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DENGUE TIPO 4 NO RIO DE JANEIRO: INVESTIGAÇÃO DE ASPECTOS 

EPIDEMIOLÓGICOS, LABORATORIAIS, CLÍNICOS E VIRAIS DESDE A SUA 

EMERGÊNCIA À SUA ENDEMICIDADE 

RESUMO 

TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL 

Manoela Heringer 

A dengue é hoje um dos principais problemas de saúde pública no Brasil, que tem 

sido marcada por epidemias extensas. Dadas as opções limitadas de prevenção e 

controle, tem sido demonstrado que o diagnóstico laboratorial desempenha um 

papel importante no Sistema de Vigilância Epidemiológica, por infecções de 

monitoramento contínuo e confirmando novos casos. O principal objetivo deste 

estudo foi descrever a introdução do sorotipo 4 do vírus da dengue no Estado do Rio 

de Janeiro. Após a epidemia causada pelo DENV-2, em 2010, e durante a epidemia 

com maioria de DENV-1 em 2011, vimos a detecção de DENV-4 pela primeira vez 

no Rio de Janeiro, caracterizando um período com a co-circulação dos diferentes 

sorotipos no estado. Após a introdução de DENV-4 observamos uma queda na 

sensibilidade do método de ELISA para detecção do antígeno NS1, para melhorar 

esta sensibilidade fizemos um estudo com dissociação térmica anterior ao teste de 

ELISA e observamos um aumento na sensibilidade. Um estudo descritivo e 

retrospectivo foi feito pela análise de uma base de dados contendo informações de 

registros epidemiológicos recebidos, juntamente com as amostras biológicas 

enviadas para o Laboratório de Flavivirus (LABFLA) e os resultados do diagnóstico 

laboratorial. Um total de 703 casos de DENV-4 foram confirmados nos anos de 2011 

a 2013. A RT-PCR foi negativa para apenas 1 caso, enquanto a inoculação em 

células C6/36 confirmou 41% dos casos. Apenas 10% foram considerados dengue 

grave, com 14 mortes. Análise filogenética indicou a circulação do Genótipo II de 

provável origem da Venezuela ou Colômbia. O perfil da epidemia de DENV-a foi 

diferente das epidemias ocorridas no RJ anteriormente, principalmente em relação 

ao quadro clinico da doença.  
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DENGUE TIPO 4 NO RIO DE JANEIRO: INVESTIGAÇÃO DE ASPECTOS 

EPIDEMIOLÓGICOS, LABORATORIAIS, CLÍNICOS E VIRAIS DESDE A SUA 

EMERGÊNCIA À SUA ENDEMICIDADE 

ABSTRACT 

TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL 

Manoela Heringer 

 

Dengue is now one of the main public health problems in Brazil, which has been marked by 

extensive epidemics. Given as limited options for prevention and control, it has been 

demonstrated that the laboratory diagnosis plays an important role in the Epidemiological 

Surveillance System, due to continuous monitoring infections and confirming new cases. The 

main objective of this study was to describe the introduction of serotype 4 of the dengue virus 

in the State of Rio de Janeiro. After an epidemic caused by DENV-2 and during epidemics 

with DENV-1 majority in 2011, we detected the detection of DENV-4 for the first time in Rio 

de Janeiro, characterizing a period with the co-circulation of the different serotypes in the 

state. After the introduction of DENV-4 we observed a decrease in the detection rate of the 

NS1 antigen, to solve we did a study with these samples of thermal dissociation prior to the 

ELISA test and observed an increase in sensitivity. A descriptive and retrospective study was 

done by analyzing a database containing information from epidemiological records received, 

together with the biological samples sent to LABFLA and the results of the laboratory 

diagnosis. A total of 703 cases of DENV-4 were confirmed in the years 2011 to 2013. RT-

PCR was negative for only 1 case whereas inoculation in C6 / 36 cells confirmed 41% of the 

cases. Only 10% were considered severe dengue, with 14 deaths. In a phylogenetic analysis 

of representative strains only Genotype II was identified with a probable origin of Venezuela 

and Colombia. The comparison of epidemics with most cases of DENV-4 infection with other 

serotypes showed differences between them in epidemiological and laboratory variables, 

especially in relation to the clinical picture of the disease.
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1 INTRODUÇÃO 

1.1  Breve histórico 

A dengue é uma doença amplamente descrita em todo o mundo e sua origem 

ainda é especulada. Alguns autores sugerem sua origem no continente africano, 

devido à origem de seu vetor (Edwards, 1932; Christophers, 1960). Contudo, 

estudos ecológicos feitos por Smith, em 1956 e Rudnick, em 1986, narram que a 

não susceptibilidade do vetor ancestral, o Aedes aegypti formosus, aos vírus dengue 

africanos (Diallo et al., 2005). Além disso, estudos de análises filogenéticas indicam 

uma origem asiática (Gubler, 1998).  

Mesmo antes do século XVIII o vírus dengue (DENV) apresentava uma ampla 

distribuição, com grandes epidemias sendo descritas por todo mundo (McSherry, 

1982, Guzman et al., 2010).  

Durante a Disnatia Chin (265 a 420 d.C.) foram encontrados os primeiros 

relatos de uma doença clinicamente compatível com a dengue. Nas enciclopédias 

chinesas, foi descrita uma enfermidade denominada de “veneno da água”, em 

virtude de uma associação entre mosquitos e a água, onde os doentes 

apresentavam febre, exantema, mialgia, artralgia e manifestações hemorrágicas 

(Gubler, 1998; Murray et al., 2013). Contudo, somente entre os anos de 1779 e 

1780, foram documentadas as primeiras epidemias, ocorridas na Ásia, América do 

Norte e África (Gubler, 2006). Outros possíveis surtos de dengue ocorreram em 

1635 nas Índias Ocidentais e em 1699 no Panamá (McSherry, 1982, Guzman et al., 

2010).  

O advento do transporte marítimo contribuiu para a dispersão dos mosquitos 

Aedes e de humanos infectados nos trópicos e consequentemente, eum um 

aumento na notificação de surtos da doença durante o século XVII (Sharp et al., 

2017). 

O termo “dengue” originou-se na Espanha e foi introduzido na literatura médica 

inglesa entre 1827 e 1828, durante uma epidemia de exantema com artralgia 

ocorrida no Caribe. Em 1869, foi estabelecido pelo London Royal College of 

Physicians para denominar esta enfermidade, até então referida na literatura como 



Manoela Heringer | 2  

 

“febre articular”, “febre quebra ossos”, “dinga”, “polka”, entre outros (Siler et al., 

1926; Halstead, 1980). 

Em 1903, Graham, publicou o envolvimento de mosquitos na transmissão da 

doença e posteriormente foi confirmado a papel do Aedes aegypti como vetor, em 

estudo feito por Bancroft em 1906 (Rosen et al., 1954).  

Após experimentos feitos por Ashburn & Craig, em 1907, onde indivíduos 

sadios foram infectados e reproduziram a doença, foi comprovada a presença do 

vírus na circulação sanguínea, com a observação de um organismo filtrável e de 

tamanho ultramicroscópico. Mas somente em março de 1944, durante a Segunda 

Guerra Mundial, que o DENV foi isolado pela primeira vez, em soldados que 

contraíram a infecção na Índia, Nova Guiné e Havai (Sabin, 1952). Estes primeiros 

isolados foram denominados dengue tipo 1 (DENV-1), sendo a cepa do Havaí, 

considerada protótipo para este sorotipo atualmente. Em Nova Guiné, algumas 

cepas apresentaram características antigênicas distintas, sendo considerado um 

sorotipo diferente e denominado como dengue tipo 2 (DENV-2), atualmente 

considerado protótipo. Durante uma epidemia ocorrida em Manila, em 1953, dois 

novos vírus foram isolados e denominados como dengue tipo 3 (DENV-3) e dengue 

tipo 4 (DENV-4) (Hammon et al., 1960).  

No decorrer de muito tempo, grandes epidemias ocorriam apenas com 

intervalos de 10 a 40 anos, assim sendo, a dengue era considerada uma doença 

benigna (McSherry, 1982, Guzman et al., 2010). Somente após a Segunda Guerra 

Mundial, com o crescimento da população, a urbanização descontrolada, a falta de 

programas efetivos para o controle do vetor e o aumento das viagens comerciais, 

ficou evidente a mudança na epidemiologia da doença. Esses fatores colaboraram 

para expansão geográfica do mosquito transmissor e do vírus, proporcionando o 

estabelecimento de uma pandemia que persiste até os dias atuais (Gubler, 1998; 

Messina et al., 2014).  

1.2  Epidemiologia da dengue 

No mundo, as doenças transmitidas por vetores estão presentes em mais de 

100 países, com predomínio em países tropicais e em desenvolvimento, sendo as 
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regiões das Américas, do Sudeste Asiático e do Pacífico Ocidental as mais afetadas 

(McGrall & O’Neil, 2013; Brady et al., 2015; WHO, 2016) (Figura 1). 

 

 

Figura 1: Doenças transmitidas por vetores de impacto global. A) incidência mundial de óbitos 
causados por doenças transmitidas por vetores; b) ano de vida ajustado por incapacidade) pelas 
principais doenças transmitidas por vetores relatadas no mundo. (Adaptado de MacGrall & O’Neil, 
2013). 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) considera a dengue a doença viral 

transmitida por mosquitos mais importante atualmente, que passou de doença 

esporádica com epidemias ocorridas em intervalos longos, a um grave problema de 

saúde pública, de impacto social e econômico no mundo (Guzman & Harris, 2015; 

WHO, 2016).  

Desde a primeira identificação de DENV-1 em 1943, os quatro sorotipos se 

dispersaram mundialmente (Messina et al, 2014) e nos últimos 50 anos a incidência 

global da doença aumentou 30 vezes (Guzman & Harris, 2015; Katzelnik et al., 

2017), com as regiões tropicais e sub-tropicais tornando-se hiperendêmicas, com a 

co-circulação dos quatro sorotipos na maioria dos centros urbanos destas regiões 

(Gubler, 2011; Messina et al., 2014; Gyawali, 2016), Figura 2. De fato, a dengue e 

outras arboviroses, como chikungunya, Zika e febre amarela, emergiram de maneira 

sem precedentes nas últimas cinco décadas, resultantes de uma tríade do mundo 

moderno: urbanização, globalização e mobilidade internacional (Wilder-Smith et al., 

2017). 
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Figur
a 2: Distribuição espacial dos sorotipos de dengue (DENV-1 a 4) ao longo de 70 anos 
(1943-2013) no mundo. A- B: DENV-1 a DENV-4, respectivamente. Áreas escuras indicam 
casos confirmados na década em questão e áreas claras representam casos confirmados 
previamente, mas não na década em questão. (Adaptado de Messin et al., 2014). 
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Figura 2: Continuação -  Distribuição espacial dos sorotipos de dengue (DENV-1 a 4) 

ao longo de 70 anos (1943-2013) no mundo. A- B: DENV-1 a DENV-4, respectivamente. 

Áreas escuras indicam casos confirmados na década em questão e áreas claras 
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representam casos confirmados previamente, mas não na década em questão (Adaptado de 

Messina et al., 2014). 

 

A dengue é endêmica em mais de 125 países e aproximadamente 3,6 bilhões 

de pessoas vivem em regiões onde a doença é potencialmente transmitida (Figura 

3), com sua dispersão impulsionada pelas mudanças climáticas, evolução do vírus, 

por fatores sociais, como o crescimento populacional, urbanização descontrolada, 

circulação de pessoas e programas de controle de vetores insuficientes (Murray, 

2013; Katzelnick, 2017).   

 

 

Figura 3: Distribuição mundial atual das infecções de dengue (Adaptado de Sharp et al., 

2017).   

Estima-se que 390 milhões de casos (284 a 528 milhões) ocorram anualmente, 

dos quais 96 milhões (67 a 136 milhões) apresentem manifestações clínicas com 

alguma gravidade (Bhatt et al., 2013). Cerca de 500.000 pessoas são hospitalizadas 

a cada ano e 2,5% destas vão a óbito (WHO, 2016). 

1.2.1 Dengue nas Américas 

A primeira suspeita de epidemia de dengue nas Américas data de 1635 na 

Martinica e Guadalupe e, em 1699, no Panamá. No entanto, a história da dengue no 
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continente americano pode ser caracterizada em quatro fases distintas: a 

identificação da doença entre 1635 e 1639, o plano continental para erradicação do 

vetor Ae. aegypti pela Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS) entre 1947 e 

1970, objetivando a eliminação da febre amarela, a  re-infestação pelo vetor 

associada à interrupção do programa de erradicação no período entre 1971 e 1999 e 

a migração de Aedes do Caribe para a América do Sul, especificamente para a 

Venezuela e subsequente infestação do Brasil (Brathwaite Dick et al., 2012). 

O primeiro sorotipo isolado nas Américas foi o DENV-2, em 1953 em Trinidad e 

Tobago, mas o registro continuado deste sorotipo no continente só ocorreu entre o 

fim de 1960 e início de 1970 (Gubler, 2011; Messina et al., 2014; Brathwaite Dick et 

al., 2012; Cucunawangsi & Lugito, 2017). 

 Nos anos 70, com a tentativa fracassada de erradicação do vetor (Anderson et 

al., 1956; Gubler et al., 1997; Brathwaite Dick et al., 2012), o DENV-1 é introduzido 

nas Américas, primeiramente na Jamaica, em 1977. Contudo, sua rápida dispersão 

no continente americano causou epidemias em diversos países do Caribe e da 

América Central e, até o ano de 1980, mais de 700.000 casos da doença foram 

notificados (PAHO, 2004). Nas décadas seguintes, Brasil, México e Porto Rico, em 

particular, registraram casos de DENV-1 e, entre 1980 e 1990, Colômbia, Costa 

Rica, Guiana Francesa, Paraguai, Peru e Venezuela também registraram 

transmissão sustentada do vírus (Messina et al., Messina et al., 2014). 

 Os primeiros registros de DENV-3 nas Américas ocorreram em 1963, em Porto 

Rico e, em 1994, uma nova variante deste sorotipo foi introduzido na Nicarágua e no 

Panamá. Esta introdução foi associada às epidemias de FHD/Síndrome do Choque 

por dengue (SCD) no Sri Lanka e na Índia desde 1989. Desde então, DENV-3 se 

dispersou para os países da América Central e México em 1995, Porto Rico em 

1998 e outras ilhas do Caribe, causando epidemias nestes, e em países da América 

do Sul, como Brasil e Colômbia (Messina et al., 2014; Brathwaite Dick et al., 2012; 

Cucunawangsi & Lugito, 2017). 

O sorotipo 4 foi intruduzido nas Américas em 1981, na Ilha de Saint 

Bartolomeu, no entanto, naquele mesmo ano, a circulação de uma nova variante de 

DENV-2 foi evidenciada em Cuba, resultando na primeira epidemia de febre 

hemorrágica do dengue (FHD) (Gubler, 2006; Brathwaite Dick et al., 2012, Messina 
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et al., 2014; Cucunawangsi & Lugito, 2017). No período entre 1989 e 1990, a 

segunda maior epidemia de FHD foi reportada nas Américas, com cerca de 20 mil 

casos, na Venezuela, quando co-circularam DENV-1, DENV-2 e DENV-4 (Malavige 

et al., 2004; WHO, 2008).  

