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RESUMO 

A Dengue constitui um dos principais problemas de Saúde Pública no mundo, e um 
dos fatores que colaboram com esta situação é a falta de uma vacina eficaz contra a 
doença, sendo que em parte, essa dificuldade para obtenção, se deve à inexistência 
de um modelo experimental que represente o quadro de infecção e manifestação da 
doença similar aos observados em humanos. Dessa forma, o Instituto Evandro 
Chagas demonstrou a presença de antígenos virais de dengue, através do teste de 
Imuno-histoquímica, em primata não humano (PNH) da espécie Callithrix jacchus, o 
qual evoluiu a óbito com quadro de dengue hemorrágica. Diante do exposto, aliados 
ao fato de que o fígado é o órgão onde se observa as principais alterações 
provocadas pelo Virus Dengue (VDEN) em humanos, torna-se importante analisar o 
fígado de primatas do gênero Callithrix a fim de estudar a patogênese e a 
imunopatologia da infecção sequencial pelo VDEN. No total, 26 PNH da espécie 
Callithrix penicillata foram submetidos a infecção primária (IP) por via subcutânea 
com VDEN-3 (3,23 x 103

 PFU/mL), sendo 13 destes animais anestesiados e 
sacrificados diariamente por sete dias pós-infecção (dpi) (fase aguda) e em 
intervalos aleatórios até 60 dpi (fase convalescente); a infecção secundária (IS) com 
VDEN-2 (4,47 x 104 PFU/mL) foi realizada dois meses após a IP nos demais 13 
animais. Animais sentinelas não infectados  foram reservados até o final do 
experimento. O fígado dos animais foram processados para histopatologia e imuno-
histoquímica usando anticorpos policlonais para VDEN e anticorpos para análises da 
resposta imune inata, celular e citocínica. Os PNH estudados foram suscetíveis à 
replicação sequencial do VDEN-3 e VDEN-2 no fígado, havendo expressão de 
antígenos virais em hepatócitos, células de Kupffer e nos corpúsculos de 
Councilman; o comprometimento histopatológico do fígado foi caracterizado por: 
presença de apoptose; focos de necrose lítica; esteatose; tumefação cellular; 
inflamação acinar, no espaço porta (EP) e na veia hepática central (VHC); 
hiperplasia/hipertrofia em células de Kupffer, bem como, hemossiderina em células 
de Kupffer; e dilatação dos sinusóides. A intensidade da lesão hepática foi 
proeminente na fase aguda da IP e IS, apresentando discreta hepatite aguda. A 
apoptose foi a forma predominante de morte em hepatócitos; bem como, necrose 
lítica e o infiltrado inflamatório apresentaram padrão de distribuição predominante 
em Z2. Observou-se aumento na expressão acinar de macrófagos ativados, células 
NK, proteína S-100 e linfócitos B durante as fases da IP e IS; houve ainda, aumento 
da expressão acinar de linfócitos TCD4+ durante a fase aguda da IP; observou-se 
aumento na expressão acinar de IFN- durante as fases da IP e IS, TNF-α e IL-8 
com maior prevalência na IS, TGF-β e IL-10 mais expressas na fase aguda da IP, 
proteína Fas durante a fase aguda da IP e IS e VCAM na fase aguda da IS e 
aumento na expressão nos EP. Esses achados foram semelhantes aos observados 
em fígados de casos fatais de dengue em humanos, porém com intensidade e 
amplitude menor, sugerindo que PNH da espécie Callithrix penicillata é um bom 
modelo experimental para o estudo da infecção pelo VDEN, especialmente os 
aspectos imunopatológicos. 
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ABSTRACT 

Dengue is one of most important public health problem in the world, and one of the 

factors that contribute with this situation is the lack of an effective vaccine against the 

disease, and in part, this difficulty to obtain is due clinical the lack of an experimental 

model that mimic the infection and manifestation of the disease as those observed in 

humans. Then, the Evandro Chagas Institute showed the presence of dengue 

antigens using the Immunohistochemistry assay, in the liver of a non-human primate 

(NHP) of the species Callithrix jacchus, with a fatal outcome following dengue 

hemorrhagic fever. Based in the above considerations and in addition to the fact that 

the liver is the targetb organ for Dengue Virus (DENV) in humans, it is important to 

analyze the liver of primates of the genus Callithrix in order to study the pathogenesis 

and the immunopathology of sequential infection by DENV. A total of 26 NHP 

Callithrix penicillata were submitted to primary infection (PI) subcutaneously with 

DENV-3 (3.23 x 103 PFU/mL), and 13 of these animals anesthetized and sacrificed 

daily for seven days post-infection (dpi) (acute phase) and in random intervals until 

60 dpi (convalescent phase); the secondary infection (SI) with DENV-2 (4.47 x 104 

PFU/mL) was performed two months after the PI in the remaining 13 animals. 

Uninfected sentinels animals were reserved up ending of the experiment. The liver of 

the animals were processed for histopathology and Immunohistochemical assay 

using polyclonal antibodies to DENV and antibodies for analyses of the innate and 

cellular immune response as well as the cytokine expression . The NHP were 

susceptible to sequential infection by DENV-3 and DENV-2; in the liver viral antigens 

were expressed in hepatocytes, Kupffer cells and Councilman bodies;  the 

histopathological changes in liver was characterized by the presence of apoptosis, 

focal  lytic necrosis, steatosis, swelling cellular, inflammation (acinar, EP and HCV), 

hyperplasia/hypertrophy in Kupffer cells, hemosiderin in Kupffer cells and sinusoidal 

dilatation; the intensity of the liver damage was prominent in the acute phase of PI 

and SI resulting in acute hepatitis. In addition the apoptosis was the most frequent 

mechanism of death of hepatocytes; lytic necrosis and inflammatory infiltrate showed 

predominant distribution pattern in Z2. An increase of the acinar expression of 

activated macrophages, NK cells, S-100 protein and B-lymphocytes during the 

stages of PI and SI; as well as, increased acinar expression of TCD4 + lymphocytes 

during the acute phase of PI; as to the quantification of cytokines and molecules, was 
observed an increase in acinar expression of: IFN- during the stages of PI and SI, 

TNF-α and IL-8 with higher prevalence in SI, TGF-β and IL-10 with prevalence in 

acute phase of PI, Fas protein during the acute phase of PI and SI and VCAM in 

acute phase of SI, as well as increase in expression in the EP. These findings were 

similar to those observed in livers from fatal cases of dengue fever in humans, but 

with lower intensity and amplitude, thus indicating that NHP Callithrix penicillata 

species is a good experimental model for infection by DENV, involving 

immunopathologic studies. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A Dengue é uma doença infecciosa não contagiosa, causada pelo vírus 

dengue (VDEN), que compreende quatro tipos virais (sorotipos) distintos: VDEN-1, 

VDEN-2, VDEN-3 e VDEN-4. Transmite-se, principalmente, por mosquitos da 

espécie Aedes aegypti, cuja adaptação e difusão desse vetor permitiram a 

introdução do vírus em muitos países (Vasconcelos et al., 2013). 

É a arbovirose mais distribuída no mundo e a mais importante virose em 

termos de morbidade e mortalidade, com estimativas da Organização Mundial de 

Saúde (OMS) de ocorrerem anualmente em todo o mundo cerca de 50-100 milhões 

de casos de infecções por Dengue, sendo 500.000 por Dengue grave e 2,5% das 

pessoas afetadas morrem (WHO, 2013). Entretanto esses números foram 

recentemente revistos, e as estimativas atuais indicam a ocorrência anual de 390 

milhões de infecções por dengue, 96 milhões das quais com sintomatologia (Bhatt et 

al., 2013). 

 

1.1 CLASSIFICAÇÃO DA DENGUE  

Alterações na epidemiologia da dengue levaram a problemas na utilização da 

antiga classificação da dengue (OMS, 2007); desta forma, após estudo clínico 

prospectivo em áreas endêmica de dengue, a OMS conseguiu recolher evidências 

para uma nova classificação da dengue por níveis de gravidade, definindo em duas 

categorias: dengue (sem ou com sinais de alarme) e dengue grave (WHO, 2009).  

Nos critérios para o diagnóstico de dengue (sem sinais de alarme) a pessoa 

suspeita precisa viver ou ter viajado nos últimos 14 dias para área onde esteja 

ocorrendo transmissão de dengue, além de apresentar febre com duração de dois a 

sete dias, acompanhada de pelo menos dois dos seguintes sintomas/sinais: náusea, 

vômitos, cefaléia, prostação, dor retrorbitária, artralgia, mialgia, exantema, petéquias 

ou prova do laço positiva e leucopenia (WHO, 2009). 

A fase aguda da dengue costuma durar de três a sete dias, embora possa 

estender-se por até dez dias; após esse período, com a defervescência da febre 

segue a fase de convalescência que pode prolongar-se por várias semanas, com 

grande debilidade física, certo grau de apatia e, em alguns casos, distúrbios do 

paladar (Torres, 2005).  
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É considerado dengue com sinais de alarme todo o caso de dengue que, no 

período de defervescencia da febre apresenta um ou mais dos seguintes 

sinais/sintomas: dor abdominal intensa e contínua, ou dor a palpação do abdômen; 

vômitos persistentes; acumulação de líquidos (ascites, derrame pleural, pericárdico); 

sangramento de mucosas; letargia ou irritabilidade; hipotensão postural (lipotímia); 

hepatomegalia maior do que 2 cm; e aumento progressivo do hematócrito (WHO, 

2009). 

A dengue grave é caracterizada por todo caso de dengue que apresente um 

ou mais das seguintes manifestações clínicas: (1) grave extravasamento plasmático 

levando ao choque, evidenciado por taquiacardia, extremidades frias e tempo de 

enchimento capilar igual ou maior a três segundos, pulso débil ou indetectável, 

pressão diferencial convergente ≤ 20 mm Hg, hipotensão arterial em fase tardia, 

acumulação de líquidos com insuficiência respiratória; (2) sangramento grave 

segundo a avaliação do médico (hematêmese, melena, metrorragia volumosa, 

sangramento do sistema nervoso central, entre outros); (3) comprometimento grave 

de órgãos, tais como, dano hepático (Aspartato aminotransferase-AST ou Alanina 

aminotransferase-ALT ≥ 1000), dano no sistema nervoso central (alterações da 

consciência), coração (miocardite) ou outros órgãos (WHO, 2009).  

Dengue é uma doença com diferentes apresentações clínicas e muitas vezes 

com evolução imprevisível, portanto, é importante saber que mesmo pacientes com 

dengue sem sinais de alerta podem desenvolver dengue grave (WHO, 2009). 

O Brasil adotou a nova classificação para dengue em janeiro de 2014,  apesar 

da mudança na classificação ter sido estabelecida em 2009, a classificação anterior 

continua a ser amplamente usada, tendo em vista a adaptação para o uso da nova 

classificação e os trabalhos gerados anteriormente à  mudança, o presente estudo, 

quando necessário, citará a classificação antiga que segue adiante: dengue Clássica 

(DC) e febre hemorrágica por dengue (FHD); esta última pode ou não evoluir para 

síndrome de choque por dengue (SCD) (WHO, 2007). 

 

1.2 ETIOLOGIA, CARACTERÍSTICAS FÍSICO-QUÍMICAS E REPLICAÇÃO  

Os quatros sorotipos do VDEN, pertencem à família Flaviviridae, gênero 

Flavivirus, que incluem 53 espécies virais registradas, tendo como protótipo, o vírus 
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da febre amarela (VFA). Os quatro sorotipos virais formam um subgrupo no gênero 

Flavivirus denominado dengue (ICTV, 2012). 

As partículas virais do VDEN, bem como dos demais integrantes do gênero 

Flavivirus apresentam forma esférica, medindo aproximadamente 50 nm de 

diâmetro, sendo envoltas por um envelope de natureza lipoprotéica. O capsídio é 

composto de uma única proteína (C) e o envelope contém duas proteínas de 

membrana, as proteínas E e M (Lindenbach & Rice, 2003) (Figura 1). O genoma dos 

flavivírus consiste de uma fita simples de RNA, não segmentado, de polaridade 

positiva, que apresenta uma única cadeia aberta de leitura (“Open Reading Frame”- 

ORF), flanqueda por duas regiões não codificadoras (RNC) situadas nos terminais 5’ 

e 3’. A poliproteína codificada é pré e pós-traducionalmente clivada em dez 

proteínas virais, sendo três estruturais (C, PrM e E) e sete não-estruturais (NS1, 

NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Lindenbach & Rice, 2003) (Figura 2). 

 

 

Figura 1- Esquema da estrutura dos Flavivirus: vírus 
maduro. 
Fonte: Van Regenmortel et al., 2000. 
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Figura 2- Esquema da organização do genoma dos Flavivirus.  
Fonte: Rice et al., 1985. 

 

 O VDEN se liga aos receptores da superfície celular (estes não foram 

completamente caracterizados) e são internalizados por endocitose. A entrada do 

VDEN em célula susceptível também  pode ocorrer através da interação da proteína 

E com receptores celulares ou pela opsonização da partícula viral por anticorpos, 

sendo internalizados via receptores Fc. A acidificação da vesícula endocítica leva ao 

rearranjo da glicoproteína de envelope (E), que permite a fusão do envelope viral 

com a membrana da vesícula. Após a fusão o conteúdo do nucleocapsídio é liberado 

no citoplasma e sofre ação de enzimas celulares expondo o genoma viral (Rothman, 

2011; Acosta et al., 2008; Santos et al., 2008). 

O RNA viral é traduzido em uma poliproteína que, posteriormente, é clivada 

pelas proteases das células hospedeiras e proteinases serinas virais (NS2B-NS3), 

para dar origem às proteínas estruturais e proteínas não-estruturais no retículo 

endoplasmático (RE) no citoplasma, sendo iniciada a produção das mesmas por um 

peptídeo-sinal e terminada por sequências de parada (stop codon) (ICTV, 2012; 

Lindenbach & Rice, 2003). 

A replicação do RNA ocorre na membrana do retículo endoplasmático (RE) 

perinuclear, através da síntese da fita negativa complementar, a qual é usada então 

como molde para produção adicional do genoma viral (fita RNA positiva). Este é 

sintetizado por um mecanismo semiconservativo envolvendo replicação 

intermediada (contendo híbridos de fita dupla de RNA originada de fita simples) e 

formas de replicação.  As sínteses do molde negativo, nas células infectadas 

continuam através do ciclo de replicação (Santos et al., 2008; Lindenbach & Rice, 

2003). 
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Partículas virais podem ser, primeiramente, observadas dentro do RE 

rugoso, o qual se acredita ser o primeiro sítio de montagem. Os vírions imaturos são 

transportados para o sistema de membrana excretório da célula hospedeira 

(complexo de Golgi), seguindo para a superfície celular onde ocorre a exocitose. 

Após a exocitose, já no meio extracelular, a proteína prM é clivada por uma  

protease celular furina ou similar à furina, para a formação das partículas maturas 

contendo a proteína M (ICTV, 2012; Lindenbach & Rice, 2003).  

 

1.3 EPIDEMIOLOGIA 

 O ciclo biológico do VDEN é simples e envolve o vetor artrópode e hospedeiro 

vertebrado susceptível, que portanto, dentro de um critério epidemiológico define o 

VDEN, como arbovírus (arthropod-borne virus). A transmissão do VDEN ocorre por 

fêmeas de mosquitos do gênero Aedes (Ae.) que se infectam após realizarem 

repasto sanguíneo em indivíduos virêmicos e transferem, após um período de 

incubação extrínseco, durante novo repasto, os vírus ao novo hospedeiro humano 

susceptível através de picada infectante (Fonseca & Figueiredo, 2005; Silva & 

Angerami, 2007).   

A fonte de infecção e o hospedeiro vertebrado primário do VDEN é o ser 

humano (Silva Jr & Pimenta Jr, 2008). Porém foi descrito na Ásia e na África um 

ciclo silvestre envolvendo mosquito da copa de árvores Aedes (Finlaya) niveus e 

macacos (Guzman & Koury, 2002). Esses ciclos silvestres do Dengue têm sido 

registrados, mas a importância desses ciclos na manutenção e dispersão do VDEN 

permanece ainda sem ser demonstrada (Whitehead et al., 2007). Além disso, os 

hospedeiros descritos, os macacos do Velho Mundo, têm apresentado resistência ao 

vírus, sendo que sequer adoecem. Recentemente, Thoisy et al. (2009) descreveram 

a identificação do VDEN em diversos grupos de animais na Guiana Francesa, mas o 

significado de tais dados ainda requer cuidado na interpretação, pois sempre se 

soube que aves, roedores, marsupiais, etc., são refratários aos sorotipos do VDEN. 

Outra forma importante de transmissão que ocorre entre os mosquitos é a 

transovariana (vertical). Estudos tem demonstrado ser possível esse tipo de 

transmissão no laboratório e em natureza, a evidência desse tipo de trnasmissão 

explica como o vírus sobrevive aos períodos secos e frios (Rosen et al., 1983; 

Gunther et al., 2007). 
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O mosquito Ae. da espécie aegypti é, sem dúvida, o mais importante vetor do 

VDEN, devido à sua antropofilia e sua estreita relação com o ser humano que o 

torna um mosquito essencialmente urbano-doméstico (Kyle & Harris, 2008). O Ae. 

aegypti é uma espécie das regiões tropicais e subtropicais, mas com uma 

capacidade ecológica bastante ampla. Pode ser encontrado geralmente, entre as 

latitudes 350 N e 350 S, o que corresponde à isoterma de inverno de 100 C, mas já foi 

encontrado na latitude 450 N (Nelson, 1986). Há influência da temperatura na 

transmissão do VDEN, pois a temperatura interfere na atividade de repasto 

sanguíneo das fêmeas dos mosquitos, em sua longevidade e no período de 

incubação extrínseco do vírus (Glasser & Donalísio, 2002). 

A distribuição do Ae. aegypti também é restrita à altitude, não sendo 

usualmente encontrado em altitudes acima de 1.000 metros. Entretanto, o mosquito 

já foi localizado a mais de 2.000 metros acima do nível do mar, como na índia e na 

Colômbia, sendo a temperatura média anual nesses países de 170 C (OPS, 1995). 

O Ae. albopictus é o vetor secundário do VDEN no sudeste da Ásia, mas tem 

sido documentado como vetor exclusivo durante algumas epidemias de Dengue. De 

fato, em Bangladesh oc 

orreu surto em área urbana que foi associado ao Ae. albopictus, e em 

algumas áreas rurais da Indonésia tem ocorrido surtos, onde essa espécie é 

predominante (Jumali et al., 1979; Ali et al., 2003).    

Nas Américas, o Ae. albopictus ainda não foi apontado de maneira 

consistente como vetor do VDEN, embora alguns estudos tenham encontrado 

mosquitos naturalmente infectados (Serufo et al., 1993; Ibañez-Bernal et al., 1997).    

 

1.3.1. Dengue nas Américas 

O VDEN circulou desde o século XIX até as primeiras décadas do século XX 

nas Américas. Após um silêncio epidemiológico, foi isolado o VDEN-2 na região de 

Trinidad, em 1953-1954, em uma situação não-epidêmica. A primeira epidemia de 

Dengue clássica das Américas foi documentada na costa do Caribe e na Venezuela, 

em 1963 e 1964, relacionada com o sorotipo VDEN-3 (Gluber, 1987).  

No começo da década de 1970, a Colômbia foi afetada por epidemias 

associadas aos sorotipos VDEN-2 e VDEN-3. O VDEN-1 foi introduzido nas 

Américas em 1977, causando uma epidemia que começou na Jamaica, expandiu-se 
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para Cuba, Porto Rico e Venezuela, Caribe, México e outros países da América do 

Norte e do Sul, com a notificação de cerca de 700 mil casos de Dengue durante o 

período de 1977-1980 (OPS, 1995; Martín et al., 2010).  

 Foi descrito em Cuba, em 1981, a primeira epidemia de FHD/SCD nas 

Américas, causada pelo VDEN-2, tendo sido notificados 344.203 casos, com 

116.143 hospitalizações e 158 óbitos, dos quais 101 eram de crianças. Durante o 

mesmo ano, o VDEN-4 foi introduzido nas ilhas do Caribe oriental, depois esse 

sorotipo expandiu-se para o resto do Caribe, América Central e do Sul e México 

(Pinheiro & Corber, 1997; Kouri et al, 1986). Em 1989, uma segunda epidemia de 

FHD foi relatada na Venezuela. Sorotipos VDEN-1, 2 e 3 foram isolados, com 

predominância do VDEN-2 (OPAS, 1990). 

 Hoje, os quatros sorotipos estão circulando em quase todos os países 

endêmicos nas Américas; o modelo epidemiológico desta enfermidade tem evoluído 

nas Américas da mesma maneira como ocorreu nos anos da década de 1950 na 

Ásia. A Dengue causou surtos esporadicamente por vários anos, culminando com 

epidemias graves. Ciclos epidêmicos foram observados a cada 3-5 anos com um 

aumento na frequência de casos de FDH e de casos fatais causado pela Dengue 

principalmente durante os anos com maior número de casos (figura 3) (Martín et al., 

2010). 

 

 

 

Figura 3- Números de casos de FD e FHD, nas Américas, 1980-2007. 
Fonte: MARTÍN et al., 2010. 
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1.3.2. Dengue no Brasil 

No Brasil, no período compreendido entre 1982 e 2008, cerca de 8 milhões de 

casos de FD foram notificados, com aproximadamente 10.000 casos de FHD e cerca 

de 3.000 óbitos registrados. A tendência da Dengue no Brasil é de grandes 

epidemias anuais com notificação nos últimos anos de mais de um milhão de casos, 

intercalado de 3-5 anos com menor número de casos, mas com notificações que 

variam de 500-800 mil casos, o que representa cerca de 60 a 80% de todas as 

notificações de dengue que ocorrem nas Américas todos os anos (Brasil, 2009). 

A dispersão da Dengue no Brasil, tem resultado em aumento a cada ano do 

número de municípios infectados com Dengue e a ocorrência em áreas remotas de 

pequenos municípios em todas as regiões, o que resultou na interiorização do 

Dengue no Brasil. Essa interiorização permitiu que áreas peri - urbanas e rurais 

sofressem surtos de Dengue. Também, esse fato, facilitou o contato dos 

transmissores e do vírus com animais selvagens (Vasconcelos et al., 1999; Siqueira 

et al., 2005; Teixeira et al., 2003; 2007). 

No Brasil, o primeiro surto de Dengue confirmado laboratorialmente foi em 

1981-1982, no estado de Roraima. Este surto foi causado pelos sorotipos VDEN-1 e 

VDEN-4, com predominância deste último (Osanai et al., 1984). A transmissão da 

Dengue foi restrita a Roraima, com nenhum outro relato de detecção de Dengue até 

1986 quando ocorreu a introdução do VDEN-1 no Rio de Janeiro, disseminando-se 

para outros seis estados (Osanai et al., 1983; Schartzmayr et al., 1986). 

Em 1990, o sorotipo VDEN-2 foi introduzido no estado do Rio de Janeiro, 

seguido por disseminação para outras regiões do país, com apresentações clínicas 

mais graves e os primeiros casos fatais associados à infecção sequencial por 

dengue (Nogueira et al., 1993; Vasconcelos et al., 1995). O sorotipo VDEN-3 foi 

notificado pela primeira vez, em 2000, no Rio de Janeiro; apesar deste vírus ser o 

sorotipo predominante nesta epidemia, e o único associado aos óbitos, os sorotipos 

VDEN-1 e VDEN-2 também estavam circulando simultaneamente com o VDEN-3 

(Nogueira et al., 2005).  

O VDEN-2 voltou a causar epidemias no Brasil iniciando pelo Rio de Janeiro, 

em 2007 e 2008, com a notificação de um número impressionante de casos fatais 

por Dengue (MS, 2009). Esses dados sugerem que a infecção prévia por Dengue 

pode preparar o terreno para uma infecção com maior número de mortes por um 
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sorotipo diferente em um prazo de poucos anos (Thein et al., 1997; Graham et al, 

1999).  

Outros estudos dão suporte para esta hipótese. De fato, os primeiros casos 

de FHD no Brasil, foram confirmados em 1990 com a introdução do VDEN-2, sendo 

que, quatro anos antes foi notificada a circulação do sorotipo VDEN-1. Assim o 

impressionante aumento no número de casos de FHD, observado em 2002-2003, 

após introdução do sorotipo DEN-3, em 2000 no Brasil (figura 4) era esperado e 

confirma a hipótese do aumento da gravidade pelas infecções sequenciais (Siqueira 

Jr. et al., 2005; Halstead,1981). 

 

 

Figura 4- Números de casos notificados e hospitalizações, devido FHD, Brasil, 1986-2002. 
As setas indicam o ano de introdução dos sorotipos de VDEN no Brasil. 

Fonte: Siqueira e colaboradores, 2005. 
 

 

Em 2010, foi notificado a reemergência do VDEN-4 em Boa Vista, capital de 

Roraima, após uma ausência de 28 anos. Além da circulação desse sorotipo, foi 

detectado circulação dos sorotipos VDEN-1 e VDEN-2 simultaneamente, sendo 

relatado um aumento de 154% de casos notificados de dengue em Boa Vista, entre 

FD e FHD, quando comparados ao ano de 2009 (Temporão, et al., 2011). 

Atualmente, esse sorotipo já está circulando em outros estados brasileiros, e um 

estudo molecular realizado recentemente, com isolados virais de vários estados das 

regiões norte e nordeste, demonstrou que a reintrodução do VDEN-4 foi feita por 
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múltiplas entradas do VDEN-4 nos estados de Roraima, Amazonas, Pará e Bahia 

(Nunes et al., 2012). 

 

1.4 IMUNOPATOGENIA DA DENGUE 

Após a inoculação no hospedeiro vertebrado do VDEN através da picada 

infectante do mosquito, o vírus é recepcionado pelas células dendríticas que, em 

seguida, migra para linfonodos onde o VDEN faz a sua primeira replicação em 

linfonodos locais. O VDEN conduz à ativação dessas células, e à expressão de 

moléculas classe II do sistema HLA, bem como a produção de citocinas como Fator 

de necrose tumoral alfa (TNF-α) e interferon alfa (IFN-α) (Libraty et al., 2001). 

Através dos interferon (IFN), de citocinas como interleucina 2 (IL-2) e de uma 

variedade de glicoproteinas virais ocorre ativação das céluals natural killer (NK). Em 

seguida, ocorre a liberação de seus grânulos intracitoplasmáticos para o meio 

extracelular, ativando apoptose nas células infectadas. Outro mecanismo utilizado 

pelas células NK para inibir a infecção viral é a lise de células que não expressam 

MHC de classe I, uma vez que a expressão dessa molécula pode ser inibida pelo 

vírus infectante. Já o TNF estimula o recrutamento e ativação de leucócitos 

(monócitos e outros), bem como das células de adesão, com produção de IL-8 e 

outras citocinas (Gagnon et al., 2002; Scroferneker, 2005). 

