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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Estudos do tropismo de duas linhagens do vírus dengue tipo 2 em modelo experimental murino: análises clínicas, 

bioquímicas e morfológicas. 

 

Resumo 

 

TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL 

 

Fernanda Cunha Jácome 

A dengue é a arbovirose mais prevalente entre humanos e quatro bilhões de pessoas vivem sob 

risco de infecção. As manifestações clínicas da dengue são variáveis, e a doença pode se 

apresentar na forma subclínica ou assintomática. Um quarto dos pacientes desenvolve febre da 

dengue (FD) ou dengue grave (DG), que pode resultar na falência de diferentes órgãos. 

Ademias, o envolvimento sistêmico pode estar potencialmente relacionado ao aumento da 

mortalidade. A fim de compreender melhor o papel da infecção por DENV em diferentes 

órgãos, o objetivo deste estudo foi investigar os resultados da infecção com duas linhagens 

distintas do genótipo Asiático/Americano do sorotipo 2 do vírus dengue em fígado, rim, pulmão 

e coração de um modelo murino. Para tal, camundongos BALB/c foram infectados com as 

Linhagens I e II de DENV-2 e amostras dos órgãos destes animais foram submetidos à 

imunohistoquímica, à histomorfometria e a estudos histopatológicos e ultraestruturais. Análises 

bioquímicas e hematológicas foram realizadas em amostras de sangue. Foi observada uma 

tendência do aumento do peso dos órgãos dos camundongos infectados com ambas as 

linhagens. O genoma viral foi detectado em fígado, coração, e músculo esquelético de 

camundongos infectados com ambas as linhagens e o antígeno do DENV, em rim e coração de 

camundongos infectados com Linhagem II. As alterações morfológicas foram semelhantes às 

observadas em casos de dengue humana. Além disso, os parâmetros como peso de órgãos, 

níveis de ureia, hematócrito e análise morfométrica, mostraram diferenças significativas entre 

as duas linhagens em camundongos BALB/c infectados, o que demonstrou a adequação deste 

modelo experimental para estudos de fisiopatologia da dengue nos órgãos avaliados. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Tropism studies of two lineages of dengue virus type 2 in a murine experimental model: clinical, biochemical 

and morphological analyses. 

 

Abstract 

 

PHD THESIS IN MEDICINA TROPICAL 

 

Fernanda Cunha Jácome 

Dengue is the most prevalent arboviral disease among humans and four billion people live at risk of 

infection. The clinical manifestations of dengue are variable, and the disease can present itself in a 

subclinical or asymptomatic form. A quarter of patients develop classic dengue (CD) or severe dengue 

(SD), which can result in multiple organs failure. Furthermore, systemic involvement can be related to 

potential increase in mortality. In order to better understand the role of DENV infection in different 

organs, the aim of this study was to investigate the results of infection with two distinct strains of the 

Asian/American genotype of dengue virus serotype 2 in liver, kidney, lung and heart of a murine model. 

For this purpose, BALB/c mice were infected with Lineages I and II and samples of these organs were 

submitted to immunohistochemistry, histomorphometry, histopathological and ultrastructural studies. 

Biochemical and hematological analyzes were performed on blood samples. A trend of organ weight 

increase in mice infected with both strains was observed. The viral genome was detected in liver, heart, 

and skeletal muscle of mice infected with both lineages and the DENV antigen, in kidney and heart of 

mice infected with Lineage II. Morphological changes were similar to those observed in human cases 

of dengue. In addition, parameters such as organ weight, urea levels, hematocrit and morphometric 

analysis showed significant differences between the two strains in infected BALB/c mice, which 

demonstrated the suitability of this experimental model for studies of dengue pathophysiology in studied 

organs. 

 



ix 

Índice 

Resumo vii 

Abstract viii 

  

1. Introdução 1 

1.1. Agente etiológico 1 

1.1.1. Classificação, morfologia e genoma 1 

1.1.2. Proteínas virais  

1.1.3. Ciclo replicativo 4 

1.2. Epidemiologia 6 

1.2.1. Dengue no mundo 6 

1.2.2. Dengue no Brasil 9 

1.3. Origem e diversidade genética do DENV 11 

1.3.1. Diversidade genética do DENV-2 14 

1.4. Dengue 15 

1.4.1. Manifestações clínicas e classificação dos casos de dengue 15 

1.4.2. Patogênese  16 

1.4.3. Tropismo na infecções pelos vírus dengue 17 

1.5. Vacinas 22 

1.6. Modelos experimentais para o estudo de infecção pelos vírus 

dengue 25 

1.6.1. Primatas não-humanos 25 

1.6.2. Modelos murinos 25 

1.6.2.1. Camundongos imunodeficientes humanizados 26 

1.6.2.2. Camundongos imunodeficientes interferon-deficientes 26 

1.6.2.3. Camundongos imunocompetentes 26 

1.6.2.3.1. Camundongos BALB/c 27 

  

  



x 

1.7. Justificativa 29 

  

2. Objetivos 32 

2.1. Objetivo geral 32 

2.2. Objetivos específicos 32 

  

3. Resultados 33 

3.1. Artigo1: Análise comparativa do envolvimento do fígado causada 

por duas linhagens de dengue 2 em modelo murino 34 

3.3. Artigo 2: Envolvimento renal associado vírus da dengue tipo 2 em 

modelo murino: resultados após a infecção por duas linhagens 

brasileiras do genótipo asiático/americano 54 

3.2. Artigo 3: Camundongos imunocompetentes infectados por duas 

linhagens do vírus da dengue tipo 2: observações sobre a patologia do 

pulmão, coração e músculo esquelético 74 

  

4. Discussão. 99 

  

5. Perspectivas 115 

  

6.Conclusões 116 

  

7. Referências bibliograficas 117 

  

8. Anexos 140 

8.1. Artigos publicados durante o desenvolvimento da tese 140 

8.2. Capítulo de livro publicado durante o desenvolvimento da tese 147 

8.3. Parecer do comitê de ética em pesquisa 148 

8.4. Parecer do comitê de ética no uso de animais 149 



xi 

Índice de figuras  

Figura 1: Representação esquemática da partícula (A) e genoma (B) do 

DENV. 02 

Figura 2: Ciclo replicativo do DENV 06 

Figura 3: Mapa da distribuição global do risco de infecção por DENV 08 

Figura 4: Identificação   de   sorotipos   DENV (A) e   distribuição de 

óbitos confirmados (B) e  da taxa de incidência de dengue (C) 

(casos/100mil habitantes), por região 11 

Figura 5: Quadro com a classificação dos casos de dengu 16 



xii 

Lista de tabelas  

Tabela 1: Classificação genotípica do DENV baseada na análise filogenética 

do sequenciamento do gene que codifica a proteína E 13 

Tabela 2: Panorama geral do desenvolvimento dos principais candidatos 

vacinais tetravalentes contra a dengue 24 

Tabela 3: Modelos murinos imunocompetentes para estudos da patogênese 

da dengue e testes de eficácia de terapias antivirais e vacinas candidatas contra 

a dengue 27 

Tabela 4: Resultados obtidos através de avaliações histopatológicas e 

histomorfométricas de diferentes órgãos de camundongos BALB/c infectados 

com as Linhagens I ou II de DENV-2. 97 

Tabela 5: Resultados obtidos através de avaliações clínicas de camundongos 

BALB/c infectados com as Linhagens I ou II de DENV-2 e detecção viral em 

diferentes órgãos deste modelo. 98 



xiii 

Lista de siglas e abreviaturas 

0C: graus celsius 

µL: microlitros 

aa – aminoácido 

a.C: antes de cristo 

ADE: facilitação dependente de anticorpo (do inglês antibody dependent enhancement) 

Ae. aegypti: Aedes aegypti 

ALT: alanina aminotransferase 

AcN: anticorpos neutralizantes 

AST: aspartato aminotransferase 

BUN: ureia nitrogenada no sangue (do inglês blood urea nitroge) 

C: capsídeo 

CCL2: proteína ligante 2 da quimiocina 

CD: grupamento de diferenciação 

CE: células edoteliais 

CK: creatina quinase 

CK-MB: creatina quinase banda miocárdica 

cM: corpúsculo de Malpighi 

CXCL1: ligante de quimiocina 1 

d.C: depois de Cristo 

DC-SIGN: Molécula de adesão de células dendríticas 

DENV: vírus dengue 

DG: dengue grave 

dpi: dias pós infecção 

E: envelope 

FD: febre da dengue 

FHD: febre hemorrágica da dengue  

g: gramas 

GRP78/Bip: proteína de imunoglobulina de ligação 

HCT: hematócrito 

Hpi: horas pós infecção 

Hsp: do inglês “heat shock protein” 

ICAM-3: Moléculas de adesão intercelular-3 

ICTB: Instituto de Ciência e Tecnologia em Biomodelos 

IgG: imunoglobulina G 

IL: interleucina  

IFN: interferon  

IP-10: proteína 10 induzida por interferon gama 

IRA: insuficiência renal aguda 

KDa: kilodaltons 

M: membrana 

MAVS: proteína de sinalização antiviral mitocondrial 

MCP-1: proteína 1 quimioatraente de monócitos  

NTPase: nucleosídeo trifosfatase 

NS: não estrutural 

NS2BCF: proteina não estrutural 2 cofator 

NS3PRO: proteina não estrutural 3 protease 

NS5-Pol: proteína não estrutural 5 polimerase 

OMS: Organização Mundial de Saúde 

OPAS: Organização Panamericana de Saúde 

ORF: fase aberta de leitura 



xiv 

PNH: primatas não humanos 

prM: pré membrana 

RE: retículo endoplasmático 

RIG-I: do inglês “retinoic acid-inducible gene I” 

RNA: ácido ribonucleico 

SCD: síndrome do choque por dengue 

SE: semana epidemiológica 

SVS: Secretaria de Vigilância em Saúde 

Th1: célula T auxiliar tipo 1 

TNFα: fator de necrose tumoral alfa 

Th1: célula T auxiliar tipo 1 

U/L: unidades por litro 

UTR: região não codificante 

vRNA: RNA viral 

 



  1  

1. Introdução 

A dengue, uma das doenças tropicais negligenciadas mais importantes do mundo, é 

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

vetores com a dispersão mais rápida e, portanto, tem enorme potencial para causar grandes 

epidemias em todo o mundo (OMS, 2013; Guzman et al., 2015). A dengue, é atualmente 

endêmica em mais de 120 países, e as estimativas globais variam. Enquanto um estudo sugere 

que aproximadamente 50 a 200 milhões de pessoas são infectadas anualmente, com 500.000 

episódios de dengue grave (DG) e mais de 20.000 mortes relacionadas à doença (Murray et al., 

2013), outros estimam que aproximadamente quatro bilhões de pessoas estão em risco de 

infecção e 390 milhões são infectadas a cada ano (Bhatt et al., 2013; Stanaway et al., 2016). 

Como sua incidência aumentou 30 vezes nos últimos 50 anos devido ao crescimento da 

população humana, urbanização descontrolada e viagens internacionais, a dengue representa 

uma grande ameaça principalmente para as populações urbanas nas áreas tropicias e 

subtropicais da América Latina e da Ásia (Guzman et al., 2016; CDC, 2020). Na América 

Latina, a doença se estabeleceu como um sério problema de saúde pública, com 

aproximadamente 1,5 milhões de casos anuais (Fischer et al., 2020). O agente etiológico da 

dengue é o vírus dengue (DENV) e o quadro clínico da infecção pode variar de assintomática 

a um amplo espectro de manifestações clínicas, desde febre do dengue (FD) à dengue grave 

(DG), que inclui a dengue hemorrágica (FHD) e a síndrome do choque (SCD). 

1.1. Agente etiológico 

1.1.1. Classificação, morfologia e genoma 

O DENV, arbovírus pertencente ao gênero Flavivirus, família Flaviviridae, possui 

quatro sorotipos distintos, porém antigenicamente relacionados, DENV-1, -2, -3 e -4 (ICTV, 

2021). Sua manutenção na natureza se dá através de um ciclo de transmissão envolvendo 

hospedeiros vertebrados e mosquitos hematófagos do gênero Aedes, sendo o Aedes aegypti o 

principal vetor e, os humanos os únicos hospedeiros capazes de desenvolver formas clínicas de 

infecção (Gubler et al., 2002).  

As partículas do DENV são esféricas e envoltas por uma membrana bilipídica derivada 

da célula hospedeira, o envelope, onde estão ancoradas proteínas estruturais do vírus. 

Apresentam um nucleocapsídeo de simetria icosaédrica e diâmetro de aproximadamente 50 

nanômetros. O genoma viral consiste em um RNA positivo de fita simples de aproximadamente 

11.000 bases (Wengler et al., 1978). Inclui duas regiões não-codificantes (UTR) 5’ (100 
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nucleotídeos) e 3’ (400 nucleotídeos) e uma única fase aberta de leitura (ORF), que codifica 

uma poliproteína precursora, clivada por proteases celulares e viral durante e após a tradução e 

que dá origem a três proteínas estruturais: proteína de envelope (E), proteína precursora de 

membrana (prM), clivada mais tardiamente no ciclo replicativo para se tornar a proteína de 

membrana (M), e proteína do capsídeo (C), e sete proteínas não estruturais (NS): NS1, NS2A, 

NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5, que são expressas em células infectadas (Figura 1), (Brinton 

et al., 1986; Lindenbach e Rice, 2003; Kuhn et al., 2002; Weaver & Wasilakis, 2009). 

 

Figura 1: Representação esquemática da partícula (A) e genoma (B) do DENV. Proteína precursora da proteína de 

membrana (prM); proteína de membrana (M); proteína do envelope (E); proteína do capsídeo (C); proteínas não estruturais 1-

5 (NS1-5); regiões não traduzidas (UTR), (Modificado de Del Angel, 2013).  

1.1.2. Proteínas virais 

A proteína C é o primeiro polipeptídeo viral a ser sintetizado durante a tradução. Tem 

um peso molecular de aproximadamente 12 kDa, é constituída de 100 aminoácidos (aa) e é rica 

em resíduos de lisina e arginina. Tem afinidade tanto por ácidos nucleicos quanto por 

membranas lipídicas da célula hospedeira e encapsula o RNA viral (vRNA) para formar o 

nucleocapsídeo (Henchal & Putnak, 1990; Byk & Gamarnik, 2016).  

 A proteína prM (26 kDa) está presente em vírions imaturos e sua clivagem, por uma 

protease furina da célula hospedeira, dá origem à proteína M (8 kDa/75 aa). A proteína M possui 

dois domínios transmembrana e um ectodomínio de aproximadamente 40 aa. Está ligada á 

infectividade e à organização da estrutura da partícula viral (Randolph et al. 1990; Velandia & 

Castellanos, 2011).  

 A proteína E, com peso molecular de 53 kDa, possui um ectodomínio com três domínios 

(I, II e III) e um domínio transmembrana, que compreende as regiões de haste e âncora. É 

responsável pela interação do vírus com os receptores da célula hospedeira, mediando a ligação 

e fusão da partícula à membrana (Chen et al., 1996; Modis et al., 2004), é alvo da resposta 
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humoral contra os DENV e contém epítopos importantes para a ligação de anticorpos 

neutralizantes AnC. Acredita-se que o domínio III, além de mediar a interação vírus-receptores 

de membrana, contenha resíduos responsáveis pela determinação de tropismo e virulência entre 

flavivírus (Rey et al., 1995; Chen et al., 1996; Weaver & Vasilakis, 2009; Dwivedi et al., 2017). 

 A NS1 é uma proteína altamente conservada e considerada um importante marcador 

antigênico durante a infecção pelos DENV (Dwivedi et al., 2017). Consiste em 352 aa com 

peso molecular de aproximadamente 40 a 50 kDa, dependendo do seu estado de glicosilação 

(Muylaert et al., 2010). A proteína, no meio intracelular, existe inicialmente como um 

monômero; entretanto, no retículo endoplasmático (RE) e na superfície celular, se apresenta 

como um dímero e sua forma secretada é hexamérica (Crooks et al., 1994; Pryor et al., 1993; 

Mullet et al., 2013). Sua colocalização com o RNA de fita dupla e sua capacidade de se ligar à 

NS4A sugerem que a NS1 desempenha um papel importante na replicação viral (Mackenzie et 

al., 1996; Lindenbach & Rice, 1999). Além disso, alguns estudos indicam que a NS1 contribui 

com o extravasamento vascular e para a trombocitopenia e a hemorragia associados à 

patogênese da dengue (Carpio & Barrett., 2021).  

 A NS2A é uma proteína transmembrana hidrofóbica de 22 kDa (218 aa) (Gopala Reddy 

et al., 2018). Quando localizada nos complexos de replicação viral, no RE rugoso, faz a 

mediação da síntese do vRNA. Já nos sítios de montagem, no lúmen do RE rugoso e em 

vesículas do complexo de Golgi, desempenha papel na montagem da partícula viral (Xie et al., 

2015). Associada à NS4B, inibe a sinalização de RIG-I e MAVS, garantindo uma replicação 

eficaz e a disseminação do DENV pelas células do hospedeiro (Dalrymple et al., 2015). A 

NS2B é uma proteína hidrofóbica de 15 kDa (130 aa) e age como cofator da protease NS3 

(Falgout, 1991). Sua associação com a NS3 é essencial para o dobramento, localização e 

atividade apropriados da serino-protease (Choksupmanee et al., 2012). Ademais, a 

colocalização de NS2B com o dsRNA sugere que esta proteína pode fazer parte do complexo 

de replicação viral (García Cordero et al., 2014). 

 A NS3 é uma proteína hidrofílica, de aproximadamente 70kDa. Sua região N-terminal 

tem um domínio serino protease e um domínio quimiotripsina, e a região C-terminal apresenta 

os domínios nucleosídeo trifosfatase (NTPase) e RNA helicase (Dwivedi et al., 2017). Por isso, 

essa proteína é multifuncional e atua como protease, helicase e RNA trifosfatase. (Gorbalenya 

et al..,1989, Li et al.,1999). 

