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A dengue é hoje a mais importante arbovirose que afeta o homem e constitui um 

sério problema de saúde pública no mundo, especialmente nos países tropicais, onde as 

condições do meio ambiente favorecem o desenvolvimento e a proliferação do Aedes 

aegypti, principal mosquito vetor. Embora o conhecimento sobre a patogênese da 

doença seja incipiente, atribui-se um importante papel às citocinas na resposta do 

hospedeiro à infecção. Dentre estas podemos destacar o IFN-γ, uma citocina com 

importante função na imunidade contra agentes infecciosos. Neste trabalho, avaliamos o 

papel desempenhado pelo IFN- γ e por uma de suas moléculas efetoras, o óxido nítrico 

(NO), na resposta à infecção pelo vírus da dengue. Para isso, foi utilizado um modelo 

experimental, baseado na infecção de camundongos com uma isolado clínico de 

Dengue-2 previamente adaptado ao hospedeiro murino. Camundongos selvagens 

liberam IFN-γ após serem infectados com o vírus da dengue. Além disso, animais 

deficientes na expressão do IFN-γ (IFN- γ
-/-
) apresentaram taxas elevadas de letalidade 

após a infecção com o vírus da dengue. Esta baixa sobrevida foi associada a uma 

manifestação agravada da doença quando comparados com animais selvagens 

infectados, como demonstrado pelo aumento da plaquetopenia, hemoconcentração e 

hipernocicepção encontrada nestes animais, além de níveis sistêmicos de TNF-α e IL-6 

elevados. Além disso, houve prejuízo na produção de quimiocinas no fígado de animais 

IFN-γ
-/-
 infectados e aumento do infiltrado neutrofílico para o pulmão em relação ao 

observado nos controles selvagens infectados. Esta maior susceptibilidade à infecção foi 

caracterizada por prejuízo no controle da replicação viral após a infecção, fato que 

inferimos estar associado à menor capacidade desses animais em produzir o NO. De 

fato, a produção do gás, catalisada pela enzima iNOS, se mostrou importante durante a 

infecção, como evidenciado pela susceptibilidade aumentada dos animais iNOS
-/-
. Estes 

animais, de maneira semelhante aos animais IFN-γ
-/-
,apresentaram letalidade acentuada 
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frente à infecção, além de intensa gravidade nos sinais hematológicos como avaliado 

pelo decréscimo do número de plaquetas e hemoconcentração elevados. Camundongos 

iNOS
-/-
 também apresentaram níveis de TNF-α e IL-6 circulantes elevados, e produção 

de quimiocinas teciduais e influxo de neutrófilos para o pulmão reduzidos. Por fim, 

mesmo sendo capazes de produzir IFN-γ, os animais iNOS
-/-
 se mostraram inaptos a 

controlar a replicação do vírus da dengue, como acessado pelo alto título viral 

encontrado no baço destes animais. Desta forma, concluímos que a produção de óxido 

nítrico induzida pelo IFN-γ é uma via importante na resposta à infecção pelo vírus da 

dengue. Na ausência destas moléculas há marcante incapacidade de controle da 

replicação viral por parte do hospedeiro, levando a uma manifestação mais grave da 

infecção. Estratégias que elevem a produção das duas moléculas podem resultar em 

benefícios no controle da infecção primária pelo vírus da dengue.  

 

Palavras-chave: 

Infecção, dengue, IFN-γ, iNOS, óxido nítrico, inflamação, síndrome da resposta 

inflamatória sistêmica 
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Dengue is currently the most important mosquito-borne disease that affects 

humans and constitutes a serious world health problem. Although knowledge about the 

disease pathogenesis is incipient, an important role is attributed to cytokines in host 

response to infection. Among them, we highlight IFN-γ, a cytokine with important 

functions in immunity to infectious agents. In this work, we evaluated the role played 

by IFN-γ and by one of its effectors molecules, nitric oxide, during de response to 

Dengue virus infection.  For this purpose, we used an animal model based in mice 

infection with a clinical Dengue-2 isolate, adapted to the murine host.  Mice were able 

to produce IFN-γ after infection with Dengue virus. Furthermore, mice deficient in IFN-

γ production (IFN-γ
-/-
) presented higher lethality after infection with dengue virus. This 

reduced survival rate was associated by a more severe disease manifestation when 

compared to wild type infected mice, as assessed by increase in thrombocytopenia, 

haemoconcentration and hypernociception, besides elevated systemic TNF-α and IL-6 

concentrations. In addition, there was loss in liver chemokine production by infected 

IFN-γ
-/-
, and increased neuthophil influx to lungs, when compared to control wild type 

infected mice. This enhanced susceptibility to infection was characterized by loss in 

control of viral replication after infection, what we deduced to be associated with 

reduced ability of NO-production by IFN-γ
-/-
 mice. Hence, iNOS-mediated NO 

production seemed important during dengue infection, as showed by increased 

susceptibility of iNOS
-/-
 mice. These animals, akin to IFN-γ

-/- 
mice, presented enhanced 

lethality after infection, in addition to elevated platelet counts and reduced 

haemoconcentration. iNOS
-/-
 mice also showed exacerbated TNF-α and IL-6 level in 

circulation, and reduced tissue chemokine content and neutrophil infux to the lung. 

Finally, even able to produce high levels of IFN-γ during infection, iNOS
-/-
 mice 

seemed to be unable to control dengue virus replication, as assessed by high viral titers 
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in spleen of these mice. Then, we conclude that IFN-γ-induced NO production is an 

important pathway during response to dengue virus infection. In the absence of these 

two molecules, there is reduced ability of viral replication control by the host, resulting 

in a more severe disease manifestation. Strategies capable to enhance production of 

these two molecules may result in benefits during the control of primary infection by 

Dengue virus. 

 

Keywords: 

Infection, dengue, IFN-γ, iNOS, nitric oxide, inflammation, systemic inflammatory 

response syndrome 
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O termo imunidade é derivado da palavra latina immunitas, que se refere à 

proteção contra processos legais que os senadores romanos tinham durante o seu 

mandato (ABBAS & LICHTMAN, 2005). Os historiadores acreditam que Tucídides, 

em Atenas, no século V a.C., foi quem primeiro usou o termo referindo-se a uma 

infecção que ele chamou de “peste”. Mas é possível que o conceito de imunidade já 

existisse muito antes disso, como sugere o antigo costume chinês de estimular a 

imunidade das crianças contra a varíola fazendo-as inalar um pó da lesão cutânea da 

pele de pacientes que estavam se recuperando da doença (ABBAS & LICHTMAN, 

2005). Deste modo, historicamente, imunidade significava proteção contra doenças 

infecciosas. As células e moléculas envolvidas na imunidade formam o sistema 

imunológico (ou sistema imune) e a sua resposta coletiva e coordenada à introdução de 

substâncias estranhas é chamada de resposta imune.  

A função fisiológica do sistema imune é a defesa contra substâncias estranhas, 

sejam elas macromoléculas, tais como proteínas ou polissacarídeos, ou microrganismos 

infecciosos. Dentre os diversos agentes infecciosos capazes de desencadear uma 

resposta imune por parte de um hospedeiro, podemos destacar os vírus. De fato, estes 

minúsculos invasores foram identificados pela peculiar habilidade de causar infecções, 

mesmo após serem submetidos à filtragem com filtros de porcelana (ADLER E.M., 

2006). Os vírus levam uma existência minimalista: são formados essencialmente por um 

genoma composto por ácidos nucléicos, envoltos por um capsídeo protéico (e 

frequentemente por um envelope lipídico) e se reproduzem apenas no interior de células 

de um hospedeiro apropriado, subvertendo proteínas e vias de sinalização do hospedeiro 

para sua própria manutenção.  

Os vírus tipicamente infectam uma grande variedade de populações celulares 

utilizando as moléculas normais da superfície celular como receptores para entrarem nas 
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células alvo. Feito isso, os vírus podem causar lesão tecidual e doença por diversos 

mecanismos. A replicação viral interfere com a síntese e função das proteínas celulares 

normais e leva à lesão e, por fim, à morte da célula infectada. Em infecções virais 

latentes pode haver prejuízo pelo estímulo da síntese de proteínas que alterem 

determinadas funções celulares (ABBAS & LICHTMAN, 2005). Deste modo, as 

respostas imunes aos vírus têm o objetivo de bloquear a infecção e eliminar as células 

infectadas. 

Dentre os diversos vírus capazes de infectar e causar doenças na espécie 

humana, o vírus da Dengue tem merecido atenção. O registro mais antigo de uma 

infecção semelhante à causada pelo vírus da dengue consta em uma enciclopédia de 

medicina chinesa, e data do ano 992 d.C. (GUBLER, 1998). Uma epidemia descrita por 

Benjamin Rush na Filadélfia, em 1780, era caracterizada pelos seguintes sintomas: 

febre, dor de cabeça, náusea e vômitos, além de intensas dores musculares e articulares 

e manifestações hemorrágicas (RIGAU-PÉREZ, 2006). Tal síndrome foi denominada 

“febre quebra-ossos”. Mais tarde, em Madrid em 1801, uma síndrome similar foi 

nomeada Dengue, que em espanhol significa dengo, melindre, lamúria, e se refere ao 

estado lastimável dos acometidos (RIGAU-PÉREZ, 1998). É consenso, no entanto, que 

apenas no final do século XVIII, uma doença caracterizada como dengue causara 

epidemias intermitentes na Ásia e nas Américas. Entre os séculos XIX e XX o vírus se 

disseminou por áreas tropicais e subtropicais (HAYES & GUBLER, 1992; MONATH, 

1994).  

A forma mais grave da infecção, a febre hemorrágica do dengue, tem seu 

primeiro registro datado de 1953 em Manila, no leste asiático (HALSTEAD, 1980). Nos 

últimos 50 anos, este tipo de manifestação se tornou um grave problema de saúde 

pública no leste asiático e na região pacífica ocidental (HOLMES & TWIDDY, 2003). 
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Além disso, a cada década o número de casos, de países afetados e a distribuição 

geográfica da doença têm crescido de forma constante. Estima-se, hoje, que cerca de 

três bilhões de pessoas, distribuídas por mais de 100 países, estão sob o risco de 

infecção pelo vírus da Dengue (WHO). Por volta de 50 a 100 milhões de pessoas são 

infectadas a cada ano e, dentre esses casos, 250 a 500 mil pessoas desenvolvem a forma 

mais grave da doença (WHO). No que diz respeito ao Brasil, o Ministério da Saúde 

brasileiro registrou, até maio de 2007, um número superior a 245.000 casos de dengue 

no país, sendo que 288 destes se manifestaram da forma hemorrágica da infecção, com 

38 casos evoluindo para o óbito. 

 

Figura 1: Casos anuais reportados de Dengue (1995-2005). O vírus da Dengue é 

endêmico na maioria das áreas tropicais e sub-tropicais do mundo. A falta de 

levantamentos na África durante a década em questão dificulta a obtenção da 

epidemiologia do vírus no continente. Retirado de WHITEHEAD et al., 2007. 

 

O vírus da dengue é membro da família de vírus envelopados Flaviviridae, 

gênero Flavivirus, e quatro sorotipos distintos do vírus podem ser encontrados, 
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nomeados em ordem numérica de 1 a 4 (HOLMES & TWIDDY, 2003). Este gênero 

inclui outros parasitas humanos transmitidos por mosquitos e carrapatos, dentre os quais 

destacam-se o vírus da Febre Amarela, o vírus do Nilo Oriental e o vírus da Encefalite 

Japonesa. O vírus da dengue possui um genoma constituído de uma fita única de RNA, 

de sentido positivo, formada por cerca de onze mil bases. Sua tradução dá origem a uma 

poli-proteína grande, cujo processamento co-traducional por enzimas virais e do 

hospedeiro origina três proteínas estruturais (proteínas C, prM e E) e sete não estruturais 

(NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5), envolvidas na replicação viral 

(CHAMBERS et al., 1990). Os humanos são os principais hospedeiros do vírus da 

dengue sendo que a transmissão se dá pela picada de fêmeas do mosquito do gênero 

Aedes, especificamente A. aegypti e A. albopictus (HOLMES & TWIDDY, 2003). 

Há consideráveis motivos que explicam um número tão alto de casos de dengue 

pelo mundo. O modelo de desenvolvimento encontrado em países endêmicos para a 

doença, especialmente nas áreas urbanas, é um dos principais fatores. Suprimentos de 

água potável e de serviços de saneamento inadequados levaram a um aumento na 

reprodução dos mosquitos transmissores (RIGAU-PÉREZ, 1998). A grande 

concentração de humanos susceptíveis à infecção em proximidade aos mosquitos 

favoreceu ainda mais a dispersão do vírus nos dois hospedeiros. O aumento da 

circulação de pessoas, com o desenvolvimento dos meios de transporte modernos, bem 

como lapsos nas políticas de controle dos vetores são outros fatores apontados para a 

disseminação da doença (RIGAU-PÉREZ, 2006). 
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Figura 2: Transmissão do vírus da Dengue. Por causa da alta viremia resultante da 

infecção pelo vírus da Dengue em humanos, os vírus são eficientemente 

transmitidos entre mosquitos e humanos, sem necessidade de um outro hospedeiro 

para amplificação. O Vírus é disseminado especialmente pelo mosquito Aedes 

aegypti, que se reproduz a ambientes domésticos e peri-domésticos com 

reservatórios de água. Isto facilita o contato entro o mosquito e o humano. Um 

ciclo silvestre também é descrito para o vírus no oeste africano e sudoeste asiático. 

Entretanto, a contribuição deste ciclo para a infecção humana é desconhecida e 

parece ser desprezível. Modificado de WHITEHEAD et al., 2007. 

 

O ciclo de transmissão do vírus da dengue tem início a partir da picada do 

mosquito em uma pessoa contaminada, onde o vírus presente na circulação é ingerido 

pelo artrópode (WHITEHEAD et al. 2007). Uma vez dentro do mosquito, o vírus se 

multiplica no intestino médio e, após algum tempo, são encontrados vírus também no 

ovário, sistema nervoso e nas glândulas salivares, local este por onde o vírus é passível 

de transmissão. Uma vez presente na circulação sanguínea de um novo hospedeiro, o 

vírus passa a se multiplicar em células permissivas de órgãos específicos, como o baço, 

fígado e tecidos linfáticos. O vírus da Dengue tem tropismo por um amplo espectro de 

células humanas e o principal alvo da infecção pelo vírus ainda é controverso 

(ANDERSON, R. 2003). Há um consenso geral de que células da linhagem fagocítica 
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mononuclear (células dendríticas, monócitos/macrófagos, células de Langerhans) são os 

alvos primários (CLYDE et al., 2006). No entanto, existem evidências de que o vírus é 

capaz de infectar também linfócitos B, linfócitos T, células natural killers, células 

endoteliais, hepatócitos e neurônios (SCOTT et al., 1980; KING et al., 1999; NEVES-

SOUZA et al., 2005; CLYDE et al., 2006). 