Com o deslocamento das células dendríticas para os vasos e gânglios 

linfáticos, ocorre o contato com as células T; os linfócitos T CD4 são os primeiros 

que se ativam, com produção de IFN-γ, IL-2, TNF-α e β. A resposta de células T 

CD4+ ao VDEN tem atividade principalmente não citolítica, embora possa ser 

citolítica mediante perforinas ou mediada pela molécula Fas, capaz de induzir 

apoptose (Gagnon et al., 2002; Quaresma et al., 2006; Pagliari et al., 2013). 

A multiplicação nos linfonodos locais produz viremia capaz de disseminar o 

vírus por todo o organismo, livre no plasma ou no interior de monócitos/macrófagos. 

Os VDEN têm tropismo por estas células fagocitárias, as quais são reconhecidas 

como importantes sítios para sua replicação (Fonseca & Figueiredo, 2005; Gomes et 

al., 2008).  

A ativação dos linfócitos CD8+ ocorre posteriormente. Este tipo celular tem a 

capacidade de reconhecer antígenos virais via MHC classe I nas células infectadas 

com VDEN, eliminando-as por indução de apoptose ou pela liberação de proteínas 
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citolíticas como a perforina, além de produzir citocinas como IL-2 e IFN-γ (Rothman, 

2003; 2004). 

 Para a prevenção e a cura das infecções pelos VDEN, tem fundamental 

importância a resposta humoral. De fato, os anticorpos ligam-se aos epítopos da 

proteína E do envelope viral e promovem lise viral por ativação da cascata do 

sistema complemento ou por bloqueio dos receptores celulares com consequente 

neutralização viral. Além disso, os anticorpos atuam como mediadores de 

fenômenos de citotoxidade por linfócitos CD8+, através de seus receptores para a 

porção Fc de imunoglobulinas e, alternativamente, podem ser adjuvantes no 

mecanismo de citotoxidade celular dependente de anticorpos, ao se ligar às células 

infectadas, permitindo a ação das células NK (Rothman, 2003; Machado et al., 2004; 

Fonseca & Figueiredo, 2005).  

 A expressão das citocinas no microambiente tecidual representa um dos 

fatores mais importantes na indução de uma resposta imune. São conhecidos 

diversos padrões de resposta imune adaptativa como Th1, Th2, Th3, Th0, Th17 e 

outras. A decisão do sistema imune por seguir algum desses caminhos depende da 

ativação de quais subpopulações linfocitárias de células T CD4 foi ativada, sendo 

caracterizada pela produção de perfis de citocinas diferentes: IFN-γ e IL-2 pela Th1, 

IL-4, IL-5, IL-10 pela Th2, TGF-β pela Th3, IL17 e IL22 pela Th17, a Th0 produz 

ambos os padrões Th1 e Th2, desta forma, esses padrões implicam na polarização 

para uma resposta de preferência celular ou humoral (Karp et al., 1996; Torres, 

2005). 

 A maioria das infecções virais induz a produção de IFN pelas células NK, 

esse fato leva a uma preferência para ativação do padrão Th1, esse padrão está 

vinculado diretamente à morte de patógenos intracelulares, em parte pela síntese de 

óxido nítrico, bem como à indução de moléculas de MHC-I e MHC-II numa variedade 

de tipos celulares, e à maturação de células B para a secreção de imunoglobulinas 

(Karp et al., 1996; Torres, 2005; Lorenzi, et al., 2011). 

Possivelmente a resposta imune do hospedeiro pode atuar de duas maneiras 

diferentes em resposta à infecção pelos VDEN. A primeira previne a infecção e 

propicia a recuperação nas infecções, a segunda acredita-se estar relacionada à 

imunopatologia da FHD/SCD (Silva & Angerami, 2007). 

A infecção primária (primoinfecção) por dengue estimula anticorpos IgM que 

são detectáveis, em média, a partir do quarto dia após o início dos sintomas, 
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atingindo os níveis mais elevados por volta do sétimo ou oitavo dia e declinando 

lentamente, sendo, geralmente, não detectáveis após três a quatro meses. Os 

anticorpos da classe IgG são inicialmente observados em níveis baixos, a partir do 

sexto dia após o início dos sintomas, elevam-se gradualmente atingindo altos 

valores em duas semanas e mantêm-se detectáveis por vários anos, conferindo 

imunidade contra o sorotipo infectante, provavelmente, por toda vida (WHO, 2004; 

Silva & Angerami, 2007).  

A recuperação de uma infecção primária deixa uma imunidade sólida com 

caráter permanente para um mesmo sorotipo (proteção homóloga). Após a 

primoinfecção, alguns anticorpos heterólogos (não-soroespecíficos) permanecem 

circulando em quantidades subneutralizantes e há permanência de linfócitos de 

memória que sintetizam os anticorpos tipo IgG em quantidade muito maior do que na 

primeira infecção (Rothman, 2003; Gomes et al. 2008; Rothman, 2011).  

Quando ocorre infecção secundária por dengue, os dois tipos de anticorpos 

estão presentes, facilitando, a este novo tipo infectante, a penetração maciça em 

macrófagos, utilizando para isto os receptores Fc لا  de membrana (Martinez, 1998, 

Fiebre del dengue y dengue hemorrágico em infantes com infección primaria; 

Martinez, 1998, Dengue e dengue hemorrágica). 

Esse evento denominado fenômeno de facilitação por anticorpos da 

penetração do vírus em monócitos (amplificação dependente dos anticorpos – ADA), 

seria explicado pela ligação dos anticorpos dirigidos contra o sorotipo responsável 

pela primeira infecção ao sorotipo infectante atual, porém sem a capacidade de 

neutralizá-lo. Este vírus teria agora a oportunidade de penetrar nas células através 

do seu receptor natural e pelos receptores Fcلا das imunoglobulinas (figura 5), o que 

determina a exarcebação da resposta inflamatória, pela liberação de múltiplas 

citocinas pelas células infectadas, sendo esta situação responsável clinicamente 

pela ocorrência da FHD/SCD (Halstead, 1980; Rothman, 2003; 2004; Gomes et al., 

2008). Esta é a explicação vigente para a maior frequência das formas hemorrágicas 

e de choque em pacientes infectados sequencialmente. 
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Figura 5- Mecanismo de neutralização do VDEN por 
anticorpos e facilitação da penetração do vírus por anticorpos 
em monócitos. 
Fonte: Rothman, 2011. 

 

Tem-se observado em pacientes com infecção por Dengue, relação entre a 

ADA e a resposta Th1, com mudança do tipo de resposta imune de Th1 para Th2. A 

supressão da resposta Th1 estaria relacionada à imunoamplificação a partir da 

infecção heterotípica e à supressão da produção de IFN-γ (Lei et al., 2001). Foi 

sugerido que a ausência de IL-12 (Pacsa et al., 2000), bem como o incremento dos 

níveis de IL-13 e IL-18 (Mustafa et al., 2001), poderiam ser responsáveis pela 

alteração no padrão de resposta, desregulando a resposta imunitária com caráter 

transitório, contribuindo para a FHD.   

 

1.5. FISIOPATOLOGIA 

 Na FD, os mecanismos fisiopatológicos da febre e mal-estar relacionam-se à 

presença, em níveis elevados, de citocinas séricas, como TNF-α, IL-6, IFN-γ etc. As 

mialgias relacionam-se, em parte à multiplicação viral no próprio tecido muscular, 

inclusive o oculomotor é acometido, produzindo cefaléia retrorbitária (Malheiros et 

al., 1993, Fonseca & Figueiredo, 2005). 

 Os mecanismos fisiopatológicos das alterações clínicas na FHD/SCD são 

variados e não totalmente esclarecidos, cujos componentes coincidem no tempo e 
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se expressam como um todo em cada paciente, porém com particularidades quanto 

à sua intensidade e localização (Torres, 2005). 

  Ação direta do VDEN sobre a célula induz apoptose; esse mecanismo foi 

observado em várias células como monócitos humanos cultivados (Espina, Valero & 

Mosqyuera, 2000), em hepatócitos (Marianneau et al., 1996,1997), células Vero 

(Shafee & Bakar, 1997), células nervosas de neuroblastoma murino (Després et al., 

1996) e neurônios de camundongos lactentes, por inoculação intracerebral (Després 

et al., 1998). Este fenômeno ajuda a explicar o comprometimento visceral e dos 

tecidos, pois por si só, o grau da resposta inflamatória observada em alguns órgãos 

(fígados e outros) não explicaria esse dano (Torres, 2005). 

 Pesquisadores conseguiram demonstrar a ação de anticorpos específicos, 

diretamente, contra proteínas não-estruturais. Alguns anticorpos obtidos de animais 

de laboratório, contra a proteína NS-1 do VDEN 2, reagem de forma cruzada contra 

fibrinogênio humano, plaquetas e células endoteliais, e a partir deste resultado, 

obtiveram um anticorpo monoclonal que reagia contra as proteínas NS-1 dos quatros 

sorotipos do VDEN, o qual produzia hemorragia em camundongos de laboratório e 

reagia de forma cruzada com o fibrinogênio humano, plaquetas e células endoteliais, 

com epítopos conhecidos ou sítios ativos de fatores humanos de coagulação, e com 

as proteínas integrinas/adesinas presentes em células endoteliais (Falconar, 1997). 

 As alterações fisiopatológicas pela ação de anticorpos específicos para 

dengue, também podem ocorrer por meio de ativação do sistema complemento. É 

provável que na Dengue, como na febre amarela (Schlesinger et al., 1986), os 

anticorpos contra NS1 fazem com que as células infectadas fiquem sensibilizadas 

para a ação citolítica (Martinez, 2005), mediada por alguns componentes do 

complemento, como C3a e C5a, que são potentes anafilatoxinas, que podem induzir 

ou contribuir para o choque (Eldeman, 1973).  

 A ação dos linfócitos T citotóxicos (CD8+) na fisiopatologia está relacionado 

com a lise das células-alvo, induzindo apoptose (Mountz et al., 1995); foi observado 

fragmentação do DNA, expressando a destruição celular mediada por linfócitos T 

citotóxicos (Schmid, 1986).  As funções desses linfócitos são moduladas pelas IL-2, 

IL-7, IL-8, IFN-γ e IL-1 e seu inibidor (ambos pruduzidos por monócitos infectados), 

que podem causar imunossupressão e participar do processo da infecção por VDEN 

(Chang & Shaio, 1994).  
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Através de estudo da expressão de CD69 em linfócitos periféricos de crianças 

com dengue, foi evidenciado que a ativação precoce da imunidade celular no 

dengue está relacionada com a gravidade da doença, pois foi observada expressão 

precoce de CD69 em linfócitos de crianças com FHD, e em menor medida em 

crianças com FD (Greenn, Pichyangkul et al., 1999).  

 As citocinas e os mediadores químicos, também são importantes na 

fisiopatologia da FHD, induzindo o aumento da permeabilidade vascular devido o 

mau funcionamento do endotélio vascular, podendo determinar efusão de plasma e 

choque (Basu & Chaturvedi, 2008). Estas citocinas incluem o TNF-α. Estudos 

demonstraram que pacientes com FHD alcançaram níveis de TNF-α mais elevados 

em relação aos que apresentaram FD e aos controles, e a sua elevação estava 

relacionada com a gravidade das FHD (Greenn, Vaughn et al., 1999; Kittigul, 2000; 

Braga et al., 2001). 

 Os macrófagos infectados liberam TNF-α e IL-1, citocinas que induzem a 

retração mais lenta e prolongada das células endoteliais, resultante de alterações do 

citoesqueleto, além de estimular nessas células, o aumento de expressão de 

integrinas (ICAM-1 e VCAM-1), podendo levar à lesão endotelial, como 

consequência do acúmulo de leucócitos ao longo da parede do vaso (Anderson R et 

al., 1997; Kumar et al., 2008). 

Nos casos de choque por dengue, a elevação de IL-8 e elastase foram 

significativamente superiores do que nos pacientes que não apresentam choque 

(Braga et al., 2001), a elevação da IL-8 também foi mais observada na FHD quando 

comparada com a FD (Huang, et al., 2001). O aumento de IL-8 e IL-1 induzido pelo 

TNF estimula a liberação de histamina armazenada nos mastócitos e basófilos; a 

histamina é o principal mediador da fase imediata de aumento da permeabilidade 

vascular, induzindo a contração do endotélio venular e formação das lacunas 

interendoteliais (Kumar et al., 2008).  

 As hemorragias no dengue são um fenômeno multicausal: vasculopatia, 

trombocitopenia, distúrbios da coagulação e outros (Halstead, 1982). Sabe-se que 

ocorre uma invasão da medula óssea pelo vírus, levando ao acometimento de 

diversas linhagens celulares, incluindo a megacariocítica, originando plaquetopenia 

(Souza, 2008). A trombocitopenia não parece ser determinada apenas por uma 

diminuição na produção das plaquetas, mas sim por aumento da destruição 
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periférica, sendo demonstrado por um encurtamento da vida média das plaquetas 

(Mitrakul, 1977).  

 É sabido que a hemostasia depende do equilíbrio entre a coagulação e a 

fibrinólise. Nos doentes com Dengue observou-se déficit de fatores hepáticos II e V, 

bem como do fator IX, dessa forma dificultando a formação do tampão hemostático 

definitivo. Os vírus podem provocar nas plaquetas sua agregação ou desgranulação, 

o que pode induzir à trombose intravascular com depleção das plaquetas e fatores 

da coagulação (Torres, 2005). 

 Em pacientes com FHD encontram-se anticorpos de reação cruzada contra o 

plasminôgenio (Chungue et al., 1994), os quais poderiam ser causa de ou contribuir  

para as hemorragias nas infecções por Dengue; ao mesmo tempo ocorre alterações 

como elevação do ativador do plasminogênio tissular (tPA) e no tempo parcial de 

tromboplastina ativada, o que aumenta a fibrinólise. Essas alterações têm sido muito 

mais intensas em pacientes com FHD/SCD do que naqueles com FD (Huang et al., 

2001). 

 

1.6. PATOLOGIA 

A patologia humana das arboviroses é diversificada, porquanto o mesmo 

agente pode induzir lesões com graus diferentes de intensidade ou mesmo 

pequenas variações nos órgãos ou tecidos comprometidos, justificando assim 

algumas variantes clínicas observadas. 

Na Dengue, as biópsias da pele de pacientes mostram edema do endotélio 

dos pequenos vasos sanguíneos, edema perivascular e infiltrado de células 

mononucleares. Não obstante, têm-se demonstrado lesões da musculatura 

esquelética, do tecido conjuntivo periarticular, periósteo e do derma de animais 

infectados experimentalmente (Vasconcelos et al., 2005). 

As principais alterações patológicas observadas na Dengue referem-se a 

casos de FHD/SCD. Em necropsias de pacientes falecidos com esta doença 

observam-se hemorragias cutâneas, em trato gastrintestinal, no septo 

interventricular cardíaco, no pericárdio, em espaços subaracnóideos e superfícies 

viscerais. A hepatomegalia e os derrames cavitários são achados frequentes. Os 

derrames em cavidade abdominal e espaço pleural possuem alto teor protéico, com 
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predomínio de albumina e contêm material hemorrágico (Vasconcelos et al., 2005; 

Fonseca & Figueiredo, 2005). 

Em pacientes adultos com hemorragias, existem evidências de coagulação 

intravascular, abundantes megacariócitos em capilares pulmonares, glomérulos 

renais, sinusóides hepáticos e esplênicos. Em linfonodos e baço, há proliferação 

linfoplasmocitária com grande atividade celular e necrose de centros germinativos. 

Na medula óssea ocorre bloqueio da maturação megacariocítica e de outras 

linhagens celulares. Observa-se no fígado hiperplasia, necrose hialina de células 

mononucleares com citoplasma acidófilo e vacuolizado, os hepatócitos apresentam 

graus variáveis de esteatose e necrose mediozonal. Os rins apresentam achados 

anatomopatológicos compatíveis com glomerulonefrite, relacionada, provavelmente, 

à deposição de imunocomplexos em membrana basal glomerular (Fonseca & 

Figueiredo, 2005). 

 Foi realizado um estudo com dados obtidos de autópsias de 72 crianças 

falecidas durante a epidemia de FHD/SCD, causado pelo VDEN sorotipo 2 em Cuba, 

em 1981, onde embora não houvesse um padrão único de alterações 

anatomopatológicas, as lesões foram de congestão, hemorragia, edema, necrose e, 

em menor medida, inflamação. Os órgãos mais afetados foram o fígado, o pulmão, o 

coração, os intestinos e, em menor frequência, o encéfalo (Bravo et al., 1987; 

Torres, 2005). 

 Os achados de necropsias nessas crianças apresentaram em mais de 60% 

dos casos hemorragia gastrintestinais, ascite, necrose hepática, hidrotórax, edema 

pulmonar e hemorragia pulmonar, entre 30% e 60% dos casos apresentaram edema 

cerebral, hemorragia intra-hepática, congestão esplênica, congestão hepática e 

congestão renal, e em menos de 30% dos casos foi observado atelectasia, 

hidropericárdio, inflamação hepática, infiltrado inflamatório pulmonar, dilatação 

cardíaca, hemorragia traqueobrônquica, ulcerações gástricas agudas, hemorragia 

pericárdica e hemorragia renal (Bravo et al., 1987; Torres, 2005). 

 Outro estudo anatomopatológico foi realizado durante a epidemia de dengue 

e FHD em Santiago de Cuba, em 1997, todos os óbitos (12 pacientes) ocorreram em 

adultos. Diferentemente da maioria das crianças durante a epidemia ocorrida em 

Cuba em 1981, quase todos os adultos necropsiados tiveram algum grau de 

miocardite, o quadro histológico lembrava o das miocardites chamadas imunológicas 

associadas à hipersensibilidade (Torres, 2005). 
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 A congestão visceral foi observada com frequência nas duas epidemias, bem 

como hemorragia da mucosa gastrintestinal, necrose e esteatose hepática e, em 

alguns casos necrose tubular aguda. O edema encefálico nos pacientes adultos 

também foi mais frequente do que o encontrado em crianças, sendo que na segunda 

epidemia um paciente apresentou encefalopatia hemorrágica difusa e o outro 

faleceu em coma por lesão hemorrágica do talo cerebral (Bravo et al., 1987; Torres, 

2005). 

 As lesões hemorrágicas foram constatadas nas duas epidemias, no trato 

digestivo, pulmão, supra-renais (petéquias na primeira epidemia e hemorragia 

cortical focal na segunda) e outras localizações (Bravo et al., 1987; Torres, 2005). 

Em um estudo de um caso fatal de infecção por VDEN-3 no Rio de Janeiro, 

na epidemia de 2002, os resultados histopatológicos revelaram danos severos nos 

tecidos, causados por hemorragia intensa, edema intersticial e inflamação. O fígado 

apresentava intensa congestão com múltiplos focos hemorrágicos. Na microscopia 

óptica, foi observado infiltrado de células mononucleares ao redor do espaço porta, 

com vacuolização no citoplasma de hepatócitos e aumento de células inflamatórias 

dentro dos sinusóides. Esses dados corroboram a concepção de que o fígado é um 

importante sítio de replicação para o VDEN (Basílio-De-Oliveira et al., 2005). 

No pulmão e no baço desses pacientes, foi observado vacuolização focal e 

edema intersticial em torno de uma infiltração de macrófagos e linfócitos, já no 

parênquima de outros órgãos observou-se hemorragia. Foi realizado detecção de 

antígeno do VDEN-3, através da técnica de imunohistoquímica, sendo identificados 

antígenos do vírus em células inflamatórias do fígado, pulmão, coração, rim e 

linfonodo, assim como hepatócitos e células endoteliais (Basílio-De-Oliveira et al., 

2005).  

 

1.7. FÍGADO  

 

1.7.1. Histofisiologia do fígado  

O Fígado é a maior glândula do corpo, com funções endócrinas e exócrinas, é 

formado por quatro lobos poucos definidos, sendo revestido por uma cápsula de 

tecido conjuntivo. O lóbulo hepático é a unidade estrutural e funcional do fígado, um 

hexágono constituído de cordões de hepatócitos anastomosados delimitando os 
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capilares sinusoides. Esses sinusóides hepáticos são revestidos por uma camada 

descontínua de células endoteliais fenestradas e pelas células de Küpffer 

(macrófagos residentes) (figura 6), sendo circundado e sustentado por uma delicada 

bainha de fibras reticulares (Junqueira & Carneiro, 1992). 

 

Figura 6 - Organização do ácino hepático. 

Fonte: Adams e Eksteen. 

 

Assim como os cordões de hepatócitos convergem para o centro do lóbulo, os 

sinusóides correm radialmente para o centro formando a veia hepática central 

(vênula hepática terminal, veia central ou veia centrolobular, VHC) (figuras 6 e 7), 

enquanto nos vértices do hexágono encontram-se os espaços porta (EP) (figura 7), 

composta pela tríade portal, um ramo da veia porta (vênula porta), um da artéria 

hepática (arteríola) e um ducto biliar (figura 6), somados a vasos linfáticos e nervos, 

envoltos por uma bainha de tecido conjuntivo (Kierszenbaum & Tres, 2012; 

Junqueira and Carneiro, 1992).  

A veia porta transporta sangue dos intestinos, baço e pâncreas e fornece para 

o fígado 75 a 80% do suprimento sanguíneo, o restante é suprido pelo ramo da 

artéria hepática com sangue oxigenado.  As vênulas porta e arteríolas hepáticas 

ramificam-se e desembocam diretamente nos sinusoides, provendo uma mistura de 

sangue venoso portal e arterial que fornece aos hepatócitos quantidade adequada 

Ácino hepático



36 

de nutrientes. A absorção das substâncias advindas do sangue e a secreção de 

proteínas plasmáticas ocorrem em um espaço perissinusoidal, o espaço de Disse 

(figura 6), localizado entre os microvilos do domínio basolateral do hepatócito e a 

parede do sinusoide. Nesse espaço são encontradas fibras colágenas dos tipos I, III 

e IV, além de células perissinusoidal de Ito que são fibroblastos modificados 

armazenadores de lipídios e ricos em vitamina A (Kierszenbaum & Tres, 2012; 

Junqueira & Carneiro, 1992).  

 

Figura 7: Arquitetura do parênquima hepático. Representados por um 
lóbulo hexagonal com o ácino dividido por zonas. 
Fonte: adaptado de Kuma, 2005. 

 

O domínio apical do hepatócito está em contato com a superfície de outros 

hepatócitos, delimitando um espaço tubular entre si conhecido como canalículo 

biliar. A superfície desse canal apresenta poucos microvilos em seu interior e as 

membranas celulares próximas desse canalículo são seladas lateralmente por 

junções de oclusão, evitando o vazamento da bile que foi liberada pelos hepatócitos 

no canalículo e flui progressivamente na direção oposta ao sangue. Na periferia do 

lóbulo a bile é transportada pelo canal de Hering até os ductos biliares localizados 

no espaço porta (Kierszenbaum & Tres, 2012; Jugermann & Katz, 1989).  

A visão funcional da arquitetura do lóbulo hepático é importante para se 

explicar alterações funcionais e histológicas do fígado. O Conceito clássico do lóbulo 

hepático baseado em parâmetros estruturais, onde os hepatócitos são organizados 

em torno da vênula hepática descrito por Kiernan (1833), vêm sendo substituído pelo 

conceito do ácino hepático, o qual se baseia na organização dos hepatócitos ao 

longo da via microcirculatória que com seu gradiente de pressão conduz oxigênio e 
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nutrientes das arteríolas e vênulas porta para as vênulas hepáticas terminais, desta 

forma, do ponto de vista da fisiologia circulatória as vênulas hepáticas são 

consideradas a periferia da microcirculação hepática e não o centro (Rappaport, 

1976).   

No ácino hepático a corrente sanguínea determina um decrescente gradiente 

metabólico dividindo o ácino em zonas 1, 2 e 3 (figura 7). A zona 1 (Z1) é a mais 

próxima à tríade portal, sendo perfundida por sangue rico em oxigênio, substratos e 

hormônios. A zona 3 (Z3), é próxima a veia central, recebendo sangue que já 

passou por troca de gases e metabólitos, por isso empobrecido de oxigênio e 

nutrientes, mas rico em CO2 e outros produtos do metabolismo. A zona 2 (Z2), é 

uma extensão do tecido entre Z1 e Z3, zona intermediária em relação à quantidade 

de oxigênio (Jugermann & Katz, 1989). 

Outro importante fator na funcionalidade do fígado é a heterogeneidade entre 

os hepatócitos de cada zona acinar. As zonas diferem no conteúdo de enzimas e 

estruturas subcelulares das células do parênquima e contem diferentes números de 

células não parenquimatosas. A partir dessas observações foi proposto o conceito 

conhecido como “zonalidade metabólica” que se baseia no metabolismo de 

carboidratos e de outras vias metabólicas, como o metabolismo enzimático. 

Servindo de exemplo, temos o processo gliconeogenese que ocorre em Z1, assim 

como a glicólise e lipogênese em Z3. A síntese da ureia é principalmente catalisada 

em Z1, enquanto a síntese de glutamina em Z3 (Kierszenbaum & Tres, 2012; 

Jugermann & Katz, 1989).  

A expressão de genes nas diversas zonas tem sido estudada, altos níveis de 

RNAm de fosfoenolpiruvato carboxicinase e de citocromo P-450 foram observados 

em Z1 e Z3 respectivamente. Esta expressão gênica zonada estabelece localidade 

de eventos como à desintoxicação de hepatócitos em Z3, atividade que exige 

citocromo P-450.  Acredita-se que a expressão gênica nos hepatócitos seja 

determinada pela concentração de sinais regulatórios fornecidos pelo sangue ao fluir 

por cada zona do ácino (Alves et al., 2001).  

  Em Z1 é observado uma quantidade maior de mitocôndrias que em Z3, além 

de diferenças morfológicas entre essas mitocôndrias. Na Z3 é observada maior 

quantidade das enzimas glicocinase e piruvato cinase. Estas diferenças demonstram 

que os hepatócitos da Z1 são mais equipados para determinados processos, 

enquanto os hepatócitos da Z3 se mostram mais equipados para outros.  O 
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catabolismo de ácidos graxos e aminoácidos são possíveis somente na presença de 

oxigênio, por isso a predominância desses processos na zona mais oxigenada, já o 

processo de glicólise é possível na ausência de oxigênio, podendo ser situado na 

zona menos oxigenada (Jugermann & Katz, 1989). 

