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RESUMO 

 
A dengue, é causada pelo Vírus da dengue (VDEN - Flaviviridae, Flavivirus) e é considerada 

a arbovirose  mais  difundida no  mundo.  Atualmente, não  há um  animal  que sirva como 

modelo para estudos sobre a  patogênese do VDEN. Para investigar a susceptibilidade da 

espécie Callithrix penicillata ao VDEN foram inoculados amostras do VDEN-3 e do VDEN-2 

de isoladas de casos humanos fatais. Para tal, vinte e dois  animais foram infectados com 

VDEN-3 (3,23 × 103 PFU/mL) e, sessenta dias após a infecção (d.p.i.), 11  deles foram 

secundariamente infectados com VDEN-2 (4,47 × 104 PFU/mL). Sangue, plasma e soro, 

foram coletados diariamente durante os primeiros sete dias e em 15, 20, 45 e 60 d.p.i.. Foram 

investigados a produção  de anticorpos  IgM e inibidores da hemaglutinação, assim como 

foram análisados parâmetros hematologicos e bioquímicos e o perfil sérico de citocinas (IL-6, 

TNF- , IL-2, IFN-α, IL-4 e IL-5). A infecção primária (VDEN-3) revelou anticorpos IgM (15- 

20 d.p.i.), anticorpos IH (15-60 d.p.i.), aumento dos níveis de TNF-α e IFN-γ e diminuição da 

IL-5.  Na  infecção  secundária  (VDEN-2),  foi  detectado  anticorpos  IgM  (15-20  d.p.i.), 

anticorpos IH (15-60 d.p.i.) e diminuição dos níveis de IL-6, TNF-α, de IFN-γ e IL-5. Além 

disso, foi observado em ambas infecções leucopenia, neutropenia, linfocitopenia, 

monocitopenia, trombocitopenia, e aumentou da AST. O aumento dos níveis de INF-γ e TNF- 

α indicaram a ativação da resposta inflamatória, com a diferenciação para a resposta celular e 

supressão da proliferação de citocinas características da resposta  humoral. A presença de 

anticorpos neutralizantes pode ter ocasionado a supressão da resposta inflamatória na infecção 

secundária  o  que  pode  ter  levado  a  ausência  de  sinais  de Febre  Hemorrágica  do 

Dengue/Sindrome do Choque do Dengue (FHD/SCD) durante a infecção secundária (VDEN- 

2). Os resultados indicam que o primatas não humanos da espécie  Callithrix penicillata 
demonstraram susceptibilidade à cepas de VDEN de origem humana, sugerindo que esses 

animais são um bom modelo para estudos da resposta imunológica da Febre do Dengue (FD), 

assim como para a avaliação de uma vacina tetravalente. 
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ABSTRACT 

 
Dengue fever is caused by Dengue virus (DENV - Flaviviridae, Flavivirus) and is considered 

the most widespread arbovirus in the world. Currently, there is an animal that fits a model for 

studies  on  the  pathogenesis  of  DENV.  To  investigate  the  susceptibility  of  the  DENV 

Callithrix penicillata were  inoculated samples DENV-3 and DENV-2 isolated from human 

cases of fatal. To do this, twenty-two  animals were infected with DENV-3 (3.23 × 103 

PFU/mL) and sixty days after infection (dai), 11 of these were secondarily infected with 

DENV-2 (4.47 × 104 PFU/mL). Blood, plasma and serum were collected daily during the first 

seven days and for 15, 20, 45, and 60 dai. We investigated the production of IgM antibodies 

and   inhibitors   of   hemagglutination   (HI),   as   setup   were   analyzed   biochemical   and 

hematological profile and serum cytokine levels (IL-6, TNF- α, IL-2, IFN- , IL-4 and IL-5). 

Primary infection (DENV-3) showed IgM (15-20 dai), antibodies IH (15-60 dai), increased 

levels  of  TNF-α  and  IFN-γ  and  decreased  IL-5.  In  secondary  infection  (DENV-2)  was 

detected IgM antibodies (15-20 dai), antibodies HI (15-60 dai), and decreased levels of IL-6, 

TNF-α,  IFN-γ  and  IL-5.  Furthermore,  it  was  observed  in  both  infections  leukopenia, 

neutropenia, lymphocytopenia,  monocytopenia, thrombocytopenia, and increased AST. The 

high levels of INF-γ and TNF-α showed  activation of the inflammatory response, as the 

response to cellular differentiation and suppression of proliferation of cytokine features of the 

humoral response. The presence of neutralizing antibodies may have caused suppression of 

the inflammatory response in secondary infection which may have led to the absence of signs 

of  Dengue  Hemorrhagic  Fever/Dengue  Shock  Syndrome  (DHF/DSS)  during  secondary 

infection  (DENV-2).  The  results  indicate  that  non-human  primates  Callithrix  penicillata 

demonstrated susceptibility to DENV strains of human origin, suggesting that these animals 

are a good model for studies of the immune  response of Dengue Fever (DF) and for the 

assessment of a tetravalent vaccine. 
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VEEE- Vírus da Encefalite Equina Leste 
 

VERO Linhagem de célula derivada de rim de macaco verde africano 
 

VFA Vírus da febre amarela 
 

VGUA Vírus Guaroa 

VICO Vírus Icoaraci 

VLHI Vírus Ilhéus 

VMAG Vírus Maguari 

VMAY Vírus Mayaro; 
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VMUC Vírus Mucambo 

VORO Vírus Oropouche 

VROC Vírus Rocio 

VSLE Vírus da Encefalite Saint Louis 
 

VTAC Vírus Tacaiuma 
 

VUTI Vírus Utinga 
 

VWEE- Vírus da Encefalite Equina Oeste 
 

WBC Leucócitos 
 

α Alfa 
 

γ Gama 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A dengue é uma doença infecciosa aguda causada por um arbovírus (vírus transmitido 

por artrópode) que possui genoma de ácido ribonucléico (RNA) (MURRAY et al., 2000). O 

Vírus dengue (VDEN) é membro do gênero Flavivirus, família Flaviviridae e é considerado o 

arbovírus mais difundido no mundo, sendo o  Aedes aegypti o principal vetor (GUBLER, 

1997a). Por razões climáticas e sociais os países em desenvolvimento possuem geralmente 

alta  taxa  de  infestação  por  Ae.  aegypti  e  remotas  possibilidades  de  erradicação,  o  que 

contribui para o índice de infecção por essa arbovirose, como observado no Brasil (BRASIL, 

2002). 
 

O VDEN é transmitido ao homem pela picada das fêmeas de mosquitos hematófagos 

infectados, principalmente da espécie Ae. aegypti. Outros mosquitos do gênero Aedes, como 

Ae. Albopictus, Ae. polynesienses e Ae. africanus têm sido relacionados como transmissores 

secundários,  os  dois  primeiros  na  Ásia  e  o  terceiro  na  África.  Artrópodes  susceptíveis 

participam como hospedeiros definitivos permanecendo infectados durante toda a sua vida, e 

por isso são considerados vetores e reservatórios do VDEN (CAUSEY, 1958). 

Na Ásia e nas Américas do Sul e Central a incidência da dengue tem aumentado, 

observando-se cada vez mais epidemias. Em 2009 e 2010, ocorreram surtos de dengue nas 

Ilhas Key West na Florida (CDC, 2010) e casos autóctonos foram registrados, em 2010 na 

região do Mediterrâneo, no sul da França e na Croácia onde até então não se tinha nenhum 

relato (GJENERO- MARGAN et al., 2011; LA RUCHE et al., 2010). Esses casos de dengue 

podem  ser  atribuídos  a  população  de  suscetíveis  à  infecção,  a  circulação  simultânea  de 

diferentes sorotipos do VDEN, o aumento da virulência de algumas cepas circulantes, a 

difusão do vetor e a outros fatores que influenciam na transmissão do VDEN (PAHO, 2011). 

No Brasil entre janeiro e março de 2012, foram registrados 76.906 casos da doença, contra 

195.894 no mesmo período de 2011  e tanto os casos  graves  como o  número de óbitos 

reduziram em 96% em 2012 (BRASIL, 2012). 

Do ponto de vista patogênico, vários aspectos da fisiopatologia da doença não estão 

bem  compreendidos.  Segundo  vários  pesquisadores,  o  mecanismo  e  a  existência  de  um 

fenômeno imunológico que amplifica a infecção viral nas células macrofágicas do indivíduo a 

partir da preexistência de anticorpos  contra o VDEN, que ao invés de conferir imunidade 

cruzada para os demais sorotipos, ocasiona alterações  imunopatológicas importantes com 

sintomatologia severa que podem resultar na morte do paciente (HALSTEAD, 1992). 

Os indivíduos infectados com o VDEN mostram-se assintomáticos ou desenvolvem 

quadro clínico,  como a Febre do Dengue (FD), que é caracterizada por febre alta, mialgia, 



 
 

22 
 

 
 
 

cefaleia, dores articulares e vômitos. Os casos denominados de Febre Hemorrágica do Dengue 

e/ ou Síndrome do Choque do Dengue (FHD/SCD) iniciam-se de forma semelhante aos casos 

de FD, porém observa-se o aumento abrupto da permeabilidade vascular que juntamente com 

a  plaquetopenia  e  as  coagulopatias  podem  levar  à  morte.  A  patogenia  da  FHD  é  mal 

compreendida  devido  à  ocorrência  de  respostas  imunológicas  atípicas  que  envolvem  a 

produção de citocinas e quimiocinas, a ativação de células T e o desequilíbrio do sistema de 

coagulação e da homeostase (SÁNCHEZ et al., 2005). 

Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento da FHD/SCD (Figura 1) temos 

fatores relacionados ao VDEN, como o sorotipo envolvido, a virulência e o tropismo celular, 

assim   como   fatores   relacionados   ao   hospedeiro,   como   idade,   resposta   do   sistema 

imunológico, sequência de infecções e fatores genéticos (GUBLER, 1998; GUZMAN, 2002; 

ZOMPI E HARRIS, 2012). A presença de anticorpos facilitadores e a virulência da cepa são 

dois dos principais fatores propostos para explicar a FHD/SCD. Estudos moleculares sugerem 

que certas mutações no genoma de alguns genótipos são de extrema importância para  o 

desfecho da doença (COLOGNA E RICO-HESSE, 2003). 

 
Figura 1: Fatores de risco para o desenvolvimento de FHD/SCD. 
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Há uma enorme carência de modelos que possam explicar de modo satisfatório a 

interação  do  VDEN  com  o  hospedeiro,  bem  como  contribuir  com  o  entendimento  da 

fisiopatologia  da  doença  com  evidências  sólidas  que  possibilitem  traçar  perspectivas  de 

incidência e re-infecção, principal fator associado com os casos de FHD/SCD. Recentemente 

inúmeros  estudos  sobre  dengue  foram  desenvolvidos  ou  estão   em  curso,  os  quais  se 

concentram:  na  dinâmica  de  infecção  e  controle  (epidemiológico,  entomológico   e  de 

vigilância em saúde pública); na fisiopatogenia e preditores moleculares, genéticos e clínicos 

(pesquisas pré-clínicas); e no diagnóstico, terapêutica, vacina e manejo clínico. Mesmo com 

grandes avanços, o número de estudos sobre dengue é incipiente para suprir as necessidades 

de conhecimentos geradas pelo grande número de casos da doença (BRASIL, 2010a). 
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2 JUSTIFICATIVA 
 

A dengue constitui a mais importante e difundida doença viral transmitida por vetores 

no mundo. No Brasil, o surgimento de epidemias e o crescente número de casos graves em 

adultos e em menores de 15 anos estão intimamente relacionados à urbanização desordenada, 

ao ineficiente controle vetorial, seja pelo surgimento de mosquitos e larvas de mosquitos Ae. 

aegypti  resistentes  a  diversos  inseticidas  e  larvicidas,   seja  pelo  deficiente  serviço  de 

saneamento ambiental nos espaços urbanos locais onde ocorre à dengue. As anuais epidemias 

de FD e a gravidade de quadros de FHD/SCD tornam prioritários estudos que promovam o 

esclarecimento  dos  fatores  envolvidos  na  patogenia  da  doença,  assim  como  ações  que 

propiciem a redução da transmissão da dengue. 

Atualmente não existe vacina licenciada contra a dengue, a qual auxiliaria na redução 

das taxas de  prevalência e incidência o que contribuiria para o controle da circulação do 

VDEN. As perspectivas de  estudos que viabilizem um modelo experimental para pesquisa 

sobre o VDEN e que possam ser usados em testes pré-clínicos de uma vacina tetravalente é de 

enorme importância. Além disso, um modelo experimental  eficiente poderá gerar enorme 

conhecimento científico acerca da patogenia e fisiopatologia da doença e dos  quadros de 

doença causado pelos sorotipos do VDEN. 

Apesar de muitos esforços ao longo das últimas décadas para se encontrar um modelo 

experimental que sirva para estudos da patogênese do VDEN, este continua sendo um desafio. 

O modelo ideal deve ser  sucetível à infecção pelo VDEN e imunologicamente capaz de 

desenvolver os sinais clínicos da doença,  semelhante ao que é observado em humanos. O 

ideal  seria  um  modelo  que  desenvolvesse  FHD/SCD,   após  uma  infecção  secundária 

(heteróloga), e que permitisse elucidar o mecanismo pelo qual ocorre a reação cruzada entre 

os anticorpos, a forma com que os linfócitos T contribuem para a patogênese da  infecção 

secundária,  o  perfil  imunológico da  resposta  celular e humoral  predominante durante as 

infecções  consecutivas, e ainda de que forma esse atuaria na neutralização do VDEN e na 

severidade dos sinais e sintomas. 

Em 2008 e 2009, no Instituto Evandro Chagas (IEC), localizado no Estado do Pará 

(PA),  para  esclarecer  o  óbito  de  um  primata  não  humano  (PNH)  do  gênero  Callithrix, 

ocorrido  durante uma  epizootia em Lauro  de  Freitas-Bahia (BA),  submeteu amostras  de 

tecidos a exame histopatológico. Este demonstrou que as lesões não eram compatíveis com o 

diagnóstico de febre amarela (principal suspeita), e sim, similarmente àquelas observadas em 

humanos com quadro de FHD/SCD. Para confirmação realizou-se teste imuno-histoquímico 

(IHQ)  para  a  pesquisa  de  antígenos  do  VDEN,  utilizando  anticorpos  policlonais,  cujo 
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resultado foi positivo, sendo este considerado o primeiro caso diagnosticado como FHD em 

PNH (DE BARROS, 2009). O relato foi considerado de extrema importância, pois se tratava 

de infecção natural em uma  espécie silvestre. Diante deste contexto, o presente projeto de 

dissertação  se  propôs  a  desenvolver  estudo  experimental  em  PNH  da  espécie  Callithrix 

penicillata com intuito de avaliar a aplicabilidade desses animais como um possível modelo 

experimental para estudos do VDEN. O VDEN-3 e o VDEN-2 foram eleitos para o estudo 

devido  evidências  virológicas  e  epidemiológicas  que  indicam  que  infecções  sequenciais 

quando causadas por esses sorotipos, estão mais frequentemente associadas à ocorrência de 

FHD/SCD (WHO, 2009; ROTHMAN, 2010) 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 
 

3.1 HISTÓRICO 
 

É difícil discernir onde e quando ocorreu o evento de cruzamento entre as espécies que 

levou ao  aparecimento de infecção causadas pelo VDEN em humanos (VASILAKIS et al., 

2011). Nas Américas, a dengue foi documentada pela primeira vez no final do século XVIII, e 

é provável que a sua chegada no continente tenha sido resultado do comércio de escravos. A 

associação entre o vírus e o tráfico de escravos, leva à conclusão de que o VDEN surgiu nas 

florestas da Europa Central e da África Ocidental, região em que os escravos foram retirados 

e onde os PNH eram abundantes (HIRSCH, 1883 apud GUBLER, 1997a; EHRENKRANZ et 

al., 1971, VASILAKIS, et al., 2011). Outros autores propõem que o VDEN teria se originado 

na Península Malay, na Malásia, a partir de um ciclo silvestre em floresta, envolvendo PNH e 

mosquitos de copas de árvores (RUDNICK E LIM, 1986; HALSTEAD, 1992). 

O ciclo de transmissão do ancestral silvestre do VDEN ainda existe e é mantido em 

PNH e espécies silvestres de mosquitos do gênero Aedes em florestas do Sudeste Asiático e 

África Ocidental (VASILAKIS et al., 2011). A existência de ciclos silvestres da dengue tem 

sido amplamente documentada no Sudeste Asiático e na África, e envolvem diversos gêneros 

de PNH e mosquitos do gênero Aedes de pelo menos três subgêneros (Stegomyia, Finlaya e 

Diceromyia) (GUBLER, 1989; GUBLER, 1997a, b, VASILAKIS E WEAVER, 2008). 

Qualquer  que  tenha  sido  a  origem  do  VDEN  sabe-se  que  seus  sorotipos  (quatro 

distintas espécies virais: sorotipo 1 (VDEN-1), sorotipo 2 (VDEN-2), sorotipo 3 (VDEN-3) e 

sorotipo  4  (VDEN-4)   são  antigenicamente  distintos,  mas  geneticamente  relacionados 

(VASILAKIS  et  al.,  2011).  Os  quatro  sorotipos  do  VDEN  que  circulam  entre  os  seres 

humanos emergiram independentemente a partir de  ancestrais progenitores silvestres que 

estavam presentes em PNH, após o estabelecimento das populações humanas (VASILAKIS et 

al., 2011). No entanto, o contato ecológico entre ciclos silvestre e populações humanas é mal 

compreendido,  e  a  doença  causada  por  cepas  silvestres  do  VDEN  é  desconhecida 

(VASILAKIS et al., 2011). 

A palavra dengue é originária da Espanha, onde foi assim denominada em torno de 
 

1800. Na África (Zanzibar), a dengue recebeu o nome de Ki Denga Pepo, ou Denga, em 
 

1823 (GUBLER, 1997a). A FD é conhecida como entidade clínica desde o século XVIII e, 

possivelmente em séculos anteriores, pois se acredita que o termo Water Poison cunhado na 

China em 992, refere-se às epidemias de dengue (GUBLER, 1997a). 

Ainda que o reconhecimento clínico tenha ocorrido no século XVIII, que a natureza 

viral da  infecção tenha sido definida pelos trabalhos de Ashburn  e Craig (1907), e que 
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houvesse a suspeita de tratar-se de uma doença transmitida por mosquitos, à confirmação 

etiológica da enfermidade da FD só foi obtida após o isolamento do VDEN-1 efetuado por 

pesquisadores japoneses e por Sabin na amostra Hawaii, em 1944 e do VDEN-2, na amostra 

New Guinea B, C e D, em 1944 (KIMURA E ROTTA, 1944; SABIN, 1952; KARABATSOS, 

1985). Posteriormente, durante a epidemia de FHD nas Filipinas foram isolados o VDEN-3, 

por Sather (1956). E em 1960, o VDEN-4 por Hammon e colaboradores (KARABATSOS, 

1985). 
 