Atualmente, Brasil, Colômbia e México contribuem com 70% dos casos de 

dengue nas Américas, onde os quatro sorotipos de DENV circulam. Chile e Uruguai 

eram os únicos países sem transmissão autóctone de qualquer sorotipo, e desde a 

confirmação do primeiro caso em fevereiro de 2016, o Uruguai registrou 570 casos 

suspeitos da doença (Gyawali et al. 2016; WHO, 2016; OPAS, 2017).  

De acordo com a OMS, a situação epidemiológica da dengue nas Américas 

continua extremamente complexa e instável com a contínua dispersão da doença 

deste a década de 1980 (Figura 4). Entre os anos 2000 e 2014, foram registrados 

mais de 14,2 milhões de casos de dengue, com 7.000 óbitos (OPAS, 2015).  Até a 

24ª semana epidemiológica de 2017 (23 de Junho de 2017), 274.534 casos 

suspeitos já haviam sido reportados as Américas, representando uma redução 

comparada aos anos anteriores (WHO, 2017). 

 
 
Figura 4: Distribuição dos sorotipos de DENV nas Américas, 1980-2014 (Adaptado 
de OPAS, 2015). 
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1.2.2 Dengue no Brasil 

No Brasil, os primeiros relatos de doença compatível com dengue, datam de 

meados do século XIX, com os primeiros surtos ocorridos entre 1846 e 1853 em São 

Paulo e no Rio de Janeiro mas, provavelmente, também nas regiões Sul, Nordeste e 

em outras cidades do Sudeste. Em 1917 foram relatados surtos em Curitiba e no 

estado do Rio Grande do Sul. Nos anos de 1922 e 1923 ocorreu um grande surto na 

cidade do Rio de Janeiro e cidades vizinhas (Figueiredo, 2000).  

Os primeiros isolamentos de DENV no país ocorreram em julho de 1982, na 

cidade de Boa Vista em Roraima, quando DENV-2 e DENV-4 causaram surtos 

localizados e, na ocasião, não se dispersaram para o restante do país (Osanai et al, 

1983).  

Após quatro anos sem novos casos, em 1986 foi isolado o DENV-1 em 

pacientes com quadro exantemático, durante epidemia ocorrida no município de 

Nova Iguaçu, no estado do Rio de Janeiro (Schatzmayr et al., 1986). Nos anos 

seguintes, a doença se tornou um problema de saúde pública em quase todo 

território nacional, com epidemias ocorrendo em diversos estados do país (Nogueira 

et al., 2007). 

Em 1990, também no estado do Rio de Janeiro, mas no município de Niterói, 

foi registrada a introdução de DENV-2 (Nogueira et al., 1990), quando foi observado 

um agravamento dos quadros clínicos, sendo notificados os primeiros casos de 

FHD/SCD no país (Nogueira et al., 2007). A introdução do novo sorotipo causou 

novas epidemias em diversos estados brasileiros e naquele ano, foram notificados 

40.279 casos, com 274 casos de FHD e oito óbitos (Nogueira et al., 1995). Em 1991, 

uma nova epidemia ocorreu no país, com a confirmação de 104.399 casos 

(SVS/MS, 2002).  

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 de 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 (Nogueira et al, 

2002; De Simone et al, 2004). 

Entre 2002 e 2007, DENV-3 foi o sorotipo predominante, porém DENV-2 

reemergiu em 2007, resultando em uma extensa epidemia no ano de 2008, com um 
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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). Naquele ano, 806.036 casos e 229 óbitos 

foram notificados (SVS/MS, 2016).  

Em 2009, DENV-1 reemergiu e 529.237 casos de dengue e 298 óbitos foram 

notificados. No ano de 2010, este foi o sorotipo responsável pela maior epidemia até 

então conhecida no país, com mais de 1 milhão de casos e 356 óbitos confirmados. 

No ano seguinte houve uma diminuição no número de notificações, com 764.032 

casos de dengue no país e 482 óbitos (SVS/MS, 2009).  

Até o ano de 2010 era relatada, principalmente, a co-circulação de DENV-1 e 

DENV-2, quando DENV-4 foi identificado em pacientes do estado de Roraima. Em 

julho de 2010 este sorotipo foi também isolado no Amazonas. Em janeiro de 2011 

DENV-4 foi isolado no Pará, alcançando o estado do Rio de Janeiro em março de 

2011(Temporão et al., 2011; Nogueira, 2011).  

Nos anos seguintes, DENV-4 e DENV-1 foram os sorotipos responsáveis por 

novas epidemias. Em 2012, 589.581 casos de dengue e 121 óbitos foram 

registrados e, em 2013, o maior número de casos foi notificado no país (1.452.289 

casos e 235 óbitos), (SVS/MS, 2013). 

O ano de 2014 foi marcado por uma queda nas notificações e 589.107 casos 

foram reportados. No entanto, em 2015, 1.688.688 casos prováveis de dengue e 839 

óbitos foram reportados no Brasil, o que representou um aumento de 80,4% em 

comparação com o mesmo período de 2014 (SVS/MS, 2015). 

Em 2016, 1.500.535 casos prováveis de dengue foram registrados e, até a 

Semana Epidemiológica 19 (13/05/2017) de 2017, 144.326 casos prováveis de 

dengue no país foram registrados (SVS/MS, 2017). 

Nos últimos 30 anos, extensas epidemias de dengue ocorreram no Brasil, 

caracterizadas por emergências e reemergências dos diferentes sorotipos, 

mudanças no perfil epidemiológico e aumento no número de casos e fatais, Figura 5. 
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Figura 5: Casos de dengue, dengue grave e óbitos notificados no Brasil, 1986-2016 

(dados coletados dos boletins epidemiológicos do MS). 

Apesar da situação hiperendêmica do país com a co-circulação dos quatro 

sorotipos de DENV, em 2016 uma maior prevalência de casos de DENV-1, seguido 

de DENV-4 foi reportada (Sinan, 2016), Figura 6. 

 

Figura 6: Circulação dos sorotipos de dengue no Brasil, ano 2016 (SINAN, 2016). 
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1.3  O vírus Dengue  

O DENV pertence à família Flaviviridae e ao gênero Flavivirus, onde estão 

inseridos vírus de mais de 70 espécies em grupos sorologicamente associados, 

entre eles o vírus da febre amarela (YFV), o vírus Zika (ZIKV) e o vírus do Oeste do 

Nilo (WNV) (Westaway et al., 1985; Sashili & Lescar, 2017).  

Os quatro sorotipos do vírus (DENV-1 a 4) possuem propriedades antigênicas 

distintas que podem influenciar o desfecho da doença, a proteção à vacina, 

magnitude da epidemia e evolução viral (Katzelnick et al., 2015). 

Um possível quinto sorotipo (DENV-5) foi identificado na Malásia, por Vasilakis 

em 2007, a partir de amostra de soro de paciente (Normile, 2013; Silva Voorham et 

al., 2014; Mustafa et al., 2015), no entanto, apesar da aparente distinção antigênica 

dos outros quatro sorotipos, o DENV-5 permanece não descrito até o momento. 

Os DENV são classificados como arbovírus, ou seja, vírus mantidos na 

natureza através de um ciclo de transmissão envolvendo hopesdeiros vertebrados, 

como primatas não humanos e humanos, e mosquitos hematófagos do gênero 

Aedes, sendo o Ae. aegypti o principal vetor,  devido aos seus hábitos domésticos 

(Gubler, 2002; Roundy et al., 2017). 

Os DENV são vírus esféricos, envelopados, com aproximadamente 40-60 nm 

de diâmetro, com genoma constituído de RNA de fita simples (ssRNA) com 

polaridade positiva e aproximadamente 11kb, contendo regiões não traduzidas nas 

extremidades de 5 'e 3' (UTR). O RNA viral codifica para três proteínas estruturais: 

proteínas do capsídeo (C), de membrana (M) e do envelope (E); e sete proteínas 

não estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. O vírus maduro é 

composto pelas proteínas estruturais, enquanto as proteínas não estruturais são 

expressas na célula infectada (Lindebach & Rice, 2001; Kuhn et al., 2002; Back, 

2013; sahili & Lescar, 2017) (Figura 7).  

A proteína estrutural do capsídeo (C) é a primeira a ser sintetizada, apresenta 

fita única de polaridade positiva e encapsula o RNA viral (Chambers et al., 1990; 

Idrees & Ashfal, 2012). 

O nucleocapsídeo tem simetria icosaédrica e é envolto por lipídeos derivados 

da célula hospedeira, onde estão ancoradas as proteínas de membrana (M) e do 

envelope (E). A proteína E é glicosada, possui 3 domínios estruturais (DI-III), que 
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são necessários para neutralização, fusão e interação com os receptores presentes 

na célula hospedeira e é o principal alvo para os anticorpos neutralizantes, sendo de 

grande importância na virulência (Wengler et al., 1987; Clyde et al., 2006; Yacoub et 

al., 2016). Por sua vez, a proteína M é um fragmento resultante da proteólise da 

proteína pré membrana (prM) e forma o envelope viral, juntamente com a proteína E 

(Ligon, 2004; Rodenhuis-Zybert et al., 2010).  

 

 

Figura 7: Representação esquemática da morfologia do DENV. Crioeletromicrografia da 
partícula viral com sua estrutura icosaédrica, com projeções representando proteínas 
estruturais de membrana (M) e de envelope (E). Adaptado de Cucunawangsih & Lugito, 
2017. 

 
 

A primeira proteína não estrutural é a NS1 relacionada com a ativação do 

sistema complemento, levando à perda extravascular do paciente (Dussart et al., 

2006; Lima et al., 2010; Sashili & Lescar, 2017). Estudos demonstraram que níveis 

solúveis de NS1 podem indicar uma doença grave, onde pacientes com DHF 
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demonstram níveis maiores de NS1 circulantes do que pacientes com dengue 

clássico (Dussart et al., 2006; Lima et al., 2010).  

A proteína NS1 de todos os flavivírus partilham um elevado grau de homologia, 

com 1.056 nucleotídeos que codificam um polipeptídeo de 352 aminoácidos 

(Mackow et al, 1987; Mandl et al, 1989) e, dentre os sorotipos de DENV, sua 

similaridade é superior a 70%. Apresenta 12 resíduos de cisteína conservados (com 

exceção do DENV-4), dois sitos de N-glicosilação invariáveis (com exceção de 

alguns membros, como Vírus da Encefalite transmitida por Carrapato, TBEV), assim 

como regiões de alta homologia entre as sequências de diversos flavivírus 

(Chambers et al., 1990). É uma glicoproteína, cujo monômero possui peso molecular 

entre 46 e 55 kDa, dependendo do seu estado de glicosilação. Pode ser encontrada 

em várias formas oligoméricas e encontra-se em diferentes localizações celulares: 

associada à membrana da célula (mNS1), apesar de não possuir nenhuma região 

altamente hidrofóbica ou típica de âncora de membrana;  dentro da célula em 

compartimentos vesiculares, onde sua forma dimérica parece interagir com outras 

proteínas não estruturais e com o RNA do vírus, estando envolvida na montagem do 

complexo da replicase viral (Winkler et al, 1989; Costa et al, 2007) e  uma forma 

hexamérica extracelular secretada (sNS1) (Mason, 1989; Flamand et al., 1999). 

Frente a esta última foma, pode-se explicar a produção de anticorpos contra esta 

proteína, detectada em soro de pacientes, na fase aguda da doença (Young et al, 

2000; Alcon et al., 2002; Chung & Diamond, 2008).  

A forma hexamérica da proteína NS1 é altamente conservada nos quatro 

sorotipos e foi encontrada circulando no soro de pacientes do primeiro ao nono dia 

após o início da febre (Flamand et al., 1999, Young et al., 2000, Alcon et al., 2002, 

Xu et al., 2006). Aproveitando-se destas características, ensaios imunoenzimáticos 

para a detecção específica da proteína NS1 foram desenvolvidos e avaliados para a 

confirmação de casos agudos primários e secundários de dengue (Dussart et al., 

2006; Kumarasamy et al, 2007; Sekaran et al, 2007; Lapphra et al., 2008; 

Chuansumrit et al, 2008; Phuong et al., 2009; Guzman et al, 2010; Duong et al, 

2011; Blacksell et al, 2012; Huang et al, 2013; Sánchez-Vargas et al, 2014). Durante 

a infecção por DENV, a sNS1 pode acumular níveis muito elevados, podendo ser 
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detectado até 50µL/mL em alguns soros de pacientes (Young et al, 2000; Libraty et 

al, 2002; Alcon-LePoder et al, 2006).  

A proteína NS2A é uma proteína de membrana, está relacionada com o 

transporte do RNA viral no sítio de replicação e também com a montagem no vírus. 

Apesar de ter sido pouco caracterizada, possivelmente, estimula a produção de 

interferon (IFN) agindo como antagonista deste (Jones et al., 2005; Sashili & Lescar, 

2017). Por sua vez, a proteína NS2B, junto com a proteína NS3 funcionam como 

cofator para ativação estrutural do vírus (Jones et al., 2005). 

A NS3 é uma proteína não-estrutural e a segunda maior proteína viral, 

altamente conservada. Ela possui dois domínios, o primeiro denominado NS3Pro é 

essencial para a replicação viral, este domínio trabalha junto com um cofator 

peptídico, a NS2B. O segundo domínio é ATPase/helicase localizado na porção C-

terminal que participa na replicação viral, independente do primeiro domínio 

(Chamers et al., 1990; Luo et al., 2008; Aguilera-Pesantes, 2016).  

A proteína NS4A colabora para o complexo de replicação viral e pode induzir 

alterações da membrana, também atua como inibidor da transcrição do IFN 

(MuñozJórdan et al., 2003) e colabora com a replicação viral (Lindenbach & Rice, 

2001; Sashili & lescar, 2017). A NS4B interage com o domínio helicase da NS3 

modulando a replicação viral (Umareddy et al., 2006).  

Por fim, a NS5 é a maior e mais conservada das proteínas (com simililaridade 

de sequência de 70% entre os quatro sorotipos) e é expressa durante a infecção 

pelo vírus. Possui dois domínios, um domínio de metiltransferase (MTase) na sua 

extremidade N-terminal e uma RAN polimerase (RdRp) dependente de RNA no seu 

terminal C. Estudos descrevem que a NS5 representa um alvo antiviral promissor 

para projetar inibidores específicos com baixa toxicidade (Chambers et al., 1990; 

Sashili & Lescar, 2017). 

1.3.1 Replicação do Vírus Dengue  

As células dendríticas, monócitos, macrófagos, células linfóides e hepatócitos 

são as principais células alvo para infecção pelos DENV (Jessie et al.,2004; Ross, 

2010; Chawla et al., 2013). 
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Após a pidaca pelo mosquito vetor, durante o repasto sanguíneo, o DENV irá 

infectar, inicialmente, as células de Langerhans, que são as células dendríticas 

presentes da pele. Posteriormente, esses vírus se replicam no citoplasma das 

células musculares, fibroblastos e nos linfonodos (Figueiredo, 1999; Wu, 2000).  