 

1.7.2 Funções imunológicas do fígado e características das hepatites virais. 

 O fígado é considerado um órgão imunorregulatório, mas, não é classificado 

como um órgão de função primariamente imunológica. Ele possui componentes da 

resposta imune inata e adaptativa, embora, apresente um predomínio da imunidade 

inata, contendo componentes, tais como, as células de Küpffer, células de pit, que 

são células com funções de NK, além de IFNs, complemento (fração) entre outros 

(Gao et al., 2008); por ser um órgão altamente vascularizado, durante infecções e 

inflamações sistêmicas, é sempre “visitado” por um grande número de 

polimorfonucleares, eosinófilos, basófilos, monócitos, linfócitos T e B, e células NK 

circulantes (Martins, 2001). 

As células de Ito também têm participação, embora indireta, na imunologia do 

fígado, através da gênese das lesões imunológicas. O TGF-β liberado por células de 

Küpffer e por hepatócitos estimula a produção de colágeno do tipo I pelas células 

perissinusoidais de Ito, um processo conhecido como fibrogênese que compromete 

com o fluxo de sangue venoso dos espaços porta (Kierszenbaum and Tres, 2012).  

 O fígado é o principal sítio capaz de remover macromoléculas e 

microorganismo circulantes provenientes da circulação sistêmica, essa remoção é 

realizada pelo sistema reticuloendotelial hepático, o qual é composto por células 

endoteliais fenestradas, responsáveis por remover macromoléculas solúveis e 

resíduos coloidais, bem como, pelas células de Küpffer que eliminam resíduos 

insolúveis por fagocitose (Gao et al., 2008).  

Praticamente qualquer agressão ao fígado é capaz de destruir hepatócitos e 

recrutar células inflamatórias. A maioria das doenças hepáticas decorre de 

inflamações parenquimatosas de fundo imunológico , ativando diversos 

compartimentos imunes do fígado que afetam os hepatócitos, acarretando desde 

distúrbios funcionais de intensidade variada até a necrose (Kumar et al., 2008). 

Presença de infiltrado inflamatório mononuclear é característico de doenças 

virais no fígado, bem como, injúria hepática mediada por linfócitos T; os linfócitos 
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têm dificuldade para se movimentar na densa estrutura celular do fígado, portanto, 

muitas de suas ações são mediadas por citocinas, podendo ter efeitos nocivos nas 

células hepáticas que possam estar no local de sua liberação (Martins, 2001). 

Qualquer vírus hepatotrópico pode causar hepatite viral aguda. Os principais 

componentes da fase aguda da hepatite são o infiltrado celular inflamatório e o dano 

hepatocelular; outras características incluem colestase, ativação de células de 

Küpffer, endotelite, dano no ducto biliar e regeneração hepatoceular (Santos, 2008). 

São observados danos celulares desde pequeno edema, tumefação 

degenerativa (edema mais severo) até morte celular (necrose e apoptose). Outra 

forma de dano hepatocelular na fase aguda é a necrose focal, no qual placas de 

hepatócitos são interrompidas ou substituídas por pequenos grupos de linfócitos e 

macrófagos; esses focos irregulares marcam um sítio de morte celular que é 

deduzida pela ausência dessas células (Lefkowitch, 2010). Nos casos de hepatite 

aguda grave, a necrose confluente pode levar à necrose em ponte que é 

caracterizada por estabelecer conexões do tipo portal-portal, central-portal e portal-

cental entre lóbulos adjacentes (Kumar et al., 2008). 

Na hepatite viral aguda o infiltrado linfocítico é observado dentro do 

parênquima e trato portal, sendo normalmente mais evidente na Z3. Embora as 

alterações do parênquima sejam predominantes na hepatite aguda, também é 

sempre observada inflamação portal, afetando muitos ou todos os espaços porta; a 

veia hepática terminal pode apresentar interrupções do endotélio e infiltrado 

linfocítico, enquanto sinusóides e células endoteliais também participam da hepatite, 

através das células endoteliais sinusoidais que podem aumentar de tamanho 

(Lefkowitch, 2010).  

Hepatite crônica é definida pela presença de evidências sintomatológica, 

bioquímica ou sorológica de doença hepática contínua ou recorrente durante um 

período de mais de seis meses, acompanhada de inflamação e necrose 

histologicamente documentada (Kumar et al., 2008). A maior parte dos espaços 

porta estão infiltrados extensamente por linfócitos, bem como, pequenos números de 

células plasmáticas e ocasionais leucócitos (Lefkowitch, 2010).  

Na hepatite crônica de intensidade branda, o infiltrado é confinado no espaço 

porta e a margem do trato portal permanece normal, nas formas mais severas, a 

infiltração se estende para o parênquima adjacente. Quando o infiltrado inflamatório 

se estende do espaço porta para o parênquima adjacente com destruição de 
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hepatócitos é denominado hepatite de interface; este processo é identificado pela 

irregularidade das placas limitantes de hepatócitos em torno do espaço porta, 

podendo variar na severidade e extensão. Na hepatite de interface severa, as 

células progenitoras periportais (Z1) podem ser ativadas para produzir uma reação 

ductolar (proliferação das células epiteliais dos ductos biliares) (Lefkowitch, 2010). 

A necrose periportal contínua e necrose em ponte são prenunciadoras de 

dano hepático progressivo durante a hepatite crônica. A característica distintiva do 

dano hepático grave é a deposição de tecido fibroso, que têm inicio nos espaços 

porta e com o passar do tempo pode ocorrer fibrose periportal, seguida pela união 

dos septos fibrosos entre os lóbulos (fibrose em ponte). A perda contínua de 

hepatócitos e a fibrose resultam em cirrose, com a presença de septos fibrosos e 

nódulos regenerativos de hepatócitos (Kumar et al., 2008).    

 

1.8 MODELO ANIMAL PARA INFECÇÃO PELO VDEN  

 Não há publicações da ocorrência de epizootias pelo VDEN em natureza, 

evidenciando a dificuldade de encontrar um modelo animal que represente o quadro 

de infecção e manifestação da doença compatível aos observados em humanos. O 

desenvolvimento de um modelo animal apropriado tem sido dificultado pelo baixo 

nível ou falta de replicação desses vírus (principalmente cepas do tipo selvagem) em 

camundongos e a ausência da manifestação da doença em primatas não-humanos 

(PNH) (Zompi & Harris, 2012). 

Apesar das limitações já citadas o entendimento da patogênese da Dengue 

tem sido beneficiado através da utilização de camundongos genéticamente 

modificados. Estudos (Ashour et al., 2010; Perry et al., 2011) identificaram que em 

camundongos a transcrição do IFN tipo I através da via de sinalização STAT2, 

restringe o inicio da replicação do VDEN. A proteína NS5 é capaz de se ligar e 

degradar STAT2 em humanos, mas não em camundongos, refletindo nestes uma 

resistência natural ao VDEN. Esse conhecimento tornou possível, através da 

tecnologia de camundongo transgênico, o desenvolvimento de um modelo de 

camundongo imunocompetente capaz de alcançar níveis mais altos de replicação 

viral. 

Camundongos NOD/SCID que são genéticamente modificados para 

apresentar deficiência no sistema imunológico, como carência de células T e B, além 
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de problemas no desenvolvimento e nas funções das células NK e apresentadoras 

de antígenos, foram infectados experimentalmente com VDEN-2 e apresentaram 

sinais clínicos semelhantes a de FD em humanos (febre, exantema e 

trombocitopenia), sugerindo que esses animais podem ser utilizados para estudar a 

patogenia da Dengue (Bente et al, 2005). 

Tan et al. (2010) utilizando camundongos transgênicos, em estudo 

experimental, descreveu que a cepa não adaptada do VDEN-2 (D2Y98P) foi 

altamente virulenta em camundongos AG 129 (camundongos deficientes em IFN 

alfa, beta e receptores gama). A infecção induziu expressão de muitas citocinas, 

danos em órgãos e hemorragia, levando a morte rápida dos animais no pico da 

viremia. No mesmo experimento, com a inoculação de uma dose viral mais baixa, foi 

observado replicação assintomática do vírus, além de disseminação e danos para 

órgãos relevantes; também foi relatado aumento da permeabilidade vascular, sem 

sinal de hemorragia, sugerindo manutenção da integridade vascular. 

O VDEN tem a capacidade de infectar células relevantes em PNH, sendo um 

modelo útil para investigar a resposta imune à infecção por Dengue, eles 

desenvolvem uma resposta de anticorpos semelhante à observada em seres 

humanos (Marchete et al, 1973). Estudo com primatas do Novo Mundo, da espécie 

Aotus nancymae, demonstrou que infecções sequenciais nesses animais induziram 

uma resposta imunológica de reatividade cruzada, com os maiores títulos de 

anticorpos contra o sorotipo da primeira infecção (Kochel et al, 2005), reminiscente 

do que foi demonstrado em seres humanos (Kyle et al, 2008). Também foi 

observado, viremia aumentada após infecção secundária em PNHs infectados 

experimentalmente com VDEN, sugerindo que infecção sequencial pode aumentar a 

carga viral através da reação cruzada dos anticorpos heterotípicos não 

neutralizantes (Marchete et al, 1973). 

 A inoculação experimental com uma dose infectante de 105 PFU do VDEN em 

PNH (Macaca mulatta) pode sustentar a replicação viral, no entanto, a replicação foi 

muito menor do que nos seres humanos, ficando limitada aos tecidos linfóides 

(Marchete et al, 1973); também foi observado nesses animais diminuição do número 

de plaquetas, mas sem outros sinais clínicos evidentes (Halstead et al, 1973 Studies 

on the pathogenesis of dengue infection in monkeys. I.; Studies on the pathogenesis 

of dengue infection in monkeys. II.). 
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Recentemente , a inoculação com uma dose mais elevada do VDEN, via 

intravenosa nesses animais, provocou hemorragia e coagulopatia, apresentando 

manifestações hemorrágicas semelhantes às observadas em humanos, podendo 

potencialmente ser usado para testes pré-clínicos de intervenções terapêuticas, 

visando especificamente coagulopatia associada a VDEN (Onlamoon et al., 2010). 

Embora vários estudos relatarem que animais infectados com VDEN 

desenvolvem viremia transitória e não reproduz níveis de viremia como observados 

em humanos (Onlamoon et al., 2010; Marchete et al, 1973), um estudo com saguis 

(Callithrix jacchus), conseguiu reproduzir altos níveis de viremia, além de reproduzir 

proteção imunitária. Os resultados indicaram que a infecção pelo VDEN foi 

estabelecida após a inoculação primária em saguis, sendo observado viremia 

consistente em todos os animais infectados experimentalmente inoculados com 

várias cepas isoladas de amostras clínicas humanas, que foram usadas com várias 

doses na inoculação 107-103 (Omatsu et al., 2011). 

Nesses animais também foram avaliados os valores hematológicos e 

bioquímicos, além de temperatura corporal e nível de atividade.  Os saguis 

inoculados com o VDEN demonstraram sinais clínicos, incluindo febre e diminuição 

da atividade e alterações nos parâmetros hematológicos e bioquímicos (Omatsu et 

al., 2012), evidenciando o potencial desse animal como modelo experimental para 

infecção por Dengue. 

 

1.9 O GÊNERO CALLITHRIX 

O gênero Callithrix pertence à família Callithtrichidae e possui as espécies 

Callithrix jacchus (saguis-de-tufo-branco), C. penicillata (saguis-de-tufo-preto), C. 

kuhlii (saguis-de-Weid), C. geoffroyi (saguis-de-cara-branca), C. aurita (saguis-de-

serra-escuro), e C. flaviceps (saguis-da-serra) (Rylands et al., 2000).   Dessas 

espécies o sagui-de-tufo-branco é a melhor conhecida e que tem gerado maior 

interesse biomédico (Mittermeier et al., 1994). 

Essas espécies se distribuem pela costa leste brasileira e porção central da 

Mata Atlântica (Rylands et al., 1997), em diferentes habitats como floresta atlântica, 

florestas do cerrado do Brasil Central e caatinga do Nordeste brasileiro, vivem 

predominantemente em áreas de matas ciliares que bordeiam os córregos nessas 
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regiões, e essas espécies se adaptam às áreas de florestas perturbadas (Farias, 

1986; Rylands, 1986). 

Todas as espécies desse gênero apresentam tamanhos aproximados, o peso 

varia de 250 a 450g em adultos e os filhotes nascem com peso médio de 30g, vivem 

em grupos sociais que variam de três a quinze indivíduos, compostos por adultos 

(machos e fêmeas) e a prole. Vários autores consideram os saguis monogâmicos 

(Abbot et al., 2003; Alencar et al, 1995; Rylands, 1986), mas, há relatos de 

poliandria, poligenia e poliandrogenia, em grupos de saguis mantidos no cativeiro e 

em vida livre (Coutinho & Correa, 1995; Digby & Barreto, 1993; Roda & Pontes, 

1998), isso evidencia que o sistema de organização social dos Callithrix não está 

completamente estabelecido e a condição de cativeiro introduz possíveis alterações 

no seu comportamento social e reprodutivo (Yamamoto, 1991). 

Os saguis-de-tufo-branco, alcançam maturidade sexual entre 12 e 18 meses e 

são considerados idosos a partir dos oito anos de idade (Abbot et al., 2003), a 

longevidade dessa espécie pode chegar a 16 anos em cativeiro (Nowak, 1991). A 

temperatura retal desses animais pode atingir o grau máximo durante o dia de 39,80 

C e temperatura mínima no período da noite de 340 C (Hetrerington, 1978).   

A atividade diária dos saguis no cativeiro é dividida em movimentação (35%), 

catação dos pelos (10%), alimentação (12%) e posição estacionária (43%). As 

espécies Callithrix jacchus e C. penicillata, se alimentam em natureza de frutas, 

flores, insetos, aranhas, lesmas, lagartos, sapos, filhotes e ovos de pássaros e 

exsudato de plantas, que representam 70% da dieta desses animais (Stevenson & 

Rylands, 1988; Rowe, 1996). 

 

1.10 RELEVÂNCIA DO ESTUDO 

 A Dengue constitui um dos principais problemas de saúde pública no mundo 

(Halstead, 1982), pois o número de casos está em contínua ascensão, assim como 

a mortalidade. Com seu caráter epidêmico, a Dengue ocasiona um significante 

impacto econômico e social, os serviços de saúde pública não têm sido capazes de 

diminuir a incidência desta doença, e um dos fatores que colaboram com esta 

situação é a falta de vacina contra Dengue (Gómez-Dantés & Willoquet, 2009).  

Apesar dos esforços para obtenção de uma vacina contra a Dengue, parte da 

dificuldade de obtenção, se deve à inexistência até hoje de um modelo experimental 
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que apresente quadro de FD e FHD/SCD, fidedignos aos observados em humanos, 

possibilitando dados sobre a patogenia e fisiopatologia da doença, favorecendo o 

desenvolvimento de testes pré-clínicos de uma vacina tetravalente para dengue 

(Whitehead et al., 2007). 

O cultivo primário de monocamadas de células endoteliais de humanos em 

interação com fragmentos do VDEN é, atualmente, o modelo experimental mais 

aceito e mais utilizado nos estudos de FHD/SCD (Peyrefitte et al., 2006). Sabe-se, 

porém, que o método de isolamento das células e o meio de cultura utilizado podem 

alterar os resultados, como visto em alguns trabalhos com HIV in vitro (Dhawan et 

al., 1997). Quanto aos modelos experimentais em camundongos e PNH, algumas 

limitações são observadas como, suscetibilidade à infecção e manifestação de sinais 

clínicos (Yauch & Shresta, 2008; Zompi & Harris, 2012). 

Em Lauro Feitas, na Bahia, durante uma epizootia em 2008-2009, o Instituto 

Evandro Chagas (IEC) demonstrou a presença de antígenos virais para dengue, 

através do teste de Imuno-histoquímica, em primata da espécie Callithrix jacchus 

que morreu com quadro hemorrágico (De Barros et al, 2009).  Nas Américas, o vírus 

nunca havia sido detectado a partir de espécies silvestres, nem de primatas não-

humanos no Brasil, além de ser considerado o primeiro PNH diagnosticado com 

FHD, tal descoberta abre perspectivas de se reconhecer um possível hospedeiro 

silvestre de dengue nesta região. 

Com base nesses estudos citados acima, aliados ao fato que o fígado é o 

órgão onde se observa as principais alterações provocadas pelo VDEN 

(Vasconcelos et al., 2013), torna importante verificar o fígado de primatas do gênero 

Callithrix para estudar a patogênese e a imunopatologia da infecção sequencial pelo 

VDEN. 

 

1.11 OBJETIVOS 

 

1.11.1 Objetivo Geral 

Descrever a imunopatologia da infecção experimental sequencial do VDEN-3 

e VDEN-2 em PNH do Novo Mundo da espécie Callithrix penicillata. 
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1.10.2  Objetivos Específicos 

- Verificar a suscetibilidade do PNH espécie Callithrix penicillata a infecção 

experimental sequencial pelo VDEN; 

- Descrever padrão de lesão hepática segundo distribuição no ácino dos 

calitricídeos infectados experimentalmente com VDEN -3 e VDEN-2;  

- Quantificar a distribuição de antígenos virais nos fígados dos PNH em 

estudo;  

- Identificar e quantificar o fenótipo das células do infiltrado inflamatório acinar, 

portal e veia centrolobular nos fígados coletados durante a cinética experimental; 

- Caracterizar a expressão tecidual de citocinas no fígado dos calitricídeos 

estudados; 

 - Comparar os resultados obtidos na fase aguda com os observados na fase 

de convalescência da infecção primária e secundária, afim de estabelecer 

parâmetros no fígado de calitricídeos durante as fases da infecção pelo VDEN; 

- Comparar os resultados obtidos na infecção primária com os observados na 

infecção secundária, afim de verificar possíveis diferenças imunopatológicas entre 

as infecções; 

- Avaliar o PNH da espécie Callithrix penicillata como modelo experimental 

para a infecção pelo VDEN, envolvendo estudos imunopatológicos. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1.  AMOSTRAS E ESTOQUE VIRAL 

Para este estudo foram selecionadas amostras virais do VDEN 2 e 3, 

provenientes do acervo da Seção de Arbovirologia e Febres Hemorrágicas (SAARB) 

do Instituto Evandro Chagas (IEC) (Quadro 1). Essas cepas são procedentes do Rio 

Grande do Norte, de casos de óbitos em humanos por FHD/SCD, classificado 

segundo MS e foram identificadas geneticamente por Transcrição Reversa seguida 

de Reação em Cadeia mediada pela Polimerase (RT-PCR). Esses dois sorotipos 

tem sido comumente associados com infecção secundária em epidemias 

importantes com FHD/SCD (Torres, 2005).   

 

Quadro 1- Amostras virais selecionadas para inoculação sequencial em PNH. 

Registro SAARB Procedência Espécimes  Data da coleta Identificação viral 

RE H 744248 Natal/RN Linfonodo 04/03/2008 VDEN-2 

RE H 712149 Natal/RN Fígado 11/08/2006 VDEN-3 

Fonte: SAARB. 

 

 Para produção do estoque viral, suspensões virais do VDEN-2 e do VDEN-3 

foram preparadas a partir de fragmentos de linfonodo e fígado, respectivamente e 

inoculados em linhagem de células clone C6/36, oriundo de artrópodes hematófagos 

da espécie Aedes albopictus (Igarashi, 1978).  

 Para o cultivo C6/36 (mantido à aproximadamente 28ºC) foi utilizado garrafas 

de 75 cm2 contendo o meio Leibowit’z L-15 com L-glutamina suplementado com 5% 

de soro bovino fetal (SBF) (meio de crescimento), triptose fosfato (2,95%), 

antibióticos (penicilina 10.000 U/L e estreptomicina 10.000 g/L) e aminoácidos não-

essenciais (10 mL/L) (Barbosa et al., 1993). Antes das células serem infectadas, o 

meio de crescimento foi substituído pelo meio de manutenção (2% de SBF). 

Os inóculos foram produzidos a partir de fragmentos de linfonodo e fígado 

mascerados, sendo preparada uma suspensão na proporção de 1:10 em solução de 

salina tamponada (PBS), pH 7,4, contendo 0,75% de albumina bovina e antibióticos 

(100 Ul/mL de penicilina e 100 μg/mL de estreptomicina). Em seguida, as 
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suspensões obtidas foram centrifugadas a 5.000 rotação por minuto (rpm) durante 

cinco minutos, à 4o C (Travassos da Rosa et al., 1998).  150 μL do sobrenadante 

foram inoculados em garrafas que contenham uma monocamada confluente de 

células. Cada inoculação teve um controle positivo (células infectadas com VDEN) e 

um controle negativo (células não-infectadas com VDEN). Após a infecção, todos os 

tubos foram observados diariamente durante 21 dias em microscópio ótico invertido 

para visualização de possível efeito citopático (Travassos da Rosa et al., 1998).    

 Para a confirmação da presença do VDEN-2 e VDEN-3 nas células 

infectadas, uma parte do sobrenadante celular foi utilizada em testes de 

imunoflurescência indireta (IFI) utilizando anticorpos monoclonais, de acordo com a 

técnica descrita por Gubler et al. (1984).  

 

2.2. PRIMATAS NÃO HUMANOS 

Foram utilizados 28 PNH, da espécie Callithrix penicillata (figura 8), machos e 

fêmeas, entre jovens (sete animais), adultos (17 animais) e idosos (quatro animais) 

(Apêndice A). Esses animais são procedentes da colônia de Callithrix penicillata do 

Centro Nacional de Primatas/Secretaria de Vigilância em Saúde/Ministério da Saúde 

(Cenp/SVS/MS), que desenvolve trabalhos de captura, reprodução e conservação 

de espécies de PNH para investigações biomédicas objetivando sempre a saúde 

pública. Os procedimentos envolvendo PNH (até a etapa de necropsia) foram 

realizados por médicos veterinários.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - PNH da espécie Callithrix penicillata. 
Fonte: Marcos Labanca. 
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2.2.1 Aspectos Éticos 

Este projeto foi aprovado pelo CEPAN/IEC (comitê de pesquisa com animais 

do IEC) sob Registro CEPAN Nº 0061/2009 e aprovado pelo IBAMA sob registro Nº 

22047-1, podendo ser verificado a regularidade, por meio da página do Sistema de 

Autorização e Informação em Biodiversidade – SISBIO na internet através do código 

de autenticação 92345318. 

 

2.2.2. Critérios de Inclusão e Exclusão 

 Os critérios de inclusão no experimento dos C. penicillata foram baseados 

em: 

(I) Animais que não estavam sendo usados para procriação, sendo, 

portanto excedentes de colônia;  

(II) Animais submetidos a exames hematológicos e bioquímicos que 

apresentaram resultados dentro da normalidade para espécie; 

(III) Animais que submetidos à sorologia usando a técnica de Inibição da 

Hemaglutinação (IH) apresentaram resultados negativos para presença 

de anticorpos contra os seguintes arbovírus: VDEN-1, 2, 3, 4, vírus da 

encefalite equina leste (VEEE), vírus da encefalite equina oeste 

(VWEE), vírus mayaro (VMAY), vírus mucambo (VMUC), vírus guaroa 

(VGUA), vírus da febre amarela (VFA), vírus rocio (VROC), vírus ilhéus 

(VILH), vírus da encefalite saint loius (VSLE), vírus tacaiuma (VTAC), 

vírus maguari (VMAG), vírus caraparú (VCAR), vírus oropouche 

(VORO), vírus catú (VCAT), vírus icoaraci (VICO), vírus utinga (VUTI), 

vírus cacipacaré (VCPC), vírus bussuquara (VBSQ), vírus belém 

(VBLM); 

(IV) Tinham idade compreendida entre 1 e 10 anos. 

 

Os critérios de exclusão se basearam nos animais que não se enquadram nos 

critérios de inclusão, ou algum outro indício de comprometimento da saúde 

observado pelos veterinários responsáveis.   
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2.2.3. Calitricídeos Selecionados 

 Os animais que foram selecionados pertencentes ao plantel de calitricídeos 

do CENP, encontravam-se alojados em sistema indoor, em grupo familiar, no galpão 

de reprodução IV, telado e com iluminação natural e artificial, composto de 120 

recintos de alumínio com dimensões de 1,51 m de comprimento x 0,85 m de largura 

x 02,03m de altura; recebiam alimentação balanceada, conforme protocolo 

nutricional da instituição, com frutas, legumes, tubérculos, leite, ovos, ração 

peletizada específica para calitriquídeos (Megazoo P25) e água ad libitum 

(Informações cedidas pela veterinária responsável, Manejo de Primatas do 

Cenp/SVS/MS).  

Foram realizados rotineiramente nesses animais, inspeção física, biometria, 

pesagem, avaliação odontológica, exames laboratoriais, como hemograma, 

microbiológicos e dosagens bioquímicas, além de exames coproparasitológicos, 

seguido de vermifugação, utilizando bases farmacológicas, conforme incidência 

parasitária. Quando necessário, eram realizados exames complementares 

(radiológico e ultrassonográfico). Medidas de biossegurança e procedimentos 

operacionais padronizados de higienização dos galpões, das instalações e 

equipamentos seguem recomendações estabelecidas pelo CENP, baseadas na 

literatura da área, Molinaro et al. (2001) (Informações cedidas pela veterinária 

responsável, Manejo de Primatas do Cenp/SVS/MS). 

 Após a seleção dos calitricídeos de acordo com o item 3.2.2., esses animais 

foram transferidos para o galpão de quarentena II, permanecendo alojados em 

gaiolas individuais de fundo retrátil (0,80 m de comprimento x 0,80 m de largura x 

0,90 de altura), sendo monitorados diariamente (observando qualquer alteração do 

quadro de normalidade desses animais) até seus respectivos sacrifícios, seguido de 

necropsia (Informações cedidas pela veterinária responsável, Manejo de Primatas 

do Cenp/SVS/MS).  

 

2.3. CINÉTICA DA INFECÇÃO EXPERIMENTAL 

 

2.3.1. Infecção Primária 

Os animais foram inoculados experimentalmente com sobrenadante de 

células de Aedes albopictus, C6/36 infectadas pelo VDEN-3, sendo uma dose de 0,5 
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mL via subcutânea à altura do 3° espaço intercostal direito, contendo 3,23 x 103 

PFU/mL. Esse sobrenadante viral foi administrado em 26 animais e 2 foram 

reservados para servirem como animais sentinelas (animais não infectados). Os 

animais infectados e o grupo sentinela foram mantidos em gaiolas individuais e 

observados diariamente.  

Para estudos histopatológicos e imunohistoquímicos da fase aguda da 

infecção primária (Ag.1) a cada 24 horas (hs) por um período de sete dias, um 

primata infectado foi anestesiado (0,2 mL de Zoletil 100 – Virbac, via intramuscular) 

e sacrificado por hipovolemia, após punção cardíaca, sendo imediatamente 

submetidos a necropsia para a retirada do fígado que foi fixado em formalina 

tamponada a 10% por 24 horas e depois em álcool a 70% até o processamento.  