 A NS4A é uma proteína de membrana de aproximadamente 16 kDa (127 aa), altamente 

hidrofóbica (Miller et al., 2007). Se localiza em pacotes de vesículas derivadas do RE, onde faz 
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parte do complexo de replicação viral e induz a remodelação das membranas da célula 

hospedeira. Já foi demonstrado que a NS4A previne a indução de interferon (Miller et al., 2007; 

Dalrymple et al., 2015). A NS4B também é uma proteína de membrana, é constituída de 248 

aa e tem peso molecular de aproximadamente 27 kDa. Está envolvida na replicação viral e na 

imunomodulação do hospedeiro (Miller et al., 2006). Ela se localiza nos sistemas de membrana 

derivadas do RE e é recrutada pela NS4A para fazer parte do complexo de replicação viral. 

Além disso, a NS4 interage com diversas proteínas virais e do hospedeiro contribuindo para a 

patogênese da dengue (Zou et al., 2015). 

 A proteína não estrutural do DENV mais conservada é a NS5. Ela é a maior das 

proteínas (105 kDa) e desempenha duas funções principais: de RNA polimerase dependente de 

RNA, necessária para replicação viral, e de RNA metiltransferase, capeando o vRNA durante 

a tradução da poliproteína (Liu et al., 2010; Klema et al., 2016). Além disso, ela forma um 

complexo de RNA replicase com a NS3 e interage com proteínas do hospedeiro que estão 

envolvidas na sinalização de interferon tipo 1 e respostas inatas, inibindo assim as respostas 

antivirais do hospedeiro (Kapoor et al., 1995). 

1.1.3. Ciclo replicativo 

 A replicação de flavivírus ocorre em estreita associação com estruturas membranosas 

intracelulares derivadas do RE e induzidas pelo vírus, chamadas complexo replicativo, que 

contém proteínas virais, vRNA e fatores da célula hospedeira (Mackenzie et al., 2005; Miller 

and Krijnse-Locker, 2008; Salonen et al., 2005; Bäck & Lundkvist, 2011). 

 A partícula viral infecta uma célula permissiva através da ligação da proteína E a 

receptores celulares. Vários receptores candidatos já foram identificados, o que sugere que os 

DENV são capazes de utilizar várias moléculas para entrar na célula (Rodenhuis-Zybert et al., 

2010). Dentre estas estão o heparan sulfato (Chen et al., 1997), a “heat shock protein” (Hsp) 

90 (Reyes-Del Valle et al., 2005), o GRP78/Bip (Jindadamrongwech et al., 2004), um receptor 

de laminina de alta afinidade de 37-kDa/67-kDa (Thepparit et al., 2004) e a molécula de adesão 

intercelular específica de célula dendrítica (DC-SIGN) (Lozach et al., 2005). Após a ligação 

desta proteína a um receptor, a partícula viral entra na célula através de um processo de 

endocitose mediado por vesículas revestidas por clatrinas. A acidificação do endossoma faz 

com que a proteína E passe por pequenas alterações conformacionais para que o envelope viral 

e a membrana do endossoma fusionem-se, resultando na liberação do nucleocapsídeo e do 

vRNA para o citoplasma (Clyde et al., 2006; Perera et al., 2008; Dwivedi et al., 2017). 
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 O domínio NS5-Pol da proteína NS5 é responsável pela replicação e tradução do 

genoma viral. Inicialmente, o vRNA atua como RNA mensageiro para a tradução de uma 

poliproteína. Esta poliproteína é sintetizada no RE, onde também é clivada pela proteína NS3 

juntamente com seu cofator NS2B e por proteases da célula, formando três proteínas estruturais 

(C, prM e E) e cinco proteínas não estruturais (NS1 - NS5). Em seguida, uma fita negativa do 

vRNA é sintetizada para servir de molde para a replicação do genoma viral, que ocorre em 

sítios do complexo replicativo denominados pacotes vesiculares (vesicle packets). (Clyde et al., 

2006; Perera et al., 2008; Welsch et al., 2009; Potisopon et al., 2014). Próximo às membranas 

do RE, o RNA recém-sintetizado é empacotado pela proteína C para formar o nucleocapsídeo 

e, inicia-se então a migração das partículas para dentro das cisternas do RE. Durante esse 

processo, induzido por heterodímeros das proteínas prM/E, as partículas virais adquirem o 

envelope (Welsch et al., 2009; Rodenhuis-Zybert et al., 2010). Ao migrar pela rede trans-Golgi, 

a acidificação do pH induz uma modificação conformacional da partícula e uma protease 

celular, furina, cliva a proteína prM para gerar partículas virais maduras onde a proteína E forma 

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

estes sejam liberados para o meio extracelular através do processo de exocitose (Figura 2), 

(Perera et al., 2008; Yu et al., 2008; Fibriansah et al, 2021). 
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Figura 2: Ciclo replicativo do DENV. Ligação da partícula viral ao receptor da célula hospedeira (1); adsorção da partícula 

viral (2); endocitose mediada por clatrina e formação do endossoma (3) acidificação do endossoma, fusão das membranas 

endossomal e viral e liberação do vRNA (4); tradução e processamento da poliproteína (5); formação do complexo de replicação 

(6); formação do nucleocapsídeo (7); fomação do envoltório viral junto à membrana do retículo endoplasmático (8); migração 

da partícula viral imatura para o complexo de Golgi (9); maturação da partícula viral no complexo de Golgi (10); liberação da 

partícula viral madura por exocitose (11). Retículo endoplasmático rugoso (RER), proteína precursora de membrana (prM); 

proteína do envelope (E) (Modificado de Rodriguez, 2019). 

1.2. Epidemiologia 

1.2.1. Dengue no mundo 

 Os primeiros relatos de uma doença semelhante à dengue constam em enciclopédias 

médicas chinesas datadas da dinastia Chin (265 – 420 a.C) e da dinastia Sung (992 d.C). Além 

disso, outra doença que não identificada na época, foi responsável por surtos no Caribe, em 

1635 e no Panamá, em 1699, pode estar associada ao DENV (Gubler et al., 2006). Entretanto, 

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

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

fatal contraída por visitantes dos trópicos, e os longos intervalos entre grandes epidemias se 

justificavam pelo fato de que vírus e mosquitos apenas circulavam entre populações através de 

viagens marítimas (Gubler et al., 1995). 

 Uma epidemia global de dengue iniciou-se no sudoeste asiático após a Segunda Guerra 

Mundial (Halstead et al, 1992), e em 1975, casos de FHD tornaram-se a principal causa de 

hospitalizações e morte entre crianças nesta área (Gubler et al., 1995). A dengue foi 

reintroduzida no Pacífico no início dos anos 1970 e epidemias causadas pelos 4 sorotipos já 
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foram reportadas. Na África, o número de epidemias tem crescido significativamente desde a 

década de 1980, sendo a região leste a área onde há maior ocorrência da doença (Gubler et al., 

1995). 

 Nas Américas, uma campanha com o objetivo de controlar a febre amarela, liderada pela 

Organização Pan-americana de Saúde, erradicou o mosquito Ae. Aegypti durante as décadas de 

1950 e 1960. Durante esse período, epidemias de dengue ocorriam esporadicamente em ilhas 

do Caribe. Com a descontinuação do programa, os DENV voltaram a circular em países do 

continente americano. Em 1970, o DENV-2 estava presente nas Américas e o DENV-3 

apresentava uma distribuição focal na Colômbia e em Porto Rico. O DENV-1 foi introduzido 

em 1977 causando epidemias na Jamaica, em Cuba, em Porto Rico e na Venezuela. Mais tarde, 

atingiu outros países caribenhos além de México, América Central e o norte da América do Sul. 

Em 1981, além da introdução do DENV-4 no leste das ilhas do Caribe, um novo genótipo de 

DENV-2, proveniente do Sudeste Asiático, causou a primeira grande epidemia de FHD em 

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

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

 Nas últimas décadas, fatores como o crescimento populacional, a urbanização não 

planejada, viagens globais e mudanças climáticas e ambientais criaram um ambiente 

extremamente favorável para a transmissão do DENV pelos mosquitos Ae. aegypti e 

consequentemente, a incidência da dengue cresceu dramaticamente no mundo, com mudanças 

no perfil epidemiológico (Wilson & Chen, 2015, Guzman & Harris, 2015; 2017). Antes da 

década de 1970 apenas nove países registravam epidemias graves. Hoje, contudo, a doença é 

endêmica em mais de 120 países da África, Américas, Sudeste Asiático e regiões oeste do 

Pacífico (Guzman & Harris, 2015, Stanaway et al., 2016).  

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

Entretanto, com o crescente número de casos, a dengue vem espalhando-se por novas áreas e 

atualmente existe na Europa a ameaça de possíveis surtos. Em 2010 foram reportados casos 

autóctones na França e Croácia. Em 2012, um surto na Ilha da Madeira, em Portugal, resultou 

em mais de 2000 casos, além de casos importados em outros 10 países europeus. Em 2013 

foram notificados casos na Flórida, Estados Unidos e Yunnan, na China. Já em 2014, número 

crescente de casos de DENV-3 tem afetado países das ilhas do Pacífico (Guzman et al, 2014). 

 O ano de 2016 foi caracterizado por grandes surtos de dengue. Nas Américas, cerca de 

2,38 milhões de casos foram relatados, entre estes, 1,5 milhões ocorreram no Brasil. Outras 

regiões afetadas foram o Pacífico Ocidental, as Ilhas Salomão e a região Africana de Burkina 
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Faso, que relatou um surto localizado de dengue com 1.061 casos prováveis. Em 2017 houve 

redução significativa (73%) da incidência da dengue nas Américas e somente Panamá, Peru e 

Aruba registraram aumento de caso. Em 2019, o maior número de casos já ocorridos em todo 

o mundo foi reportado e o Afeganistão documentou a transmissão da dengue pela primeira vez 

(OMS, 2021).  

 Já em 2020, a dengue afetou vários países, com aumento do número de casos em 

Bangladesh, Brasil, Ilhas Cook, Equador, Índia, Indonésia, Maldivas, Mauritânia, Mayotte 

(FR), Nepal, Cingapura, Sri Lanka, Sudão, Tailândia, Timor-Leste e Iêmen. E, em 2021, a 

dengue continua afetando Brasil, Ilhas Cook, Colômbia, Fiji, Quênia, Paraguai, Peru e Ilha da 

Reunião (OMS, 2021). A figura 3 mostra a distribuição global do risco de infecção por DENV 

(OMS, 2021).  

 
Figura 3: Mapa da distribuição global do risco de infecção por DENV. Área em destaque: Ilhas do Caribe (Modificado 

de CDC, 2020). 

1.2.2. Dengue no Brasil 

 No Brasil, a primeira epidemia, documentada clínica e laboratorialmente, ocorreu no 

início da década de 1980, na cidade de Boa Vista, Roraima. Essa epidemia foi causada pelos 

sorotipos 1 e 4, com sete mil casos notificados, porém a transmissão permaneceu restrita à 

cidade (Osanai et al., 1983). No entanto, em 1986, o DENV-1 foi isolado em Nova Iguaçu, no 
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estado do Rio de Janeiro (Schatzmayr et al., 1986). O intenso fluxo de pessoas e a proximidade 

aos grandes centros urbanos facilitaram a rápida dispersão do vírus, causando uma epidemia 

explosiva com 92 mil casos reportados neste ano (Nogueira et al. ,1999).  

 Em 1990, um novo surto ocorreu na Região Metropolitana do Rio de Janeiro, na cidade 

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

situação da dengue no país se agravou, sendo notificados os primeiros casos FHD e SCD 

(Nogueira et al., 1990, 1991, 1993). 

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

estado do Rio de Janeiro (Nogueira et al., 2002). Em 2002, esse sorotipo foi responsável por 

uma grave epidemia no país, que registrou 771.551 casos (Nogueira et al., 2005), 

correspondendo a 80% dos casos ocorridos nas Américas. 

 Os anos de 2004 e 2005 foram considerados como interepidêmicos (Araújo et al., 2006). 

Em 2007, observou-se a reemergência do DENV-2, e a este sorotipo foi atribuída à ocorrência 

de uma grave epidemia no ano de 2008, com um total de 259.392 casos no estado do Rio de 

Janeiro (SVS 2009) e um novo perfil epidemiológico, com a ocorrência de casos graves em 

crianças (Teixeira et al., 2009, Cavalcanti et al., 2011). Em 2009, o DENV-1 substituiu o 

DENV-2 como sorotipo predominante no país, ocasionando uma grande epidemia, com mais 

de 1 milhão de casos no ano de 2010 (SVS 2010). 

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

a sua primeira detecção no país (Temporão et al., 2011). Em 2011 e 2012 o DENV-4 se tornou 

o sorotipo predominante e, em 2013, foram registrados 1.476.917 casos de dengue e 573 óbitos. 

Em 2014 foram registrados no país 572.308 e 400 óbitos foram notificados (SVS, 2013, 2014).  

 No ano de 2015, 1.587.080 casos foram registrados, entre estes, 839 óbitos confirmados, 

que corresponde a um aumento de 80,4% em relação ao mesmo período no ano anterior (SVS, 

2015). Em 2016 foram registrados 1.487.924 casos prováveis de dengue e, 609 casos de óbito 

foram confirmados. Neste período, os sorotipos 1 e 4 cocircularam, porém o DENV-1 foi o 

mais prevalente e responsável por aproximadamente 90% dos casos confirmados 

laboratorialmente (SVS, 2015; 2016). Em 2017, com a cocirculação dos quatro sorotipos, foram 

registrados 249.056 casos prováveis de dengue e 137 óbitos no país (SVS, 2017). No ano de 

2018, houve uma queda no número de casos e foram confirmados 174.724 casos de dengue, 

dos quais e 155 resultaram em óbito. A região que detectou o maior número de casos foi a 

Centro-Oeste (SVS, 2018; OPAS, 2021). Em 2019, foram registrados 1.544.984 casos 
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prováveis de dengue e a Região Centro-Oeste apresentou a maior incidência da doença, 1.349,1 

casos/100 mil habitantes. A partir da semana epidemiológica (SE) 44, verificou-se um aumento 

de incidência de casos na Região Norte, principalmente no Acre, Roraima e Tocantins. Em todo 

o país, houve 1.419 casos de DG, 18.740 casos de dengue com sinais de alerta e 782 casos de 

óbito (SVS, 2020).  

 Em 2020, 1.467.142 casos prováveis de dengue foram reportados, dentre eles, 765.114 

foram confirmados laboratorialmente. O número de óbitos, 554, foi menore quando comparado 

ao ano anterior. Os 4 sorotipos circularam no país, havendo cocirculação de dois, três ou até 

mesmo quatro sorotipos, em diferentes localidades do país (SVS, 2020; OPAS, 2021). 

 Neste ano, até a SE 29 (julho de 2021), os sorotipos circulantes eram DENV-1, -2 e -3. 

O país apresentou 440.012 casos prováveis de dengue, e o 154 óbitos foram confirmados. A 

região com o maior número de ocorrências foi a Centro-Oeste, onde a incidência registrada foi 

46,2 casos/100 mil habitantes. Entretando, acredita-se que haja subnotificação ou atraso nas 

notificações de casos de arboviroses, já que há no momento uma mobilização das equipes de 

vigilância para o enfrentamento da pandemia de Covid-19. A figura 4 mostra a identificação 

dos sorotipos de DENV e distribuição da taxa de incidência de dengue (casos/100mil 

habitantes), por município, Brasil. 

No Brasil,vários fatores têm sido relacionados à disseminação da doença e do vetor no 

país, como crescimento populacional, migração, viagens aéreas, urbanização inadequada, 

sistemas de saúde deficientes, densidade populacional e desigualdades socioeconômicas, entre 

outros Além do número crescente de casos da doença, o aumento de notificações de formas 

graves nas últimas décadas, pode estar relacionado à circulação concomitante dos diferentes 

sorotipos do vírus, bem como à virulência das cepas circulantes (de Sousa et al., 2021). 
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Figura 4: Identificação dose sorotipos DENV (A) e distribuição de óbitos confirmados (B) e da taxa de incidência de dengue 

(C) (casos/100mil habitantes), por região do Brasil, durante o ano de 2021 até a SE 29 (julho), (modificado de SVS, 2021). 

1.3. Origem e diversidade genética do DENV 

Investigações prévias sugerem que o DENV se originou em primatas não humanos 

(PNH) na África e na Ásia - dengue silvestre, com transferência para humanos ocorrendo 

subsequentemente, de forma independente com todos os quatro sorotipos (Chambers & 

Monath, 2003; Chen & Vasilakis, 2011). No entanto, a origem dos vírus, sendo asiática ou 

africana, ainda é controversa. Sugere-se que a diferenciação entre os sorotipos de DENV tenha 

ocorrido há mais de 2000 anos, com o DENV-2 sendo o primeiro sorotipo a divergir há 

aproximadamente 400–600 anos, seguido do DENV-4, DENV-1 e DENV-3, e que a dispersão 

do DENV e adaptação de várias linhagens de Ae. Aegypti tenha ocorrido nos útimos 200 anos 

(Zanotto et al., 1996; Wang et al., 2000; Weaver & Vasilakis 2009). Com base em análises 

filogenéticas e nos sorotipos existentes, estima-se que são necessários cerca de mil anos para 

emergência de um novo sorotipo (Sánchez-González et al., 2021). 

 Variações genéticas entre os sorotipos de DENV são determinantes de fitness viral, 

virulência da cepa infectiva e potencial para causar epidemias, além de influenciar a interação 
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vírus-resposta antiviral do hospedeiro (Guzman et al., 2015). A variabilidade genética do 

DENV pode ser atribuída à falta de um mecanismo de correção da RNA polimerase viral. 

Acredita-se que uma mutação do genoma viral seja produzida a cada ciclo de replicação 

(Steinhauer et al., 1992; Drake et al., 1993).  

