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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

VINTE E CINCO ANOS DE DENV-1 NO BRASIL: EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE CEPAS 

ISOLADAS ENTRE 1986 E 2011 

 

RESUMO 
 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 

 

Fernanda de Bruycker Nogueira  

 

Este estudo apresenta a fiogenia e caracterização molecular baseados na análise do 
gene do envelope (E) (1.485 nucleotídeos) dos DENV-1 (n=48) e na região 
codificante completa (10.176 nucleotídeos) de seis representantes dentre as 48 
amostras analisadas, isolados durante as epidemias ocorridas desde a introdução 
do sorotipo em 1986 até 2011. Possíveis eventos de recombinação genômica 
também foram analisados. Os resultados baseados na análise do gene E 
demonstraram que os DENV-1 isolados dos estados do Rio de Janeiro, Espírito 
Santo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Alagoas, Ceará, Piauí e Rio Grande do 
Norte pertencem ao genótipo V (América/África), mas agrupam-se em clades 
distintos. Três grupos foram identificados, um datando entre 1986-2002 (linhagem 
1a), um segundo grupo representado por vírus isolados entre 2009 e 2011 e uma 
cepa isolada representativa do ano de 2002 (linhagem 2) e um grupo de cepas 
isoladas em 2010 e 2011 (linhagem 1b). A linhagem 2 apresentou um alto suporte 
de bootstrap garantindo a sua separação das outras linhagens. As linhagens 1a e 
1b, apesar de se agruparem em ramos distintos, foram caracterizadas no mesmo 
grupo, com bootstrap acima de 75%. Além disso, as linhagens 1a e 1b foram mais 
relacionadas com as cepas americanas e a linhagem 2 com as cepas asiáticas. As 
substituições de aminoácidos (aa) foram observadas nos ectodomínios I e III da 
proteína E e foram associadas à separação das linhagens. Uma substituição em E297 
diferenciou a linhagem 1a das linhagens 1b e 2. As alterações observadas em E338, 
E394 (ectodomínio III), E428 e E430 (região “stem”) diferenciaram as linhagens 1a, 1b e 
2. A análise da região codificante completa apresentou um elevado número de 
substituições de aa (n=82), distribuídas entre as seis cepas estudadas, no entanto a 
cepa representante da linhagem 2 apresentou aproximadamente 50% do total 
observado. Com exceção do gene C, todos os outros genes analisados (prM/M, E, 
NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5)  permitiram a classificação genotípica 
dos DENV-1. Os genes NS3 e NS5 permitiram a separação das linhagens 1 e 2, no 
entanto, apenas o gene E e a região codificante completa foram capazes de 
distinguir as linhagens em 1a, 1b e 2. Nenhum evento recombinante foi detectado 
dentre as amostras do estudo quando comparadas com amostras de referência 
disponíveis do Genbank, porém uma cepa da linhagem 1a, isolada no estado do Rio 
de Janeiro em 1988 foi considerada mais relacionada com uma cepa possivelmente 
recombinante isolada no estado do Paraná no ano de 2001 (amostra de referência  
AF513110/BR/2001). 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

TWENTY-FIVE YEARS OF DENV-1 IN BRAZIL: MOLECULAR EPIDEMIOLOGY OF STRAINS 

ISOLATED FROM 1986 TO 2011.  

 

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION IN MOLECULAR AND CELL BIOLOGY 

 

Fernanda de Bruycker Nogueira 

This study presents the phylogeny and molecular characterization based on 
envelope gene (E) analysis of DENV-1 (n=48) isolated during epidemics occurred 
since this serotype introduction in 1986 to 2011. From those strains, six were fully 
sequenced (coding region) and possible genomic recombination events were 
analyzed. The results of the phylogenetic analysis based on the E gene showed that 
DENV-1 isolates from the states of Rio de Janeiro, Espírito Santo, Minas Gerais, 
Mato Grosso do Sul, Alagoas, Ceará, Piauí and Rio Grande do Norte belong to 
genotype V (America/Africa), but grouping in distinct clades. Three groups were 
identified, one dating from 1986 to 2002 (lineage 1a), a second group isolated 
between 2009 and 2011 and a representative strain isolated in 2002 (lineage 2) and 
a group of strains isolated in 2010 and 2011 (lineage 1b). Lineage 2 has a high 
bootstrap support ensuring their separation from the other lineages. The lineages 1a 
and 1b, despite in distinct branches, were characterized in a same group supported 
by a bootstrap of 75%. Furthermore, the lineages 1a and 1b were more closely 
related to the American strains, while lineage 2 to the Asian strains. Amino acids (aa) 
substitutions were observed in the ectodomains I and III of the E protein and were 
associated to the lineages separation. A substitution on E297 differentiated the lineage 
1a from the lineages 1b and 2. Changes observed in E338, E394 (ectodomain III), 
E428 and E430 (stem region) differentiated lineages 1a, 1b and 2. The complete coding 
region analysis showed a large number of specific aa changes (n=82) distributed 
among the six strains studied, however lineage 2 presented approximately 50% of 
the total detected. With the exception of the C gene, all the others genes analyzed 
allowed the DENV-1 classification into the distinct genotypes. However, only the E 
gene and the entire coding region were able to group those into the distinct lineages. 
No recombinant event was detected but a sample belonging to lineage 1a was 
closely related to the known recombinant strain AF513110/BR/2001. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Histórico da Dengue 

  Os primeiros relatos de grandes epidemias de doença febril compatível 

com os sintomas da dengue ocorreram em 1779 e 1780, nos continentes Asiático, 

Africano e Norte Americano. Porém, estes sintomas já haviam sido descritos em 

uma Enciclopédia Chinesa de sintomas e remédios em 265 a 420 d.C. durante a 

Dinastia Chin que foi formalmente editada em 610 d.C. (Dinastia Tang) e 

posteriormente em 992 d.C. (Dinastia Norte Sung), sendo chamada de “veneno da 

água” devido a associação dos insetos voadores com a água (Gubler, 1997; 1998). 

A doença foi caracterizada por rash, febre, dor nos olhos, artralgia, mialgia e 

manifestações hemorrágicas, incluindo sangramento de orofaringe, gengiva, 

intestinal e vaginal (Gubler, 1997). Surtos de doenças nas Antilhas Francesas em 

1635 e no Panamá em 1699 também poderiam ter sido dengue (Gubler, 1997; 

1998). 

  A dengue ou doença muito semelhante teve uma ampla distribuição 

geográfica antes do século XVIII, quando foram descritas as primeiras pandemias 

(Gubler, 1998). Contudo, ainda hoje existe a dificuldade em confirmar a doença 

considerando apenas dados clínicos devido aos sinais e sintomas compartilhados 

com outras doenças tropicais (Vasilakis et al., 2010). 

Durante os séculos XVIII e XIX a febre do dengue dispersou na América 

do Norte, América do Sul, Bacia do Caribe, Ásia e Austrália. Nas Américas, a grande 

propagação foi devido às repetidas introduções do vetor Stegomyia (St.) aegypti 

(Aedes aegypti), que foram introduzidos através dos navios negreiros e de outros 

navios comerciais que atravessaram o oceano Atlântico partindo da África 

(Rodriguez-Roche & Gould, 2013). 

 A primeira descrição clínica detalhada seguramente da dengue foi 

realizada por Benjamin Rush, quando descreveu uma epidemia de “febre remitente 

biliar” e apresentou o nome “febre quebra ossos” para descrever a epidemia de 1780 

na Filadélfia (Rush, 1789 apud Vasilakis et al., 2010). Este termo foi usado em San 

Juan, Porto Rico em 1763 sugerindo que a dengue já era bem conhecida no Caribe.  

Na mesma época, David Bylon descreveu uma epidemia em 1779 em Jakarta, 
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Indonésia, que se chamava “Knokkel-koorts” ou febre das articulações e ambos os 

médicos enfatizaram a gravidade das dores, a erupção e a tendência a recaídas 

(Bylon, 1780 apud Vasilakis et al., 2010). 

A origem do nome dengue é controversa. Sugere-se que o termo “dengue” 

tenha sido usado pela primeira vez em Cuba. Porém, em 1801, a rainha da 

Espanha, Maria Luisa, se referiu a uma doença que teve como dengue. Em cartas 

ao Palácio Real datada de 12 de junho de 1801, ela disse: “Eu estava doente com 

uma doença chamada “dengue” e, desde ontem, tinha sangramento” (Soler et al., 

1949 apud Gubler 1997). Entretanto, a origem mais provável da palavra dengue é de 

Swahili. Em ambas as epidemias relacionadas com doença semelhante à dengue, 

em Zanzibar (1823) e na Costa Leste Africana (1870), a enfermidade já era chamada 

de Ki-Dinga Pepo, descrita por Christie como “uma doença caracterizada por uma 

cãibra, como um ataque súbito, causado por um espírito maligno”. Durante a 

epidemia em Cuba no ano de 1828, a doença foi inicialmente chamada de Dunga, 

mas depois mudou para dengue, termo pelo qual tem sido conhecida desde então 

(Christie, 1881 apud Gubler, 1997; Munoz, 1828 apud Gubler, 1997). No Brasil, entre 

1845 e 1849 a doença era conhecida como “Polka fever” (Gubler, 1997). 

 O termo dengue  foi introduzido na literatura médica inglesa durante a 

epidemia do Caribe em 1827-1828. Em 1869, foi estabelecido pelo “London Royal 

College of Physicians” a denominação desta enfermidade, até então referida na 

literatura como “febre articular”, “febre quebra ossos”, “dinga”, “polka”, entre outros 

(Siler et al., 1926 apud Halstead, 1974; Halstead, 1980). 

 A constatação de que mosquitos eram os vetores de transmissão da 

dengue ocorreu no início da década de 1900, a partir de estudos conduzidos por 

Graham (1903) e Bancroft (1906), sendo o último a apresentar conclusões de que o 

Aedes. aegypti poderia transmitir a doença. Os estudos realizados em Taiwan, 

Filipinas e no Pacífico demonstraram que Aedes albopictus, Aedes polynesiensis e 

Aedes. scuttellaris, poderiam ser eficientes vetores dos DENV (Gubler, 1997).   

 Segundo os registros históricos, entre 1823 e 1916, houve uma segunda 

série de pandemias da dengue percorrendo o mundo, da África para a Índia e da 

Oceania para as Américas, com duração de 3 a 7 anos. Embora não seja possível 

identificar o sorotipo envolvido, estes surtos foram causados provavelmente pelo 
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mesmo sorotipo e foram transportados entre as regiões geográficas através do 

tráfico de escravos e do comércio (Gubler, 1997; Weaver & Vasilakis, 2009). 

 Leichtenstern (1896) foi o primeiro a reconhecer a dengue com uma 

doença dos portos marítimos das regiões costeiras que poderia se dispersar pelo 

interior ao longo dos rios, como o Ganges e o Indo na Índia, ou do Mississippi nos 

Estados Unidos. A invasão dos trópicos pelo mosquito vetor Aedes aegypti africano, 

provavelmente devido à circulação de pessoas e o armazenamento de águas nos 

veleiros foram fatores que mudaram radicalmente o comportamento da dengue no 

Sudeste Asiático, Subcontinente Indiano e Filipinas que resultou no súbito 

aparecimento de epidemias urbanas (Weaver & Vasilakis, 2009). 

 Durante a Segunda Guerra Mundial, no período de 1944 e 1945, 

pesquisadores japoneses (Hotta, 1952) e americanos (Sabin, 1952) isolaram as 

primeiras cepas do vírus dengue, sendo os sorotipos 1 e 2 identificados. Seguindo 

na década de 1950 com o isolamento dos sorotipos 3 e 4 na Tailândia e Filipinas 

(Hammon et al, 1960). 

 Nas Américas, durante os anos 1960 e 1970, houve a circulação de um 

único sorotipo num determinado momento dentro de uma dada região. No entanto, 

após este período, um aumento significativo da doença foi observado no mundo, em 

outras regiões tropicais, com uma série de epidemias associadas a um aumento na 

gravidade dos sintomas apresentados.  Ao final deste período, era evidente a co-

circulação dos quatro sorotipos do vírus em todo o Sudeste da Ásia e Subcontinente 

Indiano (Weaver & Vasilakis, 2009). 

 Na década de 1990 e início do século XXI, a expansão populacional 

urbana, o aumento da densidade vetorial devido à insustentabilidade dos programas 

de controle, aumento do transporte comercial aéreo facilitando a movimentação 

rápida de pessoas levaram à distribuição global de todos os sorotipos, favorecendo. 

a reemergência rápida de casos graves da doença ao longo dos trópicos (Weaver & 

Vasilakis, 2009). 

Atualmente, os quatro sorotipos do vírus circulam na África, Sul e Sudeste 

da Ásia, Regiões do Pacífico Ocidental, Bacia do Caribe, e Américas Central e do 

Sul. Frequentes introduções no sudeste da América do Norte também são 

regularmente reportadas (Rodriguez-Roche & Gould, 2013).  
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1.2 Vírus dengue (DENV) 

Os vírus dengue (DENV) estão taxonomicamente classificados na família 

Flaviviridae, gênero Flavivírus, que reúne mais de 70 espécies em oito grupos 

sorologicamente relacionados, e um grupo de vírus que não se classifica dentro 

destes sorogrupos onde se inclui o vírus da febre amarela (FA) (Westaway et al, 

1985; Burke & Monath, 2001). 

 Devido as suas propriedades antigênicas distintas, os DENV apresentam 

quatro sorotipos, denominados DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (Sabin, 1952; 

Hammon et al, 1960; Westaway et al, 1985). Estudos recentes indicam o isolamento 

e a caracterização de um novo sorotipo de dengue de transmissão silvestre em 

Sarawak, Malásia, onde este novo e emergente sorotipo foi detectado em humanos, 

associado inclusive a casos graves da doença (Vasilakis et al., 2013). 

 Do ponto de vista epidemiológico, os DENV são classificados como 

arbovírus, pois a sua manutenção na natureza ocorre através de um ciclo de 

transmissão envolvendo hospedeiros vertebrados e artrópodos hematófagos 

(Gubler, 1998). O mosquito vetor da espécie Aedes aegypti (Linnaeus, 1762 apud 

Knight & Stone, 1977), devido aos seus hábitos domésticos, é considerado o mais 

importante na transmissão do vírus ao homem, estando associado a epidemias 

explosivas de dengue clássico (DC) e febre hemorrágica da dengue (FHD) 

(Halstead, 1984). 

 Os DENV são esféricos, envelopados e com cerca de 40 a 50 nanômetros 

de diâmetro. O virion consiste de RNA de fita simples (RNAfs) de polaridade positiva 

de aproximadamente 11 kb, envolto por um nucleocapsídeo de simetria icosaédrica. 

O RNAfs funciona como o próprio RNA mensageiro (RNAm) e é traduzido a partir da 

maquinaria da célula hospedeira para uma poliproteína única imediatamente após a 

infecção, e posteriormente clivada em 3 proteínas estruturais – capsídeo (C), pré-

membrana (prM), envelope (E) – e 7 proteínas não-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, 

NS3 , NS4A , NS4B e NS5) (Chambers et al.,1990; Miller et. al., 2010) (Figura 1.1).  

As proteínas estruturais são componentes da partícula viral madura e as proteínas 

NS são expressas somente na célula hospedeira infectada e não são empacotadas 

em níveis detectáveis nas partículas maduras (Miller et. al., 2010).  
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Figura 1.1 Estrutura do DENV. A: Estrutura do DENV apresentando os dímeros da proteína E (Kuhn 
et al, 2002) B: Diagrama esquemático dos DENV (adaptado de Heinz & Allison, 2001). C: 
Organização do genoma dos DENV (adaptado de Chambers et al., 1990). 

 

 A proteína C, a primeira a ser sintetizada (PM ~11kDa), é carregada 

positivamente e responsável por formar o componente estrutural do nucleocapsídeo, 

consiste na proteína C e RNA genômico. Em condições de alta salinidade o 

nucleocapsídeo torna-se instável, tornando as proteínas C em dímeros (Lindenbach 

et al, 2007). 

  O precursor prM é uma proteína de 22 kDa, que ao sofrer uma clivagem 

proteolítica específica durante a maturação viral, dá origem à proteína M com cerca 

de 8 kDa, que está envolvida no aumento da infectividade do vírus e na organização 

da estrutura viral (Randolph et al., 1990).  

 O envelope (E) é o maior constituinte da superfície dos DENV (53 kDa), 

sendo formado por proteínas pertencentes a classe II N-glicosilada das proteínas 

diméricas de fusão que medeiam a ligação e fusão do vírus com a membrana 

celular. É responsável por atividades biológicas do ciclo viral, além de ser o principal 

indutor de anticorpos neutralizantes e apresentar atividade hemaglutinante 

(Chambers et al.,1990; Heinz & Allison, 2001; Weaver & Vasilakis, 2009).  Possui 

A B 
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495 aminoácidos (aa), distribuídos em três domínios (I, II, III). Esses domínios são 

regiões distintas presentes nas duas subunidades idênticas do complexo dimérico 

da estrutura tridimensional da proteína E. O domínio I, região central da molécula, 

contendo o radical amino terminal, é responsável pela organização estrutural da 

partícula viral; domínio II contém a maior parte dos contatos do dímero, está 

relacionado com a fusão da partícula viral, tem a estrutura composta por um par de 

alças descontínuas dos qual uma é altamente conservada entre todos os flavivírus, 

funcionando como um peptídeo interno de fusão, estabilizado por três pontes 

dissulfeto; e o domínio III, localizado na superfície lateral externa do dímero, inclui o 

C terminal e tem relação com a virulência de determinadas cepas virais, sendo um 

componente altamente imunogênico. Acredita-se que o domínio III dos flavivírus 

interajam com receptores celulares para a entrada dos vírus (Figueiredo, 1999; 

Nayak et al., 2009; Weaver & Vasilakis, 2009) (Figura 1.2).  

  As partículas maduras dos DENV exibem uma superfície exterior 

relativamente lisa, com os dímeros da proteína E ligada paralelamente à bicamada 

lipídica da membrana. O envelope apresenta 90 dímeros da proteína E bem 

ajustados em padrão de espinha de peixe incomum de simetria icosaédrica, 

sugerindo que tais dímeros podem sofrer rearranjos de rotação em torno do eixo de 

simetria 3 e 5 formando complexos triméricos fusogênicos. Esta mudança ocorre em 

ambiente com baixo pH. Já as partículas virais imaturas são maiores e exibem 60 

picos cada um composto por três monômeros da proteína E em torno de um trímero 

de prM. O arranjo das glicoproteínas virais nas partículas virais maduras e imaturas 

é muito diferente. A proteína M, produzida durante a maturação das partículas de 

vírus dentro da via de secreção, é um pequeno fragmento proteolítico da proteína 

precursora prM. A prM liga-se ao peptídeo de fusão localizado do domínio II da 

proteína E, e após clivagem ocorre a liberação do peptídeo pr e os 60 trímeros são 

dissociados girando e rearranjando em 90 dímeros antiparalelos, configurando a 

superfície da glicoproteína do envelope em partículas virais maduras (Lindenbach et 

al., 2007) (Figura 1.3). 
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Figura 1.2 Estrutura da proteína do envelope (E). Diagrama em fita da estrutura cristalina da 
proteína do envelope (E) mostrando o domínio I (vermelho), domínio II (amarelo), domínio III (azul) e 
o peptídeo de fusão (verde) apresentados no painel A (adaptado de Heinz & Stiasny, 2012). E no 
painel B a estrutura da proteína do envelope apresentando os segmentos dos domínios I (vermelho), 
II (amarelo), III (azul), peptídeo de fusão (FL – fusion loop) (laranja). Região “stem” (turquesa) liga o 
ectodomínio a uma âncora transmembrana C-terminal dupla-hélice (TM) (adaptado de Nayak et al., 
2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1.3 Estrutura das partículas virais dos Flavivírus. A: proteína do envelope de vírions 
maduros e imaturos. Reconstrução da partícula viral do dengue imatura (B) e madura (C) (adaptado 
de Lindenbach et al., 2007). 
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 A proteína NS1 (PM ~ 48 kDa) está envolvida na morfogênese da 

partícula viral (Mason et al., 1987; Muylaert et al., 1997). Apresenta-se em três 

formas: retidas no interior das células infectadas, localizadas na superfície celular e 

secretada. Ela é translocada para o retículo endoplasmático (RE) e clivada na 

extremidade C-terminal da proteína E por uma peptidade sinal do hospedeiro e na 

junção NS1/NS2A por enzimas presentes no RE (Lindenbach et al., 2007). A NS1 

atua como um co-fator no processo de replicação viral e tem sido demonstrado que 

se co-localiza com RNA dupla fita e outros componentes dos complexos de 

replicação (CR) (Muller & Young, 2013).  

 A NS2A é uma proteína hidrofóbica, relativamente pequena (~22KDa). 

Sua extremidade N-terminal é gerada através da clivagem na junção NS1/NS2A por 

enzimas do RE. A clivagem na junção NS2A/NS2B é realizada por uma serina 

protease NS2B-NS3. A NS2A participa do processo de montagem da partícula viral e 

do complexo de replicação do RNA, interagindo com as proteínas NS3 e NS5. A 

NS2B também é uma pequena proteína (~14KDa), associada à membrana. Forma 

um complexo estável com a NS3 e atua como um co-fator para a serina protease 

NS2B-NS3 (Lindenbach et al, 2007).  