 Para estudo da fase convalescente da infecção primária (Conv.1) foi 

realizado o mesmo procedimento para coleta de fígado descrito acima, porém, em 

intervalos de 15, 20, 30, 45 e 60 dias pós-inoculação (dpi). Na última coleta da 

cinética da infecção primária, com 60 dias p.i., além da coleta da amostra do primata 

infectado, foi coletado o fígado do primata sentinela (sentinela 1).  

 

2.3.2. Infecção Secundária 

Após a cinética da infecção primária, os animais infectados com o VDEN-3 

não sacrificados, foram reinoculados experimentalmente com sobrenadante de 

células C6/36 infectadas pelo VDEN-2, com a dose de 0,5 mL via subcutânea à 

altura do 3° espaço intercostal direito, contendo 4,47 x 104 PFU/mL.  Essa 

suspensão viral foi administrada nos 13 animais restantes da infecção primária. O 

animal sentinela restante foi preservado sem infecção até o final do último dia do 

experimento. Os animais infectados e o animal sentinela serão observados 

diariamente.  

 Para estudos histopatológicos e imunohistoquímicos da fase aguda da 

infecção secundária (Ag.2) a cada 24 horas (hs) por um período de sete dias, um 

primata infectado foi anestesiado (0,2 mL de Zoletil 100 – Virbac, via intramuscular) 

e sacrificado por hipovolemia, após punção cardíaca, sendo imediatamente 

submetidos a necropsia para a retirada do fígado que foi fixado em formalina 

tamponada a 10% por 24 horas e depois em álcool a 70% até o processamento.  
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Para estudos da fase convalescente da infecção secundária (Conv.2) foi 

realizado o mesmo procedimento para coleta de fígado descrito anteriormente, 

porém, em intervalos de 15, 20, 30, 45 e 60 dpi. Na última coleta da cinética da 

infecção secundária, com 60 dias p.i., além da coleta da amostra do primata 

infectado, foi coletado o fígado do primata sentinela (sentinela 2). 

 

2.4 CONFIRMAÇÃO DA SUSCETIBILIDADE À INFECÇÃO 

A suscetibilidade à infecção experimental por vírus dengue nos PNH em 

estudo foi confirmada através da detecção de antígenos do vírus dengue no fígado 

dos primatas infectados durante a cinética experimental e/ou detecção de anticorpos 

(Ferreira, 2012). 

 

2.5 AVALIAÇÃO HISTOPATOLÓGICA DO FÍGADO  

 As amostras de fígado foram fixadas durante 24h em solução de formalina 

tamponada a 10% e mantidas em álcool etílico para o processamento 

histopatológico, que consistiu: na passagem do tecido em diversas soluções 

crescentes de álcool, iniciando com álcool a 70% até o álcool absoluto (100%). 

Posteriormente, foram realizadas duas passagens em xilol a TA, seguida da imersão 

em dois banhos de parafina a 60°C. Por fim, a inclusão e formatação das amostras 

em blocos de parafina que, depois de resfriados, foram seccionados utilizando 

micrótomo rotativo (Jung Histocult 820- Leica), para obtenção de cortes de 5μm de 

espessura, que foram corados pelas técnicas de Hematoxilina-Eosina (HE), Pelrs 

(Azull da Prússia), Picrossírius e Reticulina. 

 A análise histopatológica foi conduzida por dois observadores que 

desconheciam a identificação de cada caso em microscopia de luz nos aumentos de 

40x, 100x, 200x e 400x. Foi utilizado fotomicroscópio modelo NiU (Nikon, Japão) 

com câmera digital DS-U3 (Nikon, Japão) acoplada para documentação fotográfica. 

 A análise microscópica inicial foi conduzida considerando alterações 

hepatocelulares, estruturais e circulatórias, tais como: degeneração vacuolar micro e 

macrogoticular (esteatose), tumefação, morte celular (apoptose, necrose individual, 

focal, zonal, interface ou massiva), alterações da estrutura como colapso da trama 

de reticulina, fibrose, inflamação lobular (zonal, multifocal, disseminada, confluente), 

portal, de ducto biliar e interface; tipos de células inflamatórias participantes 
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(linfócitos, plasmócitos, neutrófilos, histiócitos, eosinófilos), alterações das células de 

Küpffer, colestase em canalículos biliares/ hepatócitos, ductos biliares, proliferação 

ductular, perda de ductos biliares; depósitos de hemossiderina (hepatócitos e células  

de Küpffer no lóbulo, e em macrófagos portais) e alterações circulatórias (congestão, 

hemorragia). 

 O diagnóstico morfológico das alterações hepáticas foi individual para cada 

animal e esses resultados foram apresentados na forma de quadro. As alterações 

histopatológicas também foram descritas por fases da infecção primária e 

secundária, bem como, tiveram documentação fotográfica para essas fases. 

 A análise semi-quantitativa foi realizada em relação à localização e ao grau 

de lesão presente, foi atribuído escore que variou de zero a três, sendo zero 

considerado padrão de histologia normal ou ausência da lesão; 1 para lesão 

discreta, 2, para moderada e 3 para marcante. A localização das lesões foi 

considerada segundo cada zona hepática. O quadro 2 apresenta os parâmetros que 

foram analisados semiquantitativamente, assim como a caracterização dos escores 

usados.  

   

 Quadro 2 – Parâmetros e caracterização dos escores utilizados para a análise morfológica do fígado 

utilizando coloração de HE, Perls, Picrossírius e Reticulina. 

Parâmetros
*
 Descrição dos escores 

Apoptose Hepatócitos 0: ≤ 3 células; 1: 4 a 14 células; 2: 15 a 28 células; 3: ≥ 28 células. 
Análise em ≥ 50 campos/40x. 

Necrose 
Hepatocelular 

0: ≤ 3 células; 1: 4 a 14 células; 2: 15 a 28 células; 3: ≥ 28 células. 
Análise em ≥ 50 campos/40x. 

Necrose Lobular 0: ausência; 1: lesão se estende 1/3 da VHC ao espaço porta; 2: 
lesão se estende 2/3 da VHC ao espaço porta; 3: lesão se estende 
por todo o ácino. Análise em ≥ 50 campos/40x  

Tumefação 0: ausência; 1: lesão se estende 1/3 da VHC ao espaço porta; 2: 
lesão se estende 2/3 da VHC ao espaço porta; 3: lesão se estende 
por todo o ácino. Análise em ≥ 50 campos/40x  

Esteatose 0: ausência; 1: lesão se estende 1/3 da VHC ao espaço porta; 2: 
lesão se estende 2/3 da VHC ao espaço porta; 3: lesão se estende 
por todo o ácino. Análise em ≥ 50 campos/40x  

Hiperplasia de células 
de Küpffer 

0: ausência; 1: 3 a 5 células/campo; 2: 6 a 10 células/campo; 3: > 10 
células/campo. Análise em ≥ 50 campos/40x  

Hemossiderina 0: ausência; 1: 3 a 5 células/campo; 2: 6 a 10 células/campo; 3: > 10 
células/campo. Análise em ≥ 50 campos/40x 

Infiltrado Inflamatório 
Lobular 

0: até 3 focos de células inflamatórias; 1: 4 até 15 focos de células 
inflamatórias; 2: 16 até 50 focos de células inflamatórias; 3: acima de 
50 focos de células inflamatórias. Análise em ≥ 50 campos/40x. 
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 Continuação 

Parâmetros
*
 Descrição dos escores 

Infiltrado Inflamatório 
Portal 

0: raras células inflamatórias; 1: poucas células inflamatórias; 2: 
moderado número de células inflamatórias; 3: intenso número de 
células inflamatórias. Análise em 10 EP aleatórias. 

Infiltrado Inflamatório 
VHC 

0: ausência de células inflamatórias; 1: poucas células inflamatórias; 
2: moderado número de células inflamatórias; 3: intenso número de 
células inflamatórias. Análise em 10 VHC aleatórias. 

Lesão na Trama 
Reticulínica 

0: ausência de colapso; 1: poucos focos de necrose; 2: moderado 
focos de necrose; 3: lesão se estende por todo o ácino. Análise em ≥ 
50 campos/40x  

Hemorragia 0: ausência ; 1: discretos focos; 2: moderado número de focos; 3: 
marcante. Análise em ≥ 50 campos/40x. 

Congestão    0: ausência de alteração; 1: pouca alteração; 2: moderada alteração; 
3: intensa alteração. Análise em ≥ 50 campos/40x. 

Proliferação Ductular 0: ausência de alteração; 1: pouca alteração; 2: moderada alteração; 
3: intensa alteração. Análise em ≥ 50 campos/40x. 

Fibrose 0: ausência de alteração; 1: pouca alteração; 2: moderada alteração; 
3: intensa alteração. Análise em ≥ 50 campos/40x. 

* Adaptado de Aye et al., 2014 e de Huerre et al., 2001 por L.R.M. Sá. 

 

 Para avaliar a intensidade da lesão hepática em cada animal, bem como, 

cada fase da infecção primária e secundária, foi realizada a média da somatória dos 

escores de todos os parâmetros avaliados. A partir da obtenção dessas médias 

foram realizadas comparações entre cada primata infectado com o respectivo animal 

sentinela, bem como, entre as fases da infecção primária e secundária, sendo essas 

fases também comparadas aos animais sentinelas. 

 Com o intuito de avaliar se as lesões observadas nos grupos podem ser 

caracterizadas como hepatite, foi realizada em cada grupo a média da somatória dos 

escores de alguns parâmetros como: morte celular (apoptose e necrose de 

hepatócitos), inflamação (acinar, EP e VHC) e tumefação celular. Para esses 

parâmetros foram atribuídos escores específicos (quadro 3) (adaptado de Ishak, 

1995), levando em consideração a importância patológica desses eventos na 

evolução para uma hepatite (adaptado Benet et al., 1999).  
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Quadro 3 – Alterações histológicas com escores específicos de acordo com a importância 
patológica  

Parâmetro Escore
*
 

Apoptose de hepatócitos 3 

Necrose lítica 3 

Inflamação acinar  2 

Inflamação EP 2 

Inflamação VHC 2 

Tumefação 1 

* Adaptado de Ishak, 1995 e de Benet et al., 1999 por D.F.Henriques. 

 

2.6. IMUNOHISTOQUÍMICA 

  Os blocos de tecidos em parafina foram usados para obter cortes de 5 µm 

que, em seguida, foram desparafinados, fixados em lâminas “super-frost” e 

processados para detecção de antígenos virais específicos de Dengue pelo método 

da fosfatase alcalina usando anticorpo policlonal (anti-VDEN 2) e um anticorpo 

controle negativo (Hall et al., 1991; Xiao et al., 2001). Os antígenos específicos 

identificados foram semi-quantificados por campo microscópico usando uma escala 

de 0 a 4 cruzes (+), sendo que 0 =  ausência de antígenos; 1 + = presença de uma a 

duas células expressando antígenos virais; 2 + = presença de 3-5 células 

expressando antígenos virais; 3 + = presença de 6-10 células expressando 

antígenos específicos; e 4 + = presença de mais de 10 células expressando 

antígenos específicos em área ocupada por 10 campos histológicos de 400 x 

(Quaresma et al., 2005; Quaresma, et al., 2006; Martins et al., 2007). 

 

2.6.1. Análise da resposta imune no fígado 

 Nos fragmentos de fígados dos animais foram realizadas pesquisas sobre a 

resposta imunológica celular e citocínica.  

 Para determinação imunofenotípica e expressão de citocinas “in situ” nas 

lesões, os fígados foram processados seguindo a metodologia descrita por HSU et 

al. (1981), parcialmente modificada e padronizada, desenvolvida no Laboratório da 

Disciplina de Patologia de Moléstias Transmissíveis do Departamento de Patologia 

da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, a técnica consiste em : (I) 

desparafinização dos cortes em banhos de xilol; (II) seguido de hidratação dos 

cortes em sequência decrescente de etanol; (III) bloqueio da peroxidase endógena 
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em solução de água oxigenada 3% em câmara escura e exposição dos antígenos 

com tampão Retrieval pH 9,0 ou 7,2, ou 6,0 conforme pré-estabelecido para o 

anticorpo,  a 950 C em banho-Maria; (IV) bloqueio das proteínas inespecíficas, 

incubando os cortes com leite desnatado 10% em água destilada; (V) incubação 

com anticorpo primário diluído em albumina bovina (BSA) 1%, “over-night” a 40 C; 

(VI) seguido de incubação com anticorpo anti a espécie animal do anticorpo 

primário; (VII) incubação com o complexo estreptavidina-biotina ou sistema de 

polímeros, conforme padronização prévia; (VIII) revelação com 3,3 

diaminobenzidina, 45 mg em  PBS, acrescido de 1,2 mL de água oxigenada 3%; (IX) 

coloração com hematoxilina; (X) desidratação em sequência crescente de etanol, 

após secarem a montagem foi realizada com resina Permount. Entre as etapas, as 

lâminas foram lavadas em água corrente e/ou água destilada. 

 O painel de anticorpos que foram utilizados, juntamente com a diluição 

estabelecida e o sistema de detecção, está apresentado no quadro 4. Nas amostras 

em estudo foram utilizados anticorpos específicos para material humano, com a 

padronização rotineira utilizada pelo laboratório do departamento de Patologia da 

Faculdade de Medicina da USP. Foi determinada a utilização como controles das 

reações imuno-histoquímicas tecidos humanos comprovadamente positivos para os 

imunomarcadores selecionados e linfonodo de PNH da espécie Callithrix jacchus.  

 A obtenção de positividade nos fragmentos de linfonodo de saguis da espécie 

Callithrix jacchus atestou que os anticorpos humanos selecionados com diluições 

pré-estabelecidas, poderiam ser empregados no material deste estudo.   

O padrão de marcação imuno-hístoquímico foi analisado através da 

quantificação dos anticorpos nas células imunomarcadas para apoptose, para cada 

fenótipo celular e expressão de citocinas para cada PNH. Essa contagem foi 

realizada em microscopia óptica utilizando retículo graduado com 1 cm2, cuja área é 

0,0625 mm2 sob objetiva de 400x. As células imunomarcadas foram contadas em 10 

ácinos hepáticos por lâmina, sendo dividido: 10 campos para zona 1(periportal), 8 a 

10 campos para zona 2 (mediozonal) e 10 campos para zona 3 (centrolobular), além 

de  campos referentes a 5 EP e 5 VHC. Foi calculada a média de células por campo 

em cada área por imunomarcador pesquisado e o total de células por área foi obtido 

dividindo esse valor médio pela área de 0,0625mm2. Posteriormente, do valor médio 

obtido para cada animal (mm2) por imunomarcador, calculo-se a média por grupos 

correspondentes as fases das infecções: Ag.1, Conv1, Ag.2 e Conv.2. 
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Quadro 4 – Painel de anticorpos e sistema de detecção utilizados nas reações de imuno-histoquímica em fígados de saguis. 

Anticorpos 
primários* 

Espécie 
Animal** 

Diluição 
Código do 
Fabricante 

Sistema de 
detecção 

Fonte Principais funções 

Anti-Lisozima Coelho 1:2000 Dako/A0099 NovolinK Derivados das células 
tronculares da medula óssea. 

Fagocitose de partículas estranhas e a 
apresentação de antígenos para os LT- auxiliares. 

Anti – CD57 Camundongo 1:50 Neomarkes/ 

MS-136-P 

NovolinK Derivados das células 
tronculares da medula óssea. 

Destruir células parasitadas por vírus e células 
neoplásicas, através da ativação da apoptose. 

Anti – S100 Coelho 1:800 Dako/Z0311 Novolink Derivam dos precursores 
medulares. 

Eficientes na apresentação de antígenos aos LT-
auxiliares  

Anti LB – CD20 Camundongo 1:300 Dako/M755 Novolink Derivados das células 
tronculares da medula óssea. 

LB ativados proliferam e se diferenciam em 
plasmócitos, que produzem uma grande quantidade 
de anticorpos específicos contra o agente agressor 
envolvido. 

Anti LT- CD4 Camundongo 1:40 Novocastra/ 

NCL-L-CD4-1F6 

Novolink Derivados das células 
tronculares da medula óssea. 

Secreção de citocinas e colaboram com os LB na 
produção de anticorpos. 

Anti –TNF- alfa Cabra 1:20 R&D systems/ 
AF210NA 

LSAB Macrófagos, LT, células NK, 
células endoteliais e 
queratinócitos. 

Aumenta a expressão de MHC I; Estimula: 
recrutamento de neutrófilos e monócitos para os 
locais de infecção, células endoteliais e macrófagos 
a secretar quimiocinas que acentuam a afinidade 
das integrinas por seus ligantes. 

Anti – IFN-
gama 

Camundongo 1:30 R&D systems/ 
MAB285 

Novolink Células T citotóxicas e NK. Protege contra infecções virais e promovem 
imunidade mediada por células contra 
microorganismos intracelulares. Sintetiza várias 
enzimas que interferem com a transcrição do RNA 
ou DNA viral e replicação. Acentua a apresentação 
de antígeno via MHC e aumento dos ligantes que 
as células T reconhcecem. Aumento da atividade 
citotóxica das células NK. Promove diferenciação 
de células T CD4

+
 “naives” para células típicas da 

resposta inata e inibe proliferação de células 
características da resposta humoral. 

  



57 

Anticorpos 
primários* 

Espécie 
Animal** 

Diluição 
Código do 
Fabricante 

Sistema de 
detecção 

Fonte Principais funções 

Anti-TGF-beta Coelho 1:400 Santa Cruz/ SC 
82 

Novolink Linfócitos e macrófagos. Inibe a citotoxidade e produção de anticorpos 
(exceto IgA). Induz a proliferação de células CD8, 
ampliação da maturação de linfócitos T e células de 
memória.   

Anti – IL8 Cabra 1:25 R&D systems/ AF 
208NA 

Novolink Macrófagos, fibroblastos, 
plaquetas e LT. 

Envolvida na inflamação e na migração celular, 
principalmente de monócitos e células T. Induz a 
quimiotaxia de neutrófilos e LT. 

Anti – IL10 Camundongo 1:10 R&D systems/ 
MAB217 

LSAB Macrófagos e LT. Inibe a produção de IFN-gama, IL-1, IL-6, IL-8, IL-
12 e TNF. Inibe a apresentação antigênica. 
Aumenta a resposta humoral induzindo a 
diferenciação para plasmócitos.  

Anti-VCAM1 Cabra 1:300 R&D systems/ 
BBA19 

LSAB Membro da superfamília das 
imunoglobulinas (ligante de 
integrina). Expressa em vasos 
sanguíneos após as células 
endoteliais serem estimuladas 
por citocinas. 

Facilitar a migração transendotelial dos leucócitos 
em um processo inflamatório.  

Anti-CD95 Camundongo 

 

1:30 Dako/ 

M 3555 

Hidef 

 

O Fas (CD95/APO-1) é uma 
glicoproteína transmembrana 
do tipo 1 pertencente à família 
do TNF e expressa em 
diversas linhagens de tecidos 
dentre eles as células 
hepáticas. 

O receptor Fas ativado leva a morte celular 
programada (apoptose). Uma das vias de apoptose. 

* imunoglubulinas para material humano. ** anticorpos monoclonais/camundongo, anticorpos policlonais/coelho e cabra. LT= linfócito T, LB = linfócito B. 
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2.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para as análises estatísticas comparativas dos dados obtidos com o estudo 

histopatológico foi utilizado o programa SPSS (versão 8.0) (SPSS, 1999). Os dados 

apresentaram uma distribuição normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov (p-valor > 

0,05), desta forma, usou-se o teste Repeated Measure Anova para todas as 

comparações apresentadas a seguir, e a fim de verificar médias duas a duas, usou-

se o teste de Tukey.  O nível de significância estabelecido para todos os testes foi de 

5% (p≤0,05). 

Os dados quantitativos obtidos com a análise da resposta imune por 

imunohistoquímica foram apresentados como média + desvio padrão, seguido por 

análises estatísticas comparativas através do programa BioEstat 5.0 (Ayres et al., 

2007). Os dados apresentaram uma distribuição normal, pelo teste de Kolmogorov-

Smirnov (p-valor > 0,05), desta forma, para todas as comparações apresentadas 

usou-se o teste Repeated Measure Anova (dois critérios) com o pós-teste 

Bonferroni, admitindo significância estatística para p≤0,05.  

Os gráficos da análise exploratória dos dados apresentados neste estudo 

foram produzidos utilizando o GraphPadPrism 6.0 para Windows (GraphPad 

software, San Diego, EUA). 
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3 RESULTADOS 

 

3.1 DETECÇÃO DE ANTÍGENO VIRAL  

A presença de antígeno viral foi observada (figura 9), através da 

imunohistoquimica, no fígado de todos os primatas infectados com VDEN durante 

infecção primária e secundária, com exceção do primata analisado no 20o dpi 

secundária, entretanto, esse animal apresentou no soro anticorpos IgM anti-VDEN-2 

(resposta monotípica), bem como, anticorpos IH anti-VDEN-2 (reação cruzada para 

os outros sorotipos) (Ferreira, 2012). Após semi-quantificação foi observada leve 

(1+) a muito intensa (4+) presença de células expressando antígenos virais 

predominantemente em Z2 e Z3, por vezes observado em Z1 (Quadro 5). 

 

Quadro 5 – Semi-quantificação de antígenos do VDEN em fígado dos 
primatas em estudo 

Dia pós-
inoculação 

Detecção de antígeno 
infecção primária VDEN-3 

Detecção de antígeno 
infecção secundária VDEN-2 

1
o
 +   +++ 

2
o
 +  ++ 

3
o
 ++++ + 

4
o
 ++++ ++++ 

5
o
 ++++ +++ 

6
o
 ++++ +++ 

7
o
 ++++ + 

15
o
 ++++ + 

20
o
 + 0 

30
o
 +++ ++++ 

45
o
 + ++ 

60
o
 ++++ +++ 

Sentinela 0 0 
Legenda: 0 = ausência de antígenos; + = presença de uma a duas células 
expressando antígenos virais; ++ = presença de 3-5 células expressando 
antígenos virais; +++ = presença de 6-10 células expressando antígenos 
específicos; e ++++ = presença de mais de 10 células expressando 
antígenos específicos em área ocupada por 10 campos histológicos de 
400x. 
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Figura 9: Imunohistoquímica em cortes de fígado de PNH da espécie Callithrix penicillata. A 
positividade é caracterizada pela coloração alaranjada no tecido (setas). A. Imunohistoquímica de 
tecido hepático de sagui infectado com VDEN-3 demonstrando hepatócitos imunomarcados (400X); 
B. Imunohistoquímica de tecido hepático do animal sentinela 1 (sagüi não infectado) (400x). 

 

3.2. AVALIAÇÃO HISTOPATOLÓGICA 

Os resultados da avaliação histopatológica semiquantitativa, infecção primária 

e infecção secundária, estão apresentados nos Apêndices B e C respectivamente. 

Os diagnósticos morfológicos das alterações observadas durante a infecção primária 

e secundária estão apresentados nos Apêndices D e E respectivamente. Seguem 

abaixo a descrição histopatológica e as análises estatísticas.  

 

3.2.1 Descrição Histopatológica  

 

3.2.1.1 Fase Aguda da Infecção primária (Ag.1) 

Durante análise histológica nos fígados dos primatas coletados na Ag.1 

observou-se morte celular multifocal, variando de discreto a moderado grau de 

lesão, com tendência para Z2 e Z3, caracterizadas por necrose lítica de hepatócitos 

e corpúsculos de Coulciman do 1o ao 6o dpi (figura 10 – A e B), além de discreto 

infiltrado inflamatório lobular em Z2 e Z3 (linfócitos, macrófagos, neutrófilos e 

megacariócitos), portal (linfócitos, plasmócitos, neutrófilos e macrófagos) (figura 11 - 

A) e centrolobular (macrófagos e linfócitos) em todos os primatas desta fase (figura 

11 - B). No 3o dpi foram observados discretos focos de esteatose macrovesicular 

com predileção por zona 2 (figura 10 - C). Também foram observadas discretas a 

intensas lesões no tecido hepático, tais como: tumefação celular que compromete 

todo o ácino do 1o ao 7o dpi; hiperplasia, hipertrofia de células de Küpffer do 1o ao 5o 

B
A
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dpi e hemossiderina em küpffer no 3o, 5o e 6o dpi com predominância em Z2 e Z3 

(figura 10 - F). Dilatação sinuzoidal também foi observada durante esta fase (figura 

10 - *). 

 

3.2.1.2 Fase Convalescente da Infecção primária (Conv.1) 

Na Conv.1 foram observados discretos focos de necrose lítica com tendência 

para Z2, além de discreto infiltrado inflamatório lobular (linfócitos e macrófagos) e 

centrolobular (linfócitos e macrófagos) no fígado dos primatas coletados no 15o e 60o 

dpi. Inflamação portal discreta (linfócitos) foi observada apenas no 45o dpi. Discreta 

esteatose microvesicular com predileção por Z2 foi observada no 60o dpi. 

Tumefação celular que comprometeu áreas Rappaport ou o ácino como um todo foi 

observada em todos os primatas desta fase, variando de discreto a intenso o grau 

de lesão. Moderada a intensa hiperplasia e hipertrofia de Küpffer foi observada no 

20o e no 60o dpi (figura 10 – E), sendo este último associada à moderada 

hemossiderina em küpffer em Z2. Discreta alteração hepatocitária regenerativa 

também foi observada no 20o e no 60o dpi, caracterizada por regeneração 

binucleada, não havendo predominância de distribuição entre as zonas (figura 11 - 

C). 

 

3.2.1.3 Animal Sentinela 1 

O primata não infectado que serviu de sentinela na cinética da infecção 

primária, durante análise histológica apresentou raros focos de células inflamatórias 

(≤ 3 focos, linfócitos) e discreta tumefação que se estende 1/3 da VHC ao espaço 

porta, correspondendo a zona 2. 

 

3.2.1.4 Fase Aguda da Infecção secundária (Ag.2) 

Durante análise histológica nos fígados dos primatas coletados na Ag.2 

observou-se discretos focos de necrose lítica com tendência para Z2, associada à 

discreta inflamação lobular (linfócitos, macrófagos e neutrófilos) em todos os 

primatas. Foi observada discreta a moderada Inflamação portal (linfócitos, neutrófilos 

e macrófagos) no 3o e 4o dpi, enquanto discreta inflamação centrolobular (linfócitos e 

macrófagos) foi observada no 3o, 4o e 7o dpi. No 2o dpi foi observada discreta 
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esteatose microvesicular em Z2. Também foram observadas discretas a intensas 

lesões no tecido hepático, tais como: tumefação celular que compromete o ácino 

todo do 1o ao 7o dpi e hiperplasia, hipertrofia de Küpffer no 1o, 2o, 3o e 6o dpi. 

Discreta a moderada Hemossiderina em Küpffer com predileção por Z2 foi 

observada no 2o, 3o, 6o e 7o dpi.  