 Diferenças entre cepas de DENV foram detectadas pela primeira vez através de estudos 

sorológicos utilizando anticorpos produzidos através da inoculação do vírus em animais de 

laboratório (Sabin, 1952). Os quatro sorotipos de DENV foram definidos com base em reações 

cruzadas limitadas, através de testes sorológicos. Já as primeiras evidências genéticas de 

diferenças entre cepas dentro de um mesmo sorotipo vieram com a utilização do método de 

RNA fingerprinting. As cepas eram agrupadas em topótipos e observou-se que cepas isoladas 

na mesma região geográfica compartilhavam mais semelhanças do que cepas isoladas em outras 

áreas (Vezza et al., 1980; Repik et al., 1983 Trent et al., 1990).  

 Atualmente, o sequenciamento de ácidos nucleicos permite o agrupamento destes vírus 

em grupos geneticamente distintos, os genótipos, dentro dos quatro sorotipos. Genótipos são 

definidos como clusters de DENV com diferenças de sequências menores que 6% dentro de 

uma dada região do genoma e são, geralmente, associados a diferentes áreas geográficas (Rico-

Resse et al., 1990; Chen et al., 2011). Além disso, cada genótipo pode ainda ser subdividido 

em várias linhagens (Holmes & Twiddy, 2003), que têm sido reportadas cada vez mais 

frequentemente na Ásia e Américas (Oliveira et al., 2010; Faria et al., 2013; Tripathi et al., 

2013; Shrivastava et al., 2015; Nunes et al., 2016; Torres et al., 2019). 

 Baseados no sequenciamento completo do gene E, Weaver e Vasilakis (2009) 

propuseram a divisão do DENV-1 em cinco genótipos, do DENV-2 em seis genótipos, do 

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

No Brasil, circula o genótipo Américas/África ou genótipo V de DENV-1 e quatro 

linhagens distintas dentro deste genótipo foram descritas (dos Santos et al., 2011; Ribeiro et al., 

2021). Para o DENV-2, foi descrita a existência de duas linhagens do genótipo Sudeste 

Asiático/Americano (Faria et al., 2013; Torres et al., 2019). Já para o DENV-3, quatro 

linhagens do genótipo Subcontinente Indiano ou genótipo III foram identificadas (Araújo et al., 

2009). E, finalmente, para o DENV-4, a existência de dois genótipos (I e II) foi detectada no 

país (Figueiredo et al., 2013) 
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Tabela 1: Classificação genotípica do DENV baseada na análise filogenética do sequenciamento do gene que codifica a 

proteína E de acordo com Weaver e Vasilakis (2009). 
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1.3.1. Diversidade genética do DENV-2 

Diferentes genótipos dentro de um sorotipo podem induzir respostas imunes variadas 

(Chambers & Monath et al., 2012) e podem variar em sua capacidade de infectar diferentes 

células-alvo e, por sua vez, sua capacidade de causar a forma grave da doença (Holmes & 

Twiddy, 2003). 

O genótipo Americano de DENV-2, apesar de maior fitness em Ae. Aegypti, em 

comparação com o genótipo de origem Asiática, é menos transmissível (OhAinle et al., 2011) 

e está associado a cepas menos virulentas (Holmes & Twiddy, 2003).  

A introdução do genótipo Sudeste Asiático/Americano de DENV-2 no Caribe em 1981 

foi associada a taxas mais altas da forma grave de dengue (Rico-Hesse et al., 1997) e, no Vietnã, 

níveis mais altos de viremia em pacientes foram atribuídos à substituição do genótipo Sudeste 

Asiático/Americano pelo genótipo Asiático 1 do DENV-2 (Vu et al., 2010).  

A Linhagem I do genótipo Asiático de DENV-2 foi associada a uma maior taxa de 

replicação do DENV em células humanas e de mosquito em comparação com o genótipo 

Asiático/Americano, o que poderia estar associado a uma maior transmissão em humanos e 

vetores, potencialmente levando a surtos de doenças em regiões onde esta linhagem era 

dominante (Shrivastava et al., 2015). Na Índia, a introdução de uma nova linhagem do genótipo 

DENV-2 Cosmopolita também foi associada ao aumento das manifestações graves da dengue 

(Shrivastava et al., 2015). 

No Brasil, a emergência da Linhagem II do genótipo Sudeste Asiático/Americano de 

DENV-2 em 2007-2008, resultou na mais grave epidemia de dengue registrada no país até 

então, com um maior número de hospitalizações e ocorrência de óbitos em crianças e adultos 

(Teixeira et al., 2009; Oliveira et al., 2010, Faria et al., 2013; Nunes et al., 2016). 

No Peru, a Linhagem II do genótipo Sudeste Asiático/Americano de DENV-2 também 

foi associada a um surto grave de dengue em 2010 e 2011, e assim como no Brasil, era 

geneticamente distinta da Linhagem I deste mesmo genótipo que havia circulado anteriormente 

(Williams et al., 2014). 
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1.4. Dengue 

1.4.1. Manifestações clínicas e classificação dos casos de dengue  

A infecção com um dos quatro sorotipos de DENV fornece imunidade homotípica 

vitalícia sendo, no entanto, transitória contra os sorotipos heterólogos (Sabin, 1952). Como 

consequência, a infecção secundária pode resultar em manifestações mais graves, devido à 

reatividade cruzada de anticorpos não neutralizantes e/ou à proliferação de células T de baixa 

afinidade (Halstead, 1973; Mathew e Rothman, 2008; Duangchinda et al., 2010; Remmy et al., 

2014). 

Além disso, a infecção por qualquer um dos sorotipos de DENV pode resultar em um 

amplo espectro de manifestações clínicas com evolução e desfechos imprevisíveis. A maioria 

dos casos são assintomáticos ou subclínicos. Geralmente, os pacientes que desenvolvem 

sintomas de (FD) e apresentam febre branda, auto-limitada, com recuperação espontânea. 

Entretanto, uma pequena parcela destes evoluem para uma forma grave da doença, 

caracterizada entre outros sinais clínicos, por coagulopatia, aumento da permeabilidade 

vascular (Edelman & Hombach et al. 2008; Martina et al., 2009).  

 O período de incubação do DENV pode variar de 3 a 15 dias, mas, em média, é de 4 a 

7 dias. A febre é, geralmente, de início súbito e dura em média de 2 a 7 dias. Os sintomas ainda 

podem incluir cefaléia, dor retro-orbital, sintomas gastrointestinais, mialgia, artralgia e rash. 

Leucocitose e trombocitopenia também são comuns, além de manifestações hemorrágicas 

brandas que incluem petéquias, epistaxe e sangramento gengival (Souza et al., 2008; Martina 

et al., 2009).  

 A partir da observação de um conjunto de parâmetros clínicos e laboratoriais que 

possibilita a identificação precoce de casos graves, a OMS propôs uma nova classificalção da 

dengue que divide a doença em três categorias: dengue sem sinais de aletra, quando o paciente 

apresenta sintomas clássicos da doença, dengue com sinais de alerta, quando no período de 

defervescência, os pacientes apresentam sinais como letargia ou inquietação, vômito 

persistente, sangramento na mucosa, aumento do fígado e dor ou sensibilidade abdominal, e 

DG, uma complicação potencialmente fatal, envolvendo extravazamento de plasma, acúmulo 

de fluidos, dificuldade respiratória grave, sangramento e comprometimento de órgãos, ou 

dengue com ou sem sinais de alerta (Figura 5). Alguns dos sinais de alerta são dor abdominal 

intensa, vômito persistente, respiração rápida e sangramento nas gengivas (OMS, 2009). Os 

fatores que levam às diferentes manifestações da dengue ainda não foram compreendidos. No 
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entanto, as formas mais graves da doença estão frequentemente associadas a infecção 

secundária, sorotipo e virulência de cepas virais infectantes e fatores genéticos do hospedeiro 

(Halstead, 2015).  

 
Figura 5: Quadro com a classificação dos casos de dengue. Confirmação laboratorial de dengue (importante na 

ausência de sinais de extravasamento de plasma), * Necessitando estrita observação e intervenção médica, AST: 

aspartato aminotransferase, ALT: alanina aminotransferase (OMS, 2009). 

1.4.2. Patogênese  

 A base fisiopatológica da dengue é multifatorial e a evolução e desfecho da doença 

dependem de um balanço entre fatores genético e status da imunidade do hospedeiro e 

características do vírus. O tropismo do DENV por células e tecidos também pode ter um grande 

impacto no resultado das infecções. Ademais, o sistema imunológico e o endotélio 

desempenham papéis importantes na patogênese da doença (Martina et al., 2009; Rothman et 

al., 2011). 

 Estudos em pele humana mostraram que as primeiras células a serem infectadas pelos 

DENV são as células de Langerhans e queratinócitos. As células infectadas migram para os 

linfonodos onde macrófagos e monócitos são recrutados e tornam-se alvos da infecção (Wu et 

al., 2000, Marovich et al., 2001). Com a disseminação do vírus pelo sistema linfático (viremia 

primária), diversos tipos celulares, como células dendríticas mielóides e macrófagos do baço e 

fígado, também são infectados (Jessie et al., 2004; de Macedo et al., 2006; Blackley et al., 

2007; Durbin et al., 2008; Kou et al., 2008). Células dendríticas são estimuladas a produzir 
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mediadores envolvidos nas respostas inflamatória e homeostática do hospedeiro (Bosch et al., 

2002; Ho et al., 2004; Chen et al., 2007). Fatores que influenciam a quantidade de células-alvo 

infectadas, e os níveis de viremia, podem determinar a proporção de diferentes mediadores pró 

e anti-inflamatórios e a forma com que a resposta inflamatória afeta o sistema hemostático 

(Suharti et al., 2001; Huerta-Zapeda et al., 2008). 

 A característica mais marcante da DG é o aumento da permeabilidade vascular que pode 

resultar em extravasamento de fluidos para as cavidades peritoneal e pleural e choque 

hipovolêmico. Estudos in vitro demonstraram que os DENV podem replicar em células 

endoteliais (CE), e o antígeno viral já foi detectado na microvasculatura de diversos órgãos 

(Avirutnan et al., 1998; Huang et al., 2000; Jessie et al., 2004; Póvoa et al., 2014). Sabe-se que 

os níveis de uma série de mediadores pró-inflamatórios, como TNF-α, IL-8, fator de inibição 

de migração de macrófagos, proteína quimiotática de monócitos 1, e grupo de proteínas 1 de 

alta mobilidade estão elevados durante a infecção, o que pode levar ao aumento da 

permeabilidade vascular (Martina et al., 2009; Chuang et al., 2013). 

 Várias teorias tentam explicar os mecanismos por trás dos casos mais graves de dengue. 

Uma delas, sugere que a gravidade da doença esteja relacionada às variações genéticas e 

antigênicas de diferentes cepas virais. Diferentes graus de virulência em cepas de DENV-2 

foram reportados na década de 1980, na África, Vietnã e Malásia e, posteriormente, a origem 

evolutiva destas cepas foi devidamente traçada e suas distinções genéticas foram confirmadas 

(Rico-Hesse et al., 1990; 1997; 2003; Mammen et al., 2014).  

 Durante a fase aguda da dengue, os níveis de NS1 solúvel são particularmente altos e se 

correlacionam com a gravidade da doença. A proteína é capaz de ligar-se ao heparan-sulfato na 

superfície de uma ampla variedade de células, inclusive CE, induzindo a produção de citocinas 

e comprometendo a integridade do glicocálix endotelial. Além disso, anticorpos anti-NS1 

podem contribuir para a patogênese da dengue através de reação cruzada com plaquetas, CE e 

trombina (Falconar et al., 1997; Avirutnan et al., 2006; Chuang et al., 2013; Modhiran et al., 

2015). 

 Apesar de infecções primárias terem potencial para evoluir para a DG (Castellanos et 

al., 2021; Vallere et al., 2021), infecções secundárias são mais frequentemente associadas a 

formas mais graves da doença (Gubler et al., 1998; Halstead, 2015). A teoria da amplificação 

dependente de anticorpo (ADE, do inglês antibody-dependent enhancement) postula que os 

anticorpos heterotípicos, produzidos na infecção primária, se ligam às partículas do sorotipo 

infectante subsequente sem, no entanto, neutralizá-las. Os complexos imunes formados são 
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reconhecidos por receptores Fcγ, que facilitam a entrada e replicação dos vírus em células da 

linhagem mononuclear. Com o aumento da infecção dependente de anticorpos, há consequente 

aumento da carga viral. Ademais, acredita-se que este mecanismo inicia uma cascata de 

imunomediadores vasoativos que resulta no aumento da permeabilidade vascular, hipovolemia 

e choque. (Halstead et al., 1973; 2010; 2015).  

 Uma outra teoria que justifique a associação de infecções heterólogas com casos graves 

é a teoria do pecado antigênico original, que diz que durante uma infecção secundária, as células 

T produzidas durante a infecção primária (o antígeno original) reagem com o sorotipo 

heterólogo da infecção subsequente. O reconhecimento de peptídeos heterólogos resulta em 

uma redução no potencial citolítico das células T sem reduzir a produção de citocinas. 

Respostas patogênicas de células T heterólogas podem contribuir para uma “tempestade de 

citocinas” que induz a permeabilidade vascular, levando à DG (Mongkolsapaya et al., 2003; 

Halstead, 2015; Vatti et al., 2017). 

 Apesar de diversas teorias serem propostas, acredita-se que a ocorrência de casos graves 

seja multifatorial e inclua comorbidades, fatores nutricionais, genéticos, idade, sexo e estado 

imunológico do hospedeiro, bem como sorotipo e genótipo viral infectantes (Guzmán & Kourí, 

2002; Malavige et al., 2004). 

1.4.3. Tropismo nas infecções pelos DENV 

 Uma série de tipos celulares em diferentes órgãos são susceptíveis aos DENV, e a 

detecção da fita negativa do vRNA indica que algumas delas suportam a replicação viral 

(Begum et al., 2019). Estudos realizados em autópsias e biópsias de pacientes demonstraram 

presença do genoma e do antígeno viral em monócitos e linfócitos circulantes, células linfóides 

e macrófagos do baço, bem como no fígado, pulmão, baço, cérebro, rim, músculo esquelético, 

medula óssea e coração, e descreveram alterações histopatológicas nestes órgãos  (Jessie et al., 

2004; Basílio-de-Oliveira et al., 2005; Araújo et al., 2009; Balsitis et al., 2009; Salgado et al., 

2010; Lima et al., 2011; Achrya et al., 2010; Misra et al., 2012; Póvoa et al., 2014; Rodrigues 

et al., 2014; Pagliari et al., 2015; de Souza et al., 2017; Oliveira et al., 2017; Tansir et al., 2017; 

Nunes et al., 2019A; Cunha et al., 2021). 

 O envolvimento do fígado é uma característica bastante comum na infecção por DENV 

(Póvoa et al., 2014, Samanta & Sharma, 2015) e pode ser um efeito direto da replicação do 

vírus nas células, ou resultado da resposta imunológica do hospedeiro contra o vírus. 

Hepatócitos e células de Kupffer são suscetíveis ao DENV (de Araújo et al., 2000; Lima et al., 
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2011; Póvoa et al., 2014) e, após ligarem-se a receptores de DENV, as células de Kupffer 

liberam citocinas que ativam as células inflamatórias (França et al., 2010; Fernando et al., 2016; 

Dissanayake & Seneviratne, 2018). Estudos realizados com modelos de camundongo, linhagens 

celulares de hepatoma HepG2 e Huh7 e culturas primárias de células Kupffer humanas 

demonstraram que o DENV é capaz de infectar hepatócitos e células Kupffer (Marianneau et 

al., 1999; Cabrera-Hernandez et al., 2007; El-Bacha et al., 2007; França et al., 2010). Além 

disso, várias moléculas que atuam como receptores para o vírus ou como fatores de agregação 

que facilitam a concentração viral na membrana celular antes da ligação aos receptores foram 

identificadas em células do fígado (Lühn et al., 2007; Cruz-Oliveira et al., 2015). Em humanos, 

o genoma viral pode ser amplificado a partir de amostras de autópsia de fígado, e o antígeno do 

DENV foi detectado em hepatócitos, CE e células de Kupffer (de Macedo et al., 2006; de 

Araújo et al., 2009; Lima et al., 2011). 

 As alterações hepáticas causadas pela infecção viral variam desde o aumento 

assintomático das transaminases até a insuficiência hepática aguda, com desfecho fatal (Trung 

et al., 2010; Kularatne et al., 2018; Devarbhavi et al., 2020). A alteração clínica mais 

comumente relatada é a elevação dos níveis das enzimas hepáticas alanina aminotransferase 

(ALT) e aspartato aminotransferase (AST), que é observada nos primeiros dias após o início da 

febre, apresentando um pico no período de convalescença, e já foi associada à tendência ao 

sangramento espontâneo (Wichmann et al., 2007; Fernando et al., 2016; Kularatne et al., 2018). 

A hepatomegalia também é comum; entretanto, é mais frequentemente observada em pacientes 

com DG (Kuo et al., 1992; Samanta & Sharma, 2015; Wang et al., 2016). Com relação à 

histopatologia, alterações lipídicas (esteatose macro e microvesicular), necrose hepatocelular, 

inchaço dos hepatócitos seguido de balonização, hiperplasia, destruição das células de Kupffer, 

corpúsculos de Councilman, infiltrados celulares no trato portal e focos de hemorragia e edema 

foram observados na necropsia de amostras de casos fatais de dengue (Burke et al., 1968; 

Kularatne et al., 2005; Basílio-de-Oliveira et al., 2005; Leong et al., 2007; Limonta et al., 2012; 

Póvoa et al., 2014).  

 A infecção por DENV pode levar a danos renais. Esses danos podem resultar de efeito 

citopático resultantes da ação viral, mediadores inflamatórios liberados em resposta à infecção, 

de instabilidade hemodinâmica, rabdomiólise, hemólise ou lesão glomerular aguda (Lima et al., 

2008; Póvoa et al., 2014; Lim et al., 2019). Níveis elevados de ureia e creatinina, proteinúria, 

hematúria, glomerulonefrite e lesão renal aguda foram relacionados à dengue (Gulati et al., 

2007; Lizarraga et al., 2014; Oliveira et al., 2015; Vakrani et al., 2017).  A lesão renal aguda 

e a insuficiência renal aguda são complicações significativas da dengue, e os pacientes com DG 
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têm maior probabilidade de desenvolvê-las (Kuo et al., 2008; Mallhi et al., 2015; Oliveira et 

al., 2015; Eswarappa et al., 2019; Diptyanusa et al., 2021). As taxas de mortalidade em que há 

lesão renal aguda são de 1% para FD, 12% - 40% para FHD e 60% para SCD (Prassad et al., 

2019). 