O ciclo do DENV na célula hospedeira se inicia com a ligação do vírus através 

da interação da proteína E com receptores de ligação na superfície celular do 

hospedeiro e, em seguida, são internalizados para a célula por endocitose, que é um 

processo ativo com invaginações na membrana plasmática (revisto em Boldescu et 

al., 2017). Associado com a fusão do envelope com a vesícula endocítica, o RNA 

viral é liberado no citoplasma, devido uma acidificação do meio, com pH em torno de 

6,0 à 6,2 (Back et al., 2013; Rastogi et al., 2016). 

O RNA viral irá replicar em áreas focais perinucleares, que ocorre em duas 

fases. Na primeira fase, o genoma viral se comporta como RNA mensageiro, sendo 

traduzido por ribossomos celulares, para uma poliproteína que será processada por 

proteases virais e da célula hospedeira. Na replicação tardia, juntamente com as 

células do hospedeiro, as proteínas clivadas remodelam, amadurecem a poliproteína 

e replicam o RNA viral (Mukhopadhyay et al., 2005; Tmlinson et al., 2009; Shum et 

al., 2010; Sashili & lescar, 2017).   

O RNA recém-sintetizado, brota para o lúmen do retículo endoplasmático (RE), 

a proteína do capsídeo e o RNA são envolvidos pela membrana do RE e 

glicoproteínas, formando as partículas virais imaturas. Em meio ácido do complexo 

de Golgi, os vírus imaturos passam pela etapa de maturação pela clivagem mediada 

por furina e em seguida o vírus maduro é liberado da célula (Mukhopadhyay et al., 

2005; Back et al., 2013; Rastogi et al., 2016), Figura 8.  
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Figura 8: Representação esquemática do ciclo de replicação dos vírus dengue 

(Adaptado de Shum, 2010). 

1.3.2 Diversidade genética dos DENV  

Os vírus RNA apresentam um alto grau de variabilidade genética, devido ao 

alto grau de mutação vinculado a RNA polimerase viral RNA-dependente. 

A falta de mecanismo de correção desta RNA polimerase durante a replicação, 

as rápidas taxas de replicação, o grande tamanho populacional e a pressão 

imunológica do hospedeiro levam a mutações do vírus (Holmes & Twiddy, 2003).  

Inicialmente, a demonstração de diferentes cepas de DENV foi detectada 

sorologicamente com a utilização de anticorpos inoculados laboratorialmente em 

animais. Evidências genéticas para diferenciação entre os sorotipos só foram 

determinadas através da técnica de RNA fingerprinting, com enzimas para digestão 

do RNA, demonstrando a variação no número e no tamanho das fitas de acordo com 

a sequência do vírus, sendo estes, agrupados em topotipos (Sabin, 1952; Rico-

Hesse, 2003; chen & Vasilakis, 2011).  
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No entanto, com o avanço das técnicas moleculares, como o sequenciamento 

genômico e análise filogenética, foi possível a classificação dos DENV em grupos 

geneticamente distintos (Lewis et al., 1993; lanciotti et al., 1994; Rico-Hesse, 2003; 

Fatima et al., 2011). Definiu-se como “genótipos”, grupos de vírus que apresentam 

uma divergência nucleotídica ≥ 6% dentro de uma determinada região do genoma 

viral (Rico-Hesse, 1990). 

Estudos baseados no sequenciamento parcial ou completo do genoma, 

caracterizaram cinco genótipos para DENV-1, seis genótipos para DENV-2, cinco 

genótipos para DENV-3 e três genótipos para DENV-4 (Weaver & Vasilakis, 2009; 

Chen & Vasilakis, 2011), Quadro 1. A identificação dos diferentes genótipos pode 

ser realizada pela análise completa do genoma, no entanto o gene E é, geralmente o 

alvo comumente utilizado (Klungthong et al., 2008). 
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Quadro 1: Classificação genotípica baseada na análise filogenética do 
sequenciamento do gene que codifica para a proteína E, de acordo com Weaver e 
Vasilakis (2011). 

SOROTIPO GENÓTIPOS DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA 

DENV-1 

I Sudeste Asiático, China, Leste da África 

II Tailândia (1950-1960) 

III Malásia (cepas selvagens) 

IV Ilhas do Oeste do Pacífico e Austrália 

V Américas, Oeste da África Africano, Ásia 

DENV-2 

Asiático I Malásia e Tailândia 

Asiático II Vietnã, da China, Taiwan, Sri Lanka e Filipinas 

Cosmopolita Austrália, Leste e Oeste Africano, Ilhas dos 
oceanos Pacífico e Índico, Subcontinente Indiano e 

Oriente Médio 

Americano América Latina, Caribe (1950-1960), 
 Subcontinente Indiano e Ilhas do Pacífico 

Sudeste  
Asiático/Americano 

Tailândia, Vietnã, Américas (últimos 20 anos) 

Selvagem Oeste Africano e Sudeste Asiático 
 (cepas isoladas em humanos, mosquitos silvestres 

ou macacos sentinelas) 

 
DENV-3 

 
 

I Indonésia, Malásia, Filipinas e Sul da Ilhas do 
Pacífico 

II Tailândia, Vietnã e Bangladesh 

III Sri Lanka, India, África, Samoa, Tailândia (1962) 

IV Porto Rico, Américas Latina e Central, Taiti (1965) 

V Filipinas (1956), Japão (1973), China (1980) 
América do Sul (2002-2004) 

 
  

DENV-4 
 
 

I Tailândia, Filipinas, Sri Lanka e Japão 
 (provenientes do Sudeste Asiático) 

II Indonésia, Malásia, Taiti, Caribe e Américas 

III Tailândia (cepas recentes) 

IV Malásia (cepas selvagens) 

 

 

No Brasil, atualmente circula o genótipo V (Américas/África) de DENV-1, porém 

linhagens distintas dentro deste genótipo já foram descritas (Dos Santos et al., 2011; 

Carneiro et al., 2012; Drummond et al., 2012; de Bruycker-Nogueira et al., 2015; 

Dutra et al., 2017). 

Linhagens distintas também foram descritas para o genótipo do Sudeste 

Asiático/Americano de DENV-2 (Oliveira et al., 2010; Faria et al., 2013; Drummond et 

al., 2013; Mir et al., 2014) e do genótipo III de DENV-3 circulantes no Brasil 
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(Miagostovich et al., 2006; de Araújo et al., 2012). No entanto, o genótipo V foi 

identificado em Porto Velho e Belo Horizonte (Aquino et al, 2009) e a co-circulação 

dos genótipos III e V, foi reportada em Rondônia (Nogueira et al., 2008).  

Mesmo com a recente introdução de DENV-4 no país, dois genótipos (I e II) já 

foram identificados em circulação (de Souza et al., 2011; Nunes et al., 2012; 

Figueiredo et al., 2013; Fares et al., 2015; Dutra et al., 2017; Ramos-Castaneda et 

al., 2017).  

A análise das variantes genéticas de DENV é de grande relevância, pois pode 

permitir a reconstrução da história de epidemias no tempo e espaço, 

complementando dados epidemiológicos (Costa et al., 2012) e auxiliar no 

entendimento da evolução e transmissão dos diferentes sorotipos. 

1.4  Manifestações clínicas 

Caracterizada por um amplo espectro de manifestações clínicas, a dengue 

pode apresentar uma evolução imprevisível. Tais manifestações podem variar desde 

febre branda, auto-limitada, com recuperação espontânea a um quadro muito grave 

com extravasamento de plasma, concomitante com um quadro de hemorragia.  

A necessidade de caracterização adequada dos casos, de modo a permitir a 

abordagem apropriado de pacientes e um tratamento eficaz, fez com que a OMS, 

em 2009, reformulasse a escala de classificação da doença (OMS, 2009). 

 Os casos de dengue são atualmente caracterizados como (i) Dengue sem 

sinais de alerta – caracterizada por apresentar, além de febre, até dois sintomas 

brandos, entre náusea, vômito, erupção cutânea, dor localizada, teste do torniquete 

positivo e leucopenia, (ii) Dengue com sinais de alerta – com sinais que incluem dor 

abdominal, vômito persistente, acúmulo de fluidos, sangramento de mucosas, 

letargia ou inquietação, aumento do fígado e diminuição da contagem de plaquetas – 

ambos podendo progredir para um quadro mais grave, classificado como (iii) 

Dengue Grave (DG), caracterizado por grave extravasamento de plasma (que pode 

evoluir para choque), hemorragia intensa e falência de órgãos (WHO, 2009), Figura 

9. 
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 A nova classificação foi reavaliada e expandida pela OMS em 2012, e vem 

sendo utilizada em diversos países para diagnóstico de infecções por DENV (WHO, 

2012). 

 

Figura 9: Classificação dos casos dengue sugerida pela OMS em 2009 (Adaptado de 

WHO, 2009). SCC: Síndrome do choque por dengue, AST: Aspartato aminotransferase; 

ALT: Alanina aminotransferase. 

1.5  Patogenia das infecções por dengue 

De um modo geral, os mecanismos associados à patogênese do DENV ainda 

não são totalmente compreendidos, principalmente devido à inexistência de um 

modelo animal que reproduza adequadamente a infecção como ocorre em pacientes 

humanos (Thein et al., 1997; Simmons et al., 2012; Zubair et al., 2016). Portanto, 

diversas teorias são propostas, na tentativa de se explicar o amplo espectro de 

variação das manifestações clínicas causadas por DENV (Halstead e Cohen, 2015). 

As variações genéticas e antigênicas das cepas virais são consideradas umas 

das hipóteses, sugerindo que sejam responsáveis pela intensidade do quadro 

clínico. A evolução genética do vírus dentro de cada sorotipo pode originar cepas 

mais virulentas ou epidêmicas (Rosen et al., 1977; Gubler et al., 1978).  
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Dentre os sorotipos de DENV, o DENV-2 tem sido o sorotipo frequentemente 

associado com casos de FHD/SCD (Burke et al., 1988; Thein et al., 1997; Guzman 

et al., 2002; Balmaseda et al., 2006), seguido de DENV-1 e DENV-3 (Graham et al., 

1999; Harris et al., 2000; Messer et al., 2003; Guzman et al., 2006; Balmaseda et al., 

2006), enquanto que DENV-4 parece ser o sorotipo associado a quadros clínicos 

mais brandos, embora possa causar doença grave (Nisalak et al., 2003).  

De fato, DENV-2 e DENV-4 têm sido associados com um aumento na 

gravidade da doença quando ocorrem durante a infecção secundária, enquanto que, 

em alguns estudos, DENV-1 e DENV-3 parecem causar uma doença mais grave do 

que os outros sorotipos em infecção primária (Vaughn et al., 2000; Nisalak et al., 

2003; Balmaseda et al., 2006). Contudo, a infecção secundária por qualquer um dos 

quatro sorotipos de DENV tende a ser um fator de risco para o desenvolvimento de 

um quadro mais grave da doença (Halstead, 2007). 

Apesar de não existirem fatos que demonstram uma clara correlação entre a 

gravidade com um genótipo específico, existem indicativos que alguns genótipos 

estão associados à evolução da doença. Estudos evolutivos descrevem que as 

cepas de origem asiática sejam mais virulentas do que os genótipos de origem nas 

Américas e do Pacífico Sul (Rico-Hesse et al., 1997; Messer et al., 2003; Clyde et 

al., 2006; Rico-Hesse, 2010).  

A teoria da facilitação dependente de anticorpo ou ADE, “antibody dependent 

enhancement”, preconiza uma associação entre infecções secundárias e o 

desenvolvimento de formas mais graves da doença. Nesta teoria, ocorre a formação 

de imunocomplexos entre o sorotipo viral infectante e anticorpos heterólogos da 

classe IgG de uma infecção anterior em níveis sub-neutralizantes, que facilitariam a 

nova infecção. Estes complexos, ao serem reconhecidos e internalizados por 

fagócitos mononucleares, resultariam na infecção celular e replicação viral, que 

liberariam na corrente sanguínea, mediadores vasoativos capazes de aumentar a 

permeabilidade vascular, ativação do sistema complemento e da tromboplastina 

tissular (Halstead, 1988; Screaton et al., 2015). 

Na teoria do “Pecado Original”, a infecção secundária por um sorotipo distinto 

de DENV resultaria na ativação e expansão de células T CD4+ e CD8+, com baixa 

avidez e de reatividade cruzada para o sorotipo da infecção secundária (Mentor & 
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Kurane, 1997; Remy 2014). Estas células não realizariam o “clearance” viral, e 

produziriam mediadores inflamatórios como IFN-gama que podem agir diretamente 

sobre o endotélio vascular e resultar no extravasamento de plasma, característico 

das infecções graves por DENV (Mongkolsapaya et al.,2003; Pang et al., 2007; 

Weiskopf et al., 2013; Screaton et al., 2015).  

No entanto, apesar das diferentes teorias propostas, acredita-se que a 

patogênese da dengue seja multifatorial, envolvendo aspectos nutricionais e 

genéticos do hospedeiro, idade, sexo, estado imunológico, variações genéticas entre 

os sorotipos e genótipos viral infectantes estariam atuando no desenvolvimento de 

um quadro mais grave (Gúzman & Kouri, 2002; Malavige et al., 2004). 

1.6  Resposta Imune nas Infecções por Dengue 

Após a picada do mosquito infectado, a doença passa por um período de 

incubação de 4 a 7 dias, podendo variar de 3 a 15 dias. O vírus permanece 

detectável no sangue durante a fase febril aguda por até 3-5 dias, partículas viáveis 

podem ser detectadas no sangue por até 5 dias após o início da doença e 

desaparecem após a produção de anticorpos específicos para o vírus (Vordam & 

Kuno, 1997; Kao et al., 2005; Moreli & Costa, 2013). A infecção em humanos por um 

sorotipo confere imunidade permanente contra re-infecções subsequentes pelo 

mesmo sorotipo, mas apenas proteção parcial e temporária contra os demais 

(Martinez, 2008). 

A resposta imune adquirida na infecção por DENV consiste na produção de 

anticorpos (IgM, IgG e IgA) específicos, principalmente, contra a proteína E 

(Guzman, 2010; Peeling et al., 2010).  

A resposta adaptativa na dengue pode apresentar dois padrões, diferentes 

quando ocorre uma infecção primária ou uma infecção secundária (Figura 10). Na 

infecção primária por qualquer sorotipo de DENV, a resposta é lenta e com baixo 

título de anticorpos. Os anticorpos da classe IgM são os primeiros a aparecer, e a 

maior parte dos pacientes apresenta níveis de IgM que podem ser detectáveis a 

partir do sexto dia após o aparecimento dos sintomas, mas ainda cerca de 8% dos 

pacientes apresentam IgM detectável já nos primeiros dias da doença. Por volta de 

duas semanas após, os níveis de IgM atingem o pico, e se mantém detectável 
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durante 2-3 meses (Nogueira et al., 1992; Guzman, 2010). Ainda na infecção 

primária, os anticorpos de classe IgG começam a aparecer a partir do quinto dia 

após o primeiro sintoma, seus níveis aumentam e pode ser detectado a partir da 

primeira semana de infecção e permanecem detectáveis por toda a vida (Innis et al., 

1989; Shu & Huang, 2004; Guzman, 2010).  