 

3.2.1.5 Fase Convalescente da Infecção secundária (Conv.2) 

Os fígados dos primatas coletados na Conv.2 apresentaram em análise 

histológica discretos focos de necrose lítica com tendência para Z2 no 30o e 45o dpi, 

além de discreto infiltrado inflamatório lobular (linfócitos e macrófagos) do 30o ao 60o 

dpi, portal (linfócitos) do 45o ao 60o dpi e centrolobular (linfócitos e macrófagos) no 

30o e 60o dpi. Discreta esteatose microvesicular com predileção por Z3 foi observada 

no 15o dpi (figura 10 – D) e discreta hemossiderina em Küpffer na Z2 foi observada 

no 45o dpi. Tumefação celular que comprometeu áreas Rappaport ou o ácino como 

um todo foi observada em todos os primatas desta fase, variando de discreto a 

moderado o grau de lesão.  

 

3.2.1.6 Animal Sentinela 2 

O primata não infectado que serviu de sentinela na cinética da infecção 

secundária, durante análise histológica apresentou raros focos de células 

inflamatórias (≤ 3 focos, linfócitos e macrófagos) e moderada a intensa tumefação 

que se estende por todo o ácino. 
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Figura 10: Fotomicrografia do fígado de PNH da espécie Callithrix penicillata infectados com VDEN. 
A. Fígado apresentando morte celular (corpúsculos de Coulciman e necrose lítica) de hepatócitos 

(setas) e dilatação de sinusóide (*), 2 dpi primária, HE, 200x; B. Fígado apresentando morte celular 

(corpúsculos de Coulciman e necrose lítica) de hepatócitos (setas), 6 dpi primária, HE, 400x; C. 
Fígado apresentando esteatose macrogoticular nos hepatócitos (setas), 3 dpi primária, HE, 400x; D. 
Fígado apresentando esteatose microgoticular nos hepatócitos (setas), 15 dpi secundária, HE, 400x; 
E. Fígado apresentando hiperplasia/hipertrofia de células de Kupffer (setas), 2 dpi secundária, HE, 
400x; F. Fígado apresentando hemossiderina em Kupffer (setas), 5 dpi  primária, Perls, 400x.    

   

  

**

*

A B

C D

E F
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Figura 11: Fotomicrografia do fígado de PNH da espécie Callithrix penicillata infectados com VDEN. 
A. Fígado apresentando infiltrado inflamatório no espaço porta (seta), 5 dpi primária, HE, 400x; B. 
Fígado apresentando infiltrado inflamatório na veia hepática central (seta), 5 dpi primária, HE, 200x; 
C. Fígado apresentando alteração hepatocitária regenerativa, regeneração binucleada (seta), 60 dpi 
primária, HE, 200x; D. Histologia do fígado do animal sentinela 2, HE, 200x.    

 
 
  

25 m

25 m

A B

C D
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3.2.2 Análise Estatística 

 

3.2.2.1 Infecção Primária 

As análises estatísticas dos parâmetros histopatológicos avaliados na Ag.1 

mostraram diferença significante entre tumefação celular e esteatose quando 

comparado entre si e aos demais parâmetros, exceto ao comparar esteatose com 

necrose e hemossiderina. Também foi observada diferença significante entre 

apoptose quando comparada com necrose lítica, bem como, hiperplasia/hipertrofia 

de Küpffer quando comparada com necrose. Nas demais comparações não foram 

observadas diferenças estatítiscas significantes (figura 12A). Durante a Conv.1 foi 

observada diferenças significantes apenas entre tumefação celular e 

hiperplasia/hipertrofia de Küpffer quando comparadas com os demais parâmetros, 

exceto ao comparar hiperplasia/hipertrofia de Küpffer com VHC (figura 12B). 

 

 

 

Figura 12: Semiquantificação das alterações do fígado durante as fases da infecção primária; (A) 
Semiquantificação das alterações do fígado na fase aguda da infecção primária; (B) 
Semiquantificação das alterações do fígado na fase convalescente da infecção primária. 
Legenda: 0 a 4 = escores dos parâmetros avaliados durante análise histopatológica. Ag1 = fase 
aguda da infecção primária; Conv1 = fase convalescente da infecção primária. 

 



66 

A análise estatística da Ag.1 evidenciou forte significância (p≤0,05) na 

distribuição das lesões como necrose lítica e inflamação acinar pela zona 2 quando 

comparadas às demais zonas do ácino hepático. Na análise da Conv. 1 não foram 

observadas lesões com preferência significante por alguma zona acinar (p≥0,05).  

Quando comparados os parâmetros avaliados entre Ag. 1 e Conv. 1, foi 

observada diferença significante com predominância na Ag. 1 para Necrose (p 

<0,000), Apoptose (p <0,001), inflamação Acinar (p <0,000), centrolobular (p <0,006) 

e portal (p < 0,043).  

Na análise estatística dos parâmetros avaliados na Ag. 1 quando comparados 

ao animal sentinela mostrou forte diferença significante com prevalência da Ag. 1 

para Necrose (p <0,003), Apoptose (p <0,001), inflamação Acinar (p <0,000), 

inflamação centrolobular (p <0,000), inflamação portal (p < 0,001), Hemossiderina 

em Küpffer (p <0,000), Hiperplasia/hipertrofia de Küpffer (p <0,000) e Tumefação 

celular (p <0,001).  

Foi observada diferença significante entre a Conv 1 quando comparada ao 

animal sentinela, sendo prevalente na Conv. 1 para os seguintes  parâmetros: 

Necrose (p <0,053), inflamação Acinar (p <0,014), inflamação centrolobular (p 

<0,013), inflamação portal (p < 0,04), Hemossiderina em Küpffer (p <0,054), 

Hiperplasia/hipertrofia de Küpffer (p <0,043) e Tumefação celular (p <0,001).  

Quando analisado cada primata infectado pertencente à cinética da infecção 

primária, levando em consideração a média da somatória dos escores de todos os 

parâmetros avaliados, foram observadas diferenças significantes em todos os 

primatas, quando comparada com o animal sentinela 1, exceto no primata com 30 

dpi (figura 13).  
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Figura 13: Semiquantificação das alterações no fígado de PNH durante a cinética da 
infecção primária.  
Legenda: 0.00 a 1.00 = média da somatória do escores de todos os parâmetros 
avaliados durante análise histopatológica; dpi primária = dia pós-inoculação primária. 

 

3.2.2.2 Infecção Secundária 

Quando analisados estatisticamente os parâmetros histopatológicos avaliados 

na Ag.2 foram observadas diferenças significantes entre tumefação celular e 

hiperplasia/hipertrofia de Küpffer quando comparados com os demais parâmetros 

(p>0,05) (figura 14A).Também foi observada diferença significante durante a Conv. 2 

apenas entre tumefação celular quando comparadas com os demais parâmetros 

(figura 14B). As outras comparações realizadas para esta fase da infecção 

secundária não apresentaram diferenças estatísticas significantes. 

Através da análise estatística da Ag. 2 o infiltrado inflamatório acinar, a 

necrose lítica e a hemossiderina em Küpffer mostraram distribuição 

preferencialmente significante pela zona 2 quando comparadas às demais zonas do 

ácino hepático (p≤0,05), enquanto na Conv. 2 apenas o infiltrado inflamatório acinar 

apresentou preferência significante pela zona 2 (p≤0,05). 
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Figura 14: Semiquantificação das alterações do fígado durante as fases da infecção secundária; (A) 
Semiquantificação das alterações do fígado na fase aguda da infecção secundária; (B) 
Semiquantificação das alterações do fígado na fase convalescente da infecção secundária. 
Legenda: 0 a 3 e 0.0 a 2.5 = escores dos parâmetros avaliados durante análise histopatológica. Ag2 = 
fase aguda da infecção secundária; Conv2 = fase convalescente da infecção secundária. 

 

Os parâmetros avaliados na Ag. 2 quando comparados com Conv. 2 

apresentaram diferença significante com predomínio na Ag. 2 para Necrose (p 

<0,000), inflamação Acinar (p <0,000), Hemossiderina em Küpffer (p <0,004) e 

Hiperplasia/hipertrofia de Küpffer (p <0,043).  

Na análise estatística entre Ag. 2 e o animal sentinela foi observado forte 

diferença significante com prevalência  na Ag. 2 para os seguintes parâmetros: 

Necrose (p <0,002), inflamação Acinar (p <0,001), inflamação centrolobular (p 

<0,003), inflamação portal (p < 0,004), Hemossiderina em Küpffer (p<0,001) e 

Hiperplasia/hipertrofia de Küpffer (p <0,001). Tumefação celular apresentou 

diferença significante com predominância no animal sentinela (p <0,003). 

Quando comparada a Conv. 2 com o animal sentinela a análise estatística 

mostrou diferença significante com predomínio da Conv. 2 para Necrose (p<0,036), 

inflamação Acinar (p<0,047) e inflamação portal (p< 0,054). Tumefação celular 

apresentou diferença significante com predominância no animal sentinela (p <0,011).  

Quando analisado cada primata infectado pertencente à cinética da infecção 

secundária, levando em consideração a média da somatória dos escores de todos 

os parâmetros avaliados, foram observadas diferenças estatísticas significantes com 

predominância nos animais do 1o, 2o, 3o, 4o, 6o e 7o dpi, quando comparados ao 
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animal sentinela. Foram observadas diferenças estatísticas significantes com 

predominância no animal sentinela, quando comparada aos animais do 5o, 15o, 20o, 

30o e 60o dpi. Não houve diferença estatística significante no animal do 45o dpi 

(figura 15). 

 

Figura 15: Semiquantificação das alterações no fígado de PNH durante a cinética da 
infecção secundária.  
Legenda: 0.00 a 0.80 = média da somatória do escores de todos os parâmetros 
avaliados durante análise histopatológica; dpi secundária = dia pós-inoculação 
secundária. 

 

3.2.2.3 Comparações entre a Infecções Primária e Secundária 

A análise estatística mostrou diferença significativa com prevalência da Ag. 1 

quando comparada com a Ag. 2 para apoptose (p <0,001) e inflamação centrolobular 

(p <0,015). Entre a Conv. 1 e a Conv. 2 não houve diferença estatísticamente 

significante (parâmetros avaliados p>0,005). 

Dos parâmetros avaliados, quando comparamos infecção primária com a 

infecção secundária, sem dividir por fases das infecções, foi observada diferença 

significante com prevalência na infecção primária para apoptose (p <0,007), 

inflamação centrolobular (p <0,050), Hemossiderina em Küpffer (p<0,027) e 

Hiperplasia/hipertrofia de Küpffer (p <0,047). 

 Para avaliar a intensidade da lesão hepática em cada fase da infecção 

primária e secundária foi realizada a média da somatória dos escores de todos os 

parâmetros avaliados. Através da análise estatística foi observada diferença 

significante da Ag.1 quando comparada com Conv.1 e da Ag.2 quando comparada 
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com Conv.2. Não houve diferença significante entre Ag.1 quando comparada com 

Ag.2, bem como, Conv.1 quando comparada com Conv.2 (figura 16). 

  A análise estatística da somatória dos parâmetros morte celular (apoptose e 

necrose de hepatócitos), inflamação (acinar, EP e VHC) e tumefação celular, 

apresentaram diferença significante entre Ag.1 quando comparada com Conv.1 e 

Ag.2. Nas demais comparações entre as fases da infecção primária e secundária 

não foi observada diferença estatística significante. Diferença estatística significante 

foi observada entre Ag.1 e Ag.2 quando comparadas aos respectivos animais 

sentinelas, essa diferença sgnificante não foi observada entre as Conv.1 e Conv.2 e 

os animais sentinelas (figura 17).  

 

Figura 16: Semiquantificação da lesão hepática durante 
as fases da infecção primária e infecção secundária. 
Legenda: 0 a 15 = média da somatória do escores de 
todos os parâmetros avaliados durante análise 
histopatológica. Aguda I = fase aguda da infecção 
primária; Convalescente I = fase convalescente da 
infecção primária; Aguda II = fase aguda da infecção 
secundária; Convalescente II = fase convalescente da 
infecção secundária. 
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Figura 17: Caracterização de hepatite nas fases da infecção 
primária e infecção secundária. Legenda: 0 a 20 = média da 
somatória dos escores de alguns parâmetros avaliados durante 
análise histopatológica (apoptose, necrose, inflamação acinar, 
inflamação EP, inflamação VHC e tumefação celular. Sentinela 
I = animal sentinela da infecção primária; Aguda I = fase aguda 
da infecção primária; Convalescente I = fase convalescente da 
infecção primária; Sentinela II = animal sentinela da infecção 
secundária; Aguda II = fase aguda da infecção secundária; 
Convalescente II = fase convalescente da infecção secundária. 

*escores específicos (quadro 3). 

 
 

3.3  ANÁLISE DA RESPOSTA IMUNE 

Os resultados das médias e desvio padrão das células imunomarcadas no 

ácino, EP e VHC com os anticorpos pré-estabelecidos encontram-se nas tabelas 1, 

2 e 3.  
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Tabela 1 - Avaliação Imuno-histoquímica - média e desvio padrão do Número de Células 

Positivas/mm
2
 no ácino por grupos.  

Anticorpos Sentinela I Ag.I Conv.I Sentinela II Ag.II Conv.II 

VCAM 
114.25 

±37.87 

133.36 

±199.92 

163.64 

±234.99 

15.11 

±10.09 

103.23 

±146.17 

97.58 

±116.90 

S100 
28.45 

±16.29 

60.61 

±88.84 

58.85 

±19.92 

38.52 

±16.80 

56.26 

±36.12 

76.35 

±36.15 

Anticorpos Sentinela I Ag.I Conv.I Sentinela II Ag.II Conv.II 

IL-10 

9.78     

±3.08 

46.08 

±36.81 

21.06 

±16.44 

9.33     

±8.37 

22.26 

±12.30 

17.33 

±9.82 

TGF-β 

9.48     

±5.43 

93.63 

±94.12 

13.83 

±10.34 

30.81   

±3.70 

28.56 

±28.53 

52.39 

±27.24 

CD95 

0.00      

±0.00 

336.34 

±80.17 

2.54   

±2.90 

0.00      

±0.00 

1.54  

±2.84 

0.24  

±0.63 

CD4 

0.00      

±0.00 

2.54  

±2.95 

0.85  

±1.33 

0.00      

±0.00 

0.83  

±2.31 

0.12  

±0.46 

TNF-α 

13.04   

±2.72 

135.18 

±114.24 

137.33 

±75.19 

116.98 

±25.65 

164.03 

±194.11 

205.58 

±120.36 

IFN-ɤ 

5.93     

±6.24 

41.20 

±17.39 

47.58 

±43.27 

33.93 

±12.06 

38.68 

±25.40 

48.31 

±28.74 

NK 

0.59     

±1.03 

9.80 

±10.66 

4.20  

±3.88 

0.89      

±1.54 

4.78  

±5.45 

1.69  

±2.10 

IL-8 

3.85     

±4.01 

3.14  

±4.82 

3.96  

±5.40 

0.00      

±0.00 

1.07  

±1.43 

0.89  

±1.54 

CD20 
9.93 ±2.53 43.26 

±25.99 

22.60 

±10.62 

20.44   

±3.20 

39.22 

±30.86 

27.93 

±10.40 

Lisozima 

180.80 

±99.45 

336.34 

±80.17 

426.13 

±108.08 

337.28 

±90.85 

283.22 

±144.75 

514.92 

±113.55 
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Tabela 2 - Avaliação Imuno-histoquímica - média e desvio padrão do número de células 

positivas/mm
2
 no espaço porta por grupos 

Anticorpos Sentinela I Ag.I Conv.I Sentinela II Ag.II Conv.II 

VCAM 10.20 ± 1.30 6.69 ±2.79 6.20 ±2.54 11.60 ±2.41 8.23 ±3.00 11.16 ±3.76 

S100 0.00 ±0.00 2.26 ±3.80 2.80 ±3.75 1.40 ±0.89 3.29 ±5.25 3.00 ±2.10 

IL-10 0.40 ±0.89 0.49 ±0.65 2.52 ±1.86 0.60 ±0.89 1.89 ±1.29 0.80 ±0.65 

TGF-β 4.80 ±2.05 9.20 ±8.67 7.00 ±3.12 0.00 ±0.00 3.66 ±3.88 3.00 ±3.59 

CD95 0.00 ±0.00 0.74 ±1.39 0.36 ±0.61 0.00 ±0.00 0.63 ±0.45 0.08 ±0.18 

CD4 0.00 ±0.00 0.14 ±0.38 0.00 ±0.00 0.00 ±0.00 0.00 ±0.00 0.00 ±0.00 

Anticorpos Sentinela I Ag.I Conv.I Sentinela II Ag.II Conv.II 

TNF-α 1.20 ±1.30 1.26 ±0.93 1.80 ±1.10 1.00 ±1.00 1.17 ±0.77 2.24 ±2.04 

IFN-ɤ 0.00 ±0.00 0.94 ±0.89 1.24 ±2.23 0.00 ±0.00 0.37 ±0.59 0.00 ±0.00 

NK 6.80 ±3.70 11.03 ±7.43 5.36 ±5.65 8.00 ±5.96 4.63 ±3.20 8.24 ±2.17 

IL-8 3.40 ±1.52 0.40 ±0.58 0.48 ±0.67 0.00 ±0.00 1.00 ±2.56 0.00 ±0.00 

CD20 3.40 ±1.52 14.71 ±11.89 9.08 ±7.65 4.40 ±8.73 17.89 ±28.63 7.56 ±4.38 

Lisozima 10.00 ±10.10 12.59 ±5.99 13.60 ±12.29 7.60 ±6.23 22.69 ±21.84 15.20 ±4.85 

 

Tabela 3 - Avaliação Imuno-histoquímica - média e desvio padrão do número de células 

positivas/mm
2
 na veia hepática central por grupos 

Anticorpos Sentinela I Ag.I Conv.I Sentinela II Ag.II Conv.II 

VCAM 0.00 ±0.00 1.17 ±1.57 0.16 ±0.22 0.00 ±0.00 0.97 ±2.57 0.00 ±0.00 

S100 0.00 ±0.00 0.43 ±0.97 0.20 ±0.28 0.00 ±0.00 1.00 ±1.38 0.00 ±0.00 

IL-10 0.00 ±0.00 0.54 ±0.54 0.56 ±1.25 0.00 ±0.00 0.37 ±0.58 0.00 ±0.00 

TGF-β 5.80 ±3.70 3.51 ±3.08 2.76 ±3.78 0.00 ±0.00 0.37 ±0.98 0.36 ±0.80 

CD95 0.00 ±0.00 0.23 ±0.29 0.00 ±0.00 0.00 ±0.00 0.14 ±0.38 0.00 ±0.00 

CD4 0.00 ±0.00 0.03 ±0.08 0.00 ±0.00 0.00 ±0.00 0.00 ±0.00 0.00 ±0.00 

TNF-α 0.00 ±0.00 0.29 ±0.51 0.00 ±0.00 0.00 ±0.00 0.09 ±0.23 0.04 ±0.09 

IFN-ɤ 0.00 ±0.00 0.40 ±0.66 0.08 ±0.18 0.00 ±0.00 0.00  ±0.00 0.00 ±0.00 

NK 0.00 ±0.00 0.03 ±0.08 0.00 ±0.00 0.00 ±0.00 0.00 ±0.00 0.00 ±0.00 

IL-8 0.00 ±0.00 0.34 ±0.34 0.00 ±0.00 0.00 ±0.00 0.29 ±0.76 0.00 ±0.00 

CD20 0.00 ±0.00 10.71 ±14.15 6.20 ±7.65 0.00 ±0.00 1.00 ±1.41 0.12 ±0.27 

Lisozima 0.00 ±0.00 13.57 ±10.02 6.48 ±9.96 0.00 ±0.00 9.26 ±11.86 
4.36 ±9.75 
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3.3.1. Imunomarcação para macrófagos 

Positividade para anticorpo anti-lisozima foi observada em células de Küpffer 

residentes nos ácinos, bem como, em macrófagos nos espaços-porta e VHC (Figura 

18). 

 

3.3.1.1. Imuno-expressão acinar 

Através da análise estatística observou-se distribuição preferencialmente por 

Z2 na Ag.1 e por Z1 na Conv.2 (p<0,01), não sendo observada preferência por 

nenhuma zona acinar nas demais fases (p>0,05). 

A frequência de células marcadas com anti-lisozima na infecção secundária 

foi predominante quando comparada com a infecção primária (p<0,01). Nas 

comparações entre as fases das infecções foi observada prevalência de células 

imunomarcadas na Conv. 2 quando comparada com a Ag.2 e Conv.1 (p<0,01), bem 

como,  prevalência na Ag.2 quando comparada com a Ag.1 (p<0,01); entre Ag.1 e 

Conv.1 não foi observada diferença estatística significante (figura 19).   

Células imunomarcadas para lisozima foram mais prevalentes nos grupos 

Ag.1 e Conv.1; e Ag.2 e Conv.2 quando comparados aos respectivos sentinelas 

(p<0,01) (figura 19). 

Ao comparar o animal sentinela com cada primata infectado, foi observada 

prevalência de células imunomarcadas com anti-lisozima em todos os primatas 

infectados pertencentes à cinética da infecção primária em relação ao animal 

sentinela 1 (p<0,01), exceto do primata analisado no 1o dpi. O pico de expressão, 

estatisticamente significante, para o fenótipo proteína lisozima foi observado nos 

primatas do 2o, 5o, 15o e 60o dpi primária quando comparados aos demais PNH 

infectados.  

Na cinética da infecção secundária, os primatas do 4°, 5°, 6°, 7°, 30° 45° e 

60° dpi apresentaram prevalência de marcação para lisozima quando comparados 

ao animal sentinela 2 (p<0,01), tendo o pico de expressão, estatisticamente 

significante, no 60o dpi. 

 

3.3.1.2. Imuno-expressão nos EP 

 Não foi observada diferença estatística significante entre as comparações 

realizadas com resultados obtidos da expressão de lisozima nos EP. 
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3.3.1.3. Imuno-expressão nas VHC 

 Não foi observada diferença estatística significante entre as comparações 

realizadas com resultados obtidos da expressão de lisozima nas VHC. 

 

3.3.2. Imunomarcação para células Matadoras Naturais (NK) 

As células NK, marcadas por anticorpo anti-CD57, foram encontradas nos 

ácinos, nos EP e VHC (figura 18).  

 

3.3.2.1 Imuno-expressão acinar 

Observou-se distribuição predominante em Z1 durante a infecção primária e 

secundária (p<0,01). 

A frequência das células NK na infecção primária foi significativamente maior 

que na infecção secundária (p<0,01). Na comparação entre as fases foi observada 

prevalência de células imunomarcadas na Ag.1 quando comparada com a Conv.1 e 

Ag.2 (p<0,01), não sendo observada diferença significante na comparação entre as 

demais fases (figura 19).  

Células Nk foram mais frequentes nos grupos Ag.1 e Conv.1 quando 

comparados ao sentinela 1 (p<0,01). Os grupos Ag. 2 e Conv.2 quando comparados 

ao sentinela 2 não apresentaram diferença estatística significante (figura 19).  

Ao comparar o animal sentinela com cada primata infectado, foi observada 

prevalência significativa de células NK nos fígados dos primatas do 3o, 4o, 5o e 15o 

dpi primária em relação ao animal sentinela 1 (p<0,01), apresentando pico de 

expressão, estatisticamente significante, dessas células nos primatas do 3o e 4o dpi 

quando comparados aos demais primatas infectados .   

A comparação na expressão de células NK entre cada primata pertencente à 

cinética da infecção secundária com o animal sentinela 2 não apresentou diferença 

estatística significante. 

 

3.3.2.2 Imuno-expressão nos EP 

 Não foi observada diferença estatística significante entre as comparações 

realizadas com resultados obtidos da expressão de células NK nos EP. 
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3.3.2.3. Imuno-expressão nas VHC 

 Não foi observada diferença estatística significante entre as comparações 

realizadas com resultados obtidos da expressão de células NK nas VHC. 

 

3.3.3 Imunomarcação para células Apresentadoras de Antígenos (APC)  

As células marcadas com anticorpo anti-S100 foram observadas nos ácinos, 

nos EP e VHC, principalmente em neutrófilos (figura 18).  

 

3.3.3.1 Imuno-expressão acinar 

Não foi observada predileção por nenhuma zona acinar durante as infecções 

primária e secundária (p>0,05).  

Não houve diferença estatística significante na frequência de células proteína 

S100+ entre as infecções primária e secundária, porém, quando comparadas as 

fases das infecções observou-se prevalência de células imunomarcadas na Ag.1 

quando comparada com a Conv.1 e Ag.2 (p<0,05), bem como,  prevalência na 

Conv.2 quando comparada com Ag.2 e Conv.1(p<0,05) (figura 19). 

Células APC foram mais prevalentes nos grupos Ag.1 e Conv.1; e Ag.2 e 

Conv.2 quando comparados aos respectivos sentinelas (p<0,05) (figura 19).  

Ao comparar o animal sentinela com cada primata infectado, foi observada 

maior prevalência de células APC nos fígados dos primatas do 7o e 30o dpi primária 

em relação ao animal sentinela 1 (p<0,01); esses primatas apresentaram o pico de 

expressão para essas células, estatisticamente significativo, quando comparados 

aos demais primatas pertencentes à infecção primária.   

A comparação entre cada primata infectado durante a cinética da infecção 

secundária com o animal sentinela 2 não apresentou diferença estatística 

significante no tocante à expressão células apresntadoras de antígenos.. 

 

3.3.3.2 Imuno-expressão nos EP 

 Não foi observada diferença estatística significante entre as comparações 

realizadas com resultados obtidos da expressão de APC nos EP. 
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3.3.3.3 Imuno-expressão nas VHC 

 Não foi observada diferença estatística significante entre as comparações 

realizadas com resultados obtidos da expressão de APC nas VHC. 

 

3.3.4 Imunomarcação para linfócitos T auxiliares (CD4+) 

Os Linfócitos T CD4+ foram encontrados nos ácinos, nos EP e VHC (figura 

18).  

 

3.3.4.1 Imuno-expressão acinar 

Não foi observada diferença na prevalência de imunomarcação por anti-LT-

CD4 em nenhuma zona acinar durante as infecções primária e secundária (p>0,05).  

A frequência de Linfócitos T CD4+ na infecção primária foi significativamente 

maior que na infecção secundária (p<0,01). Na comparação entre as fases foi 

observada prevalência de células imunomarcadas na Ag.1 quando comparada com 

a Conv.1 e Ag.2 (p<0,01), não sendo observada diferença estatística significante na 

comparação entre as demais fases (figura 19).  

 Linfócitos T CD4+ foram mais frequentes no grupo Ag.1 quando comparado ao 

sentinela 1 (p<0,01) (figura 19). As demais comparações entre os grupos e o 

respectivo animal sentinela não apresentaram diferença estatística significante 

(figura 15).  