 A proteína NS3 é altamente conservada entre os Flavivírus, apresentando 

atividade de protease e helicase (Henchal & Putnak, 1990). É uma grande proteína 

multifuncional (70kDa), contendo diversas atividades necessárias para o 

processamento da poliproteína e replicação do RNA. A extremidade N-terminal da 

proteína é o domínio catalítico do complexo de serina protease da NS2B-NS3. Além 

da clivagem da NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A e NS4B/NS5, a protease gera 

as extremidades C-terminal da proteína C madura e NS4A, podendo decompor a 

NS2A e NS3 internamente (Lindenbach et al., 2007).  

 A NS4A e NS4B são pequenas proteínas hidrofóbicas (16 kDa e 27 kDa, 

respectivamente). A NS4A apresenta interação genética com NS1, estando 

envolvida na replicação do RNA, como um dos componentes do CR. A NS4B está 

localizada com a NS3 e o RNAdf nas estruturas membranosas derivadas do RE, 

possivelmente o sítio de replicação do RNA (Lindenbach & Rice, 1999). 

 A NS5 é uma proteína grande com ~103kDa, e assim como a NS3, é 

muito conservada entre os Flavivírus e multifuncional com função metiltransferase e 

RNA polimerase RNA-dependente (RpRd) (Henchal & Putnak, 1990). Junto com a 

NS3 participa do processo de replicação viral, sendo um dos componentes do CR. 
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Forma um complexo com NS3 e pode estimular tanto atividade NTPase e RTPase 

(Lindenbach et al, 2007). 

 Nas extremidades do genoma existem as regiões não codificantes 

identificadas como 5’NC e 3’NC com aproximadamente 100 e 400 nucleotídeos, 

respectivamente. Estas regiões possuem sequências conservadas e estruturas 

secundárias de RNA que direcionam os processos de amplificação genômica, 

tradução e empacotamento (Mandl et al., 1998; Shurtleff et al., 2001; Mutebi et al., 

2004) 

1.3 Origem e evolução dos vírus dengue (DENV) 

A origem geográfica dos DENV tem sido objeto de especulação por 

décadas. As primeiras hipóteses para a origem destes vírus apontam para a África, 

principalmente porque muitos dos flavivírus transmitidos por mosquitos circulam 

exclusivamente no continente africano e por vezes infectam os primatas, o que 

sugere que este grupo como um todo se originou neste local. Além disso, acredita-se 

que o Ae. aegypti tenha se originado na África, embora esta espécie tenha sido 

adotada como um vetor para a transmissão em humanos em um passado recente 

(Gubler, 1997). Em contrapartida, a presença de todos os quatro sorotipos, tanto em 

humanos quanto em macacos na Ásia, além da profunda similaridade filogenética 

das cepas asiáticas silvestres em particular, sugere que o vírus tenha origem 

asiática, em vez de uma origem africana (Vasilakis et al., 2010; Holmes & Twiddy, 

2003).  

Até a década de 1940 a informação sobre o causador da dengue era 

apenas de um agente filtrável. Foi durante a Segunda Guerra Mundial que as 

primeiras cepas virais foram isoladas. Hotta e Kimura foram os primeiros a isolar o 

vírus em 1943, através de inoculação de soro de pacientes com doença aguda em 

camundongos lactentes (Gubler, 1997), mas infelizmente, este trabalho foi publicado 

em uma revista japonesa pouco conhecida. No verão de 1943, o Dr. Hotta conseguiu 

o isolamento de uma cepa de vírus da dengue (sorotipo 1) a partir do sangue de um 

paciente chamado Mochizuki, em Nagasaki, Japão. Naquela época, em um país em 

guerra, preservar cepas de vírus isolados era difícil, pois não possuíam gelo seco e 

os freezers eram inúteis por causa das freqüentes falhas de energia. Por isso a cepa 
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de DENV-1 foi mantida através de passagens em camundongos. Mas, em um 

momento em que a oferta de camundongos foi baixa, a manutenção da cepa viral 

Mochizuki foi realizada por inoculação na própria mãe (Konishi & Kuno, 2013).  Na 

mesma época, em 1944, Sabin e seus colaboradores isolaram o vírus de soldados 

americanos na Índia, Nova Guiné e Havaí. Utilizando teste de inibição da 

hemaglutinação, foi possível demonstrar que algumas cepas virais das três regiões 

geográficas eram antigenicamente similares. Este vírus foi chamado de dengue tipo 

1 (DENV-1), sendo a cepa havaiana designada como protótipo (Haw-DEN-1). Outra 

cepa viral antigenicamente distinta proveniente da Nova Guiné foi nomeada de 

dengue tipo 2 (DENV-2), sendo o protótipo chamado de Nova Guiné C (NG”C”-DEN-

2). O vírus de origem japonesa isolado por Hotta e Kimura (1952) foi posteriormente 

confirmado como DENV-1. Mais dois sorotipos, dengue tipo 3 (DENV-3) e dengue 

tipo 4 (DENV-4), foram isolados subsequentemente de pacientes com doença 

hemorrágica numa epidemia em Manila, nas Filipinas, em 1956 (Hammon et al., 

1960; Gubler, 1997). 

Embora estudos antigênicos tenham demonstrado que os DENV se 

classificam como flavivírus, estudos filogenéticos tornam-se cada vez mais 

necessários para o entendimento da história evolutiva destes vírus (Zanotto et al., 

1996; Kuno et al., 1998; Holmes & Twiddy, 2003). A filogenia baseada em  

sequências do gene NS5 de 70 flavivirus, incluindo os DENV caracterizou grupos de 

vírus transmitidos por carrapatos, transmitidos por mosquitos e vírus com vetor 

desconhecido. Embora que ramo contendo os quatro sorotipos do DENV tenha sido 

bem suportado dentro do clade dos vírus transmitidos por mosquitos, os grupos 

relacionados aos DENV não puderam ser identificados com certeza, devido ao fraco 

suporte de bootstrap (Holmes & Twiddy, 2003). As análises filogenéticas tanto do 

gene NS5 (Holmes & Twiddy, 2003) quanto do gene E (Zanotto et al., 1996) 

demostraram a mesma ordem de ramificação entre os quatro sorotipos do DENV, 

com o DENV-4 divergindo primeiramente, seguido do DENV-2 e por último a 

separação do DENV-1 e DENV-3.  

Ideias sobre a história do DENV pode também ser obtida através da 

reconstrução de uma escala de tempo molecular da sua evolução. Isto foi alcançado 

pelas taxas de estimativa de substituição de nucleotídeos usando um método de 

Máxima Verossimilhança (Maximum Likelihood) que analisa a quantidade de 

mudança evolutiva ocorrida entre os vírus amostrados em momentos diferentes 
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(Rambaut, 2000). Utilizando este método em um grande número de sequências do 

gene E revelou-se que a evolução dos DENV segue um relógio molecular, embora 

tenham sido observadas taxas diferentes em linhagens específicas (Holmes & 

Twiddy, 2003).  

A principal taxa de substituição (em todas as posições) variou de 4.55 x 

10-4 (DENV-1) a 9.01 x 10-4 substituições por sítio, por ano (DENV-3) (Twiddy et al., 

2003). Estas taxas são similares às descritas para os vírus RNA transmitidos por 

vetor, embora ligeiramente inferiores às dos vírus RNA que possuem outros 

mecanismos de transmissão, possivelmente relacionado com a seletividade inerente 

ao replicar em hospedeiros tão divergentes como insetos e mamíferos (Holmes & 

Twiddy, 2003). Usando estas taxas de substituição, a divergência dos quatro 

sorotipos do DENV foi datada como recente, cerca de 1000 anos atrás (Twiddy et 

al., 2003), e portanto, corresponde aproximadamente aos primeiros relatos de 

doença semelhante a dengue. Além disso, as datas de transmissão entre espécies 

de macacos para os seres humanos só ocorreu ~320 (DENV-2) e ~125 (DENV-1) 

anos atrás considerando as cepas atuais, e de acordo com a diversidade genética 

atualmente reconhecida estima-se que cada sorotipo surgiu quase simultaneamente 

e apenas durante o século passado (Holmes & Twiddy, 2003). 

A evolução do vírus da dengue tem tido um impacto importante sobre a 

sua virulência para os seres humanos e epidemiologia da doença em todo o mundo. 

Embora diferenças antigênicas e genéticas nas cepas virais sejam evidentes, a falta 

de modelo animal da doença dificulta a detecção da virulência dos DENV. 

Entretanto, estudos filogenéticos permitem a correlação entre genótipos específicos 

(dentro dos sorotipos) e gravidade da doença. Atualmente, os DENV podem ser 

classificados como sendo de baixo, médio ou alto impacto epidemiológico. Alguns 

vírus podem permanecer em ciclos silvestres de pequena ou baixa 

transmissibilidade para humanos, outros causam somente FD, e alguns genótipos 

têm sido associados como causador da FHD e SCD.  Apesar do complexo conjunto 

de fatores que contribuem para a epidemiologia, estudos têm sugerido que 

estruturas virais específicas podem contribuir para o aumento da replicação nas 

células-alvo humanas e intensificar a transmissão pelo mosquito vetor. Entretanto, o 

estado imunológico e possivelmente características genéticas do hospedeiro 

também são determinantes de virulência ou manifestação da doença (Rico-Hesse, 

2003). 
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1.4 Variabilidade genética e filogenia dos DENV 

 Os vírus RNA apresentam variabilidade genética devido ao alto grau de 

mutação associado com a RNA polimerase RNA-dependente e às suas rápidas 

taxas de replicação. Nos DENV, esta variabilidade genética resulta na existência dos 

quatro sorotipos antigenicamente distintos. Antes mesmo de se conhecer a 

sequência dos genes já se sabia que variações genéticas existiam dentro de cada 

sorotipo (Holmes & Twiddy, 2003). A evidência de cepas diferentes entre os DENV 

foi primeiramente detectada sorologicamente usando anticorpos produzidos por 

inoculação em animais de laboratório (Sabin, 1952; Rico-Hesse, 2003).  

 As primeiras evidências genéticas para diferenças entre os sorotipos dos 

DENV foram determinadas através da técnica RNA fingerprinting, utilizando enzimas 

para digestão da fita do RNA, com o número e tamanho das fitas variando de acordo 

como tamanho da sequência do vírus, agrupando os vírus em topotipos (Rico-

Hesse, 2003; Chen & Vasilakis, 2011;).  

 Porém, com o aprimoramento das técnicas moleculares, sequências 

genômicas inteiras puderam ser geradas a partir da transcrição reversa do RNA viral 

em um DNA complementar (cDNA), posteriormente amplificado em inúmeras cópias 

pela técnica de  Transcrição reversa seguida da reação em cadeia pela polimerase 

(RT-PCR) (Rico-Hesse, 2003). O sequenciamento do genoma viral permitiu, com 

maior eficiência e exatidão, a caracterização das cepas dos DENV e permitiu 

delinear as relações evolutivas entre sorotipos. O termo "genótipo" foi definido como 

o agrupamento de DENV com divergência nucleotídica  ≥ 6% para uma determinada 

região do genoma (Rico-Hesse, 1990; Chen & Vasilakis, 2011).  

 Para o DENV-1 análises filogenéticas baseadas nas sequências 

nucleotídicas da junção E/NS1 ou do gene E completo indicam a divisão do sorotipo 

em cinco genótipos: (1) genótipo I, representando cepas do Sudeste Asiático, China 

e Leste da África; (2) genótipo II, representando linhagens da Tailândia coletados na 

década de 1950 e 1960; (3) genótipo III, representando a cepa selvagem coletada 

na Malásia; (4) genótipo IV, representando cepas das ilhas do oeste do Pacífico e da 

Austrália; e o (5) genótipo V, representando todas as cepas derivadas das Américas, 

África Ocidental, e um número limitado de cepas da Ásia (Rico-Hesse, 1990; 

Vasilakis & Weaver, 2008). 
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 Análises filogenéticas baseadas em sequências de nucleotídeos do gene 

E caracterizou cinco genótipos para o DENV-2: (1) genótipo asiático, consistindo em 

genótipo asiático 1, representado por cepas da Malásia e Tailândia e genótipo 

asiático 2, representado por cepas do Vietnam, China, Taiwan, Sri Lanka e Filipinas; 

(2) genótipo cosmopolita, incluindo cepas de ampla distribuição geográfica, 

possuindo cepas da Austrália, África Oriental e Ocidental, Ilhas do Oceano Índico e 

Pacífico, Subcontinente Indiano e do Oriente Médio;  (3) genótipo americano, com 

representantes da América Latina e cepas mais antigas do Caribe, Subcontinente 

Indiano e Ilhas do Pacífico das décadas de 1950 e 1960; (4) genótipo Sudeste 

Asiático/Americano, incluindo cepas da Tailândia, do Vietnam e coletadas nas 

Américas nas duas últimas décadas, aproximadamente; e (5) genótipo silvestre, 

representando cepas de humanos, mosquitos silvestres, ou macacos sentinela no 

Oeste da África e Sudeste da Ásia (Rico-Hesse et al, 1997; Twiddy et al., 2002; 

Vasilakis & Weaver, 2008). 

  Inicialmente foram caracterizadas cinco genótipos para o DENV-3 pela 

técnica de fingerprinting, mas as análises subsequentes baseadas nas sequências 

correspondentes aos genes prM/E, e posteriormente, sequências do genoma 

completo caracterizaram quatro genótipos para este sorotipo: (1) genótipo I, 

representando cepas da Indonésia, Malásia, Filipinas e recentes isolados das ilhas 

do Pacífico Sul; (2)  genótipo II , representando cepas da Tailândia, Vietnam e 

Bangladesh; (3) genótipo III, com cepas da Sri Lanka, Índia, África e Samoa, e uma 

cepa da Tailândia de 1962; e (4) genótipo IV representando cepas de Porto Rico, 

América Latina e Central e uma cepa antiga do Tahiti, de 1965. Embora cepas 

silvestres de DENV-3 não tenham sido isoladas, acredita-se que estas existam na 

Malásia, com base na soroconversão de macacos sentinelas (Vasilakis & Weaver, 

2008). 

 Para o DENV-4, as análises filogenéticas baseadas no gene E e no 

genoma completo caracterizaram quatro genótipos distintos: (1) genótipo I, é 

representado por cepas da Tailândia, Filipinas, Sri Lanka e do Japão (importados 

para o Japão a partir do Sudeste Asiático); (2) genótipo II, é representado por cepas 

da Indonésia, Malásia, Tahiti, Caribe e Américas; (3) genótipo III, com amostras 

tailandesas recentes que são diferentes de outras cepas da Tailândia. E (4) o 

genótipo IV, representando as cepas silvestres da Malásia (Weaver & Vasilakis, 

2009; Vasilakis & Weaver, 2008). 
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1.5 Recombinação nos DENV 

A função da recombinação na evolução dos DENV ainda se encontra 

controverso (Weaver & Vasilakis, 2009). Dentre outros fatores, populações de DENV 

de uma localidade em particular podem evoluir ou alterar rapidamente devido à 

pressão seletiva causada pela introdução de cepas de vírus exóticos, assim como 

através de recombinação intra-sorotípica (Aaskov et al., 2007).  

Métodos filogenéticos têm sido utilizados para identificar a recombinação 

entre os sorotipos de DENV. Para os DENV-1 a evidência mais expressiva deriva da 

amostra de um paciente da Nova Caledônia que foi infectado com ambos os 

genótipos I e II, assim como com uma cepa recombinante (Aaskov et al, 2007; 

Weaver & Vasilakis, 2009). Outros estudos têm relatado evidências de 

recombinação para o DENV-1. Em um cepa originária da China foram identificadas 

três regiões recombinantes nas sequências da junção prM/E, NS1 e NS3 (Chen et 

al., 2008) e em amostras brasileiras (dos Santos et al., 2002; Carvalho et al., 2010). 

Ainda não foi possível alcançar experimentalmente a recombinação nos 

flavivirus, portanto deve-se ter cuidado ao inferir conclusões sobre eventos de 

recombinação. Para tal, algumas condições são necessárias para confirmar a 

transmissão de uma cepa recombinante natural: a transmissão do recombinante 

deve ser demonstrada em um único fragmento amplificado por PCR após a 

clonagem para assegurar que ocorre em uma única molécula de cDNA, a 

recombinação deve ser demonstrada repetidamente em populações de clones de 

vírus viáveis e o recombinante deve ser mantido durante a evolução pós-

recombinação (Weaver & Vasilakis, 2009). 

As condições ecológicas facilitam a recombinação nos DENV, envolvendo 

a co-circulação de múltiplas populações virais, incluindo distintos genótipos, 

permitindo ao mosquito vetor ingerir múltiplas variantes por se alimentar em 

diferentes hospedeiros, ou pelo fato do hospedeiro ter se infectado simultaneamente 

por vetores infectados com diferentes vírus. Locais onde há presença de múltiplos 

genótipos são considerados altamente oportunos para a ocorrência de infecções 

mistas com diferentes cepas do DENV (Aaskov et al., 2007). 
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1.6 Replicação dos DENV 

 A partícula viral se liga às células hospedeiras por meio de receptores 

celulares específicos para a proteína do envelope viral. O vírion é então endocitado 

e dentro do endossomo, o pH baixo induz a fusão do envelope viral com as 

membranas celulares. O nucleocapsídeo é desencapsulado permitindo a liberação 

do RNA genômico no citoplasma (Lindenbach et al., 2007).  

 A replicação dos DENV ocorre no citoplasma das células infectadas, nas 

estruturas de membranas induzidas pelo vírus. Essas membranas rearranjadas, que 

contém proteínas específicas do DENV, RNA viral, e alguns fatores da célula 

hospedeira envolvidos na produção do RNA progênico, são chamadas de complexo 

de replicação (CR). Este ambiente permite uma eficiente síntese de RNA e 

morfogênese viral. Aparentemente, após a infecção por DENV, o RNA genômico se 

associa com os ribossomos no RE durante a tradução viral. Embora a replicação dos 

DENV e de outros membros da família Flaviviridae seja estudada extensivamente, a 

arquitetura exata do CR do DENV bem como a sua biogênese não é bem conhecida 

(Lindenbach et al., 2007; Welsch et al., 2009; Miller et al., 2010; Alcaraz-Estrada et 

al., 2010) (Figura 1.4). 

 Um pré-requisito para a replicação do genoma viral é a expressão e 

processamento da poliproteína viral, uma vez que a célula hospedeira não codifica 

todos os fatores necessários para a replicação dos DENV. Durante a replicação viral 

o RNA(+) serve como molde para a produção da cadeia de RNA(-), que é usado 

para a geração das novas fitas de RNA(+) (progênie). Além do RNA(+) mais dois 

tipos de RNA são encontrados dentro da célula infectada. O RNA dupla fita (RNAdf) 

RNase-resistente são os chamados RNA da forma replicativa (FR) e os RNA 

parcialmente RNase-resistente são os intermediário replicativo (IR), ambos 

precursores do RNA(+) genômico. No atual modelo de replicação dos DENV 

assume-se que durante a replicação, o novo RNA(-) sintetizado faz o pareamento de 

bases com o RNA(+) molde formando a FR. Os FR atuam como molde para 

gerações de múltiplas fitas de RNA+ via o IR, que contém regiões duplas assim 

como fita livre para a ação da replicase viral.  O RNA viral é sintetizado de forma 

semi-conservativa e assimétrica, com fitas positivas acumulando aproximadamente 

10 vezes mais do que as fitas negativas. A nova fita de RNA(+) produzido é liberada 
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do IR e segue para os ribossomos iniciando o ciclo de tradução ou é empacotado na 

partícula viral recém-gerada (Miller, 2010) (Figura 1.4).  

 A montagem do CR necessita inicialmente da proliferação e invaginações 

das membranas do RE. Presumivelmente, este processo é induzido pela NS4A e 

NS3, em conjunto com outras proteínas celular e viral. Acredita-se que oligômeros 

da proteína NS4A se intercalem na membrana do RE, formando as invaginações. 

Essas invaginações dão origem a vesículas membranosas que tem sido descritos 

como o local para a replicação viral, uma vez que as proteínas NS e RNAfd são 

localizados nessas estruturas membranosas. A proteína estrutural do capsídeo (C) 

se acumula em torno de gotículas lipídicas derivadas do RE que contém um núcleo 

lipídico neutro delimitado por uma monocamada de fosfolipídeos. A proteína C 

associada com as gotículas lipídicas é direcionada para o RE durante a 

morfogênese viral. Após a formação do nucleocapsídeo, o envelope viral é adquirido 

por brotamento no lúmen do RE. Os vírus são depois liberados através da via 

secretora do hospedeiro, via complexo de Golgi, lançado na superfície celular. 

(Lindenbach et al., 2007; Welsch et al., 2009; Alcaraz-Estrada et al., 2010) (Figura 

1.5). 

 

Figura 1.4 Ciclo de replicação dos DENV (adaptado de Lindenbach et al., 2007).  
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Figura 1.5 Montagem da partícula viral dos DENV (adaptado de Welsch et al., 

2009).   

 

1.7 Ciclo de transmissão dos DENV 

 Os quatro sorotipos do DENV são mantidos na natureza por dois ciclos 

distintos: silvestre e humano (Figura 1.6). O ciclo silvestre é ecologicamente e 

evolutivamente distinto do ciclo de transmissão em humano. Neste ciclo, a 

transmissão é mediada por Aedes spp. arborícolas e primatas não-humanos, 

parecendo este ser o único hospedeiro amplificador. Na África os principais vetores 

são o Ae. (Stegomyia) luteocephalus, Ae. (Diceromyia) furcifer e Ae. (Diceromyia) 

taylori. Apesar de Ae. furcifer serem mosquitos enzoóticos arborícolas, eles são 

conhecidos por descer ao nível do solo para se alimentar em seres humanos. O 

mosquito ancestral arbóreo, Ae. aegypti formosus, principal vetor doméstico de 

transmissão do DENV é imune à infecção pelo DENV silvestre (Kyle & Harris, 2008; 

Weaver & Vasilakis, 2009; Chen & Vasilakis, 2011). Os hospedeiros primatas na 

África incluem o macaco Patas (Erythrocebus pernas), macaco verde africano 

(Chlorocebus sabaeus), Babuínos Guiné (Papio papio) e espécies possivelmente 

relacionados como: Papio anubis, Papio ursinus e Papio cynocephalus. Na Ásia, os 

principais vetores incluem os mosquitos primatofílicos do complexo Ae. (Finlaya) 

niveus sl., um grupo que inclui Ae. pseudoniveus, Ae. subniveus, Ae. vanus, Ae. 