O ciclo de replicação do vírus da dengue inicia-se com a ligação do vírion e sua 

entrada na célula hospedeira pelo processo de endocitose mediada por receptor. Vários 

receptores celulares distintos são candidatos a mediadoras da adsorção viral, entre eles 

sulfato de heparana (CHEN et al., 1997; GERMI et al., 2002), heat shock protein (Hsp)-

70 e Hsp-90 (VALLE et al., 2005), GRP78/BiP (JINDADAMRONGWECH et al., 

2004), CD14 (CHEN et al., 1999), bem como DC-SIGN (Dendritic cell- specific 

intracellular adhesion molecule 3(ICAM-3)-grabbing nonintegrin) (NAVARRO-

SANCHEZ et al., 2003; TASSANEETRITHEP et al., 2003; LOZACH et al., 2005) e L-

SIGN (liver/lymph node- specific ICAM-3-grabbing nonintegrin) 

(TASSANEETRITHEP et al., 2003). Após a internalização e acidificação do endosoma, 

ocorre a fusão da membrana vesicular com a membrana viral, permitindo a passagem do 

nucleocapsídeo viral para o citoplasma e a liberação do genoma do vírus. A tradução do 

genoma é então conduzida e esta é seguida pela síntese de uma fita de RNA de sentido 

negativo. Esta fita intermediária serve como molde para a produção de múltiplas cópias 

da fita do RNA viral, de sentido positivo. Após vários ciclos de tradução, níveis 

elevados das proteínas “Cerne” (C, do inglês “core”), “Pré-envoltório” (prM) e 

“Capsídeo” (E) são sintetizadas. Estas proteínas são arranjadas juntamente com o RNA 

viral, dando origem à progênie de vírions, que é transportada pelo complexo de Golgi e 

secretada (CLYDE et al., 2006). A duração deste ciclo pode variar de quatro a sete dias, 

período que coincide com o aparecimento dos primeiros sintomas na infecção humana. 
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A infecção pelo vírus da Dengue é caracterizada por um amplo espectro de 

manifestações. Segundo a Organização Mundial de Saúde, além das infecções 

assintomáticas, as infecções pelo vírus da dengue podem ser classificadas em três 

categorias distintas: febre indiferenciada, febre do dengue (FD) e febre hemorrágica do 

dengue (FHD) (DEEN et al., 2006). A primeira apresenta sintomas semelhantes ao de 

qualquer síndrome viral. FD é a forma clássica da infecção, e se manifesta como um 

quadro gripal, caracterizado por febre alta, cefaléia, dor retroorbitária, mialgia, 

artralgia, náuseas e vômitos, diarréia, hipotensão postural, dor abdominal, lombar e de 

membros inferiores. Além disso, pode haver alterações de pele e mucosas, tais como 

petéquias. Mesmo sendo a forma clássica, pode haver manifestações hemorrágicas 

como epistaxe, gengivorragia e hemorragia digestiva (DEEN et al., 2006). Por fim, 

FHD, a forma grave da doença, inicialmente possui as mesmas manifestações da 

forma clássica. Os fenômenos hemorrágicos ocorrem no segundo ou terceiro dia da 

doença e manifestam-se principalmente na pele e tubo digestivo, podendo surgir 

metrorragias, epistaxes, gengivorragia e outros sangramentos (DEEN et al., 2006). 

Outros eventos característicos da FHD são plaquetopenia e o aumento da 

permeabilidade vascular, evidenciados por hemoconcentração e desenvolvimento de 

efusões pleurais. A FHD pode também ser dividida em quatro graus de gravidade, de 

acordo com a presença ou ausência de sangramento espontâneo e o grau de 

extravasamento plasmático. O termo Síndrome de Choque do Dengue (SCD) se refere 

aos graus III e IV da FHD, sendo que no primeiro há queda da pressão arterial e 

choque hipovolêmico moderado, ao passo que no último há choque profundo, com 

pressão sanguínea não detectável (DEEN et al., 2006). 

No presente, não há tratamento específico para a doença causada pelo vírus da 

dengue. O tratamento sintomático apropriado é a opção de escolha. No entanto, o 
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principal meio de prevenção do dengue é o controle do mosquito vetor, um método 

dispendioso e geralmente ineficiente, como pode ser comprovado pela expansão do 

número de casos ocorrida nos últimos anos. Desta forma, o desenvolvimento de 

tratamentos específicos ou de uma vacina efetiva contra o vírus tem sido considerado 

prioridade, inclusive pela Organização Mundial da Saúde (ROTHMAN, 2003). O 

desenvolvimento de modelos animais para a infecção pelo vírus é uma abordagem 

importante para estudo de potenciais alvos terapêuticos e vacinais.  

No entanto, os modelos experimentais animais utilizados atualmente parecem não 

ser adequados. De fato, a maioria deles não reproduz de maneira fiel as características 

da infecção vista em humanos (ROTHMAN, 2003). Além de não mimetizar as 

características fisiopatológicas da doença humana, os modelos animais utilizados 

atualmente utilizam inóculos com altas cargas virais, o que levam a uma infecção 

disseminada, aparentemente inconsistente com o que é visto durante a infecção 

humana (GREEN & ROTHMAN, 2006). Por fim, tais modelos utilizam animais com 

idades precoces, muitas vezes com o sistema imune ainda em período de maturação, o 

que impede a extrapolação das informações obtidas para infecção em indivíduos 

adultos, como acontece na doença humana (ROTHMAN, 2003). Souza et al (em 

preparação) desenvolveram recentemente um modelo que parece reproduzir bem a 

infecção humana. Trata-se de um modelo de infecção primária baseado na injeção de 

um isolado clínico do vírus de Dengue adaptado ao hospedeiro murino. A injeção do 

virus adaptado é capaz de induzir as principais manifestações características da 

doença humana, entre elas plaquetopenia e hemoconcentração, hemorragia e morte. 

Além disso, os camundongos infectados com o vírus adaptado desenvolvem dor 

inflamatória, outro sintoma marcante da patologia humana mais branda. Desta forma, 
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o modelo em questão parece ser uma ferramenta interessante para o estudo da pato-

fisiologia da infecção pelo dengue. 

De fato, a falta de conhecimento sobre a patogênese da doença é evidente. Como 

exemplo, podemos citar as controvérsias a respeito dos mecanismos envolvidos na 

manifestação da forma hemorrágica da doença, seja durante uma infecção primária ou 

secundária. Hipóteses contrastantes têm atribuído a gravidade da doença a fatores virais 

e do hospedeiro (ROSEN, 1977; HALSTEAD, 1989; ROTHMAN, 2003). Estudos 

recentes no Peru e Sri Lanka demonstraram a associação da forma hemorrágica da 

doença a determinados genótipos virais. Alguns determinantes genéticos específicos 

que explicariam tal associação foram mapeados (WATTS, 1999; MESSER, 2002; 

MESSER et al., 2003). No entanto, é inviável comprovar se estes elementos genéticos 

são realmente responsáveis pela virulência ou confirmar qualquer outro mecanismo para 

a virulência. Alguns estudos, ainda incipientes e com mecanismos mal definidos, 

associam outros fatores à gravidade da doença, tais como idade, fatores genéticos e 

estado nutricional do hospedeiro (ROTHMAN, 2003). Por fim, estudos epidemiológicos 

têm associado a resposta imune do hospedeiro ao vírus e o desenvolvimento da forma 

hemorrágica da infecção. Vários mecanismos para tal têm sido considerados, tais como 

deposição de complexos imunes, reação cruzada de anticorpos com endotélio vascular, 

intensificação da infecção mediada por anticorpos, ativação do sistema complemento e 

seus produtos, liberação exacerbada de mediadores solúveis, como citocinas, e outros 

(BOKISCH et al., 1973; THEOFIPOULOS et al., 1976; HALSTEAD, 1979; 

MALASIT, 1987; HALSTEAD, 1989; MARKOFF, et al., 1991; CHUNGUE, et al., 

1994; KURANE, et al., 1994; MORENS, 1994; FALCONAR, 1997; CHATURVEDI, 

et al., 2000; LIBRATY, et al, 2002; MANGADA, et al., 2004; LIN, et al., 2005).  
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Fundamental em qualquer discussão sobre a patogênese do dengue está a 

associação epidemiológica de infecções secundárias com sorotipos heterólogos e a 

manifestação da FHD (CLYDE et al., 2006). Tal evento foi inicialmente relatado no 

leste asiático na década de 60 e, desde então, vários estudos, tanto nas América, quanto 

na Ásia, têm confirmado a infecção secundária como um fator de risco para a 

manifestação da forma mais grave da infecção (BURKE et al., 1988, HALSTEAD, 

1970; BALMASEDA et al., 2006; HARRIS et al., 1990; NISALAK et al., 1999). De 

fato, 90% dos casos de FHD são de infecções secundárias heterólogas, ao passo que os 

outros 10% ocorrem em infecções primárias, especialmente em crianças (GREEN & 

ROTHMAN, 2003). A infecção por qualquer um dos quatro sorotipos do vírus da 

dengue confere imunidade duradoura para o sorotipo em questão (GREEN & 

ROTHMAN, 2003). A homologia entre os diferentes sorotipos é de 65 a 70%, e a 

imunidade cruzada aos sorotipos heterólogos pode ser encontrada logo após uma 

infecção primária. No entanto, esta desaparece após cerca de 6 meses e o hospedeiro se 

torna susceptível aos três sorotipos restantes (GREEN & ROTHMAN, 2003). Acredita-

se que a proteção específica contra um determinado sorotipo é devida a ação de 

anticorpos neutralizantes e à imunidade mediada por linfócitos T de memória 

específicos, ou a ambos (CLYDE et al., 2006).  

O modelo de intensificação da infecção mediada por anticorpos postula que 

alguns anticorpos específicos contra o vírus da dengue, sejam eles anticorpos de 

reatividade cruzada provenientes de uma infecção anterior ou anticorpos sub-

neutralizantes para um dado sorotipo, podem interagir com o vírus sem que haja 

neutralização e então, através do uso de receptores Fcγ em macrófagos e monócitos, 

acentuar a entrada do vírus nas células alvo (CLYDE et al., 2006). Este modelo prediz 

que anticorpos sub-neutralizantes são, pelo menos em parte, responsáveis pelo risco 
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aumentado de manifestação da FHD em infecções secundárias. Além dos anticorpos de 

reatividade cruzada contra outros sorotipos, alguns trabalhos têm relatado que 

anticorpos anti-Dengue podem apresentar reação cruzada com plaquetas, fatores de 

coagulação e células endoteliais (FALCONAR, 1997). Tais anticorpos poderiam 

contribuir para a patogênese durante a infecção pelo dengue por causar destruição de 

plaquetas (ERFAN et al., 2003; HUANG et al., 2000; OISHI et al., 2003; SAITO et al., 

2004) . Anticorpos anti-NS1 também parecem se ligar a células endoteliais, levando as 

mesmas ao processo de apoptose (LIN et al, 2003, 2005). Estes eventos parecem 

favorecer o aumento da permeabilidade vascular característico da FHD. 

A imunopatogênese do dengue provavelmente envolve outros fatores, além de 

anticorpos circulantes provenientes de infecções prévias. Respostas indesejáveis de 

linfócitos B e T e efeitos de citocinas tanto nas células infectadas, quanto nas células 

adjacentes, sejam eles leucócitos, hepatócitos ou células endoteliais, também parecem 

ser importantes (CLYDE et al., 2006). O modelo do “pecado antigênico original” 

propõe que uma resposta imune inapropriada a uma infecção secundária se dá pela 

expansão clonal de linfócitos T de memória de reatividade cruzada que são específicos 

para a infecção primária e não para a infecção corrente. Isto resultaria em um atraso da 

eliminação viral e/ou ao aumento da secreção de citocinas (CLYDE et al., 2006). Há 

evidencias que isso pode ocorrer durante infecções secundárias (MONGKOLSAPAYA 

et al., 2003) e alguns trabalhos recentes têm identificado epitopos virais que, no 

contexto de certos tipos de HLA (Humas leukocyte antigen), estão associados com 

aumento da resposta imune e gravidade da infecção (ZIVNA et al., 2002; SIMMONS et 

al., 2005; MONGKOLSAPAYA et al., 2006).  

Sejam ou não resultado do “pecado antigênico original”, citocinas desempenham 

papel fundamental na imunopatogênese da infecção pelo vírus da dengue. Isto se deve 
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especificamente ao papel pró-inflamatório que elas exercem sobre as células endoteliais. 

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) foi a primeira citocina a ser implicada na 

patogênese da FHD (CHATURVEDI, 2006). Esta pode atuar localmente na ativação de 

macrófagos, mas a sua liberação sistêmica pode levar ao aumento da permeabilidade 

vascular (CLYDE et al., 2006). Soro de pacientes com infecção aguda pelo vírus da 

dengue tem níveis aumentados de TNF-α (VITARANA et al., 1991; HOBER et al., 

1993; BOTHELL et al., 1998; CHATURVEDI et al., 1999; PINTO et al., 1999; 

CHATURVEDI et al., 2000). A associação de TNF-α com manifestações graves da 

infecção é também confirmada por diferentes modelos animais (ATRASHEUSKAYA 

et al., 2003; SHRESTA et al., 2006) e por estudos in vitro (ERFAN et al., 2003; 

CARDIER et al., 2005; CHUA et al., 2005). Além de TNF-α, outras citocinas parecem 

desempenhar papel durante a patogênese da FHD, sendo que as mais comumente 

associadas são a interleucina (IL)-6, IL-10 e a quimiocina IL-8. Os níveis de todas estas 

citocinas se encontram elevados em pacientes com FHD (HOBER et al., 1993; 

INGKARAN et al., 1995; RAGHUPATHY  et al., 1998; AVIRUTNAN et al., 1998; 

GREEN et al., 1999; CHATURVEDI et al., 1999; PINTO et al., 1999). Entretanto, suas 

ações específicas e suas relações com a gravidade da doença ainda não foram 

completamente elucidadas.  

Outra citocina que parece desempenhar papel importante durante a infecção pelo 

vírus da dengue é o interferon gamma (IFN-γ). Desde os primeiros estudos clínicos, 

níveis elevados desta citocina foram observados em pacientes com FD ou FHD em 

relação àqueles de indivíduos saudáveis (KURANE et al., 1993). Além disso, níveis 

ainda mais acentuados de IFN-γ foram encontrados em indivíduos com FHD em 

comparação com pacientes com FD (NGUYEN et al., 2004; CHEN et al. 2005, 2006b; 

CHAKRAVARTI et al., 2006). Em paralelo, adultos tailandeses sobreviventes de 
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infecção pelo vírus da dengue possuíam níveis circulantes de IFN-γ mais elevados, ao 

passo que aqueles indivíduos que sucumbiram à infecção apresentavam níveis não tão 

altos da citocina (CHEN et al., 2006b). Modelos animais também sugerem a 

participação do IFN-γ na resposta do hospedeiro à infecção (SHRESTA et al., 2004, 

2005, 2006). No entanto, os modelos utilizados apresentam diferenças marcantes em 

relação a infecção humana, o que dificulta a extrapolação de resultados. Deste modo, o 

papel do IFN-γ na resposta à infecção pelo vírus da dengue se mantém obscuro.  

O IFN-γ foi identificado 50 anos atrás pela sua atividade antiviral (ISAACS & 

LINDERMAN, 1957). Os principais produtores desta citocina são células NK, 

linfócitos T auxiliares ativados do tipo Th1 e linfócitos T citotóxicos CD8+. Além 

desses tipos celulares, linfócitos B, células NKT e algumas células apresentadoras 

profissionais de antígenos (APC) podem secretar o IFN-γ em certas circunstâncias 

(BOEHM et al., 1997; SCHRODER et al., 2004). Sua produção é controlada por 

citocinas secretadas por APCs, especialmente IL-12 e IL-18 e TNF-α, e auto-regulada 

pelo próprio IFN-γ (SCHRODER et al., 2004). 