 Foi observada prevalência de células imunomarcadas com anti-LT-CD4 nos 

fígados dos primatas coletados no 2o dpi primária e secundária quando comparados 

com seu respectivo sentinela (p<0,01). Os demais animais não apresentaram 

diferença estatística significante em relação ao animal sentinela. 

 O pico de expressão, estatisticamente significante, dessas células também foi 

do primata do 2o dpi primária e secundária, quando comparados aos demais PNH 

infectados. 

 

3.3.4.2 Imuno-expressão nos EP 

 Não foi observada diferença estatística significante entre as comparações 

realizadas com resultados obtidos da expressão de linfócitos T CD4 nos EP. 
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3.3.4.3 Imuno-expressão nas VHC 

 Não foi observada diferença estatística significante entre as comparações 

realizadas com resultados obtidos da expressão de linfócitos T CD4 nas VHC. 

 

3.3.5 Imunomarcação para Linfócitos B (CD20) 

Células imunomarcadas (Linfócitos B - LB) com anticorpos anti-CD20 foram 

observadas nos ácinos, nos espaço porta e VHC, por vezes, sendo observadas ao 

redor de áreas com necrose lítica de hepatócitos (figura 18). 

 

3.3.5.1 Imuno-expressão acinar 

Não foi observado preferência de imunomarcação por alguma zona acinar 

durante as infecções primária e secundária (p>0,05).  

A frequência de linfócitos B na infecção primária foi significativamente maior 

que na infecção secundária (p<0,01). Na comparação entre as fases foi observada 

maior prevalência de células imunomarcadas na Ag.1 quando comparada com a 

Ag.2 (p<0,01), não sendo observada diferença estatística significante na 

comparação entre as demais fases (figura 19).  

Linfócitos B foram mais prevalentes nos grupos Ag.1 e Conv.1, bem como, 

Ag.2 e Conv.2 quando comparados aos respectivos sentinelas (p<0,01) (figura 19).  

Comparando o animal sentinela com cada primata infectado, foi observada 

prevalência de células imunomarcadas com anti-CD20 nos fígados dos primatas do 

1o, 5o, 7o, 15o, 20o e 60o dpi primária em relação ao animal sentinela 1 (p<0,01). O 

Pico de expressão, estatisticamente significante, para o LB-CD20+ foi observado 

nos primatas no 1o, 5o e 15o dpi primária, quando comparados aos demais PNH 

infectados.  

  Os primatas do 2o e 15o dpi secundária apresentaram frequência 

significativamente maior de linfócitos B quando comparados ao animal sentinela 2 

(p<0,01), esses primatas apresentaram o pico de expressão, estatisticamente 

significante, para LB-CD20+ quando comparados aos demais PNH infectados. 

 

3.3.5.2 Imuno-expressão nos EP 

 Não foi observada diferença estatística significante entre as comparações 

realizadas com resultados obtidos da expressão de linfócitos B nos EP. 
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3.3.5.3 Imuno-expressão nas VHC 

 Não foi observada diferença estatística significante entre as comparações 

realizadas com resultados obtidos da expressão de linfócitos B nas VHC. 

 

3.3.6 Imunomarcação para Fas/APO-1 (CD95) 

 As células marcadas com anticorpo anti-CD95 foram observadas nos ácinos, 

nos EP e VHC (Figura 18), principalmente em hepatócitos e em algumas células 

infamatórias mononucleadas.  

 

3.3.6.1 Imuno-expressão acinar 

Não foi observada prevalência significante de células CD95+ em nenhuma 

zona acinar durante as infecções primária e secundária (p>0,05), entretanto, ao 

comparar as zonas por fases da infecção, observou-se distribuição predominante 

dessas células em Z2 na Ag.1 (p<0,01); nas demais comparações por fases das 

infecções primária ou secundária não foram observadas diferenças estatísticas 

significantes. 

Não houve diferença estatística significante na frequência de células CD95+ 

entre as infecções primária e secundária, bem como, entre as fases das infecções 

(figura 19). 

A expressão da proteína Fas foi prevalente nos grupos Ag.1 e Ag.2 quando 

comparada aos respectivos sentinelas (p<0,01); nos demais grupos quando 

comparados aos respectivos animais sentinelas não foi observada diferença 

estatística significante (figura 19).  

Ao comparar o animal sentinela com cada primata infectado, não foi 

observada prevalência estatística significante na expressão de células CD95+ nos 

fígados dos primatas pertencentes à infecção primária em relação ao animal 

sentinela 1, entretanto, foi observada diferença significante nos primatas do 1o, 2o, e 

4o dpi secundária quando comparada ao animal sentinela 2 (p<0,01), tendo o pico de 

expressão, estatisticamente significante, no 2o dpi quando comparados aos demais 

PNH infectados. 
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3.3.6.2 Imuno-expressão nos EP 

 Não foi observada diferença estatística significante de células CD95+ entre as 

comparações realizadas com resultados obtidos da expressão de Fas nos EP. 

 

3.3.6.3 Imuno-expressão nas VHC 

 Não foi observada diferença estatística significante entre as comparações 

realizadas com resultados obtidos da expressão de Fas (células CD95+) nas VHC. 
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Figura 18: Fotomicrogafia do fígado de PNH da espécie Callithrix penicillata infectados com VDEN. 
A. Imunomarcação para lisozima (seta), 4 dpi secundária, IHQ, 200x; B. Imunomarcação para células 
NK (seta), 5 dpi primária, IHQ, 400x; C. Imunomarcação para células apresentadoras de antígenos, 
proteína S100+ (seta), 3 dpi primária, IHQ, 200x; D. Imunomarcação para linfócitos T-CD4+ (seta), 4 
dpi primária, IHQ, 400x; E. Imunomarcação para linfócitos B-CD20+ (seta), 7 dpi primária, IHQ, 200x; 
F. Imunomarcação para proteína Fas-CD95+ (seta), 1 dpi primária, IHQ, 400x.   
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Figura 19: Imuno-expressão acinar de Lisozima, NK, S100, CD4, CD20 e CD95 por fases da infecção 
primária, secundária e animais sentinelas. Legenda: Sentinela I = animal sentinela da infecção 
primária; Aguda I = fase aguda da infecção primária; Convalescente I = fase convalescente da 
infecção primária; Sentinela II = animal sentinela da infecção secundária; Aguda II = fase aguda da 
infecção secundária; Convalescente II = fase convalescente da infecção secundária. 
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3.3.7 Imunomarcação para IFN- 

A expressão de IFN- foi observada nos ácinos, nos EP e VHC (figura 20).  

 

3.3.7.1 Imuno-expressão acinar 

Através da análise estatística observou-se distribuição preferencialmente por 

Z1 e Z3 na Conv.1 (p<0,01), bem como,  por Z3 na Conv.2 (p<0,01), não sendo 

observada preferência por nenhuma zona acinar nas demais fases da infecção 

(p>0,05). 

Não houve diferença estatística significante na imuno-expressão de IFN- 

entre as infecções primária e secundária, bem como, entre as fases das infecções 

(p>0,05) (figura 16).  

A imunomarcação para IFN- foi mais frequente nos grupos Ag.1 e Conv.1 

quando comparados ao sentinela 1 (p<0,01) (figura 21). Os grupos Ag.2 e Conv.2 

quando comparados ao sentinela 2 não apresentaram  diferença estatística 

significante (figura 21).  

Ao comparar o animal sentinela com cada primata infectado, não foi 

observada prevalência estatística significante de imunomarcação para IFN- apenas 

nos primatas do 3o, 20o e 30o dpi primária em relação ao animal sentinela 1, em 

todos os outros primatas infectados pertencente à cinética da infecção primária foi 

observada diferença significante (p<0,01), tendo o pico de expressão, 

estatisticamente significante, no 2o, 5o, 15o e 45o dpi primária quando comparados 

aos demais PNH infectados. 

Na comparação entre cada primata infectado pertencente à cinética da 

infecção secundária com o animal sentinela 2, foi observada prevalência significante 

nos primatas do 1o, 6o e 20o dpi em relação ao animal sentinela 2 (p<0,01); o pico de 

expressão, estatisticamente significante, dessa citocina foi observada no 6o dpi 

quando comparados aos demais PNH infectados . 

 

3.3.7.2 Imuno-expressão nos EP 

 Não foi observada diferença estatística significante entre as comparações 

realizadas com resultados obtidos da expressão de IFN- nos EP. 
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3.3.7.3 Imuno-expressão nas VHC 

 Não foi observada diferença estatística significante entre as comparações 

realizadas com resultados obtidos da expressão de IFN- nas VHC. 

 

3.3.8 Imunomarcação para TNF- 

A expressão de TNF- foi observada nos ácinos, nos EP e VHC, com imuno-

expressão em células de Küpffer e macrófagos (figura 20). 

 

3.3.8.1 Imuno-expresão acinar 

Não foi observada prevalência significante de imunomarcação para TNF- em 

nenhuma zona acinar durante a infecção primária e secundária, entretanto, ao 

comparar as zonas por fases das infecções, observou-se distribuição predominante 

dessa citocina em células de Z3 na Conv.1 (p<0,01); nas demais comparações por 

fases da infecção primária ou secundária não foram observadas diferenças 

estatísticas significantes. 

Não houve diferença estatística significante na expressão de TNF- entre as 

infecções primária e secundária. Ao comparar as fases das infecções foi observada 

maior prevalência de imuno-expressão na Conv.2 quando comparada com a Ag.2 

(p<0,01), embora, tenha sido observado esse mesmo padrão de prevalência entre 

Conv.1 e Ag.1, mas essa comparação não apresentou significância estatística, o que 

foi também observado, nas demais comparações entre as fases do experimento 

(figura 21).  

 A imuno-expressão de TNF- foi mais frequente nos grupos Ag.1 e Conv.1 

quando comparados ao sentinela 1, bem como, no grupo Conv.2 quando comparado 

ao sentinela 2, contudo, na Ag.2 não observou-se diferença estatística significante, 

quando comparada ao animal sentinela 2 (figura 21).  

Ao comparar o animal sentinela com cada primata infectado, foi observada 

prevalência de expressão de TNF- nos fígados dos primatas do 1o, 6o, 7o, 20o, 30o 

e 45o dpi primária em relação ao animal sentinela 1 (p<0,01), tendo o pico de 

expressão, estatisticamente significante, no 30o dpi quando comparados aos demais 

PNH infectados. 

Na comparação entre cada primata infectado pertencente à infecção 

secundária com o animal sentinela 2, foi observado frequência maior de imuno-



85 

expressão de TNF- nos fígados dos primatas do 1o, 3o, 6o, 20o, 30o e 45o (p<0,01), 

apresentando pico de expressão, estatisticamente significante, no 20o dpi quando 

comparado aos demais PNH infectados. 

 

3.3.8.2 Imuno-expressão nos EP 

 Não foi observada diferença estatística significante entre as comparações 

realizadas com resultados obtidos da expressão de TNF- nos EP nos diferentes 

tempos e fases do estudo. 

 

3.3.8.3 Imuno-expressão nas VHC 

 Não foi observada diferença estatística significante entre as comparações 

realizadas com resultados obtidos da expressão de TNF- nas VHC nos diferentes 

tempos e fases do estudo. 

 

3.3.9 Imunomarcação para IL-8 

A imuno-expressão de IL-8 foi observada nos ácinos, nos EP e VHC (figura 

20).  

 

3.3.9.1 Imuno-expressão acinar  

Não foi observada predileção por nenhuma zona acinar durante as infecções 

primária ou secundária (p>0,05).  

Não houve diferença estatística significante na expressão de IL-8 entre as 

infecções primária e secundária. Ao comparar as fases das infecções foi observada 

maior prevalência de imuno-expressão na Ag.2 quando comparada com a Conv.2 

(p<0,01), embora, tenha sido observado esse mesmo padrão de prevalência entre 

Ag.1 e Conv.1, tal comparação não apresentou significância estatística, igualmente 

observado nas demais comparações entre as fases do estudo (figura 21).  

 A IL-8 foi menos expressa no grupo Conv.1 quando comparado ao animal 

sentinela 1 (p<0,01); e mais expressa no grupo Ag.2 quando comparado ao 

sentinela 2 (p<0,01), contudo, na Ag.1 e na Conv.2 não observou-se diferença 

estatística significante, quando comparadas aos respectivos animais sentinelas 

(figura 21).  
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Ao comparar o animal sentinela com cada primata infectado, não foi 

observada prevalência estatística significante na expressão de IL-8 nos fígados dos 

primatas infectados pertencentes à infecção primária em relação ao animal sentinela 

1, entretanto, foi observada diferença significante nos primatas do 3o e 6o dpi 

secundária quando comparada ao animal sentinela 2 (p<0,01), tendo o pico de 

expressão, estatisticamente significante, no 6o dpi quando comparado aos demais 

PNH infectados. 

 

3.3.9.2 Imuno-expressão nos EP 

 IL-8 foi menos expressa nos EP nos grupo Conv.1 quando comparado ao 

animal sentinela 1 (p<0,01). Nas demais comparações realizadas não se 

observaram diferenças estatísticas significantes.  

 

3.3.9.3 Imuno-expressão nas VHC 

 Não foi observada diferença estatística significante entre as comparações 

realizadas com resultados obtidos da expressão de IL-8 nas VHC. 

 

3.3.10  Imunomarcação para TGF- 

A expressão de TGF- foi observada nos ácinos, nos EP e VHC, com imuno-

expressão em células de Küpffer e hepatócitos (figura 20).  

 

3.3.10.1 Imuno-expressão acinar  

Observou-se distribuição predominante em Z1 durante a infecção primária 

(p<0,01), entretanto, não foi observada preferência dessa citocina por nenhuma 

zona acinar na infecção secundária (p>0,05). 

A frequência de expressão de TGF- durante a infecção primária foi 

significativamente maior que na infecção secundária (p<0,01). Na comparação entre 

as fases foi observada maior prevalência de expressão de TGF- na Ag.1 quando 

comparada com a Conv.1 e Ag.2 (p<0,01), bem como, na Conv.2 quando 

comparada com a Ag.2 (p<0,01), não sendo observada diferença estatística 

significante na comparação entre as demais fases (figura 21).  
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 O TGF- foi mais expresso no grupo Ag.1 quando comparado ao animal 

sentinela 1 (p<0,01), no entanto não observou-se diferença estatística significante na 

expressão dessa citocina nos demais grupos experimentais, quando comparados 

com os respectivos animais sentinela (figura 21).  

Ao comparar o animal sentinela com cada primata infectado, foi observada 

maior prevalência de expressão de TGF- nos fígados dos primatas do 1o, 2o, 6o, 7o, 

15o e 60o dpi primária em relação ao animal sentinela 1 (p<0,01), tendo sido o pico 

de expressão, estatisticamente significante, no 7o dpi quando comparados aos 

demais PNH infectados. 

Na comparação entre cada primata infectado pertencente à infecção 

secundária com o animal sentinela 2, foi observado maior frequência de imuno-

expressão de TGF- nos fígados dos primatas do 15o e 60o (p<0,01); esses primatas 

apresentaram pico de expressão dessa citocina, estatisticamente significativo, 

quando comparados aos demais primatas pertencentes à infecção secundária.   

 

3.3.10.2 Imuno-expressão nos EP 

 Não foi observada diferença estatística significante entre as comparações 

realizadas com resultados obtidos da expressão de TGF- nos EP no experimento. 

 

3.3.10.3 Imuno-expressão nas VHC 

A expressão de TGF- nas VHC foi mais frequente na Conv.1 quando 

comparada com a Conv.2 (p<0,01); nas comparações entre as demais fases não 

foram observadas diferenças estatísticas significantes. 

 

3.3.11 Imunomarcação para IL-10 

A presença de células com expressão de IL-10 foi observada nos ácinos, nos 

EP e VHC (figura 20).  

 

3.3.11.1 Imuno-expressão acinar 

Não foi observada prevalência significante de imunomarcação para IL-10 em 

nenhuma zona acinar durante as infecções primária e secundária, entretanto, ao 

comparar as zonas por fases das infecções, observou-se distribuição predominante 

dessa citocina em Z3 na Ag.1 (p<0,01); nas demais comparações por fases das 
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infecções primária ou secundária não foram observadas diferenças estatísticas 

significantes. 

A frequência de expressão de IL-10 em células na infecção primária foi 

significativamente maior que na infecção secundária (p<0,01). Na comparação entre 

as fases foi observada prevalência de expressão na Ag.1 quando comparada com a 

Conv.1 e Ag.2 (p<0,01); nas comparações entre as demais fases não foram 

observadas diferenças estatísticas significantes (figura 21). 

A IL-10 foi mais expressa nos grupos Ag.1 e Conv.1 quando comparados ao 

animal sentinela 1 (p<0,01). Os grupos Ag.2 e Conv.2 quando comparados ao 

sentinela 2 não apresentaram  diferença estatística significante (figura 21).  

Ao comparar o animal sentinela com cada primata infectado, foi observada 

maior prevalência de expressão de IL-10 nos fígados dos primatas do 1o, 2o, 6o, 7o e 

45o dpi primária em relação ao animal sentinela 1 (p<0,01), tendo o pico de 

expressão, estatisticamente significante, no 7o dpi quando comparados aos demais 

PNH infectados. 

Na comparação entre cada primata infectado pertencente à infecção 

secundária com o animal sentinela 2, foi observado maior frequência de imuno-

expressão de IL-10 nos fígados dos primatas do 7o e 30o (p<0,01), tendo o pico de 

expressão, estatisticamente significante, no 7o dpi quando comparados aos demais 

PNH infectados. 

 

3.3.11.2 Imuno-expressão nos EP 

Não foi observada diferença estatística significante durante o experimento, 

entre as comparações realizadas com resultados obtidos da expressão de IL-10 nos 

EP. 

 

3.3.11.3 Imuno-expressão nas VHC 

A expressão de IL-10 nas VHC foi mais frequente na Conv.1 quando 

comparada com a Ag.1 (p<0,01), bem como, na Ag.2 quando comparada com 

Conv.2 e Ag.1 (p<0,01). Ao comparar Conv.1 com Conv.2 não foi observada 

diferença estatística significante. 

 IL-10 foi mais expressa nas VHC nos grupos Conv.1 e Ag.2 quando 

comparados aos respectivos animais sentinelas (p<0,01). Os demais grupos quando 
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comparados aos respectivos animais sentinelas não apresentaram diferença 

estatística significante. 

 

3.3.12  Imunomarcação para molécula de adesão celular vascular-1 (VCAM). 

 A expressão de VCAM foi observada nos ácinos, nos EP e VHC, com imuno 

expressão nos sinusóides (figura 20). 

 

3.3.12.1 Imuno-expressão acinar 

Não foi observada predileção de VCAM por nenhuma zona acinar durante as 

infecções primária e secundária (p>0,05).  

Não houve diferença estatística significante na expressão de VCAM entre as 

infecções primária e secundária, bem como, entre as fases das infecções (figura 21). 

A proteína (molécula) VCAM foi mais expressa no grupo Ag.2 quando 

comparados ao animal sentinela 2 (p<0,01) (figura 16). Os demais grupos quando 

comparados aos respectivos sentinelas não apresentaram diferenças estatísticas 

significantes (figura 21).  

Ao comparar o animal sentinela com cada primata infectado, foi observada 

maior prevalência de expressão de VCAM em todos os primatas infectados 

pertencente à cinética da infecção primária em relação ao animal sentinela 1 

(p<0,01), exceto dos primatas analisados no 2o e 45o dpi. O Pico de expressão, 

estatisticamente significante, para VCAM foi observado nos primatas no 1o, 7o e 60o 

dpi primária, quando comparados aos demais PNH infectados.  

 Os primatas do 5o, 7o, 20o e 45o dpi secundária apresentaram expressão 

significativamente maior de VCAM quando comparados ao animal sentinela 2 

(p<0,01), esses primatas apresentaram o pico de expressão, estatisticamente 

significante, para VCAM quando comparados aos demais PNH infectados. 

 

3.3.12.2 Imuno-expressão nos EP 

A expressão de VCAM nos EP foi mais frequente na Conv.2 quando 

comparada com a Conv.1 (p<0,01), na comparação entre as demais fases não foram 

observadas diferenças estatísticas significantes. 
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 VCAM foi menos expressa nos EP nos grupos Ag.1, Conv.1 e Ag.2 quando 

comparados aos respectivos animais sentinelas (p<0,01), contudo, na Conv.2 não 

observou-se diferença estatística significante, quando comparada ao animal 

sentinela 2. 

 

3.3.12.3 Imuno-expressão nas VHC 

 Não foi observada diferença estatística significante entre as comparações 

realizadas com resultados obtidos da expressão de VCAM nas VHC durante todo o 

estudo. 
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Figura 20: Fotomicrogafia do fígado de PNH da espécie Callithrix penicillata infectados com VDEN. 

A. Imuno-expressão de IFN- (seta), 15 dpi primária, IHQ, 400x; B. Imuno-expressão de TNF-α (seta), 
7 dpi primária, IHQ, 400x; C. Imuno-expressão de IL-8 (seta), 45 dpi primária, IHQ, 400x; D. Imuno-
expressão de TGF-β (seta), 7 dpi secundária, IHQ, 400x; E. Imuno-expressão de IL-10 (seta), 1 dpi 
primária, IHQ, 400x; F. Imuno-expressão de VCAM (seta), 3 dpi primária, IHQ, 200x.   

A B

C D

E F
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Figura 21: Imuno-expressão acinar de IFN-, TNF-α, IL-8, TGF-ᵝ, IL-10 e VCAM por fases da 
infecção primária, secundária e animais sentinelas. Legenda: Sentinela I = animal sentinela da 
infecção primária; Aguda I = fase aguda da infecção primária; Convalescente I = fase convalescente 
da infecção primária; Sentinela II = animal sentinela da infecção secundária; Aguda II = fase aguda da 
infecção secundária; Convalescente II = fase convalescente da infecção secundária. 
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4 DISCUSSÃO 

 

Considerações sobre o modelo selecionado, desenho estabelecido para 

cinética experimental e suscetibilidade à replicação sequencial do VDEN no 

fígado de PNH da espécie Callithrix penicillata 

 

Os PNH do gênero Callithrix têm sido utilizados frequentemente como modelo 

animal em pesquisas com doenças infecciosas virais, doenças parasitárias, estudos 

em neurociências, em toxicologia e desenvolvimento de drogas farmacêuticas 

(Mansfield, 2003; Pissinatti, 1993), essa crescente utilização está relacionada ao 

tamanho dos animais, ao custo baixo de aquisição e manutenção, à sua fácil e 

eficiente reprodução, além das particularidades fisiológicas e da biologia desses 

pequenos primatas (Pissinatti, 1993). A necessidade de um modelo experimental 

que possibilite dados sobre a patogenia e fisiopatologia da dengue e dengue grave 

associado ao caso do PNH (Callithrix jacchus) diagnosticado com FHD (Barros, 

2009) e aos casos de isolamento do VDEN em PNH (IEC/SAARB, 2014; dados não 

publicados), demonstram a importância de estudos experimentais com infecção pelo 

VDEN em primatas deste gênero, visando o uso desses animais na avaliação de 

possíveis vacinas para dengue.  

A detecção de antígenos virais demonstraram que esses animais são 

susceptíveis à replicação sequencial pelo VDEN-3 e VDEN-2, sendo observado no 

fígado de todos os primatas infectados com VDEN, com exceção do fígado coletado 

no 20o dpi secundária, entretanto, esse animal apresentou no soro anticorpos IgM 

anti-VDEN-2, bem como, anticorpos IH anti-VDEN-2 (Ferreira, 2012). Nossos 

resultados corroboram os encontrados por Moi et al. (2014), que confirmaram 

susceptibilidade através da detecção de RNA do VDEN em amostras de plasmas de 

primatas, espécie Callithrix jacchus, infectados experimentalmente com a mesma 

sequência de VDEN; em outro experimento Omatsu et al. (2011) detectaram RNA do 

VDEN em fígados de Callithrix jacchus coletados nos dias 5, 8 e 14 dias pós-

infecção primária com VDEN-2, e observaram presença de antígenos virais, por 

imunohistoquímica, em células de Küpffer. 
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Em casos fatais de humanos com dengue grave antígenos virais têm sido 

detectados em hepatócitos e células de Küpffer (Fresh at al. 1969; Rosen at al. 

1989; Innis, 1995; Bhamarapravati et al., 1997; Couverland at al. 1999; Oliveira at al. 

2005), em nosso estudo também observamos presença de antígenos virais nos 

hepatócitos, células de Küpffer e corpúsculos de Councilman, assim como, em 

órgãos linfóides de todos os primatas infectados, corroborando com os achados de 

Omatsu et al. (2011) que também observaram em seu experimento com primatas, a 

detecção de antígenos do VDEN em órgãos linfóides. Os resultados obtidos com a 

detecção de antígenos apresentados neste estudo confirmam que a infecção 

sequencial pelo VDEN-3 e VDEN-2 foi estabelecida em Callithrix penicillata após 

infecção experimental, além de sugerir que ambos VDEN-2 e VDEN-3 se propagam 

em órgãos linfóides e não linfóides dessa espécie. 

 O favorecimento de um quadro de dengue grave pela infecção secundária 

heterotípica não foi observada em nosso experimento, no entanto raramente a 

dengue grave é observada em PNH durante o ciclo silvestre mantido no sudeste da 

Ásia e oeste da África, bem como na infecção pelo VDEN silvestre em humanos 

nessas regiões (Vasilakis et al., 2011). No ciclo urbano é bem documentado que 

apenas uma pequena porcentagem de casos de dengue evolui para dengue grave, a 

maioria que decorrem de infecção secundária costumam ser assintomáticos ou 

manifestar-se como dengue (FD) (Rothman, 2011; Zompi at al., 2011).  

Apesar destas constatações sugerimos que esse gênero, assim como essa 

espécie, é um bom modelo para avaliar dengue grave, pois tem sido relatado que a 

gravidade da doença está relacionado com altos níveis de viremia (Libraty 2002), 

sendo assim, já foi comprovada a capacidade dessa espécie em apresentar viremia 

alta para infecção primária com VDEN-3 (Ferreira et al., 2014), no referido 

experimento foi utilizado o mesmo grupo de calitriquídeos que analisamos em nosso 

estudo, seguindo o mesmo desenho experimental da infecção primária e 

observamos que, os animais do 2o até o 7o dpi apresentaram carga viral por RT-

qPCR, com pico relevante de viremia no 5o dpi primária; Moi et al. (2014) também 

observaram em primatas da espécie Callithrix jacchus altos níveis de viremia após a 

infecção secundária com sorotipos heterólogos do VDEN.  