(RE) 



 

18 

 

albolateralis, Ae. niveoides e Ae. novoniveus. Estas espécies são também 

conhecidas por descer das árvores até o solo para se alimentar em humanos. Os 

hospedeiros primatas asiáticos incluem: macacos cinomolgos (Macaca fascicularis), 

macacos de rabo de porco do sul (Macaca nemestrina) e macacos folhas prateadas 

(Presbytis cristata) e, possivelmente, macacos folha verde - mitrados (Presbytis 

melaphos). Apesar de apenas dois focos documentados de transmissão do DENV 

silvestre ter sido reconhecido, quando se considera a extensão da distribuição 

geográfica dos vetores e reservatórios primatas, é provável que ocorra a 

transmissão do DENV silvestre, ainda não descrito, em outros locais de África 

tropical e da Ásia. Até o momento não há nenhuma evidência concreta da existência 

da transmissão do ciclo silvestre nas Américas (Chen & Vasilakis, 2011). 

 O comportamento alimentar oportunista dos mosquitos vetores arbóreos 

poderia facilitar a transferência de DENV silvestre das florestas para ambientes 

peridomiciliares. Por certo, em áreas rurais da África e Ásia, onde os vetores 

atingem altas densidades, muitas vezes, o DENV é detectado entre primatas não-

humanos e humanos. As savanas úmidas que circundam ambientes silvestres em 

áreas rurais da África e Ásia são definidas como "zona de emergência" (Chen & 

Vasilakis, 2011). 

 Na Ásia, estudos demonstraram que vetores Ae. niveus descem ao solo 

para se alimentar em seres humanos, onde Ae. albopictus também são abundantes, 

permitindo a transferência dos vírus em hábitat humano. Este cenário paralelo que 

tem sido observado nas áreas rurais adjacentes às florestas da África Ocidental, 

onde Ae. furcifer é, provavelmente, a ligação do principal vetor entre a floresta e 

hábitat humano (Chen & Vasilakis, 2011). 

 Atualmente, quase todas as infecções humanas são devidas a circulação 

do DENV exclusivamente em ambientes domésticos e peridomiciliares ao longo dos 

trópicos, onde o homem serve como único reservatório de amplificação. Neste ciclo 

humano, Ae. aegypti aegypti é o principal vetor que transmite o DENV, enquanto 

outros Aedes spp. (por exemplo, Ae. albopictus, Ae. polynesiensis) servem como 

vetores secundários. Embora o Ae. albopictus possa ter sido o vetor original para 

transmissão humana, o DENV têm explorado o elevado hábito antropofílico do Ae. 

aegypti aegypti para sustentar a transmissão em humanos (Chen & Vasilakis, 2011). 
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 A transmissão transovariana (TTO) também tem sido sugerida como um 

mecanismo de manutenção dos DENV em ambos os ciclos de transmissão (Figura 

1.6), especialmente durante períodos interepidêmicos ou períodos prolongados de 

seca. O envolvimento da TTO na manutenção dos DENV na natureza foi 

demonstrado com o isolamento do DENV-2 presumidamente silvestre a partir de um 

pool de Ae. taylori em 1980 na Côte d' Ivoire, e um ano depois no Senegal a partir de 

um pool de mosquitos Ae. furcifer. Em Ae. aegypti aegypti coletados em diversas 

localizações geográficas e estágios de desenvolvimento também foi demonstrada a 

TTO, bem como em Ae. albopictus, Ae. mediovittatus, e vários membros do grupo 

Ae. (Stegomyia) scutellaris, que desempenham um papel importante na transmissão 

do DENV no Arquipélago da Indonésia e na Polinésia (Chen & Vasilakis, 2011). 

Evidências demonstram que o Ae. albopictus é mais eficiente na TTO do que o Ae. 

aegypti, podendo ser um candidato para manutenção do DENV durante períodos 

interepidêmicos. Dado o elevado número de casos assintomáticos de dengue, 

também é possível que a transmissão silenciosa em humanos por um número 

reduzido de vetores mantenha a transmissão do DENV entre epidemias (Kyle & 

Harris, 2008). 

 

Figura 1.6 Ciclo de transmissão do vírus da dengue (DENV) (adaptado de Chen 
& Vasilakis, 2011). 
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1.8 Epidemiologia da dengue 

 A dengue é um dos principais problemas de saúde pública, sendo a 

doença viral transmitida por mosquito que se espalha mais rápido no mundo. Nos 

últimos 50 anos, a incidência tem elevado 30 vezes com o aumento da expansão 

geográfica para novos países. Em 2012, a distribuição geográfica da dengue incluiu 

mais de 125 países. Esse aumento reforça a necessidade da implementação de 

programas para prevenção sustentável e intervenções de controle. O surgimento e 

disseminação dos quatro sorotipos na África, Américas, Sudeste da Ásia e 

Mediterrâneo Oriental representa uma ameaça de pandemia (WHO, 2013) (Figura 

1.7). 

 Estima-se que 50 milhões de infecções por dengue ocorram anualmente e 

aproximadamente 2,5 bilhões de pessoas vivem em países endêmicos (WHO, 

2009). Entre os anos de 1955-2011 houve um aumento constante no número de 

casos de dengue e dengue grave (WHO, 2013) (Figura 1.8).  

  

 

Figura 1.7 Distribuição de países ou áreas de risco de transmissão da dengue 

no mundo – 2011 (WHO, 2013).  
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Figura 1.8 Média anual de casos de dengue e dengue grave reportado pela 
OMS, 1955–2011 (WHO, 2013). 
 
 
 

1.8.1 Dengue nas Américas 

 

 A dengue foi introduzida nas Américas no século XVII, quando surgiram 

os primeiros relatos de doença similar a dengue em 1635 na Martinica e Guadalupe, 

e em 1699 no Panamá. No século XIX surtos de dengue foram comuns em cidades 

portuárias do Caribe, Américas do Norte, Central e Sul, mais relacionadas a 

atividades comerciais. Em 1818, um surto de uma doença semelhante a dengue no 

Peru causou aproximadamente 50.000 casos. Entre 1827 e 1828, um surto 

envolvendo o Caribe e o Golfo do México também foi reportado. Este surto iniciou 

nas Ilhas Virgens e se expandiu para Cuba, Jamaica, Colômbia, Venezuela, algumas 

cidades portuárias dos Estados Unidos e México. Embora originalmente este surto 

tenha sido descrito como dengue, as características clínicas indicam que tenha sido 

causada pelo vírus chikungunya, sugerindo a entrada deste vírus nas Américas a 

partir dos navios negreiros africanos. Algumas evidências de doença semelhante a 

dengue foram relatadas em surtos ocorridos em Nova Orleans, Cuba e Brasil, entre 

os anos de 1845 a 1849. Em 1850, uma epidemia da dengue foi relatada em 

algumas cidades dos Estados Unidos e Havana, Cuba e em 1851, evidências de 

casos de dengue foram descritas em Lima, Peru. Nos anos seguintes, surtos 
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esporádicos foram relatados no Golfo e portos do Atlântico nos Estados Unidos, 

sendo o maior em 1873, em Nova Orleans, com 40 mil pessoas afetadas. Outra 

grande epidemia em várias cidades portuárias do sul dos Estados Unidos foi 

registrada entre 1879 e 1880 (Brathwaite Dick et al., 2012).  

 No final do século XIX e início do século XX, uma ampla distribuição de 

doença semelhante a dengue foi descrita, incluindo países do norte, como o Estados 

Unidos até do sul, Chile e Argentina. Entre 1880 e 1912, os surtos foram notificados 

em Curitiba (Brasil); Iquique, Antofagasta, Tarapaca, Tacna e Arica (Chile); Texas e 

Flórida (Estados Unidos), Havana (Cuba); Bahamas, Bermuda, e Canal do Panamá. 

Nos anos seguintes, até 1916, epidemias foram reportadas nas Ilhas Virgens, Porto 

Rico, Rio Grande do Sul (Brasil) e na Argentina. Já em 1918, um surto foi relatado 

em Galveston, no Texas, seguido por outro de maior proporção em 1922, com uma 

estimativa de 30 mil casos de doença “tipo” dengue. No mesmo período um surto foi 

descrito em Niterói, Brasil. Em 1934, uma grande epidemia iniciou em Miami 

atingindo  ~10% da população. Entre 1941 e 1946 a dengue continuou a dispersar 

com surtos no Texas (1941); na zona do canal do Panamá (1941-42); Havana, Cuba 

(1944); Porto Rico (1945); Caracas e Venezuela (1945-46); Bermudas, Bahamas e 

Sonora, no México (Brathwaite Dick et al., 2012). 

 Um programa de erradicação do Ae. aegypti iniciado pela Organização 

PanAmericana de Saúde (OPAS) nas décadas de 1940 e 1950 para prevenir 

epidemias urbanas de febre amarela resultou na diminuição significativa das 

epidemias de dengue nas Américas. O programa foi bem sucedido em vários países, 

alcançando a erradicação no México, Guatemala, Belize, Honduras, El Salvador, 

Nicarágua, Costa Rica, Panamá, Colômbia, Equador, Peru, Chile, Bolívia, Paraguai, 

Argentina, Uruguai, Brasil, Ilhas Caiman e Bermudas. Porém, o mesmo não foi 

observado no Suriname, Guiana, Guiana Francesa, Venezuela, Ilhas Caribenhas e 

Estados Unidos. No entanto, a descontinuação do programa no início da década de 

1970 e a falta de eliminação do vetor em algumas regiões resultou em reinfestação 

do vetor nas décadas subseqüentes e em 1995, o vetor já apresentava uma 

distribuição similar aquela da década de 1940 (Gubler, 1997). 

 Antes de 1977, somente o DENV-2 e 3 estavam presentes nas Américas, 

sendo o DENV-1 introduzido neste período, causando epidemias na Jamaica e Cuba 

e em 1978 em Porto Rico e Venezuela. Nos quatros anos subsequentes, este 

sorotipo dispersou por todas as Ilhas do Caribe, México, Texas, América Central e 
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norte da América do Sul, causando grandes epidemias e surtos. Em 1981, o DENV-4 

foi introduzido no leste das Ilhas do Caribe e dispersou rapidamente para outras 

regiões, muitas com recente relato de epidemias pelo DENV-1. Algumas dessas 

epidemias de DENV-4 foram associadas com casos esporádicos de FHD/SCD 

(Gubler, 1997; Guzman & Kouri, 2003). 

 Ainda em 1981 uma nova cepa de DENV-2 foi introduzida em Cuba 

proveniente do Sudeste Asiático, trazidas provavelmente dos soldados cubanos 

infectados no Vietnã entre os anos de 1977-1980, período de epidemias anual de 

dengue neste país (Rico-Hesse, 1990). A epidemia de DENV-2 em Cuba foi a 

primeira epidemia de FHD nas Américas, com uma estimativa de 10.000 casos de 

FHD/SCD (Gubler, 1997; Guzman & Kouri, 2003). 

 A segunda maior epidemia das Américas de FHD/SCD ocorreu na 

Venezuela em 1989-90 com mais de 6.000 casos e 73 óbitos, não se sabendo ao 

certo qual sorotipo foi o responsável, uma vez que o DENV-1, DENV-2 e DENV-4 

foram isolados (Gubler, 1997; Guzman & Kouri, 2003). 

 Em 1990-91, os primeiros casos de FHD foram registrados no Rio de 

Janeiro (Brasil) (Nogueira et al., 1991), causados pelo genótipo Sudeste Asiático do 

DENV-2 (Rico-Hesse, 2003; Faria et al., 2013), que circulou com o DENV-1 

(Nogueira et al., 1988; 1993). 

 Em 1994, o DENV-3 foi reintroduzido no continente americano causando 

a maior epidemia de FD/FHD na Nicarágua e um pequeno surto associado a DC no 

Panamá. Esse vírus era geneticamente distinto do DENV-3, anteriormente circulante 

nas Américas, e foi demonstrado pertencer ao mesmo genótipo (III) que causou a 

epidemia de FHD na Sri Lanka e Índia, indicando a introdução da cepa asiática. Este 

DENV-3 se dispersou pela América Central e México em 1995 (Gubler, 1997; 

Guzman & Kouri, 2003; Brathwaite Dick et al., 2012) e em 1998 foi detectado em 

Porto Rico, e dispersou para outras ilhas caribenhas e América do Sul (Guzman & 

Kouri, 2003).  

 Em 1997 foi reportado um pequeno surto de DENV-2 em Santiago de 

Cuba, não sendo detectada transmissão autóctone para outros munícipios da 

província ou país (Kourí et al., 1998; Guzman et al., 2000). Em 1998 um aumento 

considerável dos casos foi registrado no México, Venezuela, Colômbia e Brasil. No 

mesmo ano, epidemias foram registradas em alguns países como Argentina onde a 

doença não era detectada há 82 anos (Brathwaite Dick et al., 2012). 
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 Em 2001 ocorreu uma epidemia no Peru, com 23.329 casos notificados, 

com os quatro sorotipos isolados e casos de FHD. Durante o ano de 2002, um 

número recorde de 1.015,420 casos foi registrado, incluindo 14.374 casos de FHD e 

255 óbitos (Brathwaite Dick et al., 2012). Naquele ano, o Brasil foi responsável por 

mais de 75% do número total de casos (Nogueira et al., 2002) 

 No ano de 2005, na Costa Rica, ocorreu uma epidemia com 

aproximadamente 38.000 casos de dengue e 45 de FHD.  Neste período, o DENV-2 

foi reintroduzido no país, onde já estava circulando o DENV-1. Nos anos seguintes 

(2006-2007) ocorreu uma epidemia no Paraguai, com ~4.200 casos de dengue e 

circulação do DENV-3. No entanto, em 2007, mais de 28 mil casos de dengue, 

incluindo 52 casos de FHD e 13 óbitos foram registrados naquele país (Brathwaite 

Dick et al., 2012). No mesmo ano, 559.954 casos suspeitos de dengue foram 

registrados no Brasil, com 1.514 casos de FHD e 158 casos fatais por FHD 

(SVS/MS, 2008a). Em 2008, a reemergência do DENV-2 causou uma epidemia com 

mais de 700 mil casos suspeitos, mais de 4 mil casos confirmados de FHD e 223 

óbitos, até a semana epidemiológica 48 (SVS/MS, 2008b). 

 Em 2009 várias epidemias na América do Sul foram identificadas. Na 

Bolívia houve uma epidemia fora do padrão para o país, com mais de 84.000 casos 

de dengue, com 198 casos FHD, 25 mortes, com a co-circulação do DENV-1, DENV-

2 e DENV-3. No mesmo período, a Argentina relatou uma epidemia causada pelo 

DENV-1 com mais de 26 mil casos confirmados e cinco mortes por FHD e SCD. No 

México, mais de 250 mil casos foram registrados com a detecção dos quatro 

sorotipos. Naquele ano, a Nicarágua notificou mais de 17 mil casos de dengue, 

causados pelo DENV-3, DENV-1 e DENV-2 (Brathwaite Dick et al., 2012). 

 Em 2010, mais de 1,7 milhões de casos de dengue, 50.235 casos graves, 

e 1.185 casos fatais foram registrados, com uma incidência >200 casos/100.000 

habitantes. Vários países sofreram surtos de dengue, com um total de casos que 

excederam os dados históricos conhecidos, incluindo a introdução da dengue em 

Key West, Flórida, EUA. No Brasil, o número de pessoas infectadas excedeu 1 

milhão de casos, confirmando 17.489 casos de FHD e 678 casos fatais (Siqueira 

Júnior, 2011). Honduras, Caribe, Guadalupe, Martinica, República Dominicana e 

Porto Rico também registraram epidemias importantes (Brathwaite Dick et al., 2012). 

No caso dos EUA, ambas as espécies de vetores de dengue são 

amplamente distribuídas nas regiões do sul do país, e um ou outro vetor da dengue 
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está presente em todos os territórios insular dos EUA. Viajar, especialmente por via 

aérea, já tem sido considerado um importante fator de risco para a disseminação 

rápida de patógenos e seus vetores de forma eficiente. Os EUA possuem centros 

importantes para viagem aérea, consequentemente, recebem um grande número de 

indivíduos potencialmente infectado com agentes patogênicos que causam doenças 

assintomáticas, incluindo vários arbovírus (como o vírus da dengue). Assim, existe 

um risco crescente de introdução de patógenos aos conglomerados urbanos onde 

mosquitos vetores estão presentes ou têm potencial para se estabelecer (Añez & 

Rios, 2013). 

Nos EUA pela primeira vez, após várias décadas de ausência de dengue, 

um panorama preocupante é esperado. Esta preocupação tem sido relatada antes e 

após a reemergência da dengue na Flórida, em 2009. Tal preocupação é aumentada 

pelas condições climáticas e ecológicas que favorecem a sustentabilidade do vetor e 

pela alta ocorrência de viagens com posterior importação de casos. Os casos de 

dengue decorrentes de viagens para países da América Central, América do Sul e 

Caribe, destino muito procurados pelos turistas norte americanos, tem contribuído 

para o aumento da dengue nas últimas décadas (Añez & Rios, 2013). 

   Durante o ano de 2013 até a 21ª semana epidemiológica, 868. 653 casos 

de dengue foram registrados nas Américas, sendo 8.406 casos de dengue grave e 

346 casos fatais, com a co-circulação dos quatro sorotipos na região. No primeiro 

semestre de 2013, epidemias de dengue foram identificados no Brasil, Costa Rica, 

Colômbia, Paraguai e República Dominicana. No Peru, foram registrados casos em 

áreas onde não houve casos autóctones de dengue anteriormente. Dado o 

comportamento habitual da dengue na região, é esperado nos próximos meses um 

aumento de casos na América Central, México e Caribe, que coincide com a estação 

das chuvas nesses países (PAHO, 2013). 

 

1.8.2 Dengue no Brasil 

  

 Em 1981, na cidade de Boa Vista, Roraima, ocorreu um surto de dengue 

onde as primeiras amostras de DENV-1 e DENV-4 foram isoladas e um total de sete 

mil casos da doença foram notificados (Osanai et al., 1983). Porém, a atividade dos 
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DENV têm crescido de modo significativo no Brasil após a introdução do vírus 

dengue tipo 1 (DENV-1) no estado do Rio de Janeiro, em Nova Iguaçu no ano de 

1986 (Schatzmayr et al., 1986; Dietz et al., 1990; Miagostovich et al., 1993; 

Figueiredo, 1996). A grande circulação de pessoas nesta região facilitou a rápida 

dispersão do vírus, causando uma epidemia explosiva, com 92 mil casos reportados 

durante os anos de 1986-1987 (Nogueira et al., 1999; 2002). Após o Rio de Janeiro, 

o DENV-1 alcançou vários estados do nordeste, todos com infestação elevada do 

vetor, em especial Alagoas, Pernambuco e Ceará (Nogueira et al., 1988; Schatzmayr 

& Cabral, 2012).  Estima-se que mais de dois milhões de casos clínicos ocorreram 

principalmente ao longo da costa leste do Brasil, durante o ano seguinte aos 

primeiros isolamentos do vírus (Nogueira et al., 1988) e o DENV-1 era o único 

sorotipo circulante no país até 1990, quando o DENV-2 foi introduzido (Nogueira et 

al., 1990).  

 O DENV-2 foi isolado na cidade de Niterói, na Região Metropolitana do 

estado do Rio de Janeiro no ano de 1990, e a situação do dengue no país se 

agravou a partir da introdução deste novo sorotipo, sendo, notificados os primeiros 

casos de FHD/SCD (Nogueira et al., 1990; 1991; 1993).  

 Em 1995-1996, uma nova epidemia foi reconhecida no estado do Rio de 

Janeiro sendo os sorotipos isolados DENV-1 e DENV-2 (Nogueira et al, 1999). 

 A introdução de um novo sorotipo (DENV-3) no município de Nova Iguaçu, 

estado do Rio de Janeiro, no final de 2000 (Nogueira et al, 2000), resultou no ano  

seguinte, na co-circulação dos três sorotipos (DENV-1, DENV-2 e DENV-3), e na 

maior e, até então, a mais grave epidemia do país, no ano de 2002 (De Simone et al, 

2004; Nogueira et al, 2002; OPAS, 2002). 