 A presença de DENV no rim já foi demonstrada através da detecção do antígeno viral 

em célular tubulares e endoteliais e em macrófagos e monócitos nos vasos sanguíneos deste 

órgão (Jessie et al., 2004; Lima et al., 2011; Póvoa et al., 2014; Nunes et al., 2019B; Cunha et 

al., 2021). Além disso, estudos ultraestruturais por microscopia eletrônica de transmissão 

revelaram estruturas reticulares de microtúbulos, dilatação do RE em células necróticas e 

partículas elétron-densas semelhantes a vírus em glomérulos, sugerindo infecção viral 

(Boonpucknavig et al., 1976; Wiersinga et al., 2006; Póvoa et al., 2014). Análises de amostras 

de rins de casos humanos de dengue revelou dano no parênquima e circulatório (Póvoa et al., 

2014; Nunes et al., 2019B). Ademais, necrose tubular, caracterizada pela presença de núcleos 

picnóticos em células epiteliais, espessamento da membrana basal glomerular, proliferação 

mesangial, congestão glomerular, hialinose, fibrose intersticial focal, infiltrado mononuclear 

difuso e focos de hemorragia, nas regiões cortical e medular, e aumento das populações de 

células CD68+ e CD4+ também foram relatados (Repizo et al., 2014; Pagliari et al., 2018; Póvoa 

et al., 2018; Nunes et al., 2019B). 

 Manifestações pulmonares durante a dengue são, geralmente, brandas e a infecção afeta 

principalmente as vias aéreas superiores (Halsey et al., 2012; Rodrigues et al., 2014; de 

Almeida et al., 2017). Achados incluem efusão pleural, edema pulmonar não-cardiogênico, 

hemorragia acompanhada ou não de hemoptise, pneumonite e insuficiência respiratória aguda 

grave (Marchiori et al., 2009, 2012, 2020; Rodrigues et al., 2014; de Almeida et al., 2017). Em 

amostras provenientes de casos de óbito, pode-se observar infiltrado inflamatório mononuclear, 

espessamento de septo interalveolar, hiperplasia de macrófagos alveolares, formação de 

membrana hialina com hipetrofia e hiperplasia de pneumócitos do tipo II, edema intersticial, 

focos de hemorragia e congestão alveolar difusa. Além disso, megacariócitos e fragmentos 

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

2005; Póvoa et al., 2014; Rodrigues et al., 2014; de Oliveira et al., 2017). O DENV também já 

foi detectado em amostras de pulmão (Jessie et al., 2004; Lima et al., 2011, Póvoa et al., 2014) 

assim como uma série de citocinas pró-inflamatórias foram identificadas em tecido pulmonar 

indicando que as alterações podem ser resultado da resposta inflamatória do hospedeiro (de 

Oliveira et al., 2017; Póvoa et al., 2018).  
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 A dengue apresenta uma ampla gama de manifestações cardíacas; entretanto, o 

envolvimento do coração não é comum e está quase sempre relacionado a casos graves da 

doença (Gulati et al., 2007, Estofolete et al., 2019). Em um estudo realizado com crianças, o 

envolvimento cardíaco foi mais proeminente (72,7%) em crianças com DG (Abhinayaa et al., 

2021). A fisiopatologia do envolvimento cardíaco na dengue não é inteiramente compreendida, 

e as disfunções cardíacas podem ser causadas por efeito indireto de citocinas produzidas e 

liberada pela resposta inflamatória do hospedeiro ou do resultado direto da infecção das fibras 

cardíacas pelos DENV (Warke et al., 2003; Salgado et al., 2010; Oliveira et al., 2017). A 

alteração mais comumente reportada é a miocardite (Lee et al., 2009; Salgado et al., 2010; 

Weerakoon et al., 2011; Pareda et al., 2015; Bhatt et al., 2020; Cunha et al., 2021). Os níveis 

de enzimas marcadoras de lesão cardíaca, creatina quinase (CK), creatina quinase banda 

miocárdica (CK-MB) e Troponina I, podem apresentar-se elevados (Wichmann et al., 2009; 

Miranda et al., 2013a; Pareda et al., 2015; Tahir et al., 2015). A infecção pode resultar em 

quadros de arritmia ventricular e atrial, bradicardia e taquicardia sinusal, hipocinesia, choque 

cardiogênico, efusão pericardiaca, e cardiomiopatia dilatada, cardiomegalia, falência cardíaca 

e até infarto do miocárdio (Obeyesekere et al., 1973; Pelupessy et al., 1989; Lee et al., 2008; 

Salgado et al., 2010; Shivanthan et al., 2015; Pareda et al., 2015; Tahir et al., 2015).  

 O genoma e antígeno viral já foram detectados em fibras cardíacas, macrófagos, 

monócitos e CE do coração (Basílio-de-Oliveira et al., 2005; Araújo et al., 2009; Salgado et 

al., 2010, Lima et al., 2011; Póvoa et al., 2014) e a presença da fita negativa do vRNA em CE, 

mioblastos, células intersticiais do miocárdio e macrófagos indicam a infecção do coração pelos 

DENV (Póvoa et al., 2014). Além disso, estudos realizados com amostras de necrópsia 

revelaram edema intersticial e focos de hemorragia, degeneração de fibras cardíacas e extensas 

áreas de necrose, infiltrado inflamatório formado principalmente por células mononucleares e 

fibroblastos, fibras cardíacas apresentando núcleos apoptóticos e alteração da heterocromatina, 

degeneração de miofilamentos, e alteração mitocondrial (Weerakoon et al., 2011; Miranda et 

al., 2013a, 2013b; Póvoa et al., 2014; Oliveira et al., 2017). 

 Mialgia e fraqueza muscular são sintomas comumente apresentadas por pacientes de 

dengue; entretanto, o envolvimento muscular durante a dengue é benigno e autolimitado (Misra 

et al., 2012). A elevação níveis de CK durante a infecção já foi documentada (Misra et al., 

2012; Tansir et al., 2017; Madhusankha et al., 2021). Paralisia flácida aguda já foi relatada e a 

insuficiência renal aguda na dengue pode ser causada por rabdomiólise ou miosite (Malheiros 

et al., 1993; Davis et al., 2004; Kalyta et al., 2005; Acharya et al., 2010; Misra et al., 2015; 

Tansir et al., 2017; Gulati et al., 2020). A infecção de miotubos e células satélites do músculo 
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esquelético já foi confirmada em estudos in vitro, através da deteção das proteínas E, C e NS1 

do DENV e os níveis da quimiocina IP-10 se elevaram frente a infecção por estes vírus (Warke 

et al., 2008; Salgado et al., 2010). Análises de biópsias de músculo esquelético revelaram 

infiltrado inflamatório perivascular, proliferação mitocondrial, focos de necrose com ou sem 

miofagocitose e hemorragia intersticial (Malheiros et al., 1993; Davis et al., 2004; Acharya et 

al., 2010; Misra et al., 2012). Além disso, presença de edemas, focos de hemorragia e alterações 

metabólicas podem ser responsáveis pela fraqueza muscular transiente (Misra et al., 2012).  

1.5. Vacinas 

Em consequência das dificuldades encontradas na implementação de programas de 

controle do mosquito vetor, juntamente com o número crescente de casos de dengue no mundo, 

o desenvolvimento de uma vacina tornou-se uma das grandes prioridades da OMS. Entretanto, 

o desenvolvimento de uma vacina contra a doença tem se mostrado uma tarefa desafiadora, já 

que casos mais graves da doença são frequentemente associados a infecções secundárias por 

DENV com um sorotipo heterólogo, e uma vacina ideal precisa conferir resposta protetora 

contra cada um dos quatro sorotipos de forma robusta e balanceada. Além disso, a falta de um 

modelo experimental adequado também se apresenta como uma dificuldade (Del Angel & 

Reyes-del Valle, 2013; Wilder-Smith et al., 2020). Até o momento, há uma vacina licenciada e 

uma série de outras em diferentes fases de testes clínicos.  

A Dengvaxia (CYD-TDV), desenvolvida pela Sanofi-Pasteur, foi aprovada e licenciada 

pela OMS para uso em indivíduos entre 9 e 45 anos (Guy et al., 2010), em diversos países onde 

a doença é endêmica, dentre eles México, Filipinas, Brasil e El Salvador. É uma vacina 

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

genes prM e E do envelope dos quatro sorotipos de DENV são substituídos no genoma do vetor 

atenuado (Vannice, Durbin & Hombach, 2016). Estudos clínicos de fase III demonstraram que 

a eficácia de vacina varia de acordo com a idade, status sorológico e sorotipo. Embora a CYD-

TDV tenha reduzido a incidência da dengue, foi detectado o aumento do risco de pacientes sem 

contato prévio com o vírus antes da vacinação desenvolverem DG durante os 30 meses após a 

administração da primeira dose (Hadinegoro et al., 2015; Sridhar et al., 2018). Dado o cenário, 

a OMS recomenda que os países que consideram a implementação da vacina CYD-TDV como 

parte do programa de controle da dengue realizem uma triagem sorológica pré-vacinação para 

que somente pessoas soropositivas para dengue sejam vacinadas (Arien & Wilder-Smith, 2018). 

Entre as vacinas que estão em ensaio clínico, duas estão em fases mais avançadas de 

estudo. A vacina candidata da Takeda, TAK-003, tetravalente de vírus atenuado por passagem 
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em células, foi desenvolvida a partir de uma cepa DENV-2 atenuada e vírus quiméricos 

contendo os genes prM e E do DENV-1, -2, -3 e -4 clonados no arcabouço do DENV-2 atenuado 

(Osorio et al., 2016). A TAK-003 encontra-se na fase III dos testes clínicos e ao contrário da 

Dengvaxia, apresenta proteínas NS da dengue no vetor DENV-2. Estudos clínicos de fase II 

demonstraram que a vacina candidata induziu respostas de AcN e soroconversão para todos os 

quatro DENV, além de resposta mediada por células T de reatividade cruzada (Osorio et al., 

2016; Saez-Lorens et al., 2018). Um estudo de Fase III, envolvendo mais de 20.000 crianças 

saudáveis e adolescentes entre 4 e 16 anos de idade para receber duas doses de vacina, está 

sendo conduzido em 8 países na Ásia e na América Latina (Wilder-Smith et al., 2020). Na 

primeira parte da fase III (até12 meses pós imunização), a eficácia da TAK-003 para a 

promoção de proteção para a população foi de 80,9% e a eficácia para a proteção contra 

hospitalizações foi de 95,4%. Já na segunda parte da fase III (até 18 meses após a imunização), 

a eficácia geral da vacina foi de de 80,2%. Além disso, eficácia variou por sorotipos individuais: 

DENV-1, 69,8%, DENV-2, 95,1%; DENV-3, 48,9%; DENV-4, 51,0% (Biswal et al., 2019; 

2020). 

A vacina candidata do “National Institute of Health”, TV003/TV005, uma vacina 

tetravalente, atenuada pela deleção de 30 nucleotídeos da região 3 'UTR dos DENV-1, -3 e -4 

e uma quimera de DENV-2/DENV-4, está na terceira fase de testes clínicos no Brasil (Instituto 

Butantan). A TV003/TV005 foi capaz de induzir respostas de células CD4+ similares às 

observadas na imunidade natural. Avaliação de segurança, viremia da vacina, e a resposta de 

anticorpos indicou que uma única dose é suficiente para induzir produção de anticorpo contra 

os quatro sorotipos e induzir resposta robusta de células T (Kirkpatrick et al., 2015; Weiskopf 

et al., 2015; Durbin et al., 2016; Angelo et al., 2017).  

A tabela 2 apresenta uma visão geral das principais vacinas tetravalentes candidatas, 

com suas respectivas abordagens tecnológicas e estágios de desenvolvimento (Prompetchara et 

al., 2020). 
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Tabela 2: Panorama geral do desenvolvimento dos principais candidatos vacinais tetravalentes contra a 

dengue (Modificada de Prompetchara, 2020). 

 

United Stares (US),Centers for Disease Control and Prevention (CDC), National Institute of Health (NIH), Walter 

Reed Army Institute of Research (WRAIR), GlaxoSmithKline (GSK), Naval Medical Research Center (NMRC). 
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1.6. Modelos experimentais para o estudo de infecção pelos vírus dengue 

 Devido à falta de uma vacina tetravalente completamente eficaz, que não apresente 

riscos de desenvolvimento do quadro grave da doença, e de um tratamento específico para 

dengue, além da necessidade de se compreender os mecanismos fisiopatológicos que resultam 

em diferentes manifestações da doença, o estabelecimento de modelos animais é de grande 

relevância (Torresi et al., 2017; Wilder-Smith et al., 2019; OMS, 2021). 

 Um modelo experimental ideal para estudar a dengue deve mimetizar a progressão da 

doença conforme esta ocorre em humanos (Chan et al., 2015). Até o momento, não existem 

modelos experimentais que atendam a esse requisito (Zompi & Harris, 2012), o que dificulta a 

compreensão dos mecanismos da patogênese do DENV e o desenvolvimento de drogas e 

vacinas (Oliveira et al., 2016). Um dos maiores desafios no que se refere ao desenvolvimento 

de um modelo animal adequado é a baixa replicação viral, quando camundongos 

imunocompetentes são inoculados com isolados clínicos, e a ausência de sinais clínicos da 

doença em PNH (Zompi et al., 2012). Entretanto, vários modelos já foram propostos e têm sido 

de grande importância para a elucidação de vários aspectos da patogênese da dengue (Zompi & 

Harris, 2012, Chan et al., 2015; Na et al., 2017). 

1.6.1. Primatas não-humanos 

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

selvagem (Gubler et al., 1998). Os quatro sorotipos do DENV são capazes de infectar e replicar 

em PNH, produzindo viremia e induzindo AcN. Os PNH apresentam íntima relação genética 

com seres humanos e resposta imunológica similar e, apesar de tal modelo não apresentar sinais 

clínicos, ele tem sido utilizado para a investigação da resposta imunológica e para testes de 

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

clínicos (Zompi et al., 2012; Clark et al., 2013; Zellweger et al., 2014; Azami et al., 2020; 

Sundaram et al., 2020; Uno & Ross, 2021). 

1.6.2. Modelos murinos 

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

além de não causarem patologia grave, apresentam baixa ou nenhuma replicação em 

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

modelos propostos utilizam camundongos humanizados ou imunodeficientes, utilizam vias 

invasivas de inoculação (Faugout et al., 1990; Reut et al., 1996) ou amostras de vírus adaptados 

(Johnson et al., 1999; Gonçalves et al., 2018; Chen & Diamond, 2020).  
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1.6.2.1. Camundongos imunodeficientes humanizados 

Camundongos humanizados são animais imunodeficientes transplantados com tecidos 

ou que expressam genes humanos. A capacidade destes modelos de desenvolver fenótipos 

celulares idênticos aos observados em humanos os tornam ferramentas importantes para a 

investigação de patógenos humanos ou processos de doenças in vivo e são bastante utilizados 

para estudos da patogênese da dengue, principalmente da resposta de células T frente a infecção 

(Legrand et al., 2009; Skelton et al., 2018; Coronel-Ruiz et al., 2020). Este modelo, quando 

infectado por DENV, produz viremia e desenvolve sinais clínicos compatíveis com a dengue 

como febre, exantema e eritema, trombocitopenia, aumento dos níveis de citocinas e até mesmo 

hemorragia branda no fígado (An, 1999 et al.; Bente et al., 2005; Kuruvilla et al., 2007; Mota 

et a.l, 2011; Cox et al., 2012; Frias-Staheli et al., 2014). Além disso, os anticorpos detectados 

no soro destes camundongos humanizados infectados foram capazes de neutralizar o DENV 

(Kuruvilla et al., 2007; Jaiswal et al., 2009; 2012). 

1.6.2.2. Camundongos imunodeficientes interferon-deficientes 

 Camundongos deficientes em interferon (INF) deficientes são amplamente utilizados 

em estudos sobre patogênese, ADE, da ação protetora de vacinas candidatas e da resposta 

antiviral do hospedeiro já que suportam replicação robusta de DENV, demonstram sinais de 

patologia grave e são capazes de desenvolver resposta imune protetora (Wollner et al., 2021). 

Os sinais apresentados por estes modelos são: permeabilidade vascular, elevados níveis de 

citocinas no soro, trombocitopenia, leucocitose, hematócrito elevado e hemorragia 

gastrointestinal. O antígeno ou genoma viral pode ser detectado em diferentes órgãos, como 

fígado, rim e cérebro e no trato gastrointestinal em diferentes linhagens de camundongos 

imunocomprometidos (Balsitis et al., 2010; Zellweger et al., 2010; Sarathy et al., 2018). 

1.6.2.3. Camundongos imunocompetentes 

 Embora a suscetibilidade de camundongos imunodeficientes ao DENV seja questionada 

pela comunidade científica, estes modelos suportam a replicação viral e a disseminação de vírus 

pelo organismo desses animais os tornam aliados para uma melhor compreensão do 

envolvimento de múltiplos órgãos na patogênese da dengue. Suas respostas imunológicas 

eficientes são importantes para estudos de imunopatogênese, eficácia de vacinas e 

desenvolvimento de terapias anti-DENV (Tabela 3). Além disso, os sintomas de DG podem ser 

reproduzidos em modelos imunocompetentes quando infectados com altas doses do vírus ou 

com cepas adaptadas (Huang et al., 2000; Shresta et al., 2004; Gonçalves et al., 2012; 
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Christofferson et al., 2013; Quinnan et al., 2014; Frei et al., 2018; Pinto et al., 2015; Uno & 

Ross, 2021). 

