso de infecção pelo vírus do Oeste do Nilo (do inglês, West 

Nile vírus) (Liou et al., 1998). O mesmo mecanismo parece ocorrer quando o 

vírus chega ao líquido cefalorraquidiano (LCR).  

Além disso, já foram observadas alterações histopatológicas, como 

edema, congestão vascular, focos hemorrágicos e infiltrados linfocitários 

perivasculares, de acordo com a hipótese de neuroinvasão direta do vírus 

(Carod-Artal et al., 2013). Foram verificadas também detecções de antígenos 

virais no tecido cerebral e de anticorpos específicos IgM no líquido 

cefalorraquidiano (Chimelli et al., 1990; Bhoopat et al, 1996; Miagostovit et al., 

1997; Janssen et al., 1998; Nogueira et al., 2005; Balsitis et al., 2009; Araújo et 

al., 2012; Salazar et al., 2013; Hapuarachchi et al., 2015). Nos modelos 

experimentais também foram relatadas alterações histopatológicas e detecção 

dos antígenos virais (Amaral et al., 2011; Velandia-Romero et al., 2012) 

Como grande parte de nossos estudos se baseiam em análises 

histopatológicas no SNC (cérebro/cerebelo), abordaremos no item 1.7 um 

pouco sobre a histologia destes órgãos. 

 Sabe-se que as citocinas, em condições fisiológicas, possuem papel 

na ativação e regulação da resposta imune antiviral. Além disso, elas também 

atuam na proliferação, sobrevivência de neurônios e células da glia e proteção 

do SNC contra infecções virais. Porém, a produção exacerbada de citocinas 

pode contribuir para o desenvolvimento de neuropatologias (Sánchez-Burgos et 

al., 2004). 

 As células da microglia, que são conhecidas como macrófagos 

residentes do cérebro, podem passar por processo de ativação, atuando como 

amplificadores para neuroinflamação. A neuroinflamação é a ativação de 

células gliais que ocorre quando não há quebra da barreira hematoencefálica e 
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infiltração de células sanguíneas. Porém, os mecanismos pelos quais isto 

ocorre não estão muito bem elucidados (Das Sarma et al., 2014).  

 Bordignon e colaboradores desenvolveram um estudo em 

camundongos para analisar os efeitos da infecção pelo vírus da dengue no 

perfil de transcrição do SNC. Pelos resultados, eles sugerem que as principais 

vias moduladas pela infecção por DENV no SNC dos camundongos estão 

envolvidas na sinalização de IFN e na apresentação de antígeno (Bordignon et 

al., 2008). As células da microglia expressam constitutivamente moléculas 

MHC II (Streit et al., 1989), assim como macrófagos da meninge e do plexo 

coroide e células perivasculares. Além disso, citocinas, como TNF-α e IFN-γ, 

podem induzir a expressão destas moléculas na superfície de astrócitos (Vass 

& Lassmann, 1990), atuando no reconhecimento e apresentação de antígenos 

para o sistema imune.  

 

1.7  Histologia 

 

1.7.1 Cérebro e cerebelo 

O sistema nervoso central é composto por células que estão divididas 

em duas categorias principais: células de origem neuroectodermal (neurônios, 

astrócitos, oligodendrócitos e ependimócitos) e células de origem mesenquimal 

(meninges, vasos sanguíneos e microglia) (Garman, 2011). 

As meninges são formadas de tecido conjuntivo e possuem a função de 

revestir o encéfalo. Há três destas: dura-máter, pia-máter e aracnoide. Sendo a 

dura máter a mais externa, pia máter mais interna e a aracnoide entre estas 

duas. A pia-máter possui vasos sanguíneos e se estende até o terceiro e 

quarto ventrículo, formando o plexo coroide, única estrutura do cérebro que 

forma uma interface entre o sangue periférico e o fluido cerebroespinhal 

(produzido principalmente por este local) (Garman, 2011; Quintela et al., 2015). 

No tecido cerebral há duas regiões: substâncias cinzenta e branca. A 

substância cinzenta está dividida em 6 camadas: camada molecular (maior 

parte formada por fibras neuronais e células da neuroglia), granular externa, 

piramidal externa, granular interna, piramidal interna, e fusiforme, que possuem 
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neurônios que vão desde formatos piramidais, estrelados a fusiformes, 

variando também em seu tamanho (Fig. 1.6).  

 

Figura 1.6: Esquema do córtex cerebral. (Figura adaptada de Mikula et al., 2007; Pacheco et 

al., 2014) 
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No cerebelo, a substância cinzenta está dividida em camada molecular 

(com células em formato de cesto e estreladas), camada de neurônios de 

Purkinje e camada granulosa. Estes neurônios de Purkinje são piriformes, e 

possuem um axônio e numerosos dendritos que se ramificam na camada 

molecular. Já a substância branca do cérebro e cerebelo é composta por 

axônios de neurônios e células da neuroglia (Gartner & Hiatt, 1999) (Fig. 1.7).

Figura 1.7: Esquema do tecido cerebelar. (Figura adaptada de Microscopia Online – USP) 

 

1.7.2 Hipocampo 

O hipocampo se localiza na região lobo-temporal do cérebro, e está 

envolvido em mecanismos relativos à aprendizagem e memória. Ele está 
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dividido em giro denteado, corno de Ammon (subdividido em regiões CA1, CA2 

e CA3, em camundongos) e região subicular; além de possuir alguns estratos, 

como estrato de orientação ou alvéolo, piramidal, radiato, lacunoso e molecular 

que possuem dendritos basais de células piramidais e interneurônios e 

algumas fibras. No giro denteado, que é trilaminar, há principalmente células 

granulares que têm seus dendritos se estendendo até o estrato molecular 

(Deltagen, 2006).  

A maior região é a CA3, que possui células piramidais. Estas células se 

conectam com o hilo do giro denteado a partir de axônios que saem dele para 

esta região. A região CA2 também possui células piramidais, porém é mais 

compacta. Já a região CA1 é a mais complexa variando ao longo da estrutura 

(Mikula et al., 2007) (Fig. 1.8). 

             

Figura 1.8: Esquema do hipocampo. Em um aumento maior é possível identificar as regiões 

CA1, CA2 e CA3 do corno de Ammon, o giro denteado e estratos. (Figura adaptada de 

Deltagen; Mikula et al., 2007). 
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1.8  Células da neuroglia 

 

Uma das etapas deste trabalho foi analisar as principais células da 

neuroglia que possuem função de defesa e sustentação do tecido nervoso, 

como microglia e astrócitos, respectivamente. Nos dois subtópicos abaixo, 

estão descritas algumas características destas células.  

 

 

1.8.1 Microglia 

As células da microglia são geralmente derivadas do saco vitelínico e se 

direcionam para o SNC durante a embriogênese (Ginhoux et al., 2010). São 

conhecidas como “macrófagos do cérebro”, atuando como as primeiras células 

que respondem frente à infecção de um patógeno, mas também têm papel 

importante no desenvolvimento, função e reparo do SNC (Diego Gomez-Nicola 

& Hugh Perry, 2015). Elas possuem prolongamentos ramificados que emergem 

do seu corpo celular e “escaneam” o ambiente, se comunicando com neurônios 

e outras células da glia que estão ao redor (Fitzner et al 2011; Kettenmann et al 

2013; Paolicelli et al 2011). Quando ativadas, elas costumam apresentar um 

fenótipo ameboide, com retração das suas ramificações (Kirkley et al., 2017); 

além de produzirem mediadores pró-inflamatórios, como citocinas, quimiocinas, 

espécies reativas de oxigênio e óxido nítrico que contribuem para a eliminação 

do patógeno e resolução da infecção. Contudo, sua proliferação e ativação 

exacerbada e prolongada podem ter consequências neurotóxicas, gerando 

danos ao tecido nervoso (Frank-Cannon et al., 2009).  

 

1.8.2 Astrócitos 

Os astrócitos são as células neurogliais predominantes no SNC, sendo 

importantes para o seu desenvolvimento e homeostase. São responsáveis por 

promover nutrientes metabolicamente otimizados aos neurônios, seus 

dendritos e sinapses; além de manter o equilíbrio iônico no espaço extracelular, 

removendo água e aminoácidos excitotóxicos (Tsacopoulos et al., 1996). Eles 

formam fronteiras estruturalmente proeminentes (glia limitante) que alinham 

todas as interfaces entre o parênquima neural do SNC e células não neurais 
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(células meníngeas, endoteliais, pericitos, células de linhagem de fibroblastos, 

etc.) ao longo de todos os vasos sanguíneos e superfícies meníngeas 

(Sofroniew, 2015). Frente a uma lesão, uma das respostas do SNC é a 

ocorrência de alterações nos astrócitos: inchaço, divisão e proliferação dessas 

células (gliose reativa), astrócitos gemistocísticos, acúmulo de fibras gliais, 

aumento da síntese e expressão da proteína ácida fibrilar glial (GFAP) 

(Castejón, 2015).  

 Na figura a seguir, consta um esquema dessas células na arquitetura 

do SNC (Fig. 1.9). 

 

 

Figura 1.9: Esquema de células da neuroglia. Os astrócitos contribuem para a regulação da 

neurotransmissão através de seus prolongamentos celulares envolvendo as regiões de 

sinapse, assim como na modulação da barreira hematoencefálica, e do fluxo sanguíneo 

cerebral através dos seus pés ao redor dos vasos sanguíneos. As células da microglia 

representam as células imunes residentes do SNC e são fundamentais para perceber o meio 

ambiente mantendo a homeostasia do local. Os oligodendrócitos fazem parte da neuroglia, 

tendo papel na formação da bainha de mielina ao redor de axônios para garantir a condução 

elétrica. Em vermelho, estão as células em estudo nesta Dissertação (Figura adaptada de Di 

Benedetto & Rupprecht, 2013). 
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1.9  Barreira hematoencefálica (BHE) 

 O sistema nervoso central, por muito tempo, ficou conhecido por ser 

um local imuno privilegiado, devido a uma estrutura chamada de barrerira 

hematoencefeálica. Sua diferenciação de endotélio em barreira tem início 

durante a angiogênese embrionária (Abott et al., 2010) e é composta por 

astrócitos, microglia, pericitos, neurônios e células endoteliais que juntos são 

responsáveis por controlar seletivamente o que passa dos capilares para o 

parênquima cerebral e vice-versa (Abott et al., 2005; Olsen et al., 2007). As 

células endoteliais cerebrais e os pericitos são acompanhados pela membrana 

basal local que forma uma matriz extracelular perivascular (lâmina basal 1 - 

LB1) e uma matriz extracelular composta de células gliais que delimitam o 

parênquima cerebral (lâmina basal 2 – LB2). Os pés dos astrocitos formam 

uma rede complexa que envolvem os capilares, sendo importantes na indução 

e manutenção das propriedades de barreira. As projeções dos neurônios no 

músculo liso, produzem neurotransmissores e peptídeos vasoativos que 

regulam o fluxo de sangue no local, pela permeabilidade.  

As principais funções da BHE são: manutenção da homeostasia do 

SNC, proteção do cérebro contra o meio extracelular, constante suprimento de 

nutrientes por sistema de transporte específico, além de favorecer entrada de 

células inflamatórias para atuar em resposta a mudanças no local (Cardoso et 

al., 2010). 