 Desde a última epidemia em 2002, até o ano de 2007 o sorotipo 

predominante até a semana epidemiológica 48 no estado do Rio de Janeiro era o 

DENV-3 (SVS/MS, 2008b). Porém, o DENV-2 ressurgiu em 2007 ocasionando uma 

extensa epidemia no ano de 2008, com 657.818 casos notificados, um total de 4.455 

casos de FHD e 259 óbitos por FHD no Brasil, sendo o estado do Rio de Janeiro o 

mais afetado com 251.346 casos, com 263 óbitos (106 por FHD e 157 por DCC) 

(SVS/MS, 2008b; SESDEC, 2009; SVS/MS, 2013). Esta epidemia apresentou um 

aumento significativo no número de FHD em menores de 15 anos, representando 

cerca de 50% dos casos de dengue e 86% das mortes ocorrendo em indivíduos 

nesta faixa etária (Teixeira et al., 2009). 
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 No ano de 2009 foram notificados 417.028 casos de dengue, destes 

406.269 apresentando a forma clássica da doença, 10.418 casos de dengue grave 

(2.631 casos de FHD e 7.787 casos de DCC).  Um total de 341 óbitos foi registrado, 

sendo 174 por FHD e 167 por DCC (SVS/MS, 2013)  

 Em 2010, foram registrados 1.029.678 casos de dengue, com 1.011.548 

casos de dengue clássico, 17.474 casos graves (3.700 casos de FHD e 13.774 

casos de DCC) e 656 óbitos, dos quais 300 por FHD e 356 por DCC.  A região 

sudeste foi responsável por 478.003 casos da forma clássica, com os estados de 

Minas Gerais e São Paulo contribuindo cerca de 90% do total dos casos (SVS/MS, 

2013). Este ano foi marcado pelo número elevado de casos de dengue, sendo uma 

das maiores epidemias ocorrida no país. O sorotipo predominante foi o DENV-1 que 

reemergiu no ano de 2009 (dos Santos et al., 2011).  

 A epidemia de 2010 apresentou um padrão espacial bastante distinto das 

epidemias de 2002 e 2008. Observou-se uma grande concentração de municípios 

com alta transmissão da doença na Região Centro-Oeste e parte da Região 

Sudeste. Os estados com maior número de casos registrados foram os estados de 

Minas Gerais (21,1%) e São Paulo (20,3%). O estado do Rio de Janeiro que foi o 

epicentro das epidemias anteriores representou apenas 2,9% dos casos. A principal 

alteração na epidemiologia foi a ocorrência de óbitos em pacientes que 

apresentavam comorbidades e a incidência foi de 538,4 casos por 100 mil 

habitantes. Destacam-se as taxas de internações de maiores de 60 anos de idade 

que apresentaram o maior incremento na comparação com o ano de 2008, onde as 

crianças foram as mais afetadas (Siqueira Júnior, 2011). 

 Em julho de 2010, o DENV-4 reemergiu no estado de Roraima (RR), 

cerca de 30 anos após a primeira detecção deste sorotipo no país ocorrida em Boa 

Vista (RR) em 1981-1982. Menos de 20 casos de DENV-4 foram confirmados neste 

estado ao longo do segundo semestre de 2010, e os primeiros casos decorrentes da 

dispersão do vírus foram detectados somente a partir de janeiro de 2011 no 

Amazonas e Pará (Região Norte). Em março, o vírus foi subsequentemente 

detectado na Região Nordeste (nos estados do Piauí, Pernambuco, Bahia e Ceará) 

e Região Sudeste (Rio de Janeiro e São Paulo). Os primeiros casos de DENV-4 

detectado no RJ ocorreram na Região Oceânica do município de Niterói, localizado 

na região metropolitana, apenas 15 km de distância da capital (Nogueira & 

Eppinghaus, 2011). 
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 O número de casos de dengue em 2011 continuou elevado, porém menor 

do que no ano anterior. Um total de 775.060 casos foi notificado no país. Deste total, 

764.032 foram referentes a casos de dengue clássico, 10.546 casos grave (7.744 

por DCC e 2.802 por FHD) e 482 casos fatais (191 por FHD e 291 por DCC). No ano 

de 2012 foram notificados 594.343 casos da doença, com 589.591 casos de dengue 

clássico, 4.425 casos graves (3.429 por DCC e 996 por FHD) e 327 óbitos (121 por 

FHD e 206 por DCC) (SVS/MS, 2013).      

 Em 2013, até a 42ª semana epidemiológica foram registrados 1.476.917 

casos notificados de dengue no Brasil, com predominância do DENV-4, que 

corresponde a 60% dos casos. Neste período foram confirmados 6.566 casos graves 

e 573 óbitos. A região Sudeste, responsável por 63,4% dos casos com 936.500 

registros, tem o maior número de casos, seguida pela região Centro-Oeste (271.773 

casos; 18,4%), Nordeste (149.678 casos; 10,1%), Sul (70.299 casos; 4,8%) e Norte 

(48.667 casos; 3,3%) (Rede Dengue, FIOCRUZ). 

 Nos últimos 27 anos extensas epidemias de dengue vêm ocorrendo no 

Brasil, com mais de oito milhões de casos notificados (SVS/MS, 2013; Silva Jr, 2013) 

(Figura 1.9). 

  

 

Figura 1.9 Número de casos de dengue no Brasil, 1986-2013. 
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 A dispersão dos DENV pelo território brasileiro, com aumento nas 

notificações de casos de DC, FHD e óbitos ressalta a importância da vigilância 

virológica destes agentes no país. Como a dengue é uma doença viral sem 

tratamento específico e uma vacina anti-DENV eficaz ainda não se encontra 

disponível, apesar de inúmeros estudos e esforços para seu desenvolvimento desde 

a década de 40 (Sabin & Schlesinger, 1945; WHO, 2002), as medidas de controle ao 

vetor consistem no principal instrumento para a prevenção das infecções por estes 

vírus. Portanto, a participação da população é essencial para o controle da doença. 

 O monitoramento das infecções por DENV através de um programa de 

vigilância ativa em conjunto com ações envolvendo aspectos clínicos, 

epidemiológicos, virológicos, sorológicos e entomológicos, principalmente em 

períodos inter-epidêmicos, visa a detecção da circulação viral em tempo hábil para 

que sejam evitadas extensas epidemias (Gubler, 1989).   

  

1.9 Manifestações clínica e classificação da dengue  

 

 A dengue é uma doença febril aguda, que pode ser de curso benigno ou 

grave, dependendo da forma como se apresente: infecção inaparente, dengue 

clássico (DC), febre hemorrágica da dengue (FHD) ou síndrome do choque por 

dengue (SCD). Esse amplo espectro de manifestações clínicas que varia desde um 

quadro oligo ou assintomático, até formas mais graves, com hemorragia e choque, 

podendo evoluir pra o óbito. A sintomatologia da doença pode ser semelhante a 

outras enfermidades, usadas como diagnóstico diferencial tais como: gripe, rubéola, 

sarampo e outras infecções virais, bacterianas e exantemáticas, que dificulta em 

muitos casos o diagnóstico da doença (Souza et al., 2008; SVS/MS, 2010). O 

período de incubação do vírus no homem varia de 3 a 15 dias, após o qual a doença 

poderá evoluir para uma das formas clinicas. 
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1.9.1 Dengue clássica (DC) 

 

A forma clássica da dengue apresenta como manifestação inicial a febre, 

normalmente de início súbito (podendo alcançar 40ºC, diminuindo ao longo dos dias, 

persistindo em média por 2 a 7 dias) seguida de cefaleia, dor retrorbital, mialgia, 

artralgia, náuseas, vômitos, prurido cutâneo, exantema ou prostração. A doença tem 

duração de 5 a 7 dias, mas o período de convalescença pode ser acompanhado de 

grande debilidade física, e prolongar-se por várias semanas (Souza et al., 2008; 

SVS/MS, 2010).  

 

1.9.2 Febre Hemorrágica da Dengue (FHD) 

 

A FHD se caracteriza por manifestações hemorrágicas e/ou evidência de 

perda de plasma, podendo levar ao choque hipovolêmico. A fragilidade capilar é 

evidenciada pela positividade da prova do laço. Outras manifestações hemorrágicas 

incluem petéquias, equimoses, epistaxe, gengivorragia, hemorragia em diversos 

órgãos (gastrointestinais, intracraniana, dentre outras) e hemorragia espontânea 

pelos locais de punção venosa. Nos casos graves de FHD, o choque geralmente 

ocorre entre o 3º e 7º dia de doença, geralmente precedido por dor abdominal. O 

choque é decorrente do aumento da permeabilidade vascular, seguida de 

extravasamento plasmático (evidenciado por hemoconcentração, derrames 

cavitários e hipoalbuminemia) e falência respiratória. É de curta duração podendo 

levar ao óbito em 12 a 24horas ou à recuperação rápida, após terapia antichoque 

apropriada (SVS/MS, 2010). 

Segundo a OMS, a definição de FHD é baseada em critérios clínicos e 

laboratoriais. Após o preenchimento desses critérios, os casos devem ser 

classificados quanto à gravidade de acordo com as categorias que variam do grau I 

ao grau IV. Os quatro graus preenchem todos os critérios de FHD, porém se 

diferenciam pelo tipo de manifestação hemorrágica, ou seja, no grau I: a única 

manifestação hemorrágica é a prova do laço positiva; grau II há manifestações 

hemorrágicas espontâneas (sangramento de pele, petéquias, epistaxe, 
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gengivorragia e outros). O grau III: apresenta colapso circulatório com pulso fraco e 

rápido, diminuição da pressão arterial ou hipotensão, pele pegajosa e fria e 

inquietação; e o grau IV apresenta choque profundo, com pressão arterial e pulso 

imperceptíveis (SVS/MS, 2010). 

 

1.9.3 Dengue com complicações (DCC) 

 

Estabelecida pelo Ministério da Saúde, Brasil, a classificação de DCC, 

inclui os pacientes graves que não preenchem os critérios de FHD da OMS, e não 

podem ser definidos como dengue clássica. Enquadram-se nessa categoria os que 

apresentam um dos itens a seguir: plaquetopenia ≤50.000céls/mm³, contagem de 

leucócitos ≤1.000céls/mm³, hepatite por dengue, insuficiência hepática, miocardite, 

encefalite, hemorragia abundantes, alterações graves do sistema nervoso, disfunção 

cardiorrespiratória, hemorragia digestiva, derrames cavitários e óbito (Tristão Sá & 

Zagne, 2008; SVS/MS, 2010). 

 

1.9.4 Nova classificação proposta pela OMS (2009) 

 

Mudanças na epidemiologia da dengue dificultaram a aplicação da forma 

da classificação até então utilizada, estabelecida pela OMS em 1997 e baseada no 

padrão da dengue de origem asiática. Neste cenário, a OMS em 2009 preconizou 

uma nova forma de classificação dos casos de dengue onde seria possível definir os 

casos de dengue como: dengue sem sinais de alerta (DSSA), dengue com sinais de 

alerta (DCSA) e dengue grave (DG) (Figura 1.10). Tal proposta foi desenvolvida a 

partir de um estudo prospectivo multicêntrico em várias regiões endêmicas de 

dengue, utilizando critérios de gravidade (OMS, 2009; SVS/MS, 2010). 
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Figura 1.10 Classificação dos casos de dengue e níveis de gravidade (OMS, 

2009). 

 

1.10  Diagnóstico laboratorial 

 O diagnóstico laboratorial das infecções pelos DENV é realizado através 

do isolamento viral e/ou detecção do ácido nucléico viral, de técnicas sorológicas 

para detecção de anticorpos específicos (IgM/IgG) e captura de antígeno (NS1), e 

pela detecção de antígenos virais em tecidos (Igarashi,1978; Kuno, 1987; Chungue, 

1989; Hall,1991; Lanciotti,1992; Miagostovich,1997; 1999). 

 O estabelecimento da cultura de células de mosquito no sistema de 

isolamento viral representou um grande avanço aos métodos virológicos utilizados 

no diagnóstico do dengue (Gubler & Sather, 1988). O clone C6/36 (Igarashi, 1978) 

tem sido o mais utilizado nas últimas décadas, pois demonstrou ser altamente 

sensível à infecção pelos DENV, além de sua fácil manutenção, já que pode ser 

mantida à temperatura ambiente (Nogueira et al., 1988; Miagostovich et al., 1993). 

 A presença viral pode ser detectada pelo efeito citopático (ECP) na 

monocamada celular ou pela técnica de imunofluorescência indireta, com a 
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utilização de soros hiperimunes aos quatro sorotipos dos DENV.  Para a 

identificação dos DENV, utilizam-se anticorpos monoclonais específicos para os 

quatro sorotipos (DENV-1 a 4) (Gubler et al., 1984). 

 Diversos protocolos de amplificação genômica utilizando transcrição 

reversa seguida da reação em cadeia pela polimerase (RT-PCR), têm sido utilizados 

no diagnóstico rápido das infecções por dengue (Lanciotti et al., 1992; Brown et al., 

1996; Figueiredo et al., 1997; De Paula et al., 2002).  Esses protocolos têm sido 

úteis tanto para a clínica quanto para a vigilância virológica e são importantes por 

identificar o sorotipo infectante (Morita et al., 1991; Lanciotti et al., 1992).   

 A sorologia é o método utilizado para confirmação laboratorial de rotina. 

Através das técnicas sorológicas é possível detectar infecções atuais ou recentes, 

por meio da captura das imunoglobulinas da classe M (IgM) por ELISA (MAC 

ELISA). Na maioria dos casos, somente uma amostra de soro coletada é suficiente 

para a confirmação diagnóstica, contudo um resultado negativo em amostra coletada 

em fase precoce (6 a 10 dias após o início dos sintomas) não exclui o diagnóstico de 

dengue, uma vez que, em alguns casos, os níveis de IgM tornam-se detectáveis pelo 

teste somente após esse período. O anticorpo IgM anti-dengue desenvolve-se 

rapidamente, geralmente a partir do quinto dia do início da doença, e tanto em 

infeções primárias, quanto secundárias, apresentam esses anticorpos detectáveis. A 

pesquisa de anticorpos IgG (ELISA) e o teste de inibição de hemaglutinação (HI), 

que exigem amostras do soro pareadas (fase aguda e convalescente recente) de 

casos suspeitos também podem ser utilizadas no diagnóstico sorológico (SVS/MS, 

2010). Miagostovich e colaboradores (1999) avaliaram a técnica IgG (ELISA) em 

substituição ao uso do HI,  e concluíram que o teste IgG ELISA pode substituir o 

teste HI para caracterizar o tipo de infecção, se primária ou secundária. 

 A detecção de antígeno NS1 pode ser realizada através de método 

imunoenzimático (ELISA)  ou  por testes imunocromatográficos rápidos, disponíveis 

comercialmente, que permitem a detecção de antígenos NS1 virais específicos, 

precocemente. É um método que, a princípio, é bastante sensível e deve ser 

utilizado em pesquisas e nos casos graves. O Ministério da Saúde disponibiliza kits 

de teste NS1 ELISA para triagem das amostras para isolamento viral em unidades 

sentinelas (SVS/MS, 2010). Pesquisas de avaliação dos kits para detecção do 

antígeno NS1 disponíveis para o diagnóstico da dengue indicam que os kits 

comerciais são úteis para o diagnóstico laboratorial da dengue primária e secundária 
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na fase aguda e que detecção do NS1 deve ser usado em combinação com o MAC-

ELISA para a detecção de casos e como triagem para complementar o isolamento 

viral (Lima et al., 2010). Além disso, a técnica é uma nova alternativa para 

diagnóstico em casos fatais através da detecção do antígeno NS1 em tecidos (Lima 

et al., 2011).  

 A imunohistoquímica também pode ser realizada em cortes de tecidos 

fixados em formalina e emblocados em parafina, permitindo a detecção de antígenos 

virais. Os cortes são corados pela fosfatase alcalina ou peroxidase marcados com 

anticorpos específicos. Essa técnica é bastante sensível e específica, sendo 

considerada exame confirmatório e deve ser utilizada após diagnóstico 

histopatológico presuntivo (SVS/MS, 2010). 

 Além dos métodos de diagnóstico utilizados na rotina, métodos 

moleculares como a PCR seguido a sequenciamento genômico viral são de grande 

importância para a vigilância dos sorotipos e/ou genótipos de DENV circulantes em 

uma dada região e a estratégia de sequenciamento vai depender do objetivo 

proposto. Para a caracterização molecular e genotipagem dos sorotipos circulantes 

de DENV utiliza-se o sequenciamento parcial (gene E) ou completo, com o uso de 

oligonucleotídeos iniciadores (primers) que amplificam o genoma dos DENV 

(Miagostovich et al., 2006). 

 

1.11  Vacinas contra os DENV  

 Desenvolver uma vacina contra o DENV tem sido prioridade pela OMS, 

porém o desenvolvimento tem enfrentado algumas dificuldades, tais como: a 

necessidade de imunizar contra os quatro sorotipos com alta eficiência para evitar o 

desencadeamento de uma doença grave em caso de infecção secundária e a 

ausência de um modelo experimental para estudar a resposta pós-vacinal. Uma 

vacina ideal deve  promover uma imunização prolongada contra os quatro sorotipos 

do DENV; ser de baixo custo e toxicidade e manter títulos virais em refrigeração ou à 

temperatura ambiente (Figueiredo, 1999). 

 Diversas abordagens para o desenvolvimento de uma vacina eficaz estão 

sendo utilizadas como  as vacinas de vírus vivo atenuado, de vírus inativados  

vacinas recombinantes, quiméricas e de DNA. Atualmente as vacinas desenvolvidas 
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e em fase experimental utilizando vírus vivo atenuado são da GlaxoSmithKline 

(GSK), em fase II; Biological E, Panacea, em fase I/II; Biotec, Butantan, em fase I/II; 

e Vabiotech, fase I/II. Já as vacinas contendo vírus vivo quimérico são as da Sanofi 

Pasteur, em fase III e Inviragen, em fase I (Murrel et al., 2011). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 A dengue é um dos principais problemas de saúde pública no mundo e no 

Brasil a atividade dos DENV têm crescido de modo significativo desde a introdução 

do DENV-1 no Rio de Janeiro (RJ) em 1986. Após a co-circulação com DENV-2 e 

DENV-3 em 2000/2001, este sorotipo re-emergiu em 2009 após aproximadamente 

oito anos sem intensa circulação, causando em 2010 mais de um milhão de casos 

prováveis da doença, com a maior taxa de internações registradas no país (cerca de 

90 mil), principalmente em maiores de 60 anos de idade. Mesmo com a introdução 

do DENV-4 em um país totalmente susceptível, a circulação do DENV-1 foi 

responsável por epidemias com mais de dois milhões de casos suspeitos entre 2010 

e 2011 sendo isolado em 36,4% das amostras no país em 2012. 

 Nos últimos 27 anos, o Brasil foi acometido por epidemias causadas por 

introduções de novos sorotipos de DENV assim como pela reemergência destes. 

Este padrão de substituições e co-circulação dos DENV vem sendo descrito não só 

no Brasil, como em outros países das Américas e Ásia. Nesse contexto, o 

monitoramento dos sorotipos é de grande importância e assim como há substituição 

e co-circulação de sorotipos faz-se necessário a vigilância dos genótipos circulantes, 

uma vez que alguns estão associados a uma maior gravidade da doença, como os 

de origem asiática. A análise filogenética dos DENV-1 isolados desde a introdução 

deste sorotipo no país caracterizou estes vírus como pertencentes ao genótipo V 

(América/África). 

 Estudos filogenéticos e de caracterização molecular podem constituir uma 

importante ferramenta para monitorar a introdução, dispersão e recombinação dos 

vírus, bem como prever as possíveis conseqüências epidemiológicas de tais 

eventos. Para o DENV-1 além dos genótipos, a existência de linhagens com distintas 

relações geográficas e temporais foi sugerida, demonstrando alta variabilidade 

genotípica. Além disso, relatos de múltiplas linhagens para o genótipo V 

(América/África) e eventos de recombinação foram descritos para os vírus isolados 

no Brasil, principalmente para o DENV-1. Recombinação ao longo do genoma 

completo pode ter efeito deletério, sendo talvez o motivo de não ser muito evidente. 

Diante disso, neste estudo, a filogenia dos DENV-1 isolados em alguns estados do 

Brasil ao longo dos 25 anos desde a sua introdução (1986) até 2011 foi realizada a 
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fim de documentar possíveis padrões evolutivos ou introduções de genótipos e 

linhagens no país.  
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3 OBJETIVOS  

3.1 Objetivo Geral 

Realizar a análise molecular dos DENV-1 circulantes no Brasil durante períodos 

epidêmicos. 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Realizar a análise filogenética e caracterização molecular do gene E (1.485 

nucleotídeos) dos DENV-1 isolados nos períodos epidêmicos entre os anos de 

1986 a 2011;  

 

 Realizar a análise filogenética e caracterização molecular baseada na sequência 

completa da região codificante (10.176 nucleotídeos) dos DENV-1  

representantes do período de estudo; 

 

 Analisar possíveis eventos de recombinação entre as cepas brasileiras isoladas 

e as demais sequências de referência disponíveis no GenBank. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Cepas virais 

Foram analisadas cepas de DENV-1 (n=48), provenientes de amostras 

clínicas de pacientes positivos para dengue por isolamento viral e/ou RT-PCR 

recebidas no Laboratório de Flavivirus (LABFLA), IOC/FIOCRUZ, Centro de 

Referência Regional para Dengue e Febre Amarela, procedentes de epidemias 

ocorridas entre 1986 e 2011, no estado do RJ e estados da área de abrangência do 

LABFLA. As amostras de DENV-1 foram selecionadas de acordo com o ano de 

isolamento, estado de origem e manifestação clínica. Do total de amostras, 43 foram 

submetidas ao isolamento viral e cinco soros positivos para DENV-1 foram utilizados 

diretamente para extração do RNA viral. 

As amostras clínicas (soro) foram encaminhadas ao LABFLA refrigeradas 

ou congeladas. Duas alíquotas de cada amostra foram realizadas dentro de cabine 

de segurança biológica em tubos estéreis, identificados com o número de registro da 

amostra, onde uma foi destinada para estudos sorológicos (armazenadas a -20ºC) e 

outra para o isolamento viral e testes moleculares (armazenado a -70ºC). Após o 

isolamento viral o sobrenadante das culturas contendo vírus isolado foi congelado 

em tubos estéreis, identificados com o número de registro da amostra, data de 

isolamento e congelamento, acrescido de 30% de soro fetal bovino (SFB) a -70ºC. 