O IFN-γ é codificado por um gene de cópia única, que gera um mRNA de cerca 

de 1,2 mil bases (DERYNCK et al., 1982) e uma proteína de 166 resíduos de 

aminoácidos, incluindo um sinal hidrofóbico clivado de 23 resíduos 

(RINDERKNECHT et al., 1984). A forma biologicamente ativa é um homodímero não 

covalente de 34 mil Daltons, com os polipeptídeos arranjados em orientação antiparalela 

(EALICK et al., 1991; GREENLUND et al., 1992; FOUNTOULAKIS et al., 1992). 

Seus efeitos biológicos são mediados pela interação com um receptor específico, 

presente na superfície celular. Tal receptor é ubiquamente, porém não uniformemente, 

expresso em níveis moderados em todas as células nucleadas (VALENTE et al., 1992). 

Ele é composto de duas cadeias IFNGR1, que interagem com a citocina, associadas a 
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duas cadeias IFNGR2, transdutoras de sinais. Tanto IFNGR1, quanto IFNGR2 

pertencem à classe II de receptores de citocinas (FARRAR & SCHREIBER, 1993). 

Estas cadeias não possuem atividade cinase intrínseca, de modo que devem se associar à 

maquinaria sinalizadora para transdução de sinais (IAGARASHI et al., 1994). 

O IFN-γ tem sua sinalização e controle da expressão gênica mediados 

primariamente pela via Jak-STAT, uma via comum à de uma gama de citocinas, fatores 

de crescimento e hormônios (SUBRAMANIAM et al., 2001). Esta via envolve o 

recrutamento do receptor em questão e a ativação de membros da família de cinases 

Janus (Jaks: Jaks 1-3 e Tyk2) e da família dos transdutores de sinais e ativadores de 

transcrição (Stats: Stats 1-6, incluindo Stat 5a e Stat 5b). Estas proteínas são 

responsáveis pelo controle da transcrição de genes alvos via elementos de resposta 

específicos (SCHRODER et al., 2004). De maneira mais específica, o dímero de IFN-

γ se liga a IFNGR1 na proporção estequiométrica de 2:2 (FOUNTOULAKIS et al., 

1992; GREENLUND et al., 1993; BACH et al., 1996; WALTER et al., 1997), levando 

à auto-fosforilação e ativação de Jak2 (BRISCOE et al., 1996). Este passo permite a 

fosforilação de Jak1, também por Jak2. Jak1, então, fosforila dois resíduos chaves de 

tirosina nas duas cadeias de IFNGR1, formando dois sítios de ancoragem para 

moléculas Stat1 (GREENLUND et al., 1994; IGARASHI et al., 1994; GREENLUND 

et al. 1995; HEIM et al. 1995). O par de moléculas Stat1 recrutado é fosforilado, 

possivelmente por Jak2 (BRISCOE et al., 1996), levando à sua dissociação do receptor 

e translocação para o núcleo. Uma vez no núcleo, o homodímero se liga a elementos 

promotores, iniciando ou suprimindo a transcrição de genes (GREENLUND et al., 

1994; IGARASHI et al., 1994). Vale ressaltar que muitos dos genes induzidos são 

também fatores de transcrição (por exemplo, IRF-1, IRF-2 e IRF-9), que são ativados 

por IFN-γ e que são capazes de regular uma nova onda de transcrição (GREENLUND et 
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al., 1994). Além disso, complexos distintos, tais como Stat1 homodímeros (Stat1:Stat2) 

e heterodímeros (STAT1:STAT1:IRF-9, STAT1:STAT2:IRF-9), podem ser formados 

durante o processo de sinalização (DARNELL JR, et al., 1994; BLUYSSEN et al., 

1996; STARK et al., 1998; MATSUMOTO et al., 1999). Estes regulam a transcrição de 

muitos dos genes induzidos por IFN-γ ao se ligarem aos elementos GAS ou ISRE 

(PALUDAN, 1998). 
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Figura 3: Representação esquemática da ativação do receptor de IFN-γ pelo seu 

ligante. Modificado da versão original publicado por Cambridge Press (2003). 

Apesar da complexidade das respostas celulares ao estímulo com IFN-γ, parece 

razoável atribuí-las uma função de regulação do sistema imune e controle de doenças 

infecciosas. De fato, esta conclusão pode ser justificada pelo fenótipo de camundongos 

deficientes na expressão do próprio IFN-γ, da cadeia receptora IFNGR1 ou do principal 

fator de transcrição envolvido, STAT1. Nestes animais com prejuízos nas respostas 

celulares mediadas pelo IFN-γ, há uma marcante susceptibilidade a uma ampla 

variedade de agentes infecciosos (SUZUKI et al., 1988; BUCHMEIR et al., 1985; 

HUANG et al., 1993; KAMIJO et al., 1993; VAN DEN BROEK et al., 1995; PEARL 

et al., 2001). Além disso, estudos ao longo das últimas décadas têm demonstrado que a 

citocina em questão orquestra um amplo leque de programas celulares distintos. Dentre 

estes podemos destacar os seguintes: regulação da expressão de moléculas envolvidas 

nas vias de apresentação de antígenos, tanto de classe I quanto classe II; regulação do 

ciclo celular, crescimento celular e apoptose; transição da imunidade inata para a 

adaptativa, favorecendo a indução de respostas do tipo Th1; promoção da troca de 

isotipos na cadeia pesada das imunoglobulinas em linfócitos B; orquestramento do 

tráfico de leucócitos para sítios inflamatórios através do estímulo da expressão de 

moléculas de adesão e quimiocinas; promoção da citotoxidade celular mediada por 

anticorpo, pelo aumento da expressão do receptor de alta afinidade FCγRI em células 

fagocíticas; aumento da fagocitose mediada por complemento, através da secreção 

acentuada dos fatores do complemento e da expressão elevada de receptores de 

complemento em fagócitos (revistos por SCHRODER et al., 2004).  

Também tem sido atribuída ao IFN-γ uma importante atividade anti-viral. Ainda 

que crucial na resposta celular imediata a uma infecção viral, as atividades 

imunomodulatórias desencadeadas pela citocina e citadas anteriormente são de extrema 
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importância em períodos mais tardios de infecção, promovendo uma resposta imune 

mais acurada e favorecendo a manutenção do estado anti-viral por um maior período de 

tempo (SCHRODER et al., 2004). Dentre estes mecanismos anti-virais podemos 

destacar a indução de algumas enzimas chave, mais notavelmente PKR, uma cinase 

ativada por moléculas de RNA de fita-dupla, intermediários comuns durante o ciclo de 

replicação de RNA vírus (MEURS et al., 1990; BERETTA et al., 1996). A fosforilação 

de alguns substratos por esta enzima inibe a síntese de proteínas, tanto do hospedeiro, 

quanto virais, inibindo sua replicação (MEURS et al., 1990). Além disso, os diversos 

efeitos pró-apoptóticos e inibidores de crescimento carreados pela ação do IFN-γ podem 

também participar no combate à replicação viral e à disseminação da infecção 

(SCHRODER et al., 2004).  

Um dos mais bem descritos efeitos do IFN-γ é a ativação das funções 

microbicidas efetoras de macrófagos, células dendríticas (DCs) e neutrófilos. Os 

macrófagos ativados pela citocina apresentam maior capacidade de realizar pinocitose e 

fagocitose mediada por receptor. A atividade microbicida desencadeada pelo IFN-

γ inclui indução do sistema da NADPH-oxidase fagocítica, depleção de triptofano e 

aumento da expressão de enzimas lisossômicas (DECKER et al., 2002).  

De maneira mais importante, os fagócitos eliminam os agentes infecciosos pela 

geração de espécies reativas de nitrogênio (ERN) (MACMICKING et al., 1997). Dentre 

estas, o óxido nítrico (NO), um radical gasoso, solúvel tanto em água quanto em meios 

lipofílicos, reage com oxigênio na água e seus intermediários reativos para gerar outros 

radicais, ânions moderavelmente estáveis, anions muito estáveis, óxidos instáveis e 

peróxidos instáveis (MACMICKING et al., 1997). O NO é produzido pela oxidação de 

uma molécula de L-arginina em um nitrogênio guanidino, originando Nω-OH-L-

arginina como intermediário, o qual é novamente oxidado a uma molécula de NO e uma 
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de L-citrulina. Esta reação necessita de NADPH, de O2 e gera NADP
+ e duas moléculas 

de água como produtos. A reação descrita acima é catalizada pela enzima Óxido Nítrico 

Sintase (NOS) que pode ser encontrada em três isoformas, chamadas NOS1 a NOS3. 

Apenas a isoforma NOS2, também chamada NOS induzida (iNOS) é expressa sob 

indução de citocinas e/ou estímulos microbianos. O NO formado nessa reação está em 

equilíbrio com as demais espécies reativas de nitrogênio (MACMICKING et al., 1997). 

 

Figura 4: Representação esquemática da síntese no radical NO e da geração de 

outras espécies reativas de nitrogênio. A enzima NOS catalisa a conversão de L-

arginina a NO e L-citrulina. Através de reações subseqüentes, o NO dá origem a 

outros metabólitos retivos. Modificado de Chesler et al., 2002. 

 

De modo interessante, o papel do IFN-γ como indutor da produção de ERN é 

evidente. A citocina induz a expressão da enzima argininasosuccinato sintetase, 

geradora do substrato L-arginina (NUSSLER et al., 1994; EIZIRIK et al., 1996; 

KAWAHARA et al., 2001), da ezima GTP-ciclohidroxilase, que produz o cofator 

tetrahidrobiopterina (BAEK et al., 1993; DI SILVIO et al., 1993), e da enzima iNOS 

(MACMICKING et al., 1997). De fato, macrófagos de camundongos deficientes na 

expressão da citocina ou de seu receptor apresentam deficiência na expressão de iNOS. 

A expressão máxima desta enzima requer dois tipos diferentes de estímulos: um de 
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primagem, geralmente desempenhado pelo IFN-γ, e um de ativação, desencadeado por 

componentes microbianos ou por citocinas como o TNF-α (SCHRODER et al., 2004). 

Como revisto por MACMICKING et al (1997), uma gama de evidências atribui 

um papel fundamental para as ERN e a enzima iNOS na defesa do hospedeiro contra 

infecções.  O NO possui atividade antimicrobiana, mesmo sendo proveniente de fontes 

exógenas. A produção de ERN dependente de IFN-γ é associada com aumento da 

capacidade de eliminação de patógenos ingeridos em células fagocíticas. Tal habilidade 

é inibida pela adição de inibidores de iNOS. Além disso, animais deficientes na 

expressão da enzima apresentam susceptibilidade acentuada a diversos modelos de 

infecções parasitárias.  

A produção de ERN também é capaz de inibir a replicação de um amplo número 

de vírus. Tais agentes tiveram atividade virustática contra agentes de diversos táxons, 

tais quais, poxviridae, herpetoviridae, rhabidoviridae, retroviridae, entre outros 

(CROEN et al., 1993; KARUPIAH et al., 1993; MANINICK et al., 1994; AKARID et 

al., 1995; BI et al., 1995). No entanto, os mecanismos antivirais ativados pelo NO são 

completamente desconhecidos, embora seja provavelmente bem distintos, dado o amplo 

leque de alvos moleculares possíveis. Interessantemente, trabalhos recentes 

demonstraram que o NO é capaz de reduzir a replicação do vírus da dengue in vitro 

(CHARNSILPA et al., 2005; TAKHAMPUNYA et al., 2006). A expressão de iNOS em 

monócitos do sangue periférico de paciente com FD foi correlacionada com a fase 

aguda tardia da doença e precedeu a eliminação do vírus da dengue dos monócitos 

nestes pacientes (NEVES-SOUZA et al., 2005). Estes achados sugerem que a produção 

de NO por fagócitos ativados por IFN-γ pode ter papel importante na eliminação do 

vírus durante uma infecção. A superprodução de NO, no entanto, poderia levar a danos 

em células endoteliais, e anticorpos com reatividade cruzada contra o endotélio induzem 
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lesão numa maneira dependente do NO (LIN et al., 2004). Desta forma, uma melhor 

caracterização do papel do NO, bem como da enzima iNOS, na patogênese do dengue, 

ainda é necessária. O papel desempenhado pelo IFN-γ no combate ao vírus (seja via a 

produção de NO, ou não) e na resposta do imune do hospedeiro frente à infecção 

também demandam maiores investigações. 
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Considerando o impacto sanitário e sócio-econômico da infecção pelo vírus da 

dengue em nossa sociedade, o aparente envolvimento da resposta imune do hospedeiro 

no desencadeamento da doença, a escassez de conhecimento sobre os mecanismos 

responsáveis pela patogênese da mesma e, particularmente, a observação, ainda que não 

conclusiva, do envolvimento da citocina IFN-γ e do NO durante a resposta ao vírus, 

temos como objetivo avaliar o papel desempenhado por estas duas moléculas na 

resposta do hospedeiro à infecção. De maneira mais específica, buscamos responder as 

seguintes perguntas: 

Há produção de IFN-γ in vivo neste modelo de infecção pelo vírus da dengue? 

A ausência da produção do IFN-γ durante a infecção acarretaria em maior 

susceptibilidade à infecção? 

Qual o papel desta molécula na resposta inflamatória característica da infecção 

em questão? 

O IFN-γ estaria envolvido no controle da replicação viral durante a infecção pelo 

vírus da dengue? 

Os mecanismos de resposta do hospedeiro desencadeados pelo IFN-γ durante a 

resposta à infecção envolveriam a ativação da síntese de óxido nítrico? 

A ausência da expressão da enzima iNOS durante a infecção acarretaria em 

maior susceptibilidade à infecção? 

Qual o papel da enzima iNOS na resposta inflamatória desencadeada pela 

infecção do vírus da dengue? 

 A enzima iNOS estaria envolvida no controle da replicação viral durante a 

infecção pelo vírus da dengue? 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Estratégia experimental 
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Para responder as perguntas acima, utilizamos o modelo animal de infecção pelo 

vírus da dengue. Este modelo é baseado na injeção de um isolado clínico do vírus de 

Dengue adaptado ao hospedeiro murino. O modelo em questão apresenta as 

características necessárias para o acompanhamento de alterações hematológicas, sinais 

clínicos e respostas fisiológicas semelhantes àquelas encontradas na infecção humana. 

Para avaliar o papel das moléculas mencionadas na patogênese do dengue, 

animais geneticamente deficientes na expressão da citocina IFN-γ ou animais 

geneticamente deficientes na expressão da enzima iNOS, produtora do NO, foram 

utilizados. A avaliação do curso da infecção, bem como das alterações induzidas por 

esta, nos animais em questão, em comparação àquele encontrado em animais selvagens, 

permitiu a inferência do papel desempenhado por estas moléculas durante a infecção 

pelo vírus da dengue. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Material e métodos 
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4.1 Vírus 

Neste projeto foi utilizado o sorotipo 2 (DEN 2). O vírus foi isolado de amostra 

clínica pelo Dr. George Ignatyev do Vector Institute da Rússia e depositado no banco de 

dados do Gene Bank sob o número de acesso AY927231. 