Mesmo com toda esta arquitetura de proteção, há relatos na literatura 

que mostram esta barreira com sua funcionalidade comprometida. Os vírus do 

tipo HIV, herpes, vírus do Oeste do Nilo e vírus da encefalite japonesa podem 

infectar células endoteliais, ocasionando alteração da permeabilidade e 

seletividade (Basu et al., 2008; Dalrymple et al., 2012). Como consequência 

pode ocorrer extravasamento de plasma e a entrada de vírus ou células 

infectadas no parênquima cerebral e por fim, a propagação do vírus (Splinder 

et al., 2012). 

A infecção pelo vírus da dengue e sua propagação em diferentes tecidos 

pode ocorrer a partir da infecção e replicação do vírus em células endoteliais, 

em direção a órgãos como fígado, pulmão, trato urinário, intestino e cérebro 

(Jessie et al., 2004; Dalrymple et al., 2011). Alguns grupos já mostraram a 
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infecção pelo vírus da dengue no SNC através da BHE por infecção direta ou 

resposta imune que afeta a função da barreira tanto em experimentos “in vivo” 

em humanos (Hapuarachchi et al., 2015) e modelo murino (Chaturvedi et al., 

1991; Velandia-Romero et al., 2012), quanto em experimentos “in vitro” 

(Velandia-Romero et al., 2016).  

Figura 1.10: Esquema da barreira hematoencefálica. (Figura adaptada de Abott et al., 2009) 

LB – Lâmina basal. 

 

1.10 Modelos experimentais 

Estudos sobre a patogênese e os mecanismos imunológicos envolvidos na 

progressão ou proteção da dengue encontram alguns obstáculos e um deles é 

a falta de um modelo experimental que reproduza claramente os efeitos da 

doença em humanos, já que o vírus da dengue não infecta naturalmente 

espécies não humanas (Yauch & Shresta, 2008). Diante deste problema, 

muitos pesquisadores têm realizado estudos para tentar desenvolver modelos 

experimentais “in vivo” a fim de compreender melhor sobre a patogênese desta 

doença. Alguns dos modelos utilizados são: primatas não-humanos, 

camundongos imunocompetentes, imunodeficientes e humanizados (Zompi & 

Harris, 2012; Zellweger & Shresta, 2014).  

Os primatas não humanos são os mais próximos evolutivamente dos 

humanos. Por isso, são bastante utilizados em testes finais de 

imunogenicidade, eficácia protetora e segurança de vacinas; ainda que existam 

muitos obstáculos do ponto de vista financeiro e ético (Halstead et al., 1979). 
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Apesar de apresentarem viremia, estes animais geralmente não exibem sinais 

clínicos. Eles conseguem manter a replicação viral em células e desenvolver 

uma resposta de anticorpos neutralizantes semelhante aos humanos (Bente & 

Rico-Hesse, 2006; Yauch & Shresta, 2008). Há estudos utilizando macacos 

rhesus, inoculando DENV pelas vias de inoculação como a subcutânea (s.c.) e 

intravenosa (i.v.). No uso da via s.c., os macacos apresentaram leucopenia 

após a infecção primária e trombocitopenia após sofrer infecção secundária 

com um sorotipo heterólogo do vírus e houve detecção de viremia transiente de 

3 a 6 dias (Halstead et al, 1973), enquanto que pela via i.v., apresentaram 

sinais hemorrágicos e de coagulopatia (Onlamoon et al, 2010). 

Camundongos imunocompetentes são conhecidos por sua resistência à 

infecção pelo vírus da dengue devido à habilidade de o sistema imune deles 

responder eficientemente contra a infecção. Na literatura há relatos de 

camundongos C57BL/6 inoculados com altas doses de DENV-2 via i.c., que 

desenvolveram sinais neurológicos e paralisia (Raut et al., 1996), e pela via 

intradermal, hemorragia sistêmica e foram a óbito (Chen et al., 2007). Pela via 

i.v., estes camundongos apresentaram disfunção hepática 3 dias após a 

infecção (Chen et al., 2004), e 7 dias após a infecção em camundongos 

BALB/c que também tiveram os níveis das enzimas hepáticas AST/ALT 

aumentadas (Paes et al., 2009). Alterações histopatológicas no fígado e 

aumento do nível de enzimas hepáticas no soro também foram relatadas em 

camundongos BALB/c inoculados pela via i.p. (Paes et al., 2005). Há também 

grupos que utilizaram vírus adaptados ao hospedeiro, levando tanto 

camundongos jovens quanto adultos a apresentarem sinais clínicos, como 

ocorre em humanos (Atrasheuskaya et al., 2003; Fagundes et al., 2011; Costa 

et al., 2012; Guabiraba & Ryffel, 2014; Oliveira et al., 2016). Cada vez mais 

este tipo de camundongo está sendo utilizado para estudos da patogênese da 

dengue. 

Camundongos imunodeficientes são conhecidos por não possuírem o 

sistema imune completo, não sendo muito recomendados para uso em testes 

de vacinas ou drogas terapêuticas. Como exemplo, os camundongos A/J não 

possuem o complemento 5 (C5) do sistema imune, e já houve relatos de que 

quando infectados com altas doses da cepa DENV-2 PL046, apresentam 

viremia poucos dias após a infecção, e trombocitopenia transiente em 
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momentos mais tardios (Huang et al., 2000).  Já os camundongos AG129, não 

possuem os receptores de IFN-α, IFN-β e IFN-γ, sendo mais susceptíveis a 

baixas doses do vírus (Shresta et al., 2004; Bente & Rico-Hesse, 2006; Balsitis 

et al., 2009). Eles são bastante usados em testes de proteção de vacinas 

contra DENV e para estudos relacionados ao ADE (Kyle et al., 2008; Zompi & 

Harris, 2012; Brewoo et al., 2012; Smith et al, 2014). Entretanto, há uma 

limitação deste modelo no que se refere à ausência de sinalização e produção 

de IFN pelos camundongos. Isso impossibilita, em parte, a análise da resposta 

imune celular do hospedeiro contra o DENV, comprometendo os estudos de 

resposta gerada por vacinas contra o vírus (Zellweger & Shresta, 2014). 

Os camundongos humanizados não possuem as respostas imune humoral 

e celular eficazes, logo possuem imunodeficiência severa combinada (SCID). 

Isto se deve à deficiência no desenvolvimento de células B e T, porém podem 

ser enxertados com células de diferentes origens para melhorar o desempenho 

da infecção por DENV e assim, serem capazes de reproduzir a doença (Zompi 

& Harris, 2012). O DENV é capaz de infectar camundongos SCID enxertados 

com linhagens celulares humanas como: K562, Huh7 ou HepG2. Ele replica, 

principalmente, em células tumorais enxertadas e posteriormente no cérebro 

destes camundongos (Yauch & Shresta, 2008; Smith et al., 2014). Por conta 

destas características, não é um modelo indicado para estudos de patologia da 

dengue, mas sim, para testes de atenuação de vacinas vivas (Bäck & 

Lundkvist, 2013; Yauch & Shresta, 2014). Esses camundongos também podem 

ser enxertados com células humanas hematopoiéticas, porém não é muito 

eficiente, visto que eles possuem resposta imune inata. Por isso utilizam 

camundongos diabéticos não obesos NOD/SCID/IL2RγKO, que possuem 

resposta humoral, hemolítica do complemento e das células NK, T e B 

deficientes (Bente & Rico-Hesse, 2006). A desvantagem é que dependendo da 

linhagem celular utilizada no enxerto, a sintomatologia pode variar, e o fato de 

apresentarem uma deficiência severa do sistema imune gera algumas 

dificuldades para estudar a patogênese da doença (Yauch & Shresta, 2008). 

 Como o objetivo principal deste trabalho foi buscar uma melhor 

compreensão sobre a neuropatogênese da dengue, uso de camundongos 

imunocompetentes do tipo BALB/c foi o mais adequado e viável para nossos 

estudos.  
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2. JUSTIFICATIVA 

O estabelecimento de modelos animais para estudos de infecção e doença 

causada pelos DENV é de grande relevância para as diversas áreas de 

pesquisa em dengue, incluindo patogênese, imunidade, desenvolvimento de 

fármacos e teste de vacinas. No entanto, esta necessidade tem sido um 

desafio, uma vez que os vírus epidêmicos circulantes não infectam 

naturalmente espécies não-humanas (Zompi & Harris, 2012). Nesse contexto, 

propomos neste trabalho, a caracterização das alterações histopatológicas no 

sistema nervoso central (cérebro/cerebelo), principalmente no estudo 

relacionado aos danos causados nas células da neuroglia, investigando suas 

principais alterações ultraestruturais, detecção da proteína NS3 e citocinas no 

modelo murino suscetível aos DENV. Também investigamos os mesmos 

marcadores no tecido nervoso humano de casos fatais de dengue. A partir 

destes achados, confirmamos o tropismo do DENV no sistema nervoso central 

no modelo murino e em casos fatais, bem como o esclarecimento sobre as 

lesões envolvidas na neuropatogênese da dengue. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1  Geral 

Avaliar os efeitos ocorridos no sistema nervoso central de camundongos 

BALB/c infectados com DENV-2 e comparar com os danos observados em 

casos fatais de dengue ocorridos em humanos. 

 

3.2  Específicos  

 

1. Analisar a susceptibilidade dos camundongos BALB/c ao DENV-2 não-

neuroadaptado pela via intravenosa (i.v.); 

2. Analisar as alterações histopatológicas no cérebro e cerebelo dos 

camundongos infectados e de casos fatais por dengue em humanos;  

3. Caracterizar as populações de células da neuroglia (astrócito/microglia) no 

cérebro e cerebelo dos camundongos infectados e de casos fatais por dengue 

em humanos;  

4. Analisar as principais alterações ultraestruturais de células do tecido cerebral 

e cerebelar dos camundongos infectados; 

5. Avaliar replicação viral através da detecção do antígeno NS3 de dengue no 

cérebro e cerebelo dos camundongos infectados e nos casos fatais humanos; 

6. Avaliar a resposta imune através da detecção de citocinas, células TCD8+, e 

caracterizar a região de barreira hematoencefálica no cérebro dos 

camundongos infectados com DENV-2 e nos casos fatais de dengue em 

humanos.  

7. Avaliar a susceptibildidade de cultura primária composta por células do 

córtex cerebral de camundongos neonatos ao DENV-2 não-neuroadaptado; 

8. Avaliar tropismo e replicação do vírus DENV-2 em células da microglia em 

cultura de córtex de camundongos neonatos. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1  O vírus 

 

O vírus utilizado neste trabalho para infecção dos animais foi o sorotipo 

2 do vírus da dengue (DENV-2), isolado do soro de paciente durante epidemia 

no estado do Rio de Janeiro entre 1990 e 1991 (Nogueira et al., 1993) e cedido 

pela Dra. Rita Nogueira do Laboratório de Flavivírus/IOC/Fiocruz/RJ. O vírus 

não sofreu passagens no cérebro de camundongos, sendo um vírus não 

neuroadaptado a camundongos. A propagação do vírus foi feita em células 

C6/36 de mosquitos do tipo Aedes albopictus, utilizando o meio L-15 (Sigma, 

USA) suplementado com 1% de aminoácidos não essenciais, 10% de triptose 

fosfato e 10% de soro fetal bovino durante 15 dias à 28ºC. Sua identificação foi 

realizada pela técnica de imunofluorescência indireta utilizando o anticorpo 

monoclonal específico para DENV-2 (3H5) e, posteriormente titulado em 

células C6/36 pelo método de Reed & Muench (1938). 