4.2 Isolamento viral 

 Quarenta e três cepas utilizadas neste estudo foram originadas de uma 

passagem dos isolados originais provenientes das amostras clínicas dos pacientes. 

Para isso, foi realizado o isolamento viral em cultura de células clone C6/36, do 

mosquito Aedes albopictus, cultivadas em meio de cultura celular acrescido de soro 

fetal bovino (SFB) (Igarashi, 1978).  

 As células foram cultivadas em tubos de 1,5x16 cm contendo 1,5 mL de 

meio de cultura Leibovitz-15 (L-15) (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, EUA), com 

10% de SFB (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, EUA) em estufa a 28ºC. Após 
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formação de monocamada, o meio foi substituído por igual volume de L-15 contendo 

2% de SFB.  

 O volume de 25µL do sobrenadante do isolado original foi inoculado na 

monocamada celular.  Para cada grupo de isolados inoculados, foram incluídos 

controles positivos e negativos, respectivamente, de vírus (amostra já identificada 

como DENV) e de células (cultura não inoculada).  Após inoculação, os tubos foram 

incubados à temperatura de 28ºC e observados diariamente, por um período 

aproximado de 10 a 14 dias, em microscópio óptico invertido (Zeiss - Deutschland, 

Alemanha), com aumento de até 400 vezes. 

 

4.3 Extração do RNA viral 

 

 O RNA viral foi extraído a partir de 140µL do sobrenadante das culturas 

isoladas através do QIAmp Viral Mini Kit (QIAGEN, Inc., Valencia, EUA), de acordo 

com o protocolo descrito pelo fabricante.  

 

4.4 Transcrição Reversa seguida da Reação em Cadeia pela 

Polimerase (RT-PCR) 

 Foi utilizada a metodologia descrita por Lanciotti et al. (1992) para 

confirmação da positividade das cepas isoladas para DENV-1.  Este protocolo 

detecta os quatro sorotipos simultaneamente em um procedimento semi-nested, 

gerando produtos amplificados (amplicons) com tamanhos específicos em pares de 

base (pb) para cada sorotipo dos DENV.  

  Em uma primeira etapa, foram utilizados oligonucleotídeos iniciadores 

(primers) consensuais (D1 e D2) para os quatros sorotipos dos DENV, 

complementares as seqüências dos genes C e prM. No procedimento semi-nested, 

foram utilizados iniciadores específicos TS1, TS2, TS3 e TS4 para os DENV-1 a 4, 

respectivamente (Tabela 4.1).  
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  O RNA extraído foi transcrito reversamente em cDNA (42oC/60 minutos) 

em uma primeira etapa  (Figura 4.1 A) e as condições de termociclagem para a 

amplificação do DNA consistiram de 30 ciclos subseqüentes de desnaturação 

(94oC/35 segundos), anelamento (56oC/1 minuto), extensão (72oC/2 minutos) e um 

ciclo de extensão final (72oC/10 minutos) utilizando os reagentes descritos na Tabela 

3.2. 

  Em uma segunda etapa (etapa semi-nested – Figura 4.1 B) para a 

tipagem dos DENV, os produtos obtidos na primeira etapa foram diluídos (1/100) em 

água livre de DNase e RNase (UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water – 

Invitrogen, California, EUA) e submetidos a 18 ciclos de desnaturação (94oC/30 

segundos), anelamento (56oC/1 minuto), extensão (72oC/2 minutos) e extensão final 

(72oC/5 minutos) utilizando os reagentes descritos na Tabela 3.2. Após a semi-

nested PCR, os produtos foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1,5% 

acrescido de 5L de solução de brometo de etídeo 10 mg/mL (Sigma-Aldrich 

Corporation, St. Louis, EUA) por 60 minutos e visualizados em luz ultravioleta em 

capturador de imagem Molecular Imager Gel Doc XR System (Bio-Rad, Hercules, 

Califórnia, EUA). 

 

Tabela 4.1 Oligonucleotídeos iniciadores utilizados na transcrição reversa seguida 
pela reação em cadeia pela polimerase (RT-PCR) para a tipagem dos vírus dengue. 

Oligonucleotídeo 
iniciador  
(Sentido) 

Seqüência 
Posição 

no genoma 

Tamanho do 
amplicon 

(em pares de base 

pb) 

D1 (+) 5’- TCAATATGCTGAAACGCGGAGAAACCG- 3’ 134-161  

D2 (-) 5’- TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC- 3’ 616-644 

TS1 (-) 5’- CGTCTCAGTGATCCGGGGG- 3’ 568-586 482 (D1 + TS1) 

TS2 (-) 5’- CGCCACAAGGGCCATGAACAG- 3’ 232-252 119 (D1 + TS2) 

TS3 (-) 5’- TAACATCATCATGAGACAGAGC- 3’ 400-421 290 (D1 + TS3) 

TS4 (-) 5’- CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA - 3’ 506-527 392 (D1 + TS4) 

 

 

* Invitrogen, California, EUA                                                                 

   Lanciotti et al., 1992. 

511 
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Figura 4.1 Estratégia de amplificação do RNA viral dos vírus dengue (DENV) 
por transcrição reversa seguida da reação em cadeia da polimerase (RT-PCR), 
de acordo com protocolo descrito por Lanciotti et al., 1992. A: Transcrição 
reversa e amplificação do RNA viral utilizando iniciadores consensuais. B: Tipagem 
dos vírus dengue (semi-nested PCR) utilizando iniciadores tipo-específicos. 

 

Tabela 4.2 Reagentes utilizados na reação de transcrição reversa seguida pela 
reação em cadeia pela polimerase (RT-PCR). 

MIX 1 - MISTURA PARA A PRIMEIRA ETAPA DA RT-PCR 

Reagente  Fabricante Concentração  µL/tubo 

ddH2O Promega - 9,8 

PCR Master Mix Promega 2X 25,0 

Primer D1 Invitrogen 10µM 1,3 

Primer D2 Invitrogen 10µM 1,3 

DTT Sigma-
Aldrich 

100Mm 2,5 

AMV-RT Promega 2.5U/ µL 0,1 

 

 

4.5 Eletroforese em gel de agarose 

 

 Em um Erlenmeyer, foi dissolvido 1,5g de agarose em 100mL de Tris-

ácido bórico – EDTA (TBE 0,5X), aquecendo a solução no forno de microondas 

(potência máxima) por 1 minuto, seguindo da homogeneização manual e 

aquecimento posterior de mais 1 minuto. A solução foi resfriada e 5µL de brometo de 

etídio (10 mg/mL) foi adicionado dentro da capela de exaustão, onde o gel foi 

transferido para um molde de acrílico, colocando-se pente para geração dos poços, 

permanecendo desta forma por ~15 min para a solidificação. Após endurecimento o 

A B 

MIX 2 - MISTURA PARA A SEGUNDA ETAPA SEMI-NESTED PCR 

Reagente Fabricante Concentração µL/tubo 

ddH2O Promega - 3,7 

PCR Master Mix Promega 2X 25,0 

Primer D1 Invitrogen 10µM 1,3 

Primer TS1-TS4 Invitrogen 20µM 2,5 
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gel foi acondicionado em cuba de eletroforese contendo TBE 0,5X. As amostras 

diluídas 1:5 em azul de bromofenol foram aplicadas nos poços. A eletroforese foi 

realizada a 100 V por ~60min. 

 

4.6 Caracterização molecular 

 

 A caracterização molecular dos vírus isolados foi realizada através do 

sequenciamento genômico, utilizando-se oligonucleotídeos iniciadores (primers) que 

amplificam fragmentos sobrepostos de aproximadamente 900 pares de base (pb) ao 

longo do genoma parcial e/ou completo do DENV-1 (dos Santos et al., 2011). 

4.6.1 Transcrição Reversa seguida da Reação em Cadeia pela 

Polimerase (RT-PCR) para sequenciamento 

 

 A técnica de RT-PCR para sequenciamento foi realizada de acordo com o 

protocolo descrito por Miagostovich et al. (2006). Os reagentes utilizados nesta 

técnica estão descritos na Tabela 4.3.  

 Para o sequenciamento de DNA, foram utilizados quatro ou 16 pares de 

iniciadores para amplificação de fragmentos sobrepostos de aproximadamente 900 

pb ao longo do genoma parcial e/ou completo do DENV-1, respectivamente (Figura 

4.2; Tabela 4.4). O RNA extraído foi transcrito em cDNA e amplificado através da 

RT-PCR para sequenciamento utilizando o kit AccessQuick™ RT-PCR System 

(Promega Corporation, Wisconsin, EUA), de acordo com o protocolo descrito pelo 

fabricante. Em tudo tipo eppendorf de 0,2mL foi acrescentado 45µL da mistura de 

reagentes e 5µL do RNA extraído.  

 A transcrição reversa do RNA e a amplificação do cDNA foi realizada 

seguindo os parâmetros de termociclagem apresentados na Tabela 4.5, em 

GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems®, California, EUA) (modificado 

de Miagostovich et al., 2006).  
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Tabela 4.3 Reagentes utilizados na RT-PCR para o sequenciamento. 

Reagente Concentração Volume 

Access Quick™ RT-PCR 2X 25µL 

Primer (sense) 10µM 2,5µL 

Primer (anti-sense) 10µM 2,5µL 

AMV-RT 5U 1µL 

ddH2O - 14 µL 

 

 

 

Figura 4.2 Estratégia de amplificação parcial (C/prM/M/E) e completo do 
genoma do DENV-1 por RT-PCR. 

 

 
 
Tabela 4.4 Desenho de primers a partir do programa “primerexpress” para 
sequenciamento completo do genoma dos DENV1, de acordo com AF513110 
(DENV-1). Produto amplificado de ~900pb por região (com ~200pb de sobreposição 
entre regiões). 
 
Região Primer sense A (5’- 3’) Primer antisense B (5’- 3’) Posição do genoma 

(de acordo com AF513110) 
Produto 

(pb) 
Tm (ºC) 

A/B 

1 TTA GTC TAC GTG GAC CGA CAA GAA GCC TAT TCC CAC GCA TCG 6 – 938 932 62/63 
2 TGA CCT ATG GGA CGT GTT CTC A CAG TCC AAT GTG AGG GCT CC 660 – 1469 809 63/63 
3 GAC GCG AAC TTT GTG TGT CG GGC GCA TCT GTT CCT TCG TA 1193 – 1900 707 63/64 
4 CTG GGA TCA CAA GAA GGA GCA CCA ATG GCT GCT GAC AGT CTT 1691 – 2539 848 63/63 
5 GGG ATT AAA TTC AAG GAG CAC G ACT TGC CTA GAT GCC ATG GC 2332 – 3217 885 62/62 
6 TGT GTG ACC ACC GGC TAA TG CAT TGC AAG TCC ATC CCC TAG 2952 – 3842 890 63/62 
7 CCT AGC CTT GAT GGC TAC TCT CA GCC CAA CAG TCC TCT TTG CA 3697 – 4596 899 62/64 
8 CCA CTT TGC TGG CAG TCT CA TGT AAT TGG GAA CTC TCA CTG GG 4431 – 5335 904 63/62 
9 CTC CCA CAA GAG TTG TCG CC TCC CCG TCT ATT GCT GCA CT 5187 – 6068 881 63/63 

10 TGC CCA AAG GAG AGG AAG AAT GTC CTG TGG AGT GCG CTG T 5884 – 6751 867 62/63 
11 TGA CGC TGT TCT TCC TAT CAG G CCA GAA TTT TCC TGG AGA TCC C 6579 – 7447 868 62/63 
12 GTG GAC GGG ATT GTT GCA AT CCC TCC ATG TTT CCT TTG CA 7268 – 8160 892 63/63 
13 CTG AGA AAT GTG ACA CCC TTC TGT TTG GTT TTC ATC AAC GAA CAC TG 7983 – 8802 819 62/62 
14 CAC ACC CTT CGG ACA ACA GA CCA TGT TTT TCC AAC CAG TCA AG 8608 – 9500 892 62/63 
15 AAA TGG AAC CGT GAT GGA TGT T TCT CAT TCC CGA TGA GCC TT 9325 – 10183 858 63/62 
16 GTG GAA TAG GGT TTG GAT AGA GGA A TTC TGT GCC TGG AAT GAT GCT 10006 - 10675 669 63/63 

      

*Invitrogen, California, EUA 
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Tabela 4.5 Parâmetros de termociclagem da RT-PCR para sequenciamento. 

Etapas de 
termociclagem 

Temperatura Tempo 
Número de ciclos 

RT 42°C 60 min 1 ciclo 

Desnaturação 94°C 35 seg 

40 ciclos Anelamento 63°C 1 min  

Extensão 72°C 2 min 

Extensão final 72°C 10 min 1 ciclo 

Temperatura final 4°C ∞ - 

 

 

4.6.2 Purificação do DNA 

 

 O produto de DNA amplificado foi purificado utilizando o Kit comercial 

“PCR Purification” (QIAGEN, Inc., California, EUA) na presença fragmento 

amplificado único ou “Gel extraction” (QIAGEN, Inc., California, EUA), quando 

apresentou fragmentos inespecíficos, além do alvo. Os protocolos foram realizados 

de acordo com os descritos pelo fabricante.  

 

4.6.3 Quantificação do DNA 

 

 Os produtos purificados foram quantificados por eletroforese em gel de 

agarose a 2%, com 5µL de brometo de etídio (10mg/mL) (Sigma-Aldrich Corporation, 

St. Louis, EUA) utilizando marcador Low Mass DNA (Invitrogen, California, EUA), e o 

gel foi visualizado em luz ultravioleta. 

 

4.6.4 Reação de sequenciamento  

 

 Os fragmentos de cDNA amplificados e purificados foram seqüenciados 

em ambas direções, utilizando o kit BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready 

Reaction versão 3.1 (Applied Biosystems®, California, EUA). Os parâmetros de 
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termociclagem para a reação de sequenciamento seguem na Tabela 4.6, 

(modificado de Miagostovich et al., 2006). 

 Após a reação do sequenciamento, os produtos foram purificados 

utilizando Centri-Sep Spin Columns (Princeton Separation, New Jersey, EUA) ou 

DyeEx 2.0 Spin Kit Procedure (QIAGEN, Inc., California, EUA), e armazenados a 

37°C por 24h para secagem. O DNA foi ressuspenso em 10µL de Formamida e 

transferido para placa de 96 orifícios (MicroAmpOptical 96 Well Reaction Plate - 

Applied Biosystems®, California, EUA). A placa foi enviada para a Plataforma de 

Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ, onde os produtos passaram por 

eletroforese capilar em Analisador de DNA ABI 3730 (Applied Biosystems®, 

California, EUA) (Otto et al., 2008). 

 

 

Tabela 4.6 Parâmetros de termociclagem para a Reação de Sequenciamento. 

Etapas de termociclagem Temperatura Tempo Número de ciclos 

Desnaturação 94°C 1 min  

35 ciclos Anelamento 63°C 2 min  

Extensão 72°C 3 min 

Temperatura final 4°C ∞ - 

 

 

4.6.5 Análise das sequências 

 

 Para a análise dos produtos seqüenciados utilizou-se o programa       

Chromas® 1.45 (http://www.technelysium.com.au/chromas14x.html) ou BioEdit 

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html). A identidade da seqüência foi 

determinada através do BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). O 

alinhamento das seqüências foi realizado utilizando o software CLUSTALW2 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) e as árvores filogenéticas foram 

construídas com suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) utilizando o 

Programa MEGA 5 (http://www.megasoftware.net/) utilizando o método Neighbor-

joining, modelo Tamura-Nei 93+G, de acordo com o resultado obtido pela ferramenta 
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disponível no MEGA 5 de escolha do melhor modelo de substituição baseado na 

Máxima Verossimilhança (MV). 

 

 

4.6.6 Localização das substituições de aminoácidos na proteína 

do envelope (E) 

 Para determinação da localização dos aminoácidos substituídos na 

proteína do envelope viral foi utilizado o programa Protein Workshop (Moreland et 

al., 2005; Xu & Zhang, 2009), disponível no PDB (Protein Data Bank). 

Acesso:http://www.pdb.org/pdb/explore/viewerLaunch.do?viewerType=PW&structure 

Id=3KZP&unit=bio&unit_id=1. 

 

4.7 Análise de recombinação genômica 

  

 Para a verificação de eventos de recombinação ao longo do genoma 

completo dos DENV-1 isolados foi utilizado o programa RDP3 (Martin et al., 2010). O 

programa encontra-se disponível em http://darwin.uvigo.es/rdp/rdp.html.  
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5 RESULTADOS 

5.1 Confirmação de cepas de DENV-1 

  

 A confirmação das culturas celulares inoculadas com DENV-1 (n=43) foi 

confirmada através da RT-PCR utilizando iniciadores específicos e os produtos das 

amplificações de algumas cepas estão representadas na Figura 5.1.  

 

 

 
Figura 5.1 Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos amplificados por RT-PCR 
(Lanciotti, 1992) para confirmação dos isolados com DENV-1 (fragmento com 482pb). Poços: 1 
e 15 – padrão de peso molecular de 100pb (100bp DNA Ladder, Invitrogen, California, EUA); 2 a 7, 
10, 11, 17 a 26 – 19 amostras isoladas (com DENV-1); 9 e 27: controle negativo (água livre de 
nucleases); 12: controle positivo para DENV-1; 13: controle positivo para DENV-2; 14: controle 
positivo para DENV-3; 16: mistura dos controles positivos (DENV-1, 2 e 3); 8 e 28: mistura de 
controles positivos (DENV-1, 2, 3 e 4).  
 
 

5.2 Caracterização molecular 

 A estratégia de amplificação utilizada permitiu a geração de produtos de 

aproximadamente 900pb para o sequenciamento parcial (Figura 5.2) e completo da 

     1    2     3    4     5    6     7    8    9   10  11   12  13  14 

    15   16  17   18  19   20  21   22  23  24   25   26  27  28 
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região codificante dos DENV-1 (Figura 5.3). Os mesmos foram purificados e 

posteriormente quantificados em gel de agarose a 2% (Figura 5.4). 

 

 

  
Figura 5.2. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos amplificados por RT-PCR 
utilizando os quatro primeiros pares de primers para o DENV-1 (regiões C/prM/M/E). Poços: 1- 
padrão de peso molecular de 100pb (100bp DNA Ladder, Invitrogen, California, EUA); 2 a 5 - amostra 

isolada; 6 - vazio; 7 a 10 - amostra isolada.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5.3 Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos amplificados por RT-PCR 
utilizando os 16 pares de primers para o DENV-1 (genoma completo). Poços: 1 e 15 - padrão de 
peso molecular de 100pb (100bp DNA Ladder, Invitrogen, California, EUA); 2 a 14 – fragmento 
amplificado de um DENV-1 isolado (primers 1 a 13, respectivamente); 16 a 18 – fragmento 
amplificado de um DENV-1 isolado (primers 14 a 16, respectivamente).  
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 5.4 Quantificação por eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos amplificados 
por RT-PCR utilizando os 16 pares de primers para o DENV-1 (genoma completo). Poços: 1 e 18 
– Padrão de massa (Low DNA Mass Ladder,  Invitrogen, California, EUA); 2 a 17 – fragmento 
amplificado de um DENV-1 isolado (primers 1 a 16, respectivamente). 
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 Todas as 48 amostras (43 isoladas e 5 provenientes de soro) foram 

sequenciadas parcialmente (2.325 nucleotídeos correspondentes às regiões 

C/prM/M/E) utilizando quatro pares de iniciadores, e em seis destas, foi realizado o 

sequenciamento completo da região codificante (C a NS5) compreendendo 10.176 

nucleotídeos com 16 pares de iniciadores que geraram fragmentos de 900pb, com 

sobreposição de 200pb aproximadamente. As 48 cepas de DENV-1 estudadas 

foram obtidas de casos que apresentam manifestações clínicas distintas, 

classificadas de acordo com a OMS (2009) como dengue sem sinais de alerta 

(DSSA), dengue com sinais de alerta (DCSA) e dengue grave (DG). Do total, 22 

amostras foram classificadas como DSSA; sete, DCSA; quatro, DG; seis casos 

fatais; e nove casos sem informações, impossibilitando a classificação (Tabela 5.1) 

 

 

5.2.1 Caracterização molecular de cepas de DENV-1 baseada na 

análise do gene E 

 

 A origem geográfica das cepas isoladas abrangeu as regiões sudeste – 

Rio de Janeiro (RJ), Minas Gerais (MG) e Espírito Santo (ES); nordeste – Alagoas 

(AL), Ceará (CE), Piauí (PI) e Rio Grande do Norte (RN); e centro-oeste – Mato 

Grosso do Sul (MS) (Tabelas 5.1 e 5.2; Figuras 5.5 e 5.6). A estratégia para o 

sequenciamento parcial foi baseada na amplificação dos genes C/prM/M/E, no 

entanto a caracterização molecular e filogenia foram baseadas na análise do gene 

E. A análise filogenética das 48 cepas demonstrou que todas as cepas de DENV-1 

analisadas pertencem ao genótipo V (América/África), porém as isoladas 

recentemente (2009-2011) agrupam-se em clades distintos. Os grupos foram 

diferenciados em duas linhagens, sendo uma dividida em duas sub-linhagens. As 

amostras do período de introdução do DENV-1 (1986 a 2002) no Brasil (n=25) e 

amostras isoladas recentemente entre 2010 e 2011 (n=10) foram agrupadas na 

linhagem 1. Esses dois grupos estão relacionados filogeneticamente, porém uma 

sub-divisão é evidenciada, consideradas então como linhagens 1a e 1b, 

respectivamente.  Outro grupo distinto foi demonstrado com doze amostras isoladas 

entre 2009 e 2011, e uma representante do ano de 2001, sendo considerado como 

linhagem 2 (n=13).  
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 Através do alinhamento das sequências do gene E das 48 amostras foi 

possível observar alterações nucleotídicas conservadas entre cepas da mesma 

linhagem. Tais alterações foram responsáveis pelas mudanças de alguns 

aminoácidos (aa) nos domínio I e III do gene E. No domínio I houve mudança do aa 

Treonina  Metionina na posição E297, entre a linhagem 1a e as linhagens 1b e 2, 

respectivamente. A mudança desses aa ocorreu pela troca de uma citosina na 

segunda posição do códon ACG (linhagem 1a) por uma Timina, (linhagens 1b e 2). 