Tabela 3: Modelos murinos imunocompetentes para estudos da patogênese da dengue e testes de eficácia de 

terapias antivirais e vacinas candidatas contra a dengue (modificada de Chen & Diamond, 2020). 

 

1.6.2.3.1. Camundongos BALB/c 

 Camundongos BALB/c infectados experimentalmente com DENV pela via intravenosa 

são capazes de produzir viremia entre o 2º e o 11º dia pós-infecção (dpi), atingindo o pico no 

sétimo dia (Paes et al., 2005; Barth et al., 2006). O vRNA já foi detectado em amostras de baço, 

fígado, cérebro, coração, pulmão, rim e saliva (Oliveira et al., 2016; Rasinhas et al., 2017; 

Salomão et al., 2018; Caldas et al., 2019, Kangussu et al., 2020). Dentre os sinais clínicos 

observados neste modelo podemos citar aumento da temperatura corporal, trombocitopenia, 

alteração da função cardíaca, e elevação das enzimas hepáticas, fosfatase alcalina, ureia e 

creatinina. Sinais neurológicos, como a paralisia, e morte são observados quando os 

camundongos são infectados com cepas adaptadas pelas vias intraperitoneal ou intracraniana. 

Estes camundongos são capazes de expressar uma resposta imunológica contra DENV 

produzindo uma série de mediadores da resposta inflamatória e AcN (Atrasheuskaya et al., 
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2003; Oliveira et al., 2016; Rasinhas et al., 2017; Amorim, 2019; Caldas, 2019 et al., Kangussu 

et al., 2020; Sakinah et al., 2021). 

 Semelhantes aos casos humanos de dengue, em camundongos BALB/c vários órgãos 

são afetados durante a infecção. Neste modelo, as alterações são geralmente focais e limitadas 

a pequenas áreas. Amostras de fígado apresentam vacuolização hepatocelular, edema 

intersticial, infiltrado inflamatório mononuclear, capilares sinusóides parcialmente colapsados 

e vasos sanguíneos dilatados, esteatose, eritrócitos internalizados por hepatócitos, aumento da 

população de hepatócitos binucleados, rompimento de vasos sanguíneos, hemorragia e 

hepatócitos apoptóticos e necróticos (Atrasheuskaya et al., 2003; Paes et al., 2005; 2009; França 

et al., 2010; Sakinah et al., 2017; 2021).  

 No rim de camundongos BALB/c infectados com DENV, são observados tanto atrofia 

quanto aumento do volume glomerular. Além disso, já foram reportados aumento da 

celularidade mesangial, inclusões citoplasmáticas em células epiteliais dos túbulos contorcidos 

proximais, ausência da cápsula de Bowman, sinais de congestão com presença de transudato e 

células infiltradas no interstício (Barreto et al., 2004, Caldas et al., 2019). Em amostras de 

pulmão, pode-se observar espessamento de septo interalveolar com infiltrado celular 

majoritariamente mononuclear, congestão vascular, macrófagos alveolares, células 

inflamatórias, debris nucleares e eritrócitos no espaço alveolar, pequenos focos de hemorragia, 

edema e hiperventilação, hiperplasia do epitélio bronquiolar e rompimento de fibras elásticas 

de septos interalveolares (Atrasheuskaya et al., 2003; Barth et al., 2006; Barreto 2007 et al., 

2009; Caldas et al., 2019). 

 Amostras de coração apresentam pericardite, rarefação do citoplasma de fibras 

cardíacas, focos de hemorragia e áreas de congestão vascular. Ademais, Estudos ultraestruturais 

revelam alterações na estrutura dos discos intercalares, tráfego intenso de vesículas de 

membrana entre CE e fibras cardíacas, bem como plaquetas aderidas às paredes de capilares e 

mitocôndrias apresentando degeneração de suas cristas (Rasinhas et al., 2017; Jácome et al., 

2018, Kangussu et al., 2020). No cérebro, nota-se edema e infiltrado perivascular e infiltrado 

de células da microglia na região Cornu ammonis 1 do hipocampo e, o cerebelo apresenta 

degeneração da camada de Purkinje, desmielinização com infiltrado de células da microglia e 

focos de hemorragia (Atrasheuskaya et al., 2003, Salomão et al., 2018). 

 Como camundongos BALB/c são imunocompetentes, eles são utilizados para estudos 

sobre o envolvimento da resposta imune do hospedeiro na imunopatogênese da dengue (Zompi 

e Harris, 2014, Chen & Diamond, 2020). Em camundongos BALB/c infectados com uma cepa 
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adaptada de DENV-2, pela via intraperitoneal, IgG anti-DENV-2 foi detectado até o 28° dpi e 

níveis séricos de IL-6, IL-1β, TNFα e IFN-ƴ se elevaram durante a infecção (Atrasheuskaya et 

al., 2003). Em outro estudo, os níveis séricos de IL-12p70, TNF-α e MCP-1 aumentam em 

camundongos infectados pela via intracraniana com vírus adaptado, e que também apresentam 

anticorpos anti-NS1 a partir quinto dia de infecção (Oliveira et al., 2016). Durante a infecção 

com cepas não adaptadas, este modelo mostra um aumento na população de células CD86+, 

CD11c+, consideradas apresentadoras de antígenos no baço, e CD8+, CD45RBlow no sangue. 

Ademais, em tecido cardíaco, os níveis de IL-1, TNF-α, IL-6, CXCL1 e CCL2 mostraram-se 

elevados quando comparados ao grupo controle negativo (Salomão et al., 2018; Kangussu et 

al., 2020). 

Com relação a estudos de eficácia de vacinas, terapias e antivirais, o tratamento com 

soro anti-TNF retardou o aparecimento dos sinais clínicos e reduziu a taxa de mortalidade de 

100% para 40% em modelo letal de camundongos BALB/c e o tratamento de camundongos 

neonatos com soro de camundongos imunizados com uma vacina de DNA expressando prM-E 

reduziu a mortalidade em 100% (Atrasheuskaya et al., 2003; Feng et al., 2020). A imunização 

de camundongos BALB/c com domínio III da proteína E do DENV-2, com plasmídeo de DNA 

que codifica o gene NS1 ou com vacinas tetravalentes ou de vírus inativado tetravalente induziu 

a produção de anticorpo (Konish et al., 2005; Costa et al., 2006; Zhang et al.,2006; Feng et al., 

2020; Sundaram et al., 2020). Além disso, a vacina de DNA expressando o antígeno prM de 

DENV-3 induziu a resposta celular, ativando células T de memória efetoras (Feng et al., 2020). 

De modo semelhante, vacinas de DENA expressando NS1 ou a proteína E de DENV-2 

induziram resposta celular, com produção de IFN (Pinto et al., 2019). 

 Desta forma, camundongos BALB/c suportam a replicação viral e a disseminação de 

vírus pelo organismo, o que os tornam aliados na investigação do envolvimento de múltiplos 

órgãos na patogênese do DENV. Suas respostas imunológicas eficientes são importantes para 

estudos de imunopatogênese e eficácia de vacinas e tratamentos anti-DENV. Além disso, os 

sintomas de DG podem ser reproduzidos em modelos imunocompetentes quando infectados 

com altas doses do vírus ou com cepas adaptadas (Atrasheuskaya et al., 2003; Chen & 

Diamond, 2020; Sakinah et al., 2021). 

1.7. Justificativa 

 O DENV-2 foi detectado pela primeira vez no Brasil em 1990 e sua introdução no país, 

resultou em um aumento no número de casos e na ocorrência dos primeiros casos de FHD e 

SCD. Desde então, o sorotipo já foi isolado em todos os estados do país (Nogueira et al., 1991; 
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1993; 2007; Bezerra et al., 2021) e foi responsável por mais duas grandes epidemias, em 1998 

e 2008 com diferentes perfis, tendo sido esta última responsável por um maior número de 

hospitalizações, casos graves e óbitos (Siqueira et al., 2011). Os vírus que circularam em ambas 

as epidemias pertencem ao genótipo Sudeste Asiático/Americano, contudo, estudos 

filogenéticos identificaram uma nova linhagem (Linhagem II) em 2008 (Oliveira et al., 2010; 

Faria et al., 2013). 

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

associação com grandes epidemias, manifestações clínicas mais graves e, frequentemente, com 

casos de FHD/SCD. No entanto, os fatores que determinam a evolução da doença para a DG 

em certos indivíduos ainda não estão completamente esclarecidos.  

Estudos de quantificação de DENV realizados por Vaughn et al. (2000) e Araújo et al. 

(2009) associaram altas cargas virais com a gravidade da doença e um estudo realizado por 

Nunes et al. (2016) demonstrou que a viremia detectada em pacientes infectados pelos DENV-

2 pertencentes à Linhagem II foi mais elevada quando comparada à viremia induzida pela 

Linhagem I, sendo esta maior viremia associada aos casos graves da Linhagem II, sugerindo 

que a linhagem é um fator importante para a gravidade da doença. Além disso, nas últimas 

décadas, observou-se o aumento do número de relatos de acometimento de diferentes órgãos 

durante a infecção pelos DENV no Brasil, o que pode estar relacionado a introdução da 

Linhagem II no ano de 2008 (Nunes et al., 2019A).  

Na patogêse das infeções por DENV, o fígado é considerado um órgão alvo, sendo o 

mais estudado. No entanto, durante a infecção, pode haver envolvimento cardíaco, renal, 

pulmonar, neurológico, esplênico, gastrointestinal e até mesmo ocular (Gulati et al., 2007, 

Martina et al., 2009, Estofolete et al., 2019). Como a maioria dos relatos de alterações 

histopatológicas são baseados em amostras obtidas de casos fatais (Basílio-De-Oliveira et al., 

2005; Limonta et al., 2012; Póvoa et al., 2014), existe dificuldade em avaliar o grau de 

alterações presentes em diferentes órgãos em pacientes com a forma mais branda da doença. 

 O estabelecimento de modelos animais experimentais para o estudo da interação 

vírus/hospedeiro é de grande relevância para a pesquisa sobre patogênese, imunidade, 

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

modelos tem sido um desafio, uma vez que os vírus epidêmicos circulantes não infectam 

naturalmente espécies não-humanas. 

Estudos prévios demonstram que camundongos BALB/c imunocompetentes, quando 

infectados experimentalmente com DENV não neuroadaptado, apresentam infecção e, alguns 
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sinais clínicos, bem como alterações teciduais semelhantes aos observados em casos humanos 

infectados pelo DENV, foram observados. (Barreto et al., 2004; 2007; Barth et al., 2006; Paes 

et al., 2005, 2009; Rasinhas et al., 2017; 2018; Caldas et al., 2018; Salomão et al., 2018)

 Neste estudo foram realizadas infecções experimentais de camundongos BALB/c com 

cepas representantes das duas Linhagens de DENV-2 isoladas de casos humanos, não 

neuroadaptadas, para a avaliação do impacto destas infecções, bem como o envolvimento de 

diferentes órgãos. Com isso, pretendemos contribuir para o entendimento dos fatores e 

mecanismos envolvidos na patogênese das infecções pelo DENV. 
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo geral 

 Investigar o tropismo de duas linhagens brasileiras do genótipo Asiático/Americano de 

DENV-2 em modelo murino imunocompetente e comparar as alterações induzidas pelas 

infecções virais em diferentes órgãos. 

2.2. Objetivos específicos 

 Comparar sinais clínicos e o envolvimento hepático, através da avaliação das alterações 

histopatológicas e de transaminases, caracterização da população hepatocitária e 

detecção viral, frente à infecção independente por duas Linhagens do genótipo 

Asiático/Americano de DENV-2 utilizando como modelo experimental camundongos 

imunocompetentes BALB/c. 

 Avaliar e comparar as alterações morfológicas e bioquímicas do rim de camundongos 

BALB/c infctados por duas Linhagens do genótipo Asiático/Americano de DENV-2, 

bem como detectar vírus neste órgão. 

 Investigar o impacto da infecção de Linhagens do genótipo Asiático/Americano de 

DENV-2 em pulmão e músculo estriado cardíaco e esquelético de camundongos 

BALB/c, caracterizando as alterações morfológicas e bioquímicas e detectando o vírus 

nestes tecidos.  
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3. Metodologia e Resultados  

 As metodologias utilizadas nesta Tese e resultados obtidos serão apresentados sob forma 

de artigos científicos publicados e/ou aceitos para publicação, e serão listados na ordem em que 

serão apresentados. As tabelas 4 e 5 mostram, de maneira resumida, os resultados expostos nos 

artigos. 

 Artigo 1: Jácome FC, Caldas GC, Rasinhas ADC, de Almeida ALT, de Souza DDC, 

Paulino AC, Leonardo R, Barth OM, Dos Santos FB, Barreto-Vieira DF. Comparative analysis 

of liver involvement caused by two DENV-2 lineages using an immunocompetent murine 

model. Sci Rep. 2021 May 6;11(1):9723. doi: 10.1038/s41598-021-88502-2. PMID: 33958631; 

PMCID: PMC8102549. 

 Artigo 2: Jácome FC, Caldas GC, Rasinhas ADC, de Almeida ALT, de Souza DDC, 

Paulino AC, da Silva MAN, Barth OM, Dos Santos FB, Barreto-Vieira DF. Brazilian Dengue 

Virus Type 2-Associated Renal Involvement in a Murine Model: Outcomes after Infection by 

Two Lineages of the Asian/American Genotype. Pathogens. 2021 Aug 26;10(9):1084. doi: 

10.3390/pathogens10091084. PMID: 34578117; PMCID: PMC8467194. 

 Artigo 3: Fernanda Cunha Jácome 1, Gabriela Cardoso Caldas 1, Arthur da Costa 

Rasinhas, Ana Luisa Teixeira de Almeida, Daniel Dias Coutinho de Souza, Amanda Carlos 

Paulino, Marcos Alexandre Nunes da Silva, Derick Mendes Bandeira, Ortrud Monika Barth, 

Flavia Barreto dos Santos, Debora Ferreira Barreto-Vieira. Immunocompetent Mice Infected 

by Two Lineages of Dengue Virus Type 2: Observations on the Pathology of the Lung, Heart 

and Skeletal Muscle. Aceito para publicação na revista Microorganisms. 
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3.1. Artigo 1: Análise comparativa do envolvimento do fígado causado por duas linhagens 

DENV-2 usando um modelo murino imunocompetente 

Revista: Scientific Reports 

Resumo: Dengue (DEN) é a arbovirose mais prevalente entre humanos e quatro bilhões de 

pessoas vivem sob risco de infecção pelo vírus (DENV). As manifestações clínicas da DEN são 

variáveis e a doença pode se apresentar de forma subclínica ou assintomática. Um quarto dos 

pacientes desenvolve febre do dengue (FD) ou dengue grave (DG), que é potencialmente letal 

e envolve alterações da permeabilidade vascular, hemorragia grave e lesão de órgãos. O 

envolvimento do fígado é uma característica bastante comum na DEN, e as alterações variam 

desde a elevação assintomática das transaminases até a insuficiência hepática aguda. Desde a 

sua introdução no Brasil em 1990, foram detectadas duas cepas do genótipo 

Asiático/Americano do DENV-2: Linhagem I, que foi responsável por um surto em 1991, e 

Linhagem II, que causou uma grave epidemia em 2007-2008 e com perfil epidemiológico 

diferente. Até o momento, estudos sobre diferentes cepas do mesmo sorotipo/genótipo e sua 

associação com a gravidade da doença são escassos. Além disso, um dos maiores desafios no 

estudo da patogênese da DEN e no desenvolvimento de terapias medicamentosas e vacinais é a 

ausência de um modelo animal que reproduza a doença como ela ocorre em humanos. Os 

principais objetivos deste estudo foram avaliar a suscetibilidade de camundongos BALB/c 

infectados experimentalmente por duas cepas distintas de DENV-2 e caracterizar possíveis 

diferenças nos sinais clínicos e alterações induzidas no fígado resultantes dessas infecções. Para 

tal, os camundongos foram separados em dois grupos, cada grupo sendo infectados com uma 

das linhagens e. De acordo com os tempos de infecção pré-estabelecidos, os animais e seus 

fígados foram pesados, amostras de sangue foram coletadas para análises hematológica e 

dosagem das transaminases hepáticas e, amostras de fígado foram submetidas a estudos 

histopatológicos, histomorfométricos e de detecção viral. Os camundongos infectados pelas 

duas linhagens DENV-2, independentemente, ganharam menos peso do que os não infectados; 

no entanto, seus fígados eram ligeiramente mais pesados. Níveis aumentados de AST e ALT 

foram observados em camundongos infectados, e o número de plaquetas aumentou nas 

primeiras 72 horas de infecção e subsequentemente diminuiu. Independente da Linhagem 

infectante, os camundongos infectados apresentaram leucocitose, mas em momentos de 

infecção diferentes. As alterações histopatológicas induzidas por ambas as linhagens foram 

semelhantes e comparáveis às alterações observadas em casos fatais de DEN. O genoma viral 

foi detectado em duas amostras de fígado. Os resultados demonstram a suscetibilidade dos 

camundongos BALB/c a ambas as linhagens de DENV-2 e sugerem que as alterações induzidas 

por essas cepas são semelhantes, embora para alguns parâmetros se manifestem em momentos 

diferentes da infecção. 
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3.2. Artigo 2: Envolvimento renal associado ao vírus dengue tipo 2 em um modelo murino: 

resultados após a infecção por duas brasileiras linhagens do genótipo Asiático/Americano 

Revista: Pathogens 

Resumo 

O vírus dengue tipo 2 (DENV-2) é, tradicionalmente, o sorotipo mais estudado devido a sua 

associação com surtos explosivos e casos graves. No Brasil, quase 20 anos após a primeira 

introdução na década de 1990, uma nova linhagem (Linhagem II) do genótipo DENV-2 

asiático/americano surgiu e causou uma epidemia com casos graves e hospitalizações. A dengue 

grave inclui falência de múltiplos órgãos, e o envolvimento renal pode estar potencialmente 

relacionado ao aumento da mortalidade. A fim de compreender melhor o papel da infecção por 

DENV na lesão renal, objetivamos investigar os resultados da infecção com duas linhagens 

distintas do genótipo Asiático/Americano DENV-2 no rim de um modelo murino. 