 

4.2  Infecção experimental  

 

Foram utilizados camundongos machos BALB/c e SPF (do inglês 

“specific pathogen free”) com cerca de dois meses de idade, obtidos do Centro 

Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB, Campinas/SP). Estes 

camundongos (n=12; 4: mock, 4: 2º d.p.i, 4: 7º d.p.i) foram inoculados com 20 

μl DENV-2 pela via intravenosa (i.v.) (titulação= 1011 TCID50 / 0.02 mL; 

diluição= 102 TCID50 / 0.02 mL), na veia caudal e eutanasiados no 2° e 7° dias 

pós-infecção (d.p.i.). Para inoculação do vírus e do meio L-15, os 

camundongos foram primeiramente sedados com uma solução anestésica de 

cloridrato de quetamina (100 mg/kg animal) (Cristália) e cloridrato de xilazina 

(10mg/kg animal) (Syntec) diluídos em tampão fosfato salino estéril que foi 

aplicada via intramuscular (Erhardt et al. 1984). Os camundongos utilizados 

como controle negativo foram inoculados somente com o meio L-15, sendo 

identificados como mock.  
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4.3 Procedimentos éticos 

 

Lembrando que todo o procedimento foi realizado de acordo com os 

Princípios Éticos em Experimentação Animal estabelecido pelo Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal e aprovados pelo Comitê de Ética no Uso 

de Animais da Fundação Oswaldo Cruz/Fiocruz, CEUA-FIOCRUZ (P-12/11-3). 

Além disso, neste trabalho também foram utilizados tecidos humanos 

provenientes de quatro casos fatais de dengue, obtidos durante a epidemia de 

DENV-3 em 2002 e de DENV-2 nos anos 2008 e 2010 no Rio de Janeiro. O 

Projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa CEP/FIOCRUZ, sob o 

número CAAE: 47525115.3.0000.5248. 

 

 

4.4 Processamento do material histológico 

 

Para a coleta de cérebro e cerebelo, os camundongos foram 

eutanasiados com uma dose maior da solução anestésica, cloridrato de xilazina 

(30 mg/kg animal) e de cloridrato de ketamina (400 mg/kg animal). O material 

coletado foi submetido a um processamento histológico, como descrito adiante. 

Primeiramente, cérebro e cerebelo foram fixados por imersão em formalina 

tamponada (100 mL de formol 40%, 4,0 g de fosfato de sódio monobásico, 4,5 

g de fosfato de sódio bifásico em 900 mL de água destilada). Após a etapa de 

fixação, que teve duração de aproximadamente 48 horas, o material foi clivado 

de forma longitudinal em fragmentos menores. Esses fragmentos foram 

submetidos a lavagens em água corrente por 1 hora e desidratados ao 

sofrerem passagens em concentrações crescentes de etanol de 70%, 90%, 

95% e 100%. Após esta etapa, o material foi clarificado em xilol, utilizando três 

passagens por 30 minutos cada, e infiltrados em parafina (Histostec Pastilhas, 

Merck) por 2 horas no inclusor Tissue Embedding Center (TISSUE-TEC II). 

Após a parafinização, os fragmentos foram retirados do suporte para serem 

emblocados em parafina, para a realização de cortes com 5 μm de espessura 

no micrótomo LEICA RM2235, em lâminas de vidro. 
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4.5 Coloração Hematoxilina e Eosina (H.E.) 

 

Para realizar a coloração em hematoxilina e eosina (H.E.), as lâminas 

contendo os cortes, passaram pela etapa de desparafinização na estufa à 60°C 

por 30 minutos. Para dar continuidade ao processo, sofreram passagens em 

três banhos de xilol, três de etanol (concentrações decrescentes – absoluto, 

90% e 70%) e em água destilada, para a coloração com hematoxilina de Harris 

(5 g de hematoxilina, 50 mL de etanol 95%, 2,5 g de óxido de mercúrio, 100 mL 

de alúmen de potássio e 4 mL de ácido glacial) por 50 segundos. 

Posteriormente, os cortes sofreram lavagens de água corrente e foram corados 

com Eosina-Floxina (10 mL de Floxina 1%, 100 mL de Eosina 1%, 760 mL de 

etanol 95%, 4 mL de ácido acético glacial) por 40 segundos. Por fim, após as 

etapas de água corrente e três banhos de concentrações crescentes de etanol 

e três de xilol, as lâminas foram montadas com resina Entelan (Merk) e 

lamínulas de vidro. 

 

4.6 Análises histopatológicas 

 

As lâminas foram analisadas com auxílio do Microscópio de 

Epifluorescência Olympus BX 53 para observação em microscopia óptica de 

campo claro. A captura das imagens foi realizada a partir de uma câmara 

fotográfica (Olympus DP72) acoplada. 

 

             4.7 Imunohistoquímica 

 

Para a realização da técnica de imunohistoquímica, cérebro e cerebelo 

emblocados em parafina, foram cortados em 5 μm de espessura e transferidos 

para lâminas silanizadas (3-aminopropiltrietoxi-silane, Sigma), para garantir a 

adesão do corte à lâmina. As lâminas foram desparafinizadas na estufa à 60°C 

por 1 hora, passadas em três banhos de xilol, três de etanol 95% e lavadas em 

água destilada. A recuperação antigênica foi feita em Tampão Citrato pH 6,0.  

Posteriormente, foram feitas lavagens em água destilada e três vezes com 

tampão Tris-HCl (3,8 mL de HCl 1N; 0,6 g de Trizma® base – Sigma; 8 g de 

NaCl e 1 L de H2O destilada; pH 7,4) por 3 min cada lavagem. Foram 
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incubadas em H2O2 e metanol (diluição 1:1) durante 10 minutos para bloqueio 

da peroxidase endógena. Com o objetivo de bloquear ligações inespecíficas 

dos anticorpos, foi utilizado bloqueador de proteínas (Protein Block – Spring 

Bioscience) sobre os cortes durante 10 minutos e então Tris-HCl, para incubá-

los com os anticorpos primários listados na tabela a seguir, “overnight” à 4ºC.  

 

 

 

 

 

Anticorpo 

primário 

Origem/Marca Diluição Detecção 

Anti-NS3 Coelho/produzido no Instituto de 

Biofísica (UFRJ) -  

expresso em Escherichia coli, 

purificado e inoculado em 

camundongos BALB/c 

1:100 Proteína NS3 

Anti-IBA-1 Coelho/Wako 1:200 Microglia 

Anti-F4/80 AbDSerotec 1:200 Microglia 

Anti-GFAP Camundongo/Sigma 1:200 Astrócitos 

Anti-TNF-α Coelho/Abcam 1:200 TNF-α 

Anti-IFN-γ Coelho/Abbiotec  1:100 Interferon- γ 

Anti-

RANTES 

Coelho/Abcam 1:300 RANTES 

Anti-BBB Camundongo/Sigma 1:100 Barreira-

hematoencefáica 

Tabela 1.1: Anticorpos utilizados em tecido murino. Informações de anticorpos primários, 

origem/marca, diluição utilizada e detecção. 

 



 

32 
 

No segundo dia, os cortes permaneceram 20 minutos à temperatura 

ambiente e sofreram três lavagens em Tris-HCl e uma em água destilada. 

Posteriormente, foram aplicados o reagente complemento (Complement: Cat # 

DCMT-XXX; Spring Bioscence), que é um anticorpo secundário de coelho anti-

camundongo por 10 minutos. Em seguida foi aplicado seu conjugado (HRP 

Conjugate: Cat # DHRR-XXX; Spring Bioscience), que é um anticorpo 

secundário de cabra anti-coelho conjugado ao HRP por 15 minutos. Foram 

feitas lavagens com Tris-HCl e água destilada, e a revelação foi feita utilizando 

o substrato para peroxidase, diaminobenzidina (DAB) (Kit DAB – Diagnostic 

Biosystems). Os cortes passaram por lavagens em água destilada e água 

corrente (5 minutos) e foram contrastados com Hematoxilina de Mayer (Sigma) 

por 1 minuto. Por fim, as lâminas foram lavadas em água corrente e passadas 

em três banhos de etanol 95%, três de xilol e montadas com Entelan (Merk). 

O material foi analisado em Microscópio de Epifluorescência Olympus BX 

53 com câmara fotográfica Olympus DP72 acoplada. Para os anticorpos anti-

IBA-1 e anti-GFAP, foram capturadas 50 imagens aleatórias na objetiva de 

100x pelo programa Image Pro versão 4.5. Após a captura das imagens, foi 

feita a quantificação do número de células positivas para tais anticorpos 

dividindo-se por 50 (número de imagens), para a determinação do número de 

células positivas por campo em cada tempo da cinética analisado. 

 

 

4.8 Infecção em cultura primária de células do sistema nervoso 

central e imunocitoquímica 

 

Foram realizadas culturas gliais mistas, a partir do protocolo adaptado de 

Lima et al., 2001. Resumidamente, camundongos neonatos foram sacrificados 

para retirada dos cérebros, dissecção e dissociação mecânica do córtex 

cerebral. As células (basicamente neurônios e células da glia) foram então 

plaqueadas em lâminas Labtec de vidro previamente revestidas com polilisina 

(aproximadamente 90.000 células por poço) em meio de cultura DMEM/F12 

suplementado com 10 % de soro fetal bovino e incubadas à 37ºC, 5% de CO2, 

95% de ar atmosférico por 7 dias. Posteriormente houve troca do meio e, no 
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12º dia, a cultura foi infectada com 20 μl de DENV-2 e fixada com 

paraformaldeído 4% após 48 horas.  

Em seguida, prosseguiu-se com o bloqueio das lâminas com PBS-BSA 5% 

por 30 minutos à temperatura ambiente para realização da imunocitoquímica 

para detecção da proteína NS3 (coelho, anti-NS3, 1:100 em PBS-BSA 1%, 

overnight à 4ºC) e de células da microglia (rato, anti-F4/80, 1:200 em PBS-BSA 

1%, overnight à 4ºC). Foram utilizados anticorpos secundários Alexa Fluor 

cabra anti-camundongo 488 e Alexa Fluor cabra anti-rato 546 (1:400 em PBS-

BSA 1%, 1h à 37ºC) e os núcleos foram corados com DAPI. 

 

 

4.9 Microscopia eletrônica 

 

Para a realização desta técnica, os fragmentos do sistema nervoso central 

(cérebro e cerebelo) dos camundongos foram previamente fixados com 

glutaraldeído 2,5% em tampão cacodilato 0,2 M, lavados em tampão 

cacodilato, pós-fixados em tetróxido de ósmio 1%, novamente lavados em 

tampão cacodilato, desidratados em concentrações crescentes de acetona, 

embebidos em Epon (Electron microscopy) de dureza média (A/B 3:1) e 

polimerizados à 60º C por 3 dias. O material foi processado para cortes 

histológicos ultrafinos para observação em microscopia eletrônica de 

transmissão. Para análises ultraestruturais das secções ultrafinas, os blocos 

foram clivados com espessura de 50 à 70 nm, utilizando ultramicrótomo 

(Zeiss), e corados com acetato de uranila e citrato de chumbo (Reynolds, 

1963). 

 

4.10 Análises estatísticas 

 

As análises estatísticas foram realizadas com apoio do software GraphPad 

Prism 5 (La Jolla, CA, USA), versão 4.03. As diferenças estatísticas foram 

definidas pelo teste U Mann Whitney para avaliar as diferenças entre os grupos 

de camundongos. Lembrando que foram considerados valores significativos 

P<0,05. Foram analisadas as células da microglia e astrócitos no tecido 

cerebral dos camundongos controle mock e os infectados no 2º e 7º d.p.i. 
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4.11 Descrição do controle humano e dos casos fatais de dengue:  

 

- Controle: Homem, 70 anos. Paciente negativo para dengue. O paciente 

apresentou broncopneumonia, nefroesclerose, hemorragia digestiva alta, úlcera 

duodenal, cardiopatia hipertensiva, sem manifestações neurológicas.  