 

3.2 MODELOS EXPERIMENTAIS 
 

A descoberta de modelos animais adequados para estudos da infecção pelo VDEN tem 

sido dificultada pela infectividade limitada e pela baixa ou ausência de replicação do VDEN 

em espécies animais deferentes da humana. Camundongos e PNH são viáveis e cada modelo 

pode ser usado para diferentes aplicações. Os PNH não desenvolvem todos os sinais clínicos 

da  dengue.  Contudo,  o  VDEN  infecta  células  relevantes  o  que  os  tornam  um  modelo 

adequado para os estudos da resposta imunológica. Em contraste, camundongos 

imunodeficientes infectados com cepas adaptadas de VDEN mostram sinais de doenças grave 

semelhante aos observados em humanos com FHD/SCD, o que favorece o uso desses animais 

em estudos de antivirais e de testes de vacinas em ensaios pré-clínicos (ZOMPI E HARRIS, 

2012). 
 

Um modelo  experimental  que  apresente  alterações  clínicas  fidedignas  ao  quadro 

observado  em  humanos  com  FD  ou  FHD/SCD  é  indispensável  para  a  compreensão  da 

fisiopatologia e da severidade da doença. Estudos experimentais que utilizam PNH do Velho 

Mundo observaram poucos sinais de doença e uma  resposta de anticorpos qualitativamente 

semelhante à encontrada em humanos (KOCHEL et al., 2005;  MONATH et al., 2005). Os 

PNH tornam-se virêmicos após inoculação subcutânea do VDEN, porém o tempo de duração 

da viremia é menor que o observado em humanos (KOCHEL et al., 2005; MONATH et al., 

2005; BERNARDO et al., 2007; ZOMPI E HARRIS, 2012). Thoisy e colaboradores (2009) 

descreveram a identificação do VDEN em diversos grupos de animais da Guiana Francesa, 

mas  a  interpretação  de  seus  resultados  requer  cuidado,  pois  sempre  se  soube  que  aves, 

roedores, marsupiais, entre outros, são refratários ao VDEN. 

Chimpanzés  e  outros  macacos  ao  serem  infectados  podem  desenvolver  títulos  de 

viremia capazes  de infectar mosquitos e de causar epizootias (SCHERER et al., 1978; DE 

SILVA, 1999; BERNARDO et al., 2007). Um estudo recente relatou sinais de hemorragia em 

macacos Rhesus, infectados com uma dose elevada de uma cepa do VDEN-2 (ONLAMOON 
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et al., 2009). Vários estudos relatam que animais infectados com VDEN desenvolvem viremia 

transitória e produzem anticorpos contra o VDEN (BLANEY et al., 2005; SUN et al., 2006; 

ONLAMOON  et  al.,  2009).   No  entanto,  nem  todos  os  PNH  infectados  com  VDEN 

desenvolvem níveis claros de viremia, bem como não apresentaram sinais clínicos da doença 

(ITO et al., 2010). Vários aspectos incluindo período de  incubação, duração da viremia e 

resposta  de  anticorpos  em  saguis  infectados  experimentalmente  com   VDEN  parecem 

reproduzir as infecções causadas pelo VDEN em humanos (VAUGHN et al., 1997). 

Omatsu  e  colaboradores  (2011)  desenvolveram  estudos  com  saguis  (Callithrix 

jacchus) e observaram altos níveis de viremia após inoculação sequencial com um dos quatro 

sorotipos de VDEN no  mesmo animal, bem como detectaram a proteína não estrutural 1 

(NS1), imunoglobulina M (IgM) e imunoglobulina G (IgG) e isolaram genoma do VDEN-2 

em amostras de urina, fígado, baço, timo, órgãos linfóides. Após aproximadamente 6 meses 

todos os PNH foram reinoculados com VDEN-2 e não foi detectado proteína NS1 no plasma 

dos saguis. Esses achados sugerem que a imunidade protetora foi induzida pela  infecção 

primária  induzindo  proteção  aos  animais  conforme  relatado  em  infecções  em  humanos 

(MIZUNO et al., 2007; POLONI et al., 2010; OMATSU, 2011). 

Nos últimos anos, muitos progressos foram alcançados pelas pesquisas que utilizam 

como modelo experimental camundongos. De fato, camundongos infectados com certas cepas 

do  VDEN  pela  via  intracerebral  resultam  em  doença  com  características  semelhante  as 

observadas em humanos, como  viremia, febre, hemorragia, trombocitopenia, elevação dos 

níveis do fator de necrose tumural (TNF-α) e paralisia flácida (MARTINEZ, 2005; YAUCH E 

SHRESTA, 2008; TAN et al., 2010). O principal obstáculo para a utilização de camundongos 

como modelo experimental para o VDEN é a falta de cepas do VDEN do tipo selvagem que 

sejam capazes de se replicar em camundongos. Isso se deve ao fato desses animais serem 

naturalmente resistentes à infecção pelo VDEN, especialmente aos isolados de infecções em 

humanos (YAUCH E SHRESTA, 2008). 

Estudos experimentais que utilizaram camundongos geneticamente modificados, como 

os camundongos NOD/SCID (do inglês Non Obese Diabetic –Severe Combined 

Immunodeficiency) que combinam deficiência dos sistemas imunológicos, adaptativo e inato, 

demonstraram  sintomatologia  semelhante  à  FD  (BENTE  et  al.,  2005;  BENTE  E  RICO- 

HESSE, 2006). O cultivo de monocamadas de células endoteliais em interação com o VDEN 

é um modelo experimental muito aceito e utilizado nos estudos de FHD/SCD (PAYREFITTE, 

2006). Sabe-se, porém, que o método de obtenção das células e o meio de cultura utilizado 



29 
 

 
 
 

podem alterar os resultados, como visto em alguns trabalhos com o Vírus da Imunodeficiência 
 

Humana (do inglês Human Immunodeficiency Vírus- HIV) in vitro (DHAWAN, 1997). 
 

 
 

3.3 TRATAMENTO E PROFILAXIA 
 

Até o momento, nenhuma droga antiviral contra o VDEN foi comercializada (ZOMPI 

E HARRIS,  2012). Em 2005, Whitby e colaboradores observaram que a Castanospermine 

inibia  a  conformação  de  proteínas  virais,  diminuía  a  secreção  viral  e  a  mortalidade  de 

camundongos infectados com VDEN pela  via intracerebral. Essa mesma droga, juntamente 

com outros antivirais foi testada em camundongos AG129 e mostraram-se eficazes, reduzindo 

a carga viral e a resposta inflamatória (SCHUL et al. 2007). 

As  vacinas  contra  o  VDEN  desenvolvidas  até  o  momento  são  de  vírus  vivos 

atenuados, vírus inativados ou de subunidades virais que utilizam proteínas do envelope (E) 

ou do peptídeo  pré-membrana (pM) ou ainda a proteína NS1. (CLEMENTS et al., 2010; 

MELLADO-SANCHEZ et al., 2010). Vacinas de vírus vivos atenuados podem ser testadas 

em camundongos devido ao baixo nível de  replicação viral nesses animais. Camundongos 

imunocomprometidos  infectados  com  VDEN  pela  via  intracerebral  desenvolvem  sinais 

neurológicos e paralisia, o que favorecem a avaliação da eficácia da vacina (ZHENG et al., 

2011). Johnson e colaboradores, em 1999 observaram que camundongos A129, sustentam a 

replicação do VDEN, apresentam anticorpos totais específicos de longa duração e de proteção 

homólogos  e  heterólogos.  Estudos  de  vacinas  terapêuticas  que  utilizaram  camundongos 

imunocomprometidos obtiveram bons  resultados. No entanto, esses animais desenvolveram 

níveis  de  viremia  limitados  mesmo  quando  altos   títulos  de  VDEN  foram  inoculados 

(BALSITIS et al., 2010; SHRESTHA et al., 2010). Os PNH são muito úteis para os estudos 

de replicação e imunogenicidade em vacinas de vírus vivos atenuados (DURBIN et al., 2011; 

OSORIO et al., 2011). Macacos Rhesus, Cynomolgus e Owl têm sido candidatos a modelos 

em estudos de vacinas (KORAKA et al., 2007). 



30 
 

 
 
 

3.4 ETIOLOGIA 
 

Segundo o oitavo relatório do Comitê Internacional de Taxonomia Viral (ICTV), o 

VDEN pertence  ao gênero Flavivirus, à família Flaviviridae (CITV, 2005). A classificação 

taxonômica é realizada em função das propriedades físicas, químicas e biológicas. Os critérios 

sorológicos foram utilizados para a classificação antigênica no grupo B e mais recentemente, 

estudos moleculares das sequências de nucleotídeos do genoma  dos sorotipos do VDEN 

permitiram  a  classificação  desses  em  diferentes  genótipos  (LINDENBACH  et  al.,  2007; 

VASILAKIS E WEAVER, 2008; WEAVER E VASILAKIS, 2009). 

As partículas virais do VDEN são esféricas com 50 a 60 nm de diâmetro, constituídas 

por um core de  ribonucleoproteínas que é envolto por um envelope de lipoproteínas com 

aproximadamente 10 nm de espessura. O genoma do VDEN consiste em uma fita única de 

RNA (ssRNA) com cerca de 11 kilobases (kb) e, por possuir polaridade positiva, comporta-se 

na célula hospedeira infectada como RNA mensageiro (CHAMBERS et al., 1990). 

O genoma do VDEN possui uma única sequência de leitura aberta (do inglês Open 

Read Frame-ORF) com 10.233 nucleotídeos que orienta a síntese de uma longa poliproteína, 

a qual pode ser clivada por proteases virais e celulares dando origem a proteínas estruturais e 

não  estruturais  individuais  (VAN  REGENMORTEL  et  al.,  2000).  De  fato,  esses  genes 

codificam dez proteínas virais, incluindo três  estruturais designadas: C (proteína do core 

viral), M (proteína da membrana e seu precursor intracelular prM) e E (proteína do envelope 

viral) e sete não estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5),  responsáveis 

pelas  atividades  regulatórias  e  pela  expressão  viral,  incluindo  replicação,  virulência  e 

patogenicidade  (ROTHMAN,  2004).  Nas  extremidades  5'  e  3'  existem  regiões  não 

codificadoras (RNC), com aproximadamente 100 e 400 nucleotídeos, respectivamente. Tais 

regiões possuem sequências conservadas e estruturas secundárias de RNA que direcionam os 

processos de replicação  genômica, tradução  e  empacotamento viral  (CHAMBERS et al., 

1990; VAN REGENMORTEL et al., 2000). O quadro 1 cita as principais características e 

possíveis funções das proteínas do VDEN. 
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Quadro 1: Principais características e possíveis funções das proteínas do VDEN. 

 

 

(Continua) 
 

Proteína 
 

Características 
 

Possíveis funções 

 
 
 

C 

Proteína do nucleocapsídeo 
 

viral; 
 

Peso molecular 13 kDa. 

Formação do precursor do nucleocapsídeo e 
 

ligação do RNA; Não é capaz de produzir 

anticorpos neutralizantes, porém induz a produção 

de anticorpos fixadores do complemento. 

 
 
 

prM 

Precursora da proteína M; 
 

Presente na membrana de 

partículas virais imaturas; 

Peso molecular 27-31 kDa. 

Talvez esteja envolvida na morfogênese e 
 

transporte viral; 
 

Em conjunto com a proteína E, previne a 

catalisação por proteases celulares. 

 

M 
Proteína de membrana das 

 

partículas virais maduras. 

Componente associado à ligação e introdução do 
 

vírus na célula. 

 
 
 
 

NS1 

Corresponde ao antígeno 
 

fixador do complemento; 

É altamente conservada; 

Peso molecular 46 kDa. 

Participa da maturação da partícula viral; 
 

Participa na indução de anticorpos protetores; 
 

É expressa no início da infecção sendo detectada 

na membrana plasmática das células infectadas e 

em fluídos corpóreos. 

 
 

NS2a 

Hidrofóbica e pouco 
 

conservada; 
 

Peso molecular 22 kDa. 

Participa na replicação do RNA viral; 
 

Participa no processo de maturação da NS1; 

É co fator do domínio de helicase da NS3. 

 
 
 

NS2b 

Hidrofóbica e pouco 
 

conservada; 
 

Peso molecular 14 kDa. 

Possível componente da protease/ replicase; 
 

É cofator do domínio de serina protease da NS3; 

Modula a permeabilidade da membrana durante a 

infecção viral. 

 
 
 
 

NS3 

Altamente conservada; 
 

Peso molecular 70 kDa. 

Multifuncional: processa a poliproteína; 
 

Participa na clivagem das proteínas: serina 

protease, helicase e trifosfatase (RTPase); 

Participa da replicação do RNA e na formação do 

cap na extremidade 5’. 

 
 

NS4a 

Hidrofóbica e pouco 
 

conservada; 
 

Peso molecular 16 kDa. 

Cofator do complexo de replicação; 
 

Esta associada à membrana. 
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(conclusão) 
 

Proteína Características Possíveis funções 

 
 

NS4b 

Hidrofóbica e pouco 
 

conservada; 
 

Peso molecular 17 kDa. 

Possível componente da replicase. 

 
 
 
 

NS5 

É a maior e a mais 
 

conservada proteína dos 

flavivírus; 

Localiza-se no citoplasma; 

Peso molecular 130 kDa. 

RNA polimerase-dependente de RNA; 
 

Participa no processamento da adição do cap. 

Fonte: Adaptado de Chambers et al., 1990; Monath e Heinz, 1996; Lindenbach e Rice, 2003; Van 

Regenmortel et al., 2000; Lindenbach et al., 2007. 
 
 

3.5 REPLICAÇÃO VIRAL 
 

Na infecção natural a replicação viral pode ser detectada aproximadamente 15 horas 

após a  infecção pelo VDEN (NOISAKRAN E PERNG, 2008). Monócitos, macrófagos e 

células dendríticas (CDs), incluindo as células de Langerhans do tegumento, são os principais 

alvos da infecção pelo VDEN. Após a  infecção essas células migram para os linfonodos e 

outros  órgãos  linfóides  (JESSIE  et  al.,  2004;  LEONG  et  al.,  2007).  Células  dendríticas 

apresentam os antígenos virais aos linfócitos T CD4
+  

e esses ativam macrófagos que migram 
 

para o sítio de infecção, iniciando o processo de fagocitose (CHATURVEDI et al., 2006). Os 

macrófagos são intensamente infectados pelos vírus, no entanto, supõe-se que outras células 

de outros tecidos também sejam  alvos da replicação viral onde há células diferenciadas da 

linhagem  monócitos-macrófagos,  como  é  o   caso   das  células  de  Kuppfer  do  fígado 

(CHATURVEDI et al., 2006). 

A entrada do VDEN em macrófagos pode ocorrer: i) pela interação da proteína E com 

receptores celulares; ii) pela opsonização da partícula viral por anticorpos, sendo internalizado 

via receptores Fc, o que aumenta a internalização dos VDEN, assim como o título viral nas 

células  macrofágicas,  caracterizando  o  efeito  imunofacilitador  do  anticorpo;  iii)  ou,  por 

endocitose mediada por clatrina. Entretanto, estudos  recentes demonstraram que o VDEN, 

dependendo do sorotipo e/ou do tipo de célula alvo, é capaz de utilizar uma via alternativa de 

internalização, independente de clatrina (ACOSTA et al., 2008). 

Uma vez internalizado após a endocitose, o conteúdo do nucleocapsídeo é liberado no 

citoplasma. Esse nucleocapsídeo desprovido de envelope sofre a ação de enzimas celulares, 

expondo  o  genoma  viral  (CHAMBERS  et  al.,  1990;  HENCHAL  E  PUTNAK,  1990; 
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RODENHUIS-ZYBERT  et  al.,  2010).  O  genoma  viral  exposto  no  citoplasma  da  célula 

hospedeira participa de três processos distintos: atua como RNA mensageiro direcionando a 

síntese de proteínas virais; serve como fita molde para a replicação do genoma; e, por fim, 

será envolto por proteínas virais que compõem a partícula viral (RICE, 1996; HARRIS et al., 

2006). O genoma viral é traduzido em uma longa poliproteína que, por sua vez, é clivada por 

proteases celulares originando as proteínas estruturais e não estruturais. A NS3 por ser uma 

serinaprotease é a  responsável pela clivagem das proteínas não estruturais, ao passo que a 

clivagem  das  proteínas  estruturais   é   realizada  pela  peptidase  das  células  hospedeiras 

(LINDENBACH E RICE, 2003). 

A replicação inicia com a interação entre NS5, o RNA genômico e alguns fatores 

celulares. O  processo começa com a síntese da fita de RNA negativa intermediária, a qual 

serve de molde para a síntese  de novas fitas de RNA genômicas de polaridade positiva 

(HENCHAL E PUTNAK, 1990; LINDENBACH E RICE, 2003). Presume-se que a atividade 

da RNA trifosfatase da NS3, desfosforila a região 5' do RNA genômico, preparando-o para 

receber o cap sintetizado pela NS5 (HEINZ E ALLISON, 2003). 

O RNA recém-sintetizado é posteriormente embalado pela proteína C formando o 

nucleocapsídeo. Segundo Chambers e colaboradores (1990), o domínio básico da proteína C 

interage com o ssRNA para formar o nucleocapsídeo, e o segmento hidrofóbico desta proteína 

funciona como sítio de ancoragem para o precursor prM e para a proteína E que, desta forma, 

interagem  com  a  membrana  do  retículo  endoplasmático  rugoso  (RER)  para  compor  o 

envelope. O precursor prM e a proteína E quando formadas são orientadas para o lúmen do 

RER,  onde  se  associam  à  proteína  C,  formando  um  trímero  que  orienta  o  VDEN  ao 

brotamento. O encapsulamento do nucleocapsídeo não é crucial para a formação e liberação 

de   partículas   virais,   isto   porque   partículas   subcapsuladas   têm   sido   frequentemente 

documentadas (RODENHUIS- ZYBERT et al., 2010). 