Para um aumento da virulência dos isolados no hospedeiro murino, o vírus foi 

injetado intracerebralmente em camundongos. No quinto dia após a infecção, os 

cérebros foram retirados destes animais, foi feito um homogenato e, novamente, 

injetado intracerebralmente em outro animal. Várias passagens foram realizadas como 

descrito anteriormente (ATRASHEUSKAYA et al., 2003). 

 

4.2 Titulação do vírus da Dengue 

Células LLC- MK2 foram crescidas em meio DMEM com 5% de SFB, sendo 

implantadas em placa de seis poços a uma densidade de 1x10
6
 células/poço. 450 µL de 

uma série de diluições seriadas contendo o vírus a ser titulado foram inoculados em 

células com monocamadas recém fechadas, sendo que como controle foi utilizado um 

poço com células não infectadas. Após uma hora de incubação do inóculo, o meio foi 

desprezado, e as células lavadas com uma solução tampão de fosfato (“phosphate-

buffered saline – PBS”) (3.2 mM Na2HPO4, 0.5 mM KH2PO4, 1.3 mM KCl, 135 mM 

NaCl). Em seguida, foi adicionado meio DMEM contendo 1.5% de 

carboximetilcelulose e as placas incubadas a 37
o
C por 7 dias. As placas foram coradas 

com solução 1% (p/v) de cristal violeta em PBS para a determinação do título das 

amostras, as quais foram expressos em PFU/mL (unidades formadoras de placas por 

mililitro).  
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4.3 Animais 

Foram utilizados camundongos C57Bl/6j (8 semanas; selvagens – WT e 

deficientes na expressão de IFN-γ - IFN-γ
-/-

 - ou da enzima iNOS - iNOS
-/-
). Os animais 

foram infectados intraperitonealmente com o sorotipo 2 do dengue 

(10PFU/100µL/animal) e mantidos em micro-isoladores com livre acesso a água e 

ração. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo comitê de ética animal da 

UFMG.  Os animais foram monitorados em intervalos de tempos indicados para a 

obtenção das curvas de letalidade ou então, sacrificados no 3º, 5º e 7º dia após a 

infecção para análise dos parâmetros inflamatórios.  

 

4.4 Determinação dos níveis de citocinas  

Para dosagem de citocinas, fragmentos de pulmão, baço ou fígado, foram 

homogeneizados em PBS contendo inibidor de proteases (0,1 mM 

“phenylmethilsulfonyl fluoride”, 0,1 mM “benzethonium chloride”, 10 mM “EDTA” e 

20 KI de aprotinina A) e 0,05% “Tween 20”, na proporção de 0,1 g de tecido para cada 

mL de solução; foi utilizado um homogeneizador de tecidos (Power Gen 125 - Fisher 

Scientific Pennsylvania, USA). O sobrenadante foi usado para as dosagens, após 

centrifugação de 3.000 g durante 10 minutos à 4ºC (Centrífuga BR4, Jouan, Winchester, 

VA, USA). O soro foi obtido do sangue total (15 min à 37
o
 C seguidos de 30 min à 4

o
 

C) por centrifugação a 3000g por 10 minutos e posteriormente armazenado à -20
o
 C até 

analise posterior. 

As amostras de soro, pulmão, de baço e de sobrenadante de cultura foram 

analisadas na diluição 1:3 em PBS contendo 0,1% de albumina bovina, ao passo que as 

amostras de fígado foram analisadas na diluição 1:5. 
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Os níveis de IFN-γ, TNF-α, IL-6, CXCL1 (KC), e CCL2 (MCP-1) foram 

medidos no soro, baço, fígado e pulmão dos animais de acordo com descrição feita em 

publicações de Souza et al. (2000 a , b) utilizando-se kits de anticorpos adquiridos do 

fabricante (R & D Systems, Minneapolis, USA), seguindo o protocolo recomendado, 

resumidamente descrito abaixo. 

Todos os ensaios foram realizados em placas de 96 poços (C96 MicroWell™ 

Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA ). Os anticorpos de captura 

foram diluídos em PBS, pH 7,4, sendo que a sensibilização ocorre durante 18 horas à 4º 

C. A reação é bloqueada com PBS acrescido de 1% de albumina bovina (Sigma). A 

reação é detectada pela incubação com um anticorpo de detecção, conjugado à biotina, 

por 2 horas, à temperatura ambiente, seguido de incubação com streptavidina conjugada 

com peroxidase (“HRP-Streptavidin Pharmingem” - 1:4000). A revelação é feita com 

“OPD (o-phenylenediamine dihidrocloride” - Sigma). Após 30 minutos a reação é 

interrompida com H2SO4. 

A leitura foi feita no leitor de ELISA (Status-labsystems, Multiskan RC, 

Uniscience do Brasil) com filtro para um comprimento de onda de 492 nm. Os ensaios 

têm uma sensibilidade de 8-16 pg/ml. 

 

4.5 Dosagem de mieloperoxidase (MPO) 

A quantificação do acúmulo de neutrófilos nos tecidos foi obtida pelos ensaios 

de atividade da mieloperoxidase como descrito anteriormente (MATOS et al., 1999).  

Sumariamente, fragmentos de tecido dos animais infectados ou controles foram 

removidos e congelados a -20ºC. Após o descongelamento, o tecido (1 g de tecido em 

19 mL de tampão) foi homogeneizado em tampão com pH 4,7 (0,1 M NaCl, 0,02 M 

NaPO4, 0,015 M NaEDTA), utilizando-se um homogeneizador de tecidos (Power Gen 
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125 - Fisher Scientific Pennsylvania, USA), centrifugado a 3000g por 15 minutos 

(Centrífuga. BR4, Jouan, Winchester, VA, USA) e o precipitado é submetido à lise 

hipotônica (15 mL  de solução de NaCl  0,2% seguido de adição de igual volume de 

solução contendo NaCl 1,6% e glicose 5%, 30 s após ). 

Após nova centrifugação o precipitado foi ressuspendido em tampão NaPO4 

0,05 M (pH 5,4) contendo brometo de “hexadecyltrimethylammonium (HTAB)” 0,5% e 

re-homogeneizado. Alíquotas de 1 mL da suspensão foram transferidas para microtubos 

(Tubo 3810, Eppendorf do Brasil, São Paulo, SP Brasil) de 1,5 mL e submetidas a três 

ciclos de congelamento/descongelamento utilizando-se nitrogênio líquido. Essas 

amostras foram novamente centrifugadas por 15 minutos à 3000 g e foi recolhido o 

sobrenadante. As amostras dos tecidos foram diluídas previamente à análise em tampão 

NaPO4 0,05 M na razão 1:10. 

A atividade da mieloperoxidase no precipitado ressuspendido foi calculada pela 

medida das alterações na densidade óptica (OD) à 450 nm utilizando 

“tetramethylbenzidine” (1,6 mM) e H2O2 (0,5 mM). A leitura foi feita no leitor de 

ELISA (Status-labsystems, Multiskan RC, Uniscience do Brasil). Os resultados foram 

expressos como número total de neutrófilos acompanhado da OD do sobrenadante do 

tecido e comparados com neutrófilos da cavidade peritoneal igualmente processados. 

Para tanto, a indução de neutrófilos na cavidade peritoneal foi realizada pela injeção de 

3 mL de caseína 5%.  

Uma curva padrão do número de neutrófilos versus OD foi obtida pelo 

processamento de neutrófilos purificados (> 95% pureza) como descrito acima e 

utilizado para a medida de atividade da mieloperoxidase. 
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4.6 Quantificação dos níveis de plaquetas circulantes 

No momento do sacrifício dos animais, 180µL de sangue foram coletados e 

armazenados em microtubos (Eppendorf do Brasil, São Paulo, Brasil) de 2mL contendo 

20µL de uma solução de EDTA em PBS a 10%. As amostras foram levadas para 

quantificação de plaquetas em um laboratório de análises clínicas, através do método de 

impedância eletrônica, utilizando-se um aparelho Coulter Counter S-Plus JR (Beckman 

Coulter Inc, Fullerton, USA). 

 

4.7 Análise do índice de hematócrito 

Uma pequena amostra de sangue de cada animal foi retirada por meio de um 

tubo capilar de vidro heparinizado, o qual foi centrifugado em uma centrífuga de 

microhematócrito (Fanem, São Paulo, Brasil) (rotação por 10 mim). Depois disso, foi 

feita uma proporção entre o comprimento das porções vermelha (concentração de 

elementos do sangue) e branca (concentração de plasma), através de uma regra de três 

simples: 

 

 

Os resultados foram expressos em percentagem e quanto maior o valor obtido, 

maior será a concentração de hemácias no sangue.  

 

4.8 Teste de hipernocicepção  

Os experimentos foram realizados utilizando um analgesímetro digital (Insight 

Equipamentos, São Paulo, Brazil), que consiste em um transdutor de pressão conectado 

a um contador digital de força expressa em gramas. O contato do transdutor de pressão à 

pata é realizado através de uma ponteira descartável de polipropileno com 

Branco + Vermelho 100% 

Vermelho X 
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aproximadamente 4,0 mm de diâmetro adaptada a esse. Os animais foram colocados em 

caixas de acrílico, com dimensões de 12x20x17 cm cujo assoalho é uma rede de malha 

igual a 5 mm
2 

constituída de arame não maleável de 1 mm de espessura, durante 15 

minutos antes do experimento para adaptação ao ambiente. Espelhos foram 

posicionados 25 cm abaixo das caixas de experimentação para facilitar a visualização da 

região plantar das patas dos animais. Por entre as malhas da rede, foi aplicada uma 

pressão linearmente crescente no centro da planta da pata do camundongo até que o 

animal produza uma resposta caracterizada como sacudida (“flinch”) da pata 

estimulada. Os estímulos foram repetidos por até seis vezes, em geral até o animal 

apresentar 3 medidas similares com uma clara resposta de “flinch” após a retirada da 

pata. A intensidade de hipernocicepção foi quantificada como a média das forças 

obtidas, em gramas, antes do procedimento experimental (dia zero) bem como durante 5 

dias após a infecção com o vírus da dengue. Os testes hipernociceptivos foram 

realizados entre 08:00 e 16:00 h. Todos os experimentos seguiram as normas e éticas 

estabelecidas para experimentação com animais conscientes, recomendadas pelo IASP 

(International Association for the Sdudy of Pain) (ZIMMERMANN, 1983). 

 

4.9 Cultura e estimulação in vitro de células dendríticas derivadas da medula 

óssea para quantificação de citocinas e quimiocinas e Óxido 2ítrico 

Para obtenção das células de medula, a medula óssea do fêmur foi extraída pela 

lavagem com 2mL de PBS. Após contagem em câmara de Neubauer, as células foram 

diluídas para a concentração de 2x10
6 

células/mL e cultivadas em placas de Petri 

contendo 10mL de meio apropriado para diferenciação em DCs (DMEM  suplementado 

com Hepes 25mM, aminas essenciais MEM 1x, piruvato de sódio MEM, Gentamicina 

40µg/mL, β-mercaptoetanol 50µM, L-Glutamina 10mM, vitaminas MEM 1x, Penicilina  
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100U/mL, Estreptomicina 100U/mL, Asparagina 250µg/mL, Soro fetal bovino 10% v.v. 

– todos da Cultilab, Campinas, Brasil - e sobrenadante de células J558L 5% v.v. – 

gentilmente cedido pelo Prof. Bernhard Ryffel) a 37ºC numa atmosfera contendo 5% de 

CO2. No terceiro dia de cultura, mais 10 mL de meio fresco foi adicionado, bem como 

mais 500µL do sobrenadante da cultura de células J558L. No sexto dia de cultura, o 

sobrenadante da cultura foi recuperado e submetido à centrifugação a 140 g por 5 

minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 10 mL do 

meio para DCs e suplementado com 500mL de sobrenadante de células J558L. Este 

volume foi devolvido à placa de cultura e mantido a 37ºC a 5% de CO2 até o 8º dia, 

quando estes passos foram repetidos. Finalmente, no 10º dia de cultivo, as células foram 

liberadas das placas de Petri pela lavagem com meio de cultura e centrifugadas a 140 g 

por 5 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 1mL 

de meio RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, Brasil) completo. Após contagem em câmara 

de Neubauer, as células foram diluídas para a concentração de 10
5
 células/100µL e 

dispostas em placas de 96 poços. Após 4 horas de cultivo a 37ºC numa atmosfera 

contendo 5% de CO2, os estímulos foram adicionados. Para a infecção in vitro 

(Centrífuga. BR4, Jouan, Winchester, VA, USA). O sobrenadante foi recolhido e as 

células foram ressuspendidas em 50 µL de uma suspensão contendo o vírus da Dengue 

em PBS, na proporção de 2 PFU por célula. Após duas horas de incubação do inóculo, 

as placas contendo DCs foram novamente centrifugadas a 130 g por 5 minutos e o meio 

foi desprezado. Em seguida, foi adicionado meio RPMI 1640 contendo 10% soro fetal 

bovino e as placas foram incubadas a 37
o
C numa atmosfera contendo 5% de CO2. Como 

controle positivo, foi utilizado o estímulo com Lipopolissacarídeo (SIGMA, EUA) na 

concentração final de 50 ng/ml. Após 24, 48 e 72 horas de cultivo, as placas contendo 
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DCs foram centrifugadas a 130 g por 5 minutos e o sobrenadante foi recolhido para a 

quantificação de nitrito pelo método de Griess e de citocinas, pelo método de ELISA. 

 

4.10 Ensaio de viabilidade de células em cultura utilizando o método do MTT 

Após a coleta do sobrenadante, as DCs em cultivo foram submetidas a um 

ensaio de viabilidade para avaliar qualquer toxicidade induzida pelos distintos 

tratamentos e estímulos. Para isto, as células foram cultivadas na presença de 200µL de 

uma solução de MTT (Calbiochem, Londres, Reino Unido) a 500µg/mL em meio 

completo a 37ºC numa atmosfera contendo 5% de CO2. Após 4 horas de incubação, as 

placas contendo DCs foram centrifugadas a 130 g por 5 minutos e o sobrenadante foi 

descartado. As células foram, então, lisadas pela lavagem com uma solução de SDS 

(SIGMA, USA) a 10% em dimetilformamida (VETEC, São Paulo, Brasil)/água (1:1). 

100µL do lavado foi transferido para uma placa de ELISA e a densidade óptica foi 

avaliada no comprimento de onda de 550nm. Os valores obtidos são expressos como 

porcentagem da absorbância média do grupo controle, cultivado na presença de meio, 

apenas.  

 

4.11 Quantificação de nitrito pelo método de Griess 

O nitrito é um produto primário da oxidação do NO e, portanto, a concentração 

de nitrito no sobrenadante de cultura foi utilizada como índice da produção de NO. A 

dosagem de nitrito total no sobrenadante foi realizada pela adição de 50µL de reagente 

de Griess (4% sulfanilamida e 0,2% naftilenediamida em ácido fosfórico 10% - todos 

SIGMA, USA) a uma amostra de 100µL de sobrenadante de cultura. Após um intervalo 

de cerca de 3 minutos para que se ocorra a reação, a densidade ótica a 550nm foi obtida 

utilizando um leitor de ELISA (Status-labsystems, Multiskan RC, Uniscience do 
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Brasil). A concentração total de nitrito foi calculada pela comparação com a densidade 

ótica a 550nm de uma curva padrão de nitrito de sódio preparado em meio RPMI 1640, 

composta de soluções nas seguintes concetrações: 100µM, 50µM, 25µM, 12,5µM, 

6,5µM, 3,25µM e 1,75µM.  