No domínio III foram detectados quatro substituições de aa conservados nas 

posições E338 (SL), E394 (KR), E428 (VL) e E436 (VI). As substituições de aa 

ocorridas nas posições E338, E428 e E436 foram conservadas nas cepas da linhagem 2, 

enquanto as cepas da linhagem 1b apresentaram modificação conservada na 

posição E394 (Tabela 5.2). A tabela dos aa está apresentada no anexo 10.1. 

 Ao longo do gene E, o domínio III foi o que apresentou o maior número de 

substituições gerando mudanças em aa conservados entre as linhagens. A análise 

filogenética baseada somente na sequência nucleotídica que codifica o domínio III 

do gene E foi suficiente para diferenciar as amostras nas distintas linhagens (Tabela 

5.2; Figura 5.6). A localização dos aminoácidos substituídos no ectodomínio da 

proteína E está representada em modelo tridimensional na Figura 5.7. 

 A identidade entre as sequências nucleotídicas do gene E das 48 cepas 

de DENV-1 foi de 95,6 a 97,2% entre as linhagens 1a e 2; 96,6 a 98,1% entre as 

linhagens 1a e 1b e 95,2 a 96,2% entre as linhagens 2 e 1b. A similaridade mais 

baixa foi encontrada entre as linhagens 2 e 1b, apresentando divergências 

nucleotídicas de 3,8 a 4,8%. A matriz de identidade entre os 495 aa do gene E, 

demonstra taxas de 98,3 a 99,5% entre as linhagens 1a e 2, 95,9 a 99,5% entre a 

linhagem 1a e 1b e de 95,7 a 99,1% entre as linhagens 2 e 1b. A divergência entre 

os aa de 0,5 a 1,7% foi encontrada entre as linhagens 1a e 2, 0,5 a 4,1% entre as 

linhagens 1a e 1b, e de 0,9 e 4,3% entre as linhagens 2 e 1b. As matrizes de 

porcentagem tanto da identidade quanto divergência nucleotídica e de aa foram 

acrescidas de representantes dos cinco genótipos de DENV-1. As divergências 

nucleotídicas observadas foram de 6,3 a 8,7% entre as cepas estudadas com os 

genótipos I, II, III e IV (Anexo 10.2). 
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Tabela 5.1 Cepas de DENV-1 isoladas de casos humanos de 1986 a 2011 no Brasil. 
ID 
Estado de origem 
ano de isolamento 

Origem da 
cepa 

Passagem 
em C6/36 

Classificação  
(OMS, 2009) 

Genes 
Sequenciados  

 
Acesso Genbank 

31768/RJ/1986 Isolado (C6/36) 1ª DSSA C/prM/M/E HQ026760 
31807/RJ/1986 Isolado (C6/36) 1ª DSSA C/prM/M/E JN122280 
36034/RJ/1988 Isolado (C6/36) 2ª DSSA (CNS5) KF672761 
38159/RJ/1989 Isolado (C6/36) 1ª DSSA (CNS5) KF672762 
45907/MS/1991 Isolado (C6/36) 1ª  DSSA C/prM/M/E KF672791 
58485/MG/1997 Isolado (C6/36) 1ª  DG C/prM/M/E KF672769 
58522/MG/1997 Isolado (C6/36) 1ª  SI C/prM/M/E KF672770 
58540/RJ/1997 Isolado (C6/36) 1ª DCSA C/prM/M/E KF672771 
58610/RJ/1997 Isolado (C6/36) 1ª DSSA C/prM/M/E KF672772 
58724/RN/1997 Isolado (C6/36) 1ª  SI C/prM/M/E KF672773 
60068/RJ/1998 Isolado (C6/36) 1ª  DG C/prM/M/E KF672774 
60443/CE/1998 Isolado (C6/36) 1ª  DSSA C/prM/M/E KF672775 
60606/MG/1998 Isolado (C6/36) 1ª DCSA C/prM/M/E KF672776 
60619/MG/1998 Isolado (C6/36) 1ª DG C/prM/M/E KF672777 
62114/ES/1998 Isolado (C6/36) 1ª  DSSA C/prM/M/E KF672778 
62189/ES/1998 Isolado (C6/36) 1ª  DCSA C/prM/M/E KF672779 
64450/RJ/1999 Isolado (C6/36) 2ª  DCSA C/prM/M/E KF672780 
64451/RJ/1999 Isolado (C6/36) 1ª  DSSA C/prM/M/E KF672781 
64616/RJ/1999 Isolado (C6/36) 1ª  DSSA C/prM/M/E KF672792 
66568/RJ/2000 Isolado (C6/36) 1ª  DSSA C/prM/M/E KF672782 
66694/ES/2000 Isolado (C6/36) 1ª  SI (CNS5) KF672763 
67993/PI/2000 Isolado (C6/36) 1ª  SI (CNS5) KF672787 
68826/RJ/2001 Isolado (C6/36) 1ª  DSSA C/prM/M/E KF672764 
71602/RJ/2001 Isolado (C6/36) 1ª  DCSA C/prM/M/E KF672788 
75424/ES/2002 Isolado (C6/36) 1ª  DSSA C/prM/M/E KF672783 
15_2010/MS/2010* Soro  DSSA C/prM/M/E HQ696612 
876_2010/MS/2010 Isolado (C6/36) 1ª  SI C/prM/M/E KF672768 
2676_2010/RJ/2010 Isolado (C6/36) 2ª  ÓBITO C/prM/M/E KF672786 
1141_2011/AL/2010 Isolado (C6/36) 1ª  SI C/prM/M/E JQ015184 
1142_2011/AL/2010 Isolado (C6/36) 1ª  SI C/prM/M/E JQ015185 
122_2011/RJ/2011 Isolado (C6/36) 1ª  DSSA C/prM/M/E JN122281 
169_2011/RJ/2011 Isolado (C6/36) 1ª  ÓBITO C/prM/M/E KF672765 
325_2011/RJ/2011 Isolado (C6/36) 1ª DG C/prM/M/E KF672766 
1049_2011/RJ/2011 Isolado (C6/36) 1ª  DCSA C/prM/M/E KF672790 
1266_2011/RJ/2011 Isolado (C6/36) 1ª  ÓBITO (CNS5) KF672760 
73834/ES/2001 Isolado (C6/36) 1ª  DSSA C/prM/M/E KF672789 
55_2009/ES/2009 Isolado (C6/36) 1ª  SI C/prM/M/E HM043709 
1433_09/RJ/2009 Soro  DSSA C/prM/M/E HQ026761 
1435_09/RJ/2009 Soro  DSSA C/prM/M/E HM043710 
19_2010/RJ/2010 Soro  DSSA C/prM/M/E HQ026762 
20_2010/RJ/2010 Soro  DSSA C/prM/M/E HQ696613 
188_2010/RJ/2010 Isolado (C6/36) 1ª  DCSA C/prM/M/E HQ696614 
242_2010/RJ/2010 Isolado (C6/36) 1ª  DSSA (CNS5) KF672759 
516_2010/ES/2010 Isolado (C6/36) 1ª  ÓBITO C/prM/M/E KF672785 
568_2010/ES/2010 Isolado (C6/36) 1ª  ÓBITO C/prM/M/E KF719187 
594_2011/CE/2010 Isolado (C6/36) 1ª  SI C/prM/M/E JN982362 
512_2011/RJ/2011 Isolado (C6/36) 1ª  DSSA C/prM/M/E KF672767 
514_2011/RJ/2011 Isolado (C6/36) 1ª  ÓBITO C/prM/M/E KF672784 

*Amostra suspeita de febre amarela, com histórico de viagem ao Mato Grosso do Sul. ID: Identificação; BR: Brasil; RJ: Rio 
de Janeiro, ES: Espírito Santo; MG: Minas Gerais; MS: Mato Grosso do Sul; CE: Ceará; AL: Alagoas; PI: Piauí; SI: Sem 
informação; DG: dengue grave; DSSA: dengue sem sinais de alerta; DCSA: dengue com sinais de alerta; C: capsídeo; 
prM: pré-membrana; M: membrana; E: envelope; NS5: proteína não estrutural 5. OMS: Organização Mundial da Saúde. 
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Tabela 5.2 Substituições de aminoácidos que predizem a diferenciação dos vírus 
dengue 1 (DENV-1) em diferentes linhagens baseada na análise do gene do 
envelope (E). 

ID da amostra 
Estado de origem 
Ano de isolamento 

Gene E (posição)/Substituição de 
aminoácido 

Genótipo  
Rico-Hesse (2003)  
Weaver & Vasilakis 

(2009) 

 
 Linhagem 

Domínio I Domínio III  

E297 E338 E394 E428 E436 

31768/RJ/1986 T S K V V América/África (V)  Linhagem 1a 

31807/RJ/1986 . . . . . América/África (V) Linhagem 1a 

36034/RJ/1988 . . . . . América/África (V) Linhagem 1a 

38159/RJ/1989 . . . . . América/África (V)  Linhagem 1a 

45907/MS/1991 . . . . . América/África (V)  Linhagem 1a 

58485/MG/1997 . . . . . América/África (V)  Linhagem 1a 

58522/MG/1997 . . . . . América/África (V)  Linhagem 1a 

58540/RJ/1997 . . . . . América/África (V)  Linhagem 1a 

58610/RJ/1997 . . . . . América/África (V)  Linhagem 1a 

58724/RN/1997 . . . . . América/África (V)  Linhagem 1a 

60068/RJ/1998 . . . . . América/África (V)  Linhagem 1a 

60443/CE/1998 . . . . . América/África (V)  Linhagem 1a 

60606/MG/1998 . . . . . América/África (V)  Linhagem 1a 

60619/MG/1998 . L . . . América/África (V)  Linhagem 1a 

62114/ES/1998 . . . . . América/África (V)  Linhagem 1a 

62189/ES/1998 . . . . . América/África (V)  Linhagem 1a 

64450/RJ/1999 . . . . . América/África (V)  Linhagem 1a 

64451/RJ/1999 . . . . . América/África (V)  Linhagem 1a 

64616/RJ/1999 . . . . . América/África (V)  Linhagem 1a 

66568/RJ/2000 . . . . . América/África (V)  Linhagem 1a 

66694/ES/2000 . . . . . América/África (V)  Linhagem 1a 

67993/PI/2000 . . . . . América/África (V)  Linhagem 1a 

68826/RJ/2001 . . . . . América/África (V)  Linhagem 1a 

71602/RJ/2001 . . . . . América/África (V)  Linhagem 1a 

75424/ES/2002 . . . . . América/África (V)  Linhagem 1a 

15_2010/MS/2010 M . R . . América/África (V)  Linhagem 1b 
876_2010/MS/2010 M . R . . América/África (V)  Linhagem 1b 
2676_2010/RJ/2010 M . R . . América/África (V)  Linhagem 1b 
1141_2011/AL/2010 M . R . . América/África (V)  Linhagem 1b 
1142_2011/AL/2010 M . R . . América/África (V)  Linhagem 1b 
122_2011/RJ/2011 M . R . . América/África (V)  Linhagem 1b 
169_2011/RJ/2011 M . R . . América/África (V)  Linhagem 1b 
325_2011/RJ/2011 M . R . . América/África (V)  Linhagem 1b 
1049_2011/RJ/2011 M . R . . América/África (V)  Linhagem 1b 
1266_2011/RJ/2011 M . R . . América/África (V)  Linhagem 1b 
73834/ES/2001 M L . L I América/África (V)  Linhagem 2 

55_2009/ES/2009 M L . L I América/África (V)  Linhagem 2 

1433_09/RJ/2009 M L . L I América/África (V)  Linhagem 2 

1435_09/RJ/2009 M L . L I América/África (V)  Linhagem 2 

19_2010/RJ/2010 M L . L I América/África (V)  Linhagem 2 

20_2010/RJ/2010 M L . L I América/África (V)  Linhagem 2 

188_2010/RJ/2010 M L . L I América/África (V)  Linhagem 2 

242_2010/RJ/2010 M L . L I América/África (V)  Linhagem 2 

516_2010/ES/2010 M L . L I América/África (V)  Linhagem 2 

568_2010/ES/2010 M L . L I América/África (V)  Linhagem 2 

594_2011/CE/2010 M L . L I América/África (V)  Linhagem 2 

512_2011/RJ/2011 M L . L I América/África (V)  Linhagem 2 

514_2011/RJ/2011 M L . L I América/África (V)  Linhagem 2 
Legenda dos aminoácidos: 
T: treonina; S:serina ; K: lisina; V: valina ; M: metionina; L: leucina; R: arginina; I: isoleucina. 
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 74342/Mosq/RJ/BR
 HM450090.1|BR/MT/2002

 62114/BR/ES/1998
 75424/BR/ES/2002
 FJ850073.1/BR/2001

 66694/BR/ES/2000
 66568/BR/RJ/2000

 HM450098.1|BR/RN/2001
 58485/BR/MG/97

 60068/BR/RJ/1998
 HM450086.1|BR/CE/2000

 68826/BR/RJ/2001
 71602/BR/RJ/2001

 AF513110.1/BR/01
 67993/BR/PI/2000
 58724/BR/RN/1997

 60443/BR/CE/1998
 58610/BR/RJ/1997

 AB519681/BR.DF/2001
 HM450079.1|BR/CE/1994
 HM450081.1|BR/MG/1997

 HM450083.1|BR/MA/1999
 58540/BR/RJ/1997

 HM450085.1|BR/AC/2000
 60619/BR/MG/1998

 AF425614.1/BR/97
 HM450084.1|BR/MT/2000

 HM450082.1|BR/PA/1997
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 62189/BR/ES/1998
 45907/BR/MS/1991

 31768/RJ/BR/86
 31807/BR/RJ/1986
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 HM450104.1|BR/RR/2008
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 HM450102.1|BR/RR/2007
 HM450103.1|BR/AM/2007
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 GU131948.1/CO/2001

 JN022597.1|MART/2008
 15_2010/BR/MS/2010
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Figura 5.5 Árvore filogenética baseada no gene E dos 48 DENV-1 isolados ao longo dos 
períodos epidêmicos (1986 a 2011).  Método Neighbor-joining, modelo TN93+G com valor de 
correção 0.30. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) está apresentada na base dos 
ramos. Círculos pretos representam as sequências de DENV-1 analisadas. Cepas de referência de 
DENV foram nomeadas da seguinte forma: número de acesso ao GenBank/País/ano. 
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Figura 5.6 Árvore filogenética baseada na sequência codificante para o domínio III do gene 
E dos DENV-1 isolados ao longo dos períodos epidêmicos (1986 a 2011).  Método Neighbor-
joining, modelo TN93+G com valor de correção 0.46. Suporte do teste de bootstrap (1000 
pseudo-réplicas) está apresentado na base dos ramos. Círculos na cor vermelha representam as 
sequências de DENV-1 da linhagem 1a, em azul as amostras da linhagem 1b e preto da linhagem 
2. Cepas de referência de DENV foram nomeadas da seguinte forma: número de acesso ao 
GenBank/País/ano. 
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Figura 5.7 Estrutura tridimensional do ectodomínio da proteína E do DENV-1.  Linhagem 2: 
Trímero, estrutura de conformação pós fusão, apresentando as posições com aminoácidos 
conservados no Domínio I e III (A) e segmento do domínio III com e sem estrutura de superfície (B e 
C, respectivamente); Linhagem 1b: Trímero, estrutura de conformação pós fusão, apresentando as 
posições com aminoácidos conservados no Domínio I e III (D) e segmento do domínio III com e sem 
estrutura de superfície (E e F, respectivamente). Representação construídas em Protein Workshop 
(Moreland et al., 2005), utilizando como moldes as proteínas 3G7T (Nayak et al., 2009) e 3IRC 
(Nelson et al., 2011), disponíveis em PDB (Protein Data Bank). Resíduos destacados nas imagens 
representam a localização dos aminoácidos, sem necessariamente apresentar a estrutura química do 
aminoácido encontrado nas linhagens.   
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5.2.2 Caracterização molecular baseada na sequência da região 

codificante completa (CNS5) 

 

 A análise filogenética baseada nas sequências da região codificante 

completa demonstrou que as seis cepas de DENV-1 isoladas pertencem ao genótipo 

V (América/África), corroborando a análise do gene E, e que as representantes das 

linhagens se mantém em grupos distintos (Tabelas 5.1 e  5.2; Figura 5.8). 

  A fim de verificar quais genes poderiam ser utilizados para identificação 

das linhagens, árvores filogenéticas foram construídas a partir dos genes C, prM/M, 

E, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4 e NS5 (Figuras 5.9 a 5.17, respectivamente). A 

análise de todos os genes, exceto o gene C, permitiu agrupar as amostras no 

genótipo V, porém somente os genes E, NS3 e NS5 permitiram o agrupamento das 

amostras em duas linhagens distintas (linhagem 1 e 2), sendo o gene E o único que 

caracterizou as sub-linhagens 1a e 1b, com suporte de bootstrap ≥ 75% (Figuras 

5.11; 5.15; 5.17).  

 Comparando os 3.392 aa, correspondentes aos 10.176 nucleotídeos, das 

seis amostras com a cepa de referência AF226685.2/BR/90 foram encontradas 82 

substituições de aa distribuídas entre as sequências. As cepas 36034/RJ/1988 e 

38159/RJ/1989 apresentaram seis e sete substituições, respectivamente. Já nas 

outras duas cepas também pertencentes à linhagem 1a, o número de substituições 

foi mais elevado: 66694/ES/2000 com dezenove e a cepa 68826/RJ/2001 com 

dezesseis. Na representante da linhagem 1b, 1266_2011/RJ/2011 foram 

identificadas 26 substituições de aa e a representante da linhagem 2 

(242_2010/RJ/2010) apresentou aproximadamente 50% do total de substituições 

encontradas (43 substituições).   

 A maioria das substituições foi pontual, em sequências únicas, porém 

dezesseis foram conservadas entre as cepas estudadas. Nas cepas isoladas em 

2000 e 2001 (linhagem 1a) foram detectadas nove substituições nos genes NS1, 

NS4B e NS5. Os resíduos de aa substituídos foram NS148 (KR), NS184 (MI), 

NS192 (DN), NS1246 (IM), NS1293 (NS), NS4B34 (RH), NS4B90 (IL), NS5629 

(LF), NS5635 (TS). A substituição RH em NS4B34 também foi observado na 

cepa da linhagem 1b. Entre as representantes das linhagens 1b e 2, três 

substituições foram encontradas no gene E, NS2A e NS5 em E297 (TM), NS2A67 

(KR) e NS5678 (IT). Além destas, quatro repetições de aminoácidos foram 
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encontrados nas sequências das três linhagens, diferenciadas da BR/90, nas 

posições NS2A97 (AT), NS3465 (SN), NS5114 (VI) e NS5784 (IV), ressaltando 

que a cepa 38159/RJ/1989 compartilha esta última posição com a cepa de 

referência (Tabelas 4.3, 4.4 e 4.5).  

 A identidade nucleotídica das seis cepas onde se analisou a região 

codificante completa demonstrou uma variação de 96.1 - 96.5% entre as linhagens 

1a e 2; 97.3 - 97.9% entre as linhagens 1a e 1b e 95.4% entre as linhagens 1b e 2. A 

identidade de aa entre as linhagens 1a e 2 foi de 98.4% - 98.7%; linhagens 1a e 1b, 

98.9 - 99.2%; e de 98.4% entre as linhagens 1b e 2 (Tabela 5.6). 