Já na infecção secundária, a IgM pode aparecer mais cedo, mas apresentam 

títulos mais baixos do que na infecção primária. O IgG aumenta rapidamente, 

podendo ser detectado na fase aguda da doença, apresentando alto nível de reação 

cruzada com diferentes sorotipos e outros flavivírus (Innis et al., 1989; Vaugh et al., 

1997; Guzman, 2010; Zhang et al, 2015). 

A detecção de anticorpos IgA presentes na saliva de indivíduos com infecção 

por DENV já foi avaliada, entretanto não são marcadores frequentemente utilizados 

no diagnóstico da doença (Andreis et al, 2016). 

 

Figura 10: Cinética antígeno e anticorpo nas infecções por DENV (Adaptado de Lima et al., 

2014). 
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1.7  Diagnóstico laboratorial das infecções por dengue 

Estima-se que, para cada 1 indivíduo sintomático, 6 a 7 possam ser 

assintomáticos (Chen, 2005). Neste cenário, o diagnóstico da doença baseado 

exclusivamente em sintomas clínicos, pode ser comprometido pela presença destas 

infecções assintomáticas ou subclínicas, que podem variar de 0,7% a 87% 

dependendo da população estudada (Ooi et al., 2006; Bhatt et al, 2013; Chatchen et 

al., 2017). 

Além disso, os sinais e sintomas as infecções por DENV podem, ainda,  ser 

confundidos com os de outras doenças febris acompanhadas ou não de exantema, 

como as causadas pelo vírus Epstein–Barr, vírus do herpes tipo 6, parvovirus B19,  

rubéola,  sarampo, leptospirose (Oliveira et al., 2008;  Dircio et al., 2012) e 

principalmente, outras arboviroses emergentes, como febre amarela, zika e 

chikungunya (Muller et al., 2017), tornando o diagnóstico laboratorial diferencial 

necessário para o abordagem dos pacientes. 

O diagnóstico laboratorial da dengue pode ser alcançado através do isolamento 

viral, detecção do vírus, detecção do antígeno viral e do ácido nucléico e pela 

sorologia para pesquisa de anticorpos específicos. Atualmente, os métodos mais 

utilizados para diagnóstico, na maioria dos laboratórios, são o isolamento viral, 

amplificação de ácido nucléico e detecção de anticorpos específicos, cada um com 

aplicabilidade associada às diferentes fases da doença (Shu & Huang, 2004; Lima et 

al., 2014; Chatchen et al., 2017; Muller et al., 2017).  

A escolha do método para o diagnóstico laboratorial das infecções por DENV 

depende da fase clínica, do momento da coleta do material biológico, além dos 

padrões quantitativos prováveis e das vantagens e limitações de cada metodologia.  

A pesquisa direta do vírus, na fase aguda da doença, pode ser utilizada para 

identificação precoce, concreta e identificação do sorotipo infectante e, tanto o vírus 

e componentes virais (RNA ou antígenos) podem ser encontrados no soro, plasma, 

sangue total e tecidos, durante o período de viremia (Shu & Huang, 2004; Kao et al., 

2005; Simmons et al., 2015; Muller et al., 2017).  No final da fase aguda, a sorologia 

é o método de escolha para o diagnóstico da infecção, e os testes sorológicos para 

detecção de anticorpos IgM e IgG, são os mais utilizados, por serem menos 
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custosos, mais acessíveis e disponíveis (WHO, 2009; Peeling et al., 2015; Muller et 

al., 2017).  

1.7.1 Isolamento viral 

O isolamento viral dá evidência direta da infecção pelo vírus e por esse motivo 

é considerado “padrão ouro”, embora venha sendo gradualmente substituído pelo 

método molecular de transcrição reversa seguida da reação em cadeia pela 

polimerase (RT-PCR). Aplica-se ao diagnóstico na fase aguda da doença, quando 

os anticorpos ainda não atingiram níveis detectáveis. Pode ser realizado com a 

inoculação em camundongos ou mosquitos e em cultura de células (Shu & Huang, 

2004; Nisalak, 2015; Muller et al., 2017) e a tipagem do sorotipo infectante pode ser 

determinada pela técnica de imunofluorescência utilizando anticorpos monoclonais 

específicos (Igarashi, 1978; Peeling et al., 2010). 

Apesar de poder ser propagado em diversas linhagens de células, de 

mosquitos ou mamíferos, o isolamento de DENV em linhagens celulares de 

mosquito, são as mais sensíveis do que as de mamíferos (Rosen & Gubler, 1974; 

Guzman, 1996). As linhagens celulares provenientes de mosquitos mais comumente 

utilizadas são a AP-61 de Ae. pseudoscutellaris, a C6/36 de Ae. albopictus e a TRA-

284 da Tx. amboinensis (Igarashi, 1978; Kuno, 1982). No entanto, atualmente, as 

células C6/36 de Ae. albopictus são as mais utilizadas para isolamento viral rotineiro, 

em virtude da facilidade de manuseio e maior disponibilidade (Shu & Huang, 2004; 

Peeling et al., 2010. Muller et al., 2017). 

1.7.2 Métodos moleculares para detecção do vírus 

O diagnóstico molecular é fundamental, pois também permite a identificação 

dos sorotipos virais circulantes e detecção precoce de um novo sorotipo, 

contribuindo de maneira importante para o sistema de vigilância epidemiológica da 

doença (Drosten et al, 2002; Jhonson et al., 2005). É um método de detecção mais 

sensível e mais rápido, quando comparado ao isolamento viral (Shu & Huang, 2014).  

O RNA viral pode ser detectado em tecidos, sangue total ou soro de pacientes 

na fase aguda da doença e um resultado de PCR positivo é uma prova definitiva da 

infecção atual. Atualmente, os ensaios possuem sensibilidade de 80 a 90% e 
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especificidade em torno de 95%, e têm sido satisfatórios para o diagnóstico das 

infecções por DENV (CDC, 2017; Muller et al., 2017).  

O protocolo mais utilizado, é o descrito por Lanciotti et al. (1992) sugerido pela 

OMS, que detecta os quatro sorotipos de DENV simultaneamente em um 

procedimento “semi-nested”, gerando produtos amplificados com tamanhos 

específicos em pares de base para cada sorotipo. Em uma primeira etapa, são 

utilizados oligonucleotídeos iniciadores consensuais (D1 e D2) para os quatros 

sorotipos de DENV, complementares as seqüências dos genes C e prM. No 

procedimento nested, são utilizados iniciadores específicos TS1, TS2, TS3 e TS4 

para DENV-1 a 4, respectivamente. Os produtos obtidos após a amplificação por 

RT-PCR são submetidos a eletroforese, em gel de agarose, para a diferenciação, 

pelo peso molecular, permitindo a visualização, através de moléculas intercalantes 

de DNA, como o brometo de etídeo, revelados em luz ultravioleta (Guzman et al., 

2004; Chua et al., 2011).  

No entanto, avanços no diagnóstico molecular também permitiram o 

desenvolvimento RT-PCR em tempo real, realizado em uma única etapa, capaz de 

fornecer medidas quantitativa e uma menor taxa de contaminação (Mackay et al., 

2002; Muller et al., 2017). 

A PCR em tempo real permite que a detecção dos fragmentos amplificados de 

forma simultânea à reação de amplificação e, o monitoramento da presença do 

amplicon em tempo real é possível graças à marcação de sondas, iniciadores ou do 

próprio produto de PCR com moléculas fluorogênicas (Mackay et al., 2002). Diversos 

protocolos utilizando essa abordagem para o diagnóstico ou para a quantificação do 

RNA de DENV já foram descritos (Callahan et al., 2001; Drosten et al., 2002; 

Johnson et al., 2005; Kong et al., 2006; Lai et al., 2007; Pok et al., 2010; Hue et al., 

2011; Waggoner et al., 2013). 

1.7.3 Sorologia 

O diagnóstico sorológico pode ser utilizado para detecção do antígeno viral, em 

fase aguda da doença, ou de anticorpos específicos e incluem o teste de fixação do 

complemento, western blot, ensaios de inibição de hemaglutinação (HI), teste de 

neutralização por redução de placas (PRNT) e testes imunoenzimáticos (ELISA). 
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Destes, a detecção de anticorpos (IgM e IgG) e de antígeno NS1, são os mais 

utilizados para o diagnóstico em laboratórios de rotina devido à facilidade de uso, 

quando comparados às técnicas de cultura de células ou de detecção de RNA viral 

(Shu & Huang, 2004; Kao et al., 2005; Zhang et al. 2015; Muller et al., 2017). 

1.7.3.1 Teste de Inibição de hemaglutinação 

O teste IH descrito por Clarke e Casals (1958) é considerado “padrão ouro” 

para a quantificação de anticorpos IgM e IgG anti-DENV, permitindo a 

caracterização do tipo de infecção em primária ou secundária. O aparecimento, 

aumento ou diminuição de quatro vezes no título de anticorpos anti-DENV entre 

amostras pareadas de um mesmo paciente, confirma a soroconversão sorológica e, 

portanto, a infecção. No entanto, esse método é trabalhoso e necessita de coletas 

pareadas para uma correta interpretação dos resultados (Nogueira & dos Santos, 

2015).  

1.7.3.2 Teste de Neutralização por Redução de Placas (PRNT) 

O PRNT é considerado “padrão ouro” e a ferramenta mais específica para a 

determinação de imunidade sorotipo específica para DENV (Calisher et al., 1989), 

sendo o teste recomendado pela OMS para os estudos de eficácia das vacinas em 

desenvolvimento (Hombach & Barrett, 2008). No entanto, diante das características 

laboriosas desses testes, atualmente, na grande maioria dos casos, sua utilização 

está restrita a poucos laboratórios (Chatchen, 2017). 

1.7.3.3 Ensaios Imunoenzimáticos (ELISA) 

A resposta imune induzida pela infecção por DENV depende da produção de 

imunoglobulinas (IgM, IgG e IgA), principalmente específicas para a proteína E.  

Dentre os testes sorológicos, o ELISA de captura de anticorpos da classe IgM 

(MAC-ELISA), tem sido, o método eleito para o diagnóstico das infecções por DENV 

(Innis, 1989, Nogueira et al., 1993; Kao et al., 2005). O teste baseia-se na detecção 

de anticorpos IgM específicos para DENV no soro, capturados por anticorpos anti-

IgM aderidos a uma fase sólida.É um método rápido, fácil de ser executado e tem se 
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mostrado extremamente útil, tanto para o diagnóstico individual da dengue como 

para estudos epidemiológicos (Guzmán & Kouri, 2004). 

O ensaio imunoenzimático para a detecção de anticorpos da classe IgG (IgG-

ELISA) também pode ser utilizado para classificar o tipo de infecção em primária ou 

secundária, de acordo com os títulos obtidos no teste em realção aos dias de 

doença, e foi desenvolvido em substituição ao teste de HI (Miagostovich et al, 1999).  

1.7.3.3.1 Captura do antígeno NS1 

A proteína NS1, está ausente na partícula viral, porém, além de produzida 

associada à membrana, também é produzida na forma secretada (Young et al., 

2000; Alcon et al., 2002; Libraty et al., 2002). Baseando-se nesta característica, 

ensaios imunoenzimáticos para a detecção específica deste antígeno foram 

desenvolvidos e avaliados para a confirmação de casos agudos primários e 

secundários de dengue, logo após o início dos sintomas e até o novo dia de doença 

(Kumarasamy et al., 2007; Lapphra et al., 2008; Phuong et al., 2009; Lima et al., 

2010; 2014; Muller et al., 2017).  

Além do formato em ELISA, testes imunocromatográficos rápidos também 

foram desenvolvidos e encontram-se comercialmente disponíveis (Peeling et al., 

2010; Hunsperger et al., 2014). No Brasil, o Ministério da Saúde disponibiliza testes 

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

sentinelas (SVS/MS, 2010).  

1.8  Prevenção e Controle 

As opções de controle e prevenção da dengue são ainda limitadas e continuam 

sendo uma problemática em todo mundo. Baseiam-se na vigilância epidemiológica 

para um bom planejamento e resposta, redução da doença e mudança de conduta 

para melhorar o controle do vetor. Contudo, com o crescimento populacional, 

descontrole da urbanização e características particulares do vetor, os esforços para 

programas comunitários não têm sido eficazes (Machado et al., 2009; Gubler, 2011; 

Maciel-de-Freitas, 2012).  

A OMS estebeleceu, então, uma estratégia global para controle da doença, que 

começou a ser implementada desde 2012, para obtenção de resultados satisfatórios 
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em 2020 e que requer harmonizar a prevenção, gestão de casos e as vigilâncias 

entomológica e epidemiológica (WHO, 2012). 

Atualmente, a estratégia mais utilizada para o controle vetorial continua sendo 

o tratamento químico com a utilização de inseticidas nas casas. No entanto, devido 

às desvantagens de uma manipulação química, outras estratégias têm sido 

estudadas. Uma delas, é o controle biológico com a utilização de predadores 

naturais ou patógenos contra os mosquitos (McGrall & O’Neil, 2013). 

Estudos mais promissores têm demonstrado o uso de Wolbachia, uma bactéria 

intracelular que vive naturalmente em alguns insetos e que é transmitida da fêmea 

para prole, afetando a reprodução. A Wolbachia wMelPop possui esta característica 

e, atualmente, tem sido utilizada em estudos de controle vetorial (Hoffmann et al., 

2011; Macgrall & O’Neil, 2013; Schmidt, 2017). 

A Secretaria de Saúde do RJ, adotou em 2013, o uso do peixe Poecilia 

reticulata, também conhecido como barrigudinho para o controle vetorial em 

criadouros, uma vez que estes evitam o desenvolvimento das larvas do mosquito, se 

alimentando de matéria orgânica (Portal Brasil, 2016). 

1.8.1 Vacinas 

O desenvolvimento de uma vacina tornou-se prioritário, devido às dificuldades 

para o controle do mosquito vetor e o crecente número de casos de dengue no 

mundo. Porém, a existência de quatro sorotipos e a falta de um modelo animal que 

reproduza a doença, têm sido fatores limitantes o desenvolvimento de uma vacina 

eficaz (Beaumier et al., 2013).   

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 (Clements et al., 2010; Schmitz et al., 

2011; Coller et al., 2011; Osorio et al., 2015; Kirkpatrick et al., 2015; Screaton et al., 

2016; Guy et al., 2016). 