 

4.12 Análise estatística 

Os resultados foram apresentados como média ± E.P.M. As porcentagens de 

inibição foram calculadas através da subtração dos níveis de basais (obtidos em animais 

não infectados) em relação aos animais controle e tratados. As diferenças entre as 

médias foram analisadas utilizando-se análise de variância (ANOVA) com pós-testes de 

Student-Newman-Keuls. Quando necessário foi utilizado o teste t de student. Diferenças 

entre as curvas de sobrevida foram calculadas usando o teste Log rank. Para a realização 

de todas as análises, foi utilizado o software GraphPad PRISM, GraphPad software Inc. 

(San Diego, CA, USA). Resultados foram considerados significativos quando p< 0,05.  

 

4.13 Pesquisa bibliográfica 

A pesquisa bibliográfica e a obtenção de artigos em formato eletrônico foram 

feitas através da base de dados do portal Medline/Pubmed, no endereço: 

<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?DB=pubmed> . A obtenção de artigos 

em formato eletrônico também foi feita através da base de dados do portal Periódicos 

Capes (Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior - Capes/Mec), 

no endereço: <http://www.periodicos.capes.gov.br/portugues/index.jsp>. Foram 

avaliados artigos originais, de revisão ou atualização e capítulos de livros-texto, 

conforme sua relevância para o tema de estudo, escritos em português e inglês. As 

palavras-chaves utilizadas foram: “IF)-gamma, )itric Oxide, i)OS, Dengue, infection, 
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inflammation, systemic inflammatory response syndrome, neutrophil(s), T)F-alpha, 

cytokine(s), chemokine(s)”. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. Resultados 

 

 

 



 

Resultados 
63

Há produção de IF�-γγγγ in vivo neste modelo de infecção pelo vírus da dengue? 

 

5.1 Cinética da produção de IFN-γ após infecção com o vírus da dengue. 

 

Para averiguar se a produção da citocina IFN-γ é induzida após a infecção de 

camundongos com o vírus da dengue, bem como onde e quando esta citocina é 

produzida, a dosagem da mesma foi feita no lisado de vários tecidos de animais 

infectados no terceiro, quinto e sétimo dias após a infecção. Como pode ser observada 

na figura 5, a produção do IFN-γ já esta aumentada no fígado dos camundongos 

infectados a partir do 3º dia de infecção. Neste órgão, os níveis da citocina se mantêm 

elevados no 5º e 7º dias após a infecção (Figura 5A). Já no baço, a produção de IFN-γ se 

iniciou 5 dias após a infecção, sendo que houve uma maior liberação da citocina no 7º 

dia (Figura 5B). Este padrão foi refletido pela produção sistêmica da citocina, como 

acessado pelas concentrações séricas (Figura 5C). Assim, tanto no baço quanto no soro, 

níveis aumentados de IFN-γ foram encontrados em camundongos apenas 5 dias 

decorridos da infecção e estes níveis foram ainda maiores no 7º dia (Figuras 5 B e C). 

Estes achados sugerem a participação do IFN-γ na resposta do hospedeiro à infecção 

pelo vírus da dengue. 
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Figura 5: Cinética da liberação da citocina IFN-γ em animais selvagens infectados 

com o vírus da dengue. As concentrações de IFN-γ foram quantificadas por ELISA 

específico no fígado (A), baço (B) e soro (C). Os animais foram infectados com o 

vírus Dengue-2 pela injeção i.p. de 10PFU/100µL em PBS. Resultados são 

apresentados como pg de IFN-γ por 100 mg de tecido ou pg de IFN-γ por mL de 

soro e são média ± EPM de 5-6 animais por grupo. ND para concentrações não 

detectáveis da citocina; * para P< 0,05 quando comparado com animais não 

infectados (NI); # para P< 0,05 quando comparados com animais do grupo 3º dia; 

## para p<0,05 quando comparados com animais do grupo 5º dia. 

 

A ausência da produção do IF�-γγγγ durante a infecção acarretaria em maior 

susceptibilidade à infecção? 

 

5.2 Camundongos deficientes na expressão de IFN-γ apresentaram elevada taxa 

de letalidade após infecção com o vírus da dengue. 

 

Para averiguar qual o papel do IFN-γ durante a infecção em questão, animais 

geneticamente deficientes na produção da citocina (IFN-γ-/-) e seus controles selvagens 
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(WT) foram infectados com 10PFU ou 1PFU do vírus e monitorados quanto à taxa de 

sobrevida (Figura 6). Ao passo que 100% dos animais WT infectados com 1PFU 

estavam vivos após 14 dias da infecção, apenas 15% dos animais IFN-γ-/- resistiram à 

infecção com 1PFU. De modo interessante, todas as mortes entre os animais IFN-γ-/- 

ocorreram antes do 8º dia de infecção. Mantendo o mesmo padrão, todos os animais 

IFN-γ-/- infectados com 10PFU do vírus  sucumbiram antes do 8º dia de infecção, sendo 

que 90% dos animais WT sobreviveram por mais de 14 dias (Figura 6). Uma vez que, 

ao acompanharmos a letalidade, o inóculo de 10PFU apresentou grande diferença 

estatística entre os grupos IFN-γ-/- e WT e que experimentos realizados previamente 

demonstravam que esse inóculo era capaz de induzir várias alterações características do 

dengue, todos os experimentos seguintes foram feitos utilizando-se desse inóculo. 
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Figura 6: Letalidade induzida pela infecção com o vírus Dengue-2 em camundongos 

deficientes na expressão de IFN-γ comparados com animais selvagens. Camundongos 

selvagens (WT) ou deficientes na expressão de IFN-γ (IFN-γ-/-) foram infectados com 

o vírus Dengue-2 pela injeção i.p. de 1 ou 10PFU/100µL em PBS. Os grupos foram de 

7-8 animais. A sobrevida dos animais IFN-γ-/- infectados com os inóculos de 1 e 

10PFU foi estatisticamente diferente (P < 0,05) em relação aos grupos de animais WT 

infectados com 1 e 10PFU, respectivamente. 
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5.3 Animais deficientes na expressão de IFN-γ apresentaram alterações 

hematológicas e resposta hipernociceptiva exacerbadas após infecção com o vírus da 

dengue.  

 

Dentre as alterações observadas durante o curso de uma infecção pelo vírus da 

dengue, estão alterações hematológicas tais como aumento do hematócrito e 

plaquetopenia e a ocorrência de dor (RIGAU-PÉREZ, 2006).  

Deste modo, a ocorrência destas alterações foram examinadas em animais IFN-γ-

/- em comparação a animais WT. Os animais WT apresentaram plaquetopenia já no 

terceiro dia, sendo que esta permaneceu aumentada no 5º dia de infecção. Entretanto, 

animais IFN-γ-/- apresentaram plaquetopenia ainda mais acentuada no 3º e 5º dia 

infecção, quando comparados com os animais selvagens (Figura 7A). Porém, quando 

avaliamos a hemoconcentração, verificamos que apenas após 5 dias de infecção houve 

aumento do nível de hematócrito induzido pelo vírus da dengue em  animais WT. Na 

ausência da produção de IFN-γ, essa hemoconcentração foi ainda mais acentuada 

(Figura 7B).  

Outro importante sinal do modelo é a observação de resposta hipernociceptiva 

nos animais infectados. Essa interpretação de dor foi verificada a partir do terceiro dia 

de infecção nos animais selvagens (Figura 7C). Entretanto, foi observada uma 

antecipação desta resposta comportamental nos animais IFN-γ-/- infectados logo no 

primeiro dia após a infecção. Além disso, até o terceiro dia de infecção, camundongos 

IFN-γ-/- mantiveram uma maior resposta em relação aos animais WT. Nos dias 4 e 5 

após a infecção, ambos os grupos apresentaram hipernocicepção em relação ao grupo 

não infectado, porém sem diferença significativa entre os dois grupos infectados. 
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Figura 7: Alterações hematológicas e hipernociceptiva desencadeadas pela 

infecção com o vírus Dengue-2 em camundongos deficientes na expressão de IFN-γ
-

/-
 comparados com animais selvagens. Camundongos selvagens (WT) ou deficientes 

na expressão de IFN-γ (IFN-γ-/-) foram infectados com o vírus Dengue-2 pela 

injeção i.p. de 10PFU/100µL em PBS. As plaquetas (A) foram quantificadas em 

amostra de sangue heparinizado pelo método de impedância eletrônica. O 

hematócrito (B) foi medido pela relação percentual entre a porção celular e a 

amostra total de sangue coletada em um tubo capilar após centrifugação. A 

intensidade de hipernocicepção (C) foi obtida utilizando um analgesímetro digital. 

Os resultados foram expressos em número de plaquetas por mL de sangue ou em 

porcentagem, ou em gramas e são média ± EPM de 4-5 animais por grupo. * para 

P< 0,05 quando comparado com animais não infectados (NI); # para P< 0,05 

quando comparados com animais selvagens. 

 

5.4 Animais deficientes na expressão de IFN-γ apresentaram níveis elevados de 

TNF-α e IL-6 após infecção com o vírus da dengue. 

Diversos trabalhos têm demonstrado o aumento dos níveis circulantes das 

citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-6 em pacientes infectados com o vírus da 
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dengue (CHATURVEDI et al., 2000). Além disso, modelos animais suportam a 

participação de citocinas, especialmente do TNF-α na patogênese da doença 

(ATRASHEUSKAYA et al., 2003; SHRESTA et al., 2006). Desta forma, os níveis de 

TNF-α e IL-6 foram medidos no decorrer da infecção em animais IFN-γ-/- ou WT. A 

Figura 8 demonstra que, no 3º ou 5º dia após infecção, não houve liberação detectável 

da concentração sérica de TNF-α em animais WT (Figura 8 A), entretanto houve um 

aumento significativo dessa citocina no fígado ou baço após infecção (Figuras 8 A, B). 

De maneira interessante, em animais IFN-γ-/-, houve um aumento sistêmico da 

concentração de TNF-α no 5º dia (Figura 8 A), e uma exacerbação da liberação da 

mesma nos demais órgãos analisados quando comparados com os animais WT (Figuras 

8 B, C).  Após 5 dias de infecção, animais WT apresentaram um aumento significativo 

na liberação de IL-6 no soro (Figura 8D), fígado (Figura 8E),  e baço (Figura 8F) o que 

não foi verificado no 3º dia após o inoculo. O perfil de produção de IL-6 em animais 

IFN-γ-/- foi muito distinto ao encontrado para TNF-α. Houve um aumento significativo 

da concentração de IL-6 no soro de animais IFN-γ-/- quando comparados a animais WT 

(Figura 8D). Em contrapartida os animais IFN-γ-/- apresentaram uma menor 

concentração dessa citocina no fígado (Figura 8E),  e baço (Figura 8F) quando 

comparados aos animais selvagens.  

Estes resultados demonstram que animais IFN-γ -/- apresentam uma infecção de 

caráter mais grave, associada com manifestações hematológicas acentuadas, intensa 

resposta hipernociceptiva, alteração no perfil de produção de citocinas pró-inflamatórias 

e maior taxa de letalidade. Desta forma, a ausência da produção do IFN-γ durante a 

infecção acarretaria em maior susceptibilidade à infecção. 
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Figura 8: Liberação das citocinas TNF-α e IL-6 desencadeada pela infecção com o 

vírus Dengue-2 em camundongos deficientes na expressão de IFN-γ comparados com 

animais selvagens. TNF-α e IL-6 foram quantificadas por ELISA específico no soro (A, 

D), fígado (B, E) e baço (C, F) dos animais. Camundongos selvagens (WT) ou 

deficientes na expressão de IFN-γ (IFN-γ-/-) foram infectados com o vírus Dengue-2 

pela injeção i.p. de 10PFU/100µL em PBS, anestesiados e sacrificados para coleta dos 

tecidos citados no tempo indicado. Resultados são apresentados como pg de TNF-α 

ou IL-6 por 100 mg de tecido ou pg de TNF-α ou IL-6 por mL de soro e são média ± 

EPM de 5-6 animais por grupo. ND para concentrações não detectáveis da citocina; * 

para P< 0,05 quando comparado com animais não infectados (NI); # para P< 0,05 

quando comparados com animais selvagens. 
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Qual o papel desta molécula na resposta inflamatória característica da 

infecção em questão? 

 

5.5 Animais deficientes na expressão de IFN-γ apresentaram maior influxo de 

neutrófilos para o pulmão. 

 

A elevada produção de TNF-α e IL-6 é característica das patologias que 

envolvem a síndrome da resposta inflamatória sistêmica (HALSTEAD, 2003; 

ROTHMAN, 2003; SOMMERS, 2003). O envolvimento de neutrófilos nessas 

patologias é bem demonstrado, de modo que buscamos averiguar o influxo de 

neutrófilos para o tecido pulmonar após a infecção com o vírus da dengue. Houve um 

aumento do influxo de neutrófilos no pulmão de animais WT no 3º e 5º dia de infecção 

(Figura 9A). No entanto, animais IFN-γ-/- apresentaram um aumento vertiginoso do 

número destas células para o tecido pulmonar, tanto no 3º, quanto no 5º dia de infecção 

(Figura 9A). Este padrão de maior influxo neutrofílico foi correlacionado com os níveis 

da quimiocina CXCL1 no tecido. Esta quimiocina é um importante agente no 

recrutamento de neutrófilos para um sítio inflamatório (CHARO et al., 2006). Deste 

modo, já no 3º dia, houve um aumento dos níveis de CXCL1 no pulmão de animais 

WT, sendo que esse aumento se manteve no 5º dia pós infecção (Figura 9B). Nos 

camundongos IFN-γ-/-, os níveis da quimiocina foram ainda mais elevados, tanto no 3º 

quanto no 5º  dia após a infecção.  
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Figura 9: Influxo de neutrófilos e liberação de CXCL1 no pulmão após infecção com o 

vírus Dengue-2 em camundongos deficientes na expressão de IFN-γ comparados com 

animais selvagens. A migração de neutrófilos (A) foi avaliada pela quantificação dos 

níveis teciduais de mieloperoxidase (MPO). CXCL1 (B) foi quantificada por ELISA 

específico no homogenato pulmonar. Os animais foram infectados com o vírus 

Dengue-2 pela injeção i.p. de 10PFU/100µL em PBS, anestesiados e sacrificados para 

coleta dos tecidos citados no tempo indicado. Resultados são apresentados como 

número de neutrófilos por 100 mg de tecido ou pg de CXCL1 por 100 mg de pulmão 

e são média ± EPM de 5-6 animais por grupo. * para P< 0,05 quando comparado 

com animais selvagens. 

 

5.6 A produção de quimiocinas esteve reduzida em animais deficientes na 

expressão de IFN-γ infectados com o vírus da dengue.  