Consequentemente, a divergência nucleotídica e de aa obtida entre as linhagens foi: 

3.5 – 3.9% (nucleotídica) e 1,3 – 1,6% (aa) entre as linhagens 1a e 2; 2,1 – 2,7% 

(nucleotídica) e 0,8 – 1,1% (aa) entre as linhagens 1a e 1b; 4,6% (nucleotídica) e 

1,6% (aa) entre as linhagens 2 e 1b (Tabela 5.7). As matrizes de porcentagem tanto 

da identidade quanto divergência nucleotídica e de aa foram acrescidas de 

representantes dos cinco genótipos de DENV-1, apresentando divergência 

nucleotídica >6% entre as amostras estudadas com os genótipos I, II, III e IV 

(Tabelas 5.6 e 5.7). 
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 Genótipo I (Ásia)

 Genótipo IV (Pacífico Sul)

 Genótipo III (Malásia)

 AY732474.1/Th/80

 AY732476.1/Th/80

 242_2010/BR/RJ/2010

 GU131863.1/BR/2008

 FJ850087.1/BR/2006
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 FJ850081.1/BR/2004
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 JN903578.1/IN/2007
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 FJ547087.1|/US/1992

 FJ562106.1/US/1986

 AF226687/FGA/89

 AF226685.2/BR/90

 38159/BR/RJ/1989

 36034/BR/RJ/1988
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 66694/BR/ES/2000

 68826/BR/RJ/2001
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 GU131837.1/VE/2005
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 GU131840.1/VE/2007

Linhagem Ib
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100

100

100

100
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100

100

100

100

100

100
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100

100
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100

100

100

100
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100
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Figura 5.8 Árvore filogenética baseada na região codificante completa dos 6 DENV-1 
isolados ao longo dos períodos epidêmicos (1986 a 2011).  Método Neighbor-joining, modelo 
TN93+G com valor de correção 0.28. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) está 
apresentado na base dos ramos. Círculos pretos representam as sequências de DENV-1 
analisadas. Cepas de referência de DENV foram nomeadas da seguinte forma: número de 
acesso ao GenBank/País/ano. 
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 1266_2011/BR/RJ/2011
 GU131958.1/MX/2006

 FJ850104.1/VE/2008
 FJ639741.1/VE/1998
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 FJ562106.1|/US/1986
 FJ850081.1/BR/2004
 FJ850070.1|/BR/2000
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 FJ547087.1/US/1992

 EU081258.1/SG/2005
 JN903578.1/IN/2007

 GU131837.1/VE/2005
 AF226687.2/FGA/89

 V37845/MX/2008
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 GU131840.1/VE/2007 
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Genótipo V (América/ África)

 Genótipo III (Malásia)

 Genótipo IV (Pacífico Sul)
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96

0.005  
 

Figura 5.9 Árvore filogenética baseada no gene C (capsídeo) dos 6 DENV-1 isolados ao 
longo dos períodos epidêmicos (1986 a 2011). Método Neighbor-joining, modelo TN93+G com 
valor de correção 0.15. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) está apresentado 
na base dos ramos. Círculos pretos representam as sequências de DENV-1 analisadas. Cepas 
de referência de DENV foram nomeadas da seguinte forma: número de acesso ao 
GenBank/País/ano. 
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Figura 5.10 Árvore filogenética baseada no gene prM/M (pré-membrana/membrana) dos 6 
DENV-1 isolados ao longo dos períodos epidêmicos (1986 a 2011).  Método Neighbor-joining, 
modelo TN93+G com valor de correção 0.30. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-
réplicas) está apresentado na base dos ramos. Círculos pretos representam as sequências de 
DENV-1 analisadas. Cepas de referencia de DENV foram nomeadas da seguinte forma: número 
de acesso ao GenBank/País/ano. 
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Figura 5.11 Árvore filogenética baseada no gene E (envelope) dos 6 DENV-1 isolados ao 
longo dos períodos epidêmicos (1986 a 2011).  Método Neighbor-joining, modelo TN93+G com 
valor de correção 0.32. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) está apresentado 
na base dos ramos. Círculos pretos representam as sequências de DENV-1 analisadas. Cepas 
de referencia de DENV foram nomeadas da seguinte forma: número de acesso ao 
GenBank/País/ano. 
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Figura 5.12 Árvore filogenética baseada no gene NS1 (não estrutural 1) dos 6 DENV-1 
isolados ao longo dos períodos epidêmicos (1986 a 2011).  Método Neighbor-joining, modelo 
TN93+G com valor de correção 0.32. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) está 
apresentado na base dos ramos. Círculos pretos representam as sequências de DENV-1 
analisadas. Cepas de referencia de DENV foram nomeadas da seguinte forma: número de 
acesso ao GenBank/País/ano. 
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Figura 5.13 Árvore filogenética baseada no gene NS2A (não estrutural 2A) dos 6 DENV-1 
isolados ao longo dos períodos epidêmicos (1986 a 2011).  Método Neighbor-joining, modelo 
TN93+G com valor de correção 0.40. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) está 
apresentado na base dos ramos. Círculos pretos representam as sequências de DENV-1 
analisadas. Cepas de referencia de DENV foram nomeadas da seguinte forma: número de 
acesso ao GenBank/País/ano. 
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Figura 5.14 Árvore filogenética baseada no gene NS2B (não estrutural 2B) dos 6 DENV-1 
isolados ao longo dos períodos epidêmicos (1986 a 2011).  Método Neighbor-joining, modelo 
TN93+G com valor de correção 0.22. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) está 
apresentado na base dos ramos. Círculos pretos representam as sequências de DENV-1 
analisadas. Cepas de referencia de DENV foram nomeadas da seguinte forma: número de 
acesso ao GenBank/País/ano. 
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Figura 5.15 Árvore filogenética baseada no gene NS3 (não estrutural 3) dos 6 DENV-1 
isolados ao longo dos períodos epidêmicos (1986 a 2011).  Método Neighbor-joining, modelo 
TN93+G com valor de correção 0.25. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) está 
apresentado na base dos ramos. Círculos pretos representam as sequências de DENV-1 
analisadas. Cepas de referencia de DENV foram nomeadas da seguinte forma: número de 
acesso ao GenBank/País/ano. 
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Figura 5.16 Árvore filogenética baseada no gene NS4A (não estrutural 4A) dos 6 DENV-1 
isolados ao longo dos períodos epidêmicos (1986 a 2011).  Método Neighbor-joining, modelo 
TN93+G com valor de correção 0.33. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) está 
apresentado na base dos ramos. Círculos pretos representam as sequências de DENV-1 
analisadas. Cepas de referencia de DENV foram nomeadas da seguinte forma: número de 
acesso ao GenBank/País/ano. 
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Figura 5.17 Árvore filogenética baseada no gene NS4B (não estrutural 4B) dos 6 DENV-1 
isolados ao longo dos períodos epidêmicos (1986 a 2011).  Método Neighbor-joining, modelo 
TN93+G com valor de correção 0.28. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) está 
apresentado na base dos ramos. Círculos pretos representam as sequências de DENV-1 
analisadas. Cepas de referencia de DENV foram nomeadas da seguinte forma: número de 
acesso ao GenBank/País/ano. 
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Figura 5.18 Árvore filogenética baseada no gene NS5 (não estrutural 5) dos 6 DENV-1 
isolados ao longo dos períodos epidêmicos (1986 a 2011).  Método Neighbor-joining, modelo 
TN93+G com valor de correção 0.25. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) está 
apresentado na base dos ramos. Círculos pretos representam as sequências de DENV-1 
analisadas. Cepas de referencia de DENV foram nomeadas da seguinte forma: número de 
acesso ao GenBank/País/ano. 
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Tabela 5.3 Substituições de aminoácidos nos genes C, prM, M e NS1 de seis amostras de DENV-1 representativas das três 
linhagens distintas comparadas com amostra de referência AF226685.2/BR/90. 
ORF Proteína aa AF226685.2 

BR/90 
Cepas de DENV-1 

Linhagem 1a Linhagem 2 Linhagem 1b 

36034/ 
BR/RJ/1988 

38159/ 
BR/RJ/1989 

66694 
BR/ES/2000 

68826 
BR/RJ/2001 

242_2010 
BR/RJ/2010 

1266_2011 
BR/RJ/2011 

26 C 25 G * * * * S *  
95 95 M * * * * I *  

106 106 L F * * * * *  

143 prM 29 A * * * * V *  
199 85 E G * * * * *  
203 89 D * * * * * E  

222 M 31 K * * * * * R  
252 47 L * * * * * F  

577 E 297 T * * * * M M  
603 329 T * I * * * *  
618 338 S * * * * L *  
662 382 A * * V * * *  
674 394 K * * * * * R  
708 428 V * * * * L *  
716 436 V * * * * I *  
720 440 F * L * * * *  

823 NS1 48 K * * R R * *  
852 77 H * * * * Y *  
859 84 M * * I I * *  
867 92 D * * N N * *  
868 93 A * * * * V *  
869 94 N * * D * * *  
873 98 A * * * T * *  
921 146 E * * * * D G  
937 162 I * * * * * V  
950 175 Y * * * * H *  
999 224 I * * * * * T  

1017 242 I * * * * V *  
1021 246 I * * M M * *  
1022 247 Y * * * * * F  
1068 293 N * * S S Y *  
1122 347 R * * * K * *  
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Tabela 5.4 Substituições de aminoácidos nos genes NS2A, NS2B, NS3 de seis amostras de DENV-1 representativas das 
três linhagens distintas comparadas com a amostra de referência AF226685.2/BR/90. 

 
ORF 

Proteína aa AF226685.2 
BR/90 

Cepas de DENV-1 

Linhagem 1a Linhagem 2 Linhagem 1b 

36034/ 
BR/RJ/1988 

38159/ 
BR/RJ/1989 

66694 
BR/ES/2000 

68826 
BR/RJ/2001 

242_2010 
BR/RJ/2010 

1266_2011 
BR/RJ/2011 

1144 NS2A 17 I * * * * * M  
1145 18 M * * * * L *  
1194 67 K * * * * R R  
1224 97 A T T T T T T  
1225 98 S * * * * C *  
1233 106 I * * * * V *  
1238 111 V * * M * * *  
1240 113 S * * * * * C  
1266 139 E * * * * D *  
1282 155 I * * * * * V  
1283 156 K * * * * R *  
1285 158 T * * * * S *  
1295 168 T * * * * M *  
1298 171 V * * * * A *  
1340 213 K * * E * * *  

1349 NS2B 4 L * * * * I *  
1356 11 I * * * * V *  
1408 63 E * * * * * Q  
1415 70 T * * * * * A  

1487 NS3 12 E * * * * K *  
1646 171 S * * * * T *  
1830 358 K * R * * * *  
1912 437 D * * * * E *  
1940 465 S N N N N N N  
1949 474 V * * * * I *  
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Tabela 5.5 Substituições de aminoácidos nos genes NS4A, NS4B, NS5 de seis amostras de DENV-1 representativas das 
três linhagens distintas comparadas com a amostra de referência AF226685.2/BR/90. 
ORF Proteína aa AF226685.2 

BR/90 
Cepas de DENV-1 

Linhagem 1a Linhagem 2 Linhagem 1b 

36034/ 
BR/RJ/1988 

38159/ 
BR/RJ/1989 

66694 
BR/ES/2000 

68826 
BR/RJ/2001 

242_2010 
BR/RJ/2010 

1266_2011 
BR/RJ/2011 

2183 NS4A 89 T * * * * M *  

2261 NS4B 17 H * * * * * Y  
2264 20 A * * * * V *  
2268 24 Q * * * * H *  
2278 34 R * * H H * H  
2334 90 I * * L L * *  
2392 148 V * * I * * *  
2397 153 A * * * * T *  

2523 NS5 30 R * * * * K *  
2532 39 S * * * T * *  
2607 114 V I I I I I I  
2628 135 M * * * * T *  
2688 195 Q * * * * * R  
2863 370 A * * * * * T  
3040 547 Q * * R * * *  
3078 585 N * * * * S *  
3120 629 L * * F F S *  
3128 635 T * * S S * *  
3133 640 E * * * * K *  
3134 641 R * * * * K *  
3135 642 V * * * * * A  
3171 678 I * * * * T T  
3277 784 I V * V V V V  
3282 789 T * * * * * A  
3320 827 T * A * * * *  
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Tabela 5.6 Matriz de porcentagem* da identidade nucleotídica e de aminoácidos baseada na região codificante completa (CNS5) 
das linhagens dos DENV-1. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Quadrante superior acima da diagonal: porcentagem de aminoácidos; quadrante inferior abaixo da diagonal (em negrito): porcentagem de nucleotídeo. 
Porcentagem de identidade de nucleotídeos e aminoácidos foi determinada por BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.htmL). 
**amostras: 1 a 4 (linhagem 1a), 5 (linhagem 2), 6 (linhagem 1b), 7 (Genótipo I – Ásia), 8 (Genótipo III – Malásia), 9 (Genótipo IV – Pacífico Sul), 10 
(Genótipo V – América/África). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Amostras** 1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  

1 36034/BR/RJ/1988  99,7% 99,4% 99,5% 98,7% 99,2% 97,3% 97,8% 97,6% 99,8% 

2 38159/BR/RJ/1989 99,3%  99,4% 99,4% 98,7% 99,2% 97,2% 97,7% 97,5% 99,7% 

3 66694/BR/ES/2000 98,8% 98,7%  99,7% 98,4% 98,9% 97,0% 97,5% 97,3% 99,4% 

4 68826/BR/RJ/2001 98,7% 98,6% 99,2%  98,5% 99,0% 97,1% 97,6% 97,4% 99,5% 

5 242/2010/BR/RJ/2010 96,5% 96,5% 96,1% 96,1%  98,4% 97,0% 97,4% 97,3% 98,7% 

6 1266/2011/BR/RJ/2011 97,9% 97,8% 97,3% 97,3% 95,4%  97,1% 97,6% 97,3% 99,2% 

7 AB074760.1/Mochi/43 93,9% 93,7% 93,5% 93,4% 93,2% 93,0%  97,8% 97,7% 97,2% 

8 EF457905.1/MAL/72 93,4% 93,3% 93,0% 93,0% 92,9% 92,6% 94,6%  98,0% 97,7% 

9 U88535.1/Naur/74 92,9% 92,7% 92,6% 92,4% 92,3% 92,0% 95,0% 93,7%  97,5% 

10 AF226685.2/Den1BR/90 99,3% 99,6% 98,7% 98,5% 96,5% 97,8% 93,8% 93,4% 92,7%  
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Tabela 5.7 Matriz de porcentagem* da divergência nucleotídica e de aminoácidos baseada na região codificante completa 
(CNS5) das linhagens dos DENV-1. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*Quadrante superior acima da diagonal: porcentagem de aminoácidos; quadrante inferior abaixo da diagonal (em negrito): porcentagem de nucleotídeo. 
Porcentagem de divergência de nucleotídeos e aminoácidos foi determinada por BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.htmL). 
**amostras: 1 a 4 (linhagem 1a), 5 (linhagem 2), 6 (linhagem 1b), 7 (Genótipo I – Ásia), 8 (Genótipo III – Malásia), 9 (Genótipo IV – Pacífico Sul), 10 
(Genótipo V – América/África). 
 

 

Amostras** 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1 36034/BR/RJ/1988  0,3% 0,6% 0,5% 1,3% 0,8% 2,7% 2,2% 2,4% 0,2% 
2 38159/BR/RJ/1989 0,7%  0,6% 0,6% 1,3% 0,8% 2,8% 2,3% 2,5% 0,3% 
3 66694/BR/ES/2000 1,2% 1,3%  0,3% 1,6% 1,1% 3,0% 2,5% 2,7% 0,6% 
4 68826/BR/RJ/2001 1,3% 1,4% 0,8%  1,5% 1,0% 2,9% 2,4% 2,6% 0,5% 
5 242/2010/BR/RJ/2010 3,5% 3,5% 3,9% 3,9%  1,6% 3,0% 2,6% 2,7% 1,3% 
6 1266/2011/BR/RJ/2011 2,1% 2,2% 2,7% 2,7% 4,6%  2,9% 2,4% 2,7% 0,8% 
7 AB074760.1/Mochi/43 6,1% 6,3% 6,5% 6,6% 6,8% 7,0%  2,2% 2,3% 2,8% 
8 EF457905.1/MAL/72 6,6% 6,7% 7,0% 7,0% 7,1% 7,4% 5,4%  2,0% 2,3% 
9 U88535.1/Naur/74 7,1% 7,3% 7,4% 7,6% 7,7% 8,0% 5,0% 6,3%  2,5% 

10 AF226685.2/Den1BR/90 0,7% 0,4% 1,3% 1,5% 3,5% 2,2% 6,2% 6,6% 7,3%  
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5.3 Análise de recombinação de cepas de DENV-1 baseada na 

análise da região codificante completa do genoma viral 

 

 As sequências completas e do gene E das cepas estudadas, de 

sequências disponíveis no Genbank pertencentes ao genótipo V e representantes 

dos demais genótipos de DENV-1 foram alinhadas e analisadas. O resultado da 

análise do gene E das cepas brasileiras estudadas não apresentou evidência de 

recombinação. Porém, na análise do gene completo (10.176 nucleotídeos), foi 

identificado um possível evento de recombinação na cepa AF513110.1/BR/2001, 

isolada no estado do Paraná no ano de 2001. A cepa 36034/BR/RJ/1988 

(KF672761), isolada no estado do Rio de Janeiro em 1988, foi selecionada como 

parente mais próximo e a cepa de referência AF226687.2/BR/90, isolada no estado 

do Rio de Janeiro em 1990, com menor parentesco. O evento recombinante em 

potencial foi detectado pelos métodos RDP e BootScan utilizados pelo RDP3, e os 

valores de P obtidos foram de  6.338x10-06 e 5.750x10-06, respectivamente (Tabela 

5.8; Figuras 5.19 e 5.20). A região indicada como recombinante abrange os 

nucleotídeos 8.037 a 8.677 (aa 2.679 - 2.893) dentro do gene codificante para a 

proteína NS5. A proteína NS5 corresponde aos aa 2.494 até 3.392. A região 

recombinante sobrepõe a região codificante para a FtsJ metiltransferase (aa 2.548-

2.714) e Flavi_NS5 (aa 2.743-3.386). 
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Figura 5.19 Detecção de evento de recombinação em sequência genômica codificante 
completa pelo método RDP. Sequência da amostra AF513110.1/BR/2001 apresenta possível 
evento recombinante com AF226687.2/BR/90 sendo o parente menor e a amostra 36034/RJ/1988 
como parente maior. RDP – valor de P:  6.338x10

-06
.  

 

 

Figura 5.20 Detecção de evento de recombinação em sequência genômica codificante 
completa pelo método BootScan. Sequência da amostra AF513110.1/BR/2001 apresenta possível 
evento recombinante com AF226687.2/BR/90 sendo o parente menor e a amostra 36034/RJ/1988 
como parente maior. BootScan – valor de P: 5.750x10

-06
.  

 

Posição no alinhamento 
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Tabela 5.8 Evento de recombinação em potencial determinado por dois métodos 
utilizados pelo RDP3. 
 

Método de detecção de recombinação Evento recombinante (valor de P) 

RDP 6.338x10-06 

BOOTSCAN 5.750x10-06 
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6 DISCUSSÃO 

 

 Nos últimos 27 anos mais de oito milhões de casos da dengue foram 

registrados no Brasil, sendo a doença um grave problema de saúde pública em 

diversos estados (Silva Jr., 2013; SVS/MS, 2013) e particularmente no Rio de 

Janeiro, que foi a porta de entrada e dispersão do DENV-1, em 1986 (Nogueira et 

al., 1999; 2002). O período entre 1986-1987 foi caracterizado por uma epidemia de 

dengue clássico, embora o isolamento do DENV-1 a partir de um caso fatal tenha 

ocorrido (Nogueira et al., 1999) e cinco óbitos por DENV-1 com envolvimento do 

sistema nervoso central tenha sido descrito (Chimelli et al., 1990). A dispersão dos 

vírus para outros estados é favorecida pela alta densidade populacional e a 

frequente movimentação de moradores e turistas. Desde a introdução do DENV no 

Rio de Janeiro em 1986 a vigilância virológica foi estabelecida para monitorar o 

DENV em amostras clínicas.  

 No final do ano 1989 um aumento da atividade do DENV-1 foi observado 

e uma nova epidemia foi reconhecida no estado do Rio de Janeiro. Durante esse 

período de alta atividade do DENV-1, um novo sorotipo, DENV-2, foi isolado na 

cidade de Niterói, exatamente quatro anos após o isolamento do DENV-1 (Nogueira 

et al., 1990). A circulação simultânea dos DENV-1 e DENV-2 em 1990-1991 

caracterizou uma grande epidemia no estado, com um total de 140 mil casos 

reportados (Nogueira et al., 1999). Após a substituição do DENV-1 pelo DENV-2 em 

1990, o sorotipo 1 voltou a ser isolado, juntamente com o DENV-2 em uma nova 

epidemia durante os anos 1995-1996, com um total de 51.465 casos registrados 

(Nogueira et al., 2002). Em 1998, após um período interepidêmico, o DENV-1 foi o 

único sorotipo isolado nos municípios de Pinheiral, Barra do Piraí, Barra Mansa e 

Volta Redonda. A epidemia se dispersou para outras regiões do estado incluindo os 

municípios de Búzios, Araruama e Iguaba, considerados pontos turísticos da região 

costeira do estado do Rio de Janeiro (Nogueira et al., 1999). 

 No final do ano 2000 ocorreu o isolamento do DENV-3 no município de 

Nova Iguaçu, estado do Rio de Janeiro. Em 2000-2001, os municípios do Rio de 

Janeiro e Nova Iguaçu apresentaram a co-circulação dos DENV-1, 2 e 3, enquanto 

no município de Niterói ocorreu uma epidemia causada principalmente pelo DENV-1 
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(De Simone et al., 2004). No ano seguinte, o DENV-3 foi responsável pela até então 

epidemia de maior gravidade ocorrida no país (Nogueira et al., 2005), sendo o 

sorotipo predominante até a reemergência do DENV-2, em 2007, também no estado 

do Rio de Janeiro, que se sobrepôs em gravidade à epidemia de 2002, com 

aproximadamente o dobro de óbitos (SESDEC, 2009). 

 Em 2009, iniciou um novo ciclo de alta transmissão do DENV-1 no Brasil, 

com o registro de mais de um milhão de casos prováveis no ano de 2010, com 63% 

dos casos nas regiões do Centro-Oeste e Sudeste, culminando no maior número de 

óbitos pela doença em um único ano no país. Esta epidemia apresentou um padrão 

distinto daquele observado nas epidemias de 2002 e 2008. Observou-se uma 

grande concentração de municípios com alta transmissão da doença na Região 

Centro-Oeste e parte da Região Sudeste. Os estados com maior número de casos 

registrados foram Minas Gerais (21,1%) e São Paulo (20,3%). O estado do Rio de 

Janeiro que foi o epicentro das epidemias anteriores e representou apenas 2,9% dos 

casos. A principal alteração na epidemiologia foi a ocorrência de óbitos em pacientes 

que apresentavam comorbidades e a incidência foi de 538,4 casos por 100 mil 

habitantes (Siqueira Júnior, 2011). 