 Até fevereiro de 2017, a vacina Dengvaxia® ou CYD-TDV da Sanofi Pasteur, 

já havia sido licenciada para uso em 14 países endêmicos (Costa-Rica, El Salvador, 

Guatemala, México, Peru, Bolívia, Paraguai, Venezuela, Indonésia, Filipinas, 

Cingapura, Tailândia, Cambodia e Brasil) e para aplicação em indivíduos entre 9 e 
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45 anos. É uma vacina recombinante quimérica tetravalente atenuada, expressando 

os genes prM e E de cada um dos quatro sorotipos de DENV, inseridos no vírus 

vacinal de febre amarela (Guy et al., 2010).  

Em estudos no Sudeste da Ásia com aproximadamente 10 mil crianças de 2 à 

14 anos e na América Latina, com aproximadamente 21 mil crianças de 9 à 16 anos 

a eficácia, em ambos cenários, foi de 60% contra a doença sintomática. Na América 

Latina, a eficácia sorotipo-específica foi de 50,3% para DENV-1, 42,3% para DENV-

2, 74% para DENV-3 e 77,7% para DENV-4. Na Ásia, a eficácia global foi de 56,5%, 

com seu maior impacto na prevenção na evolução de quadros mais graves e 

hospitalização (Dayan et al., 2013; Capending et al., 2014; Villar et al., 2015; 

Ferguson et al., 2016; Torresi et al.,2017). No entanto, um estudo de “follow-up” com 

35 mil crianças nesta mesma faixa etária destas mesmas regiões, reportou um 

aumento inesperado na incidência de hospitalizações por dengue grave (Hadinegoro 

et al., 2016), indicando que novas avaliações relacionadas à esta vacina, ainda se 

fazem necessárias (Liu et al., 2016; Torresi et al., 2017).  
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2 JUSTIFICATIVA 

No Brasil, DENV-4 reemergiu em 2010 em Boa Vista, Roraima, 28 anos após o 

primeiro isolamento na mesma localidade (Temporão et al., 2010). No Rio de 

Janeiro, DENV-4 foi isolado em residentes em Niterói no ano de 2011 (Nogueira & 

Eppinhaus, 2011) e as atividades de monitoramento da circulação de DENV em 

2011 e 2012 demonstram uma maior proporção de isolamento de DENV-4 no RJ e 

no país (SVS/MS, 2013). Além disso, um estudo realizado por Nunes et al. (2012), já 

confirmou a co-circulação de dois genótipos distintos de DENV-4 no Brasil.    

O estado do RJ tem sido de grande importância epidemiológica para a 

introdução e a dispersão de DENV e, nos últimos 30 anos, foi marcado por extensas 

epidemias. A vigilância virológica visa detectar e monitorar a circulação dos 

sorotipos de DENV no estado, onde já co-circulam DENV-1, DENV-2, DENV-3 e 

DENV-4. A dispersão de DENV no RJ e no território brasileiro, com o aumento nas 

notificações de casos de dengue, dengue grave e óbitos, ressalta a importância da 

vigilância destes agentes no país.  

A presença dos quatro sorotipos virais durante uma epidemia em áreas 

densamente populosas no Brasil é preocupante e já foi descrita em países asiáticos, 

com consequente estabelecimento de regiões hiperendêmicas (Chakravarti et al., 

2012). De fato, a detecção dos quatro sorotipos de DENV sugere hiperendemicidade 

em centros urbanos no Brasil (Villabona-Arenas et al., 2014). 

Diante de uma situação hiperendêmica, uma mudança no padrão 

epidemiológico é esperada e crianças menores de 16 anos irão apresentar um maior 

risco de infecção por DENV (Innis, 1995). No Brasil, esta mudança na faixa etária 

pode ser explicada, em parte, pela imunidade adquirida pelos adultos aos múltiplos 

sorotipos do vírus (Rodriguez-Barraquer et al., 2011) e, desta forma, as infecções 

por dengue em crianças tem um potencial maior de resultar em hospitalizações e 

óbitos (Villabona-Arenas et al., 2014) e já foi reportada durante a emergência de 

DENV-2 em 2007-2008 (Teixeira et al., 2008; Rodriguez-Barraquer et al., 2011). 

O monitoramento de DENV através de um programa de vigilância ativo que 

considera os aspectos clínicos, epidemiológicos, virológicos e laboratoriais, 

principalmente em períodos inter-epidêmicos, pode permitir a detecção da circulação 

viral em período hábil para que sejam evitadas extensas epidemias (Gubler, 1989). 
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Neste contexto, ficou demonstrado que o diagnóstico laboratorial possui um papel 

fundamental no Sistema de Vigilância Epidemiológica, através do monitoramento 

contínuo das infecções. 

O Laboratório de Flavivirus (LABFLA) IOC/ FIOCRUZ, estabelecido desde 1986 

como Centro de Referência Regional de Dengue e Febre Amarela, recebe 

continuamente amostras biológicas de casos suspeitos de dengue durante períodos 

epidêmicos e inter-epidêmicos e tem demostrado que a introdução e emergência 

dos sorotipos podem impactar as populações atingidas (Schatzmayr et al., 1986; 

Nogueira et al., 1993, 2002; 2005; PAHO, 2008; SVS, 2009).  

Com a introdução do novo sorotipo, e devido à susceptibilidade dos indivíduos, 

gerou-se no país um risco de ocorrência de novas epidemias causadas pelo DENV-

4. Neste contexto, estudos sobre esse sorotipo são de grande relevância para uma 

melhor compreensão do impacto deste sobre a população, na ocorrência de casos 

graves e fatais e na sensibilidade do diagnóstico laboratorial. Estudos filogenéticos 

podem revelar a origem geográfica dos vírus e determinantes moleculares de 

virulência em potencial. Dado que a introdução ou re-emergência de novos 

sorotipos/genótipos pode acarretar na ocorrência de epidemias, estudos 

filogenéticos e evolutivos são de grande relevância para avaliar o impacto na 

população. Portanto, neste estudo visamos investigar os aspectos epidemiológicos, 

laboratoriais, clínicos e genéticos de DENV-4, desde a sua emergência à sua 

endemicidade no estado do RJ. 
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3 OBJETIVOS 

3.1  Objetivo Geral 

Descrever aspectos epidemiológicos, laboratoriais, clínicos e virais do DENV-4, 

desde a sua emergência à sua endemicidade no estado do Rio de Janeiro. 

3.2  Objetivos Específicos 

 Descrever a emergência de DENV-4 no RJ durante a co-circulação com os 

demais sorotipos de DENV entre 2010 e 2012; 

 Estabelecer uma estratégia para o aperfeiçoamento da sensibilidade do 

teste de captura de NS1 para o diagnóstico precoce de DENV-4; 

 Avaliar a sensibilidade do teste de captura de NS1 para o diagnóstico 

precoce de DENV-4 em um estudo prospectivo realizado no RJ; 

 Descrever as alterações clínicas e laboratoriais de casos de DENV-4 em 

comparação à casos de DENV-2 relacionadas à gravidade da doença; 

 Analisar os aspectos clínicos, epidemiológicos e laboratoriais de casos 

confirmados de DENV-4 após a sua introdução em área endêmica do RJ; 

 Identificar os genótipos de cepas de DENV-4 isoladas no RJ no período 

estudado. 
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4 RESULTADOS  

Os resultados obtidos na presente tese, serão apresentados sob a forma de 

artigos científicos publicados em revistas científicas indexadas, conforme a seguir:  

4.1 Artigo 1: Impact of the emergence and re-emergence of different dengue 

viruses’ serotypes in Rio de Janeiro, Brazil, 2010 to 2012. (Publicado em Trans R 

Soc Trop Med Hyg 109(4):268-74, 2015. doi: 10.1093/trstmh/trv006). 

4.2 Artigo 2: A simple heat dissociation method significantly increases the ELISA 

detection sensitivity of the nonstructural-1 glycoprotein in dengue type-4 virus 

infected patients (Pulicado em J Virol Methods 204:105-8, 2014. doi: 

10.1016/j.jviromet.2014.02.031). 

4.3  Artigo 3: Increased sensitivity of NS1 ELISA by heat dissociation in acute 

dengue 4 cases (Pubicado em BMC Infect Dis 17: 204, 2017. doi: 

10.1186/s12879-017-2306-z). 

4.4  Artigo 4: Analysis of Clinical and Laboratory Alterations Related to Dengue 

Case Severity: Comparison between Serotypes 2 and 4 in Brazil (Publicado em 

Am. J. Trop. Med. Hyg, 2017. doi: 10.4269/ajtmh.16-0227). 

4.5  Artigo 5: Dengue type 4 in Rio de Janeiro, Brazil: case characterization 

following its introduction in an endemic region (Publicado em BMC Infectious 

Diseases 17:410, 2017. doi: 10.1186/s12879-017-2488-4). 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24747585
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5346260/
https://dx.doi.org/10.1186%2Fs12879-017-2306-z
https://doi.org/10.4269/ajtmh.16-0227
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Artigo 1: Impact of the emergence and re-emergence of different dengue 

viruses serotypes in Rio de Janeiro, Brazil, 2010 to 2012. 

 Objetivo específico: Descrever a emergência de DENV-4 no RJ durante a 

co-circulação com os demais sorotipos de DENV entre 2010 e 2012. 

Situação do Manuscrito: Artigo publicado na revista Transactions of the Royal 

Society of Tropical Medicine and Hygiene. 

Classificação Qualis: Área de Medicina II - B1. 

Referência: Manoela Heringer, Rita Maria R. Nogueira, Ana Maria B. de Filippis, 

Monique R. Q. Lima, Nieli R. C. Faria, Priscila C. G. Nunes, Fernanda B. Nogueira e 

Flávia B. dos Santos. 

Resumo: O estado do Rio de Janeiro (RJ) tem sido de grande importância para a 

epidemiologia dos vírus dengue (DENV) no Brasil. Após as introduções de DENV 1-

4 em 1986, 1990, 2000 e 2011, respectivamente, o estado sofreu epidemias 

explosivas. Pretendemos descrever os aspectos laboratoriais, epidemiológicos e 

clínicos, durante a emergência e re-emergência de distintos sorotipos de DENV em 

um período de 2 anos. Neste estudo, casos suspeitos de dengue (n = 2833), 

incluindo 190 casos fatais, foram submetidos ao isolamento viral, RT-PCR e ELISA 

de captura de antígeno NS1, captura de anticorpos IgM (MAC) -ELISA e IgG-ELISA. 

A confirmação de caso foi de 47,5%. O MAC-ELISA confirmou 32,6% dos casos, a 

RT-PCR confirmou 56,3%, DENV foi recuperado em 33,1% das amostras inoculadas 

e NS1 ELISA confirmou 27,5% dos casos. DENV-2 prevaleceu em 2010, DENV-1 

em 2011 e DENV-4 em 2012, após sua introdução em 2011. Indivíduos infectados 

por DENV-3 e maiores de 65 anos e crianças menores de 15 anos e infectadas por 

DENV-2, tiveram significativamente, um maior risco de desenvolver uma doença 

grave. Os casos fatais confirmados (n = 67) foram devidos a DENV-1 (26,8%), 

DENV-2 (14,9%), DENV-3 (2,9%) e DENV-4 (7,4%). Nosso estudo demonstrou que, 

as emergências ou re-emergências de sorotipos virais distintos, podem 

desempenhar papéis diferentes na epidemiologia da doença, especialmente quando 

muitos sorotipos co-circulam. 
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Artigo 2: A simple heat dissociation method increases significantly the ELISA 

detection sensitivity of the nonstructural-1 glycoprotein in patients infected with 

DENV type-4 

 Objetivo específico: Estabelecer uma estratégia para o aperfeiçoamento da 

sensibilidade do teste de captura de NS1 para o diagnóstico precoce de 

DENV-4. 

Situação do Manuscrito: Artigo publicado na revista Journal of Virological Methods.  

Classificação QUALIS: Área Medicina II - B1. 

Referência: Monique da Rocha Queiroz Lima, Rita Maria Ribeiro Nogueira, Ana 

Maria Bispo de Filippis, Priscila Conrado Guerra Nunes, Carla Santos de Sousa, 

Manoela Heringer da Silva e Flavia Barreto dos Santos. 

Resumo: A forma secretada da glicoproteína não estrutural-1(NS1) do vírus dengue 

(DENV) tem sido proposta como sendo útil ao diagnóstico das infecções por DENV 

em amostras de soro de pacientes. Neste estudo, 471 amostras positivas para 

DENV-4, de pacientes de fase aguda, foram coletadas no período de março de 2011 

a outubro 2012 e analisadas. Os casos primários (n= 228) e secundários (n= 238) de 

DENV-4 foram caracterizados utilizando ELISA de captura de IgM e IgG. A 

sensibilidade do teste ELISA de detecção da NS1 para DENV foi avaliada em 

amostras de soro que não foram pré-tratadas e que foram pré-tratadas por 

dissociação por ácido e térmica, antes da análise, a dissociações ácidas e térmicas 

realizadas nas amostras agudas de infecções primárias e secundárias de DENV-4 

aumentaram significativamente a sensibilidade da detecção da NS1 de 54,4% para 

77,2% e 82% e de 39% para 63,9% e 73,1%, respectivamente. O tratamento de 

amostras de soro de pacientes infectados com DENV utilizando a dissociação 

térmica (100°C durante 5 minutos), demonstrou ser, portanto, útil o aumento na 

sensibilidade do teste NS1 no diagnóstico precoce de DENV-4, principalmente na 

ocorrência de infecções secundárias. 
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Artigo 3: Increased sensitivity of NS1 ELISA by heat dissociation in acute dengue 4 

cases. 

 Objetivo Específico: Analisar a sensibilidade do teste de captura de NS1 

para o diagnóstico precoce de DENV-4 em um estudo prospectivo realizado 

no RJ. 

Situação do Manuscrito: Artigo publicado na revista BMC Infectious Diseases 

Classificação QUALIS: Área de Medicina II - B1  

Referência: Sibelle Nogueira Buonora, Flavia Barreto dos Santos, Regina Paiva 

Daumas, Sonia Regina Lambert Passos, Manoela Heringer da Silva, Monique Rocha 

de Lima e Rita Maria Ribeiro Nogueira. 

Resumo: A dengue é uma doença febril aguda considerada a principal arbovirose 

em termos de morbidade, mortalidade, impacto econômico e disseminação em todo 

o mundo. O Brasil responde pela maior taxa de notificação, com a circulação dos 

quatro sorotipos de dengue. O antígeno NS1 é uma glicoproteína solúvel específica 

altamente conservada de dengue, essencial para replicação viral e viabilidade, que 

pode ser detectada de 0 a 18 dias após o início da febre (pico dos primeiros 3 dias). 