As partículas virais são transportadas através de uma via secretória ao aparelho de 

Golgi (AG). O  pH ligeiramente ácido (~5,8 - 6,0) do AG provoca dissociação do peptídeo 

prM e da proteína E heterodímero. Esta reorganização estrutural global das proteínas permite 

que endonucleases celulares dissociem o precursor prM, levando a geração da proteína M e do 

peptídeo ''pr''. Estudos recentes mostram que o peptídeo ''pr'' permanece associado à partícula 

viral até o mesmo ser secretado para o meio externo e que, juntamente com a proteína M, atua 

na estabilização da proteína E, durante o trânsito na via secretória, impedindo mudanças 

conformacionais que possibilitem a proteína E fundir-se com a membrana (RODENHUIS- 

ZYBERT et al., 2010). Além disso, o precursor prM é importante para a estabilização do pH 
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ácido devido as suas propriedades de fusão viral, hemaglutinação e infectividade (HEINZ E 

ALLISON,  2003).  Após a dissociação com o peptídeo ''pr'' vírions maduros são secretados 

para o meio externo (Figura 2). 

 
Figura 2: Esquema do ciclo de replicação do vírus dengue. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: Adaptado de Rodennhuis-Zybert et al., 2010. 
 
 
 
 

3.6 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 
 

A sintomatologia causada pelo VDEN inicia após um período de incubação médio que 

varia de 2 a 8  dias (FONSECA E FIGUEIREDO, 2009). A infecção pelo VDEN pode ser 

assintomática ou apresentar um amplo espectro de manifestações clínicas, incluindo quadros 

hemorrágicos  com  ou  sem  choque  (SOUZA   et   al.,  2008).  O  quadro  clínico  inicia 

abruptamente, e geralmente é seguido por três fases: febril, crítica e recuperação (Figura 3) 

(WHO, 2009). 
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Figura 3: Esquema temporal aproximado da dinâmica da dengue. 
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Fonte: Adaptado de Yip, 1980. 
 

 
 

A Organização  Mundial  da  Saúde  (OMS)  em  uma  abordagem  que  visa  fornecer 

informações sobre conduta clínica, controle vetorial, diagnóstico laboratorial, vigilância, entre 

outros, classificou a doença em febre do dengue e dengue severa (WHO, 2009). Contudo, o 

Ministério da Saúde do Brasil (MS) em sua publicação Dengue: diagnóstico e manejo clínico- 

Adulto e criança (2007) reconhece três formas de apresentação da doença: a FD, a FHD/SCD 

e dengue com complicações (BRASIL, 2007). 

A FD é uma doença aguda e autolimitada. É associada à ocorrência de febre (≥ 38,5 
 

0
C) que dura aproximadamente 2-7 dias, dor retro orbitária, cefaleia de grau variável, erupção 

maculopapular, dores musculares e articulares, frequentemente acompanhada por leucopenia. 

Ressalta-se que esses sintomas são observados na maioria dos pacientes (WHO, 2001; SILVA 

E ANGERAMI, 2007; OMATSU et al., 2011; SIMMONS et al., 2012). 

A FHD/SCD apresenta inicialmente sintomatologia semelhante à FD, no entanto, entre 

o segundo e o  quarto dia de doença, durante o período de defervescência, observa-se o 

extravasamento  de  líquidos  para   o  interstício  que  resultam  em  derrame  cavitário  e 

plaquetopenia. É observada ainda a ocasional diminuição da pressão diferencial que provoca 

tonturas, sudorese fria e taquicardia, bem como dores abdominais e fenômenos hemorrágicos 

(prova do laço positiva, petéquias, gengivorragia, sangramento  gastrointestinal, hematúria e 

metrorragia).  Nos  casos  graves  pode  ocorrer  grande  diminuição  de  volume  plasmático 
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intravascular e, consequente, choque hipovolêmico que pode levar a morte 

(NOISAKRAN E PERNG, 2008; BRASIL, 2010b; SIMMONS et al., 2012). 

Segundo o MS, a FHD é diagnosticada quando se observa após a presença de 

febre intermitente   por   2   a  7   dias,   fenômenos   hemorrágicos,   trombocitopenia   

(≤   100.000 células/mm
3
) com  hemoconcentração, hematócrito (HCT) com aumento 

de 20% do valor basal ou valores superiores a 45% em crianças, 48% em adultos do 

gênero feminino e 54% em adultos do gênero masculino e/ou presença de  derrame 

pleural, pericárdico, ascite ou hipoalbuminemia (BRASIL, 2010b; SIMMONS et al., 

2012). A FHD é classificada de acordo com critérios clínicos, conforme descrito no 

quadro 2. 

 
 

Quadro 2: Classificação e manifestações clínicas da FHD. 

 

Classificação Manifestações clínicas da FHD/SCD 

 

Grau I 
Febre  acompanhada  de  sintomas  não-específicos,  em  que  a  única 

 

manifestação hemorrágica é a prova do laço positiva. 

 
 

Grau II 

Manifestações   do   grau   I   acrescidos   de   sangramentos   espontâneos 
 

normalmente  no  tegumento,  petéquias,  epistaxe,  gengivorragia,  entre 

outros. 

 

Grau III 
Manifestações de colapso circulatório com brusca diminuição da pressão 

 

sanguínea (< 20 mm Hg) ou hipotensão arterial. 

 
 

Grau IV 

Choque  profundo  com  pressão  arterial  e  pulso  imperceptível.  Cabe 
 

ressaltar que a FHD compreende todos os quatro graus, sendo os dois 

últimos considerados como SCD. 

Nota: FHD=Febre Hemorrágica do Dengue; SCD=Síndrome do Choque do Dengue. 
Fonte: Mcbridea e Bielefeldt-Ohmannb, 2000; Brasil, 2009; Brasil, 2010b. 

 
 

É considerado dengue com complicações todo caso de dengue que não se 

enquadra nos  critérios  de  FHD  do  MS,  e quando  a  classificação  de  FD  é 

insatisfatória devida o potencial de risco. Nessa situação,  a presença de um dos itens 

clínicos e/ou laboratoriais descritos a seguir caracteriza o quadro: alterações 

neurológicas, disfunção cardiorrespiratória, insuficiência  hepática,  hemorragia  

digestiva  significativa   (volumosa);  derrame  pleural, pericárdico e ascite, 

trombocitopenia inferior a 20.000/mm
3  

ou leucopenia igual ou inferior a 

1.000/mm
3  

(BRASIL, 2007; 2010b). 
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3.7 EPIDEMIOLOGIA 
 

Os primeiros  surtos  de  dengue  foram  reportados  no  final  do  século  XVIII,  mais 

especificamente  entre os anos de 1779 e 1780, em Java (sudoeste asiático), na Filadélfia 

(Estados Unidos da América-EUA) e no Cairo e Alexandria (Egito). A primeira epidemia de 

FHD ocorreu em 1953 nas Filipinas, e causou a morte de 40% dos infectados que sofriam de 

hemorragias  graves  e/ou  choque  (GUBLER,  1998;  GUBLER,   2006;   VASILAKIS  E 

WEAVER, 2008; BHARAJ et al., 2008). 

Nas Américas o VDEN circula desde o século XVIII, porém nas primeiras décadas do 

século  XX  ocorreu  um  silêncio  epidemiológico  que  coincidiu  com  a  campanha  para  a 

eliminação da transmissão urbana da febre amarela. Somente na década de 1960 registrou-se a 

reintrodução nas Américas do VDEN-2 e do VDEN-3, que foram associados à ocorrência de 

várias epidemias de FD (GUBLER, 1987; TEXEIRA et al.,  1999). Atualmente os quatro 

sorotipos do VDEN circulam nas Américas (TEMPORÃO et al., 2011). A OMS estima que 

em torno de 2,5 bilhões de pessoas se encontram na área de risco e desse total, 50 milhões 

serão infectados pelo VDEN anualmente (Figura 4) (HALSTEAD, 1997; PAHO, 2011). Nas 

Américas até a sétima  semana epidemiológica de 2012 foram registrados 62.643 casos da 

doença, desses 899 graves e 69 óbitos, uma redução de 35,4% dos casos quando comparado 

ao mesmo período de 2011. Entre os países das  Américas o  Brasil lidera o  número de 

registros da doença com 40.486 casos e 32 óbitos (PAHO, 2011; PAHO, 2012). 

 
Figura 4: Mapa das áreas de risco de transmissão do vírus dengue. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Suscetibilidade para 
transmissão da dengue 

 

Alta suscetibilidade 
 

Baixa suscetibilidade 
 

Áreas não endêmicas 

 
Fonte: Simmons et al., 2012. 
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No Brasil há referências de epidemias de dengue desde o século XIX (FONSECA E 

FIGUEIREDO,  2009). No século XX, há registro da doença no Estado de São Paulo (SP) 

(1916) e em Niterói no Estado do  Rio de Janeiro (RJ) (1923). Contudo, sem diagnóstico 

laboratorial.  A  primeira  epidemia  com  confirmação  laboratorial  ocorreu  em  Boa  Vista- 

Roraima  (RR)  (1981-1982)  e  foi  causada  pelos  sorotipos  VDEN-1   e  VDEN-4,  que 

provavelmente foram introduzidos no Brasil a partir de países vizinhos da América do Sul. O 

surto foi controlado devido a um esforço nacional para o controle da densidade vetorial 

(TRAVASSOS  DA ROSA et  al.,  1982;  OSANAI et  al.,  1983;  OSANAI,  1984;  SILVA 

JÚNIOR E PIMENTA JÚNIOR, 2008; BRASIL, 2009). Em 1986 foi registrada a ocorrência 

de epidemias pelo VDEN-1, inicialmente no RJ, disseminando-se rapidamente, no primeiro 

momento  para os  Estados  de Alagoas  (AL)  e Ceará (CE)  e  depois  para outros  Estados 

(SILVA JÚNIOR E PIMENTA JÚNIOR, 2008; FONSECA E FIGUEIREDO, 2009). Durante 

a década de 1990 ocorreu um aumento significativo da incidência da doença, reflexo da ampla 

dispersão vetorial e da introdução do VDEN-2. Os primeiros casos da doença ocorreram no 

RJ (1990) e posteriormente em Tocantins (TO) e AL (1991), BA e CE (1994) (NOGUERA et 

al., 1995; VACONCELOS et  al., 1995; VACONCELOS et al., 1999). Em 1990 e 1991, o 

VDEN-2 provocou no RJ uma epidemia com  grande número de casos de FHD, os quais 

provavelmente ocorreram em pessoas previamente expostas ao VDEN-1 durante as epidemias 

dos  anos  anteriores  (NOGUEIRA et  al.,  1993;  SILVA JÚNIOR  E  PIMENTA  JÚNIOR, 

2008). 
 

Em 2000 foi isolado pela primeira vez o VDEN-3 de um caso importado em São Paulo 

(ROCCO et al., 2001) e em seguida ocorreram casos autóctones no RJ (2000-2001), em RR 

(2001) e posteriormente em vários outros Estados (BRASIL, 2010c). Pinheiro e colaboradores 

(2005)  detectaram  a  circulação  de  VDEN-3  em  Manaus-  Amazonas  (AM)  em  lotes  de 

mosquitos Ae. aegypti em períodos entre a ocorrência de  epidemias  na Região Norte do 

Brasil.  Nesse  período,  diante  da  cocirculação  dos  três  sorotipos  do  VDEN  no  território 

brasileiro, observou-se o aumento da gravidade dos quadros clínicos, principalmente após a 

introdução do VDEN-3 (CASTRO et al., 2003a; CASALI et al., 2004; NETO et al., 2004; 

MONTENEGRO et al., 2006). 

No período compreendido entre 1982 a 2008 foram registrados cerca de 8 milhões de 

casos de FD, aproximadamente 10 mil casos de FHD e cerca de 3 mil óbitos no Brasil (WHO, 

2009). De janeiro a outubro de 2010, os casos de dengue no país aumentaram 189,8% em 

relação ao mesmo período de 2009 (BRASIL, 2010d). A Figura 5 apresenta a incidência de 

dengue de acordo com o município de residência, nos meses de janeiro a março de 2010 e 
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2011. Em 2010, observou-se alta transmissão na região Centro-Oeste e em 2011, no mesmo 

período,  observou-se a elevada difusão da doença em todas as regiões do país (BRASIL, 

2010e). O comparativo do período de janeiro a março de 2011 com o mesmo período do ano 

de 2012 no  Estado do Pará apontou uma redução de 63% dos casos de dengue (BRASIL, 

2010e; BRASIL, 2012). 
 
 

Figura 5: Incidência da dengue de acordo com o município de residência. Brasil, Janeiro a 

Março 2010 e 2011. 
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Fonte: BRASIL, 2010e. 

 

 
 

Em 2010 a confirmação de casos de VDEN-4 em RR revelou a recirculação deste 

sorotipo, que desde 1982 não era detectado no país (OSANAI et al., 1983; TEMPORÃO et 

al., 2011). Logo em seguida foram detectados casos da doença causados pelo VDEN-4 nos 

Estados do Amazonas e do Pará (BRASIL, 2011a, b, c). Atualmente, o VDEN-4 também foi 

identificado nos estados de Pernambuco (PE), BA, CE, Piauí (PI), RJ, SP, Maranhão (MA), 
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Rio Grande do Sul (RS) (caso importado) e Espírito Santo (ES). O VDEN-4 circula há vários 

anos  em  países  da  América,  incluindo  Peru,  Bolivia,  Colômbia,  Paraguai,  Equador  e 

Venezuela (BRASIL, 2010d, e;  2011a, b, c). No Brasil o alerta para a disseminação do 

VDEN-4 se justifica pelo risco de novas epidemias associadas à ocorrência de casos graves, 

haja vista à ausência de imunidade a esse sorotipo (BRASIL, 2010d). 

 
 

3.8 IMUNOPATOGENIA 
 

3.8.1 Imunopatogenia da Febre do Dengue 
 

As CDs reconhecem o VDEN através de receptores de lectina-C e receptores Toll-like 

(RTLs). Os receptores de Lectina tipo C desempenham papel importante no estabelecimento 

do contato inicial entre as CDs e os linfócitos T em repouso (GEIJTENBEEK et al., 2002). As 

partículas  virais  após  serem  capturadas  pelas   CDs  são  endocitadas  e  degradadas  em 

endossomos,  e  os  peptídeos  imunogênicos  gerados  são  apresentados  pela  molécula  do 

Complexo Principal de Histocompatibilidade (do inglês Major Histocompatibility Complex- 

MHC) classe II, também conhecido como antígenos leucocitários humanos (do inglês Human 

Leucocyte Antigen- HLA), aos linfócitos T auxiliares CD4
+  

(do inglês linfócitos T helper-Th) 
 

que irão produzir interferon γ (IFN-γ), interleucina 2 (IL-2) e fator estimulador de colônias de 

macrófagos e granulócitos em resposta ao estímulo antigênico viral (LIBRATY et al., 2001; 

SÁNCHEZ et al., 2005; GOMES et al., 2008). 

Por outro lado, as CDs em resposta à infecção secretam fator de necrose tumoral-  

(TNF- ) e IFN-γ, bem como expressam marcadores de maturação, tais com HLA-DR, CD11 

e  CD83  que  estimulam  a   sua  proliferação  (LIBRATY  et  al.,  2001).  Em  um  estudo 

longitudinal realizado em pacientes com FD observou-se o aumento das CDs na fase aguda da 

doença,  o  que  acarretou  a  diminuição  da  gravidade  da  doença.  As  CDs  que  expressam 

molécula de adesão celular (ICAM3) podem desempenhar um papel  importante no contato 

inicial com linfócitos T ―naive‖ para o VDEN (linfócito T ou B maduros que nunca entraram 

em contato com antígenos do VDEN), bem como na produção de citocinas pró-inflamatórias 

(ABBAS  et  al.,  2008;  SÁNCHEZ  et  al.,  2005).  Estudos  que  utilizaram  inoculação  via 

intradérmica de VDEN-2 em camundongos e macacos observaram a migração ativa de CDs 

da epiderme no prazo de 24h. Tal fato  constatou a importância das CDs nos momentos 

iniciais da infecção causada pelo VDEN (SÁNCHEZ et al., 2005). 

Os  RTLs  são  proteínas  citoplasmáticas,  transmembrana  e  estão  envolvidos  no 

reconhecimento de ligantes microbianos e na expressão de diferentes genes de citocinas e/ou 

de moléculas coestimuladoras produzidas pelos fatores de transcrição nuclear (NF-kB, AP1 e 
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ELK-1). O mecanismo de sinalização dos RTLs envolve o domínio de receptores Toll/IL-1 

(RTI), e está presente em todos os RTLs e nos membros da família da interleucina 1- receptor 

(IL-1R) que são os  responsáveis por iniciar uma cascata de sinalização via Jak/START. A 

ativação de membros da família  IL-1R-quinase associada à família IRAK ativam domínios 

que levam à célula a apoptose. Uma vez  fosforilada  a IRAK1 e a IRAK4 dissociam-se do 

complexo  receptor  e  associam-se  ao  TRAF6  que  induz  a  expressão  de  citocinas  pró- 

inflamatórias. No entanto, vias de sinalização individual de RTLs são divergentes, embora o 

MyD88 seja comum a todas. É possível que ocorram vias dependentes e independentes  de 

MyD88 (BELL, 2003; TAKEDA E AKIRA, 2004). 

Acredita-se   que   moléculas   de   RTLs   tipo   7,   8   e   9   estejam   envolvidas   no 

reconhecimento viral em endossomos (SÁNCHEZ et al., 2005). Lund e colaboradores (2004) 

ao utilizar camundongos com deficiência de RTL7 demonstraram que o RNA viral estimula 

células infectadas a produzirem IFN- , pela via dependente de MyD88. Esse achado foi de 

extrema importância para as análises das interações dos RTL3 e  RTL7 como componentes 

virais durante a interiorização endossomal (SÁNCHEZ et al., 2005). 

As células Natural Killer (NK) constituem uma população de linfócitos T que está 

envolvida na imunidade inata. Macrófagos e CDs infectadas secretam IL-2 e IL-12 e IFN /  

e recrutam células NK aos órgãos e tecidos infectados pelo VDEN. As células NK expressam 

receptores, tais como NKp46 e o NKp30 e  destroem as células infectadas, especialmente 

aquelas que exibem níveis reduzidos de moléculas HLA classe I, por meio de citólise direta e 

citotoxidade  anticorpo-dependente  (Figura  6)  (KURANE  et  al.,  1986;  SÁNCHEZ  et  al., 

2005). A destruição das células infectadas pelo VDEN geralmente ocorre antes dos linfócitos 

T citotóxicos CD8
+  

(LTCs) antígeno específicos se tornarem completamente ativos. Estudos 

realizados por Sánchez e colaboradores (2005) sugerem um papel potencial da ativação das 

células NK nos primeiros momentos da infecção primária causada pelo VDEN. 
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Figura 6: Hipótese da resposta imunológica inata gerada em infecções causadas pelo VDEN. 
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Nota: NK= célula ―Natural Killer‖; IL-2= interleucina 2; IL-10/ 12= interleucina 10/ 12; INF-γ/α/β= 

interferon gama/ alfa / beta; CD= célula dendrítica; TNF-α= fator de necrose tumoral alfa; VDEN= 
Vírus Dengue; INF-R1= receptor solúvel de interferon; Jak/START= proteína Janus kinase/ proteína 

do  citoplasma  START  (Transdutor  de sinal  de  transcrição ativada); TRAF6= fator  associado  ao 
receptor de necrose tumoral; NF-kB= fator nuclear kB; AP-1= proteína de ativação 1; ELK-3= enzima 

que estimula a transcrição de Fos, componente do fator de transcrição da AP-1; RTL 3/7/8= receptor 

Toll like 3/7/8; dsRNA= RNA fita dupla;  ssRNA= RNA fita simples; CpG DNA= DNA sintético 
contendo sequências CpG; ?= via desconhecida. 