 Com a reemergência do DENV-1, foi possível detectar cepas virais 

circulantes diferentes daquelas isoladas no período de introdução deste vírus no 

país. Devido à baixa circulação do DENV-1 desde a co-circulação deste sorotipo 

com o DENV-2 e DENV-3 em 2000-2001, adicionado à baixa porcentagem de 

identidade dos vírus recém-isolados com àqueles da década de 1980, foi sugerido 

que os DENV-1 reemergentes não sofreram evolução local, mas foram 

provavelmente provenientes de introduções independentes (dos Santos et al., 2011). 

 A diversidade genética dos DENV tem sido descrita, sendo reconhecidos 

genótipos diferentes dentro de cada sorotipo. Rico-Hesse (1990), a partir da análise 

da junção E/NS1 (240 nucleotídeos) dos DENV-1 e 2, determinou como genótipo o 

agrupamento que apresentava divergência nucleotídica ≥6%.  Posteriormente, a 

análise baseada no gene E, realizado também por Rico-Hesse (2003) sugeriu a 

classificação dos genótipos para cada um dos sorotipos do DENV.  

 Além da evidência dos genótipos, a identificação de linhagens distintas 

tem sido relatada para os diferentes sorotipos. A existência de múltiplas linhagens 

parece ser comum tanto nas Américas quanto na Ásia. Porém, os mecanismos que 

envolvem a substituição de linhagens não são totalmente conhecidos (Zhang et al., 
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2005; Carrillo-Valenzo et al., 2010). Estudos têm sido realizados sobre a substituição 

e circulação de linhagens para os variados genótipos dos DENV. Carrilo-Valenzo e 

colaboradores (2010) demonstraram através da análise filogenética dos DENV 

isolados no México, que a dinâmica evolutiva dos DENV se caracteriza por 

frequentes substituições de linhagens. 

 O genótipo V do DENV-1 tem sido alvo de estudos sobre a co-circulação 

e substituição de linhagens tanto no Brasil quanto em outros países americanos 

(Mendez et al., 2010; dos Santos et al., 2011; Carneiro et al., 2012; Drumond et al., 

2012; Muñoz-Jordan et al., 2013; Añez & Rios, 2013). 

 Neste estudo a análise das 48 sequências de DENV-1 revelou que as 

amostras representantes dos vinte e cinco anos (1986 a 2011) no Brasil, 

correspondentes às linhagens 1a e 1b possuem maior ancestralidade com os DENV-

1 de origem latino-americana e as cepas da linhagem 2 com vírus de origem 

asiática. Todas as sequências possuem diferenças nucleotídicas, que correspondem 

a substituições de aa, principalmente no domínio III da proteína do envelope. A 

alteração do aminoácido E297 tanto na linhagem 2 quanto na linhagem 1b às 

diferenciam da linhagem 1a, mas as mudanças que promovem a maior divergência 

entre as linhagens são aquelas ocorridas no domínio III, quando se compara com o 

gene do envelope. Mudanças no domínio III da proteína do envelope podem alterar 

na imunogenicidade da partícula viral, já que esta região possui o papel de ligação 

do vírus aos receptores celulares e é altamente indutor de resposta imunológica de 

anticorpos neutralizantes (Chen et al., 1996; Drumond et al., 2012). Substituições de 

aa nas posições da proteína do envelope relatadas neste estudo corroboram 

observações recentes (Carneiro et al., 2012; Drumond et al., 2012).  A posição E297 

está localizada entre os domínios I e III da proteína E, e tem sido sugerido que 

mutações nesta região podem influenciar a patogenicidade dos flavivirus (Carneiro et 

al., 2012; Golcalves et al., 2002).  

 A posição E338, localizado no domínio III, que compreende os aa 299 ao 

397 da proteína E, está envolvido com a ligação do vírus a receptores, sendo 

responsável pela determinação da especificidade do receptor, tipo de vetor, 

hospedeiro e tropismo celular (Carneiro et al., 2012; dos Santos et al. 2002). 

Carneiro e colaboradores (2012) descreveram substituições de aa na posição E338 

em quatro amostras de pacientes com quadro clínico de dengue grave, contudo 

neste estudo, substituições na posição E338 foram observadas nas treze cepas 
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isoladas de pacientes da linhagem 2, dentre elas sete com quadro clínico de  DSSA, 

uma de DCSA, e duas de DG que foram a óbito. Na linhagem 1a, das 25 cepas 

estudadas uma apresentou alteração em E338, classificada como DG, com quadro de 

febre, cefaléia, dor retro-orbitrária, exantema, dor abdominal, petéquias, 

náuseas/vômitos e choque. Tal mudança não se apresentou nos demais casos 

graves e óbitos. Pelo fato de não conhecermos a evolução da doença após o 

recebimento dos espécimes clínicos para o diagnóstico não podemos afirmar se a 

alteração de aa nesta posição está relacionada com gravidade da doença. 

 Assim como a posição E338, a E394 também está presente no domínio III, e 

como este domínio está envolvido na ligação com o receptor celular e é alvo 

principal de anticorpos neutralizadores do vírus em humanos, consequentemente, as 

mutações nesta região podem ter consequências funcionais importantes (Thai et al., 

2012). As substituições em E428 e E436 estão localizadas na região “stem”, após o 

ectodomínio, que está envolvida na formação do homotrímero da proteína E, na 

formação da partícula e retenção intracelular (de Borba et al., 2012; Osman et al., 

2009). Alterações nas posições E401, E405, E408 e E412, também situadas na região 

“stem”, são descritas afetando a montagem dos DENV VLPs (partícula virus like), 

provavelmente devido a interferência com a heterodimerização da prM/E (Lin et al., 

2011). Alterações nas posições E196 (MV) e E296 (TP) sugeridas como 

marcadores de virulência (Bordignon et al., 2008) não foram verificadas nas 48 

amostras estudadas. 

 Os resíduos de aminoácidos nas posições E297 e E338 mudaram de caráter 

químico. A treonina em E297 possui cadeia lateral polar não-carregada e ao ser 

mudada para uma metionina a proteína passa a ter nesta posição um aa apolar.  O 

mesmo acontece na posição E338, quando uma serina é substituída por uma leucina. 

Como esses aa ficam em domínios expostos e relacionados com propriedade 

antigênica, mudanças deste tipo podem alterar a função da proteína (Chen et al., 

1996). 

 A análise da sequência nucleotídica da região codificante completa dos 

DENV-1 demonstrou que as amostras isoladas recentemente, pertencentes à 

linhagem 1b e 2, acumulam um número muito maior de substituições não sinônimas, 

apresentando mudanças de aa em relação à amostra de referência BR/90. A cepa 

AF226687.2/BR/90 foi selecionada como referência pois corresponde a um isolado 
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do DENV-1 representante do período de introdução do vírus no Brasil com genoma 

completo sequenciado e disponível no Genbank.  

 Três substituições ocorreram na prM, mas destaca-se na posição prM29 a 

única amostra representante da linhagem 2, apresentando uma valina no lugar da 

alanina presente nas demais cepas e na cepa BR/90. A presença do aa valina no 

lugar da alanina já foi descrito por Kukreti et al (2009), ao comparar amostras da 

Índia com outras referências globais, sendo a valina presente nesta posição em 

algumas amostras indianas de 2001 e 2002, da Ilha Reunion 2004 e Singapura 90. 

Esta similaridade com estas cepas foi considerada um dos fatores que aproxima a 

amostra do estudo com amostras asiáticas e a distancia das amostras americanas.   

 Destacamos os genes E, NS1, NS2A, NS3 e NS5 como os genes que 

mais apresentaram substituições de aminoácidos. Substituições em tais genes 

podem modificar o comportamento do vírus, uma vez que o gene E está relacionado 

com o processo de ligação do vírus a receptores celulares e a NS1, NS2A, NS3 e 

NS5 estão envolvidas com a replicação viral.  

 Substituições nas posições NS184 e NS192 identificadas nas duas cepas 

da linhagem 1a do início do ano 2000 se localizam imediatamente anterior ao 

epítopo linear consenso 111HKYSWK. Sabendo que a glicoproteína NS1 está 

envolvida nas etapas iniciais da replicação viral, seria importante determinar se a 

diferença de aa, entre as cepas estudadas, afeta a antigenicidade e atividade 

biológica da NS1 (dos Santos et al., 2002).  

 Suzuki e colaboradores (2007) realizaram um teste com DENV-1 NS1 

mutante, demostrando que o resíduo Y (Tirosina) na posição NS1247, altamente 

conservado nos DENV-1, pode ser importante para função da NS1. Esta posição foi 

modificada somente na representante da linhagem 1b, onde a tirosina (Y) foi 

substituída por uma fenilalanina (F), sendo conservada nas demais amostras. 

 Na proteína NS3, posição 465, foi constatada a presença do resíduo do 

aa asparagina nas seis cepas analisadas, diferenciando-as da cepa de referência 

que apresenta uma serina, fato já descrito por dos Santos e colaboradores (2002). 

Considerando que duas cepas virais estudadas datam antes da BR/90 e que elas 

compartilham o mesmo tipo de aa com cepas de períodos posteriores de isolamento 

sugere-se que a mutação pontual ocorreu na própria BR/90, já relatada como uma 

possível descendente de uma cepa ancestral recombinante produzida por permuta 
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genética entre cepas da Jamaica (genótipo IV) e Singapura (genótipo I) (Holmes et 

al., 1999). 

 Outros estudos mostram que a NS3209, localizada no subdomínio 

helicase-1, e NS3435 e NS3480, subdomínio helicase-2, são relacionadas com 

alteração na capacidade replicativa e apresentaram neurovirulência em 

camungondos. O domínio helicase está envolvido com o início da síntese do RNAfs 

(-), agindo no desdobramento das estruturas secundárias do RNA fornecendo 

acesso à maquinaria de replicação (de Borba et al., 2012; dos Santos et al., 2002). A 

região que compreende o domínio helicase engloba os aa 180 a 619 do gene da 

proteína NS3. Dentre as amostras estudadas, mudanças em aa situados no 

subdomínio helicase-2 foram encontradas nas posições NS3358, NS3437, NS3465, 

NS3474. A amostra da linhagem 2 possui três destas substituições, a NS3437, NS3465 

e NS3474 (Tabela 5.4). 

 As substituições ocorridas na NS4B nas duas cepas da linhagem 1b de 

2000-01, localizandas nos resíduos 34 (RH) e 90 (IL) foram as únicas 

conservadas. Esta proteína mantém fortes interações com a NS1, estando 

associada com a replicação viral (Lindenbach et al., 2007). Embora vários estudos 

analisando genoma completo apontem alterações nesta região, pouco se discute a 

respeito do significado destas mudanças.  

 Substituições na proteína NS5 podem afetar diretamente a replicação 

viral, uma vez que a mesma atua como RNA polimerase RNA-dependente, e junto 

com a NS3 pode atuar estimulando ambas atividade da NS3 de NTPase e RTPase 

(Lindenbach et al., 2007). Mudanças nucleotídicas que geram trocas de aa vêm 

sendo descritas para este gene. Mudanças descritas nas posições 114, 629, 635 e 

784 da proteína NS5 foram encontradas entre as amostras analisadas. Demais 

trocas de aa foram identificadas, porém estas quatro substituições foram 

conservadas em pelo menos duas amostras do grupo. Tal padrão foi mostrado por 

dos Santos et al. (2002), analisando cepas brasileiras. A substituição do resíduo 

valina por isoleucina na NS5114 e isoleucina por valina em NS5784 foram prevalentes 

nas cepas estudadas, diferente da cepa BR/90. As duas cepas da linhagem 1a do 

ano de 2000-2001 compartilharam substituições de aa nas posições NS5629 (LF) e 

NS5635 (TS), as quais não foram detectadas nas demais cepas. Embora tenham 

sido observadas várias substituições de aa entre as amostras estudadas, não foram 

identificadas mudanças de caráter bioquímico. A presença de aa de mesma classe 
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bioquímica pode estar relacionada com a importância da conservação deste gene 

para o vírus, suportando e mantendo somente substituições sinônimas.  

 As matrizes de identidade e divergência nucleotídica e de aa demonstram 

o quão similar as sequências são entre os grupos. A partir desta análise pudemos 

concluir que as linhagens 1a e 1b são mais similares do que quando comparado 

com a linhagem 2. O que era esperado, uma vez que as mesmas se distribuem 

filogeneticamente em ramos distintos na árvore filogenética com suporte aceitável, 

acima de 75% (Figura 5.8). A linhagem 2, representada pela cepa 

242_2010/RJ/2010 demonstrou uma grande similaridade com amostra de origem 

asiática. O gene E desta amostra apresenta um número maior de substituições do 

domínio III, como previamente citado, permitindo a sua separação do grupo da 

linhagem 1. Porém, estas substituições não foram as únicas responsáveis pela 

segregação desta cepa. A partir da análise das árvores filogenéticas construídas foi 

possível verificar a separação desta amostra em relação a linhagem 1 com suporte 

acima de 75%, com exceção dos genes C e NS4A (Figuras 5.9 - 5.16). 

 Observando as substituições encontradas ao longo do genoma foi 

verificado que o gene C se manteve conservado entre as amostras da linhagem 1a e 

1b, apresentando duas substituições na linhagem 2. Através da análise filogenética 

este gene foi o único que não permitiu a genotipagem das amostras estudadas, 

apresentando suporte de bootstrap insuficiente na base de todos os ramos 

segregados (<75%). Isso pode estar relacionado à conservação deste segmento 

gênico entre os DENV, uma vez que o capsídeo viral, por não ficar exposto ao 

ambiente externo, sofre menor pressão seletiva e consequentemente menor 

divergência nucleotídica. 

 A diferenciação das amostras em linhagem 1a, 1b e 2 só foi obtida 

através da análise do gene E ou da região codificante completa, e o mesmo padrão 

de agrupamento foi mantido pela análise do domínio III da proteína E, sustentando o 

fato de tais alterações estarem associadas à divisão das linhagens. 

 Estudos tem revelado a recombinação nas cepas de DENV-1 (Tolou et al., 

2001; Aaskov et al., 2007; Carvalho et al., 2010), contudo não encontramos 

evidência de recombinação entre o gene E das 48 cepas e nem no genoma 

codificante completo das seis cepas selecionadas. Porém, como descrito, uma 

amostra com sequência codificante completa foi identificada como parente mais 

próximo da cepa AF513110.1/BR/2001, selecionada com possível evento de 
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recombinação. O sequenciamento completo de um número maior de amostras 

poderá auxiliar no achado de um evento recombinante.  

 A evidência do evento recombinante em potencial está relacionada com o 

valor de P resultante dos métodos utilizados pelo programa RDP3, que indica a 

probabilidade aproximada dos sinais de recombinação detectados terem sido 

gerados por evolução convergente, em vez de a troca de sequências entre os 

genomas, sendo o valor ≤10-5 indicativo de possível recombinação (Carvalho et al., 

2010). 

 A existência de cepas circulantes com padrão molecular correspondente 

as linhagens 1b e 2 demonstram que linhagens distintas podem co-circular em uma 

mesma localidade. A demonstração de casos brandos, graves e fatais em ambas as 

linhagens também pode ser um indicador de que as duas são igualmente capazes 

de provocar infecções brandas ou graves, não exibindo uma seletividade em relação 

a gravidade da doença (Tabela 5.1).  

 O isolamento recente de amostras pertencentes às linhagens 1b e 2, e 

não mais a 1a nos permite dizer que esta linhagem foi substituída ao longo das 

últimas duas décadas. Devido ao curto espaço de tempo para ocorrer evolução local 

a partir das amostras introduzidas na década de 1980, sugerimos que as duas 

linhagens circulantes foram originárias de introduções independentes no país. A alta 

similaridade entre a linhagem 1a e 1b sugere que esta última foi derivada de uma 

cepa com mutações que por seleção se sobrepôs à anterior. Porém, se analisarmos 

a distribuição temporal das amostras nas diversas Regiões do país representadas, é 

possível observar que no início dos anos 2000, quando ainda havia detecção das 

cepas da linhagem 1a, amostras isoladas no nordeste e uma do nosso estudo 

proveniente do estado do Espírito Santo (Região Sudeste), caracterizadas 

filogeneticamente como linhagem 2,  já estavam circulando. Mas, somente a partir 

do ano de 2010 foi possível identificar cepas que eram semelhantes à linhagem 1, 

porém com padrão nucleotídico distinto que ocasionou um agrupamento das cepas 

na grupo chamado linhagem 1b, sugerido neste trabalho. 

 Ainda não está claro se a epidemia explosiva ocorrida no Brasil em 2009 

e 2010, causada principalmente por DENV-1 foi devido a circulação de linhagens. A 

susceptibilidade da população a esse sorotipo, que não circulava intensamente por 

quase uma década, e a ocorrência de infecções secundárias em um país 

hiperendêmico podem também desempenhar um papel importante na epidemiologia 
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da doença. Neste contexto, o monitoramento do DENV é de grande relevância para 

observar a propagação de cepas potencialmente virulentas, assim como para avaliar 

o seu impacto sobre a população durante um surto. Devido à geografia do Brasil e 

epidemiologia da dengue, juntamente ao fato do país possuir regiões turísticas, o 

sequenciamento completo ou parcial (gene E) de vírus pertencentes a cada 

linhagem identificada, se faz necessário para melhor caracterizar esses eventos de 

substituições e introduções de possíveis genótipos e linhagens no país.  
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7 CONCLUSÕES 

 

 A análise filogenética das cepas de DENV-1 baseada na sequência nucleotídica 

do gene E ou região codificante completa confirmou a circulação do genótipo V 

(América/África) no país; 

 

 A caracterização molecular do gene E demonstrou que uma única substituição 

conservada no domínio I da proteína na posição E297  é capaz de diferenciar as 

amostras da linhagem 1a das linhagens 1b e 2, e que alterações de aminoácidos 

nas posições E338, E394, E428 e E436 são responsáveis pela separação entre as 

linhagens 1b e 2; 

 

 A análise filogenética baseada no segmento nucleotídico correspondente ao 

domínio III do gene E foi suficiente para diferenciar as distintas linhagens de 

DENV-1; 

 

 A análise filogenética baseada nas sequências nucleotídicas dos genes que 

codificam para as proteínas estruturais e não estruturais podem ser utilizadas 

para realização da genotipagem dos DENV-1, com exceção do gene C, porém 

somente o gene E ou genoma codificante completo permite a discriminação das 

linhagens; 

 

 A linhagem 1b possui alta similaridade com amostras de origem americana, 

assim como a linhagem 1a, enquanto as amostras da linhagem 2, possui maior 

relação filogenética com as cepas de origem asiática;  

 

 A circulação de múltiplas linhagens no país nos 25 anos de circulação foi 

evidenciada, havendo substituição e co-circulação ao longo do tempo; 

 

 Sugere-se que as linhagens circulantes atuais no Brasil representam introduções 

independentes; 
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 Não foi possível detectar eventos de recombinação entre as cepas deste estudo, 

porém, a cepa 36034/RJ/1988 pertencente à linhagem 1a foi identificada como 

parente mais próximo da cepa de referência AF513110.1/BR/2001, 

potenciamente recombinante. 
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8 PERSPECTIVAS 

 Realizar o sequenciamento das regiões não codificantes das cepas de DENV-1 

estudadas, a fim de verificar possíveis mudanças nucleotídicas que poderiam 

estar envolvidas em alteração conformacional das regiões 5’NC e 3’NC, 

envolvidas no processo de replicação viral; 

 

 Analisar o processo de evolução das cepas de DENV-1 representantes das 

linhagens identificadas no Brasil durante os 25 anos de circulação, buscando 

entender a origem e dispersão das variantes no país ao longo do tempo; 

 

 Identificar a variação viral intra-hospedeiro de cada linhagem dos DENV-1 

isolados, verificando a prevalência destas variantes virais por deep sequencing. 
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10 ANEXO 

10.1 Nome e abreviatura dos aminoácidos 

Aminoácido Abreviatura de três letras Abreviatura de uma letra Cadeia lateral 

Ácido aspártico Asp D Ácida  
Ácido glutâmico Glu E Ácida 

Alanina Ala A Apolar  
Cisteína Cys C Apolar 

Fenilalanina Phe F Apolar 
Glicina Gly G Apolar 

Isoleucina Ile I Apolar 
Leucina Leu L Apolar 

Metionina Met M Apolar 
Valina Val V Apolar 

Triptofano Trp W Apolar 
Prolina Pro P Apolar  

Histidina His H Básica  
Lisina Lys K Básica 

Arginina Arg R Básica 
Asparagina Asn N Polar não-carregada 
Glutamina Gln Q Polar não-carregada 

Serina Ser S Polar não-carregada 
Treonina Thr T Polar não-carregada 
Tirosina Tyr Y Polar não-carregada 

        Fonte: Alberts et al., 2010. 
 

10.2  Matriz de porcentagem da identidade nucleotídica e de 

aminoácidos baseada no gene E das linhagens dos DENV-1. 

Legenda: 
Quadrante superior acima da diagonal: porcentagem de aminoácidos; quadrante inferior abaixo da 
diagonal (em negrito): porcentagem de nucleotídeo. Porcentagem de identidade de nucleotídeos e 
aminoácidos foi determinada por BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.htmL). 
Amostras: 1 a 4 (linhagem 1a), 5 (linhagem 2), 6 (linhagem 1b), 7 (Genótipo I – Ásia), 8 (Genótipo III – 
Malásia), 9 (Genótipo IV – Pacífico Sul), 10 (Genótipo V – América/África). 
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