Ela induz uma forte resposta humoral e é conhecida como um antígeno de fixação 

de complemento. A menor sensibilidade ao teste NS1 ocorre em infecções 

secundárias de dengue provavelmente devido à formação do complexo imune que 

prejudica a detecção de antígeno por ELISA. Neste estudo, comparamos a 

sensibilidade do ELISA NS1 em amostras dissociadas com calor e não dissociadas 

de 156 casos de DENV-4 aguda confirmados por RT-PCR e de 362 pacientes 

recrutados prospectivamente. As infecções secundárias por DENV-4, representaram 

83,3% dos casos. O NS1 ELISA foi positivo em 42,5% e indeterminado em 10. 2% 

dos casos de DENV-4. Após a dissociação térmica, 7 amostras negativas e 16 

indeterminadas tornaram-se positivas, aumentando a sensibilidade geral do teste 

para 57,7%. Embora demorado, quando comparado aos testes 

imunocromatográficos rápidos e de requer o uso de equipamentos laboratoriais 

específicos, o ELISA NS1 combinado com dissociação térmica pode ser uma 

alternativa para o aperfeiçoamento da sensibilidade na triagem de casos suspeitos 

de DENV-4.  

https://bmcinfectdis.biomedcentral.com/
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Artigo 4: Analysis of Clinical and Laboratory Alterations Related to Dengue Case 

Severity: Comparison Between Serotypes 2 and 4 in Brazil 

 Objetivo Específico: Descrever as alterações clínicas e laboratoriais de 

casos de DENV-4 em comparação à casos de DENV-2 relacionadas à 

gravidade da doença. 

Situação do Manuscrito: Artigo publicado na revista J Virological Methods. 

Qualificação QUALIS: Área de Medicina II - B1 

Referência: Nieli Rodrigues da Costa Faria, Victor Edgar Fiestas Solorzano, Luiz 

José de Souza, Rita Maria Ribeiro Nogueira, Fernanda de Bruycker-Nogueira, Thaís 

Chouin-Carneiro, Jaqueline Bastos Santos Simões, Monique da Rocha Queiroz 

Lima, Luzia Maria de Oliveira Pinto, Claire Fernandes Kubelka, Manoela 

Heringer, Elzinandes Leal de Azeredo e Flavia Barreto dos Santos. 

Resumo: O aumento dos casos graves de dengue causou grande impacto na saúde 

pública e tem preocupado as autoridades dos países onde a doença é endêmica e 

as epidemias atingem altas proporções. O reconhecimento dos sinais de progressão 

desta doença grave durante a fase febril inicial pode ser difícil, uma vez que os 

sintomas são frequentemente indistinguíveis de outras doenças febris. O objetivo 

deste estudo foi avaliar as manifestações clínicas e os achados laboratoriais em 

pacientes de dois surtos de dengue, um causado, prevalentemente por DENV-2 e 

um por DENV-4, e sua associação com a gravidade da doença. O estudo foi 

realizado em pacientes (n = 153) com sinais e sintomas consistentes com a dengue, 

durante, 2010 e 2013, na cidade de Campos dos Goytacazes, no Rio de Janeiro, 

Brasil. De acordo com os critérios da Organização Mundial da Saúde de 2009, os 

pacientes foram classificados como dengue sem sinais de alerta ([DsSA] 60,6%, 

57/94), dengue com sinais de alerta ([DcSA] 30,9%, 29/94) e DG (4,25% 4/94). 

Pacientes com DcSA / DG apresentaram menor contagem de plaquetas e leucócitos 

e maiores níveis de transaminases quando comparados aos DsSA. Curiosamente, 

os pacientes da epidemia de 2010 causados por DENV-2 apresentaram menor 

contagem de plaquetas do que pacientes da epidemia de 2013 causada por DENV-

4. Além disso, extravasamento plasmático, sangramento gastrointestinal e derrame 

pleural, características para uma doença mais grave, também foram observados 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24747585
http://www.ajtmh.org/search?value1=Nieli+Rodrigues+da+Costa+Faria&option1=author&noRedirect=true
http://www.ajtmh.org/search?value1=Victor+Edgar+Fiestas+Solorzano&option1=author&noRedirect=true
http://www.ajtmh.org/search?value1=Luiz+Jos%C3%A9+de+Souza&option1=author&noRedirect=true
http://www.ajtmh.org/search?value1=Luiz+Jos%C3%A9+de+Souza&option1=author&noRedirect=true
http://www.ajtmh.org/search?value1=Rita+Maria+Ribeiro+Nogueira&option1=author&noRedirect=true
http://www.ajtmh.org/search?value1=Fernanda+de+Bruycker-Nogueira&option1=author&noRedirect=true
http://www.ajtmh.org/search?value1=Tha%C3%ADs+Chouin-Carneiro&option1=author&noRedirect=true
http://www.ajtmh.org/search?value1=Tha%C3%ADs+Chouin-Carneiro&option1=author&noRedirect=true
http://www.ajtmh.org/search?value1=Jaqueline+Bastos+Santos+Sim%C3%B5es&option1=author&noRedirect=true
http://www.ajtmh.org/search?value1=Monique+da+Rocha+Queiroz+Lima&option1=author&noRedirect=true
http://www.ajtmh.org/search?value1=Monique+da+Rocha+Queiroz+Lima&option1=author&noRedirect=true
http://www.ajtmh.org/search?value1=Luzia+Maria+de+Oliveira+Pinto&option1=author&noRedirect=true
http://www.ajtmh.org/search?value1=Claire+Fernandes+Kubelka&option1=author&noRedirect=true
http://www.ajtmh.org/search?value1=Manoela+Heringer&option1=author&noRedirect=true
http://www.ajtmh.org/search?value1=Manoela+Heringer&option1=author&noRedirect=true
http://www.ajtmh.org/search?value1=Elzinandes+Leal+de+Azeredo&option1=author&noRedirect=true
http://www.ajtmh.org/search?value1=Flavia+Barreto+dos+Santos&option1=author&noRedirect=true
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mais frequentemente nesses casos. Embora estudos anteriores tenham relatado 

amplamente a ampla gama de aspectos clínicos da dengue, a caracterização de 

DENV-4 é desejável, considerando o custo da doença durante as epidemias, 

especialmente para as unidades de saúde e os hospitais que realizam a abordagem 

do paciente. 
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Artigo 5: Dengue type 4 in Rio de Janeiro, Brazil: case characterization following its 

introduction in an endemic region. 

 Objetivos Específicos: Descrever os aspectos clínicos, epidemiológicos 

e laboratoriais de casos confirmados de DENV-4 após a sua introdução 

em área endêmica do RJ; e os genótipos de cepas de DENV-4 isoladas no 

RJ no período estudado. 

Situação do Manuscrito: Artigo publicado na revista BMC Infectious Diseases 

Classificação QUALIS: Área de Medicina II – A1. 

Referência: Manoela Heringer, Thiara Manuele A Souza, Monique da Rocha Q 

Lima1, Priscila Conrado G Nunes, Nieli Rodrigues da C Faria, Fernanda de 

Bruycker-Nogueira, Thaís Chouin-Carneiro, Rita Maria R Nogueira e Flavia Barreto 

dos Santos. 

Resumo: Devido à susceptibilidade das populações, a introdução de DENV-4 em 

2010, levou à ocorrência de epidemias explosivas nos anos seguintes no Brasil. Em 

2011, DENV-4 foi identificado no Rio de Janeiro (RJ) e prevaleceu em 2012 e 2013. 

Neste estudo, visamos caracterizar os aspectos clínicos, epidemiológicos e 

laboratoriais dos casos de DENV-4, após esta introdução do sorotipo em um cenário 

endêmico. Métodos: casos com suspeita de dengue (n = 3727) foram recebidos e 

analisados de janeiro de 2011 a dezembro de 2013, durante os surtos ocorridos em 

RJ, no Brasil. As amostras foram submetidas a métodos virológicos, sorológicos e 

moleculares para confirmação laboratorial. Casos de DENV-4 (n = 705) foram 

caracterizados de acordo com o tipo de infecção, gravidade da doença, viremia e 

antigenemia de NS1.Cepas representativas foram sequenciadas parcialmente para 

genotipagem. Resultados: DENV-4 foi identificado em 44,2% (705/1593) de casos 

de dengue, e o vírus foi isolado em 48,7% dos casos. A IgM anti-DENV foi detectada 

em 39,4% dos casos, porém uma maior detecção foi observada em casos com ≥ 4 

dias de sintomas (57,0%). O antígeno NS1 foi identificado em 41,5% dos casos de 

DENV-4, no entanto, após a dissociação de imune complexos, a detecção aumentou 

significativamente (87,6%). As mulheres foram mais afetadas do que os homens, 

assim como as crianças entre 11 e 15 anos de idade. Os casos primários foram mais 

frequentemente observados do que os secundários e a maioria deles foi classificada 
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como dengue sem sinais de alerta. Não foram observadas diferenças na 

antigenemia NS1 e na viremia dentre os grupos. Apesar da maior frequência de 

doença grave em indivíduos com 65 anos de idade, não foram observadas 

diferenças entre os grupos e o tipo de infecção. No entanto, os casos fatais de 

DENV-4 foram mais frequentes em infecções secundárias (57,1%). O Genótipo II foi 

identificado, com uma provável origem da Venezuela e Colômbia. Conclusões: Foi 

demonstrado que o diagnóstico laboratorial ainda é uma ferramenta confiável para a 

vigilância da doença, detectando e confirmando epidemias emergentes. Apesar da 

ocorrência de infecções secundárias, a maioria dos casos de DENV-4 apresentou 

doença branda. Como o RJ é endêmico para a dengue, esperam-se altas taxas de 

infecções secundárias. Apesar da existência de dois genótipos, apenas o Genótipo II 

foi identificado em nosso estudo. 
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5 Discussão  

5.1 Emergência de DENV-4 no RJ durante a co-circulação com os demais 

sorotipos de DENV entre 2010 e 2012: 

O Laboratório de Flavivírus (LABFLA/IOC) do Instituto Oswaldo Cruz, como 

Laboratório Regional de Referência de Diagnóstico de Dengue para o Ministério da 

Saúde, vem apoiando o programa de vigilância da dengue no estado do RJ, desde a 

primeira confirmação do caso de dengue em abril de 1986, quando DENV- 1 foi 

isolado durante um surto de doença exantemática no município de Nova Iguaçu. 

Desde então, o RJ tem sido de grande importância na epidemiologia da doença no 

país, com a introdução de DENV-2 em 1990 no município de Niterói (Nogueira et al., 

1990) e DENV-3 em 2000, novamente no município de Nova Iguaçu (Nogueira et al., 

2001; Nogueira et al., 2002). Apesar da introdução de DENV-4 em Roraima em 

2010, e sua disseminação para outros estados do país em janeiro de 2011 

(Nogueira, 2011), DENV-1 foi o sorotipo mais prevalente e responsável por 

epidemias com mais de 2 milhões de casos relatados no Brasil em 2010 e 2011. No 

entanto, no RJ, o ano de 2010 foi caracterizado por uma baixa atividade da doença, 

quando comparado com os anos subsequentes, com 29.824 notificações. Em 2011, 

o número de casos aumentou em mais de 100% (76.404) e em 2012, mais de 200% 

em relação a 2010, com 184.123 casos notificações (SES/SINAN, 2014).  

 Em 2010, os casos suspeitos de dengue recebidos pelo Laboratório de 

Flavivírus, IOC / FIOCRUZ constituíram 1,6% dos casos relatados no estado. Em 

2011 e 2012, 1,4% e 0,6% dos casos relatados no estado de RJ, respectivamente, 

foram analisados em laboratório e essa amostragem refletiu as características das 

epidemias no estado. A área metropolitana foi responsável pela maioria dos casos 

ocorridos durante o período estudado, principalmente nos municípios de Rio de 

Janeiro e Niterói. Esta região tem uma alta densidade populacional e grande tráfego 

de pessoas, o que explica em parte a concentração dos casos estudados (Teixeira 

et al., 2008). Outro fator que pode ter influenciado nesses números é o fato do 

LABFLA receber amostras principalmente destas regiões. 

 Quase metade dos casos suspeitos de dengue analisados no período de 

2010 a 2012 (47,5%; 1323/2833) foram confirmados utilizando qualquer das 

metodologias realizadas para diagnóstico da dengue, na rotina do laboratório. Em 
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um estudo retrospectivo, a confirmação de casos de dengue pelo Laboratório de 

Flavivírus, IOC / FIOCRUZ ao longo de um período de 25 anos, usando qualquer 

dos métodos disponíveis, foi de 33,8% (dos Santos et al., 2013). A investigação de 

casos suspeitos de dengue entre 2007 e 2013 no Rio Grande do Sul por qualquer 

um dos métodos sorológicos e/ou molecular utilizados, confirmou 21% (2046/9779) 

dos casos (Tumioto et al., 2014). 

Houve um aumento significativo (p < 0,001) na taxa de confirmação desses 

casos durante o período de estudo, principalmente nos municípios de RJ e Niterói, 

acompanhando o aumento das notificações durante todo o período no estado. Em 

2011, o número de casos no estado representou 21,6% do número de casos 

notificados no país.  

Apesar da emergência de DENV-1 em 2009, este estudo demonstrou que 

DENV-2 ainda era o sorotipo prevalente em 2010. A reemergência de DENV-1 foi 

evidente em 2011, quando este sorotipo foi responsável por quase metade dos 

casos confirmados. Neste ano, observamos o primeiro caso de DENV-4 no estado, 

dispersando para todo estado no ano seguinte, caracterizando o maior causador dos 

casos de dengue confirmados no nosso estudo no ano de 2012. 

Os métodos sorológicos ainda são a ferramenta mais útil para o diagnóstico 

da doença durante as epidemias, como observado desde a sua implantação em 

1986. Naquele ano, 68,7% dos casos testados por MAC-ELISA foram confirmados 

(Nogueira et al., 1988). Dos casos recebidos no LABFLA/IOC entre 2010 e 2012, 

32,6% dos casos testados foram confirmados. Em estudo realizado por Macedo et 

al. (2013) em casos suspeitos ocorridos entre 2004 e 2008, o teste confirmou 23% 

dos casos analisados. 

No Rio Grande do Sul, área de baixa incidência para DENV, o MAC-ELISA foi 

a metodologia que mais contribuiu para a investigação de casos suspeitos entre 

2007 e 2013 (18,9%;1846/9779) (Tumioto el al. 2014). 

No nosso estudo, o ano de 2011 apresentou maior percentual de positivos por 

MAC-ELISA (37,5%; 231/615), seguido pelo ano de 2012, com 27,2% (111/408) e, 

quando houve maior prevalência de infecção por DENV-4, porém não houve 

diferença significativa entre as epidemias,  
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Na investigação de métodos de diagnóstico laboratorial para confirmação de 

dengue em Belo Horizonte, durante epidemia ocorrida em 2011, o MAC-ELISA 

confirmou 80,4% (100/124) dos casos suspeitos convalescentes investigados 

(Ferraz et al., 2013). A confirmação de casos por MAC-ELISA pode estar 

diretamente relacionada ao período de coleta da amostra (Singla et al., 2016; 

Peeling, 2017). 

Foi possível identificar a circulação dos quatro sorotipos em 33,1% dos casos 

analisados no período de 2010 a 2012, utilizando o isolamento viral em cultura de 

células de mosquito Ae albopictus clone C6/36. Em 2012, comparando aos anos 

anteriores, observamos uma diminuição na proporção de número de casos 

confirmados/testados para isolamento, mesmo ano que observamos a maior 

circulação de DENV-4.  