O fato de não termos observado dengue grave nos primatas estudados, 

talvez esteja associado com o período de tempo transcorrido entre a infecção 

primária e a secundária (dois meses), embora, tenha sido descrito que em humanos 
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a infecção primária produz proteção temporária e parcial contra os outros três 

sorotipos, permitindo que após um curto período de tempo (cerca de seis meses) 

infecções secundárias ou sequenciais sejam possíveis (Kuno, et al 1987). Apesar 

dos nossos resultados comprovarem o estabelecimento da infecção secundária por 

diferente sorotipo do VDEN, o curto período entre as infecções pode ter sido 

influenciado pela presença de anticorpos neutralizantes ao sorotipo previamente 

infectado (VDEN-3) causando bloqueio (neutralização) do VDEN-2. Em estudo 

posterior ao nosso, Vasconcelos et al. (dados não publicados) observaram 

alterações histológicas mais extensas e graves nos rins e fígados de três primatas 

Callithrix penicillata, infectados primariamente pelo VDEN-2 que após um ano e oito 

meses foram reinfectados com VDEN-3.   

É importante ressaltar a utilização em nosso estudo de cepas não adaptadas 

para PNH e que foram isoladas de fragmentos de linfonodo e fígado de humanos 

diagnosticados com dengue grave fatal (FHD/SCD), demonstrando que esses 

isolados clínicos mesmo sem adaptação a esses animais, têm a capacidade de 

replicar in vivo nos PNH e induzir infecção. Os resultados obtidos com a utilização 

das cepas não adaptadas, contendo 3,23 x 103 PFU/mL de VDEN-3 e 4,47 x 104 de 

VDEN-2, consideradas doses relativamente baixas de inóculos virais, indicaram que 

os PNH da espécie Callithrix penicillata possuem alta sensibilidade aos sorotipos do 

VDEN. Omatsu et al. (2012) utilizando cepas adaptadas, com a mesma dosagem 

(104 e 103 de VDEN-2) e comparando com dosagens mais altas (107 – 105 de VDEN-

2) observaram que não é necessária dose alta de inóculo infectante do VDEN para 

resultar em infecção e obter viremia com títulos elevados e de longa duração em 

primatas desse gênero.  

 

Qual o padrão das alterações histopatológicas no fígado dos 

calitricídeos estudados? 

 

Os dados da literatura que relatam lesões histológicas no fígado associadas 

ao VDEN, referem-se aos casos de dengue grave (FHV/SCD), até o momento não 

se tem referências de estudos histopatológicos no fígado durante a dengue clássica, 

assim como, estudos histopatológicos com primatas do Novo Mundo. É importante o 

conhecimento do espectro completo da doença para compreensão da patogênese 
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da dengue, desta forma, preenchendo várias lacunas que ainda existem. Os 

recentes achados de isolamento do VDEN em primatas em natureza (Barros, 2009; 

Vasconcelos et al., 2014, dados não publicados) e a constante discussão sobre a 

possibilidade de emergir um ciclo silvestre de dengue nas Américas a partir de um 

spillback de humanos, tal qual, sugerido por Teoh et al. (2010) com a cepa silvestre 

do VDEN-1 da Malásia, demonstram a importância de estudar o padrão das 

alterações observadas nesses animais quando infectados pelo VDEN.  

Em nosso estudo foram observadas alterações histopatológicas nos fígados 

dos primatas da espécie Callithrix penicillata semelhantes aos observados na 

literatura obtidos de casos fatais por dengue grave (FHD/SDC) em humanos, porém 

com intensidade e amplitude diferentes. Identificamos a presença de apoptose, 

focos de necrose lítica, esteatose, tumefação celular, inflamação (acinar, EP e VHC), 

hiperplasia/hipertrofia em células de Küpffer, hemossiderina em células de Küpffer e 

dilatação dos sinusóides; esses achados corroboram com os descritos por 

Bhamararava et al. (1967) entre outros estudos, como o recente realizado por Aye et 

al. (2014) com fígados de 13 crianças que morreram de FHD/SDC em Myanmar; 

semelhante ao nosso estudo, eles também não observaram colestase e fibrose.  

 As análises estatísticas dos parâmetros histopatológicos demonstraram que 

os PNH infectados apresentaram padrão de morte celular dos hepatócitos por 

apoptose quando comparado com a necrose, nos primeiros sete dias da infecção 

primária, correspondendo à fase aguda da infecção. Nos outros dias analisados 

durante as infecções primária e secundária não foi observada essa diferença 

significante entre os tipos de morte celular. Brasil, (2005) também observou essa 

participação maior da apoptose em relação à necrose como forma de morte dos 

hepatócitos em estudo hepático de 17 casos de óbitos por FHD.  

Apoptose é considerada uma das principais alterações encontradas na 

dengue, assim como em outras infecções virais (Vasconcelos et al.,  2013; 

Quaresma et al., 2013; Vieira et al., 1983);  em nosso estudo os hepatócitos 

apoptóticos foram morfologicamente visualizados por corpúsculos de Councilman, 

sendo caracterizados por células ovais ou redondas, por vezes reduzidas em 

tamanho, com citoplasma intensamente eosinofílico e núcleos picnóticos, outros 

corpúsculos mostraram-se desprovidos de núcleos, esses achados são similares aos 

obtidos por Courvelad et al. (1999) e Huerre et al. (2001) que observaram 

corpúsculos de Councilman em fígados de casos fatais por dengue. Para 



97 

demonstrar que os corpúsculos visualizados na dengue correspondiam a células 

apoptóticas, esses autores utilizaram a imunomarcação tecidual pela técnica do 

TUNEL, sendo descrita a presença de hepatócitos em apoptose especialmente ao 

redor dos focos necróticos; essa preferência na localização das células apoptóticas 

circundando focos necróticos também foi observada em nosso estudo.  

O encontro de corpúsculos de Councilman na fase aguda da infecção 

primária estão de acordo com os achados de Marianneau et al. (1998) que 

observaram células apoptóticas em culturas de células HepG2 24 hs após infecção 

pelo VDEN, aumentando com o tempo a porcentagem de células apoptóticas, sendo 

analisada até 72 hs após infecção; o fato de não termos observados o mesmo 

padrão na infecção secundária pode estar relacionado à rapidez que esses 

fragmentos são expulsos e fagocitados, podendo sob o aspecto histológico ser 

indetectável. De fato, e fortalecendo essa análise, observamos a prevalência da 

expressão da proteína Fas (CD95+) no grupo Ag.2 quando comparados com o 

animal sentinela 2.  

Relacionando as pesquisas com TGF-β e TNF-α que relatam a atuação 

dessas citocinas como indutoras de apoptose (Bradham et al., 1998; Attisano; 

Wrana, 2002)  com nossos achados, observamos que as expressões de ambas 

prevalecem na fase aguda primária quando comparamos com o animal sentinela, 

que é a mesma fase da infecção experimental em que prevalece apoptose como 

morte celular, desta forma pode-se supor a influência dessas citocinas para 

destruição dos hepatócitos. 

Em nossa casuística foram encontrados antígenos virais em corpúsculos de 

Councilman, a mesma observação foi descrita por Quaresma et al. (2007) em 

fígados de humanos com febre amarela; através de análise ultraestrutural em 

fígados de humanos com dengue Brasil (2005) observaram a presença de partículas 

virais associadas aos corpúsculos de Councilman, esses dados em conjunto 

sugerem que as lesões hepáticas são indicativas da própria lesão viral durante 

certas fases da doença.   

Apenas a apoptose foi a forma de morte celular que prevaleceu 

estatisticamente em alguma fase da infecção, entretanto, discretos focos de necrose 

lítica com distribuição preferencialmente por Z2 foram observados em todas as fases 

das infecções primária e secundária; esses achados são similares com os 

observados em fígados de pacientes com FHD, porém a intensidade e extensão 
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menores (Bhamarapravati et al., 1967; BurKe, 1968; Huerre et al. 2001; Torres, 

2005).  

Na dengue, provavelmente, a causa da necrose lítica é multifatorial, 

incapacitando a célula de manter a integridade da membrana e os seus conteúdos 

sempre extravasam. O choque hipovolêmico na dengue grave (FHD/SCD) determina 

situação de hipofluxo para o fígado que pode levar a alteração de permeabilidade da 

membrana mitocondrial resultando em falha na fosforilação oxidativa e depleção 

progressiva de ATP, culminando na necrose da célula, porém, nenhum PNH 

analisado em nosso estudo apresentou manifestações clínicas ou laboratoriais 

compatíveis aos observados na dengue grave (FHD/SCD) que demonstre perda de 

sangue ou plasma (Ferreira, 2012). Este fato sugere que a necrose lítica observada 

em nosso experimento esteja relacionada à interação vírus/célula, interferindo nas 

funções normais do hepatócito, fazendo com que a permeabilidade das membranas 

seja alterada, gerando extravasamento das enzimas dos lisossomos para o 

citoplasma, resultando na autólise da célula (Santos et al., 2008).  

Por outro lado, a participação de linfócitos T citotóxicos através do ataque a 

expressão de proteínas virais na superfície da célula, envolvendo liberação de 

perforinas, também pode estar relacionada à necrose lítica de hepatócitos em nosso 

estudo, haja vista que os focos necróticos estavam sempre associados à infiltração 

linfocítica, seguida pela presença de macrófagos e neutrófilos. 

Esteatose é um dos achados histológicos frequentemente encontrados nos 

casos de dengue grave e possui localização predominante em Z2 (Bhamararava et 

al., 1967; Courvelad et al., 1999; Huerre et al., 2001; Brasil, 2005), o 

desencadeamento da esteatose hepática tem sido associada com fatores do 

hospedereiro e a presença de infecção viral (Dev et al., 2004; Castera et al., 2005); 

em nosso estudo a esteatose apesar  de pouco frequente manteve esse padrão com 

predominância em Z2, sendo discretamente observada em um animal por fase em 

cada infecção primária e secundária;  

Ao relacionar a presença de antígenos virais com a esteatose hepática 

nesses animais, foi observado que tanto o primata do 3o dpi primária quanto o 

primata do 60o dpi primária apresentaram esteatose e muito intensa (4+ na escala 

de semi-quantificação de antígenos) marcação de antígenos do VDEN, os primatas 

do 2o e 15 o dpi secundária apresentaram esteatose, bem como, moderada e leve 

(2+ e 1+ na escala de semi-quantificação de antígenos) marcação de antígenos do 



99 

VDEN respectivamente; a presença de antígenos do VDEN, assim como, esteatose 

foram predominantes em Z2, essas observações citadas sugerem que em nossa 

casuística a relação vírus/célula possa ter induzido um desequilíbrio da homeostase 

lipídica (Alberts et al., 2002). Ramalho (2003) também sugeriu relação entre o vírus 

da hepatite C com o desencadeamento de esteatose, demonstrando que em 

pacientes que eliminaram o vírus após terapêutica há desaparecimento da 

esteatose. 

Discreta a intensa presença de hemossiderina foi observada em células de 

Küpffer e ocasionalmente em hepatócitos, Quaresma et al. (2003) também 

observaram presença discreta de hemossiderina em células de Küpffer de fígados 

de humanos infectados com febre amarela. Os excessos locais de hemossiderina 

resultam de hemorragia, entretanto, essa alteração não foi observada em nosso 

estudo; hemossiderose hepática é uma condição comumente encontrada em saguis 

e outros primatas do Novo Mundo, não tendo relevância patológica (Brack et al., 

1981; Chalifoux et al., 1982; Charmers et al., 1983; Tucker, 1984; Potkay et al., 

1992); alguns autores atribuem a hemossiderose nos saguis à hemólise acelerada 

(Brack et al., 1981; Charmers et al., 1983). Em outro estudo foi demonstrado que a 

alta concentração de ferro, tipicamente encontrada em dietas para macacos 

provenientes de colônias usadas exclusivamente para pesquisa, foi a causa da 

hemossiderose hepática em primatas da espécie Callithrix jacchus (Miller et al., 

1997), esse acúmulo notável de ferro não danifica as células parenquimatosas ou 

prejudicam a função do órgão (Kumar et al., 2008).   

Degeneração hidrópica caracterizada pela tumefação celular é uma lesão 

hepática frequente na dengue (Santos, 2008), em nosso estudo essa lesão foi 

prevalente em todas as fases durante as infecções primária e secundária, 

semelhantes aos achados de Barth et al. (2006) que observaram intensa tumefação 

de hepatócitos durante a fase aguda (2o e 3o dpi) e convalescente (13, 14, 17 e 49 

dpi) da infecção pelo VDEN-2 em ratos adultos BALB/c. Aye et al. (2014) também 

observaram tumefação de hepatócitos em todos os 13 casos fatais por FHD que 

analisaram.  

O animal sentinela 2 apresentou tumefação celular por todo o ácino, sendo 

observada prevalência dessa lesão quando comparados aos grupos Ag.2 e Conv.2, 

sabemos que nesse animal essa lesão não está associada à infecção pelo VDEN, 

haja vista, que ele não foi infectado durante a cinética experimental, sendo utilizado 
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com o objetivo de refletir qualquer perturbação do meio ambiente até o final do 

experimento. A degeneração hidrópica é considerada a lesão não-letal mais comum 

diante dos mais variados tipos de agressão, independentemente da natureza do 

agente agressor (Pereira, 2009), desta forma,  a presença de tumefação celular no 

animal sentinela 2 pode ter sido provocada por uma grande variedade de agentes 

lesivos que conduzem a falência das bombas eletrolíticas na membrana plasmática, 

levando à entrada de água no citoplasma e à expansão isosmótica da célula.   

O animal sentinela 2 apresentou perda de peso considerável durante a 

cinética experimental, seu peso pré-infecção era de 455 g e chegou a pesar durante 

o experimento 285 g, totalizando uma perda de até 170 g; a abrupta perda de peso 

pode estar relacionado ao afastamento do grupo familiar durante a cinética 

experimental, permanecendo alojado em gaiola individual por quatro meses, esse 

possível estresse gerado com o isolamento forçado pode ter resultado  na liberação 

de certas citocinas que agem no sistema nervoso central inibindo o apetite, 

favorecendo a alteração na homeostase do organismo do animal.   

O fato do animal sentinela 2 ter apresentado intensa tumefação celular por 

todo o ácino, nos faz analisar se essa lesão quando observada nos animas 

infectados está associada ao VDEN, entretando, tumefação celular foi prevalente em 

todos os animais infectados durante a cinética da infecção primária quando 

comparados ao animal sentinela 1; essa prevalência nos animais infectados durante 

infecção primária e a detecção de antígenos do VDEN nos animais infectados, 

somados aos vários trabalhos descrevendo tumefação em fígados infectados com 

VDEN (Torres, 2005; Barth et al., 2006; Aye et al., 2014), sugerem que essa lesão 

nos animais infectados pelo VDEN observada em nosso estudo, também resulta da 

infecção experimental.       

Hiperplasia e hipertrofia das células de Küpffer foi observada durante ambas 

as infecções primária e secundária. A descrição dessas alterações nas células de 

Küpffer é comum em fígados humanos de casos fatais por dengue grave (FHD) 

(Bhamarapravati et al., 1967; BurKe, 1968; Torres, 2005, Brasil, 2005; Aye et al., 

2014; Pagliari et al., 2014). Histologicamente a hiperplasia e hipertrofia das células 

de Küpffer foi predominante nos animais infectados com VDEN quando comparados 

aos sentinelas, correlacionando com a maior expressão de lisozima (marcador de 

macrófagos ativado) nesses animais ao serem também comparados com os 

respectivos animais sentinelas.  
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Essa prevalência da hiperplasia e hipertrofia nas células de Küpffer nos 

primatas infectados em relação aos animais sentinelas, associado à detecção de 

antígenos do VDEN nessas células em nosso estudo, bem como, a demonstração 

experimental da capacidade do vírus em se replicar nas células de Küpffer (Jessie et 

al., 2004), sugerem que os aspectos reacionais dessas células observados em 

nossa casuística decorram da ativação e da replicação do vírus nas mesmas. 

Ao avaliarmos a intensidade da lesão hepática por fase das infecções foi 

possível observar que as lesões hepáticas foram proeminentes nos grupos Ag1 e 

Ag2 quando comparados aos grupos Conv.1 e Conv.2, não sendo observada 

diferença significante entre Ag.1 e Ag.2, desta forma, demonstrando a capacidade 

da infecção sequencial pelo VDEN-3 e VDEN-2 nesta espécie e de causar lesões 

hepáticas; ainda interessante foi observar a mesma intensidade de lesão durante as 

duas infecções, sugerindo que apesar de não observarmos o favorecimento de um 

quadro de dengue grave pela infecção secundária heterotípica, também não houve 

por parte da resposta adaptativa uma proteção heterotípica eficaz, que 

impossibilitasse a manifestação de alterações histológicas no fígado durante a fase 

aguda da infecção secundária. Dessa forma, podemos hipotetizar que essas 

alterações encontradas no fígado dos saguis infectados possam também ocorrer 

durante a dengue (FD) em humanos, corroborando os estudos que demonstram 

alteração funcional no fígado de humanos com dengue (FD), sendo descritos de leve 

à moderada elevação nos níveis séricos das enzimas AST e ALT (Kuo et al., 1992; 

Nguyen et al., 1997); a mesma elevação foi observada nos primatas em estudo 

durante infecção primária, tendo ocorrido elevação apenas de AST durante a 

infecção secundária (Ferreira, 2012). Esses achados estão de acordo com a 

literatura em humanos, em que níveis séricos de AST se apresentam mais elevados 

do que de ALT nas infecções por dengue (Gholson et al., 1990). 

  A demonstração da lesão hepática significativamente mais intensa nos grupos 

Ag.1 e Ag.2 quando comparados aos grupos Conv.1 e Conv.2, pode estar associada 

à maior detecção de antígenos nos grupos da fase aguda quando comparada aos 

grupos da fase de convalescência das infecções experimentais, embora, essa 

ocorrência não tenha sido estatisticamente significante. Essa associação entre 

intensidade da lesão hepática e frequência de antígenos do VDEN, somadas aos 

achados sobre a resposta imunológica celular e citocínica, podem sugerir que as 

lesões hepáticas em nossa casuística resultam do efeito citopático viral direto nos 
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hepatócitos, o que induziria resposta inflamatória decorrente da resposta imune do 

hospedeiro, sendo expressas in situ no fígado, e desta forma, contribuindo com a 

lesão hepática. 

 Ao avaliarmos a intensidade da lesão hepática por primata no estudo 

experimental com VDEN e, correlacionarmos com a idade dos mesmos, foi possível 

observar que os PNH (6 e 7 dpi primária e  secundária) que estão dentro do grupo 

que apresentaram lesão hepática estatisticamente significante (≤ 0,005), ou seja, 

mais intensa quando comparados ao demais, são os únicos animais idosos do 

estudo. Ainda, os PNH (30o dpi primária e 15o dpi secundária) que apresentaram 

lesão hepática significativamente menor do que os outros primatas em estudo são 

calitricídeos considerados jovens. Assim, podemos correlacionar e supor, uma 

possível influência da faixa etária do primata infectado na intensidade da lesão 

hepática; nesse tocante, não encontramos dados similares. Por outro lado, foi 

observado maior intensidade da lesão no fígado durante a fase aguda das infecções 

quando comparada à fase de convalescência; ressalta-se que a fase aguda das 

infecções primária e secundária foi composta por primatas adultos (5) e idosos (2), 

enquanto a fase de convalescência das infecções foi composta por quantidade maior 

de primatas jovens (3) do que de adultos (2).  Esse possível favorecimento do 

avanço da idade na elevação da intensidade da lesão hepática, pode ser associada 

à diminuição da atividade imunitária e da maior parte das funções fisiológicas com o 

aumento da idade (Mota et al., 2009).   

 Vale destacar que ao analisarmos a intensidade da lesão hepática do primata 

do 20o dpi secundária, observou-se mínima alteração hepática (apenas tumefação), 

bem como, esse animal não apresentou imunomarcação de antígenos virais, 

entretanto, a confirmação da infecção pelo VDEN-2 foi realizada pela sorologia 

positiva (Ferreira, 2012). Podemos sugerir que as lesões encontradas nesse PNH 

podem ser decorrentes das alterações metabólicas sistêmicas devido à infecção 

viral no organismo, mas não pela ação direta do vírus no tecido. 
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As lesões hepáticas observadas em nosso estudo tiveram preferência 

acinar? 

 

A necrose lítica e o infiltrado inflamatório nos animais infectados 

apresentaram padrão de distribuição mais prevalente em Z2, porém as demais 

lesões hepáticas observadas em nosso estudo não mostraram preferência 

topográfica significante por alguma zona acinar, embora tenha sido observada uma 

tendência maior dessas lesões ocorrerem em Z2 seguido de Z3, como observada na 

esteatose. Na dengue grave essa localização preferencial das lesões hepáticas por 

Z2, seguido com menos intensidade e com menor extensão por Z3, são 

constantemente descritas na literatura (Bhamararava et al., 1967; Courvelad et al., 

1999; Huerre et al., 2001; Brasil, 2005; Aye et al., 2014). Ressalta-se que esse 

quadro histopatológico preferencial por Z2 é utilizado para o diagnóstico da febre 

amarela, sendo considerado característico, embora não patonomônico, dessa 

infecção (Rocha-Lima, 1912; Vieira et al., 1983; Quaresma, 2007). 

Explicações ou hipóteses para a preferência das lesões hepáticas por Z2 na 

dengue ainda permanecem por ser descritas, porém sabemos das diferenças no 

fluxo sanguíneo característico de cada zona acinar e na heterogeneidade entre os 

hepatócitos de cada zona (Jugermann & Katz, 1989). Sendo assim, diferentes 

situações de aporte sanguíneo no fígado podem resultar em lesões de hepatócitos 

em localizações específicas. O choque hipovolêmico na dengue grave (FHD/SCD) 

determina situação de hipofluxo para o fígado, alterando o aporte sanguíneo de 

forma variável nas diferentes zonas acinares, a Z2 representaria a transição entre as 

regiões de anóxia (Z3) e normóxia (Z1), ou seja, seria uma região submetida a um 

regime de hipóxia, e de fato, esse mecanismo foi descrito por Marotto et al. (1998) 

em estudos experimentais em fígados de ratos durante quadro de hipóxia induzida 

por baixo fluxo, e foi demonstrado o desenvolvimento de áreas de necrose 

concentradas em Z2. Tecidos em situação de hipóxia tem concentração de O2 

suficiente para servir de combustível na formação de superóxidos, esses radicais 

livres derivados de O2 e seus metabólitos causariam lesão e morte das células em 

Z2 (McCord, 1985). 

A associação do hipofluxo para o fígado resultando na preferência das lesões 

hepáticas por Z2, não pode ter sido determinante em nossa casuística, haja vista, 

que não foi observado dengue grave, tampouco choque hipovolêmico; semelhantes 
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aos nossos achados Vieira et al. (1983) identificaram em duas biópsias de pacientes 

com FA a presença de lesão em Z2 característica, mas sem distúrbios hemorrágicos 

subjacentes. A prevalência de necrose lítica por Z2, tendência de esteatose por Z2, 

aliados à detecção de antígeno viral e infiltrado inflamatório predominantes em Z2 

observados em nosso estudo, podem ou não supor um possível tropismo do vírus 

dengue por essa região, podendo ser favorecido por distúrbios hemodinâmicos.  

 

A resposta inflamatória hepática no fígado dos calitricídeos estudados 

 

 Em nosso estudo observamos discreto infiltrado inflamatório lobular 

constituído predominantemente por linfócitos, macrófagos e neutrófilo, com 

distribuição preferencial por Z2, além de discreto infiltrado inflamatório portal 

(linfócitos, macrófagos e neutrófilo), e centrolobular prevalecendo linfócitos e 

macrófagos. O leve infiltrado inflamatório durante a dengue grave é descrito na 

literatura, sempre ressaltando a desproporção entre o grau da lesão nos hepatócitos, 

a extensão da apoptose e da necrose com a densidade do infiltrado inflamatório 

(Courvelad et al., 1999; Huerre et al., 2001; Brasil, 2005; Aye et al., 2014; Pagliari et 

al., 2014), essa desproporção também é observada na FA, sendo associada ao 

intenso grau de apoptose como principal causa de morte nos hepatócitos (Hudson, 

1928; Vieira et al., 1983; Quaresma et al., 2007; 2013), Brasil (2005) também 

justificou o reduzido infiltrado inflamatório nas áreas de lesão tecidual hepática, 

observados em seu estudo, com a demonstração da maior participação da apoptose 

sobre a necrose em hepatócitos de fígados de casos fatais com dengue grave 

(FHD/SCD). 

Embora nossa casuística tenha apresentado discreto acometimento do 

parênquima hepático compatível ao discreto infiltrado inflamatório, observamos 

maior prevalência de apoptose sobre a necrose na Ag.1. Porém, vale ressaltar que 

as duas causas de morte nos hepatócitos apresentaram-se discretamente no 

parênquima hepático, e aliado à preferência na distribuição de necrose e infiltrado 

inflamatório por Z2, podemos sugerir relação do infiltrado inflamatório com a 

necrose, haja vista, que esta forma de morte celular desencadeia o recrutamento de 

células inflamatórias como parte da reação inflamatória para eliminação (clearence) 

das células mortas. 
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Evidências da participação da apoptose na migração dos neutrófilos para a 

zona da lesão têm sido descrita, sendo atribuido o desencadeamento desse 

mecanismo por ativação de receptores Fas que resultaria na síntese de quimiocinas 

levando a esse acúmulo de neutrófilos (Park, et al. 2002), desta forma, a apoptose 

também poderia, eventualmente, influenciar na densidade do infiltrado inflamatório. 

Outro dado interessante observado em nosso estudo, que fortalece a sugestão da 

influência no infiltrado inflamatório pela necrose e também apoptose, é que os 

corpúsculos de Councilman foram observados sempre ao redor de focos necróticos, 

ou seja, sempre próximos aos focos inflamatórios, bem como, a proteína Fas foi 

expressa na infecção secundária próximo aos focos necróticos quando não mais 

foram observados os corpúsculos de Councilman. Essa distribuição dos corpúsculos 

de Councilman ao redor de focos necróticos também foi observada em fígado de 

humanos com dengue grave fatal (Couvelard et al., 1999; Huerre et al. 2001). 

Apesar das lesões hepáticas serem proporcionais ao infiltrado inflamatório, a 

expressão de TGF-β pode ter, em parte, colaborado no discreto infiltrado 

inflamatório, haja vista, que esta citocina tem importante ação anti-inflamatória além 

de ser indutor de apoptose, e pode-se relacionar com sua expressão durante todo o 

experimento em saguis infectados com VDEN, prevalecendo no grupo Ag.1 (VDEN-

3). Esses resultadossão similares aos observados em casos humanos fatais de 

febre amarela (Quaresma et al., 2005; 2007; 2013) e dengue (Brasil, 2005; pagliari 

et al., 2014). 