 

As quimiocinas são importantes mediadores do tráfico celular seja em processo 

homeostáticos, seja em eventos inflamatórios (ABBAS & LICHTMAN, 2005; CHARO 

et al., 2006). Deste modo, procedemos à dosagem das quimiocinas CXCL1 e CCL2 nos 

tecidos dos animais infectados. Vale ressaltar que as duas quimiocinas tem sido 

associadas com à infecção humana pelo vírus da dengue (CHATURVEDI et al., 2000; 

CLYDE et al., 2006). A quimiocina CCL2 não foi detectada no fígado de animais WT, 

entretanto 3 dias após a infecção houve uma produção detectável dessa quimiocina no 

fígado com aumento ainda mais acentuado no 5º dia de infecção (Figura 10A) . No 

entanto, animais IFN-γ-/- apresentaram um aumento da liberação dessa quimiocina no 3º 
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dia, porém sem acentuação desse aumento no 5º dia de infecção (Figura 10A). A 

quimiocina CXCL1 apresentou um aumento significativo após 5 dias de infecção 

(Figura 10B).  Entretanto, os animais IFN-γ-/- não apresentaram alterações significativas 

na produção dessa quimiocina (Figura 10B). Embora em contraste com àqueles 

encontrados no pulmão, estes dados parecem apontar para uma capacidade reduzida, por 

parte dos animais IFN-γ-/-, em produzir quimiocinas frente à infecção pelo vírus da 

dengue. 
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Figura 10: Liberação das quimiocinas CCL2 e CXCL1 desencadeada pela infecção 

com o vírus Dengue-2 em camundongos deficientes na expressão de IFN- γ 

comparados com animais selvagens. CCL2 (A) e CXCL1 (B) foram quantificadas por 

ELISA específico no homogenato dos animais. Camundongos selvagens (WT) ou 

deficientes na expressão de IFN-γ (IFN-γ -/-) foram infectados com o vírus Dengue-2 

pela injeção i.p. de 10PFU/100µL em PBS, anestesiados e sacrificados para coleta dos 

tecidos citados no tempo indicado. Resultados são apresentados como pg de CCL2 ou 

CXCL1 por 100 mg de tecido e são média ± EPM de 5-6 animais por grupo. ND para 

concentrações não detectáveis da citocina; * para P< 0,05 quando comparado com 

animais não infectados (NI); # para P< 0,05 quando comparados com animais 

selvagens. 
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O IF�-γγγγ estaria envolvido no controle da replicação viral durante a infecção 

pelo vírus da dengue? 

 

5.7 Animais deficientes na expressão de IFN-γ apresentaram carga viral elevada 

após infecção com o vírus da dengue.  

 

Os resultados anteriores apontaram para uma maior susceptibilidade por parte 

dos animais IFN-γ-/- frente à infecção com o vírus da dengue. Além disso, alguns 

estudos têm sugerido que a citocina em questão apresentaria um importante papel no 

controle da replicação do vírus da dengue (CLYDE et al., 2006). Desta forma, 

buscamos averiguar se a maior susceptibilidade dos animais IFN-γ-/- à infecção estava 

associada a incapacidade de combate à replicação viral. De fato, a carga viral presente 

no baço de animais IFN-γ -/- após 5 dias de infecção foi cerca de 1,5 logaritmo maior 

que àquela presente no mesmo tecido de animais WT (Figura 11). Assim, pode-se 

concluir que há um prejuízo no combate à replicação viral na ausência da produção de 

IFN- γ.  
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Figura 11: Quantificação de unidades formadoras de placas (PFU) após a infecção 

com o vírus Dengue-2 em camundongos deficientes na expressão de IFN-γ 

comparados com animais selvagens. A quantificação do título viral foi obtida por 

ensaio de titulação usando células permissivas à infecção pelo vírus da dengue. 

Camundongos selvagens (WT) ou deficientes na expressão de IFN-γ (IFN-γ -/-) foram 

infectados com o vírus Dengue-2 pela injeção i.p. de 10PFU/100µL em PBS, 

anestesiados e sacrificados para coleta do baço no quinto dia de infecção. Resultados 

são apresentados como PFU por mg de tecido e são média ± EPM de 5-6 animais por 

grupo. * para P< 0,05 quando comparado com animais selvagens. 

 

Os mecanismos de resposta do hospedeiro desencadeados pelo IF�-γγγγ durante 

a resposta à infecção envolveriam a ativação da síntese de óxido nítrico? 

 

5.8 Células Dendríticas precisaram do estímulo com IFN-γ para manterem uma 

produção contínua de NO após infecção com o vírus da dengue.    

 

As células dendríticas (DCs) parecem ser os principais alvos para infecção pelo 

vírus da dengue (CLYDE et al., 2006). Além disso, estas células são de extrema 

importância para estímulo da imunidade adaptativa, dado o seu importante papel como 

células apresentadoras de antígenos e promotoras de sinais para ativação de linfócitos 

(ABBAS & LICHTMAN, 2005). Assim, para avaliar a resposta dessas células à 
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infecção com o vírus da dengue, realizamos a infecção in vitro de DCs. Logo após 24 

horas de infecção com o vírus da dengue, as DCs foram capazes de liberar níveis 

elevados de NO (Figura 12A). Esta produção não foi alterada pela presença de IFN-γ no 

meio de cultura durante as primeiras 24 horas. No entanto, decorridas 48 horas e até 

mesmo 72 horas da infecção, a produção de NO por parte das DCs cessou (Figura 12A). 

Esse dado não ocorreu devido à redução na viabilidade celular, visto que não houve 

alteração do número de células no decorrer da cultura (Figura 12B). Logo, para que as 

DCs continuem a produzir NO na presença do vírus, é necessário o estímulo com IFN-γ. 

Estes dados sugerem que uma resposta microbicida duradoura por parte das DCs 

necessita da ativação desencadeada pelo IFN-γ. 
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Figura 12: Produção de óxido nítrico por células dendríticas após a infecção com o 

vírus Dengue-2. Após diferenciação à partir de células da medula óssea, as células 

dendríticas foram infectadas com 0.2 PFU do vírus Dengue-2 por célula, e 

estimuladas ou não com IFN-γ recombinante murino (50UI/mL). Após decorridas 

24, 48 e 72 horas de incubação, o sobrenadante foi recolhido para quantificação do 

NO e as células foram submetidas a ensaio de viabilidade. A dosagem do nitrato foi 

feito pelo método de Griess e o ensaio de viabilidade foi feito pelo método do MTT. 

Resultados foram apresentados como a concentração de nitrito em mM e como 

unidades relativas e são média ± EPM de 5-6 animais por grupo. * para P< 0,05 

quando comparado com grupo tratado com meio. # para p<0,05 em relação ao 

grupo infectado com dengue sem estímulo com IFN-γ. A viabilidade das células 

infectadas não foi estatisticamente diferente (P > 0,05) em relação aos grupos que 

receberam apenas meio ou IFN-γ. 
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A ausência da expressão da enzima i�OS durante a infecção acarretaria em 

maior susceptibilidade à infecção? 

 

5.9 Animais que não expressam a enzima iNOS tiveram taxa de mortalidade 

elevada após infecção com o vírus da dengue. 

 

A maior susceptibilidade de animais IFN-γ-/- à infecção pelo vírus da dengue 

parece estar associada a menor capacidade destes animais em produzir NO. Desta 

forma, para averiguar qual o papel da enzima produtora do radical em questão, durante a 

infecção pelo vírus da dengue, animais geneticamente deficientes na produção da iNOS 

(iNOS-/-), bem como seus controles selvagens (WT) foram infectados com 10PFU ou 

1PFU do vírus e monitorados quanto à taxa de sobrevida. Ao passo que 100% dos 

animais WT infectados com 1PFU estavam vivos após 14 dias da infecção, apenas 

12,5% dos animais iNOS-/- resistiram à infecção (Figura 13). Da mesma forma, 100% 

dos animais iNOS-/- infectados com 10PFU do vírus sucumbiram até 10º dia de 

infecção, sendo que 90% dos animais WT sobreviveram por mais de 14 dias (Figura 

13). É notável, no entanto, que os animais iNOS-/- resistem a um período de infecção 

ligeiramente maior que os animais IFN-γ-/- (Comparar Figura 6 e Figura 13), sugerindo 

que a produção de NO via iNOS não é o único mecanismo de combate à infecção 

ausente nos animais deficientes em IFN-γ.  
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Figura 13: Letalidade induzida pela infecção com o vírus Dengue-2 em 

camundongos deficientes na expressão de iNOS comparados com animais 

selvagens. Camundongos selvagens (WT) ou deficientes na expressão de iNOS 

(iNOS-/-) foram infectados com o vírus Dengue-2 pela injeção i.p. de 1 ou 

10PFU/100µL de PBS. Os grupos continham um número de 7-8 animais. A 

sobrevida dos animais iNOS-/- infectados com os inóculos de 1 e 10PFU foi 

estatisticamente diferente (P<0,05) em relação aos grupos de animais WT 

infectados com 1 e 10PFU, respectivamente. 

 

 

5.10 As alterações hematológicas desencadeadas pela infecção pelo vírus da 

dengue foram acentuadas em animais deficientes na expressão de iNOS. 

 

 As características hematológicas foram alteradas nos animas iNOS-/- após 

infecção com o vírus da dengue.  Reproduzindo os dados anteriores, os animais WT 

apresentaram plaquetopenia já no terceiro dia, sendo que esta permaneceu aumentada 

nos 5º e 7º dias de infecção. Da mesma forma como os animais IFN-γ-/-, animais iNOS-/-  

apresentaram números de plaquetas circulantes ainda menores que os encontrados em 

animais WT. No entanto, este fenômeno foi manifestado apenas no sétimo dia de 

infecção. A plaquetopenia observada nos animais iNOS-/- se manteve em níveis 
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comparados com os dos animais WT nos 3º e 5º dia de infecção (Figura 14A).  Da 

mesma forma, animais WT apresentaram hemoconcentração no sétimo dia de infecção 

pelo vírus da dengue. Na ausência da expressão de iNOS, essa hemoconcentração foi 

ainda mais acentuada (Figura 14B).  
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Figura 14: Alterações hematológicas induzidas pela infecção com o vírus Dengue-2 

em camundongos deficientes na expressão de iNOS comparados com animais 

selvagens. Camundongos selvagens (WT) ou deficientes na expressão de iNOS 

(iNOS-/-) foram infectados com o vírus Dengue-2 pela injeção i.p. de 10PFU/100µL 

de PBS. Os grupos continham um número de 4-5 animais. As plaquetas (A) foram 

quantificadas em amostra de sangue heparinizado pelo método de impedância 

eletrônica. O hematócrito (B) foi obtido pela relação percentual entre a porção 

celular e a amostra total de sangue coletada em um tubo capilar após 

centrifugação. Os resultados foram expressos em número de plaquetas por mL de 

sangue ou em porcentagem e são média ± EPM de 4-5 animais por grupo. * para 

P< 0,05 quando comparado com animais não infectados (NI); # para P< 0,05 

quando comparados com animais do selvagens. 

 

5.11 Animais deficientes na expressão de iNOS apresentaram níveis elevados de 

TNF-α e IL-6.  

 

Para finalizar a caracterização do curso da infecção em animais iNOS-/-, o 

próximo passo foi averiguar se havia alteração nos níveis de citocinas pró-inflamatórias 

nestes animais. Desta forma, os níveis de TNF-α e IL-6 foram medidos no decorrer da 
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infecção de animais iNOS-/- e comparados àqueles de animais WT controles. Conforme 

descrito anteriormente, no 3º ou 5º dia após infecção, não houve liberação detectável da 

concentração sérica de TNF-α em animais WT porém houve um aumento significativo 

dessa citocina no 7º dia (Figura 15A) sendo que em animais iNOS-/- houve um aumento 

da concentração de TNF-α já no 5º dia com aumento ainda maior no 7ºdia (Figura 

15A). No fígado, houve aumento da concentração de TNF-α apenas no 5º dia após 

infecção nos animais WT, enquanto nos animais iNOS-/- esse aumento se manteve até o 

7º dia de infecção. Já no baço, houve um aumento tempo-dependente da concentração 

de TNF-α tanto em animais WT como em animais iNOS-/-, sendo que no 7º dia os 

animais iNOS-/- apresentaram uma concentração significativamente maior que os WT 

infectados. De maneira similar ao que ocorre com a concentração de TNF-α, apenas 

após 7 dias de infecção, animais WT apresentaram um aumento significativo na 

liberação de IL-6 no soro, sendo que esse aumento é ainda maior em animais iNOS-/- 

(Figura 15D). Em animais WT, a produção de IL-6 no fígado apresentou pico no 5º dia 

pós infecção, já nos animais iNOS-/- houve aumento da produção dessa citocina em 

todos os tempos avaliados. No baço, por sua vez tanto em animais WT quanto em 

animais iNOS-/- houve um aumento da produção de IL-6 no 5º e 7º dia após infecção, 

sendo que no 7º dia os animais iNOS-/-  apresentaram aumento significativo quando 

comparados a animais WT.    
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Figura 15: Produção das citocinas TNF-α e IL-6 desencadeada pela infecção com o 

vírus Dengue-2 em camundongos deficientes na expressão de iNOS comparados com 

animais selvagens. TNF-α e IL-6 foram medidas por ELISA específico no soro (A), 

fígado (B) e baço (C) dos animais. Camundongos selvagens (WT) ou deficientes na 

expressão de iNOS (INOS-/-) foram infectados com o vírus Dengue-2 pela injeção i.p. 

de 10PFU/100µL de PBS, anestesiados e sacrificados para coleta dos tecidos citados 

no tempo indicado. Resultados são apresentados como pg de TNF-α ou IL-6 por 100 

mg de tecido ou pg de TNF-α ou IL-6 por mL de soro e são média ± EPM de 5-6 

animais por grupo. ND para concentrações não detectáveis da citocina; * para P< 

0,05 quando comparado com animais não infectados (NI); # para P< 0,05 quando 

comparados com animais selvagens. 
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5.12 A suscepitibilidade aumentada de animais iNOS-/- não está associada a 

prejuízo na produção de IFN-γ. 

 

Os resultados anteriores demonstram que animais iNOS-/- apresentam uma 

infecção de caráter mais grave, associada com  as mesmas manifestações encontradas 

nos animais IFN-γ-/-, a saber alterações hematológicas acentuadas, produção sistêmica 

exacerbada de citocinas pró-inflamatórias e maior taxa de letalidade. É interessante 

ressaltar que todas as alterações encontradas nos animais iNOS-/- se manifestaram sem 

que haja prejuízo da produção de IFN-γ por parte destes animais. Como demonstrado na 

figura 16A-C, a produção da citocina por camundongos iNOS-/- após a infecção com o 

vírus da dengue foi semelhante à produção encontrada nos animais WT, como ilustrado 

para o fígado, baço e soro. Desta forma, a maior susceptibilidade à infecção na ausência 

da iNOS durante a infecção é independente da atividade do IFN-γ. 
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Figura 16: Produção da citocina IFN-γ com o vírus Dengue-2 em camundongos 

deficientes na expressão de iNOS comparados com animais selvagens. IFN-γ foi 

mensurada por ELISA específico no fígado (A), baço (B) e soro (C) dos animais. 

Camundongos selvagens (WT) ou deficientes na expressão de iNOS (INOS-/-) foram 

infectados com o vírus Dengue-2 pela injeção i.p. de 10PFU/100µL de PBS, 

anestesiados e sacrificados para coleta dos tecidos citados no tempo indicado. 