Fonte: Adaptado de Sánchez et al., 2005. 
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Juffrie   e   colaboradores   (2000)   ao   avaliarem   crianças   infectadas   com   VDEN 

observaram o  aumento de IL-8 que está diretamente relacionada com a desgranulação dos 

neutrófilos. Análises  do  sangue  de pacientes com FHD/SCD mostraram um aumento de 

neutrófilos imaturos 5-6 dias após o início dos sintomas. Esses dados indicam que neutrófilos 

imaturos podem facilitar a ativação do complemento, do sistema fibrinolítico e da coagulação. 

Butthep (1993) observou um número elevado de neutrófilos e plaquetas  interagindo com 

células endoteliais, o que pode explicar a neutropenia e a trombocitopenia observada em 

pacientes com FHD/SCD. 

A liberação de IFN-  parece ser crítico durante a resposta imunológica precoce e na 

resistência  ao  VDEN.  Camundongos  deficientes  de  IFN- /   e  de  receptores  de  IFN-  

morreram após inoculação  intraperitoneal de VDEN adaptado. O IFN mostrou-se um forte 

inibidor  da  replicação  viral  em  diferentes  tipos  celulares  que  haviam  sido  tratados  com 

citocinas antes da exposição ao VDEN. No entanto, tem sido observado que o IFN tem pouco 

efeito sobre o VDEN após o estabelecimento da replicação viral, o que sugere que o IFN não 

está plenamente envolvido na replicação viral, o que explicaria os elevados títulos virais 

associados aos altos níveis de IFN observados durante algumas infecções. Assim, o IFN- /  

desempenha um papel importante nos mecanismos de defesa das células hospedeiras contra o 

VDEN (SÁNCHEZ et al., 2005). 

A ativação de CDs, células NK, neutrófilos juntamente com a produção de citocinas, 

quimiocinas e do complemento desempenham papel importante na resposta imunológica inata 

e  no  desencadeamento  da  resposta  imunológica  adaptativa  que  envolve  a  ativação  de 

linfócitos T CD4
+
/CD8

+  
e linfócitos B  (SÁNCHEZ et al., 2005). Na infecção primária os 

anticorpos produzidos pelos linfócitos B ligam-se aos  epítopos da proteína E do envelope 

viral e promovem a lise viral por fixação do complemento. Esses anticorpos por meio de seus 

receptores Fc das IgG facilitam a ação citotóxica dos LTCs sobre as células infectadas com 

VDEN (GOMES et al.,  2008). Os  LTCs agridem diretamente as células infectadas com 

VDEN, que expressam receptores HLA tipo I, lisando-as (MONATH E TSAI, 1997). As 

proteínas  NS1,  NS3  e  E  estimulam  a  ação  citotóxica  dos  linfócitos,  restando,  após  a 

primoinfecção, uma quantidade decrescente de anticorpos subneutralizantes e a presença das 

células de memória (GUIMARÃES, 1999). 

As citocinas observadas nas respostas celular e humoral são de extrema importância 

para a modulação da resposta imunológica durante as infecções causadas pelo VDEN. Essas 

respostas atuam de forma antagônica, o IFN-γ modula negativamente a resposta humoral, e a 

IL-4 e a IL-10 modulam  negativamente a resposta celular, o que permite a homeostase e o 
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balanceamento da resposta imunológica (MILLS E MACGUIRK, 2004). Numerosos estudos 

indicam que as  concentrações de citocinas, de mediadores e de receptores solúveis podem 

estar significativamente  aumentadas  durante a infecção por dengue. Análises de soros de 

pacientes infectados com o VDEN indicam que as concentrações de IL-10, TNF-α, IL-8, IL- 

12, IFN-γ/α, elastase e receptores solúveis de TNF e IL-2 estão aumentados durante FD e/ou 
 

FHD (FINK E VASUDEVAN, 2006). 
 

Chaturvedi e colaboradores (2000) observaram a mudança da resposta celular dos 

casos de FD para o tipo humoral em casos graves de FHD grau IV. O perfil de citocinas dos 

pacientes com FD foi caracterizado pelo aumento dos níveis de IFN-γ e IL-2 e ausência de IL- 

4, IL-6 e IL-10, uma resposta típica do tipo celular, enquanto que na FHD grau  IV os 

pacientes apresentaram níveis elevados de IL-4, IL-6 e IL-10 e níveis diminuídos ou ausentes 

de IL-2 e IFN-γ, característico de uma resposta do tipo humoral. 

A IL-12 tem efeito sobre a regulação de células da resposta celular, enquanto sua 

ausência desloca o equilíbrio no sentido da resposta humoral. Níveis elevados de IL-12 foram 

vistos nos pacientes com FD e ausência completa de IL-12 nos pacientes com FHD graus III e 

IV (PACSA et al., 2000). Assim, a IL-12 pode  exercer importante papel na prevenção da 

FHD, mantendo a resposta do tipo celular (CHATURVEDI et al., 2000). 

 
 

3.8.2 Imunopatogenia da Febre Hemorrágica do Dengue 
 

A hipótese  mais  aceita  sobre  a  patogenia  da  FHD  foi  a  defendida  por  Haltead, 

conhecida como ―teoria sequencial‖ (HALTEAD, 1970; 1980; 1981). O princípio dessa 

teoria seria que anticorpos adquiridos  em  infecções prévias pelo VDEN, ou anticorpos 

maternos recebidos  passivamente (em  menores  de um  ano  de idade), não teriam  a 

capacidade de neutralizar a nova infecção por um sorotipo heterólogo, mas ativariam grandes 

quantidades de partículas  virais  para  dentro  das  células  fagocitárias  o  que  resultaria  em  

alterações  na hemodinâmica que podem evoluir para FHD/SCD com ou sem morte 

(HALSTEAD, 1980; 

1981). 
 

Outra  hipótese  para  a  FHD  é  a  desregulação  da  resposta  imunológica  do  tipo 

transitória, expressa por superprodução de citocinas, mudanças da resposta tipo celular para 

resposta humoral e inversão da reação CD4
+
/ CD8

+  
(CHATUVERDI et al., 2000; MUSTAFA 

et  al.,  2001;  YANG,  2001;  ROTHMAN,  2011).  Além  disso,  a  variação  nos  epítopos 

antigênicos do VDEN pode contribuir para modulação da resposta imunológica 

(HALSTEAD, 1981). Existem ainda relatos que a variação na virulência das cepas do VDEN 

determina a gravidade da infecção (ROSEN, 1977). Há também a hipótese que considera os 



45 
 

 
 
 

fatores de risco individuais e epidemiológicos, assim como os fatores relacionados ao vírus 
 

(Figura 1) (GUZMAN E KOURI, 2002). 
 

Após a  infecção  primária  causada  pelo  VDEN  alguns  anticorpos  não  específicos 

permanecem circulando em quantidades subneutralizantes e há permanência de linfócitos de 

memória, que sintetizam IgG em quantidade maiores que às observadas durante a fase aguda 

da infecção primária (MARTINEZ, 1998). Acredita-se que anticorpos IgG subneutralizantes 

agiriam como carreadores do VDEN (ação  subneutralizante), fixando maior quantidade de 

partículas de virais aos receptores Fc da membrana celular, especialmente de macrófagos e 

linfócitos durante a infecção secundária (HALSTEAD, 1980; SANGKAWIBHA et al., 1984; 

KURANE et al., 1991a). Assim, a infecção por um novo sorotipo do VDEN estimularia as 

células de memórias a produzirem mais anticorpos, e esses induziriam maior fixação de novas 

partículas virais nos receptores Fcγ de anticorpos IgG (HALSTEAD, 1980; 

SANGKAWIBHA  et  al.,  1984;  KURANE  et  al.,  1991a).  O  complexo  partícula  viral  e 

anticorpo  heterólogo  ocorreriam  principalmente  nos  receptores  Fc,  o  que  resultaria  no 

aumento da atividade fagocitária dos macrófagos e, consequentemente, maior replicação viral 

(KURANE et al., 1991b; GREEN et al., 1993). 

Esse fenômeno é conhecido como imunofacilitação ou amplificação dependente de 

anticorpos (do inglês antibody dependent Enhancemen-ADE). Assim, à medida que aumenta 

o número de células infectadas pelo VDEN, aumenta a severidade da doença (HALSTEAD, 

1980; 1981; SANGKAWIBHA et al., 1984; KURANE E ENNIS, 1997). O que explicaria o 

maior número de células infectadas pelo VDEN durante a infecção secundária (CHEN et al., 

2001). 
 

A expressão de HLA-1 por macrófagos hiperinfectados facilitaria o seu 

reconhecimento  pelos  linfócitos  T  CD8
+
,  aumentando  assim  a  atividade  citotóxica  das 

citocinas. Os  linfócitos T CD4
+
, previamente sensibilizados, ao terem um segundo contato 

com o VDEN produzem INF- , os quais atuam sobre os receptores Fc, propiciando ao VDEN 

mais aderência aos macrófagos, potencializando assim a atividade citotóxica dos linfócitos T 

CD8
+
.  O  mesmo  IFN-   provoca  aumento  da  concentração   de   HLA-1  e  HLA-2  nos 

macrófagos, facilitando o reconhecimento e o aumento de citocinas citotóxicas (GOMES et 

al., 2008). Os  macrófagos infectados, ao serem lisados pelos linfócitos T CD4
+   

e CD8
+
, 

liberam: i) tromboplastina, que  é  a responsável pelo início do fenômeno da coagulação; ii) 

proteases ativadoras do complemento, que  provocam a lise das células infectadas com os 

vírus; ii) e, macrófagos e linfócitos que liberam TNF-α, que por sua vez atuarão nas células 

inflamatórias   e   endoteliais,   levando   à   trombocitopenia   (GOMES   et   al.,   2008). A 
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permeabilidade vascular é aumentada devido  ao efeito combinado  de histamina, radicais 

livres,  citocinas   pró-inflamatórias  (principalmente  a  IL-8)  e  os  produtos  da  via  do 

complemento  (Figura  7)  (CHATURVEDI  et  al.,  2000).  Acredita-se  que  a  IL-6  seja  a 

responsável  pela  hipertermia  (GOMES   et   al.,  2008).  A  interação  das  proteínas  do 

complemento  com  o  IFN-   e  com  TNF-   pode  ser  um  gatilho  para  o  extravasamento 

plasmático observado durante a infecção secundária (SÁNCHEZ et al., 2005). A mudança nos 

níveis relativos da IL-12 e do Fator de Transformação do Crescimento Beta (do inglês- 

transforming growth factor beta- TGF-β) desloca a resposta celular dominante para uma 

resposta humoral, resultando na exacerbação dos sinais e sintomas da doença que pode levar á 

morte (CHATURVEDI et al., 2000). 

 

 
 

Figura 7: Imunopatogenia da Febre Hemorrágica do Dengue. 
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complemento. 

Fonte: Adaptado de Rothman e Ennis, 1999. 
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3.9 DIAGNÓSTICO LABORATORIAL 
 

3.9.1 Específico 
 

O diagnóstico laboratorial da dengue é comumente realizado através do isolamento do 

VDEN em cultivo celular, de testes sorológicos, da detecção do genoma, de antígenos virais 

entre outros (ROSEN E GUBLER, 1970; KUNO et al., 1985; GUBLER, 1998, FONSECA E 

FIGUEIREDO,  2009).  O  método  rotineiro  para  tentativa  de  isolamento  do  VDEN  é  a 

inoculação do material suspeito em células de  mosquitos da espécie Ae. albopictus, clone 

C6/36. O diagnóstico virológico da dengue deve ser realizado na fase aguda das infecções, 

durante o período virêmico, que costuma durar em média até cinco dias após o  início dos 

sintomas (FONSECA  E FIGUEIREDO,  2009).  Portanto, as  amostras  de sangue ou soro 

humano deverão ser coletadas até o quinto dia após o início dos sintomas (TRAVASSOS DA 

ROSA et al., 1994; PINHEIRO et al., 1997; TRAVASSOS DA ROSA et al., 1997a, b). No 

caso de óbito, a tentativa de  isolamento viral poderá ser feita preferencialmente a partir de 

fragmentos do fígado, pulmões, baço,  linfonodos, timo e cérebro. O cultivo celular, após a 

inoculação   do espécime   suspeito   é   observado   diariamente   durante   14   a   21   dias 

(TRAVASSOS  DA  ROSA  et  al.,  1997b).  Após  esse  período  é  realizado  a  tentativa  de 

identificação viral através do teste de imunofluorescência indireta (IFI), utilizando anticorpos 

monoclonais (TESH, 1979). A detecção da carga viral pode ser realizada pela transcrição 

reversa  do  seu  RNA  em  DNA  complementar,  seguida  de  amplificação  em  cadeia  pela 

polimerase quantitativa em tempo real (RT-PCR) (FONSECA E FIGUEIREDO, 2009). 

A captura de anticorpos IgM pelo método imunoenzimático denominado MAC-ELISA 

(do inglês IgM Antibody Capture Enzyme Linked Immunosorbent Assay-MAC ELISA), é o 

método  mais  utilizado para a  confirmação  de  casos  suspeitos  da dengue.  A resposta de 

anticorpos para infecção pelo VDEN difere de acordo com o estado imunológico do indivíduo 

infectado  (VORNDAN  E  KUNO,  1997).  A  resposta  primária  (indivíduo  não  infectado 

previamente por flavivírus ou não imunizado contra flaviviroses) é caracterizada por um lento 

aumento de IgM (BRASIL, 2009; WHO, 2009). Os anticorpos IgM são detectáveis em 50% 

dos pacientes após 5 dias após o início dos sintomas; alcançando picos cerca de duas semanas 

e,  declínio  a  níveis  não  detectáveis  aproximadamente  em  2-3  meses  após  o  início  dos 

sintomas  nas  infecções  primárias,  ou  até  30  dias  nas  secundárias.  Anticorpos  IgG  são 

geralmente detectados em baixos títulos em média ao término da primeira semana de doença; 

depois  se  observa  um  lento  aumento,  permanecendo  detectáveis  após  vários  meses  e 

provavelmente  por  toda  a  vida  (INNIS  et  al.,  1989;  PAHO,  1994).  Durante  a  infecção 

secundária  (indivíduo  previamente  infectado  por  algum  sorotipo  do   VDEN,  ou  outro 
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flavivírus, ou ainda que tenha sido vacinado contra alguma flavivirose), os anticorpos IgG são 

detectados em elevados títulos, até mesmo na fase aguda, e persistem por períodos que vão de 

10 meses a vida toda (BRASIL, 2009). Os níveis de IgM, nas infecções secundárias são mais 

baixos quando comparados à infecção primária e podem não ser detectados em alguns casos 

(Figura 8) (CHANAMA et al., 2004). 

 
Figura 8: Esquema temporal aproximado da dinâmica da viremia e anticorpos IgM-IgG em 

infecções primárias e secundárias pelo vírus dengue; e métodos de diagnóstico que podem ser 

usados para detectar a infecção. 

 
Fonte: WHO, 2009. 

 

 
 

A classificação da dengue baseada na dinâmica dos anticorpos totais ou anticorpos 

inibidores da hemaglutinação (IH) pelo teste de Inibição da Hemaglutinação (IH) considera 

caso de infecção primária  quando são observados títulos elevados em amostras recentes, 

títulos detectados na primeira semana de longa duração (≥ 1:640 ou ≥ 1:1280) e conversão 

sorológica (do negativo para o positivo com títulos ≥ a quatro vezes) em amostras pareadas de 

soro colhidas na fase aguda e de convalescência cujos títulos sejam ≤ 1:1280, coletadas com 

sete ou mais dias de intervalo. Habitualmente na infecção primária os anticorpos IH  são 
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encontrados em torno do quinto - sexto dias após o início dos sintomas (WHO, 1997a). A 

infecção secundária é caracterizada pela presença dos anticorpos totais em amostras pareadas 

agudas   recentes   e   convalescentes.   Os   títulos   de  anticorpos   IH  observados   na  fase 

convalescente podem alcançar níveis de 1:1280 ou bem mais elevados e esses títulos elevados 

de anticorpos IH são precocemente detectados, no segundo ou terceiro dia após o início dos 

sintomas (GUBLER at al., 1984). Vale ressaltar que os anticorpos  IH podem reagir contra 

outros flavivírus (reação cruzada) (CHANAMA et al., 2004). 

 
 

3.9.2. Inespecífico ou complementar 
 

Em indivíduos  com  dengue  os  valores  basais  da  série  vermelha,  detectados  no 

eritrograma, de um modo geral encontram-se preservados (SILVA et al., 2008). O eritrograma 

pode sugerir anemia aguda nos casos de FHD/SCD com perda de sangue por hemorragias. O 

HCT  é  um  parâmetro  extremamente  importante  e  como  já  citado  costuma  apresentar-se 

aumentado em pelo menos 20% dos valores normais na FHD (WHO, 1986; 1997b). 

O leucograma na dengue é variável, sendo os achados mais comuns a leucopenia com 

neutropenia e linfopenia. A leucopenia resulta principalmente de neutropenias variáveis que 

se instalam precocemente. O mecanismo de neutropenia é ainda pouco esclarecido, havendo 

teorias que sustentam a possibilidade da  ativação do complemento via esquema clássico e 

alternativo que poderia causar a agregação e a adesão de neutrófilos (SILVA et al., 2008). Em 

alguns casos a leucocitose pode ser observada, no entanto, essa é mais frequente na FHD do 

que na FD. Nesses casos não se observa uma resposta tipo desvio à esquerda, nem a presença 

de granulações atípicas, porém linfócitos atípicos são os achados mais frequentes. Nos casos 

graves  pode  ocorrer  hemoconcentração,  plaquetopenia  (menor  100.000/mm
3
),  além  de 

 

hipoalbuminemia  (<  3,5  g/dl),  alterações  variadas  das  transaminases  e  das  provas  de 

coagulação (BRASIL, 2011d; ROTHMAN, 2011). 