 

- Caso 1: Homem, 24 anos. Paciente deu entrada na emergência do Hospital 

Universitário Antônio Pedro (HUAP) com suspeita de dengue. Necropsia 

mostrou choque com hemorragia pulmonar bilateral multifocal e 

broncopneumonia bilateral, com derrame pleural bilateral discreto. 

Linfoadenomegalia mesentérica pericortical. Apresentando 

hepatoesplenomegalia, com esteatose e colestase. Além de hiperemia da 

mucosa gástrica.  

 

- Caso 2: Mulher, 21 anos. Febre, mialgia, dor de cabeça por 8 dias, 

metrorragia, náuseas, vômito e diarreia. Antes de ser hospitalizada foi 

examinada por outro serviço de saúde com diagnóstico hipotético de dengue 

devido à severa leucopenia e trombocitopenia (plaquetas: 10.000 /mm³). A 

paciente foi admitida na UTI do Hospital Universitário Clementino Fraga Filho 

(HUCFF) com falha respiratória, evoluindo para falha de outros órgãos e 

choque. Parâmetros bioquímicos avaliados: aspartato aminotransferase 149 

UI/L; alanina aminotransferase 66 UI/L; glicose 158 mg/dL; creatinina 1,10 

mg/dL e ureia 9,0 mg/dL.  

 

- Caso 3: Mulher, 41 anos. Deu entrada no hospital Miguel Couto, relatando 

fraqueza, desmaio, sudorese, dor epigástrica, febre há 2 dias, dor abdominal e 

corrimento amarelado. Relato de fraqueza, desmaio, sudorese, dor epigástrica 

e abdominal. Hematócrito 48%, leucocitose. Ultrassom mostrou fluido na 

cavidade abdominal. A paciente apresentou encefalite de provável etiologia 

viral. Paciente morreu com diagnóstico de dengue hemorrágica causando 

edema pulmonar agudo.  

- Caso 4: Mulher, 61 anos. Hospitalizada no hospital Miguel Couto, com 

sintomas suspeitos de dengue (febre, mialgia, vômito e diarreia). Parâmetros 

bioquímicos avaliados do soro: creatinina 1,07 mg/dL; ureia 22,9 mg/dL; glicose 
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104 mg/dL. A paciente apresentou edema cerebral discreto e faleceu devido a 

um edema pulmonar agudo e parada cardíaca súbita. 

Fragmentos do cérebro/cerebelo proveniente de casos fatais de dengue 

foram submetidos ao processamento histológico, da mesma forma que o tecido 

murino, para observação das principais alterações histopatológicas. Foram 

realizadas técnicas de coloração para H.E. e de imunohistoquímica utilizando 

os marcadores citados na tabela a seguir:  

Anticorpo 

primário 

Origem/Marca Diluição Detecção 

Anti-IBA-1 Coelho/Wako 1:200 Microglia 

Anti-GFAP Camundongo/Sigma 1:200 Astrócitos 

Anti-NS3 Coelho/produzido no Instituto de 

Biofísica (UFRJ) -  

expresso em Escherichia coli, purificado 

e inoculado em camundongos BALB/c 

1:300 Proteína 

NS3 

Anti-3H5 Camundongo/Merck 1:100 DENV-2 

Anti-DENV-3 Produzido em rato suíço inoculado com 

DENV-3 

1:300 DENV-3 

Anti-CD8 Camundongo/Dako 1:100 Células T 

CD8+ 

Anti-CD68 Camundongo/Santa Cruz 1:100 Macrófagos 

Anti-TNF-α Coelho/Abcam 1:200 Tnf-α 

Anti-IFN-γ Coelho/Santa Cruz 1:100 Interferon-γ 

Anti-RANTES Coelho/Abcam 1:300 RANTES 

Tabela 1.2: Anticorpos utilizados em tecido humano. Informações de anticorpos primários, 

origem/marca, diluição utilizada e detecção. 
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5   RESULTADOS 

Camundongos BALB/c foram inoculados pela via i.v. com uma amostra de 

DENV-2 isolado de paciente e não adaptado a camundongos. Todos os 

animais sobreviveram à infecção e aparentemente não apresentaram sinais 

clínicos. Entretanto, foram realizadas análises histopatológicas do tecido 

nervoso (cérebro e cerebelo) destes animais, demonstrando efeitos da infecção 

viral. 

5.1 Avaliação histopatológica do cérebro de camundongos 

infectados com DENV-2 pela via i.v.  

Ao avaliar as principais alterações histopatológicas no córtex cerebral de 

camundongos BALB/c inoculados com DENV-2 pela via i.v., foi observado que 

os camundongos infectados no 2º d.p.i. apresentaram alterações perceptíveis 

no parênquima cerebral, como áreas focais de infiltrado inflamatório (Fig. 1B), e 

edema na substância branca (Fig. 1C).  Nos camundongos infectados no 7º 

d.p.i., o infiltrado se mostrou de forma mais difusa em regiões perivasculares 

(Fig. 1D). Além disso, também foi observado espessamento da camada da pia 

máter (Fig. 1E); assim como o aumento de células gliais, sugerindo gliose 

reacional (Fig. 1D/1E). Em contrapartida, não foram observadas nenhuma 

destas alterações no tecido cerebral de camundongos inoculados somente com 

o meio L-15, que foram utilizados como controle “mock” (Fig. 1A). 

Na região do hipocampo dos camundongos infectados no 2º d.p.i., foi 

possível observar infiltrado focal de células da microglia na região do estrato de 

orientação da região CA1 (Fig. 1H), que se mostrou mais difuso nos 

camundongos no 7º d.p.i., principalmente na região CA3 (Fig. 1G). A área 

hipocampal não se mostrou alterada nos camundongos “mock” (Fig. 1F). 

Na região da substância branca foi observada a mesma tendência de 

aumento de infiltrado de células da microglia dos camundongos infectados no 

2º d.p.i. (Fig. 1J), e no 7º d.p.i. houve um aumento dessas células 

principalmente nas regiões perivasculares (Fig. 1K), enquanto que nos 

camundongos “mock”, esta região se mostrou inalterada (Fig. 1I).  
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Figura 5.1: Alterações histopatológicas no tecido cerebral dos camundongos infectados 

com DENV-2. Córtex cerebral e região de substância branca de camundongo controle 

inoculado somente com meio L-15 (mock) (A); Infiltrados focais de células inflamatórias e de 

células gliais (B) e edema na região da substância branca no 2º d.p.i. (C); Infiltrado perivascular 

(D) e espessamento da região da pia máter e gliose reacional (E); Região hipocampal de 

camundongo mock (F); Infiltrado focal de células de microglia no hipocampo de camundongos 

infectados no 2º d.p.i. (G); Infiltrado difuso no hipocampo de camundongos infectados no 7º 

d.p.i. (H); Substância branca de camundongo mock (I); Substância branca com infiltrado 

inflamatório focal no 2º d.p.i. (J) e difuso em áreas perivasculares no 7º d.p.i. (K). PM – Pia 

máter; CM – Camada molecular; CGE – Camada granulosa externa; CPi – Camada de 

neurônios piramidais. H – Hipocampo; CA1 – Região CA1 do hipocampo; CA3 – Região CA3 

do hipocampo; OR – Estrato de orientação; SB – Substância branca; Inf – Infiltrado; G – Gliose; 

E – Edema.  
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5.2 Avaliação histopatológica do cerebelo de camundongos 

infectados com DENV-2 pela via i.v.  

No tecido cerebelar, também foram observadas algumas alterações, 

como aumento do infiltrado de células inflamatórias da região da pia máter de 

camundongos infectados no 2º d.p.i., assim como a camada de neurônios de 

Purkinje apresentando suas células com degeneração (Fig. 2B). Houve 

também a ocorrência de desmielinização na substância branca (Fig. 2C) e no 

núcleo interno do cerebelo, assim como hemorragia e edema no 7º d.p.i. (Fig. 

2D). 

Figura 5.2: Alterações histopatológicas no tecido cerebelar dos camundongos 

infectados com DENV-2. Tecido cerebelar de camundongo controle inoculado somente com 

meio L-15 (mock) (A); Infiltrado de células inflamatórias na região da pia máter no 2º d.p.i., e 

neurônios de Purkinje com início de degeneração (B); Substância branca exibindo 

desmielinização (C); Região do núcleo cerebelar com desmielinização, hemorragia e edema no 

7ºd.p.i (D). PM – Pia-máter; CM – Camada molecular; NP – Neurônios de Purkinje CG – 

Camada da granulosa; SB – Substância branca; D – Desmielinização;; He – Hemorragia; E – 

Edema. 
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5.3 Detecção de microglia e astrócitos no cérebro de 

camundongos infectados com DENV-2 pela via i.v. 

Diante das alterações histopatológicas observadas no tecido cerebral e 

cerebelar, células da neuroglia, como microglia e astrócitos foram 

caracterizadas através da fenotipagem por marcadores específicos, onde estas 

apresentam importante papel no funcionamento e manutenção do tecido 

nervoso. A partir da técnica de imunohistoquímica, foi feita a detecção e 

caracterização dessas células.  

Foi observado que nos camundongos mock, as células da microglia se 

apresentaram em formato ramificado, com finos e extensos prolongamentos, 

tanto no córtex como na substância branca (Fig. 3A). Já nos camundongos 

infectados no 2º d.p.i., estas células sofreram retração de seus 

prolongamentos, adquirindo um formato ameboide tanto no córtex (Fig. 3B), 

quanto ao redor dos capilares na substância branca (Fig. 3C). Estas 

características morfológicas remetem à ativação destas células. Nos 

camundongos infectados no 7º d.p.i., algumas células pareciam voltar a adotar 

seu formato ramificado, de células não ativadas; no córtex (Fig. 3D) e na região 

da substância branca (Fig. 3E). 

Em relação aos astrócitos, estes se apresentaram com prolongamentos 

finos nos camundongos mock, tanto na região cortical (Fig. 3F), quanto na 

substância branca (Fig. 3G). Enquanto isso, nos camundongos infectados, 

estas células apresentaram prolongamentos mais grosseiros com aspecto de 

atrofia, tanto no 2º (Fig. 3H) quanto no 7º d.p.i. (Figs. 3I/3J). 

Após a análise da morfologia, foi realizada uma quantificação das 

células positivas para o anticorpo anti-IBA-1 e para o anticorpo anti-GFAP, nos 

camundongos mock¸ e nos infectados (2º e 7º d.p.i.). O anticorpo anti-IBA-1 se 

liga à molécula adaptadora ligante de cálcio ionizado, presente nas células da 

microglia; enquanto que o anticorpo anti-GFAP, se liga à proteína ácida fibrilar 

glial, uma proteína de filamento intermediária expressa em células gliais, como 

os astrócitos. 

Ao realizar a análise estatística das células positivas para IBA-1, a partir 

do teste U Mann Whitney foi observada diferença estatisticamente significativa 
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entre os grupos mock e infectados no 7º d.p.i. Já para as células positivas para 

GFAP, houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos mock e 

7ºd.p.i. (Fig. 3K) e entre 2º d.p.i. e 7º d.p.i. (Fig. 3L).