Resultados são apresentados como pg de IFN-γ por 100 mg de tecido ou pg de IFN-γ 

por mL de soro e são média ± EPM de 5-6 animais por grupo. ND para concentrações 

não detectáveis da citocina; * para P< 0,05 quando comparado com animais não 

infectados (NI); # para P< 0,05 quando comparados com animais selvagens. 
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Qual o papel da enzima i�OS na resposta inflamatória característica da 

infecção pelo vírus da dengue? 

 

5.13 Animais deficientes na expressão de iNOS apresentaram reduzido influxo 

de neutrófilos para o pulmão e menor produção de quimiocinas após infecção com o 

vírus da dengue. 

 

Contrastando com os achados da infecção de animais IFN-γ-/-, o influxo de 

neutrófilos para o pulmão de animais iNOS-/- infectados com o vírus da dengue não 

esteve aumentado. O influxo de neutrófilos no pulmão de animais WT se manteve 

elevado durante toda a infecção. No entanto, animais iNOS-/- apresentaram uma redução 

do número destas células já no 5º dia de infecção, o que se manteve no 7º dia (Figura 

17A).  Esta redução no recrutamento neutrofílico se deu mesmo na presença de níveis 

elevados da quimiocina CXCL1. De fato, os níveis desta quimiocina de animais WT e 

iNOS-/- durante todo o curso da infecção foram semelhantes neste órgão (Figura 17B). 

Além disso, a alta produção de CXCL1 se manteve elevada também no fígado de 

animais iNOS-/-. Mais uma vez, a produção desta quimiocina pelos animais iNOS-/- foi 

semelhante à de animais WT (Figura 17D). No entanto, a produção de CCL2, ainda que 

elevada em relação aos níveis basais, esteve reduzida no fígado de animais iNOS-/- 

quando comparadas com a dos animais WT (Figura 17C). Desta forma, a resposta 

inflamatória de animais deficientes na expressão de iNOS infectados com o vírus da 

dengue parece estar reduzida. 
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Figura 17: Influxo de neutrófilos e produção de quimiocinas no pulmão e fígado após 

infecção com o vírus Dengue-2 em camundongos deficientes na expressão de iNOS 

(iNOS-/-) comparados com animais selvagens. A migração de neutrófilos (A) foi 

avaliada pela medida dos níveis teciduais de mieloperoxidase (MPO). CXCL1 no 

pulmão (B) CCL2 no fígado (C) e CXCL1 no fígado (D) foram medidas por ELISAs 

específicos nos tecidos. Os animais foram infectados com o vírus Dengue-2 pela 

injeção i.p. de 10PFU/100µL de PBS, anestesiados e sacrificados para coleta dos 

tecidos citados no tempo indicado. Resultados são apresentados como número de 

neutrófilos por 100mg de tecido ou pg de CXCL1 ou CCL2 por 100 mg de pulmão ou 

fígado e são média ± EPM de 5-6 animais por grupo. * para P< 0,05 quando 

comparado com animais não infectados (NI). # para p<0,05 quando comparado com 

animais WT infectados. 

 

A enzima i�OS estaria envolvida no controle da replicação viral durante a 

infecção pelo vírus da dengue? 

 

5.14 Animais deficientes na expressão de iNOS apresentaram carga viral 

elevada após infecção com o vírus da dengue.  

 

Os resultados anteriores apontaram para uma maior susceptibilidade por parte 

dos animais iNOS-/- frente à infecção com o vírus da dengue. Além disso, alguns 
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estudos têm demonstrado que o NO seria capaz de suprimir a replicação do sorotipo 2 

do vírus da dengue (CHARNSILPA et al., 2005; TAKHAMPUNYA et al., 2006). Desta 

forma, buscamos averiguar se a maior susceptibilidade dos animais iNOS-/- à infecção 

estava associada a incapacidade de combate à replicação viral. De fato, a carga viral 

presente no baço destes animais após 5 dias de infecção esteve significativamente 

elevada em relação àquela presente no mesmo tecido de animais WT (Figura 18). 

Assim, pode-se concluir que há um prejuízo no combate à replicação viral na ausência 

da expressão de iNOS.  
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Figura 18: Quantificação de unidades formadoras de placas (PFU) após a infecção 

com o vírus Dengue-2 em camundongos deficientes na expressão de iNOS 

comparados com animais selvagens. A quantificação do título viral foi obtida por 

ensaio de titulação usando células permissivas à infecção pelo vírus da Dengue. 

Camundongos selvagens (WT) ou deficientes na expressão de iNOS (iNOS-/-) foram 

infectados com o vírus Dengue-2 pela injeção i.p. de 10PFU/100µL de PBS, 

anestesiados e sacrificados para coleta do baço no quinto dia de infecção. Resultados 

são apresentados como PFU por mg de tecido e são média ± EPM de 5-6 animais por 

grupo. * para P< 0,05 quando comparado com animais selvagens. 
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A resposta imunológica é um evento complexo. Múltiplos sistemas como a 

imunidade inata e adquirida, a hipersensibilidade imediata e a tardia além do sistema do 

complemento, se interagem e sofrem modulação de outros sistemas como as cascatas de 

coagulação e fibrinólise e o sistema nervoso autônomo (TRACEY, 2007). Os 

componentes envolvidos na resposta imunológica, por sua vez, também estão 

organizados de maneira complexa (PETRANYI, 2002) exibindo um gama variável de 

respostas frente a uma multiplicidade de situações. Isto se estende para a resposta imune 

a agentes infecciosos. De fato, as defesas antimicrobianas do hospedeiro são numerosas 

e variadas, envolvendo mecanismos humorais e celulares, sejam eles inatos ou 

adaptativos (ABBAS & LICHTMAN, 2005). Entretanto, ainda que necessária para a 

sobrevivência do organismo, a imunidade tem potencial de causar lesão ao hospedeiro. 

Isto é evidente em muitas infecções, em que a lesão tecidual e a doença podem ser 

causadas pela resposta do hospedeiro ao microrganismo e aos seus produtos (ABBAS & 

LICHTMAN, 2005). Desta forma, o entendimento dos mecanismos imunológicos 

envolvidos numa doença infecciosa, sejam eles causadores de lesão tecidual ou não, se 

demonstra importante para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas e/ ou vacinais.  

No que tange à infecção pelo vírus da dengue, o conhecimento sobre os 

mecanismos envolvidos na resposta do hospedeiro ainda se mostram bastante 

incipientes (ROTHMAN, 2003). De fato, o principal mecanismo que leva à 

manifestação da forma hemorrágica da infecção se mostra obscuro, o que resulta na 

ineficácia das medidas preventivas e terapêuticas contra a doença. Este cenário se torna 

preocupante, dado o alto número de infecções registrado nos últimos anos. Na América 

Latina, Caribe e Ásia, a infecção tem recebido grande atenção por parte das autoridades 

de saúde pública e nos últimos vinte anos, o número de casos cresceu vertiginosamente, 

acompanhando a disseminação dos diferentes sorotipos virais (RIGAU-PÉREZ, 2006). 
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Deste modo, o estudo dos mecanismos de resposta do hospedeiro durante a infecção se 

mostra bastante pertinente. De maneira mais específica, a patogênese da infecção pelo 

dengue parece estar intimamente associada à resposta imune do hospedeiro. A 

manifestação da FHD tem sido atribuída a fatores tais como a presença de anticorpos de 

reatividade cruzada, ativação indesejada de células B e T, e efeitos pró-inflamatórios de 

citocinas (CLYDE et al., 2006). Assim, um melhor conhecimento dos eventos 

imunológicos pode fornecer informações importantes sobre a patogênese da doença.  

Na miríade de moléculas e mecanismos envolvidos na resposta do hospedeiro a 

agentes infecciosos, o IFN-γ merece destaque. Em 1983, Nathan e colaboradores 

demonstraram que a citocina em questão era responsável pela explosão respiratória e 

eliminação de parasitas por parte de macrófagos humanos. Desde então, o controle de 

diversas atividades imunorreguladoras de importante participação na resposta a 

infecções tem sido atribuído ao IFN-γ (revisto por BOEHM et al., 1997 e SCHRODER 

et al., 2004). Além disso, diversas atividades anti-virais têm sido atribuídas à citocina. 

Estes dados, por si só, suportam o estudo do envolvimento dessa citocina na patogênese 

da infecção pelo vírus da dengue. De fato, a participação da citocina na resposta à 

infecção é evidente. Níveis elevados de IFN-γ são encontrados em pacientes com FD ou 

FHD (KURANE et al., 1993; NGUYEN et al., 2004; CHEN et al., 2005, 2006b; 

CHAKRAVARTI et al., 2006). E, de maneira interessante, proteínas virais, entre elas a 

proteína NS4B, são capazes de inibir a resposta celular induzida pelo tratamento com 

IFN-γ, permitindo uma replicação viral contínua e disseminação do vírus (MUNOZ-

JORDAN et al., 2003). Essas evidências sugerem que a citocina em questão 

desempenha um importante papel na resposta do hospedeiro ao vírus. 

A correlação dos elevados níveis de IFN-γ com a sobrevivência de pacientes 

com FHD (CLYDE et al., 2006) e a extrema susceptibilidade de camundongos 
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deficientes em IFN-γ (deficiência conjunta de IFN-γ e IFNs do tipo 1) (SHRESTA et 

al., 2004, 2005, 2006) suportam a idéia de que a citocina tem papel crítico no controle 

da infecção pelo dengue. Nossos dados corroboram esta hipótese. Camundongos 

selvagens infectados com o vírus adaptado ao hospedeiro murino apresentam níveis 

elevados da citocina no tecido hepático, já no terceiro dia de infecção. Além disso, há 

produção sistêmica do IFN-γ a partir do quinto dia de infecção e esta se mantém 

aumentada até o sétimo dia. Essa elevada produção foi correlacionada com elevada taxa 

de sobrevida nos animais selvagens infectados. Paralelamente, animais IFN-γ-/- se 

mostraram muito mais susceptíveis à infecção com o vírus adaptado, com altos níveis 

de letalidade, mesmo após poucos dias de infecção. Da mesma forma, as manifestações 

clinicas características da infecção foram agravadas em animais IFN-γ-/- infectados. 

Tanto a contagem de plaquetas quanto o índice de hematócrito estavam 

significativamente aumentados nesses animais em relação aos animais WT infectados.  

Esta manifestação mais grave da infecção por parte dos animais IFN-γ-/- foi 

caracterizada também por elevados níveis da citocina pró-inflamatória TNF-α, tanto 

teciduais quanto sistêmicos,  em relação àqueles de animais selvagens. O TNF-α é um 

importante regulador da imunidade inata e da inflamação aguda (ABBAS & 

LICHTMAN, 2005). No entanto, em níveis elevados, a citocina é uma importante causa 

de complicações sistêmicas, entre elas o choque (CHATURVEDI, 2006). A produção 

elevada de TNF-α após a infecção com o vírus da dengue foi inicialmente demonstrada 

por Vitarana et al (1991) e, desde então, diversos trabalhos tem demonstrado o aumento 

dos níveis desta citocina após a infecção pelo vírus da dengue. De fato, o TNF-α está 

entre as primeiras citocinas a aparecer tanto em pacientes quanto em cultura de 

leucócitos periféricos humanos infectados com dengue (CHATURVEDI et al., 1999, 

2000, 2004). Além disso, os níveis desta citocina estão particularmente elevados em 
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pacientes com FHD (HOBER et al., 1993; PINTO et al., 1999; CARDIER et al., 2005; 

CHAKRAVARTI & KUMARIA, 2006).  

Acredita-se que a liberação sistêmica do TNF-α é um dos causadores do 

aumento da permeabilidade vascular nesses pacientes (CLYDE et al., 2006). Isso pode 

ser explicado pelos seus efeitos pró-inflamatórios em células endoteliais, uma vez que o 

TNF-α é capaz de induzir a expressão de moléculas de adesão nestas células, 

contribuindo para o recrutamento celular (MUKHOPADYAY et al., 2006). Além disso, 

a citocina estimula a liberação de produtos do ácido araquidônico, como as 

prostaciclinas, que provocam vasodilatação (potencialmente importante no aumento de 

permeabilidade vascular) (AGGARWAL, 2003). A participação do TNF-α na 

patogênese da infecção pelo dengue tem sido corroborada também por modelos animais, 

onde são detectados níveis elevados da citocina após a infecção e o tratamento com 

anticorpos anti-TNF resulta em manifestações mais brandas da doença e letalidade 

reduzida (ATRASHEUSKAYA et al., 2003; SHRESTA et al., 2006). Assim, a 

produção de TNF-α parece estar diretamente correlacionada a ocorrência da forma 

grave da doença e, portanto, os altos níveis desta citocina nos animais IFN-γ-/- podem 

justificar a maior susceptibilidade à infecção. Além disso, o aumento da produção sérica 

de TNF-α pode, em parte, ser responsável pelo aumento da letalidade em animais IFN-

γ
-/-. 

Além do TNF-α, a produção de IL-6 sérica estava aumentada nos animais IFN-

 γ
-/- infectados com o vírus da dengue em relação aos animais WT infectados. A 

produção elevada desta citocina também tem sido relatada em pacientes e 

correlacionada com a manifestação da FHD (CHATURVEDI et al., 2000). Por fim, 

proteínas NS1 são capazes de estimular a produção de IL-6 por DCs (CHUA et al., 

2005). A IL-6 é também uma citocina pró-inflamatória, com diversas atividades 
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imunomodulatórias e hematopoiéticas, além de estar envolvida na indução de febre e na 

produção aumentada de proteínas da fase aguda pelo fígado (ABBAS & LICHTMAN, 

2005). Embora os mecanismos não sejam bem descritos, supõe-se que esta citocina 

tenha papel importante na produção local ou sistêmica de anticorpos com reatividade 

cruzada com plaquetas e células endoteliais, o que levaria ao aumento da 

permeabilidade vascular e hemorragia (RACHMAN & RINALDI, 2006). Assim, a 

produção elevada de IL-6 por parte dos animais deficientes na expressão de IFN- γ após 

a infecção com o vírus da dengue pode resultar numa manifestação mais grave da 

doença. Entretanto, nos demais órgãos avaliados a produção de IL-6 está diminuída 

quando comparada a animais WT. Apesar de aparentemente controverso, esse resultado 

pode refletir, em parte, o prejuízo do hospedeiro em lidar com a infecção. 