Camundongos BALB/c foram infectados com as linhagens I e II e os tecidos foram submetidos 

à estudos de histopatologia, imunohistoquímica, histomorfometria e análises ultraestruturais. 

Além disso, os rins destes camundongos foram pesados e os níves séricos de ureia (BUN) foram 

dosados. Foi observada uma tendência de aumento do peso dos rins em camundongos 

infectados com ambas as linhagens, mas os níveis de uréia, em média, aumentaram apenas em 

camundongos infectados com a Linhagem II. O antígeno DENV foi detectado no tecido de 

camundongos infectados com Linhagem II e as alterações morfológicas foram semelhantes às 

observadas em casos de dengue humana. Além disso, os parâmetros como peso do órgão, níveis 

de ureia e análise morfométrica, mostraram diferenças significativas entre as duas linhagens no 

BALB/c infectado, que se demonstrou ser um modelo experimental adequado para estudos de 

fisiopatologia da dengue em rins. 
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3.3. Artigo 3: Camundongos imunocompetentes infectados por duas linhagens do vírus 

dengue tipo 2: observações sobre a patologia do pulmão, coração e músculo esquelético 

Revista: Microorganisms 

Resumo 

A infecção pelo vírus da dengue (DENV) por um dos quatro sorotipos (DENV-1 a 4) pode 

resultar em um amplo espectro de manifestações clínicas, com evolução imprevisível e 

envolvimento de órgãos. Devido à sua associação com epidemias graves e manifestações 

clínicas, o DENV-2 tem sido frequentemente investigado. De fato, o primeiro surgimento de 

uma nova linhagem do genótipo Asiático/Americano de DENV-2 no Brasil (Linhagem II) em 

2008, foi associado a casos graves e aumento da mortalidade relacionada ao envolvimento de 

órgãos. Um grande desafio para os estudos da patogênese da dengue é a falta de um modelo 

animal adequado. Entretanto, o uso de camundongos imunocompetentes, embora às vezes 

controverso, tem se mostrado útil, pois observações histológicas em animais infectados revelam 

alterações teciduais consistentes com as observadas em casos humanos de dengue. Aqui, nosso 

objetivo foi investigar os resultados causados por duas linhagens distintas do genótipo 

Asiático/Americano de DENV-2 em tecidos do pulmão, coração e músculo esquelético de 

camundongos BALB/c infectados. Os tecidos de camundongos infectados com uma Linhagem 

ou outra, foram submetidos à análise histopatológica, imunohistoquímica, de histomorfometria 

e de microscopia eletrônica de transmissão (MET). Ademais, a creatina quinase (CK) foi dosada 

em amostras de soro destes animais. O genoma viral foi detectado em amostras de coração e 

músculo esquelético e o antígeno viral, em cardiomiócitos e células endoteliais de tecido 

cardíaco. Amostras de tecido cardíaco e pulmonar apresentaram alterações morfológicas 

comparáveis às observadas em casos humanos de dengue. Os níveis séricos de creatina quinase 

foram maiores em camundongos infectados com ambas as linhagens de DENV-2. Além disso, 

diferenças estatisticamente significativas, em relação ao espessamento dos septos alveolares e 

peso do coração, foram observadas entre os camundongos BALB/c infectados com ambas as 

linhagens de DENV-2, o que demonstrou que o BALB/c é modelo experimental apropriado 

para estudos de patogênese da dengue no pulmão, coração e músculo esquelético. 
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Tabela 4: Resultados obtidos através de avaliações histopatológicas e histomorfométricas de diferentes órgãos de 

camundongos BALB/c infectados com as Linhagens I ou II de DENV-2. 
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Tabela 5: Resultados obtidos através de avaliações clínicas de camundongos BALB/c infectados com as Linhagens I ou 

II de DENV-2 e detecção viral em diferentes órgãos deste modelo. 

 

g: gramas, AST: aspartato aminotransferase, ALT: alanina aminotransferase, U/L: unidades por litro, 

mg/dl: miligramas por decilitros, hpi: horas pós-infecção, dpi: dias pós-infecção. 
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4. Discussão 

 A dengue é uma doença febril aguda causada por um dos quatro sorotipos do DENV, 

que apresentam manifestações clínicas semelhantes, embora variações na intensidade possam 

ocorrer devido a fatores genéticos do hospedeiro, imunidade heterofílica e características da 

cepa infecciosa (Rothman et al., 1999; Edelman et al. 2008; Halstead, 2015). 

 A maioria dos pacientes desenvolve a FD, apresentando sintomas leves como febre, 

cefaleia, dor retro-orbitária, sintomas gastrointestinais, mialgia, artralgia e erupção cutânea. As 

manifestações hemorrágicas incluem petéquias, equimoses, epistaxe, hemorragia gengival e 

metrorragia, surgindo no final do período febril (Nogueira et al., 2005; Souza et al., 2008; 

Dalrymple et al., 2012). No entanto, existem casos em que a doença pode progredir para DG, 

uma complicação potencialmente letal devido a extravasamento de plasma, acúmulo de líquido 

nas cavidades pleurais e peritoneais, dificuldade respiratória, sangramento grave e 

envolvimento de vários órgãos. (OMS, 2018). 

 Manifestações incomuns podem ser subnotificadas e, uma vez que a maioria dos estudos 

diz respeito a amostras de autópsia, são escassos os dados sobre o envolvimento de diferentes 

tecidos durante casos não graves da doença (Miranda et al., 2013; Póvoa et al., 2014; Kadam, 

2016; Nunes, 2019B). Neste trabalho nós avaliamos e comparamos as alterações induzidas pela 

infecção de duas Linhagens brasileiras epidêmicas do genótipo Asiático/Americano de DENV-

2 em diferentes órgãos utilizando os camundongos imunocompetentes BALB/c como modelo 

experimental. 

 Pacientes de dengue podem manifestar febre aguda que persiste por três a sete dias após 

o período de incubação do vírus (Souza et al., 2008). Neste estudo, independente da Linhagem 

de DENV-2 infectante, a variação média da temperatura nos camundongos BALB/c, foi muito 

pequena. Curiosamente, apenas o grupo controle mostrou um ligeiro aumento na temperatura 

em 7 e 14 dpi. Contudo, valores individuais demonstram que apenas camundongos infectados 

apresentaram variação de temperatura acima de 1,5°C. Em estudos realizados pelo nosso grupo 

utilizando camundongos BALB/c infectados com DENV-3 e DENV-4, foi observado um 

aumento da temperatura em 72 hpi (Caldas et al., 2019; Rasinhas et al., 2017). A ausência de 

aumento de temperatura e outros sinais clínicos neste mesmo modelo animal infectado com 

DENV-2 foram relatados anteriormente (França et al., 2010; Sakinah et al., 2017) e podem 

estar relacionados à dengue assintomática, já que apenas cerca de 25% dos casos da doença 

apresentam sintomas (WHO, 2009).  
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 Em média, o ganho de peso entre os camundongos infectados foi inferior ao do grupo 

controle, o que pode estar associado à perda de apetite, conforme observado em casos de dengue 

em humanos e modelos imunocompetentes infectados com DENV-2 (Gubler et al., 1998; 

Atrasheuskaya et al., 2003; Sirivichayakul et al., 2012; Hotchandani et al., 2014; Chen et al., 

2016). Este resultado está de acordo com achados de Tan et al. (2010), que observou perda de 

peso entre camundongos AG129 infectados com o DENV-2. Um estudo de coorte realizado 

com pacientes de dengue em uma clínica geriátrica relatou anorexia e perda de peso (Chen et 

al., 2016). Em análises de casos entre crianças, anorexia foi relatada em 78% dos casos de DC 

e em 91,2% dos pacientes com FHD (Sirivichayakul et al., 2012). Em contraste com estes 

achados, estudos anteriores realizados pelo nosso grupo revelaram ligeiro aumento na média do 

peso corporal em camundongos infectados com DENV-3 (Caldas et al., 2019).  

 Manifestações neurológicas podem ocorrer durante a infecção pelo DENV. Casos de 

encefalite associados à dengue, além de outras manifestações menos frequentes, têm sido 

relatadas. Estudos já reportaram o isolamento do DENV a partir do líquido cefalorraquidiano 

de crianças diagnosticadas com encefalite associada à doença (Solomon et al., 2000; Malik et 

al., 2014). Hematoma subdural e hemorragia intracraniana também já foram reportados. 

(Jayasinghe et al., 2016; Chang et al., 2021). Nesse estudo, nenhum sinal clínico associado à 

alteração neurológica foi observado nos camundongos infectados pelas duas linhagens do 

DENV-2 durante o período entre a infecção e eutanásia. Entretanto, durante a coleta de órgãos, 

observamos acúmulo focal de sangue na entre o cérebro e o crânio em 24% dos camundongos 

infectados com a Linhagem I e 8%, infectados com a Linhagem II no início da infecção (72 

hpi), enquanto que, no sétimo dia de infecção, 8% dos camundongos infectados com as 

Linhagens I e II apresentaram esta alteração (dados não demonstrados). 

Hemorragia intracraniana associada a dengue é resultante de fatores como doenças 

vasculares e disfunções plaquetárias. A trombocitopenia grave (<50,000/mm3) desempenha 

papel importante em sangramentos espontâneos durante a dengue (Attavinijtrakarn et al., 

2000). Nossos resultados demonstram apenas uma pequena queda do número de plaquetas de 

camundongos infectados. Da mesma forma, Jayasinghe et al. (2016), reportou um caso de 

hemorragia intracraniana e hematoma subdural em uma paciente com trombocitopenia 

moderada. Atrasheuskaya et al. (2003), descreveu extravasamento vascular caracterizado por 

edema perivascular discreto em amostras de cérebro de camundongos BALB/c infectados com 

DENV-2, que pode indicar alteração da permeabilidade vascular. Entretanto, tal fato pode estar 

relacionado à via de inoculação invasiva escolhida. 



  101  

Visto que o aumento da permeabilidade vascular, acompanhada de extravazamento de 

plasma e albumina, é uma característica comum da fisiopatologia da dengue (Guzman et al., 

2016), o aumento de volume ou peso de órgãos pode ser uma consequência do acúmulo de 

líquido no interstício. Neste estudo, fígado, rim, pulmão, coração e baço de camundongos 

infectados e do grupo controle foram pesados imediatamente após serem removidos. Para 

garantir que o aumento do peso dos órgãos não foi apenas um reflexo do ganho de peso corporal, 

a relação peso do órgão/peso corporal (%) foi calculada. 

 O peso médio do fígado de camundongos infectados com ambas as linhagens de DENV-

2 aumentou ligeiramente e excedeu o do grupo controle no início da infecção (72 hpi) em 

camundongos infectados com a Linhagem I e, mais tardiamenre (7 e 14 dpi) em camundongos 

infectados com a Linhagem II. O aumento do fígado é comumente observado em dengue, 

principalmente em casos de DG (Gubler et al., 1998; Ferreira et al., 2018), e pode resultar de 

edema devido à alteração da permeabilidade vascular ou acúmulo de gordura nos hepatócitos 

(Singer et al., 2014; Guzman et al., 2015). Bhamarapravati et al. (1967), em um estudo com 

amostras de necrópsia, relatou figado aumentado em 58% dos casos e observou alterações 

gordurosas e hemorragia ao analisar os cortes histológicos. Outro estudo, realizado com 

pacientes com DG, mostrou uma alta prevalência (72,7%) de hepatomegalia e associou 

hepatomegalia dolorosa a níveis elevados de ALT (Ferreira et al., 2018; Bhattacharya et al., 

2019). Não houve diferença aparente entre o volume dos fígados de camundongos infectados e 

não-infectados. Porém, ao analisarmos a relação peso do fígado/peso corporal, observamos que 

ela variou de forma semelhante ao peso do fígado, sendo essa relação maior, em média, às 72 

hpi nos camundongos infectados com a Linhagem I e em todos os pontos de infecção do grupo 

infectado com a Linhagem II.  

 Nossos resultados mostraram que as médias de peso dos rins e da relação peso do 

rim/peso corporal dos camundongos infectados foram maiores do que as do grupo controle em 

todos os momentos da infecção. Embora não haja relatos de aumento do volume do rim devido 

à infecção por DENV, hepatomegalia, esplenomegalia e aumento do pâncreas têm sido 

associados à dengue (Setiawan et al., 1998; Vabo et al., 2004; 2015; Fernando et al., 2016; 

Ferreira, 2018). Não observamos edema intersticial em nossas amostras, apenas 

extravazamento de líquido em glomérulos; no entanto, outro estudo com o mesmo modelo de 

camundongos infectados com DENV-3, realizado por nosso grupo, mostrou transudato na área 

cortical do rim e aumento estatisticamente significativo no peso do rim (Caldas et al., 2019). 

Além disso, as amostras de autópsia de caso fatal humano também mostraram edema 

principalmente na região medular (Basílio-de-Oliveira et al., 2005; Póvoa et al., 2014). Para 
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cada cepa, os valores de variação de peso mais elevados foram observados às 72 hpi, no que 

diz respeito à Linhagem I, e 7 dpi quando os camundongos foram infectados com a Linhagem 

II. A diferença entre as duas linhagens foi estatisticamente significativa em 7 e 14 dpi. Uma 

possível explicação para tal diferença seria que a Linhagem II manifesta seus sinais em um 

tempo mais tardio da infecção. 

 Derrame pleural é um achado comum em pacientes de dengue que apresentam sintomas 

respiratórios, e é a causa mais frequente de dispneia. Opacidade de vidro fosco e consolidação, 

são observados com menos frequência e podem representar edema ou hemorragia pulmonar 

(Vabo, 2004 et al.; Rodrigues et al., 2014; Tahir et al., 2015; Almeida et al., 2017; Marchiori 

et al., 2020; Cunha et al., 2021). Um estudo que avaliou o envolvimento pulmonar durante a 

dengue através de exames de tomografia computadorizada relatou que estas alterações são mais 

frequentes em pacientes com DG e sugeriu que tal condição está relacionada ao extravasamento 

de plasma (Rodrigues et al., 2014). Assim como observado em fígado e rim, houve aumento do 

peso do pulmão em camundongos infectados quando comparados ao grupo controle. Com 

exceção do grupo Linhagem I/14 dpi, as médias dos animais infectados foram mais altas. Com 

relação à proporção peso corporal/peso do pulmão, as médias dos grupos infectados foram mais 

altas durante toda a infecção. Ademais, as médias dos camundongos infectados com a 

Linhagem II foram superiores àquelas dos infectados com a Linhagem I, havendo diferença 

estatisticamente significativa no décimo quarto dia de infecção. Exames de imagens não foram 

realizados neste estudo, desta forma, não é possível avaliar se o aumento do peso do pulmão foi 

resultado de derrame pleural. Entretanto, em nossas amostras histológicas, pudemos observar 

edema alveolar e hemorragia, nos permitindo inferir que tais alterações estejam relacionadas ao 

aumento de peso médio deste órgão. 

 D e maineira geral, as médias do peso do coração e da proporção peso do coração/peso 

corporal também se elevaram em camundongos infectados. Apenas um grupo (Linhagem 

II/72h) apresentou média inferior ao grupo controle. Cardiomegalia já foi reportada em casos 

de infecção por DENV (Obeyesekere & Hermon, 1973; Madhavan et al., 2014; Pareda et al., 

2015; Tahir et al., 2015). Pode ser causada por doença arterial coronariana, hipertensão, 

valvulopatias, doenças pulmonares e miocardite, entre outros (Amin & Siddiqui, 2020). Em um 

estudo realizado com dez pacientes com diagnóstico positivo para arboviroses (dengue ou 

chikungunya), nove apresentavam a alteração e outro estudo de caso reportou espessamento da 

parede ventricular (Obeyesekere & Hermon, 1973; Pareda et al., 2015). Infecções virais são a 

causa mais comum de miocardite, que pode resultar em cardiomiopatia dilatada (Tahir et al., 

2015). Apesar de termos observado um aumento de peso, nenhuma diferença aparente entre o 
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volume dos corações de camundongos infectados e não infectados foi observada. As análises 

histopatológicas também não revelaram edema ou focos de hemorragia como ocorreu em outros 

órgãos, logo, não podemos afirmar que acúmulo de fluidos no interstício resultou no aumento 

do peso médio do coração e uma investigação mais aprofundada deve ser feita para melhor 

entendermos as causas da alteração de peso.  

 Durante a infecção pelos DENV pode haver envolvimento do baço. Esplenomegalia e 

ruptura esplênica espontânea já foram verificadas em pacientes com dengue. O baço encontra-

se frequentemente congestionado em casos de FHD e hematoma subcapsular é observado em 

15% dos casos de óbito (Vabo et al., 2004; Gulati et al., 2007; De Moura Mendonça et al.; 

2011; Mukhopadhyay et al., 2014). Neste estudo, não foram observados sinais de hematoma 

subcapsular ou ruptura, entretanto, o peso médio (em todos os todos os tempos de infecção) e 

a média da razão entre o peso deste órgão e o peso corporal (em todos os todos os tempos de 

infecção para a Linhagem I e às 72 hpi e aos 14 dpi para a Linhagem II) em camundongos 

infectados foi maior quando comparados às médias do grupo não infectado. Apesar do aumento 

médio observado no peso do baço não configurar esplenomegalia, esta condição foi vista em 

um camundongo infectado com a Linhagem II de DENV-2 72 hpi, cujo baço apresentava 0,21g, 

e era 25% maior que os baços do grupo controle (dados não demonstrados). Ademais, Schul et 

al. (2007) e Tan et al. (2010) também observaram esplenomegalia em camundongos infectados 

experimentalmente com DENV-2. 

 Levando em consideração o menor ganho de peso corporal observada em camundongos 

infectados,em relação ao observado em animais controle, estes resultados sugerem que o 

aumento da média do peso dos órgãos estudados, maior nos grupos infectados, não está 

relacionado apenas ao ganho de peso e pode ser uma consequência da infecção. 