Figura 5.3: Fotomicrografias e quantificação de células da microglia e astrócitos no 

tecido cerebral de camundongos mock e infectados. Detecção de microglia no córtex 

cerebral e na substância branca de camundongos mock (A); Detecção de microglia ao redor de 

capilares no córtex (B) e na substância branca (C) dos camundongos infectados no 2º d.p.i.; 

Detecção de microglia no córtex (D) e na substância branca (E) dos camundongos infectados 

no 7º d.p.i., Detecção de astrócitos em camundongos mock na área cortical (F) e na substância 

branca (G); Detecção de astrócitos na substância branca de camundongos infectados no 2º 

d.p.i. (H), e no 7º d.p.i., no córtex (I) e na substância branca (J); Quantificação de células 

positivas para IBA (K); e GFAP (L). Cc – córtex cerebral; SB – Substância branca; Mi – 

Microglia; Ast – Astrócitos; C – Capilares.  
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5.4 Detecção da proteína NS3 no tecido cerebral e cerebelar de 

camundongos infectados com DENV-2 pela via i.v. 

Após observar estas alterações teciduais e celulares, foi feita a 

investigação dos antígenos virais, para saber se estava havendo replicação do 

vírus ou não. Como a proteína NS3 é uma proteína não estrutural que participa 

ativamente do processo de replicação do vírus, foi utilizada a técnica de 

imunohistoquímica para identificar esta proteína, a fim de analisar se o vírus foi 

capaz de replicar e em quais células. Foi possível detectar a proteína NS3 em 

células endoteliais de capilares cerebrais de camundongos infectados no 2º 

d.p.i. (Fig. 4B); em microglia (Fig. 4C) e em neurônios no 7º d.p.i. (Fig. 4D). Na 

região do hipocampo, a proteína NS3 foi detectada em microglia (Fig. 4F) e em 

células endoteliais de camundongos infectados no 2º d.p.i. (Fig. 4G); e em 

células granulares do hipocampo no 7º d.p.i. (Fig. 4H). Já na região cerebelar, 

os neurônios de Purkinje se mostraram positivos para esta proteína (Fig. 4J), 

assim como a microglia no 2º d.p.i. (Fig. 4K). Nesta região, no 7º d.p.i., 

observou-se também marcação para NS3 em neurônios (Fig. 4L) e em células 

endoteliais (Fig. 4M). 
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Figura 5.4: Fotomicrografias da detecção da proteína NS3 no tecido cerebral e cerebelar 

dos camundongos infectados. Córtex cerebral (A), hipocampo (E) e cerebelo de 

camundongo mock (I). Detecção da proteína NS3 em célula endotelial de capilar de 

camundongos infectados no 2º d.p.i. (B). Detecção da proteína NS3 em microglia (C) e 

neurônios de camundongos infectados no 7º d.p.i. (D). Detecção da proteína NS3 na região 

hipocampal em microglia (F) e células endoteliais no 2º d.p.i. (G); e em células granulosas no 

hipocampo no 7º d.p.i. (H). Detecção da proteína NS3 em neurônios de Purkinje (J) e microglia 

no 2º d.p.i. (K); e em neurônios (L) e célula endotelial no 7º d.p.i (M). CE – Célula endotelial; 

Cg – Célula granulosa; Mi – Microglia; Neu – Neurônios; NP – Neurônios de Purkinje.  
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5.5 Avaliação ultraestrutural das células do cérebro de 

camundongos infectados com DENV-2 pela via i.v. 

A fim de obter uma análise mais detalhada das alterações celulares, foi 

realizada a análise ultraestrutural do cérebro pela técnica de microscopia 

eletrônica. Neurônios piramidais (Fig. 5B) e microglia (Fig. 5D) exibiram 

citoplasma expansivo, mitocôndrias tumefeitas e membrana nuclear irregular 

no 7º d.p.i, o que não foi observado nos camundongos controle mock (Figs. 

5A/5C). Já os astrócitos apresentaram sua heterocromatina depositada em um 

pólo da célula (Fig. 5F), e não de forma distribuída como nos camundongos 

mock (Fig. 5E).  
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Figura 5.5: Alterações ultraestruturais no cérebro de camundongos infectados. Neurônio 

piramidal (A), microglia (C) e astrócitos em camundongo mock (E). Neurônio piramidal com 

membrana nuclear irregular (B), microglia com mitocôndrias tumefeitas (D) e astrócitos com 

deposição de heterocromatina em camundongos infectados no 7º d.p.i. (F). NPi – Neurônio 

piramidal; * - Mitocôndrias; MN – Membrana nuclear; N – Núcelo; Mi – Microglia; Ast – 

Astrócitos; Het – Heterocromatina; FM – Fibras de mielina. 
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5.6 Avaliação ultraestrutural das células do cerebelo de 

camundongos infectados com DENV-2 pela via i.v. 

No cerebelo, os neurônios de Purkinje (Fig. 6B) e células da microglia 

(Fig. 6D) exibiram o mesmo padrão de alteração celular observada no tecido 

cerebral dos camundongos infectados. Tanto neurônio de Purkinje quanto 

microglia não tiveram alterações nos camundongos mock. Os astrócitos não 

apresentaram alterações significativas no tecido cerebelar. Na substância 

branca foi observada desorganização das fibras, sugerindo que as fibras de 

axônios mielinizados estivessem sofrendo processo de desmielinização nos 

camundongos infectados (Fig. 6F), o que não houve nos camundongos mock 

(Fig. 6E), confirmando os resultados encontrados na avaliação histopatológica.  

As alterações ultraestruturais foram mais visíveis e significativas nos 

camundongos infectados no 7º d.p.i.  
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Figura 5.6: Alterações ultraestruturais no cerebelo de camundongos infectados. Neurônio 

de Purkinje (A), microglia (C), e astrócitos em camundongo mock (E); Neurônio de Purkinje 

com mitocôndrias tumefeitas (B), microglia (D), e fibras de mielina com aspecto irregular no 

cerebelo de camundongos infectados no 7º d.p.i. (F). NP – Neurônio de Purkinje; Mi – 

Microglia; N – Núcleo; Ast – Astrócitos; FM – Fibras de mielina. 
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5.7 Detecção de citocinas e marcação de célula endotelial em 

área vascular de barreira hematoencefálica no tecido cerebral de 

camundongos infectados com DENV-2 pela via i.v. 

Após observar o predomínio de infiltrados inflamatórios nos camunongos 

infectados no 2º d.p.i., foi realizada a detecção de citocinas pró-inflamatórias, 

tais como TNF-α, IFN-γ e RANTES, com o objetivo de elucidar os principais 

mediadores envolvidos na patogênese da dengue. Foi observada a detecção 

de TNF-α em microglia e células endoteliais (Fig. 7B), IFN-γ em células da 

microglia (Fig. 7D), e RANTES, que indica alteração de permeabilidade 

vascular, em células endoteliais (Fig. 7F). Além disso, foi detectada a marcação 

em células endoteliais, com o anticorpo anti-blood brain barrier, caracterizando 

a região de barreira hematoencefálica, associada a infiltrado perivascular (Fig. 

7H).  
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Figura 5.7: Detecção de citocinas e célula endotelial em área de BHE no tecido cerebral 

de camundongos infectados com DENV-2. Tecido cerebral de camundongo mock (A/C/E/G); 

Detecção de TNF-α em células da microglia e células endoteliais em camundongos infectados 

com DENV-2 no 2º d.p.i. (B). Detecção de IFN-γ em células da microglia em camundongos 

infectados com DENV-2 no 2º d.p.i. (D). Detecção de RANTES em células endoteliais em 

camundongos infectados no 2º d.p.i. (F). Detecção de célula endotelial que compõe a barreira 

hematoencefálica em camundongos infectados no 2º d.p.i. (H). Mi – Microglia; CE – Célula 

endotelial.  
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5.8 Detecção da proteína NS3 em cultura primária de células                    

corticais murinas infectadas com DENV-2 

Após os resultados obtidos com o modelo “in vivo”, foi realizado 

experimentos “in vitro” utilizando culturas primárias de células corticais do 

cérebro de camundongos neonatos. Detectou-se a presença da proteína NS3 

(verde) em células corticais. Particularmente, microglia marcada com F4/80 

(vermelho), típico marcador de células microgliais ativadas, também marcou 

para NS3 (Fig. 8B e 8C). 

 

Figura 5.8: Detecção da proteína NS3 em cultura de células corticais murinas. Cultura 

mista não infectada (A) Detecção da proteína NS3 (verde) em cultura primária mista infectada 

com DENV-2 e marcação para F4/80 (vermelho) em células microgliais (B/C). 

 

5.9 Avaliação histopatológica do tecido cerebral de casos fatais de 

dengue. 

No tecido cerebral humano, primeiramente foi feita a avaliação 

histopatológica pela coloração de H.E. No tecido cerebral do paciente controle, 

os neurônios piramidais (Fig. 9A) e os capilares (Fig. 9B) exibiram aspecto 

regular. No caso 1 de DENV-2 e no caso 4 de DENV-3, estes neurônios 

estavam degenerados (Fig. 9C/Fig. 9I) e na substância branca houve presença 

de infiltrado linfocitário (Fig. 9D/Fig. 9J). No caso 2 de DENV-3, a pia máter e 

os grandes vasos apresentaram espessamento, com aumento do número de 

células inflamatórias e áreas de hemorragia associadas a essas regiões (Fig. 

9E), enquanto que na substância branca os capilares apresentaram infiltrado 

linfocitário (Fig. 9F), assim como no caso 4 de DENV-3 (Fig. 9I). No caso 3 de 
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DENV-3, também havia infiltrado linfocitário no parênquima e ao redor de vasos 

(Fig. 9G) e regiões de edema (Fig. 9H). 

Figura 5.9: Avaliação histopatológica do tecido cerebral dos casos fatais de dengue. 

Córtex cerebral exibindo neurônios piramidais regulares (A) e substância branca com capilares 

com aspecto regular em paciente não infectado pelo vírus da dengue (B). Neurônios piramidais 

degenerados na região cortical (C) e infiltrados de células linfocitárias na substância branca no 

caso 1 DENV-2 (D). Região da pia máter com infiltrado inflamatório e grande vaso com 

espessamento de parede de vaso e ao redor de área de hemorragia (E), e infiltrado linfocitário 

em capilar na substância branca do caso 2 de DENV-3 (F). Infiltrado linfocitário em capilar do 

córtex cerebral (G) e edema na região da substância branca no caso 3 DENV-3 (H). Neurônios 

piramidais degenerados no córtex (I) e infiltrado linfocitário ao redor de capilares e no 

parênquima da substância branca (J). PM – Pia máter; Npi – Neurônios piramidais; SB - 

Substância branca; Vs – Vaso; C – Capilar; He – hemorragia; E – Edema; Inf – Infiltrado 

inflamatório; NG – Neuroglia; Ly – Linfócitos.  
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5.10 Detecção de células da microglia no tecido cerebral de casos 

fatais de dengue. 

 

A técnica de imunohistoquímica também foi ferramenta para análise das 

células da microglia no tecido nervoso dos casos fatais, com o anticorpo anti-

IBA-1. Estas células foram detectadas no tecido cerebral de paciente não 

infectado com o vírus da dengue, exibindo prolongamentos finos (Fig. 10A). No 

caso 1 de DENV-2, elas foram detectadas na região cortical na periferia do 

corpo celular de neurônios (Fig. 10B) e em regiões perivasculares na 

substância branca (Fig. 10C). No caso 2 de DENV-3, elas foram detectadas no 

córtex (Fig. 10D) e na substância branca (Fig. 10E), exibindo em ambos os 

casos um formato com seus prolongamentos retraídos, sugerindo processo de 

ativação.  