O desenvolvimento de uma patologia agravada durante a infecção de animais 

IFN-γ -/- parece estar associada à inabilidade do hospedeiro em controlar a replicação 

viral. Como descrito anteriormente, essa hipótese tem sido suportada por achados de 

outros grupos (CLYDE et al., 2006). De fato, animais IFN-γ -/- apresentam títulos virais 

no baço, após 5 dias de infecção, significativamente elevados quando comparados com 

os animais selvagens. Isto sugere que houve disseminação viral pelo organismo. Dada a 

capacidade do vírus em promover a ativação leucocitária e endotelial e a indução da 

secreção de TNF-α por estas células, parece pertinente atribuir os níveis elevados dessas 

citocina à reduzida capacidade do hospedeiro de combater a replicação viral, na 

ausência do IFN-γ. Assim, a manifestação de um fenótipo mais grave da infecção por 

parte dos animais IFN-γ -/- parece envolver prejuízo no combate ao vírus e conseqüente 

ativação sistêmica de células endoteliais, aumento da permeabilidade vascular, 

plaquetopenia e morte 
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De fato, o IFN-γ tem papel fundamental no orquestramento de respostas 

celulares a agentes infecciosos em geral. Um dos mecanismos desencadeado pela ação 

da citocina está a coordenação do tráfico de leucócitos para sítios inflamatórios através 

do estímulo da expressão de moléculas de adesão e quimiocinas (SCHRODER et al., 

2004). Dentre as quimiocinas cuja produção é regulada por IFN-γ está a quimiocina 

CCL-2 (ROLLERS et al., 1990; GIL et al., 2001). Nossos resultados demonstram que 

animais IFN-γ-/- apresentaram níveis hepáticos reduzidos dessa quimiocina após 

infecção com o vírus da dengue. A CCL2 está envolvida no recrutamento de monócitos, 

linfócitos e células natural killers para sítios de inflamação, seja de origem infecciosa 

ou não (CHARO et al., 2006). Além disso, estudos demonstram que perda da função 

desta quimiocina está associada a prejuízo em combate à infecção de diversas origens 

(LEONARD &YOSHIMURA, 1990). Além disso, os níveis de outra quimiocina, a 

CXCL1, estavam reduzidos no mesmo órgão destes animais. A CXCL1 tem atividade 

quimiotática para neutrófilos bem caracterizada (CHARO et al., 2006). Embora não tão 

obvia, a indução dessa quimiocina pelo IFN-γ parece ocorrer em resposta à infecção e é 

necessária para o controle ideal do crescimento microbiano (FENG et al., 2006; SUN et 

al., 2007). Os níveis teciduais reduzidos destas quimiocinas sugerem um prejuízo da 

resposta inflamatória frente à infecção nos camundongos IFN-γ-/-. Isso poderia, em 

parte, levar a um controle incipiente da replicação viral e conseqüente agravamento da 

doença. Deste modo, a inabilidade em combater a replicação do vírus da dengue por 

parte dos animais IFN-γ-/- parece estar associada à incapacidade de indução de uma 

resposta inflamatória desejável. 

No entanto, níveis elevados das duas quimiocinas em questão têm sido 

correlacionados à manifestação da forma hemorrágica da infecção pelo dengue. De fato, 

a expressão de CCL2 em pacientes com FHD foi relatada por Lee e colaboradores 
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(2006). Além disso, CCL2 estaria envolvida na ruptura das junções de células 

endoteliais vasculares humanas e no conseqüente aumento da permeabilidade vascular 

desencadeada pelo vírus da dengue (LEE et al., 2006). Paralelamente, os níveis de 

mRNA para a quimiocina IL-8, homóloga humana da CXCL-1 murina, estão elevados 

em indivíduos que desenvolveram FHD (RAGHUPATHY et al., 1998). A infecção de 

células endoteliais com o vírus da dengue é capaz de induzir a liberação de IL-8, que 

levaria a rearranjos no citoesqueleto e aumento na permeabilidade vascular 

(TALAVERA et al., 2004).  Portanto, níveis sistêmicos elevados destas quimiocinas 

estariam associados à ativação endotelial e aumento da permeabilidade vascular, 

resultando em um fenótipo mais grave durante o desenrolar da infecção.  

A liberação no pulmão de altos níveis de CXCL1 está associada à efusão pleural, 

provavelmente devido ao recrutamento maciço de neutrófilos, os quais provocam lesões 

estruturais importantes (MALLICK et al., 2004). Acredita-se que essas alterações 

ocorrem, principalmente, devido à estrutura do tecido pulmonar. Esse órgão possui 

capilares sanguíneos com o lúmen extremamente estreito, o que facilita a diapedese de 

neutrófilos para o tecido, com menor participação de moléculas de adesão em relação a 

outros órgãos (BURNS et al., 2003). Assim, com aumento do número de mediadores 

inflamatórios na circulação e, como conseqüência, um maior infiltrado celular, há um 

comprometimento da estrutura dos vasos pulmonares. Nos animais IFN-γ-/- infectados, 

uma maciça produção de CXCL1, no pulmão, foi observada. Esta produção elevada da 

quimiocina foi acompanhada de um intenso influxo de neutrófilos no tecido destes 

animais. Parece razoável atribuir esse aumento no influxo pulmonar de neutrófilos dos 

animais IFN-γ -/- aos fenômenos descritos anteriormente. De fato, os níveis sistêmicos 

de mediadores inflamatórios (TNF-α e IL-6 – Figura 8) estão elevados nesses animais. 

A lesão pulmonar desencadeada por estes acontecimentos pode ser mais um dos 
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mecanismos que contribuíram para a maior gravidade da infecção nos camundongos 

IFN-γ-/-.  

Outras quimiocinas, além das citadas anteriormente, parecem estar envolvida na 

resposta do hospedeiro à infecção pelo dengue. Entre elas, destaca-se a quimiocina 

CXCL10. Estudos em modelos animais demonstraram que a produção desta está 

elevada em camundongos selvagens após a infecção pelo vírus da dengue (CHEN et al., 

2006a). Além disso, este estudo demonstrou que a quimiocina em questão é capaz de 

competir com o vírus pela ligação ao sulfato de heparana na superfície celular, levando 

a redução da replicação viral. Por fim camundongos deficientes na expressão de 

CXCL10 e do receptor que medeia suas ações, CXCR3, apresentam susceptibilidade 

aumentada à infecção (HSIEH et al., 2006). A indução desta quimiocina pelo IFN-γ é 

bem demonstrada (TAUB et al., 1993; GIL et al., 2001) e o bloqueio da ação desta 

quimiocina está associada à redução recrutamento de linfócitos T CD8 e células NK 

durante a infecção pelo vírus da dengue (CHEN et al., 2006a; HSIEH et al., 2006). No 

entanto, a produção desta quimiocina após a infecção pelo vírus da dengue não foi 

examinada neste trabalho. Assim, a caracterização do papel dessas quimiocinas e das 

demais aqui estudadas na infecção pelo vírus da dengue merece maior investigação. 

A fonte principal do IFN-γ na infecção pelo vírus da dengue também necessita 

de investigação. A produção da citocina já nos primeiros dias de infecção (Figura 6) e a 

letalidade bastante adiantada dos animais IFN-γ-/- (Figura 7) suportam a idéia de que a 

produção se dá durante os eventos iniciais da infecção e envolve a mobilização de 

células da imunidade inata. Assim, células NK parecem ser o candidato principal da 

fonte do IFN-γ no modelo de infecção em questão. De fato, outros estudos sugerem isto. 

Azeredo et al (2006) demonstraram que aumentos percentuais no número de células NK 

e de células NK ativadas estão associados a manifestações mais brandas de FD. O 
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oposto também foi demonstrado, ou seja, números reduzidos de células NK e células 

NK ativada correlacionaram com infecções mais graves. Estudos anteriores em 

pacientes tailandeses demonstraram que havia redução do número de células NK em 

pacientes com FHD em comparação com pacientes com FD (GREEN et al., 1999). Por 

fim, estudos animais demonstram uma ativação inicial de células NK após a infecção 

como vírus da dengue (SHRESTA et al., 2004). Se este padrão ocorre no modelo em 

questão, no entanto, se mantém obscuro. Além disso, a participação de células NKT, 

linfócitos T CD4+ e linfócitos T CD8+ na produção de IFN-γ durante a infecção não 

pode ser descartada. 

Os fagócitos ativados por IFN-γ podem desempenhar um papel importante na 

eliminação viral, parcialmente via a produção de NO (MACMICKING et al., 1997). 

Estudos recentes demonstram que o radical tem atividade inibitória sobre a replicação 

do sorotipo 2 do vírus (CHARNSILPA et al., 2005; TAKHAMPUNYA et al., 2006). 

Além disso, a expressão da enzima iNOS por monócitos de sangue periféricos de 

pacientes com FD precede a eliminação do vírus e controle da infecção (NEVES-

SOUZA et al., 2005). Assim, parece pertinente atribuir parte do prejuízo na capacidade 

virustática dos animais IFN-γ-/- à reduzida produção de NO. Corroborando esta hipótese, 

a capacidade de DCs de manter a produção de Óxido nítrico após a infecção in vitro 

com o vírus da dengue também demonstrou ser dependente da presença de IFN-γ. Após 

48 e 72 horas de infecção, apenas células primadas com a citocina mantém a produção 

do gás em níveis significativos. Desta forma, o IFN-γ parece ser essencial para a 

ativação da via microbicida mediada pela enzima iNOS e pelo óxido nítrico após a 

infecção com o vírus da dengue. Entretanto, em macrófagos infectados com dengue in 

vitro, o estímulo com o virus sozinho ou o vírus na presença de IFN-γ não foi capaz de 

induzir a produção de NO. De forma similar, não foi encontrado NO detectável pelo 
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método de Griess no plasma de animais WT ou IFN-γ-/- infectados com o vírus da 

Dengue.  

Sendo que a principal fonte de NO em processos inflamatórios é a isoforma 

induzida de NO (iNOS), nós avaliamos a expressão dessa enzima após infecção pelo 

vírus da dengue. Entretanto, nossos resultados preliminares não demonstraram o 

aumento da expressão dessa enzima no baço de animais infectados e experimentos mais 

conclusivos, incluindo a avaliação em outros tecidos, estão em andamento. A infecção 

de animais iNOS-/-, no etanto, dá suporte á hipótese do importante papel desempenhado 

pela enzima e pelo óxido nítrico durante a infecção pelo vírus da dengue. De maneira 

mais específica, nossos resultados permitem atribuir à iNOS e ao NO um importante 

papel de controle da replicação viral durante a infecção pelo vírus da dengue. Animais 

iNOS-/- apresentaram elevação do título viral no baço após o quinto dia de infecção 

(Figura 19). De maneira interessante, a elevação na replicação nestes animais foi 

semelhante à encontrada nos animais IFN-γ-/-. Além disso, o curso da infecção nestes 

animais apresentou alterações semelhantes àquelas observadas nos animais IFN-γ-/-. De 

fato, os animais iNOS-/- apresentaram elevadas taxas de letalidade após a infecção com o 

vírus da dengue. A redução nos níveis de plaquetas e o aumento do índice de 

hematócrito também se mostraram acentuados nestes animais. Por fim, houve uma 

produção exacerbada, tanto tecidual quanto sistêmica, das citocinas TNF-α e IL-6 nos 

animais iNOS-/- infectados. Isto nos permite sugerir que a manifestação agravada da 

infecção, tanto nos animais iNOS-/- quanto nos animais IFN-γ-/-, seria advinda do 

controle inadequado da replicação do vírus da dengue no organismo. A disseminação 

viral levaria, então, à lesão endotelial e aos sintomas característicos da doença. Esta 

hipótese parece plausível, mas para que se chegue a essa conclusão, novas investigações 

são necessárias.  
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Interessantemente, a letalidade nos animais iNOS-/- foi sutilmente atrasada em 

relação aos animais IFN-γ-/-. As alterações hematológicas características da infecção 

também se mostraram agravadas nos camundongos iNOS-/- em relação aos animais 

selvagens, porém não tão acentuadas quanto nos animais IFN-γ-/-. Este padrão sugere 

que a redução na produção de NO não é unicamente responsável pela extrema 

susceptibilidade dos animais IFN-γ-/-. Desta forma, os altos níveis teciduais e sistêmicos 

de IFN-γ encontrados nos animais iNOS-/- justificaria a diferença de susceptibilidade 

entre os dois animais após a infecção pelo dengue. A presença desta citocina nos 

camundongos deficientes em iNOS  levaria a ativação de outros mecanismos de 

controle da infecção, especialmente nos estágios iniciais da infecção. No entanto, estes 

não seriam suficientes para suprir o papel desempenhado pelo NO no controle da 

replicação viral em tempos mais avançados da infecção. Haveria então, aumento dos 

títulos virais nos tecidos do hospedeiro e conseqüente agravamento da doença. 

Quais seriam, portanto, estes mecanismos complementares atuantes na presença 

do IFN-γ, mesmo na ausência do NO proveniente de iNOS? A resposta inflamatória 

parece estar comprometida também nesses animais, dado o reduzido influxo de 

neutrófilos para o pulmão e as quantidades reduzidas da quimiocina CCL2 no fíigado, 

de modo que este não seria o mecanismo compensador desencadeado pelo IFN-γ. A 

ativação das células da imunidade inata envolvidas na resposta ao vírus representa um 

mecanismo candidato potencial. Macrófagos e DCs, alvos principais da infecção pelo 

vírus, são células importantes na transição entre imunidade inata e adaptativa (ABBAS 

& LICHTMAN, 2005; CLYDE et al., 2006). Nossos resultados demonstram que a 

ausência de IFN-γ, além do prejuízo na produção de NO, acarreta em produção reduzida 

de TNF-α, um importante marcador de ativação de fagócitos (dados não mostrados) por 

parte de DCs infectadas com o vírus da dengue. Da mesma forma, a produção de TNF-
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α por parte de macrófagos peritoneais frente à infecção in vitro pelo vírus da Dengue 

também é dependente do estímulo com IFN-γ (dados não mostrados). Assim, essa 

citocina parece ser imprescindível para uma resposta adequada ao vírus por parte de 

macrófagos e DCs. Além disso, os efeitos estimulatórios desencadeados pelo IFN-γ 

sobre essas duas populações celulares durante a resposta a infecções é bem descrito 

(SCHRODER et al., 2004). Deste modo, podemos sugerir que o desencadeamento de 

uma resposta inata à infecção está prejudicado na ausência de IFN-γ. Sabendo-se que a 

produção de IFN-γ não está alterada nos animais iNOS-/- infectados com o vírus da 

dengue, parece pertinente sugerir que, pelo menos, parte destes mecanismos estão 

atuantes durante o curso da infecção. Desta forma, a ativação de mecanismos inatos de 

defesa à infecção não estaria tão prejudicada e o combate à infecção se daria de maneira 

ligeiramente acentuada. Isso poderia justificar o atraso no agravamento da doença 

observados nos animais iNOS-/-. No entanto, a melhor caracterização dessa hipótese se 

faz necessária.  

Em resumo, o conjunto de dados apresentados aqui sugere que a citocina IFN-γ 

desempenha papel fundamental na proteção do hospedeiro frente a uma infecção 

primária com o vírus da dengue. Na ausência do IFN-γ, há marcante incapacidade de 

controle da replicação viral, levando a uma manifestação mais grave da infecção. Dentre 

os mecanismos de resposta à infecção desencadeados pelo IFN-γ podemos inferir que 

está a trancrição aumentada da enzima iNOS e conseqüente aumento na liberação da 

espécie microbicida NO. A produção do óxido nítrico no combate à infecção se mostrou 

de extrema importância, visto que animais deficientes na enzima iNOS também 

apresentam manifestação mais grave da doença. Podemos, ainda, inferir que a produção 

reduzida destas últimas moléculas também acarreta em maior susceptibilidade à 

infecção pelo vírus da dengue.  
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Assim, a produção de óxido nítrico induzida pelo IFN-γ é uma via importante na 

resposta à infecção pelo vírus da dengue. Estratégias que elevem a produção destas 

moléculas podem resultar em benefícios no controle da infecção primária pelo vírus da 

dengue.  
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