Algumas alterações podem ser observadas no coagulograma tais como queda do 

fibrinogênio  por  consumo  dos  fatores  VIII,  IX  e  da  antitrombina  III.  Por  outro  lado, 

encontram-se também  diminuídos os fatores de coagulação dependentes da vitamina K ou 

fatores V, IX e X. Ademais,  encontram-se prolongados o tempo de sangria, o tempo de 

ativação da protrombina (TAP) e o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) (SILVA 

et al., 2008). 
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O acometimento hepático é um quadro frequente nas infecções causadas pelo VDEN. 

A resposta do hospedeiro à presença do vírus leva à alteração em diferentes tecidos, visando à 

preservação de órgãos nobres.  O fígado sofre baixa oxigenação, levando à lesão de seu 

parênquima.  O  hepatócito  lesado  libera  transaminases,  que  são  detectáveis  no  sangue 

periférico. É observada a elevação das escórias nitrogenadas principalmente a uréia (URE), 

porém  não  é  raro  ser  observado  valores  elevados  de  creatinina  (CREA).  Nos  casos  de 

FHD/SCD os níveis das enzimas aspartato-aminotransferase (AST) e alanino- 

aminotransferase (ALT) se encontram aumentados especialmente a AST (SILVA, 2008). 

 
 

3.10 PERFIL BIOLÓGICO DOS PRIMATAS NÃO HUMANOS (Callithrix penicillata) 
 

Os PNH do gênero Callithrix pertencem à família Callitrichidae e são popularmente 

conhecidos como saguis (RYLANDS et al. 2000). Segundo Rylands e colaboradores (2000) 

esse  gênero  apresenta  seis  espécies  sendo  elas:  C.  jaccus  (saguis  de  tufo  branco),  C. 

penicillata (saguis de tufo preto), C. kublii  (saguis de Wrid), C. geoffroyi (saguis de cara 

branca), C. aurita (saguis da Serra escuro), C. flaviceps (saguis da Serra). 

O  primata  da  espécie  C.  penicillata  (É.  Geoffroy,  1812)  é  um  pequeno  PNH 

neotropical com  ampla distribuição na natureza, que possui uma relação filogenética muito 

próxima com os seres homem (HEARN et al., 1978; HIRSCH et al., 2002; SHARPE et al., 

2003). Os Callithriquídeos apresentam tufos de cor preta, pré-auricular longos, em forma de 

pincel, manchas brancas na testa, na face, na cabeça e até nas omoplatas, que são de cor preta 

ou marrom escuro (Figura 9). Sua coloração geral é cinza escuro com striatum dorsal e cauda 

baixa contendo anéis de pêlo branco. Em vida livre estes PNH possuem cerca de 20 cm de 

comprimento, pesam entre 350 e 500g, são poliândricos e possuem longevidade aproximada 

de 10 anos (AURICCHIO, 1995). Os calithriquídeos geralmente se alimentam de  frutas, 

flores, brotos, insetos, pequenos vertebrados, sementes, aves, mariscos, ovos, goma e resina 

(lançado por algumas espécies de árvores, composta por açúcares e sais minerais) (CASTRO, 

2003b; IRANDA E HIRANO, 2011). 
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Figura  9:  Primatas  não  humanos  da  espécie  Callithrix  penicillata  utilizados  no  estudo 

experimental. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: Camille Oliveira, 2012
1
. 

 

 

O modelo de saguis comum oferece várias vantagens sobre outros modelos na sua 

utilização em pesquisas. Entre as vantagens temos: o pequeno tamanho, a disponibilidade, a 

facilidade de manutenção e de manuseio, assim como o menor custo (OMATSU et al., 2011). 

Estudos experimentais que utilizam saguis da espécie C. jacchus são comumente relatados. 

Contudo, há poucos estudos disponíveis que utilizam saguis da espécie C. penicillata como 

modelo experiemental (RYLANDS et al. 2000). 

Imbeloni  e  colaboradores  (2009)  realizaram  um  estudo  descritivo  dos  parâmetros 

hematológicos (84 animais) e bioquímicos (37 animais) de saguis adultos sadios da espécie C. 

penicillata albergados no Centro Nacional de Primatas (CENP) localizado em Ananindeua- 

PA e obtiveram os parâmetros hematológicos e bioquímicos descritos na tabela 1. A tabela 1 

também cita aos parâmetros laboratoriais utilizados como referência de normalidade para o 

homem. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1  
Camille Oliveira: aluna do curso de Licenciatura em Ciências Biológicas do Centro Universitário do Estado do 

Pará e Bolsista do Programa Institucional de Bolsa de Iniciação Cientifica do Instituto Evandro Chagas-PA. 



 

 

Eritrograma 

 

 

Hemácias (x10
3
/mm

3
) 

 

 

5,41 

 

 

4,0-5,4 

 Hemoglobina (g/L) 12,1 12-16 

 Hematócrito (%) 39,7 35-46 

 

Leucograma 

 

Leucócitos (x10
9
/mm

3
) 

 

7,500 
 

4,000-11,000 

 Neutrófilos (%) 45,9 60-65 

 Monócitos (%) 1 4-8 

 Linfócitos (%) 51,4 20-30 

 

Coagulograma 

 

Plaquetas (x10
3
/mm

3
) 

TAP (seg) 

TTPA (seg) 

 

659 

---- 

---- 

 

140-400 

12-15 

30-50 

 

Bioquímica Sérica 
 

Ureia (mg/dL) 
 

28,6 
 

16,2-39 

 Creatinina (mg/dL) 0,4 0,23-0,90 

 AST (UI/mL) 

ALT (UI/mL) 

114,24 

38* 

5-45 

5-40 
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Tabela 1: Índices hematologicos e bioquímicos utilizados como parâmetros de normalidade 

para primatas das espécies Callithrix penicillata e Homo sapiens. 
 

 

Parâmetros 
Espécie 

C. penicillata Homo sapiens 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Nota: * Callithrix jaccus;--- = valor não encontrado. 

Fonte: Imbeloni, et al., 2009; Diniz, 1997; Fortiman et al., 2002; Zago et al., 2004; Lorenzi, 2006; 

Bayes e Dominiczok, 2007; Gliglior e Kolika, 2007. 
 

 
 

Estudos realizados com calithriquídeos de 360 dias de vida nascidos e criados no CENP 

apresentaram peso médio de 243g. Em outro estudo foi observado longevidade ≥ 12 anos para 

saguis fêmeas e ≥ 6 anos para os saguis machos albergados no CENP (informações cedidas 

por Gilmara Abreu, 2012) 
2
. 

Diversos estudos clínicos que utilizam animais como modelo experimental descrevem o 
 

papel das citocinas, seja estimulando ou inibindo o processo inflamatório, a imunidade e/ou a 

hematopoese. Os  PNH são muito utilizados em estudos da resposta imunológica celular e 

humoral  da  hepatite  A,  do  HIV,  da  leishmaniose  e  da  malária  (ABBAS  et  al.,  2008). 

Atualmente, a detecção do perfil sérico de citocinas  em resposta a infecção causada pelo 

VDEN  tem  sido  muito  documentada  em  camundongos.  Contudo,   há   poucos  estudos 

publicados que descrevem esse perfil em PNH infectados com o VDEN. O Quadro 2 descreve 

de forma sucinta as principais funções das citocinas empregadas nesse estudo. 
 
 

 
2  

Gilmara Abreu: Tecnologista em Pesquisa e Investigação Biomédica do Centro Nacional de Primatas-CENP. 
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Quadro 3: Principais funções das citocinas abordadas no estudo experimental. 

 

 

(continua) 
 

 
 

Citocinas 

 

 
 

Produzidas por 

 

Principais Funções 
 

Animal 
 

Homem 
 

IL-6 
 

Células T e 

muitos outros 

tipos celulares. 

 

Ativas células T e células 

B; 
 

Promove a produção de 

IL-2 e IL-2R e a 

diferenciação das células 

T; 
 

Participa na maturação 

final das células B em 

plasmócitos; 
 

É o principal estimulador 

da febre na fase aguda; 
 

Atua como um cofator 

com a IL-1 na síntese de 

IgM e com a IL-5 na 

síntese de IgA. 

 

Induz a síntese de proteínas na 

fase aguda; 
 

Ativa células T e a produção de 

IL-2; 
 

Estimula a produção de 

imunoglobulina por células B; 
 

Estimula o crescimento de 

células hematopoiéticas; 
 

Estimula a produção de 

proteínas de fase aguda por 

hepatócitos e age como um 

pirógeno; 
 

Induz a febre. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

TNF-α 

 

Células T, CDs, 

macrófagos e 

mastócitos. 

 

É o mediador de muitas 

funções imunológicas e 

inflamatórias; 
 

Regulam o crescimento de 

muitos tipos celulares, 

principalmente 

macrófagos; 
 

Pode disparar a apoptose 

em algumas células 

tumorais e contribui para 

reações inflamatórias 

locais. 

 

Antiviral, aumenta a expressão 

de MHC I; 
 

Estimula o recrutamento de 

neutrófilos e monócitos para os 

locais de infecção; 
 

Estimula células endoteliais e 

macrófagos a secretar 

quimiocinas que acentuam a 

afinidade das integrinas 

leucocitárias por seus ligantes e 

induzem a quimiotaxia e o 

recrutamento de leucócitos. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

IL-2 

 

Células T 
 

Atua nas células T, células 

B e células NK; 
 

Age nas células B, 

promovendo seu 

crescimento e estimulando 

a síntese de 

imunoglobulina; 
 

Induz a produção de INF-γ 

e de IL-5 e regula a 

expressão do receptor do 

TNF-α. 

 

Atua como um fator de 

crescimento, sobrevivência e 

diferenciação para células T; 
 

Tem papel principal na 

regulação das células T por suas 

ações na célula T reguladoras; 
 

Promove na proliferação e 

ativação de células NK; 
 

Atua na proliferação, síntese de 

anticorpos (in vivo) das células 

B. 
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(continua) 

 

 
 

Citocinas 

 

 
 

Produzidas por 

 

Principais Funções 
 

Animal 
 

Homem 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

IFN-γ 

 

Células T 

citotóxicas e 

NK. 

 

Atua nas células T, nas 

células B e nos 

macrófagos; 
 

Aumenta a secreção de 

moléculas de MHC I das 

células T e inibe as 

moléculas de MHC II; 
 

Induz as células da 

resposta humoral a 

produzirem IL-2 e IL-2R e 

inibirem a produção de IL- 

4; 
 

Potencializa as atividades 

das células NK que 

respondem a um antígeno 

através da produção de 

INF-γ; 
 

Promove uma fagocitose 

mediada por anticorpos, 

bem como reações de 

citotoxicidade medidas por 

células anticorpo- 

dependente; 
 

Potencializa a secreção de 

IL-1, IL-6 e TNF-α. 

 

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 

viral; 
 

Acentua a apresentação de 

antígeno associada ao MHC e 

amplifica a fase de 

reconhecimento das respostas 

imunológicas mediante o 

aumento dos ligantes que as 

células T reconhecem; 
 

Podem aumentar a atividade 

citotóxica das células NK; 
 

Promove a diferenciação de 

células T CD4
+  

―naives‖ para 
células típicas da resposta inata e 
inibe a proliferação de células 
características da resposta 

humoral. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

IL-4 

 

Células T e 

mastócitos. 

 

Ativa células T, células B, 

macrófagos, células 

endoteliais, fibroblastos e 

mastócitos; 
 

Potencializa o 

desenvolvimento de 

células T citotóxicas a 

partir de células T em 

repouso; 
 

Estimula o crescimento e 

diferenciação de células B; 
 

Promove a diminuição da 

secreção de IL-1, IL-6 e 

TNF-α. 

 

Estimulação de IgE; 
 

Estimula o desenvolvimento de 

células da resposta humoral e 

células T CD4
+  

naives; 
 

Inibe o desenvolvimento das 

células da resposta inata; 
 

Juntamente com a IL-13, 

contribui para uma forma 

alternativa de ativação dos 

macrófagos que é distinta da 

reposta dos macrófagos ao IFN- 

γ; 
 

É neutralizada pelo INF-γ. 
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(conclusão) 

 

 

 
 

Citocinas 

 

 
 

Produzidas por 

 

Principais Funções 
 

Animal 
 

Homem 
 

 
 
 
 

IL-5 

 

Células T e 

mastócitos 

 

Potencializa a produção de 

células B; 
 

Aumenta a síntese de IgE 

pela IL-4; 
 

Induz a atividade das 

células T citotóxicas. 

 

Estimula o crescimento de 

células B e a secreção de Ig; 
 

É fator de crescimento e 

diferenciação para eosinófilos. 

Fonte: Benjamini et al., 2002; Abbas et al., 2008; Tizard, 2009; Murphy, 2010. 
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4. OBJETIVOS 
 

4.1 OBJETIVOS GERAIS 
 

Desenvolver estudo experimental em PNH da espécie Callithrix penicillata mediante 

infecção sequencial do VDEN-3 e do VDEN-2. 

4.1.1 Objetivos específicos 
 

 Investigar  as  características  clínicas  das  infecções  causadas  pelo  VDEN-3  e  pelo 
 

VDEN-2 nos saguis infectados; 
 

 Quantificar a resposta imunológica de anticorpos IgM e inibidores da hemaglutinação 

(IH)  ou  anticorpos  totais  (IgM  e  IgG)  nas  infecções  primária  pelo  VDEN-3  e 

secundária pelo VDEN-2 nos calithriquídeos infectados; 

 Mensurar os parâmetros hematológicos e bioquímicos nas infecções primária pelo 
 

VDEN-3 e secundária pelo VDEN-2 nos animais infectados; 
 

 Descrever o perfil serico das citocinas IL-6, TNF-α, IL-2, INF-γ, IL-4, IL-5 (pró 

inflamatórias e  reguladoras) nas infecções primária pelo VDEN-3 e secundária pelo 

VDEN-2 nos PNH infectados. 



57 
 

 
 
 

5. MATERIAL E MÉTODOS 
 

Esse estudo foi classificado como um estudo  experimental, descritivo, analítico  e 

controlado e, a  amostragem foi selecionada por conveniência. O projeto foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa com Animais-CEPAN do IEC (registro n
o  

0061/2009) (Anexo 

A) e pelo Sistema de Autorização e Informação  em Biodiversidade- SISBIO do Instituto 

Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade- ICMBio (registro n
o  

22047-1) (Anexo B) e 

contou com recursos financeiros do Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia (INCT) para 

Febres Hemorrágicas Virais (processo n
o  

573739/2008-0) do CNPq/FAPESPA/CAPES e do 

IEC. 
 

Os procedimentos foram realizados no CENP, no IEC e no Centro de Pesquisa René 

Rachou da Fundação Osvaldo Cruz (FIOCRUZ) localizado em Belo Horizonte- Minas Gerais 

(MG)  seguindo  as  normas  e  os  critérios  pré-estabelecidos  pelo  Comitê  Internacional  de 

Biossegurança   e   pelos   manuais   ―Biossegurança   em   Laboratórios   Biomédicos   e   de 

Microbiologia‖ (BRASIL, 2001) e ―Diretrizes Gerais  para o Trabalho em Contenção com 

Agentes Biológicos‖ (BRASIL, 2010f). 

 
 

5.1 AMOSTRAS VIRAIS 
 

Foram utilizadas nesse estudo duas amostras virais: uma do sorotipo do VDEN-2 e 

outra  do  VDEN-3,  ambas  obtidas  de  casos  de  óbito  classificados  segundo  o  MS  como 

FHD/SCD. Essas amostras  foram identificadas e caracterizadas geneticamente na Seção de 

Arbovirologia e Febres Hemorrágicas do IEC (SAARB/IEC) (Quadro 4). 

 
 

Quadro 4: Amostras virais de VDEN de casos de óbitos utilizadas nos PNH da espécie 

Callithrix penicillata durante o estudo experimental. 

 
Registro Data do 

isolamento 

Procedência Espécimes de 

isolamento 

Caracterização 
 

Molecular 

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

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

Fonte: SAARB-IEC 
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5.2 PROPAGAÇÃO DO VDEN PARA PRODUÇÃO DE ESTOQUE VIRAL 
 

Para a propagação da amostra do VDEN-2 e do VDEN-3 foi utilizado à linhagem 

celular contínua de mosquito Aedes albopictus (clone C6/36) (IGARASHI, 1978). Para isso, 

duas suspensões virais (uma do VDEN-2 e outra do VDEN-3) foram preparadas a partir da 

maceração dos fragmentos de linfonodos e de  fígado dos casos de FHD/SCD selecionados 

(passagem # 1) para re-isolamento viral. Os fragmentos foram diluídos na proporção de 1:10 

em  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, foram centrifugados a 5.000 rotações 

por minuto (rpm) durante 5 minutos, à 4 
o
C. Os sobrenadantes dessas suspensões virais foram 

 

inoculados em diferentes garrafas de 75 cm
2  

que continham uma monocamada confluente de 

células. O  meio de cultivo utilizado foi o Leibowitz modificado com L- Glutamina (L-15), 

acrescido de triptose,  aminoácidos não essenciais, penicilina (100 Ul/mL), estreptomicina 

(100 µg/mL), 5% de soro bovino fetal (SBF) para meio de crescimento e 2% para meio de 

manutenção. As garrafas foram verificadas diariamente  até a observação de possível efeito 

citopático (ECP). Quando as culturas exibiram ECP em 75% das células,  os sobrenadantes 

dos cultivos de células C6/36 infectadas foram coletados, aliquotados e armazenados em 

freezer à -70 
o
C com 5% de SBF, até o uso. Para confirmar a presença do VDEN-3 e do 

VDEN-2 nas células infectadas realizou-se o teste de IFI utilizando anticorpos monoclonais, 

segundo técnica descrita por Gubler e colaboradores (1984). 

 
5.3 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO/EXCLUSÃO 

Foram incluídos, nesse estudo, PNH procedentes da colônia de C. penicillata do CENP, 

que: 
 

- Não se encontravam acasalados sendo considerados excedentes do plantel; 
 

- Apresentaram  resultados  negativos  para  a  presença  de  anticorpos  inibidores  da 

hemaglutinação pela técnica de IH contra 23 tipos de 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 de Saint 

Louis-  VSLE;  Vírus  Tacaiuma-  VTAC;  Vírus  Maguari-  VMAG;  Vírus  Caraparú- 

VCAR; Vírus Oropouche- VORO; Vírus Catú- VCAT; Vírus Icoaraci- VICO; Vírus 

Utinga- VUTI; Vírus Cacipacore- VCPC; Vírus Bussuquara- VBSQ; Vírus Belém-VBLM 

(CLARKE E CASAL, 1958; SHOPE, 1963). 
 