Em Cuiabá, Mato Grosso, nos anos de 2011 e 2012, DENV-4 e DENV-1 

foram os sorotipos isolados em 24,8% (150/604) e 3,1% (19/604) dos casos 

suspeitos investigados, respectivamente (Heinen et al,. 2015). Este percentual de 

isolamento de DENV-4, corrobora o observado na investigação de casos inoculados 

no Rio Grande do Norte, entre 2010 e 2012, quando 27% (87/1433) dos casos foram 

isolados. DENV-4 foi introduzido no RN em 2011 e foi o sorotipo prevalente em 2012 

(Branco et al., 2015). 

Em 1986/1987, quando foi relatado o primeiro surto de DENV-1, a 

porcentagem de isolamento do vírus foi de 41,2%. A co-circulação deste sorotipo 

com DENV-2 em 1990/1991 foi identificada por isolamento viral em 16,7% dos casos 

testados. Em 1995/1996 e 1998, DENV-1 e DENV-2 foram isolados em 9,8% e 

18,4% dos pacientes, respectivamente (Nogueira et al., 1999). Entre 2004 e 2006, a 

baixa atividade de DENV foi caracterizada pela baixa porcentagem de isolamento 

viral (0,35 a 1,1%). No entanto, a reemergência de DENV-2, resultou em uma maior 

porcentagem de isolamento viral em 2007 e 2008 (5,7% e 10%, respectivamente) 

(Macedo et al., 2013).  

Embora o método de isolamento viral seja considerado o padrão-ouro para o 

diagnóstico de dengue, a sensibilidade da detecção molecular do genoma viral 

oferece uma grande vantagem nos períodos epidêmicos, conforme demonstrado 

pelos resultados aqui apresentados.  
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A RT-PCR permitiu a detecção viral em 56,3% dos casos testados no período 

de 2010-2012, com 91,0% (183/201) de confirmação. No entanto, é preciso ressaltar 

que, a alta taxa de positividade obtida neste estudo pode ser o resultado dos 

critérios de seleção das amostras utilizados em LABFLA / IOC, FIOCRUZ para 

realização de RT-PCR e isolamento viral, que inclui o teste de amostras na fase 

febril aguda (até o 5º dia dos sintomas) e, em muitos casos, previamente 

selecionados e positivos para o antígeno NS1. Contudo, estudos anteriores 

demonstraram a utilidade da RT-PCR na confirmação de casos e na identificação do 

sorotipo infectante quando o isolamento do vírus não foi possível (Miagostovich et 

al., 1997; De Paula et al., 2002; dos Santos et al., 2013; Tumioto et al. 2014) ou em 

casos negativos para o teste de NS1 (Sea et al., 2013). 

Mesmo em regiões de baixa circulação viral, como no Rio Grande no Sul, que 

teve seu primeiro caso autóctone de dengue em 2007, a RT-PCR é uma 

metodologia importante para a vigilância da doença. Naquele estado, mesmo com 

baixa prevalência, o método identificou 1,7% (175/9779) dos casos investigados 

entre 2007 e 2013, quando comparado à investigação por isolamento viral (0,25%; 

25/9779) (Tumioto et al., 2014). 

Na epidemia ocorrida em Belo Horizonte em 2011, a RT-PCR em tempo real 

utilizada identificou a co-circulação dos quatro sorotipos de DENV, com uma maior 

prevalência de DENV-1 (73,2%), seguido de DENV-3 (10,1%), DENV-2 (5,8%) e de 

DENV-4 (2,9%), recém introduzido. Co-infecções por DENV-1/3, também foram 

identificadas em dois casos (Ferraz et al., 2013). 

Em regiões de circulação de outros arbovírus, como o Amazonas, o RT-PCR 

também se mostrou de grande importância para a investigação de casos suspeitos 

de dengue em 2011. O sorotipo infectante de DENV foi determinado em 38,4% 

(260/677) dos casos investigados, sendo DENV-2 o sorotipo predominante 

(46.2%;120/260), seguido de DENV-4 (29%; 77/260), DENV-1 (10.0%; 26/260) e 

DENV-3 (9.2%; 24/260). O método também permitiu a determinação de distintas co-

infecções por DENV (DENV-2/4 em 2.3%, DENV-1/4 em 1.9% e DENV-1/2 e DENV-

3/4 em 0,4% dos casos) (Martins et al., 2014).      

A introdução de DENV-4 também foi investigada na Bahia e, casos suspeitos 

ocorridos entre 2011 e 2012, foram submetidos ao RT-PCR, que confirmou a 
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infecção em 43,4% (93/214), sendo 82,2% por DENV-4, 14% por DENV-2 e 3,2% 

por DENV-3 (Campos et al., 2015). 

A RT-PCR também se mostrou importante na investigação de casos de 

DENV-4 que estavam sendo subnotificados em Sergipe em 2011 e 2012, devido à 

falta de sensibilidade dos testes da captura de NS1 utilizados como método de 

triagem (Sea et al., 2013). 

Em Cuiabá, o RT-PCR confirmou o sorotipo infectante em 54,8% dos casos 

604 investigados entre 2011 e 2014, DENV-1 (n=15), DENV-3 (n=1) e DENV-4 

(n=305) foram os sorotipos identificados, assim como co-infecções por DENV-

1/DENV-4 (n=9) e DENV-2/DENV4 (n=1) (Heinen et al,. 2015). No entanto, um 

menor percentual de positividade foi observado na investigação de casos suspeitos 

ocorridos no Rio Grande do Norte entre 2010-2012, quando 24,1% (194/804) foram 

confirmados por esta metodologia (Branco et al., 2015). 

A introdução e emergência de DENV-4, também ficou evidente em um estudo 

realizado no Guarujá em São Paulo em 2012 -2013, quando 96.2% casos 

identificados por RT-PCR, foram por este novo sorotipo (Villabona-Arenas et al., 

2016). 

Na Paraíba, a investigação de casos suspeitos de entre 2007 e 2015, 

identificou, por RT-PCR, DENV-1 como o sorotipo prevalente no período, apesar da 

co-circulação dos quatro sorotipos em 2013 e 2014 (Guerra-Gomes et al., 2017). 

 A atual situação de co-circulação de múltiplos sorotipos de DENV, assim 

como de outros arbovirus que compartilhar sinais e sintomas semelhantes, com zika 

e chikungunya, ressaltam a importância do diagnóstico diferencial laboratorial. No 

entanto, diante a reação cruzada entre os vírus de uma mesma família, com DENV e 

ZIKV, métodos sorológicos possuem uma limitação de uso. Neste sentido, a 

utilização da RT-PCR se torna de grande relevância para o diagnóstico destas 

infecções.  

Na tríplice epidemia de dengue, zika e chikungunya ocorrida em 2015-2016 

no RJ, a técnica de RT-PCR foi de grande importância na investigação de casos 

suspeitos das três arboviroses. Apesar de nenhum caso de DENV ser confirmado, a 

infecção pelo ZIKV foi identificada em 56,7% e um caso de co-infecção de zika e 

chikungunya foi reportado (Cabral-Castro et al., 2016). 
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O teste de captura de antígeno NS1 é um método sorológico que permite o 

diagnóstico precoce de infecções por DENV, durante o estágio inicial da doença, 

mesmo em laboratórios com recursos técnicos e equipamentos limitados (Andries et 

al., 2012). No LABFLA/IOC, este teste foi introduzido pela primeira vez em 2007 e 

avaliado como um método de diagnóstico alternativo, apresentando sensibilidade de 

89,6% na confirmação dos casos de DENV 1-3 (Lima et al., 2010).  

Em 2008, o Ministério da Saúde do Brasil estabeleceu o teste de captura de 

antígeno NS1 em unidades de sentinela para identificação precoce de casos 

suspeitos em vários estados (Souza et al., 2011). No mesmo ano, o ELISA PlateliaTM 

Dengue NS1 Ag-ELISA confirmou 49% (27/55) dos casos analisados em LABFLA / 

IOC, FIOCRUZ, no entanto, no nosso estudo, a confirmação dos casos foi de 36,5%, 

29,8% e 25% em 2010, 2011 e 2012, respectivamente. A menor taxa no ano de 

2012, pode ser explicado pelo maior número de casos de DENV-4 ocorridos naquele 

ano. Um estudo realizado durante uma epidemia de DENV-4, demonstrou 15% de 

resultados falso negativos para o teste de NS1 e, apontou a necessidade de 

avaliação desta abordagem para o diagnóstico precoce da doença por este sorotipo 

(Colombo et al., 2013).  

A avaliação de estratégias para o aperfeiçoamento da sensibilidade do NS1 

ELISA em casos de DENV-4 será discutida no item 5.2, a seguir. 

A introdução de um novo sorotipo de DENV está associada à ocorrência de 

grandes epidemias e maior proporção de casos graves, pois existem mais indivíduos 

suscetíveis ao novo sorotipo circulante (Rigau-Pérez et al, 2002; Gibson et al., 

2014). Devido à falta de informação sobre os registros de alguns pacientes, a 

classificação dos casos de acordo com os novos critérios da OMS (2009) não foi 

possível. Neste estudo, a hemorragia, o choque, o aumento dos níveis de 

transaminases e o envolvimento do sistema nervoso central foram considerados 

para a classificação do caso grave. 

De 2010 a 2012, 6,9% dos casos confirmados foram classificados como 

casos graves de dengue e nossa observação corrobora os relatos para o estado do 

RJ, onde observou-se uma diminuição no número de casos graves durante uma 

epidemia causada principalmente por DENV-4.  
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Nossos resultados sugeriram um risco significativamente maior de 

desenvolver doenças graves entre as crianças de 15 anos ou menos em 2010 e 

indivíduos com mais de 65 anos de idade em 2011, enquanto que, em 2012, quando 

houve um predomínio de DENV-4, observamos uma distribuição mais homogênea 

entre as faixas etárias. 

A maior confirmação de caso fatal neste estudo, foi observada em 2011, 

quando houve uma circulação prevalente de DENV-1 no estado. Apesar disso, um 

número crescente de óbitos por infecção secundária e devido ao DENV-2 foram 

relatados. No entanto, também foi descrito um aumento de óbitos por infecção 

primária.  

Estudos prévios apontaram que DENV-2 tem sido o sorotipo mais 

frequentemente associado com casos mais graves da doença (Guzman et al., 2002; 

Balmaseda et al., 2006), seguido de DENV-1 e DENV-3 (Harris et al., 2000; Messer 

et al., 2003; Guzman et al., 2006; Balmaseda et al., 2006). DENV-4, por outro lado, 

tem sido associado a quadros clínicos mais brandos, no entanto, já houveram 

relatos de doença grave e fatal (Loroño et al., 1993; Nisalak et al., 2003; Kumara, 

2010; Cecilia et al., 2011; Amâncio et al. 2014). De fato, DENV-4 têm sido 

associados com um aumento na gravidade da doença quando ocorre durante a 

infecção secundária (Vaughn et al., 2000; Nisalak et al., 2003; Balmaseda et al., 

2006). Neste estudo, apesar de uma diminuição no número de casos fatais em 2012 

quando DENV-4 foi prevalente, óbitos ainda ocorreram. 

Foi a primeira vez que os quatro sorotipos DENV foram relatados 

simultaneamente pela primeira vez no RJ, no entanto, uma das limitações do estudo 

foi o baixo número de casos DENV-3 identificados durante o período.  

Após a introdução do novo sorotipo no país, estudos realizados em outros 

estados, também relataram a co-circulação dos quatro sorotipos de DENV (Andrade 

et al., 2016; Dutra et al., 2017; Guerra-Gomes et al., 2017) que poderá resultar em 

uma situação hiperendêmica, principalmente nos centros urbanos do país 

(Villabona-Arenas et al., 2014). Ressalta-se ainda que, este fato pode levar à co-

infecção por distintos sorotipos (Ferraz et al., 2013; Martins et al., 2014; Heinen et 

al., 2015; Andrade et al., 2016; Dutra et al., 2017).  
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A dengue tornou-se um grande problema de saúde pública no RJ devido a 

muitos fatores, como a susceptibilidade do hospedeiro humano, emergências e re-

emergências, com circulação alternada de sorotipos, alta infestação de mosquitos e 

fatores ambientais. Nesse cenário, também se tornou evidente que o diagnóstico 

laboratorial tem um papel importante na vigilância da doença, tanto em períodos 

interepidêmicos quanto em epidemias, atuando preventivamente como ferramenta 

para a detecção precoce de casos de suspeitos. Ficou demonstrado neste estudo 

que, as emergências ou re-emergências dos distintos sorotipos virais, pode impactar 

de maneira distinta na epidemiologia da doença, especialmente quando múltiplos 

sorotipos co-circulam. 

5.2 Estabelecimento de uma estratégia para o aperfeiçoamento da 

sensibilidade do teste de captura de NS1 para o diagnóstico precoce de DENV-

4 e análise da sensibilidade em um estudo prospectivo realizado no RJ 

Em casos de DENV-4 recebidos no período de 2011-2013 no LABFLA/IOC e 

previamente confirmados por isolamento e/ou RT-PCR, foi demonstrado que, 

inicialmente, a taxa de detecção do teste de captura de NS1 ELISA PlateliaTM foi de 

46,9%, menor do que a relatada para DENV-4 (89,6%) em pacientes da Guiana 

Francesa (Dussart et al., 2006) ou em amostras de diferentes países (67-91%) 

(Guzman et al., 2010).  

Em Roraima, resultados falso-negativos no teste de captura de NS1 ELISA 

PlateliaTM foram observados em infecções por todos os sorotipos de DENV. No 

entanto, um maior percentual de falso negativos (75%) foi reportado para casos de 

DENV-4 (Acosta et al., 2014). Estas observações corroboram àquelas da 

investigação de casos suspeitos de dengue em Sergipe em 2011 e 2012, quando 

48,7% de amostras negativas para o teste da captura de NS1, foram caracterizadas 

como DENV-4 por RT-PCR (Sea et al., 2013). 

Neste estudo, maiores taxas de confirmação de dengue foram observadas 

quando os resultados do teste de NS1 foram combinados com os obtidos pelo 

isolamento viral ou RT-PCR. O teste de captura de NS1 mostrou uma sensibilidade 

progressivamente aumentada analisando-se amostras coletadas a partir do dia 0 

(51,6%) até o dia 3 (68%, sensibilidade máxima), antes de diminuir gradualmente 

para 38,2%, quando amostras coletadas no dia 7 após o início dos sintomas foram 
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avaliadas. Além disso, uma maior positividade foi observada em casos de infecções 

primárias quando comparadas às secundárias (p = 0,001), corroborando outros 

estudos (Koraka et al., 2003; Kosasih et al., 2013; Allonso et al., 2014; Hermann et 

al., 2014). 