Em nossos achados observamos aumento de células NK no acino hepático 

dos grupos de primatas infectados quando comparados com o respectivo animal 

sentinela, com maior expressão de NK na fase aguda primária, corroborando com 

Brasil (2005) que também observou em fígados de humanos com dengue grave 

(FHD/SCD), um número relativamente aumentado dessas células distribuídas tanto 

nas zonas acinares como nos EP, porém, em nosso estudo, o aumento de células 

imunomarcadas não foi demonstrado nos EP e VHC. 

Sabe-se que INF, IL-2, bem como, uma variedade de glicoproteínas virais 

ativam as células NK, consequentemente, um aumento dessas células e da sua 

resposta pode ser visto nos primeiros dias de infecção (Scroferneker & Pohlmann, 

1998). Alinhado com esses dados, observamos o pico de expressão de NK com 3 e 

4 dpi primária e de IFN- com 2 e 5 dpi primária. O estudo experimental com VDEN 

demonstrou que as células NK exercem seu papel promovendo lise das células 
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(Kurane et al., 1990), bem como, em outras infecções virais experimentais, foi 

observado a indução de apoptose de hepatócitos  por essas células (Liu et al., 

2000). Vale ressaltar que a apoptose de hepatócitos em nossa casuística foi mais 

prevalente, assim como as células NK, no grupo Ag.1., desta forma, podemos propor 

possível participação dessas células na indução de morte por apoptose das células 

infectadas nos saguis experimentalmente infectados. 

As células NK além de destruírem células infectadas por vírus produzem INF-

 que ativa macrófagos, uma vez ativados, estas células secretam radicais livres 

derivados do oxigênio (ERO), oxido nítrico (NO), TNF- α , IL-1, IL-6, IL-8 entre outros 

produtos; A análise de nossos resultados nos permitiram observar que INF-, células 

de Küpffer e TNF-α apresentaram maior positividade nos grupos dos primatas 

infectados quando comparados aos animais sentinelas, bem como, células de 

Küpffer e TNF-α  apresentaram maior prevalência na infecção secundária, 

considerando uma possível relação entre o aumento no número de células de 

Küpffer ativadas resultando em um aumento da síntese de TNF-α. Em humanos, 

Brasil (2005), ao quantificar essa citocina em fígados de pacientes com dengue 

grave (FHD/SCD) fatal e comparar com os fígados do grupo controle também 

observou maior prevalência de TNF-α com imunomarcação em células de Küpffer 

nos pacientes com dengue.   

A principal função fisiológica do TNF-α é estimular o recrutamento de 

neutrófilos e monócitos para locais de infecção e ativar essas células para eliminar 

microorganismos (Abbas et al., 2008), em nosso estudo foi possível observar 

neutrófilos durante todo o experimento, mas um dado interessante que vale relatar é 

que 60% das células marcadas com anticorpos anti-S100, eram neutrófilos, haja 

vista, que a proteína S100A12 constitui 5% da proteína citosólica dos neutrófilos, 

desta forma, é válido supor uma associação entre TNF-α e neutrófilos, utilizando a 

imunomarcação para APC. A quantidade de células positivas para proteína S100 foi 

maior nos primatas infectados com VDEN quando comparados ao animal sentinela, 

com maior ocorrência no grupo Ag.1 e Conv.2, tanto células de Küpffer quanto TNF-

α e IL-8 (citocina com papel relevante na ativação e migração de neutrófilos). Essas 

citocinas também mostraram grande presença no grupo Conv.2. sugerindo um 

possível efeito imunológico em cascata iniciado com liberação de IFN-, seguido por 
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ativação de células de Küpffer resultando em liberação de TNF-α e IL-8, que levaria 

ao recrutamento de neutrófilos.   

Outra função do TNF é fazer com que as células do endotélio vascular 

expressem moléculas de adesão que tornam a superfície endotelial adesiva para 

neutrófilos e subsequentemente para monócitos e linfócitos (Abbas et al., 2008). É 

fato que a molécula de adesão VCAM tem sido observada no sangue em níveis 

elevados durante o período febril da infecção por dengue, sendo descrita 

significativa associação entre determinados níveis e a FHD (Huang et al., 

2001Torres). Em nosso estudo foi avaliado a expressão da VCAM-1, sendo 

observado o aumento durante a infecção secundária (VDEN-2) quando comparada 

com o animal sentinela. Assim, sugerimos uma possível influência do TNF-α, que 

também monstrou-se aumentado durante as infecções primária e secundária; essa 

modulação da função da célula endotelial durante a infecção pelo VDEN por meio do 

TNF-α foi anteriormente observada por Anderson et al. (1997) em estudo com 

cultura de monócitos infectados e tratada com um anticorpo anti-TNF-α.  

O fígado possui vários tipos de células com função de APC como, por 

exemplo, células endoteliais sinusoidais, células de Küpffer e células dendríticas 

(Lau & Thompson, 2002), e após o vírus infectar essas células ocorre a fase de 

processamento e apresentação do antígeno às células TCD4+. Neste estudo a 

imonomarcação dessas células foram escassas no ácino hepático, bem como, nos 

EP e VHC, entretanto, os linfócitos foram predominantes nos infiltrados inflamatórios 

em todas as fases da infecção, sugerindo frequência maior dos linfócitos TCD8 e/ou 

linfócitos B; no entando, não foi possível padronizarmos a utilização do anticorpo anti 

LT-CD8 de humanos nos primatas em estudo, a fim de obtermos a sua quantificação 

por imunohistoquimica, o que limitam essa análise.  

Embora a frequência de linfócitos B tenha sido maior do que de linfócitos 

TCD4, a marcação foi tênue no local das lesões e isto sugere um desempenho local 

menos decisivo no desencadeamento das lesões hepáticas descritas nesse estudo; 

pode-se supor que a população linfocitária predominante no infiltrado inflamatório é 

de linfócitos TCD8, que devem estar exercendo sua função local de citotoxidade já 

evidenciada em outros estudos (Livingston et al., 1995; Azeredo et al., 2001). Desta 

forma, Couverlad et al. (1999) também descreveram predominância de linfócitos T 

sobre os B in situ no fígado de caso humano de dengue grave (FHD/SCD), e o 

predomínio dos linfócitos TCD8 sobre os linfócitos TCD4 tamém foi observado por 



108 

Chen et al. (2004) em infiltrado celular hepático de ratos imunocompetentes 

infectados por VDEN, de fato, a maior expressão de linfócitos TCD8 na população 

linfocitária é comumente relatada no sangue periférico (Boonpucknavig et al., 1979; 

Wlls et al.,1980; Homchampa et al., 1988; Liu et al., 2002); entretanto,  contestando 

esses achados, Brasil (2005) descreveu significativo predomínio de linfócitos TCD4 

sobre os linfócitos TCD8 expressos nas lesões hepáticas e nos EP de casos fatais 

de humanos com dengue grave (FHD/SCD).      

Nesta tese, a frequência de linfócito TCD4+ foi maior na infecção primária 

(VDEN-3), com maior prevalência no grupo Ag.1 quando comparada com o grupo 

Conv.1 e com o animal sentinela 1. É interessante assinalar que as fases da 

infecção secundária (VDEN-2) não apresentaram diferença na expressão de células 

TCD4+ quando comparadas ao animal sentinela 2. É bem conhecido que esses 

linfócitos ativados podem induzir alterações na resposta imune através da produção 

de citocinas, e ao analisarmos a expressão de citocinas neste estudo, foi possível 

observar um aumento na frequência de IFN-, TNF-α e IL-10 nos primatas infectados 

quando comparados ao animal sentinela, corroborando com os achados de Brasil 

(2005) que também observou o aumento dessas citocinas nos fígados humanos de 

casos fatais com dengue grave (FHD/SCD) quando comparados ao grupo controle. 

Ferreira et al. (2012) analisaram por citometria de fluxo a detecção de 

citocinas no sangue periférico dos mesmos primatas deste estudo e observaram 

durante a infecção primária aumento nos níveis de IFN- (3, 6 e 20 dpi) e TNF-α (3 

dpi), enquanto na infecção secundária foi evidenciado diminuição dessas citocinas, 

IFN- (2, 5, 45  dpi) e TNF-α (3, 5 e 45 dpi). É importante ressaltar que a expressão 

de IFN- no fígado desses animais não apresentou esse declínio durante a infecção 

secundária, mantendo-se constante durante todo o experimento; essa constância 

pode estar relacionada com a detecção de antígenos que também foi observada em 

todas as fases das infecções primária e secundária, bem como a participação de 

células de Küpffer ativadas, linfócito TCD4, e possivelmente linfócitos TCD8. De fato, 

estudos in vitro demonstraram que durante infecção pelo vírus dengue os linfócitos 

TCD8 são capazes de produzir IFN-, além de IL-2, IL-4 e TNF-β, porém, sempre em 

menor proporção que a produção dessas citocinas pelos linfócito TCD4 (Mori et al., 

1997). Neste estudo, não foi observada diminuição na expressão de TNF-α no 

fígado dos primatas estudados durante a infecção secundária, tal como no sangue 
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periférico, entretanto, o que observamos foi um aumento dessa citocina in situ no 

fígado que associamos ao aumento significativo no número de células de Küpffer 

ativadas durante a infecção secundária.     

Gagnon et al. (1999; 2001) ao estudar clones de células TCD4+ específicos 

de dengue demonstraram que IFN- é a citocina produzida com maior intensidade 

pela totalidade das células, evidenciando um padrão de resposta Th1, seguida de 

TNF-α e -β com intensidade variável; nossos resultados não possibilitaram analisar 

um padrão de resposta imune adaptativa localmente no fígado, haja vista, que não 

foi possível padronizar alguns anticorpos de humanos (para uso nos saguis), e que 

são essenciais para traçar um padrão de resposta imune, como por exemplo IL-4 

que é produzida intensamente por células Th2, porém, vale ressaltar que houve 

aumento da expressão do IFN- durante todo o experimento, que aliado ao aumento 

no número de células de Küpffer (subpopulação de Th1 tem intensa atividade na 

ativação de macrófagos), bem como, aumento de IL-10 apenas na infecção primária 

com diminuição gradual entre Ag.1 e Conv.1, podemos sugerir participação do perfil 

Th1 in situ no fígado dos primatas estudados, corroborando com achados no soro e 

fígado de humanos com dengue (Yang et al., 2001; Brasil, 2005) .  

 Conceitualmente, hepatite significa qualquer lesão inflamatória do fígado, 

embora a aparência e distribuição da lesão tendam a variar com a etiologia 

(Lefkowitch, 2010), Neste estudo as características morfológicas gerais das 

hepatites virais agudas e crônicas foram avaliadas semi-quantitativamente em cada 

animal; tendo sido observada somente características de hepatite aguda. Com o 

intuito de descrever possível ocorrência de hepatite aguda por grupo, foi realizada 

em cada grupo a média da somatória dos escores de alguns parâmetros referentes 

à hepatite aguda (morte celular, inflamação e tumefação), no entanto, foram 

atribuídos escores específicos levando em consideração somente a importância 

patológica desses eventos na evolução para uma hepatite. Assim, diferença 

estatística significante foi observada entre a fase aguda das infecções primária e 

secundária quando comparadas aos respectivos animais sentinelas, dessa forma, foi 

possível demonstrar hepatite aguda nos saguis durante a fase aguda das infecções, 

bem como, maior prevalência dessas lesões na fase aguda da infecção primária que 

corroborou com aumento dos níveis séricos das enzimas ALT e AST nos primatas 

do grupo Ag.1 (Ferreira et al., 2014).  
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 Através das análises semi-quantitativas das lesões hepáticas, das pesquisas 

sobre a resposta imunológica celular e citocínica nesses animais, aliado ao aumento 

dos níveis de ALT e AST, observou-se tratar de discreta hepatite aguda durante a 

fase aguda da infecção sequencial nos saguis experimentalmente infectados por 

VDEN-3 e VDEN-2.  

 A presença de hepatite aguda apenas nos grupos pertencentes à fase aguda 

corrobora com o fato que a dengue é uma doença de caráter agudo e auto-limitada, 

entretanto, foi de extrema importância o estudo das fases de convalescência, pois 

possibilitou observar presença de antígenos virais, algumas lesões, inflamação e 

alteração hepatocitária regenerativa nos tecidos, sendo que a regeneração 

binucleada foi observada apenas em Conv.1, podendo ser associada com a 

prevalência das lesões no grupo Ag.1. 
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5 CONCLUSÕES 

 

1. Os PNH da espécie Callithrix penicillata foram suscetíveis à replicação 

sequencial do VDEN-3 e VDEN-2 no fígado, havendo expressão de antígenos 

virais em hepatócitos, células de Küpffer e corpúsculos de Councilman; 

 

2. As alterações histopatológicas nos fígados dos primatas da espécie Callithrix 

penicillata foram semelhantes aos observados em casos fatais de dengue em 

humanos, porém com intensidade e amplitude menor. 

 

3. O comprometimento histopatológico foi caracterizado por presença de 

apoptose, focos de necrose lítica, esteatose, tumefação celular, inflamação 

(acinar, EP e VHC), hiperplasia/hipertrofia em células de Küpffer, 

hemossiderina em células de Küpffer e dilatação dos sinusóides. 

 

4. A apoptose foi a forma predominante de morte em hepatócitos na fase aguda 

da infecção primária, com possível participação de TNF- e TGF- na indução 

de apoptose. 

 

5. A intensidade da lesão hepática foi proeminente na fase aguda das infecções. 

Não houve diferença significante entre fase aguda da infecção primária 

(VDEN-3) com fase aguda da infecção secundária (VDEN-2).  

 

6. A necrose lítica e o infiltrado inflamatório apresentaram padrão de distribuição 

predominante significativamente em Z2, as demais lesões hepáticas 

apresentaram tendência por Z2 seguido de Z3. 

 

7. O discreto acometimento do parênquima hepático foi compatível ao pouco 

infiltrado inflamatório observado, que foi constituído predominantemente por 

linfócitos, macrófagos e neutrófilos. 

 

8. Foi marcante o aumento na expressão acinar de macrófagos ativados, células 

NK e proteína S-100 durante a fase aguda e convalescente das infecções 
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primária e secundária, com predominância de macrófagos na infecção 

secundária, de células NK na fase aguda da infecção primária e de proteína 

S-100 nas fases aguda primária e convalescente secundária. 

 

9. Houve aumento na expressão acinar de linfócitos TCD4+ durante a fase 

aguda da infecção primária; aumento na expressão de linfócitos B durante a 

fase aguda e convalescente das infecções primária e secundária, com 

prevalência significante na fase aguda da infecção primária, sugerindo que a 

população linfocitária predominante no infiltrado inflamatório foi de linfócitos 

TCD8+. 

 

10.  Ocorreu, aumento na expressão acinar de citocinas pró-inflamatórias, IFN-, 

TNF-α e IL-8, com prevalência significante de TNF-α na fase de 

convalescência da infecção secundária e de IL-8 na fase aguda da infecção 

secundária. 

 

11.  Foi observado aumento na expressão acinar de citocinas anti-inflamatórias , 

TGF-β e IL-10, com prevalência significante na fase aguda da infecção 

primária. 

 

12.  Ocorreu aumento na expressão acinar da proteína Fas durante a fase aguda 

das infecções primária e secundária. 

 

13.  Houve aumento na expressão acinar de VCAM nos sinusóides durante a fase 

aguda da infecção secundária, bem como, aumento na expressão nos EP. 

 

14. Observou-se discreta hepatite aguda durante a fase aguda da infecção 

sequencial pelo VDEN-3 e VDEN-2. 

 

15.  As lesões observadas no fígado dos calitricídeos experimentalmente 

estudados sugerem que possam também ocorrer durante a dengue (FD) em 

humanos. 
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16.  Os PNH da espécie Callithrix penicillata demonstraram ser um bom modelo 

experimental para estudos imunopatológicos da infecção pelo VDEN. 
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Apêndice A - Faixa Etária Dos Animais Selecionados Para Cinética Experimental 

Infecção Primária VDEN-3  
 

Primata (espécie) Coleta espécimes bilógicos Sexo Faixa etária 
 

Callithrix penicillata 1
o
 d.p.i. primária F Adulto 

 

Callithrix penicillata 2
o
 d.p.i. primária M Adulto 

Callithrix penicillata 3
o
 d.p.i. primária F Adulto 

Callithrix penicillata 4
o
 d.p.i. primária M Adulto 

Callithrix penicillata 5
o
 d.p.i. primária M Adulto 

Callithrix penicillata 6
o
 d.p.i. primária M Idoso 

Callithrix penicillata 7
o
 d.p.i. primária M Idoso 

Callithrix penicillata 15
o
 d.p.i. primária F Jovem 

Callithrix penicillata 20
o
 d.p.i. primária M Jovem 

Callithrix penicillata 30
o
 d.p.i. primária M Jovem 

Callithrix penicillata 45
o
 d.p.i. primária F Adulto 

Callithrix penicillata 60
o
 d.p.i. primária M Adulto 

Callithrix penicillata Controle M Adulto 

Infecção Secundária VDEN-2 
 

Primata (espécie) Coleta espécimes bilógicos Sexo Faixa etária 
 

Callithrix penicillata 1
o
 d.p.i. secundária M Adulto 

 

Callithrix penicillata 2
o
 d.p.i. secundária M Adulto 

Callithrix penicillata 3
o
 d.p.i. secundária F Adulto 

Callithrix penicillata 4
o
 d.p.i. secundária M Adulto 

Callithrix penicillata 5
o
 d.p.i. secundária M Adulto 

Callithrix penicillata 6
o
 d.p.i. secundária M Idoso 

Callithrix penicillata 7
o
 d.p.i. secundária M Idoso 

Callithrix penicillata 15
o
 d.p.i. secundária F Jovem 

Callithrix penicillata 20
o
 d.p.i. secundária F Jovem 

Callithrix penicillata 30
o
 d.p.i. secundária M Jovem 

Callithrix penicillata 45
o
 d.p.i. secundária M Adulto 

Callithrix penicillata 60
o
 d.p.i. secundária M Adulto 

Callithrix penicillata Controle M Adulto 
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Apêndice B – Avaliação histopatológica semiquantitativa# da infecção primária 

  Ácinos Espaço porta 

dia pós 
inoculação 

Esteatose Tumefação Inflamação 

 

Tipos celulares* 

 

apoptose 
hepatócitos 

Kupffer 
hiperplasia 

hipertrofia 

Necrose 
hepatócito 

Hemossideri
na kupffer 

Inflamação 
VHC 

 

Inflamação 

 

 

Tipos 

celulares* Z1 Z2 Z3 Z1 Z2 Z3 Z1 Z2 Z3 Z1 Z2 Z3 escore escore Z1 Z2 Z3 Z1 Z2 Z3 

1 0 0 0 2 3 3 0 1 1 0 1,3,4,5 1,5 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1,3,5 

2 0 0 0 2 3 3 0 1 1 0 1,4,5 1 2 1 0 2 0 0 0 0 1 0 0 

3 0 1 0 0 1 1 0 1 1 0 1,3,5 1,5 1 3 0 1 0 0 3 3 1 1 1,3,5 

4 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1,5 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1,2,5 

5 0 0 0 3 3 3 0 1 1 0 1,4,5 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1,5 

6 0 0 0 3 3 3 0 1 1 0 1,5 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 

7 0 0 0 2 3 3 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

15 0 0 0 2 3 3 0 1 1 0 1,5 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 

20 0 0 0 3 3 3 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

30 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

45 0 0 0 2 3 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 

60 0 1 0 0 1 1 0 1 1 0 1,5 1 0 3 0 1 0 0 2 0 1 0 0 

Sentinela 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

#: 0 = considerado padrão de histologia normal ou ausência da lesão; 1 = lesão discreta; 2 = moderada e 3 = marcante.  

* 1 = linfócitos; 2 = plasmócitos; 3 = neutrófilos/eosinófilos; 4 = megacariócitos; 5 = macrófagos. 
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Apêndice C – Avaliação histopatológica semiquantitativa# da infecção secundária 

  Ácinos Espaço porta 

dia pós 
inoculação 

 

Esteatose 

 

Tumefação 

 

Inflamação 

 

Tipos celulares* 
apoptose 

hepatócitos 

Kupffer 
hiperplasia 

hipertrofia 

Necrose 
hepatócitos        

Hemossiderina 
kupffer 

Inflamação 
VHC 

 

Inflamação 

 

 

Tipos 

celulares* 
Z1 Z2 Z3 Z1 Z2 Z3 Z1 Z2 Z3 Z1 Z2 Z3 escore escore Z1 Z2 Z3 Z1 Z2 Z3 

1 0 0 0 2 3 3 0 1 0 0 1,5 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 1,5 0 0 3 0 1 0 0 2 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 2 1 0 1 1 0 1,5 1 0 2 0 1 0 0 1 0 1 1 1 

4 0 0 0 2 3 3 0 1 1 0 1,3 1,3 0 0 0 1 0 0 0 0 1 2 1,2,3,5 

5 0 0 0 0 2 2 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 3 3 3 0 1 0 0 1,5 0 0 2 0 1 0 0 1 0 0 0 0 

7 0 0 0 3 3 3 0 1 1 0 1,5 1,5 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 

15 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

20 0 0 0 2 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

30 0 0 0 1 2 2 0 1 0 0 1,3,5 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

45 0 0 0 1 2 2 0 1 0 0 1,5 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 

60 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1,5 1,5 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 

Sentinela 2 0 0 0 2 3 3 0 1 0 0 1,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

#: 0 = considerado padrão de histologia normal ou ausência da lesão; 1 = lesão discreta; 2 = moderada e 3 = marcante. 

* 1 = linfócitos; 2 = plasmócitos; 3 = neutrófilos/eosinófilos; 4 = megacariócitos; 5 = macrófagos. 
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Apêndice D - Diagnóstico Morfológico das Alterações Hepáticas 

 

 

 

PNH Diagnóstico Morfológico das Alterações Hepáticas 

Dia pós 

inoculação 
Infecção Primária 

1 discreta hepatite lobular linfocítica com dilatação de sinusoides, poucos hepatocitos em apoptose e necrose, balonização hepatocelular moderada 

difusa. Sem colestase, com hiperplasia de kupffer e sem hemossiderina.  

2 discreta hepatite lobular linfocítica com hepatócitos em apoptose  e necrose  multifocal e balonização difusa moderada. Sem colestase, discreta 

hiperplasia de kupffer, sem hemossiderse e raros megacariócitos nos sinusoides, dilatação de sinusoides em z2 e z3.  

3 
discreta hepatite portal e lobular multifocal com apoptose e necrose de hepatócitos multifocal, discreta balonização em z3, hiperplasia de kupffer, 

infiltrado de linfócitos em VHC e hemossiderose tanto em hepatocitos discreta e moderada em kupffer. Sem colestase, e fibrose.  discreta lipidose 

hepatocelular em z2. 

4 discreta hepatite portal e com focos discretos de atividade lobular linfocítica com hepatócitos em apoptose e necrose, discreta hiperplasia de kupffer. 

discreta balonização em hepaocitos de z2 e z3. Sem colestase, e sem hemossiderina ou fibrose. sinuosiudes discretamente dilatados em Z2 e Z3 

5 discreta hepatite lobular e portal multifocal linfocítica com poucos hepatócitos em apoptose e necrose em Z2, marcante balojnização hepatocelular 

difusa, discreta hiperplasia de kupffer com discreta hemossiderina. Sem colestase, fibrose. 

6 discreta hepatie lobular linfocítica multifocal com focos de apoptose e necrose de hepatóctios , marcante balonização hepatocelular difusa discreta 

hemossiderina em kupffer e VHC. Sem colestase fibrose. 

7 discreta hepatite lobular linfocítica multifocal, ausência de apoptose discreto infiltrado de linfócitos ao redor da VHC multifocal. Ausência de hiperplasia 

de kupffer, hemossiderina e fibrose. 

15 discreta hepatite lobular linfocítica multifocal com poucos focos de necrose em hepatócitos e infiltrado de linfócitos na parede de VHC 

multifocal.moderada balonização de hepáoticos difusa. Sem hiperplasia e sem hemossiderina e fibrose. 

20 tumefação/ balonização hepatocelular difusa moderada e hiperplasia de kupffer. 

30 discreta tumefação hepatocelular em Z3. 

45 discreta hepatite linfocítica portal multifocal e balonização hepatocelular difusa moderada. 

60 moderada hepatite lobular linfocítica multifocal em z2 com necrose de hepatócitos, hiperplasia de kupffer com hemossiderina.discreta lipidose 

hepatocelular em z2 e discreta balonização hepatocelular z2 e z3. 

Sentinela 1 discreta balonização hepatocelular com dilatação de sinusoides em Z2 e Z3. 
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Apêndice E – Diagnóstico Morfológico das Alterações Hepáticas  

 

PNH Diagnóstico Morfológico das Alterações Hepáticas 

Dia pós 

inoculação 
Infecção Secundária 

1 discreta hepatite lobular linfocítica sem apoptose de hepátocitos com discreta necrose, moderada balonização hepatocelular difusa 

2 
discreta hepatite lobular linfocítica multifocal com necrose hepatocelular multifocal, hiperplasia de kupffer e hemossiderina. Discreta balonização 

hepaocelular em z2.  Discreta esteatose em z2 

3 
discreta hepatite lobular e portal linfocítica multifocal,  com necrose hepatocelular multifocal,  com linfócitos ao redor de VHC, hiperplasia de kupffer e 

discreta hemossiderina em kupffer. Discreta balonização hepatocelular em z 2 

4 discreta hepatite lobular linfocitica e moderada portal linfocítica. Focos de necrose de hepatócitos z2. 

5 
discreta hepatite lobular linfocítica com balonização moderada Z2 e Z3. dilatação de sinusoides e de linfáticos portais. Necrose de hepatócitos 

multifocais. 

6 
discreta hepatite lobular linfocítica multifocal com necrose hepatocelualr, hiperplasia de kupffer e discreta hemossiderina em kupffer. Marcante 

balonização hepatocelular difusa. 

7 discreta hepatite lobular linfocitica multifocal com necrose de hepatócitos e discreta hemossiderina em kupffer. 

15 discreta balonização hepatocelular em z3 com discreta dilatação sinusoidal. Discreta esteatose microgoticular em z 3 multifocal. 

20 moderada balonização hepatocelular difusa e discreta dilatação sinusoidal em z2 e z3. 

30 discreta hepatite lobular linfocítica multifocal  com discreta necrose, moderada balonização hepatocelular difusa. 

45 
discreta hepatite lobular linfocitica multifocal e hepatite portal linfocitica multifocal. Moderada balonização em z2 e z3. Ausencia de hepatocitos em 

apoptose. 

60 
discreta hepatite lobular multifocal linfocitica, discreta balonização hepatocelular em z 2 e z3 e discreta hepatite portal l infocitica multifocal. Sem 

hemossiderina e sem apoptose. 

Sentinela 2 moderada a intensa balonização hepatocelular. 