- Tinham idade compreendida entre 1 a 10 anos. 
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5.4 PARÂMETROS DE NORMALIDADE 
 

Para a aquisição de um parâmetro de normalidade antes da infecção com VDEN-3 (dia 
 

0) e com o VDEN-2 (dia 60) os animais foram pesados (balança Micheletti-Mic Baby) e 

sangrados, pela via femural, para a obtenção de sangue, soro e plasma. 

 
 

5.5 INFECÇÃO EXPERIMENTAL EM PRIMATAS NÃO HUMANOS 
 

Após atenderem os critérios do item 5.3 e por randomização através do programa 

BioEstat  5.0,  vinte e dois  saguis  foram  selecionados  para serem  utilizados  nesse estudo 

(AYRES et al., 2007). Após a  seleção, os 22 animais foram infectados com o VDEN-3 e, 

posteriormente, foram divididos por sorteio  (número do chip) em dois grupos: a) Infecção 

primária: constituído por 11 animais (4 fêmeas e 7 machos, idade média de 4 anos e 3 meses) 

infectados somente com o VDEN-3; b) Infecção secundária: constituído por  11 animais (3 

fêmeas  e  8  machos,  idade  média  de  4  anos)  previamente  infectados  com  o  VDEN-3  e 

sequencialmente após dois meses infectados com o VDEN-2. 

 
 

5.5.1 Inoculação das amostras virais 

Os animais foram infectados pela via subcutânea na altura do 3
0  

espaço intercostal 

direito, com uma dose de 0,5 mL do sobrenadante de cultivo de células C6/36 infectadas com 

as  amostras  do  VDEN-3  (dose  infectante:  3,23  x  10
3    

PFU/mL)  e,  do  VDEN-2  (dose 

infectante: 4,47 x 10
4  

PFU/mL). Os valores das doses infectantes foram calculados segundo 

Malewiczt e Jenkin (1979). Os PNH infectados com  o  VDEN-3 e com o VDEN-2 foram 

mantidos  em  gaiolas  individuais  em  um  galpão  de  quarentena  no  CENP,  onde  foram 

observados diariamente no período de julho a outubro de 2010. 

 

 
5.5.2 Coleta e armazenamento de espécimes biológicos 

 

Diariamente, durante sete dias e em tempos de 15, 20, 45 e 60 dias após a infecção 

(d.p.i.), um  animal dos vinte e dois inoculados com o sobrenadante do cultivo de células 

C6/36 infectados com VDEN-3 foi anestesiado via intramuscular com 0,2 mL de Zoletil 100 

– Virbac e, posteriormente, sangrado por punção cardíaca para a obtenção de sangue total 

(para o hemograma), plasma e soro (para as dosagens de anticorpos IgM e IH, de marcadores 

bioquímicos, citocínicos e coagulograma). As amostras, sempre que possível, foram coletadas 

em duplicata, uma preservada em freezer a -20 
o
C (amostras para dosagem de anticorpos) e 

outra a -70 
o
C (amostras para dosagem de citocinas). Após  a  coleta das amostras todos os 



 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

mL) 

) 

60 
 

 
 
 

animais foram sacrificados e as carcaças foram acondicionadas em sacos plásticos reforçados 

para evitar vazamento, congelados à – 20 
o
C e posteriormente incineradas. 

Após  dois  meses  onze  animais  previamente  infectados  com  VDEN-3  (infecção 

primária)  foram  infectados por via subcutânea com o sobrenadante do cultivo de células 

C6/36 infectadas com  VDEN-2 (infecção secundária). Diariamente, durante sete dias e em 

tempos de 15, 20, 45 e 60 d.p.i., um  animal infectado foi anestesiado, sangrado (para a 

obtenção  de  sangue  total,  soro  e  plasma)  e  as  amostras  obtidas  foram  identificadas  e 

armazenadas conforme descrito anteriormente. (Figura 10). 

 
 

Figura  10:  Desenho  do  estudo  experimental  com  PNH da espécie  Callithrix  penicillata 

infectados sequencialmente com o VDEN-3 e com o VDEN-2. 
 

 
 
 
 

22 
Infecção primária: 0 d.p.i 
Infecção secundária: 60 d.p.i. VDEN-3 

 

Pré infecção 
 

 

22 

VDEN-3 (3.23 × 103 PFU/ 
*

 
 
 

Infecção primária 

1  2  3  4  5  6  7  15  20  45  60 d.p.i. 

 
11 

VDEN-2 (4.47 × 104 PFU/mL 
*

 
 

 
Infecção secundária 

1  2  3  4  5  6  7  15  20  45  60 d.p.i. 
 
 
 
Nota: * Dose infectante; d.p.i.= dias após a infecção. 
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5.6 ESTUDOS SOROLÓGICOS 
 

5.6.1 Captura de IgM pelo teste de MAC-ELISA 
 

A identificação da infecção recente para o VDEN foi realizada pela captura de IgM, 

pelo método de  MAC-ELISA, conforme descrito por Kuno e colaboradores (1987). Este 

método consiste na captura do  anticorpo IgM quando este estiver presente nos soros ou 

plasmas investigados, ou seja, caso exista anticorpos IgM anti-VDEN nos soros dos animais 

infectados  experimentalmente.  Nesse  caso,  o  antígeno  do  VDEN  se  ligará  ao  anticorpo 

formando o complexo antígeno-anticorpo. Quando presente, tal complexo é revelado por um 

conjugado  anti-flavivírus  (anticorpo  anti-flavivírus  ligado  à  enzima  peroxidase)  que  em 

contato com o substrato (Sistema ABTS) gera um produto colorido. 

Para a execução do teste de MAC-ELISA a placa foi previamente lavada 5 vezes com 

PBS pH 7,4. Para a etapa de sensibilização, foram acrescentados 100 µL de IgM anti-monkey 

diluída a 1:500 em tampão carbonato pH 9,6 e a placa foi incubada a 4ºC, por 12 horas. Ao 

decorrer esse tempo, a placa foi novamente lavada 5 vezes com PBS pH 7,4. Para o bloqueio, 

adicionou-se 150 µL de albumina bovina a 4% em PBS pH 7,4, incubou-se por 30 minutos a 

temperatura ambiente (T.A.), em câmara úmida, seguida de lavagem da  placa 5 vezes com 

PBS pH 7,4. Posteriormente adicionou-se 50 L do plasma dos PNH infectados e plasmas 

controles (positivos para o VDEN-1, o VDEN-2, o VDEN-3 e o VDEN-4 e negativos), 

previamente diluídos 1:40 em albumina bovina a 0,5% em PBS pH 7,4. Incubou-se por 1 hora 

à  37ºC  em  câmara  úmida  e  em  seguida  a  placa  foi  lavada  5  vezes  com  PBS  pH  7,4. 

Acrescentou-se  50  L  do  antígeno   sucrose-acetona  dos  quatros  sorotipos  do  VDEN- 

produzidos conforme Lenette, 1995 e na diluição ótima  (1:8 para o VDEN-1, 1:15 para o 

VDEN-2, 1:20 para o VDEN-3 e 1:15 para o VDEN-4) em PBS pH 7,4  com 20% de soro 

equino normal (SEN). Incubou-se por 12 horas à 4º C em câmara úmida e, após esse tempo, 

lavou-se a placa 5 vezes com PBS pH 7,4 e adicionou-se 25 L do conjugado anti-flavivírus 

na diluição ótima (1:2000) em PBS pH 7,4 com 20% SEN. Após incubação de 1 hora à 37ºC 

em câmara úmida, lavou-se a  placa  10 vezes com PBS pH 7,4 e adicionou-se 100 L de 

substrato ABTS (Kirkegaard & Perry Laboratórios Inc), constituído da mistura 1:1 de solução 

A  (azinodiethylbenzthiazoline  sulfonate)  e  solução  B  (solução  de  peroxidase  em  uma 

concentração de 0,02 % de H2O2), tendo-se incubado 1 hora a 37°C. A leitura do  teste foi 

realizada em espectrofotômetro com filtro de 405 nm, previamente zerado contra um controle 

negativo. 
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5.6.2 Detecção de anticorpos totais pelo teste de inibição da hemaglutinação (IH) 
 

O teste de IH fundamenta-se na inibição da capacidade de hemaglutinação do VDEN, 

quando este reage com o anticorpo específico (CLARKE E CASALS, 1958). O teste de IH foi 

utilizado para detectar anticorpos totais (IgM ou IgG) ou inibidores da hemaglutinação (IH) 

nas amostras de soro dos PNH infectados sequencialmente com o VDEN-3 e com o VDEN-2 

obtidas durante o estudo experimental. 

A técnica de IH foi realizada em duas etapas: triagem e titulação, conforme descrito 

por Clarke e Casal (1958) e adaptada para microplacas por Shope (1963). Os soros antes de 

serem utilizados foram  tratados para remoção  de inibidores naturais não específicos que 

poderiam interferir na hemaglutinação das  hemácias. Para este fim, em tubos de vidro de 

13/100 previamente identificados, foram adicionados 50 µL dos soros colhidos dos PNH 
 

infectados. Em seguida, foram acrescentados 0,45 mL de NaCl a 0,85% e 6 mL de acetona a 
 

100% a 4 
o
C, agitou-se e se deixou em repouso a 4 

o
C por 5 minutos. Os tubos foram 

centrifugados a 2000 rpm por 1 minuto, em seguida desprezou-se o sobrenadante. A acetona 

(6 mL a 100%) foi recolocada e  incubou-se a 4 
o
C por 1 hora. Após esse tempo, os tubos 

foram centrifugados a 2000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi desprezado e colocou-se 

para secar em uma bomba de vácuo por 1 hora. As amostras foram hidratadas com 0,5 mL de 

solução borato salina pH 9,0; foi adicionados 0,6 mL de suspensão de hemácias de  ganso, 

diluída 1:6 em albumina bovina 0,4% em pH 9,0 e as placas foram incubadas a 4 
o
C por 20 

minutos, seguido de centrifugação a 2000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido 

para outro tubo de vidro, estando este com diluição final de 1:20 e pronto para o uso no teste 

de IH. 
 

Na etapa de triagem os soros tratados foram testados para verificar a presença de 

anticorpos IH para os seguintes vírus do gênero Flavivirus: VFA, VDEN-1, 2, 3 e 4, VESL, 

VILH e VROC, os quais são considerados os mais relevantes flavivírus circulantes no Brasil e 

que podem infectar humanos. Esses dados foram utilizados na análise da ocorrência de reação 

cruzada  entre  esses  vírus.  Os  soros  que  apresentaram  reação  positiva  na  triagem  foram 

titulados para a obtenção do título final (and point). Na etapa de titulação as amostras foram 

processadas  da  seguinte  forma:  adicionou-se  25  µL  do  soro  tratado  no  1
0    

orifício  da 
 

microplaca de poliestireno; foi acrescido 25 µL de albumina bovina 0,4% em pH 9,0, do 1
0  

ao 

último orifício da microplaca; foi transferido, com o auxilio de uma micropipeta multicanal, 

25 µL do 1
0  

ao último orifício da microplaca; foi adicionado 25 µL em todos os orifícios dos 
 

antígenos dos flavivírus mencionados acima preparados pelo método de sucrose-acetona, 

segundo Lenette  (1995). O teste foi revelado com a adição de 50 µL de uma solução de 
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hemácias de ganso (diluída 1:5 em solução de Dextrose, Gelatina, Veronal- DGV) diluída em 

pH ótimo (pH 6,4 para o VFA, o VDEN 1, 2, 3, o VILH e o VROC e pH 6,8 para o VESL e o 

VDEN-4). A microplaca foi agitada e incubada a 37 
o
C por 30 minutos. A leitura do teste foi 

realizada a partir da observação visual da sedimentação ou não das hemácias de ganso; uma 

vez presentes nos soros, os anticorpos específicos inibiram  a atividade hemaglutinante dos 

vírus ocorrendo sedimentação das hemácias nas placas. 

 
 

5.7 ESTUDOS HEMATOLÓGICOS 
 

O  hemograma   foi   realizado   utilizando   2   mL   de   sangue   total   colhido   com 

anticoagulante  (Ácido  etilenodiamino  tetra-acético  -  EDTA)  dos  PNH  durante  o  estudo 

experimental. Após a coleta, as amostras sanguíneas foram imediatamente encaminhadas ao 

Laboratório de Análise Clínicas do CENP e analisadas no aparelho hematológico MS4+ de 

uso humano e veterinário. A cada ensaio foi realizado a avaliação dos seguintes parâmetros: 

contagem de eritrócitos (do inglês Red blood Cells-RBC), dosagem a  hemoglobina (HGB), 

determinação do hematócrito (HCT), contagem de leucócitos (do inglês White Blood Cells- 

WBC), de neutrófilos (NE), de monócitos (MO), de linfócitos (LI) e de plaquetas (PLT). 

Para realização e avaliação do coagulograma foram coletados plasmas com citrato dos 

PNH infectados com o VDEN-3 e com o VDEN-2 durante a cinética do experimento. Essas 

amostras foram enviadas à Seção de Patologia (SAPAT) do IEC onde foram processadas em 

kits de reagentes de TAP e de TTPA (CLOT). A leitura do teste foi realizada no coagulômetro 

(CLOT timer-laser sensor), conforme descrito pelo fabricante. 

 
 

5.8 ESTUDOS BIOQUÍMICOS 
 

As análises da função renal e da função hepática foram obtidas a partir da dosagem da 

uréia (URE) e da creatinina (CREA) e das enzimas AST e ALT, respectivamente nos soros 

dos PNH incluídos nesse estudo. Para realização dos testes foram empregados kits comerciais 

(ROCHE- São Paulo) e o analisador bioquímico  (COBAS MIRA PLUS 400- São Paulo), 

seguindo o protocolo do fabricante. 
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5.9 ESTUDOS DA RESPOSTA INFLAMATÓRIA 
 

Para a dosagem das citocinas IL-6, TNF-α, IL-2, IFN-γ, IL-4 e IL-5 foram utilizados 

os soros  coletados dos PNH durante o estudo experimental. Para tal, utilizou-se o sistema 

―Cytometric  Bead Array‖  (CBA) (BD, Pharmingen, EUA) que emprega uma mistura de 

esferas de  poliestireno, de intensidades de fluorescência discreta, distinta e recobertas com 

anticorpos específicos para o analito de interesse. 

A técnica foi realizada da seguinte forma: foram feitas alíquotas de 25 L dos soros 

dos PNH infectados sequencialmente com o VDEN-3 e o VDEN-2 sem diluição prévia. Esses 

soros  foram  centrifugados  por  10  minutos,  a  14.000  rpm  e  se  retirou  o  sobrenadante. 

Alíquotas dos padrões de citocinas foram  submetidas à diluição seriada com diluente G 

(solução diluente tamponada), ―Padrão sem diluição‖  - 500 pg/mL, 1:2 – 2500 pg/mL; 

1:4- 

1250 pg/mL; 1:8- 625 pg/mL; 1:16- 312,5 pg/mL; 1:32- 156 pg/ mL; 1:64- 80 pg/mL; 1:128- 
 

40 pg/mL  e  1:256-  20  pg/mL  e  25  L  de  diluente  G  apenas  no  controle  negativo.  O 

sobrenadante das amostras de soro dos PNH e os padrões do kit foram transferidos para tubos 

de poliestireno de 5 mL. Em seguida, se adicionou a esses tubos 15 L da mistura de esferas 

de captura, conjugadas com anticorpos monoclonais anti-citocinas IL-6, TNF- , IL-2, IFN-α, 

IL-4 e IL-5 (Monkey Inflammation Kit, BD,  Pharmingen, EUA) e 18 L da mistura de 

anticorpos  monoclonais  anti-citocinas,  conjugados  com   ficoeritrina-  PE  (reagente  B). 

Incubou-se por 3 horas, a T.A. e ao abrigo da luz. Ao passar esse tempo, as esferas de captura 

foram lavadas com 500 L da solução F (tampão de fosfato salínico) e centrifugadas a 340 g, 

por 7 minutos a 18 
0
C. O sobrenadante foi cuidadosamente decantado e a leitura do teste foi 

 

realizada em citômetro de fluxo (FACcalibur, BD, EUA). Para a obtenção dos resultados da 

análise  quantitativa dos analitos uma curva padrão foi construída, baseada nos dados dos 

padrões  de  citocinas  em  concentrações  de  20  pg/mL  a  5.000  pg/mL.  Um  modelo  de 

ajustamento, por meio da construção da curva do 4
0  

parâmetro logístico permitiu o ajuste da 

melhor curva não  linear para os  dados  detectados  (SILVEIRA, 2011).  Dessa forma,  foi 

possível extrapolar valores de intensidade de fluorescência de amostras  fora dos limites da 

curva padrão. Os resultados foram expressos em pg/mL. 
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5.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 

Os resultados  obtidos  foram  armazenados  em  planilhas  eletrônicas  do  programa 

EXCEL 2007,  e  as análises dos dois grupos: a) infecção primária: PNH infectados com o 

VDEN-3, e b) infecção secundária: PNH infectados com o VDEN-3 e sequencialmente com o 

VDEN-2 foram realizadas pelo programa GraphPad Prism. Os resultados foram apresentados 

em forma de gráficos de linha e de barras e foram representativos de amostras individuais dos 

PNH infectados com o VDEN3 e o VDEN2 coletadas em dias pré  estabelecidos durante o 

estudo experimental. Dessa forma, não foi possível a disposição da média a partir de dados 

combinados e o emprego de testes estatísticos, sendo esse estudo apenas uma descrição dos 

eventos observados. 

A cinética  viral  e  a  dosagem  de  anticorpos  IgM  e  IH  foram  descritas  de  forma 

quantitativa. Os  parâmetros hematológicos, bioquímicos, perfil sérico das citocinas e peso 

foram analisadas pela razão obtida da divisão dos valores dos parâmetros alcançados após a 

infecção  pelos  valores  dos  parâmetros  alcançados  pré  infecção.  Os  dados  utilizados  na 

infecção primária foram alcançados pela razão obtida da divisão dos valores dos parâmetros 

alcançados  após  a  infecção  pelo  VDEN-3  pelos  valores  dos  parâmetros  alcançados  pré 

infecção dia zero (D0). Os dados empregados na infecção secundária foram gerados pela 

razão obtida da divisão dos valores dos parâmetros alcançados após a infecção pelo VDEN-2 

pelos valores dos parâmetros alcançados pré infecção VDEN-2, ou seja, sessenta dias (D60) 

após a infecção pelo VDEN-3, conforme descrito na figura 10. Foram considerados normais 

todos os valores que se encontraram entre o intervalo de significância de 0,75 a 1,5, ou seja, 

os valores dos parâmetros quando < 0,75 foram considerados abaixo da normalidade e quando 

> 1,5 foram considerados acima da normalidade. 
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6 RESULTADOS 
 

6.1 ALTERAÇÕES CLÍNICAS 
 

Os PNH infectados experimentalmente com o VDEN-3 (infecção primária) 

apresentaram apatia, vômito, pêlos arrepiados e perda de peso (45
0  

e 60
0  

d.p.i.), conforme a 

figura  11.  Não  foi  observada  nenhuma  alteração  clínica  nos  animais  durante  a  infecção 

secundária (VDEN-2). 