Figura 5.10: Detecção de células da microglia no tecido cerebral humano proveniente de 

casos fatais de dengue. Tecido cerebral de paciente não infectado por dengue (A). Detecção 

de microglia na região cortical do cérebro do caso fatal de DENV-2 (B) e ao redor de capilares 

na substância branca (C). Detecção de células da microglia na região cortical do cérebro do 

caso 2 de DENV-3 (D) e na região da substância branca (E). Mi – Microglia. 
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5.11 Detecção de astrócitos no cérebro/cerebelo de casos fatais de 

dengue. 

Para dar continuidade à caracterização das células neurais em estudo, 

foi realizada a detecção de astrócitos com auxílio do anticorpo anti-GFAP. Na 

região da substância branca do  tecido cerebral de paciente não infectado pelo 

vírus da dengue, os astrócitos apresentaram ramificações finas (Fig. 11A), 

enquanto que  no caso fatal 1 de DENV-2, estas células exibiram núcleo denso, 

sem ramificações visíveis (Fig. 11B). No caso 2 de DENV-3, os astrócitos foram 

detectados na camada granulosa do cérebro (Fig. 11C) e ao redor de vaso 

sanguíneo (Fig. 11D), apresentavam também prolongamentos grosseiros com 

núcleo denso em relação ao controle. No caso 3 de DENV-3 (Fig. 11E), os 

astrócitos foram detectados no cerebelo exibindo prolongamentos semelhantes 

ao observado no controle, assim como no caso 4 de DENV-3 porém este com 

núcleo mais denso (Fig. 11F). 
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Figura 5.11: Detecção de astrócitos no cérebro/cerebelo proveniente de casos fatais de 

dengue. Tecido cerebral humano não infectado com detecção de astrócitos exibindo 

prolongamentos finos (A). Detecção de astrócitos na substância branca no caso 1 de DENV-2 

(B), ao redor de neurônios e em capilares na região da granulosa (C) e do caso 2 de DENV-3 

(D); no tecido cerebelar do caso 3 de DENV-3 (E) e no córtex cerebral no caso 4 de DENV-3 

(F). Ast – Astrócitos.  
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5.1 2 Caracterização de região de barreira hematoencefálica no    

tecido cerebral de casos fatais. 

 

Foi realizada a caracterização da região de barreira hematoencefálica no 

caso de DENV-2 (Fig. 12B) e DENV-3 (Fig. 12C), onde foi detectada a 

marcação em células endoteliais de vasos com intensa disfunção. Este 

processo ocorre com ativação do endotélio e produção de citocinas. No 

controle, não foi observada ativação do endotélio nesta região (Fig. 12A) 

 

Figura 5.12: Caracterização da barreira hematoencefálica nos casos fatais de dengue. 

Região de barreira hematoencefálica de tecido cerebral controle (A), do caso de DENV-2 (B) e 

DENV-3 (C) com detecção de células endoteliais. CE – Células endoteliais.  

 

 

 

 

 

A 
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5.13 Detecção dos antígenos 3H5 (DENV-2) e DENV-3 no tecido 

nervoso de casos fatais de dengue.  

Através da técnica  de imunohistoquímica foram detectados os 

antígenos 3H5 e DENV-3 no tecido nervoso dos casos fatais. Como resultados, 

foram identificados um caso de DENV-2 a partir da detecção do antígeno 3H5 

em neurônios piramidais (Fig. 13B) e em células endoteliais e microglia (Fig. 

13c); e os três casos de DENV-3 que teve o seu antígeno detectado em 

neurônios e microglia (Fig.13E), neurônios de Purkinje  (Fig. 13F), microglia 

(Figs. 13G/13H) e em células endoteliais (Fig. 13I). O tecido nervoso de 

paciente não infectado com o vírus dengue não apresentou positividade para 

os antígenos 3H5 (Fig. 13A) e DENV-3 (Fig. 13D).  
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Figura 5.13: Detecção dos antígenos 3H5 e DENV-3 nos casos fatais de dengue. Córtex 

cerebral de paciente não-dengue (A/D). Detecção do antígeno 3H5 em neurônios piramidais no 

córtex cerebral (B) e em microglia e células endoteliais na substância branca de caso 1 de 

DENV-2 (C). Detecção do antígeno DENV-3 em neurônios piramidais e microglia no caso 2 de 

DENV-3 (E). Detecção do antígeno DENV-3 em neurônio de Purkinje (F) e células da microglia 

no cerebelo no caso 3 de DENV-3 (G). Detecção do antígeno DENV-3 em células da microglia 

no tecido cerebelar (H) e em célula endotelial nos vasos da substância branca do cerebelo no 

caso 4 de DENV-3 (I). Cc – Córtex cerebral; NPi – Neurônio piramidal; NP – Neurônio de 

Purkinje; CE – Células endoteliais; Mi – Microglia. 
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5.14 Detecção da proteína NS3 em tecido nervoso de casos fatais. 

A fim de investigar a replicação do vírus no tecido nervoso proveniente 

de casos fatais ocorridos por dengue, foi utilizada a técnica de 

imunohistoquímica para detectar a proteína NS3. Esta proteína não foi 

detectada no córtex cerebral de paciente não infectado (Fig. 14A). No caso 

fatal de DENV-2, ela foi detectada em células endoteliais (Fig. 14B) e neurônio 

(Fig. 14C). No caso 2 de DENV-3 ela foi detectada em neurônios piramidais da 

região cortical do cérebro (Fig. 14D) e em células da microglia na região da 

substância branca (Fig. 14E), enquanto que no caso 3 de DENV-3, NS3 foi 

detectada em células endoteliais no córtex cerebral (Fig. 14F) e em neurônios 

de Purkinje no cerebelo (Fig. 14G). Por fim, no caso 4 de DENV-3, esta 

proteína foi detectada em macrófagos circulantes e células endoteliais (Fig. 

14H) e em células da microglia na região de substância branca do cérebro (Fig. 

14I).  
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Figura 5.14: Detecção da proteína NS3 em tecido nervoso humano proveniente de casos 

fatais de dengue. Córtex cerebral de controle negativo para dengue (A). Detecção da proteína 

NS3 em células endoteliais (B) e neurônio no caso fatal de DENV-2 (C). Detecção da proteína 

NS3 em neurônios piramidais (D) e microglia no caso fatal 2 de DENV-3 (E); em células 

endoteliais (F) e em neurônios de Purkinje no caso fatal 3 de DENV-3 (G) e em células 

endoteliais (H), macrófagos circulantes e microglia no substância branca no caso fatal 4 de 

DENV-3 (I). NPi – Neurônios piramidais; Neu – Neurônios; NP – Neurônios de Purkinje; Mi – 

Microglia; Mo – Macrófagos circulantes; CE – Célula endotelial. 
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5.15 Detecção de células CD8+ e citocinas pró-inflamatórias no 

tecido cerebral dos casos fatais.  

Células positivas para CD8 foram detectadas em vasos e no parênquima 

do caso de DENV-2 (Figs. 15C/D) e de DENV-3 (Figs. 15E/F). Além disso, foi 

realizada a detecção das citocinas pró-inflamatórias no tecido cerebral dos 

casos fatais de DENV-2 e DENV-3. No caso de DENV-2, células endoteliais e 

microgliais foram positivas para TNF-α (Figs. 15H/I), IFN-γ (Figs. 15 L/M) e 

RANTES (Figs. 15P/Q). Além disso, também foi detectado IFN-γ nos infiltrados 

de linfócitos neste caso. Já no caso de DENV-3, o TNF-α (Fig. 15J) e IFN-γ 

(Fig. 15N) foram detectadas principalmente em células da microglia, e a 

RANTES em células endoteliais (Fig. 15R) e microglia (Fig. 15S).  
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Figura 5.15: Detecção de células CD8
+
 e citocinas pró-inflamatórias em tecido cerebral 

de caso fatal de DENV-2 e DENV-3. Tecido cerebral de paciente não infectado pelo vírus da 

dengue (A/G/K/I). Detecção de TNF-α em células endoteliais (H) e microglia no caso de DENV-

2 (I) e DENV-3 (J). Detecção de IFN-γ em linfócitos e células endoteliais (L) e microglia no caso 

de DENV-2 (M) e DENV-3 (N). Detecção de RANTES em células endoteliais no caso de DENV-

2 (P) e no caso de DENV-3 (Q); e microglia no caso de DENV-2 (R) e no caso de DENV-3 (S). 

SB – Substância branca; Mi – Microglia; CE – Célula endotelial; Ly – Linfócitos; Vs – Vaso; 

CD8 – Células CD8
+
. 
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6 DISCUSSÃO 

O vírus da dengue foi, por muito tempo, considerado um vírus não 

neurotrópico, porém nas últimas epidemias da doença, tem sido cada vez mais 

frequente a ocorrência de relatos de envolvimento neurológico durante ou após 

a infecção por dengue. Dentre as manifestações neurológicas observadas, 

estão encefalite, encefalomielite, mielite transversa, paralisia flácida e síndrome 

de Guillian-Barré (Chen et al., 2007; Domingues et al., 2008; Kumar et al., 

2007; Carod-Artal et al., 2013). Em virtude da gravidade e da importância de 

entender a neuropatogênese da doença, alguns grupos de pesquisadores têm 

investido suas pesquisas em modelos experimentais envolvendo o vírus da 

dengue e o SNC, mesmo com a limitação em relação à falta de um modelo que 

reproduza fielmente os efeitos da doença como ela ocorre em humanos 

(Velandia-Romero et al., 2012; Oliveira et al., 2016).  

Em estudos anteriores do grupo, alterações histopatológicas foram 

observadas no tecido hepático de camundongos imunocompetentes BALB/c 

inoculados com DENV-2 via i.p. (Paes et al., 2005) e i.v. (Paes et al., 2009). 

Por ser o fígado um órgão alvo e bastante afetado pela infecção, o tecido 

hepático de animais infectados pela via i.p. apresentou alterações mais focais 

como microesteatose ao redor da veia centrolobular e tumefação hepatocitária; 

enquanto que ao se utilizar a via i.v., as alterações foram mais difusas, como 

macroesteatose, além de apresentar áreas extensas de tumefação 

hepatocitária, hemorragia e edema, similar ao que vem sendo observado em 

casos fatais humanos (Bhamarapravati et al., 1967; Burke T, 1968; Couvelard 

et al., 1999; Huerre et al., 2001; Basílio-de-Oliveira et al., 2005; Martina et al., 

2009; Póvoa et al., 2014). Para determinar o pico de viremia, foi utilizada a 

técnica de citometria de fluxo, na qual foi observado um pico no 7º d.p.i. desses 

animais (Paes et al., 2009). A partir destes resultados, no atual trabalho, 

buscamos investigar se o vírus DENV-2 era capaz de infectar o SNC, em um 

modelo imunocompetente, avaliando os principais danos no cérebro e cerebelo 

em camundongos BALB/c inoculados com DENV-2 pela via intravenosa, no 2º 

e 7º d.p.i. Além disso, também foi analisado o tecido nervoso de quatro casos 

fatais de dengue em humanos: um caso de DENV-2 e três de DENV-3. Os 
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tecidos foram submetidos a análises histopatológicas e ultraestruturais, 

detecção de antígenos virais, células da neuroglia e de citocinas. 