 Durante a infecção por DENV, alterações nas contagens de componentes do sangue são 

comumente observadas e indicam o prognóstico da doença. Entre as alterações, a 

trombocitopenia (contagem de plaquetas abaixo de 100.000/mm3) é uma característica das 

formas leve e grave de dengue. As plaquetas desempenham papel importante na 

imunopatogênese da dengue, secretando mediadores inflamatórios e formando agregados com 

leucócitos que induzem respostas inflamatórias (Hottz et al., 2013; Quirino-Teixeira et al., 

2020). A trombocitopenia pode resultar da agregação plaqueta-leucócito, da infecção de 

populações de células hematopoéticas da medula óssea (o que reduz sua capacidade 

proliferativa), da deposição de plaquetas no leito microvascular, ou da destruição plaquetária 

no sangue periférico (Basu et al., 2008; de Azeredo et al., 2015, Hottz et al., 2018). Neste 
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estudo, às 72 hpi, o número de plaquetas de camundongos infectados foi maior do que no grupo 

controle. Nos momentos subsequentes da infecção, este número diminuiu e atingiu valores 

ligeiramente inferiores aos do grupo controle. Uma diminuição na contagem de plaquetas é 

esperada e foi observada em estudos anteriores com camundongos imunocompetentes 

infectados com DENV-2 (Atrasheuskaya et al., 2003). A leve trombocitose às 72 hpi, que 

também foi observada em camundongos quando infectados com DENV-3 (Caldas et al., 2019), 

pode estar associada a uma resposta a fatores desencadeados pela infecção que aumenta a 

produção de trombopoietina (Pluthero et al., 2018). 

 Outra alteração observada na dengue é a hemoconcentração, que pode ser resultado do 

extravasamento de plasma (Gubler, 1998). Um aumento do HCT de 20% sobre a linha de base 

é um sinal de FHD, e sua elevação máxima coincide com o choque (Torres, 2008). O HCT 

aumentou significativamente em camundongos BALB/c infectados com DENV-3 (Caldas et 

al., 2019). Os camundongos infectados com a Linhagem I de DENV-2 apresentaram um 

aumento muito leve (menos de 2%) no HCT às 72 hpi e aos 7 dpi. Já o grupo infectado com a 

outra Linhagem apresentou média acima do grupo controle apenas aos 14 dpi. A pequena 

diferença do HCT entre grupos infectados e não-infectados, de certa forma, está de acordo as 

análises histopatológicas, uma vez que poucas amostras apresentavam extravazamento de 

plasma. Entretanto, as amostras utilizadas para análises de morfologia e hemograma não foram 

as mesmas. 

 A contagem leucocitária durante a dengue é variável e, embora leucopenia seja relatada 

com maior frequência, há casos de leucocitose associada à DG (Eu-Ahsunthornwattana et al., 

2008). Nosso estudo, em média, mostrou um aumento inicial na contagem de leucócitos de 

camundongos infectados com ambas as Linhagens de DENV-2. Essa alteração foi mais 

proeminente em camundongos infectados com a Linhagem II. Após atingir o pico (72 hpi), o 

número de leucócitos começou a diminuir e alguns indivíduos infectados em ambos os grupos 

apresentaram valores muito abaixo da média. Outro modelo de camundongo infectado com 

DENV-2 também mostrou leucocitose seguida por leucopenia (Rajmane et al., 2013), e 

camundongos BALB/c infectados com DENV-3 apresentaram uma diminuição no número de 

leucócitos às 72 hpi, aos7 e 14 dpi (Caldas et al., 2019). 

 Como a dengue é uma doença dinâmica, suas manifestações podem variar ao longo do 

tempo de infecção. A gravidade pode aumentar abruptamente durante, ou imediatamente após 

o período de defervescência (Torres et al., 2008; Martina, 2009) e apenas um entre 20 pacientes 

que desenvolvem a doença vão apresentar sinais graves (Stanaway et al., 2016). Quando 
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analisamos os valores individualmente, três camundongos infectados (Linhagem I: 24mil/mm3 

e Linhagem II: 63 e 148 mil/mm3) apresentaram número de plaquetas muito abaixo da média 

de seus respectivos grupos aos 14 dpi. Para o HCT o número de valores discrepantes foi maior: 

quatro indivíduos infectados com a Linhagem I e seis infectados com a Linhagem II também 

apresentaram valores bem acima da média de seus grupos. Já em relação à contagem de 

leucócitos, havia “outliers” tanto entre valores que tendiam à leucopenia (Linhagem I: 1,8; 0,6 

e 1,2 mil/mm3 e Linnhagem II: 1,9; 2,1 e 2,3 mil/mm3) quanto aos que tendiam à leucocitose 

(Linhagem II: 8,1; 6,6 e 4,8 mil/mm3). Estes valores discrepantes podem indicar que, apesar de 

o BALB/c ser um modelo experimental proposto para estudos de FD, alguns indivíduos podem 

apresentar sinais que tendem à DG.  

 Os DENV entram na célula por ligação específica da proteína E com receptores 

celulares. Várias proteínas envolvidas na adsorção do vírus já foram identificadas, incluindo o 

heparan sulfato, DC-SIGN (ICAM-3), as “heat shock protein” (Hsp) 70, Hsp 90, receptores de 

manose, e lectinas (Chen et al., 1997; Lozach et al., 2005; Reyes-Del Valle et al., 2005 Miller 

et al., 2008; Hoving et al., 2014; Lo et al., 2016; Laureti et al., 2018). Em humanos, o genoma 

e antígenos de DENV já foram detectados em diversos órgãos em diferentes tipos celulares 

(Jessie et al., 2004; Lima et al., 2011; Póvoa et al., 2014; Nunes, et al., 2019B; Cunha et al., 

2021). Neste estudo o genoma do DENV foi detectado em amostras de coração, músculo 

esquelético e fígado e o antígeno viral, em CE de coração e rim e em cardiomiócitos de 

camundongos infectados. Tais dados apontam que houve disseminação do vírus pelo organismo 

dos camundongos que foram inoculados pela via intravenosa, e estão de acordo com outros 

estudos que detectaram o RNA viral em diferentes tecidos após infecção experimental pelas 

vias intravenosa ou peritoneal (Shresta et al., 2006; Tan et al., 2010; Rasinhas et al., 2017; 

Caldas et al., 2019). 

 O resultado da infecção e o tropismo do DENV por determinado tecido podem ser 

influenciados pelo sorotipo ou pela virulência da cepa infecciosa (Tuiskunen et al., 2011; 

Halstead, 2015; Dissanayake et al., 2018). Um estudo realizado com soros de pacientes relatou 

que a viremia induzida por amostras da Linhagem II era duas ordens de magnitude maior do 

que a viremia induzida pela Linhagem I e um aumento no número de casos de DG ocorreu após 

a emergência da nova Linhagem de DENV-2, em 2007 (Nunes et al., 2016). Entretanto, em 

nossos estudos, apenas entre amostras de fígado, houve uma diferença notável entre os títulos 

resultantes da infecção das duas linhagens (1,2x10-1 cópias de RNA/µl para Linhagem I e 

3,93x108 cópias de RNA/µl para a Linhagem II). 
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 As anormalidades da função hepática induzidas pela infecção por DENV variam de um 

leve aumento nos níveis de transaminase e bilirrubina até a insuficiência hepática aguda, que 

pode levar à morte (Seneviratne et al., 2006; Dalugama et al., 2018; Kularatne et al., 2018). 

ALT e AST são consideradas indicadores de disfunção hepática, pois são liberadas na corrente 

sanguínea após lesão das células hepáticas (Ozer et al., 2008). Níveis elevados (geralmente, 

leve ou moderadamente) dessas enzimas são um marcador precoce de dengue. Os níveis de 

transaminases são mais elevados em pacientes com FHD ou SCD (Nguyen et al., 1997; 

Kularatne et al., 2018). Um estudo revelou um aumento superior à 10 vezes nos níveis destas 

enzimas em pacientes que vieram a óbito (Dissanayake et al., 2018; ). O aumento dos níveis 

das transaminases hepáticas também foi observado em camundongos imunocompetentes 

infectados com DENV-2 (Paes et al., 2005; 2009; França et al., 2010) assim como neste estudo, 

que mostrou um aumento médio nos níveis de AST e ALT em todos os momentos de infecção 

em camundongos infectados com a Linhagem I, enquanto as amostras infectadas com a 

Linhagem II apresentaram valores mais elevados nos primeiros dias de infecção (24 e 48 hpi) 

(AST) e às 48 e 72 hpi (ALT). Ademais, ambos os grupos infectados apresentaram indivíduos 

com os níveis de AST e ALT bastante acima da média de seus grupos. Essas diferenças, como 

já foi mencionado, podem indicar uma tendência a manifestações mais graves. 

 Alterações histopatológicas induzidas pela infecção por DENV podem ser observadas 

em fígados de camundongos imunocompetentes experimentalmente infectados, bem como em 

amostras de autópsia de casos graves (Atrasheuskaya et al., 2003; Barreto et al., 2004; Basílio-

de-Oliveira et al., 2005; Paes et al., 2005; Gulati et al., 2007; França et al., 2010; Póvoa et al., 

2014; Sakinah et al., 2017). Embora apenas duas amostras de fígado tenham testado positivo 

para o genoma viral (Linhagem I: 1/10 e Linhagem II: 1/10), uma série de alterações foram 

observadas em nossas amostras. As alterações foram focais, conforme relatado em outros 

estudos (Barreto et al., 2004; Barth et al., 2006). A alteração mais frequentemente observada 

foi infiltrado de células inflamatórias, o que corrobora achados anteriores em camundongos 

BALB/c infectados com DENV-2, -3 e -4 (Atrasheuskaya et al., 2003; Barreto et al., 2004; 

Paes et al., 2005; Rasinhas et al., 2017; Caldas et al., 2019). Após a infecção por DENV, as 

células de Kupffer e macrófagos liberam citocinas e quimiocinas que ativam as células 

inflamatórias. A liberação de citocinas pró-inflamatórias pelas células Th1 pode, então, resultar 

em vasodilatação (Dissanayake et al., 2018). A dilatação dos capilares sinusóides foi observada 

com maior frequência nas amostras infectadas com a Linhagem I (90%), enquanto a frequência 

entre as amostras infectadas com a outra linhagem foi de 10%. Essa alteração foi observada em 
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outros estudos usando o mesmo modelo de camundongo (Barreto et al., 2004; Barth et al., 

2006; Caldas et al., 2019). 

 Outra alteração observada no fígado foi a balonização das células hepáticas, que é 

presumivelmente causada pelo influxo de fluidos na célula devido ao dano à membrana 

citoplasmática (Saxena et al., 2018). Essa alteração estava presente em 70% e 80% das amostras 

infectadas com a Linhagem I e II, respectivamente, e já foi relatada como resultado de infecção 

viral (Chau et al., 2004; Sanyal et al., 2005). Sabe-se que a infecção por DENV pode alterar o 

metabolismo lipídico (Randall et al., 2018). Esteatose macrovesicular foi observada em uma 

amostra infectada com a Linhagem II. Essas alterações foram observadas em estudos realizados 

por nosso grupo, em camundongos BALB/c infectados com DENV-3 e -4 (Rasinhas et al., 

2017; Caldas et al., 2019). O acúmulo intracelular de gordura ocorre em diferentes células 

humanas infectadas com DENV, bem como na linha de células C6/36 de Aedes. albopictus, e 

pode desempenhar um papel na produção viral (Samsa et al., 2009; Zhang et al., 2018; 

Ambroggio et al., 2021). 

 Neste estudo, também foi observado o aumento do volume do núcleo de hapatócitos. A 

cariocitomegalia pode ser causada pela poliploidia de hepatócitos. Não há na literatura menção 

de tal alteração em dengue; entretanto, o aumento do número de células hepáticas com núcleos 

aumentados foi associado a danos ao fígado (Dumková et al., 2017; Rabelo et al., 2018). Outros 

núcleos, de aparência atípica, apresentavam inclusões e padrões alterados de cromatina, que 

também foram observados em fígados de camundongos BALB/c infectados com DENV-3 

(Caldas et al., 2019). As inclusões nucleares acumulam, na matriz nuclear, substâncias que não 

são encontradas no núcleo em circunstâncias normais e podem ser causadas por infecção viral. 

Nos hepatócitos, podem ser resultado do acúmulo de glicogênio (Ip et al., 2010). Paes et al. 

(2005) também observou inclusões nucleares em amostras de fígado de camundongos BALB/c 

e as descreveu como semelhantes a lipídeos. Porém, uma investigação mais aprofundada é 

necessária para identificar a natureza das inclusões observadas neste estudo. 

 A poliploidização e binucleação dos hepatócitos são características do crescimento e da 

fisiologia do fígado ou podem estar associadas a doenças. Podem ser favoráveis para patógenos 

ou induzidas por eles para melhorar a sobrevida (Grizzi et al., 2007). Por outro lado, as células 

bi/multinucleadas são mais capazes de responder a uma grande demanda de síntese de proteínas 

(Toyoda et al., 2005; Austin et al., 2014; Wang et al., 2017). Nossas amostras infectadas 

apresentaram um aumento significativo na bi/multinucleação. A mesma alteração foi observada 

em camundongos BALB/c por Sakinah et al. (2017) e por nosso grupo em um estudo sobre 
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reinfecção por sorotipo heterólogo de DENV (Almeida et al., 2018). As células binucleadas 

podem ser formadas por divisão nuclear ou fusão celular (Hedgecock et al., 1985; Glotzer et 

al., 2005) e vários vírus têm atividade fusogênica (Duelli & Lazebnik, 2007; Gentric et al., 

2014). Grizzi et al. (2007) sugeriu que a binucleação é a resposta da célula à doença hepática 

porque aumenta com a progressão do estado necroinflamatório. Além disso, pode ser um sinal 

de regeneração do tecido, pois o aumento de bi/multinucleação após hepatectomia parcial 

também já foi reportado (Miyaoka et al., 2012). A binucleação observada neste estudo pode ter 

aumentado em resposta à infecção. Além disso, uma diminuição no número total de hepatócitos 

foi observada em camundongos infectados com ambas as Linhagens, o que pode indicar morte 

celular. De fato, algumas de nossas amostras apresentaram necrose, como observado também 

em outros estudos com DENV-2 (Atrasheuskaya et al., 2003; Barreto et al., 2004; Paes et al., 

2005) e DENV-4 (Rasinhas et al., 2017). 

 A DG está associada ao extenso envolvimento do endotélio (Basu et al., 2008). A 

alteração da permeabilidade vascular desempenha um papel importante na patogênese da 

mesma (Gluber et al., 1998; Puerta-Guardo et al., 2016). Estudos demonstraram que o aumento 

do número de células endoteliais hepáticas infectadas coincide com o início da DG (Zellweger 

et al., 2010). Entretanto, postula-se que a permeabilidade vascular é causada por mediadores 

inflamatórios e não por dano ao endotélio ou morte celular (Aye et al., 2014; Puerta-Guardo, 

2016; Malavige, 2017). Embora o nosso modelo não seja de DG, hemorragia focal foi 

observada em uma amostra de fígado, sugerindo permeabilidade vascular alterada. Este achado 

está de acordo com relatos de casos humanos (Basílio-de-Oliveira et al., 2005; Póvoa et al., 

2014) e estudos desse mesmo modelo experimental infectado com DENV-3 e DENV-4 

(Rasinhas et al., 2017; Caldas et al., 2019). 

 Alguns autores sugerem que o rim não seja um alvo do DENV devido à falta de 

evidências de replicação viral nesse órgão (Jessie et al., 2004; Póvoa et al., 2014). Entretanto, 

o envolvimento desse órgão durante a dengue é documentado. Proteinúria, hematúria e 

glomerulonefrite foram relatadas durante ou logo após a infecção aguda por dengue. Além 

disso, insuficiência renal aguda (IRA) e lesão renal aguda são características comuns entre 

pacientes com FHD / SCD (Acharya et al., 2010; Laoprasopwattana et al., 2010; Bhagat et al., 

2012; Mehra et al., 2012; Oliveira et al., 2015; Vachvanichsanong et al., 2015; Pagliari et al., 

2016; Vakarani et al., 2017; Nunes, 2019B). 

 Como a ureia é reabsorvida pelos rins, níveis alterados desse metabólito no sangue 

podem indicar disfunção renal. Níveis elevados de ureia são frequentemente mencionados 
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quando há envolvimento renal durante a dengue (Mohsin et al., 2009; Laoprasopwattana et al., 

2010; Oliveira et al., 2015; Mallhi et al., 2015; Tansir et al., 2017), e pode ser uma consequência 

de lesão glomerular ou hipotensão (Mallhi et al., 2015). Para a análise fa função renal dos 

camundongos, amostras de sangue foram coletadas às 24, 48 e 72 hpi, e os níveis de ureia 

(BUN) foram medidos. Enquanto as médias do grupo infectado com a Linhagem I não 

ultrapassaram as médias do grupo controle, os camundongos do grupo Linhagem II 

apresentaram maiores níveis do metabólito quando comparados ao grupo controle negativo às 

24 e 48 hpi. Um estudo prévio também aponta o aumento dos níveis de ureia (BUN) em soros 

de camundongos BALB/c infectados com DENV-3 (Caldas et al., 2019). A diferença entre os 

grupos infectados com as Linhagens I e II foi estatisticamente significativa em 24 e 48 hpi. Os 

resultados distintos podem ser um reflexo das diferentes cepas virais ou fatores genéticos do 

hospedeiro. 