 

 

Figura 11: Avaliação do peso corporal dos PNH da espécie Callithrix penicillata infectados 

sequencialmente pelo VDEN-3 e pelo VDEN-2. 
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6.2 ESTUDOS SOROLÓGICOS 
 

6.2.1 Captura de IgM pelo teste de MAC-ELISA 
 

A captura de anticorpos IgM anti-VDEN-3 e anti-VDEN-2 foi realizada pelo teste de 

MAC-ELISA  nos soros dos PNH infectados experimentalmente com o VDEN-3 e com o 

VDEN-2. Os anticorpos IgM foram detectados no 15
0  

e no 20
0  

d.p.i. pelo VDEN-3 (infecção 

primária) e no 15
0  

e no 20
0  

d.p.i. pelo VDEN-2 (infecção secundária). Na infecção primária o 
 

maior valor de densidade ótica (D.O.) observado para anticorpos IgM anti-VDEN-3 ocorreu 

no 15
0  

d.p.i (D.O.= 1, 297), também foi observado reação cruzada para os demais sorotipos 

do VDEN (os maiores valores de D.O para os anticorpos IgM: foram 0, 830 anti VDEN-2 e 

0,25 anti-VDEN-4, ambos no 15
0  

d.p.i. e 0, 250 anti-VDEN-1 no 20
0  

d.p.i. (Figura 12A). Na 
 

infecção secundária foi detectado apenas anticorpos IgM anti-VDEN-2 (resposta monotípica) 

(maior valor de D.O.= 0, 572 no 15
0  

d.p.i.) (Figura 12B). 
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Figura  12:  Detecção  de  anticorpos  nos  IgM  nos  PNH  da  espécie  Callithrix  penicillata 

infectados sequencialmente pelo VDEN-3 e pelo VDEN-2. A) Infecção Primária (VDEN-3); 

B) Infecção Secundária (VDEN-2). 
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6.2.2 Detecção de anticorpos totais pelo teste de inibição da hemaglutinação (IH) 
 

A detecção de anticorpos IH anti-VDEN-3 e anti-VDEN-2 foi realizada pelo teste de 

IH  nos  soros  dos  PNH  coletados  durante  o  estudo  experimental.  Anticorpos  IH  foram 

detectados do 15
0  

ao 60
0  

d.p.i  pelo VDEN-3 (infecção primária) e do 1
0  

ao 60
0  

d.p.i. pelo 

VDEN-2 (infecção secundária). Na infecção primária os títulos de anticorpos IH variaram de 

1:320 a 1:640 para o VDEN-3, bem como foi observado reação cruzada para VDEN-2 com 

títulos variando de 1:80 a 1:640. Na infecção secundária os títulos de anticorpos IH variaram 

de 1:80 a 1:20480 para o VDEN-2 e foi observada reação cruzada para o VDEN-3 com títulos 

que variaram de 1:80 a 1:5120 (Figura 13). 



Flavivirus Infecção primária (VDEN-3) Infecção secundária (VDEN-2) 
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Figura 13: Detecção de anticorpos inibidores da hemaglutinação (IgM e IgG) nos PNH da 

espécie Callithrix penicillata infectados sequencialmente pelo VDEN-3 e pelo VDEN-2. 
 

100000 
 

 
10000 

 

VDEN-2 

 

 
1000 

B 
 

100 

 

VDEN-3 
 

 
VDEN-2 

 

 
VDEN-3 

 

 
10 

A 
 

1 
 

 
 

Dias pós a infecção 
 

Nota: A = infecção primária (VDEN-3) (azul); B = infecção secundária (VDEN-2) (vermelho). 
 

 

O teste de IH também permitiu a avaliação da ocorrência de reação cruzada entre os 

anticorpos dos demais vírus do gênero Flavivirus (VFA, VDEN-1, VDEN-4, VESL,VILH e 

VROC) selecionados para o estudo nos soros dos saguis infectados com o VDEN-3 e com o 

VDEN-2. Os anticorpos IH nos soros dos PNH investigados foram detectados do 15
0  

ao 60
0 

d.p.i  pelo  VDEN-3  (infecção  primária)  e  do  1
0    

ao  60
0    

d.p.i. pelo  VDEN-2  (infecção 

secundária), conforme observado na tabela 2. 
 
 

Tabela 2: Detecção de anticorpos inibidores da hemaglutinação (IgM e IgG) para os vírus 

pertencentes  ao  gênero  Flavivirus  nos  PNH  da  espécie  Callithrix  penicillata  infectados 

sequencialmente pelo VDEN-3 e pelo VDEN-2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Nota: VDEN-1, 2, 3 e 4= Vírus Dengue 1, 2, 3 e 4; VFA= Vírus da febre amarela; VILH= Vírus 

Ilhéus; VROC= Vírus Rocio; VESL=Vírus da Encefalite Saint Louis. 
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6.3 ESTUDOS HEMATOLÓGICOS 
 

6.3.1 Eritrograma 

Na infecção primária observou-se a diminuição do número de RBC (3
0  

e 4
0  

d.p.i.), de 

HGB (3
0 

e 4
0  

d.p.i.) e HCT (1
0
, 3

0
, 4

0
, 5

0  
d.p.i.), com elevação dos mesmos no 45

0 
d.p.i.. Na 

infecção secundária foi observado apenas a diminuição do número de RBC (3
0
, 4

0  
e 5

0  
d.p.i.) 

e do HCT (1
0
, 3

0
, 4

0
, 5

0  
d.p.i.), semelhante ao observado durante a infecção primária. Não foi 

detectado nenhuma alteração nos níveis de HGB durante a infecção secundária (Figura 14). 

 

 
Figura 14: Avaliação do eritrograma dos PNH da espécie Callithrix penicillata infectados 

sequencialmente pelo VDEN-3 e pelo VDEN-2. 
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6.3.2 Leucograma 

Durante a infecção primária foi observado a diminuição do número de WBC (4
0
, 6

0
, 

 

7
0
, 15

0  
e 45

0  
d.p.i.) e aumento no 60

0  
d.p.i., diminuição do número de NE (3

0  
e 60

0  
d.p.i.) e 

aumento no 2
0  

d.p.i., diminuição do número de MO (2
0
, 3

0
, 5

0 
e 60

0  
d.p.i.) e elevação no 1

0
, 7

0 

e 15
0  

d.p.i. e diminuição no número de LI (2
0
, 6

0 
e 45

0  
d.p.i.) com aumento no 3

0  
e 60

0  
d.p.i.. 

Na infecção secundária foi observado a dinimuição do número de WBC (4
0  

e do 6
0  

ao 45
0 

d.p.i.), de NE (15
0  

d.p.i), assim como do número de MO (4
0
, 5

0
, 45

0  
d.p.i.) com elevação deste 

último no 1
0  

e no 60
0  

d.p.i.). Ainda foi detectado aumento (4
0  

d.p.i.) e diminuição (45
0  

d.p.i.) 

do número de LI, respectivamente (Figura 15). 

 

 
Figura 15: Avaliação do leucograma dos PNH da espécie Callithrix penicillata infectados 

sequencialmente pelo VDEN-3 e pelo VDEN-2. 
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6.3.3 Contagem de plaquetas e avaliação do coagulograma 
 

Na infecção primária (VDEN-3) foi evidenciado a diminuição do número de PLT (do 
 

1
0  

ao 15
0  

d.p.i.) e elevação no 20
0  

e 60
0  

d.p.i., diminuição dos valores do TTPA (2
0
, 6

0  
e 60

0 

d.p.i.) e  aumento  no  1
0    

e 20
0    

d.p.i.. Na  infecção  secundária  (VDEN-2)  observou-se  a 

diminuição do número de PLT (1
0
, 2

0
, 4

0
, 5

0
, 7

0 
e 45

0  
d.p.i), no valor de TAP (5

0  
e 45

0  
d.p.i.) e 

do TTPA (1
0
, 3

0
, 15

0  
e 60

0  
d.p.i.) com elevação deste último no 2

0  
d.p.i. pelo VDEN-2 (Figura 

16). 
 

 
 

Figura  16:  Contagem  de  plaquetas  e  avaliação  do  coagulograma  dos  PNH  da  espécie 

Callithrix penicillata infectados sequencialmente pelo VDEN-3 e pelo VDEN-2. 
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6.4 ESTUDOS BIOQUÍMICOS 
 

6.4.1 Avaliação da função renal 
 

As provas bioquímicas de função renal indicaram na infecção primária a diminuição 

dos níveis de URE (1
0
, 3

0  
e do 5

0  
ao 60

0  
d.p.i) e de CREA (1

0  
d.p.i.) com aumento da CREA 

no 60
0  

d.p.i.. Na infecção secundária foi observado à diminuição dos níveis de URE (4
0  

e 6
0 

d.p.i.) com aumento no 2
0  

e 5
0  

d.p.i. e diminuição dos níveis de CREA (1
0
, 7

0  
e 60

0  
d.p.i.) 

(Figura 17). 

 

 
Figura 17: Provas bioquímicas de função renal dos PNH da espécie Callithrix penicillata 

infectados sequencialmente pelo VDEN-3 e pelo VDEN-2. 
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6.4.1 Avaliação da função hepática 
 

As provas bioquímicas de função hepática indicaram na infecção primária aumento 

dos níveis da ALT (2
0
, 3

0
, 4

0
, 6

0  
e 7

0  
d.p.i.) com diminuição no 20

0  
d.p.i. e aumento dos níveis 

da AST (1
0  

ao 4
0
, 6

0  
e 15

0  
d.p.i.) com redução no 45

0  
e 60

0  
d.p.i. Na infecção secundária foi 

evidenciado diminuição dos níveis de CREA (1
0
, 7

0  
e 60

0  
d.p.i.); ALT (3

0
, 5

0  
e 6

0  
d.p.i.) e da 

AST (3
0
, 5

0  
e 6

0  
d.p.i.) com aumento da AST no 1

0
, 4

0  
e do 7

0  
ao 60

0  
d.p.i. (Figura 18). 
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Figura 18: Provas bioquímicas de função hepática dos PNH da espécie Callithrix penicillata 

infectados sequencialmente pelo VDEN-3 e pelo VDEN-2. 
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6.5 ESTUDOS DA RESPOSTA INFLAMATÓRIA 
 

A dosagem das citocinas IL-6, TNF-α, IL-2, INF-γ , IL-4, IL-5 foi realizada nos soros 

coletados dos  PNH durante o estudo experimental. Na infecção primária foi detectado o 

aumento dos níveis do TNF-α no 3
0 

d.p.i. e diminuição no 45
0  

d.p.i., elevação dos níveis do 

IFN-γ (3
0
, 6

0  
e 20

0  
d.p.i.) e diminuição dos níveis da IL-5 (7

0  
d.p.i.). Na infecção secundária 

 

foi evidenciado a diminuição dos níveis da IL- 6 (60
0  

d.p.i.), TNF-α (3
0
, 5

0 
e 45

0  
d.p.i.), IFN-γ 

 

(2
0
, 5

0  
e 45

0  
d.p.i.) e IL-5 (1

0  
e 60

0  
d.p.i.) (Figura 19). 
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Figura  19:  Detecção  de  citocinas  nos  PNH  da  espécie  Callithrix  penicillata  infectados 

sequencialmente pelo VDEN-3 e pelo VDEN-2. 
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6.6 SÍNTESE DOS ACHADOS ENCONTRADOS NO ESTUDO EXPERIMENTAL 
 

O quadro 5 sintetiza os achados observadas nos PNH infectados com o VDEN-3 e 

com o VDEN-2 durante o estudo experimental. Durante a infecção primária (VDEN-3) foram 

detectados anticorpos IgM no 15
0  

e no 20
0  

d.p.i., e anticorpos IH do 15
0  

ao 60
0  

d.p.i., bem 

como foram evidenciados os achados abaixo: 

 Dia 0: diminuição do HCT, das PLT, da URE, da CREA e aumento dos MO, do TTPA 
 

e da AST; 
 

 Dia 2: diminuição dos MO, dos LI, das PLT, do TTPA e aumento dos, NE, da ALT, 

da AST; 

 Dia 3: diminuição dos RBC, da HGB, do HCT, dos NE, dos MO, das PLT e da URE e 

aumento dos LI, da ALT, da AST, do TNF-α e do INF-γ; 

 Dia 4: diminuição das RBC, da HGB, do HCT, dos WBC e das PLT e aumento da 
 

ALT e da AST; 
 

 Dia 5: diminuição do HCT, dos MO, das PLT e da URE; 
 

 Dia 6: diminuição dos WBC, dos LI, das PLT, do TTPA e da URE e aumento da ALT, 

da AST e do INF-γ; 

 Dia 7: diminuição dos WBC e das PLT da URE e da IL-5 e aumento dos MO a ALT; 
 

 Dia 15: diminuição dos WBC, das PLT e da URE e aumento dos MO e da AST; 
 

 Dia 20: diminuição da URE e da ALT e aumento das PLT, do TTPA e do INF-γ; 
 

 Dia 45: diminuição ds WBC, dos LI, da URE, da AST, do TNF-α e do peso e aumento 
 

das RBC, da HGB e do HCT; 
 

 Dia 60: diminuição dos NE, dos MO, do TTPA, da URE, da AST e do peso e aumento 

dos WBC, dos LI, das PLT e da CREA. 

 
 

Durante a infecção secundária (VDEN-2) foram detectados anticorpos IgM no 15
0  

e 

no 20
0  

d.p.i. e anticorpos IH do 1
0  

ao 60
0  

d.p.i., bem como foram encontradas às alterações 

descritas abaixo e no quadro 5: 

 Dia 1: diminuição do HCT, das PLT, do TTPA, da CREA e da IL-5 e aumento dos 
 

MO e da AST; 
 

 Dia 2: diminuição das PLT, do INF-γ e aumento do TTPA e da URE; 
 

 Dia 3: diminuição das RBC, do HCT, do TTPA, da ALT, da AST e do TNF-α; 
 

 Dia 4: diminuição dos RBC, do HCT, dos MO, das PLT, da URE e aumento dos LI e 

da AST; 
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 Dia 5: diminuição dos RBC, do HCT, dos MO, das PLT, do TAP, da ALT e da AST 

TNF-α e do INF-γ e aumento da URE; 

 Dia 6: diminuição dos WBC e da URE, da ALT e da AST; 
 

 Dia 7: diminuição dos WBC, das PLT e da CREA e aumento da AST; 
 

 Dia 15: diminuição dos WBC, dos NE e do TTPA e aumento da AST; 
 

 Dia 20: diminuição dos WBC e aumento da AST; 
 

 Dia 45: diminuição dos WBC, dos MO, dos LI, das PLT, do TAP, do TNF-α, do TNF- 
 

α e do INF-γ e aumento da AST; 
 

 Dia 60: diminuição do TTPA, da CREA, da IL-6 e da IL-5 e aumento dos MO e da 
 

AST. 



 

 
 

Quadro 5: Síntese dos achados encontrados nos PNH da espécie Callithrix penicillata infectados sequencialmente pelo VDEN-3 e pelo VDEN-2. 
 

 
 

Parâmetros 
  Infecção primária   

   D1  D2  D3  D4  D5  D6  D7  D15    D20    D45    D60   

M ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ↑ ↑ ꞊ ꞊ 
 

꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ↑ ↑ ↑ ↑ 

꞊ ꞊ ↓ ↓ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ↑

 ꞊ 

꞊ ꞊ ↓ ↓ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ↑

 ꞊ 

↓ ꞊ ↓ ↓ ↓ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ↑

 ꞊ 

꞊ ꞊ ꞊ ↓ ꞊ ↓ ↓ ↓ ꞊ ↓ ↑ 

꞊ ↑ ↓ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ↓ 

↑ ↓ ↓ ꞊ ↓ ꞊ ↑ ↑ ꞊ ꞊ ↓ 

꞊ ↓ ↑ ꞊ ꞊ ↓ ꞊ ꞊ ꞊ ↓ ↑ 

↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↑ ꞊ ↑ 

꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊
 ꞊ 

↑ ↓ ꞊ ꞊ ꞊ ↓ ꞊ ꞊ ↑ ꞊ ↓ 

↓ ꞊ ↓ ꞊ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 

↓ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ↑ 

꞊ ↑ ↑ ↑ ꞊ ↑ ↑ ↑ ↓ ꞊

 ꞊ 

↑ ↑ ↑ ↑ ꞊ ↑ ꞊ ꞊ ꞊ ↓ ↓ 

꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊
 ꞊ 

꞊ ꞊ ↑ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ↓

 ꞊ 

꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊
 ꞊ 

꞊ ꞊ ↑ ꞊ ꞊ ↑ ꞊ ꞊ ↑ ꞊
 ꞊ 

꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊
 ꞊ 

Infecção secundária 

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D15 D20 D45 D60 

Anticorpos Ig 
 

Anticorpos IH 

Eritrócitos 

Hemoglobina 

Hematócrito 

Leucócitos 

Neutrófilos 

Monócitos 

Linfócitos 

Plaquetas 

TAP 

TTPA 

Ureia 

Creatinina 

ALT 

AST 

IL-6 

TNF-α 

IL-2 

INF-γ 

IL-4 

IL-5 

Peso 

꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ↑ ↑ ꞊ ꞊ 
 

↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 

꞊ ꞊ ↓ ↓ ↓ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ 

꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ 

↓ ꞊ ↓ ↓ ↓ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ 

꞊ ꞊ ꞊ ↓ ꞊ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ꞊ 

꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ↓ ꞊ ꞊ ꞊ 

↑ ꞊ ꞊ ↓ ↓ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ↓ ↑ 

꞊ ꞊ ꞊ ↑ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ↓ ꞊ 

↓ ↓ ꞊ ↓ ↓ ꞊ ↓ ꞊ ꞊ ↓ ꞊ 

꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ↓ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ↓ ꞊ 

↓ ↑ ↓ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ↓ ꞊ ꞊ ↓ 

꞊ ↑ ꞊ ↓ ↑ ↓ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ 

↓ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ↓ ꞊ ꞊ ꞊ ↓ 

꞊ ꞊ ↓ ꞊ ↓ ↓ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ 

↑ ꞊ ↓ ↑ ↓ ↓ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 

꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ↓ 

꞊ ꞊ ↓ ꞊ ↓ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ↓ ꞊ 

꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ 

꞊ ↓ ꞊ ꞊ ↓ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ↓ ꞊ 

꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ 

↓ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ↓ 

꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ ꞊ 
Nota: TAP= tempo de atividade de protrombina; TTPA=tempo de tromboplastina parcial ativa; AST=aspartato-aminotransferase; ALT= alanino-aminotransferase; IL-2, 

4, 5, 6= interleucina 2, 4, 5, 6; TNF-α=fator de necrose tumoral alfa; INF-γ=interferon gama; [=] = negativo ou dentro dos padrões de normalidade; ↑=acima dos padrões 

de normalidade; ↓=abaixo dos padrões de normalidade. 