Camundongos BALB/c são conhecidos como camundongos 

imunocompetentes, por possuírem o sistema imune completo, agindo de forma 

eficiente contra a infecção. Devido a essa resistência, muitas vezes é 

necessária a inoculação de altas doses do vírus, vírus modificado e/ou 

diferentes vias de inoculação (Guabiraba & Ryffel, 2014). Camundongos 

imunocompetentes inoculados pela via intracerebral, já foram reportados por 

desenvolverem sintomas como paralisia (Oliveira et al., 2016); trombocitopenia, 

alta viremia e hemorragia sistêmica pela inoculação intradermal (Chen et al., 

2007); e disfunção hepática pela via i.v. (Chen et al., 2004). Contudo, neste 

trabalho, mesmo que os camundongos infectados não tenham sido 

comprometidos o suficiente a ponto de apresentarem sintomas, a análise 

histopatológica do cérebro e cerebelo destes animais revelou alterações que 

não foram observadas nos camundongos controle, inoculados somente com o 

meio L-15. Assim como nos trabalhos anteriores (Paes et al., 2005, 2009), foi 

visto que o tecido dos camundongos infectados no 2º d.p.i. apresentou 

infiltrados inflamatórios mais focais, enquanto que no 7º d.p.i., estes estavam 

dispostos de forma mais difusa. A região da pia máter dos camundongos 

infectados se mostrou mais espessada do que nos camundongos controle, 

devido ao aumento do número de células da região, remetendo a um processo 

de encefalite, já reportada em casos fatais humanos (Soares et al., 2011), e em 

modelos murinos imunocompetentes (Falgout et al., 1990; Amaral et al., 2011; 

Amorim et al., 2012). Além disso, distúrbios circulatórios como hemorragia e 

edema, comumente descritos em casos de dengue (Martina et al., 2009; Burke, 

1968; Carlos et al., 2005), foram encontradas no cerebelo dos camundongos 

infectados.  

A reação inflamatória observada no cérebro e cerebelo, tanto no início 

quanto no final da cinética, pode ser consequência da resposta de células 

residentes do tecido cerebral e cerebelar, como microglia ativada, e também da 

drenagem de antígenos para os linfonodos cervicais que sensibilizariam os 

linfócitos T (Laman & Weller, 2013; Aspelund et al, 2015). A migração de 

leucócitos para o cérebro e cerebelo dos camundongos infectados também 



 

63 
 

pode ter sido facilitada devido ao aumento da expressão de moléculas de 

adesão nas células endoteliais de capilares, estimuladas por citocinas anti-

virais (Amaral et al., 2011). Isto pode ser também devido à resposta pró-

inflamatória de microglia, astrócito e de leucócitos que são recrutados para o 

tecido cerebral, assim como infecção de células endoteliais, que pode gerar 

disfunção do endotélio, componente da barreira hematoencefálica (Avirutnan et 

al., 1998; Ashhurst et al., 2013, Jensen et al., 2013; Barkhordarian et al., 2015). 

Esta disfunção das células endoteliais tem suas chances de ocorrência 

aumentadas em infecções secundárias, nas quais há alta produção de 

anticorpos e células T de memória da infecção anterior, e acabam por 

exacerbar a produção de citocinas, resultando em um fenômeno denominado 

de “tempestade de citocinas” (Rajendran et al., 2013). Alguns grupos já 

reportaram disfunção das células endoteliais que compõem a barreira 

hematoencefálica, em animais infectados pelo vírus da dengue neuroadaptado 

(Velandia-Romero et al., 2012), assim como pelo vírus do Oeste do Nilo (Wang 

et al., 2003) e da encefalite japonesa (Mishra et al., 2009) e ainda, em casos de 

dengue ocorrido em humanos (Cardoso et al., 2010).  

Além das alterações histopatológicas observadas, também foi possível 

observar um aumento da detecção das células da microglia em áreas 

perivasculares do córtex e na substância branca de camundongos infectados. 

A partir disto, foi feita a quantificação das células positivas para IBA-1 no 

cérebro destes camundongos, na qual foi observado que houve diferença 

estatisticamente significativa entre os camundongos mock e infectados no 7° 

d.p.i. Estas células possuem atividade macrofágica, que se ativam quando há 

desordens neurológicas e podem atuar como amplificadores para a 

neuroinflamação (Das Sarma, 2014). Na sua forma não ativada, elas costumam 

apresentar formato alongado com prolongamentos finos, como observado em 

camundongos não infectados; já na sua forma ativa, estes prolongamentos 

sofrem retração, tomando um aspecto mais arredondado (Tsai et al., 2016), 

que é possível observar no tecido de camundongos infectados. A ativação 

destas células tem como principal função a proteção do SNC contra infecções. 

Porém, caso sua ativação ocorra de forma exacerbada, pode haver produção 

intensa de mediadores pró-inflamatórios como IFN-γ, TNF-α e óxido nítrico, que 
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se tornam tóxicos para as células nervosas. Além disso, a produção de TNF-α 

e IL-1β pela microglia pode aumentar a ativação de astrócitos próximos a elas, 

que por consequência, causam mais dano neuronal (Hirsch et al., 2009; Saijo 

et al., 2009; Kirkley et al., 2017).  

No atual trabalho foi visto que o DENV-2 foi capaz de infectar células 

neurais em cultura, e se replicar na microglia. A infecção “in-vitro” pelos quatro 

sorotipos da dengue individualmente, utilizando células da microglia de origem 

murina, já foi relatada, a fim de avaliar a reposta imune. Foi visto que a 

infecção com DENV-1 resultou em aumento da permeabilidade vascular e 

DENV-2 induziu apoptose mediante estresse oxidativo. A infecção por DENV-3 

se estabeleceu devido ao comprometimento da resposta imune local e a 

infecção por DENV-4 levou ao maior comprometimento da barreira 

hematoencefálica. Observou-se que cada sorotipo se comportou de maneira 

diferente na cultura (Bhatt et al., 2015), porém nenhum deles foi capaz de 

destruir a barreira, evidenciando que as células da microglia são células alvo 

da infecção pelo DENV e possuem um papel fundamental na proteção do SNC 

contra danos teciduais, como o estabelecimento de encefalites. Já em 

camundongos infectados com DENV-2 pelas vias intracerebral e 

intraperitoneal, que tiveram rompimento da BHE, houve o desenvolvimento da 

encefalite (Chaturvedi et al., 1991).  

Em macacos Callithrix penicillata, a infecção por dengue levou à severa 

neuroinflamação, com ocorrência do fenômeno denominado ADE, 

caracterizado pela superprodução de citocinas e ativação de microglia 

(Vasconcelos et al., 2016). Isto pode ser correlacionado com os nossos 

resultados, já que observamos uma suposta ativação de microglia, tanto pelo 

aumento do número de células positivas quanto pela detecção de antígenos 

virais nestas células. Além disso, esta superprodução de citocinas também é 

capaz de ativar o endotélio da região da barreira, na qual também realizamos 

marcação, e por onde houve a provável passagem do vírus e de células que 

provocaram os infiltrados inflamatórios no parênquima cerebral. Estudos de 

modelos murinos (Barth et al 2006; Barreto et al. 2007; Huang et al. 2000; 

Velandia-Romero et al., 2012) e com biópsias humanas também sugerem 

ativação microglial (Ramos et al., 1998). 
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O tecido cerebral dos camundongos infectados pelo vírus apresentou áreas 

de gliose reativa, caracterizada pelo aglomerado de astrócitos. O aumento do 

número destas células em tecidos que sofreram algum tipo de injúria ainda não 

está bem esclarecido, porém há evidências que de possuam papel na resposta 

imune cerebral. Os astrócitos são as células mais abundantes no sistema 

nervoso central e são capazes de liberar citocinas pró-inflamatórias e 

quimiocinas, que têm influência sobre o tipo de resposta das células T efetoras, 

junto com as células da microglia. Além disso, possuem efeito modulador no 

funcionamento da barreira hematoencefálica e também podem atuar como 

apresentadores de antígenos, induzindo a proliferação de células T no cérebro 

(Jensen et al., 2013). Em nosso estudo, no cérebro foi realizada uma 

quantificação de células positivas para GFAP, que caracteriza marcação de 

astrócitos. Houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos de 

camundongos mock e infectados no 7º d.p.i., e entre 2º e 7º d.p.i. Além disso, 

estas células também apresentaram morfologia alterada ao comparar os 

camundongos infectados e não infectados. Diferenças em número, tamanho e 

morfologia destas células já foram relatadas em camundongos infectados com 

DENV-4 neuroadaptado a camundongos pela via i.p. (Velandia-Romero et al., 

2012). Quando ocorrem injúrias no tecido nervoso, os astrócitos podem se 

tornar reativos, que é caracterizado pela hipertrofia dos seus processamentos e 

maior expressão de GFAP (Pekny & Nilsson, 2005; Sovrea & Bosca, 2013). O 

aumento da expressão de GFAP pode ocorrer por gliose reativa de dois tipos: 

leve e moderada, e quando há ou não proliferação de astrócitos. Porém 

somente com esses parâmetros, não se pode afirmar que houve aumento do 

número de astrócitos. Além disso, em tecido nervoso saudável, há astrócitos 

que não expressam a quantidade de GFAP suficiente para serem identificados 

por imunohistoquímica, causando uma falsa impressão de que no tecido dos 

camundongos não infectados tinha menos astrócitos do que nos infectados 

(Sofroniew, 2009). Ao analisar estes dados com os observações nas análises 

histopatológicos, temos mais um indicativo de que estas células estejam 

proliferando em resposta à lesão cerebral, tentando combater a infecção e 

proteger o tecido. Estudos mostram que a gliose pode atuar de forma pró ou 

anti-inflamatória, já que ela é capaz de formar uma barreira contra a dispersão 

de células inflamatórias do tecido lesionado para o saudável. Contudo, 
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disfunções neste processo podem contribuir para causar mais dano ao tecido 

(Sofroniew, 2005).  

A fim de identificar se o vírus foi capaz de replicar e em quais células, foi 

feita a detecção da proteína NS3, uma proteína não estrutural do vírus da 

dengue que participa ativamente no processo de replicação viral. Esta proteína 

foi detectada no tecido nervoso murino infectando mais precisamente 

neurônios, microglia, células granulares do hipocampo, neurônios de Purkinje e 

células endoteliais. Neste mesmo modelo, a replicação do vírus já foi 

observada em hepatócitos, células de Kupffer e células endoteliais do fígado de 

camundongos infectados com DENV-2 pela via i.v., (Paes et al., 2009), 

confirmando a replicação sistêmica do DENV e seu neurotropismo para o SNC. 

A replicação viral também já foi sugerida no retículo endoplasmático rugoso e 

complexo de Golgi de macrófagos do pulmão de camundongos, devido à 

presença de partículas semelhantes ao vírus da dengue (Barreto et al., 2007). 

Além do modelo “in vivo”, também foram feitos experimentos “in vitro”, com 

culturas primárias de células do córtex cerebral, infectadas com DENV-2. Como 

resultados, observamos que essas células foram permissivas à infecção e 

passíveis de replicação viral, a partir da detecção da proteína NS3. Em 

particular, encontramos marcação para NS3 na microglia ativada, detectada 

pelo anticorpo F4/80. Esses dados confirmam mais uma vez a disseminação do 

DENV nessas células e estão de acordo com as detecções de antígenos NS3 

nos tecidos murino e humano.  