 As alterações observadas nas amostras de rins foram focais e não diferiram 

qualitativamente entre as linhagens. Por outro lado, quantitativamente, a diferença entre as 

Linhagens I e II quanto ao aumento do volume dos glomérulos (90% e 60% dos camundongos 

infectados, respectivamente) foi notável. De acordo com esses resultados, a análise 

morfométrica revelou que, em média, a área glomerular em camundongos infectados com a 

Linhagem I excedia ligeiramente a área glomerular em camundongos infectados com a outra 

linhagem. No entanto, a diferença não foi significativa. Alterações glomerulares são 

frequentemente relatadas em casos de dengue em que os rins estão afetados (Oliveira et al., 

2015; Pagliari et al., 2016; Lim et al., 2019). Neste estudo, as amostras de rim de camundongos 

infectados apresentaram tanto atrofia glomerular quanto aumento do volume de glomérulos. De 

fato, a análise morfométrica mostrou que, enquanto, em média, a área glomerular dos 

camundongos infectados excedia a do grupo controle, o número de corpúsculos de Malpighi 

(cM) nos rins dos camundongos não infectados superava os dos grupos infectados. Nossos 

achados morfométricos relativos aos cM podem sugerir que a atrofia é um estágio inicial de 

necrose, pois, em um estudo semelhante, Caldas et al. (2019) observou glomérulos em 

diferentes estágios de atrofia, bem como áreas livres de glomérulos no córtex renal de 

camundongos BALB/c infectados com DENV-3. A diferença do número de cM foi 

estatisticamente significativa entre todos os grupos. Em relação ao aumento do volume 

glomerular, havia, em nossas amostras, áreas onde os glomérulos estavam aumentados devido 

ao aparente aumento de celularidade, a ponto de obliterar o espaço de Bowman. Após 

observação sob microscópio eletrônico de transmissão, foi possível verificar que tal aumento 

foi resultado da proliferação mesangial e migração de células mononucleares. Análises de 
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amostras de pacientes com dengue e camundongos BALB/c infectados experimentalmente 

associou a proliferação mesangial com a deposição de imunocomplexos em glomérulos 

(Boonpucknavig et al., 2003; Barreto et al., 2004; Lizzaraga, 2014; Upadhaya, 2010). Como 

resultado do aumento da celularidade, os glomérulos apresentaram capilares congestionados e 

edema. Nunes et al. (2019B) e Pagliari et al. (2016) também observaram congestão em capilares 

em glomérulos; entretanto, não houve proliferação mesangial em suas amostras. 

 Em nossas análises ultraestruturais, observamos acúmulo de líquido no interior de 

glomérulos, no entanto, não observamos nenhum dano endotelial. A permeabilidade capilar 

pode ser decorrente da liberação de mediadores inflamatórios da célula mononuclear presente, 

tanto no interior dos capilares quanto infiltradas entre as células do folheto parietal da cápsula 

de Bowman. Essa hipótese é corroborada por autores que acreditam que a permeabilidade 

vascular alterada na dengue é causada pela resposta imunológica do hospedeiro, e não pela 

infecção de células endoteliais ou morte celular (Aye et al., 2014; Puerta-Guardo et al., 2016; 

Malavige & Ogg, 2017). Além disso, algumas de nossas amostras apresentaram focos de 

hemorragia e pequenos infiltrados de células mononucleares na área cortical de rim, o que está 

de acordo com estudos realizados com casos humanos de infecção DENV-3 e -4, e 

camundongos BALB/c infectados com DENV-3 (Basílio-de-Oliveira et al., 2005; Limonta et 

al., 2012; Póvoa et al., 2014; Nunes et al., 2019B; Caldas et al., 2019). 

 Análises a partir de amostras de autópsia associaram necrose tubular à dengue (Póvoa 

et al., 2014; Pagliari et al., 2015; Nunes et al., 2019B). Mohsi et al. (2009) relatou um caso de 

IRA com necrose tubular em um paciente com dengue que apresentava apenas sintomas 

clássicos da dengue. Alguns autores sugerem que a necrose resulta de processos isquêmicos 

devido a choque hipovolêmico grave, hipoprofusão, hipóxia, edema intersticial, infiltrado 

mononuclear, glomerulonefrite aguda ou rabdomiólise (Wiwanitkit et al., 2005; Lee et al., 

2009; Mohsin et al., 2009; Póvoa et al., 2014; Tansir et al., 2017). Análises de rim de modelo 

murino BALB/c demonstraram figuras mitóticas, sinais indiretos de hiperplasia, que podem 

estar relacionados à lesão tubular (Caldas et al., 2019). Todos os rins de camundongos 

infectados apresentaram áreas focais de necrose tubular, principalmente em túbulos contorcidos 

proximais. As amostras apresentaram descamação das células epiteliais e perda das vilosidades 

que constituem a borda em escova, assim como observado por Tansir et al (2017) em amostra 

de biópsia. Por outro lado, Caldas (2019) reportou espessamento da planura estriada. Dados de 

autópsias descreveram perda de membrana basal, núcleos picnóticos e dilatação do RE em 

células necróticas, hemorragia e atrofia tubular com infiltrado inflamatório mononuclear 

discreto. Além disso, IL-18 e IL-6, ambas citocinas pró-inflamatórias, foram detectadas em 
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células tubulares (Basilio-de-Oliveira et al., 2005; Póvoa et al., 2014; Pagliari et al., 2015; 

Nunes et al., 2019B). Em nossas amostras, alguns núcleos apresentavam-se picnóticos, 

alteração observada neste mesmo modelo infectado com DENV-3 (Caldas et al., 2019). Outros, 

apresentaram grande perda de cromatina. Havia áreas de rarefação citoplasmática e algumas 

células epiteliais dos túbulos contorcidos estavam palidamente coradas. As análises 

ultraestruturais revelaram que essas células estavam esvaziadas, com perda da maior parte do 

seu conteúdo citoplasmático. Ademais, os cortes histológicos revelaram alguns núcleos 

deslocados devido a inclusões citoplasmáticas arredondadas e de grande volume e semelhantes 

a gotículas de lipídios. Essas inclusões também foram vistas por Caldas et al. (2019). Análises 

ultraestruturais demonstraram que, na verdade, estas estruturas eram vesículas, o que, até o 

presente momento não foi descrito como uma alteração no tecido renal durante a infecção pelos 

DENV. 

 Há na literatura poucos relatos de manifestação pulmonar grave devido à infecção por 

DENV (Sharma et al., 2007; Marchiori et al., 2009; 2012; Koyama, 2021), e um estudo 

realizado por Rodrigues et al. (2014) mostrou que há uma tendência leve à moderada de 

envolvimento do pulmão. O genoma ou antígeno do DENV não foram detectados em nossas 

amostras deste órgão. Contudo, havia alterações no pulmão de camundongos infectados, tais 

como espessamento do septo interalveolar e colapso alveolar devido à migração de células 

inflamatórias para o interstício. Análises histomorfométricas demonstraram que a diferença 

entre a espessura média de septos de camundongos do grupo controle e infectados foi 

estatisticamente significativa, assim como foi observado neste mesmo modelo experimental 

infectado com DENV-3 (Caldas et al., 2019). A diferença entre os dois grupos infectados 

também foi significativa. Como mecanismo compensatório, alguns alvéolos estavam 

hiperinsuflados. Estas constatações estão de acordo com dados de investigação de casos fatais 

e estudos experimentais com camundongos (Barreto et al., 2004; Basílio-de-Oliveira et al., 

2005; Barth et al., 2006; Rodrigues et al., 2014, Póvoa et al., 2014; Rasinhas et al., 2017, Caldas 

et al., 2019).  

 Conforme mencionado acima, algumas amostras de pulmão apresentavam hemorragia 

focal e edema, também observados em camundongos BALB/c infectados com DENV-3 (Caldas 

et al., 2019). Em humanos, hemorragia pulmonar é relatada em casos fatais (Basílio-de-Oliveira 

et al., 2005; Rodrigues, et al.2014, Póvoa et al., 2014), e alguns pacientes com sintomas mais 

graves apresentaram secreção tingida de sangue provenientes de ambos os pulmões (Marchiori 

et al., 2009; 2012). Até onde se sabe, nenhum caso de hemorragia pulmonar relacionado à FD 
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foi relatado em humanos, talvez pelo fato de que o envolvimento pulmonar não é 

frequentemente investigado em tais casos. 

 Embora os dados sobre manifestações cardíacas na dengue sejam escassos, 

ultimamente, o envolvimento do coração tem sido cada vez mais relatado (Salgado et al., 2010; 

Pareda et al., 2015; Tansir et al., 2017; Bhatt et al., 2020; Janakiraman Abhinayaa et al., 2021) 

e está principalmente associado a casos graves (Salgado et al., 2010; Pareda et al., 2015; 

Janakiraman Abhinayaa et al., 2021). Os principais achados incluem distúrbios de condução 

atrioventricular, arritmias supraventriculares, miocardite, bradicardia, taquicardia, derrame 

pericárdico, disfunção diastólica e níveis aumentados de enzimas cardíacas (Salgado et al., 

2010; Miranda et al., 2013B; Tahir et al., 2015; Janakiraman Abhinayaa et al., 2021). A maioria 

das manifestações cardíacas é atribuída à miocardite, causada por infecção viral (Tahir et al., 

2015; Estofolete et al., 2019).  

 A presença do DENV no coração já foi demonstrada em casos humanos fatais e em 

modelo experimental (Lima et al., 2011; Salgado et al., 2010; Miranda et al., 2013B; Póvoa et 

al., 2014, Rasinhas et al., 2018; Cladas et al., 2019). Neste estudo, o genoma e o antígeno viral 

foram detectados em amostras de coração de camundongos infectados com ambas as linhagens 

de DENV-2. Embora não seja claro se o dano tecidual é causado por infecção viral direta ou 

resposta celular do sistema imunológico do hospedeiro (Salgado et al., 2010; Oliveira et al., 

2017, Kangussu et al., 2021), uma série de alterações histopatológicas já foram relatadas 

(Miranda et al., 2013A; 2013B; Póvoa et al., 2014; Oliveira et al., 2017, Rasinhas et al., 2017; 

Caldas et al., 2019; Kangussu et al., 2021). 

 As amostras de tecido cardíaco de murinos analisadas aqui apresentaram alterações 

histopatológicas e ultraestruturais focais e comuns entre as duas linhagens de DENV-2. 

Infiltrado inflamatório é encontrado em coração de modelos murinos infectados 

experimentalmente com DENV e também já foi observado em casos humanos (Miranda et al., 

2013A; 2013B; Póvoa et al., 2014; Oliveira et al., 2017, Jácome et al., 2019, Rasinhas et al., 

2018; Kangussu et al., 2021). Miranda e colaboradores (2013B) relataram que o infiltrado 

mononuclear consiste principalmente em células do tipo macrófago CD68+. Rarefação 

citoplasmática e do conteúdo nuclear dos cardiomiócitos foi observada em nossas amostras 

histológicas. As análises por MET demonstraram que a rarefação é decorrente da degeneração 

de miofilamentos, que também foi observada por Miranda (2013A) e Póvoa (2014). Também 

foi observada alteração de mitocôndrias, que em estudos em humanos foi associada ao processo 

apoptótico das fibras cardíacas (Póvoa et al., 2014). Assim como observado por Caldas et al. 
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(2019) e Rasinhas et al. (2017) em camundongos infectados com os DENV-3 e DENV-4, nossas 

amostras apresentaram pequenas áreas de congestão vascular (Rasinhas et al., 2017; Caldas et 

al., 2019). As diferenças observadas nas alterações induzidas por sorotipos diferentes podem 

indicar que um determinado sorotipo de DENV tenha maior ou menor tropismo por 

determinado órgão (Dissanayake et al., 2018). Neste estudo, as alterações observadas em 

coração foram moderadas; entretanto, estudos realizados com camundongos BALB/c 

infectados com os DENV-3 e DENV-4 revelaram alterações na morfologia de discos 

intercalares, redução da pressão sanguínea e consequente aumento da frequência cardíaca e 

aumento do extravasamento de plasma no coração (Rasinhas et al., 2017; Kangussu et al., 

2021).  

 Mialgia e fraqueza muscular são manifestações apresentadas por pacientes de dengue. 

De acordo com um estudo realizado por Misra et al (2012), o envolvimento muscular durante 

a dengue é benigno e auto-limitante (Malheiros et al., 1993; Davis et al., 2004; Acharya et al., 

2010; Tansir et al., 2017; Gulati et al., 2020). Análises de biópsias de músculo esquelético 

revelaram infiltrado inflamatório perivascular, proliferação mitocondrial, focos de necrose com 

ou sem miofagocitose e hemorragia intersticial (Malheiros et al., 1993; Davis et al., 2004; 

Acharya et al., 2010; Misra et al., 2012). Presença de edemas, focos de hemorragia e alterações 

metabólicas podem ser responsáveis pela fraqueza muscular transiente (Misra et al., 2012). Não 

obeservamos alterações morfológicas neste tecido. Entretanto, o vRNA foi detectado em 

amostras de músculo esquelético de camundongos infectados com ambas as linhagens de 

DENV-2. Este achado está de acordo com um estudo de infecção experimental de cultura de 

miotubos humanos, que mostrou que o DENV é capaz de infectar e replicar em células 

musculares (Salgado et al., 2010).  

 A elevação dos níveis de CK é indicativo de dano no tecido muscular, no coração ou no 

cérebro. A hipótese mais provável é que o dano causado seja muscular. Para avaliar dano 

cardíaco, CK-MB é mais apropriada. Nossos resultados mostraram que, em média, 24 e 48 hpi, 

os níveis de CK estavam mais elevados em camundongos infectados com ambas as linhagens 

de DENV-2, principalmente no grupo Linhagem II. A análise individual mostrou que seis 

camundongos infectados apresentaram níveis de CK muito acima da média de cada grupo 

(Linnhagem I: 1.209 U/L, 1.837 U/L e 979 U/L e Linhagem II: 1.89 U/L 7, 4.354 U/L e 822 

U/L). Nossos resultados estão em concordância com estudos de casos humanos de dengue em 

que há elevação dos níveis desta enzima. Porém, estes estudos também relatam alterações 

funcionais e histopatológicas do músculo esquelético que não foram observados neste trabalho 

(Malheiros et al., 1993; Misra et al., 2012; Tansir et al., 2017; Gulati et al., 2020).  
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Desde a introdução do DENV-2 no Brasil, três diferentes linhagens deste sorotipo foram 

descritas (Drummond et al., 2013; Faria et al., 2015; Torres et al., 2019). A segunda Linhagem 

a ser descrita ficou restrita ao nordeste do país (Drummond et al., 2013) e não foi associada a 

nenhuma grande epidemia. Já a primeira e a terceira linhagem, aqui referidas como Linhagem 

I e Linhagem II, respectivamente, foram responsáveis por dois grandes surtos com perfis 

epidemiológicos distintos: a epidemia provocada pela Linhagem II resultou em maior número 

de casos graves, hospitalizações e óbitos e acometeu um número maior de jovens abaixo de 15 

anos de idade (Nogueira et al., 2007; Siqueira et al., 2011; Rodriguez-Barraquer et al., 2011).  

 A cocirculação de diferentes sorotipos, a emergência de novas cepas virais do genótipo 

Asiático e a teoria de que variações genéticas do DENV podem resultar em diferentes graus de 

virulência ressaltam a importância da investigação do papel destes fatores na ocorrência de 

casos graves e fatais. Ademais, o evidente acometimento de múltiplos órgãos durante a dengue 

torna necessário o melhor entendimento da infecção sistêmica e sua potencial contribuição na 

evolução para a DG. Ficou demonstrado, neste estudo, que em modelo experimental BALB/c, 

a infecção pelas Linhagens de DENV-2 não induz alterações diferentes qualitativamente. 

Contudo, para alguns parâmetros, houve diferença significativa na magnitude/intensidade e 

tempo com que tais alterações se manifestaram. 
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5. Perspectivas 

 Avaliar o envolvimento do baço e do sistema nervoso central, órgãos de importante 

relevância na patogênese das arboviroses.  

 Avaliar o perfil citocínico e a viremia resultantes da infecção dessas Linhagens no 

modelo murino.  
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6. Conclusões 

 O modelo experimental BALB/c demonstrou-se susceptivél a ambas as Linhagens de 

DENV-2 

 De uma forma geral, independente da Linhagem de DENV-2 infectante, não foi 

observado aumento na temperatura média dos camundongos infectados durante o curso 

da infecção.  

 Camundongos infectados com a Linhagem II ganharam, significativamente, menos peso 

que aqueles infectados com a Linhagem I, no entanto, com exceção do coração, os pesos 

dos órgãos de camundongos do grupo Linhagem II foram significativamente maiores 

aos 14 dpi.  

 Nos aninais infectados pela Linhagem I, os níveis de AST, foram ligeiramente elevados 

durante todo o curso da infecção, e naqueles infectados com a Linhagem II, somente às 

24 e 48 hpi. Já os níveis de ALT, em camundongos infectados pela Linhagem I 

encontraram-se mais elevados mais precocemente (24 hpi) do que aqueles infectados 

pela Linhagem II (48 hpi).  

 Níveis de ureia (BUN) foram significativemante mais elevados em camundongos 

infectados pela Linhagem II e o HCT, mais elevado no grupo infectado com a Linhagem 

I.  

 Animais infectados com a Linhagem II apresentaram níveis séricos de CK 

significativamente mais elevados que em camundongos infectados com a Linhagem II 

24 e 48 hpi. 

 As alterações morfológicas não apresentaram diferenças qualitativas entre as linhagens 

na maioria dos órgãos, no entanto, no fígado, necrose, esteatose macrogoticular e focos 

de hemorragia só estavam presentes em camundongos infectados com a Linhagem II.  

 Apesar de camundongos infectados com a Linhagem I apresentaram maior redução na 

população de hepatócitos, aqueles infectados com a Linhagem II apresentaram mais 

bi/multinucleação nestas células, menor número de corpúsculos renais e septos 

interalveolares mais espessados.  

 A análise individual dos camundongos infectados com a Linhagem II indicou uma maior 

tendência destes aniamais a exibir sinais mais graves da doença.  

 Com base nos tempos de infecção pré-estabelecidos, os dados sugerem que os sinais de 

infecção induzidos pela Linhagem II se manifestam com maior intensidade em 

momentos mais tardios quando comparados à Linhagem I. 

 Camundongos BALB/c, mostraram-se um modelo experimental adequado  para estudos 

de fisiopatologia da dengue nos órgãos avaliados. 
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