 

7 DISCUSSÃO 
 

Atualmente, todos os modelos animais utilizados para estudos do VDEN apresentam 

limitações inerentes e não imitam fielmente os quadros de FHD/SCD observados em humanos 

(ONLAMOON  et  al.,  2010;  ZOMPI  E  HARRIS,  2012).  É  provável  que  esse  fato  seja 

justificado pela limitada infectividade e pela modesta replicação do VDEN observados nesses 

animais. Os PNH da espécie C. penicillata infectados sequencialmente com o VDEN-3 e com 

o  VDEN-2  investigados  nesse  estudo  apresentaram  poucos  ou  nenhum  sinal  clínico  de 

doença. Os sinais de doença (apatia, pêlos errepiados e perda de peso) foram  observados 

apenas durante a infecção primária (VDEN-3) e acredita-se que a ausência de sinais de 

doença durante a infecção secundária (VDEN-2) tenha se dado pela neutralização do vírus por 

anticorpos  adquiridos   previamente  durante  a  infecção  primária.  Vale  ressaltar  que  a 

metodologia  adotada  apesar  de  ter  sido  adequada  ao  experimento  apresentou  limitações 

inerentes ao modelo. 

Recentemente, Omatsu e colaboradores (2011) desenvolveram estudos com saguis da 

espécie  C.  jaccus  infectados  com  um  dos  quatro  sorotipos  do  VDEN  isolados  de casos 

clínicos  de  dengue  em  humanos  e  observaram  o  estabelecimento  da  infecção  após  a 

inoculação primária do VDEN (VDEN-1  ou VDEN-2 ou VDEN-3 ou VDEN-4). Os RNA 

virais foram detectados em todos os saguis infectados experimentalmente, bem como foram 

detectados  anticorpos  IgM  anti-VDEN-1,  anti-VDEN-2  e  anti-VDEN-3  no  dia  5  e  anti- 

VDEN-4 no dia 7 após a infecção primária. 

Estudos realizados por Bernardo e colaboradores (2007) com o objetivo de comparar a 

resposta imunológia e a capacidade de proteção cruzada em Macacas fascicularis infectadas 

primariamente com VDEN-2 cepa A15 ou cepa Jamaica (ambas genótipo americano) ou cepa 

I348600 (genótipo asiático) detectaram anticorpos IgM do 7
0  

ao 60
0  

d.p.i. e os maiores níveis 

de anticorpos IgM foram detectados no  15
0   

d.p.i.. Ao transcorrer 1 ano, os pesquisadores 

reinfectaram  os  animais  com  o  VDEN-2  cepa  A15  (infecção  secundária)  e  detectaram 

anticorpos IgM anti-VDEN-2 no 5
0  

e 6
0  

d.p.i. Também foi evidenciado resposta duradoura do 

15
0  

ao 60
0  

d.p.i.. Durante a infecção secundária (VDEN-2 cepa A15) os anticorpos IgM foram 
 

detectados por um período mais curtos e os níveis de anticorpos IgM foram mais baixos 

quando comparados aos valores encontrados na infecção primária. Em contraste, somente em 

um animal foi detectado anticorpos IgM até 60
0 

d.p.i. pelo VDEN-2 cepa A15. Em humanos 

infectados  com  VDEN,  o  início  da fase  de convalescença é caracterizado  por níveis  de 

anticorpos IgM significativamente menores em infecções secundárias quando comparados aos 
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valores encontrados em infecções primárias e podem ser mesmo indetectáveis em alguns 

casos, dependendo do ensaio utilizado (CHANAMA et al., 2004). 

Esses achados corraboram com o presente estudo no qual foram detectados anticorpos 

IgM anti-VDEN-3 no 15º e no 20
0  

d.p.i. pelo VDEN-3 (infecção primária) e baixo níveis de 

anticorpos IgM  anti-VDEN-2 no 15
0   

e no 20
0   

d.p.i. pelo VDEN-2 (infecção secundária). 

Durante a infecção primária  foi  evidenciado reação cruzada com os demais sorotipos do 

VDEN diferente da infecção secundária na qual a resposta foi monotípica para o VDEN-2. 

Bernardo e colaboradores (2007) também detectaram nos animais infectados com o 

VDEN-2 (cepa A15 ou cepa Jamaica ou I348600) durante a infecção primária anticorpos IH 

anti-VDEN-2 apartir do 10
0  

d.p.i. e os maiores títulos de anticorpos IH foram detectados no 

15
0  

d.p.i.. Os pesquisadores também observaram reação cruzada, ou seja, anticorpos IH para 
 

os demais sorotipos do VDEN no  grupo de PNH infectados  com o  VDEN-2 cepa A15 

(infecção  primária). Em contraste, o grupo dos animais infectados com o VDEN-2 cepa 

Jamaica  (infecção  primária)  foi  observado  reação  cruzada  apenas  para  o  VDEN-4.  Na 

infecção  primária  (VDEN-2  cepa  A15  ou  cepa  Jamaica)  os  anticorpos  IH  anti-VDEN-2 

mantiveram-se detectaveis ao passar do tempo, enquanto que os anticorpos IH anti os demais 

sorotipos de VDEN decresceram rapidamente. Na infecção  secundária nos PNH infectados 

com VDEN-2 cepa A15 foi observado logo após os primeiros dias após a infecção um rápido 

aumento dos títulos de anticorpos IH para os quatro sorotipos do VDEN e a  diminuição 

desses títulos com o passar do tempo. 

Diversos  estudos  de  investigação  soroepidemiologico  em  humanos  descrevem  a 

reatividade cruzada entre os quatro sorotipos do VDEN com os demais vírus pertencentes ao 

gênero Flavivírus em indivíduos infectados com VDEN (CRUZ et al., 2009). No Brasil, há 

relatos que descrevem a detecção de anticorpos IH em PNH sentinelas de vida livre e criados 

em cativeiro, bem como a reatividade cruzada desses anticorpos para vírus pertencentes aos 

gêneros Alphavirus, Flavivirus e Orthobunyavirus (BATISTA et al., 2012). 

Esses achados são semelhantes aos evidenciados no presente estudo no qual foram 

detectados anticorpos IH do 15
0  

ao 60
0  

d.p.i. pelo VDEN-3 (infecção primária) e altos títulos 

de anticorpos IH a partir do 1
0  

d.p.i. pelo VDEN-2 (infecção secundária) os quais perduraram 

até o fim do experimento. A reação cruzada de anticorpos entre os sorotipos do VDEN e entre 

os demais vírus do gênero Flavivirus (Vírus da  febre amarela, Vírus da Encefalite Saint 

Louis, Vírus Ilhéus e Vírus Rocio) também foi evidenciada conforme descrito na literatura. 
 

Onlamoon  e  colaboradores  (2010)  realizaram  avaliações  laboratoriais  incluíndo 

hemograma,   bioquímica   sérica   e   proteínas   envolvidas   no   sistema   de   coagulação   e 
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complemento em macacos Rhesus infectados com VDEN. A avaliação do eritrograma indicou 

uma ligeira diminuição dos níveis de hemoglobina, uma significativa redução dos valores do 

hematócrito e nenhuma alteração no número de hemácias durante a infecção aguda causada 

pelo VDEN nos PNH. O leucograma indicou uma significativa leucopenia nos dias 1, 3, 5, 7 e 

10 e leucocitose no dia 14 após a infecção. Supõem-se que a leucopenia foi causada pela 

diminuição dos  neutrófilos que comumente é relatada em humanos infectados com VDEN 

(SIMMONS et al., 2012).  Também  foi observado uma discreta linfocitose no fim da fase 

aguda  e  nenhuma  alteração  no  número   de   monócitos  foi  detectada.  Também  foram 

evidenciados plaquetopenia, um modesto aumento dos níveis das enzimas AST e ALT, uma 

discreta diminuição do TAP e um significativo aumento do TTPA durante a fase aguda. 

Semelhante  aos  achados  de  Onlamoon  e  colaboradores  (2010),  o  presente  estudo 

detectou uma  ligeira diminuição dos níveis de hemoglobina e dos valores do hematócrito 

durante a infecção aguda  causada  pelo VDEN-3 (infecção primária). De forma semelhante 

também foi evidenciado leucopenia ocasionada pela diminuição dos neutrófilos, monócitos e 

linfócitos  após  a  infecção  primária  (VDEN-3).  Diferente  dos  achados  de  Onlamoon  e 

colaboradores (2010), foi detectado uma pequena diminuição do  número de eritrócitos. A 

trombocitopenia observada nos primeiros dias após as infecções tanto pelo VDEN-3 (infecção 

primária) como pelo VDEN-2 (infecção secundária) nos PNH corraboram com os relatos 

encontrados tanto em humanos como nos demais modelos experimentais sendo este achado 

indicativo de  infecção e de extrema relevância encontrado nesse estudo (SIMMONS et al., 

2012; ONLAMOON et al., 2010). Também foram evidenciados a diminuição do TAP e do 

TTPA em ambas infecções. Contudo, é importante assinalar a necessidade de outros estudos 

com  um  maior  número   de   animais  para  que  se  possa  avaliar  os  diferentes  perfis 

(hematológicos, bioquímicos e coagulação) encontrados durante a cinética do experimento. 

Em um estudo anterior relizado por Koraka e colaboradores (2007) com dois grupos 

distintos de  Macacas fasciculares: um infectado com VDEN-1  e outro infectado com o 

VDEN-2 (infecção primária),  secundariamente com VDEN-3 (infecção  secundária) e por 

terceiro  com  o  VDEN-4  (infecção  terciária)  foram  detectados  e  analisados  a  resposta 

citocínica  nesses  PNH.  Os  pesquisadores  detectaram  níveis  de  citocinas  pró-inflamatória 

(IFN-γ e TNF-α) e interleucinas (IL-10, IL-4 e IL-8) durante os 9 primeiros dias  após a 

infecção do VDEN-3 (infecção secundária) nos animais. No entanto, as respostas citocínicas 

encontradas tanto na infecção primária (VDEN-1 ou VDEN-2) como na infecção secundária 

(VDEN-3)  apresentaram níveis de expressão de citocinas distorcidos o que impossibilitou 

qualquer inferência sobre o perfil da resposta imunológica nesses animais. Após a infecção 
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secundária (VDEN-3) foi observado nos animais infectados com VDEN-1 (infecção primária) 

um discreto aumento dos níveis de IL-4 no 2
0  

e 3
0  

d.p.i. e um modesto aumento da IL-8 no 5
0 

e 6
0  

d.p.i. pelo VDEN-3. No grupo dos PNH infectados sequencialmente com o VDEN-3 ou 

com o VDEN-4 foi observado uma diminuição dos níveis de INF-γ no 2
0  

e 3
0  

d.p.i. e IL-10 no 

3
0  

e 4
0  

d.p.i.pelo VDEN-3. 
 

No presente  estudo  os  níveis  séricos  de  INF-γ  e  TNF-α  encontados  indicaram  a 

ativação da resposta inflamatória, com a diferenciação para a resposta celular e supressão da 

resposta humoral evidenciado pela diminuição dos níveis séricos de IL-5. O modesto aumento 

dos níveis de TNF-α e IFN-γ encontrados nos PNH durante o estudo experimental diferem 

dos  casos  de  FHD/SCD  em  humanos,  onde  células  T  promovem  reação  cruzada  que 

contribuem para a imunopatogênese da doença grave através da produção de uma cascata de 

citocinas pró-inflamatórias, sendo detectados altos níveis de TNF-α e IFN-γ (DUNG et al., 

2010; ROTHMAN, 2011). Contudo, os achados podem ser justificados por publicações que 

relatam que apenas uma pequena porcentagem de casos de dengue evoluem para a FHD/SCD 

e a maioria dos quais  decorrem de infecção secundária costumam ser assintomáticos ou 

manifestam-se como FD, ou seja, a  reposta adaptativa pode induzir proteção heterotípica 

eficaz durante a infecção secundária (ROTHMAN, 2011; ZOMPI et al., 2011;). 

Zompi e colaboradores (2011) em um estudo experimental com camundongos A129 

infectados sequencialmente com o VDEN-1 e com o VDEN-2 observaram após 6-8 semanas a 

produção de anticorpos  protetores por células de longa vida do plasma e por células B de 

memória  que  conferiram  reatividade  cruzada  e  proteção  contra  o  VDEN-2  causador  da 

infecção secundária. Esses achados corraboram com os dados encontrados no presente estudo 

que indicam que a infecção sequencial pelo VDEN-3 e pelo VDEN-2  pode ter conferido 

imunidade protetora aos animais, causando sinais característicos da FD e não de FHD/SCD. 

Os PNH da espécie C. penicillata são um bom modelo para estudos da resposta 

imunológica da FD. Contudo, algums questionamentos foram levantados durante o estudo: A 

via de infecção, a replicação viral e o tempo transcorrido entre as infecções interferiram para a 

ausência de sinais da FHD/SCD? Semelhantes aos achados evidenciados no presente estudo 

Halstead  (1981)  realizou  experimentos  com  PNH  infectados   com  o  VDEN  pela  via 

subcutânea  e  detectou  uma  expressiva  trombocitopenia.  Contudo,  nenhum  sinal  clínico 

aparente  foi  observado.  Diferentemente  Onlamoon  e  colaboradores  (2010)  inocularam 

experimentalmente  altos  títulos  de  VDEN-2  pela  via  intravenosa  em  macacos  Rhesus  e 

observaram do 3-5 d.p.i. pelo VDEN-2 sinais visíveis de hemorragia (petéquias e hematomas) 

semelhantes aos observados em humanos infectados com VDEN. 



82 
 

 
 
 

Koraka e colaboradores (2007) mencionam que distintos sorotipos do VDEN podem 

apresentar  diferentes características de replicação na mesma espécie animal, assim como o 

mesmo sorotipo ou inóculo  viral pode apresentar diferentes padrões de replicação viral em 

animais da mesma espécie. Esse relato talvez justifique os diferentes perfis (hematológicos, 

bioquímicos e coagulação) encontrados durante a cinética experimental desse estudo. Kuno e 

colaboradores (1987) descreveram que a infecção primária produz  proteção temporária e 

parcial contra os outros três sorotipos, permitindo que infecções secundárias ou sequenciais 

sejam possíveis após um curto período de tempo (2 a 3 meses). Tal relato corrobora com o 

tempo  transcorrido entre as infecções e com os achados laboratoriais que comprovam  o 

estabelecimento das infecções no presente estudo. Contudo, diferiu do resultado esperado que 

seria a presença de sinais de FHD/SCD e não a suposta neutralização do vírus. 

Embora o presente estudo esteja de acordo com os relatos encontrados na literatura 

não foi possível esclarecer tais questionamentos levantados. Desta forma fazem-se necessários 

maiores estudos com o maior número de animais infectados com o VDEN com o intuito de 

elucidar tais questões. 
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8 CONCLUSÃO 
 

-  Os  primatas  não  humanos  (PNH)  da  espécie  Callithrix  penicillata   demonstraram 

susceptibilidade à cepas de Vírus dengue (VDEN) de isolados provenientes de casos fatais de 

Febre Hemorrágica do Dengue/Sindrome do Choque do Dengue (FHD/SCD). 

- As  duas  amostras  (uma  do  VDEN-3  e  outra  do  VDEN-2)  induziram  a  produção  de 

anticorpos IgM, os quais foram detectados no 15
0  

e no 20
0  

d.p.i. tanto pelo VDEN-3 (infecção 

primária) como pelo VDEN-2 (infecção secundária). Durante a infecção primária também foi 

observado  reatividade  cruzada  para  os  demais  sorotipos  do  VDEN.  Durante  a  infecção 

secundária (VDNE-2) a reposta foi monotípica para o sorotipo infectante. 

- As amostras do VDEN-3 e do VDEN-2 induziram a produção de anticorpos inibidores da 

hemaglutinação,  os quais foram detectados nos soros dos PNH do 15
0   

ao 60
0   

d.p.i. pelo 

VDEN-3  (infecção  primária)  e  do  1
0   

ao  60
0   

d.p.i. pelo  VDEN-2  (infecção  secundária). 

Também foi evidenciado reação cruzada entre os sorotipos do VDEN e os demais vírus do 

gênero Flavivirus (Vírus da febre amarela, Vírus da Encefalite  Saint Louis, Vírus Ilhéus e 

Vírus Rocio). As infecções oriundas das amostras do VDEN-3 e do VDEN-2 de casos fatais 

de  FHD/SCD  resultaram  em  títulos  de  anticorpos  IH  semelhantes  aos  observados  em 

humanos infectados com VDEN. 

- A avaliação hematológica revelou alterações indicativas do estabelecimento da infecção 

como: leucopenia e trombocitopenia. A diminuição do TTPA evidenciada no coagulograma 

diferiu dos padrões encontrados em  humanos com Febre do Dengue (DF). O aumento dos 

níveis séricos das enzimas ALT e AST durante a infecção primária (VDEN-3) reproduziu os 

relatos encontrados em infecções causadas pelo VDEN em  humanos. Os baixos valores de 

uréia  e  creatinina  diferiram  dos  altos  valores  evidenciados  em  humanos  com  FD  ou 

FHD/SCD. 

- O aumento dos níveis de INF-γ e TNF-α indicaram a ativação da resposta inflamatória, com 

a diferenciação para a resposta celular e supressão da proliferação de citocinas características 

da resposta humoral. A presença de anticorpos neutralizantes pode ter ocasionado a supressão 

da resposta inflamatória na infecção secundária o que pode ter levado a ausência de sinais de 

FHD/SCD durante a infecção secundária (VDEN-2). 

- Os resultados indicam que os PNH da espécie Callithrix penicillata são um bom modelo 

para estudos da  resposta imunológica da FD, assim como para a avaliação de uma vacina 

tetravalente. 
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ANEXO A: CÓPIA DO PARECER DE APROVAÇÃO NO COMITÊ DE ÉTICA EM 

PESQUISAS. 
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ANEXO B: CÓPIA DO PARECER DE APROVAÇÃO NO COMITÊ DE ÉTICA EM 

PESQUISAS. 
 

 