 

Na análise ultraestrutural do tecido cerebral dos camundongos, neurônios, 

microglia e astrócitos exibiram alterações celulares indicativas de apoptose, 

principalmente no 7º d.p.i., como tumefação das mitocôndrias, membrana 

nuclear irregular, citoplasma expansivo e deposição de heterocromatina. 

Algumas dessas alterações celulares já foram encontradas no fígado de casos 

fatais de dengue (Póvoa et al., 2014). A tumefação mitocondrial também já foi 

reportada em células HepG2 infectadas com DENV-2, apresentando 

disfunções fisiológicas e energéticas, sendo associadas à morte celular após 

infecção por DENV (El-Bacha et al., 2007). Essa tumefação pode ocorrer 

devido à interação de proteínas virais com a mitocôndria, sendo capazes de 

modular a permeabilidade da membrana mitocondrial, acarretando a liberação 
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de componentes do espaço intermembranar para o citoplasma, além de regular 

o processo de apoptose (Everett et al., 2001; Piccoli et al., 2006).  

No tecido cerebelar também houve regiões de desmielinização, 

confirmando achados da histopatologia. Estudos utilizando vírus neurotrópico 

da hepatite sugerem que a produção de IFN-γ pode ativar microglia, 

promovendo a maturação e ativação de fagolisossomos, que fagocitam a 

bainha de mielina, causando esta desmielinização (Chatterjee et al., 2013). 

Esse tipo de alteração é encontrada com frequência em casos de esclerose 

múltipla (Lassmann et al., 2005) e em arboviroses como chikungunya e zika, 

que podem levar a doenças desmielinizantes, como a Síndrome de Guillain-

Barré (Agarwal et al., 2017).  

No experimento murino “in vivo”, a fim de entender a resposta imune, 

realizamos a detecção de citocinas pró-inflamatórias no parênquima cerebral, 

como TNF-α e IFN-γ, no 2º d.p.i. Em camundongos BALB/c infectados com 

DENV-2 pela via intracerebral foram analisados os níveis de algumas citocinas 

pró-inflamatórias no plasma, entre elas, TNF-α e IFN-γ. Um dia após o desafio, 

foi detectado um pico destas citocinas nos camundongos infectados em 

comparação aos animais não infectados. Nos dias seguintes, o nível de IFN-γ 

caiu abaixo do limite de detecção, enquanto que o nível de TNF-α teve 

aumento no 7º d.p.i (Oliveira et al., 2016).  

Na análise histopatológica do tecido cerebral dos casos fatais, assim como 

no modelo murino, foram encontrados infiltrados inflamatórios ao redor dos 

capilares cerebrais e cerebelares, hemorragia e edema, que são alterações 

frequentes observados em órgãos acometidos na dengue grave. Elas também 

já foram descritas em trabalhos anteriores, no fígado, pulmão, coração e rim de 

casos fatais ocorridos por infecção de DENV-3 (Póvoa et al., 2014). Nos 

infiltrados inflamatórios observados foram detectados linfócitos T CD8+, que 

podem estar correlacionados com os danos observados no tecido nervoso.  

Póvoa e colaboradores (2016), também analisaram resposta imune celular 

em tecidos periféricos, nos quais foi observada a expressão de altos níveis de 

citocinas pró-inflamatórias como IFN-γ e TNF-α. Houve também um aumento 

do número de células endoteliais expressando RANTES, que parece contribuir 

para a alteração de permeabilidade vascular, e consequentemente, para a 
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ocorrência de infiltrados inflamatórios. Estes resultados suportam teorias que 

propõem que a resposta exacerbada de células T podem desenvolver casos 

mais graves da doença (Póvoa et al., 2016). Em nosso estudo, apesar de ainda 

não termos realizado a quantificação das citocinas no tecido cerebral, também 

observamos células expressando TNF-α, IFN-γ e RANTES. É importante 

salientar que a produção destas citocinas pode estar relacionada com os danos 

teciduais encontrados e com a severidade da doença. Níveis destas citocinas 

também já foram detectados sendo expressas por células endoteliais 

infectadas “in vitro” (Avirutnan et al., 1998).  

Nos tecidos cerebrais humanos de casos fatais provenientes dos sorotipos 

2 e 3, nós observamos neurônios piramidais degenerados, assim como nos 

tecidos murinos. Na literatura, já foi vista associação de dano neuronal com a 

produção de óxido nítrico (Campbell et al., 1994). Este é conhecido por atuar 

como mecanismo de defesa contra infecções virais, promovendo processos de 

apoptose ou anti-apoptose, a fim de prevenir o dano tecidual (Akaike et 

al.,1996; Sánchez-Burgos et al., 2004). Neste trabalho, células como microglia 

e astrócitos também exibiram alterações nos casos fatais, em comparação com 

o controle.  

Além disso, antígenos de DENV-2 foram detectados pelo anticorpo anti-3H5 

em neurônios piramidais, microglia e células endoteliais, enquanto que 

antígenos de DENV-3 foram detectados também em microglia e células 

endoteliais, e em neurônios de Purkinje, dos casos humanos fatais. Antígenos 

de DENV-3 já foram detectados em células endoteliais do fígado e coração; e 

também em hepatócitos, células de Kupffer, pneumócitos do tipo II, fibras 

cardíacas, macrófagos alveolares, do baço e rins; e monócitos dos rins e 

coração (Póvoa et al., 2014). Corroborando com nossos achados, Bhoopat e 

colaboradores também detectaram antígenos de dengue em neurônios do 

córtex cerebral, neurônios de Purkinje, microglia e astrócitos humanos 

(Bhoopat et al., 1996). 

Também analisamos a replicação do vírus também nos casos fatais 

humanos pela detecção da proteína NS3, que foi encontrada em neurônios 

piramidais e de Purkinje, microglia e macrófagos circulantes e em células 

endoteliais. Os resultados se assemelham bastante aos encontrados no 

modelo murino. Já foi reportada a replicação do vírus da dengue em humanos 
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no baço, linfonodos, células de Kupffer, hepatócitos e células endoteliais 

(Basílio-de-Oliveira et al., 2005; Miagostovich et al., 1997; Ling et al., 2007; 

Póvoa et al., 2014). Além disso, Limonta e colaboradores (2012) previamente já 

haviam descrito a presença de partículas semelhantes ao vírus da dengue no 

retículo endoplasmático rugoso de oligodendrócitos, através da microscopia 

eletrônica de transmissão. A partir destes achados, observa-se o amplo 

tropismo e replicação do vírus da dengue em diferentes tecidos. 

Os sorotipos 2 e 3 estão mais associados a ocorrências de manifestações 

neurológicas (Domingues et al., 2008, Soares et al., 2010), porém os sorotipos 

1 e 4 também já foram identificados em casos de encefalite (Ramos et al., 

1998).  Neste trabalho, foi observado envolvimento do SNC com alterações 

histopatológicas e detecção de vírus e citocinas em todos os casos fatais. 

Contudo, apesar de não haver relatos de envolvimento neurológico na 

descrição clínica do caso 1 (DENV-2) e caso 2 (DENV-3), foi possível identificar 

danos no tecido cerebral destes casos. Em trabalho do grupo, ainda não 

publicado, também foram observadas alterações histopatológicas no fígado e 

pulmão deste caso 1 (DENV-2), indicativas de choque por dengue, como 

relatado no prontuário. Dentre elas estão, infiltrado mononuclear associado à 

necrose hepatocitária, principalmente ao redor do espaço porta; perda da luz 

alveolar devido ao espessamento do septo (causado por pneumonia intersticial 

persistente) e formação de membrana hialina. A encefalite viral geralmente 

apresenta-se como encefalite aguda durante epidemias de dengue e pode ser 

vista em todos os três tipos clássicos de dengue. Além da ação direta do vírus, 

mecanismos indiretos, como disfunções renais e hepáticas, síndrome hipóxico-

isquêmica e outros distúrbios metabólicos também podem afetar a função 

cerebral (Viswanathan et al., 2016; Jayasinghe et al., 2016). Já o paciente do 

caso 2 de DENV-3, apresentou obesidade mórbida, uma doença de base, que 

provavelmente contribuiu para evolução da dengue, com falência múltipla dos 

órgãos (Póvoa et al., 2014). Os casos 3 e 4 (DENV-3) possuíam relatos de 

envolvimento do SNC, como encefalite de etiologia viral e edema cerebral 

discreto, respectivamente. Além destas observações, células da neuroglia 

também se mostraram alteradas. Células da microglia apresentaram retração 

dos seus prolongamentos, assim como no modelo murino, sugerindo ativação 

destas células. Ao analisar os astrócitos dos casos fatais, elas exibiram núcleo 
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denso, ocupando quase toda extensão da célula, e sem ramificações visíveis. 

Este tipo de alteração morfológica é bastante encontrado em processo de 

isquemia/hipóxia, quando a célula fica desprovida de oxigênio (Chen et al., 

2003, Sofroniew et al., 2010). 

Diante dos resultados, foi possível observar um repertório de lesão 

tecidual, detecção de antígenos virais e infiltrados inflamatórios com produção 

de citocinas, que confirmam o tropismo do DENV para o sistema nervoso 

central no modelo murino e em casos fatais humanos. Esses resultados 

auxiliam na compreensão das principais células envolvidas na 

neuropatogênese da dengue.   

Como perspectivas futuras, pretende-se, realizar colocalização do DENV 

com as principais células e citocinas. Nesse trabalho, não foi possível realizar a 

detecção de células CD8+ no tecido de camundongo em parafina. Logo, 

pretendemos realizar essas marcações em tecido congelado, a fim de 

confirmar a migração dessas células para o parênquima cerebral a partir de 

regiões de barreira hematoencefálica. Além disso, pretende-se aumentar o 

número de casos fatais, assim como o número de controles humanos. Também 

iremos investigar outras citocinas e mediadores inflamatórios que possam estar 

contribuindo para a neuropatogênese da doença.  
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7 CONCLUSÕES 

• Os camundongos BALB/c foram susceptíveis à infecção por DENV-2, 

inoculado pela via intravenosa. Além disso, o vírus foi capaz de causar infecção 

sistêmica evoluindo para infecção também no SNC.  

• Foi observado tropismo do vírus para o SNC, causando lesões no tecido 

cerebral/cerebelar, mas sem comprometer estes camundongos 

imunocompetentes com sinais clínicos aparentes.  

• Além das alterações histopatológicas, houve alteração em número e 

morfologia de microglia e astrócitos tanto no cérebro de camundongos quanto 

no cérebro de humanos, sugerindo ativação destas células, como tentativa de 

combater a infecção viral. 

• Foi confirmada a replicação do vírus em células endoteliais, microglia e 

neurônios, no modelo murino e nos casos fatais humanos, pela detecção da 

proteína NS3; indicando os alvos de infecção e replicação viral.  

• A cultura mista de células do córtex cerebral foi capaz de ser infectada 

pelo DENV-2. Em particular, foi confirmado o tropismo e replicação viral 

principalmente em células da microglia, indicando replicação viral neste tipo 

celular; corroborando com os resultados observados no modelo murino e nos 

casos fatais humanos.  

• Foi possível identificar um perfil pró-inflamatório da infecção pelo vírus da 

dengue no modelo murino e nos casos fatais, através da detecção das 

citocinas TNF-α e IFN-γ, e quimiocina RANTES. Além de caracterizar as 

principais células envolvidas na neuropatogênese da dengue, como microglia e 

células endoteliais.  

• Muitos dos resultados observados no tecido murino foram também 

caracterizados no tecido dos casos fatais de dengue em humanos, o que 

auxilia a comunidade científica no melhor entendimento da neuropatogênese 

da doença. 
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