O Brasil vive atualmente, uma situação de hiperendemicidade, com a co-

circulação dos quatro sorotipos de DENV, e consequentemente a ocorrência, cada 

vez maior de casos de infecções secundárias. De fato, a menor sensibilidade dos 

testes de captura de antígeno NS1 em casos de infecção secundária por DENV-4 

observadas neste estudo, vem sendo relatada em outras análises (Sea et al., 2013; 

Colombo et al., 2013; Buonora et al., 2017). 

Títulos elevados do anticorpo IgG no soro de pacientes positivos para DENV-

4 que obtiveram resultados negativos para a detecção de NS1 foram observados. 

Neste contexto, anticorpos de uma infecção prévia, podem formar imunocomplexos 

(antígeno NS1-anticorpo) durante infecções secundárias (1), justificando assim uma 

menor captura da proteína, nestes casos. Desta forma, estratégias para a 

dissociação destes imunocomplexos foram avaliadas neste estudo. 

Um tratamento ácido realizado em amostras de soro de pacientes infectados 

com HIV-1 resultou no aumento da sensibilidade de um ELISA de detecção da 

proteína p24 de HIV-1. No entanto, uma simples dissociação térmica, resultou no 

aumento desta mesma sensibilidade (Schüpbach et al., 1996).  

A realização de um processo de dissociação por tratamento ácido realizado 

em soros de pacientes da Indonésia, aumentou consideravelmente a sensibilidade 

na detecção da glicoproteína NS1 em casos de infecção primária e secundária, de 

64 para 91% e 22% para 93%, respectivamente (2).  Em um estudo subsequente 

realizado na Tailândia, a sensibilidade do Platelia NS1 ELISA aumentou de 63,2% 

para 72%, quando as amostras de soro dos pacientes foram submetidos ao mesmo 

processo de dissociação por tratamento ácido (3). 

 No nosso estudo, a sensibilidade de detecção da NS1 aumentou 

significativamente de 54,4% (124/228) para 77,2% (176/228), após os soros dos 

pacientes com infecção primária por DENV-4 serem submetidos à dissociação ácida 

e para 82% (187/228), depois de terem sido submetidos a dissociação térmica. 

Como esperado, a sensibilidade de detecção utilizando as amostras de soro dos 
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pacientes com infecção secundária por DENV-4 também aumentou 

significativamente, de 39,0% (93/228) para 63,9% (152/238), após a dissociação 

ácida e para 73,1% (174/238) após dissociação térmica.  

A avaliação do teste de PlateliaTM para detecção de NS1 demonstrou baixa 

sensibilidade no diagnóstico precoce de casos de DENV-4. No entanto, a utilidade 

da dissociação térmica para o aumento da sensibilidade do teste de captura de NS1, 

tanto em casos de infecções primária quanto secundárias por DENV-4 foi 

demonstrada e constitui um método ideal, uma vez que pode ser realizada mais 

rapidamente do que o método de dissociação ácida e sem a necessidade da 

utilização de tampões adicionais. 

A sensibilidade do teste de captura de NS1 também foi avaliada em um 

estudo prospectivo. Durante a epidemia de dengue de 2013 no RJ, pacientes 

adultos elegíveis que se apresentaram em uma unidade pública ambulatorial dentro 

de 72h após o início da febre e posteriormente confirmados com infecção por DENV-

4 foram recrutados e amostra de soro coletada. Nesta população, a sensibilidade 

geral do teste de NS1 em casos de DENV-4 foi de 47,8%, semelhante aos 46,6% 

obtidos no estudo anterior, mas inferior à sensibilidade de 58% obtida por Costa et al 

(2014).  

As diferenças nas sensibilidades em infecções primárias e secundárias neste 

caso, antes da dissociação térmica, foram significativamente diferentes 80,9% e 

42,0%, respectivamente. No entanto mesmo influenciando na sensibilidade das 

infecções secundárias, esta ainda foi considerada baixa. 

Uma das importâncias deste estudo é que, por ter sido realizado 

prospectivamente, as amostras foram clinica e laboratorialmente bem 

caracterizadas, coletadas durante um único surto, em uma unidade ambulatorial e 

cenário epidemiológico real, diferente das avaliações com painéis amostrais. 

5.3 Alterações clínicas e laboratoriais de casos de DENV-4 em comparação 

a casos de DENV-2 relacionadas à gravidade da doença 

Os anos de 2010 e 2013 caracterizaram-se por duas das maiores epidemias 

de dengue relatadas no país, quando cerca de 1 e 1,4 milhão de casos foram 

relatados, respectivamente. Além disso, apesar da introdução de DENV-4 em 2010, 
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este sorotipo prevaleceu em 2013 e foi responsável principalmente pelos casos 

brandos (SVS/MS, 2014).  

No nosso estudo realizado no município de Campos dos Goytacazes, região 

norte do estado do RJ, a infecção por dengue foi confirmada em 61,4% (94/153) de 

casos suspeitos ocorridos em duas epidemias distintas em 2010 e 2013, com a 

circulação de DENV-2 e DENV-4, respectivamente, e características hematológicas 

e bioquímicas distintas. 

De acordo com os critérios da OMS de 2009, os pacientes foram classificados 

como DsSA (60,6%, 57/94), DcSA (30,9%, 29/94) e DG (2,1%, 2/94). Em 2010, 

quando DENV-2 foi o sorotipo prevalente, o número de hospitalizações (45,8%) foi 

maior do que durante a epidemia de 2013 (22,9%), corroborando com estudos 

prévios. Foi demonstrado que as infecções causadas por DENV-2 e DENV-3 são 

duas vezes mais propensas a resultar em uma doença mais grave do que a infecção 

por DENV-4 (Fried et al., 2006; Nunes et al., 2016; Rodriguez-Roche et al., 2016). 

 A maioria das internações (80,8%, 21/26) ocorreu na fase aguda da doença, 

entre o 1º e 7º dia após o início da doença e 96,2% (25/26) e foram devidas a 

DCSA/DG. Considerando a situação epidemiológica do país, a caracterização da 

resposta imune é importante, pois as infecções secundárias também estão 

relacionadas a uma doença mais grave (Halstead, 2007; Dutra et al., 2016). De fato, 

neste estudo, 81,9% (77/94) de pacientes apresentaram infecção secundária por 

dengue e, uma alta prevalência de infecções secundárias no país foi relatada em 

altas proporções anteriormente (Nogueira et al., 2002; Guilarde et al., 2008; Honorio 

et al., 2009). 

Ao comparar os parâmetros hematológicos em pacientes com dengue deste 

estudo, observou-se que, independentemente do seu estado clínico, os pacientes da 

epidemia de 2010, causados principalmente por DENV-2, apresentaram menor 

contagem de plaquetas do que os pacientes do ano de 2013, causados 

principalmente por DENV-4. Foi observado que casos de DENV-2 apresentaram 

uma trombocitopenia mais grave do que DENV-4, corroborando o estudo por 

Thomas et al. (2008), que realizaram um estudo retrospectivo comparando sinais e 

sintomas de pacientes infectados com diferentes sorotipos de DENV. 
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A trombocitopenia é uma característica comum em pacientes com infecção 

sintomática por DENV (Deepanjali et al., 2015). Várias hipóteses foram formuladas 

para elucidar os possíveis mecanismos responsáveis pela trombocitopenia na 

dengue. Murgue et al. (1997) sugeriram que o DENV afeta as células progenitoras 

da medula óssea inibindo sua função. Outro estudo relatou que o vírus indiretamente 

diminui a capacidade proliferativa das células hematopoiéticas (Thomas et al., 2008). 

De fato, há evidências de que DENV induziu hipoplasia da medula óssea na fase 

aguda da doença e estudos in vitro demonstraram que DENV-4 se replica em 

células progenitoras da medula óssea humana, alterando sua capacidade 

proliferativa (Nakao et al., 1989; Tsai et al., 2011).   

Outros estudos relataram que a infecção por DENV induz a queda e 

plaquetas devido ao aumento da destruição pelo sistema do complemento, intensa 

liberação de citocinas e apoptose. Além disso, o envolvimento de anticorpos 

antiplaquetários também foi demonstrado (Lin et al., 2006; Hottz et al., 2013; Piza et 

al., 2017). 

Nas epidemias de 2010 e 2013, a leucopenia foi observada em pacientes com 

dengue em comparação com casos de outras doenças febris (ODF). A análise de 

leucócitos de acordo com a classificação clínica, independentemente do ano 

epidêmico, mostrou diminuição da contagem em pacientes com DcSA/DG em 

comparação com DsSA, porém sem diferenças significativas. Na fase inicial da 

doença, em infecções primárias e secundárias, uma diminuição na contagem de 

leucócitos e aumento de linfócitos atípicos pode estar relacionada à supressão de 

células progenitoras a partir da medula óssea (Jameel et al., 2012). 

O envolvimento do fígado é uma das características da infecção por DENV. 

As alterações hepáticas, incluindo a hepatomegalia e o aumento das transaminases, 

foram descritas em ambos os casos de dengue e febre hemorrágica da dengue 

(Nguyen et al., 1997; Trunget al., 2010; Trung et al., 2012). Na DG, a ocorrência de 

insuficiência hepática fulminante foi a causa da morte em crianças (Roy et al., 2013). 

Mecanismos de danos no fígado podem estar relacionados aos efeitos diretos do 

vírus ou como consequência da resposta imune do hospedeiro, levando à 

insuficiência circulatória, acidose metabólica, hipotensão, hipoxia e/ou vazamento 

vascular (Itha et al., 2005).   
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Nossos resultados mostraram que 41,5% (39/94) dos pacientes apresentaram 

níveis de transaminases acima do normal, e desses, 51,3% (20/39) eram pacientes 

com DcSA/DG. As variações nos níveis de transaminases durante a dengue não são 

totalmente compreendidas. Neste estudo, não houve diferenças estatísticas 

significativas nos níveis de AST/ALT entre epidemias. 

O reconhecimento das diferenças hematológicas e bioquímicas entre 

pacientes com dengue e outras doenças é de grande importância na identificação de 

pacientes que podem desenvolver doença grave. A fase clínica inicial da dengue é 

muitas vezes confundida com outras doenças febris, gerando dúvidas no momento 

do abordagem clínica e vigilância da doença. No entanto, as diferenças 

hematológicas e os níveis de citocinas podem ser utilizados como uma ferramenta 

precoce para diferenciar dengue de outras doenças febris (Tanner et al., 2008; Piza 

et al., 2017). Além disso, também foi demonstrado que a previsão do possível início 

da trombocitopenia é possível usando algoritmos (Tanner et al., 2008). 

Ao comparar os dados analisados neste estudo, fica evidente uma diferença 

nos achados hematológicos e bioquímicos entre pacientes infectados com DENV-2 e 

DENV-4, além de diferenças formas clínicas da doença entre infecções de DENV-

1/2 e DENV-4. O reconhecimento desses parâmetros ajuda a garantir que medidas 

de suporte possam ser tomadas para prevenir o aumento da morbidade e 

mortalidade por dengue. No entanto, estudos adicionais são necessários para um 

melhor conhecimento dos fatores que podem afetar o manejo dos pacientes durante 

as epidemias de dengue, especialmente em áreas tropicais onde os recursos 

médicos são deficientes e onde tais epidemias podem gerar grandes impactos 

econômicos. 

5.4 Aspectos clínicos, epidemiológicos e laboratoriais de casos 

confirmados de DENV-4 após a sua introdução em área endêmica do RJ e 

genotipagem das cepas isoladas 

Em 2011, o primeiro isolamento de DENV-4 no RJ de casos ocorridos no 

município de Niterói, resultou na emergência deste sorotipo no estado em 2012. No 

mesmo ano, mostrou-se, pela primeira vez, a co-circulação dos quatro sorotipos de 

DENV no estado, no entanto, nos anos de 2012 e 2013, DENV-4 foi responsável 

pelo maior número de casos.  
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Seguindo-se a introdução de DENV-4 no RJ, neste estudo, foram analisados 

casos suspeitos de dengue (n=3727) ocorridos entre 2011 e 2013. Neste cenário, 

visou-se então, caracterizar o tipo de infecção, gravidade da doença, viremia e 

antigenemia de NS1 dos casos de DENV-4 (n=705) ocorridos em uma região 

endêmica para a doença. 

De fato, neste estudo, DENV-4 representou 44,2% (705/1.593) dos casos 

confirmados por isolamento viral e/ou RT-PCR. 

IgM anti-DENV foi detectado em 39,4% dos casos e o baixo percentual de 

confirmação foi, provavelemente, devido à natureza aguda dos casos selecionados 

para análise. Para caracterização do sorotipo infectante por RT-PCR e/ou 

isolamento viral, os casos são analisados até 7 dias após o início dos sintomas, 

onde há a viremia. De fato, durante períodos epidêmicos, os casos analisados por 

estas metodologias, são àqueles, preferencialmente até o quarto dia após a febre, 

para uma maior probabilidade de confirmação. No entanto, quando a análise de IgM 

considerou casos com ≥ 4 dias, a taxa de detecção do MAC-ELISA foi de 57,0%. 

O antígeno NS1 foi identificado em 41,5% dos casos de DENV-4, no entanto, 

após a dissociação térmica, a detecção aumentou significativamente (87,6%). A 

baixa sensibilidade dos testes de NS1 para o diagnóstico de DENV-4 foi 

extensivamente discutido no item 5.2 e abordada em vários estudos prévios (Dussart 

et al., 2006; Guzman et al., 2010; Sea et al., 2013; Amâncio et al.,2014, Acosta et 

al., 2014), assim como o aumento desta, após a desnaturação dos imuno-complexos 

(Lima et al., 2014; Buonora et al., 2017). 

Mulheres e crianças menores de 15 anos foram mais acometidas por DENV-4 

e, devido à recente introdução deste sorotipo no estado em 2011 (Nogueira & 

Eppinhaus, 2011), infecções primárias foram mais frequemente observadas do que 

secundárias e classificadas como dengue sem sinais de alerta.  Conforme discutido 

previamente, DENV-4 é um sorotipo que tem sido associado a quadros clínicos mais 

brandos, apesar da possibilidade de ocorrência de doença grave e fatal (Nisalak et 

al., 2003; Kumara, 2010; Cecilia et al., 2011; Amâncio et al. 2014). 

 Em nosso estudo a hemorragia, o choque, o aumento dos níveis de 

transaminases e o envolvimento do sistema nervoso central foram considerados 

para classificação de casos graves. No estudo, 3,2% dos casos confirmados por 
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DENV-4 foram classificados como dengue grave e 12,8% como dengue com sinais 

de alerta. Observamos que, a dor abdominal é um sinal de alerta importante em 

relação à evolução da doença e que pode ajudar no manejo correto do paciente e, 

assim, evitando aumento da gravidade e desfecho fatal. A inclusão dos sinais de 

alerta, como dor abdominal, na nova classificação de casos de dengue proposta 

pela OMS (2009) teve como objetivo a otimização da abordagem clínica dos casos 

e, enfatiza o reconhecimento destes sinais como um marcador de risco para a 

evolução do caso para um quadro mais grave. De fato, dor abdominal tem sido um 

marcador indicativo de agravamento do caso em adultos e crianças (Wichmann et 

al., 2011; Giraldo et al., 2011; Tomashek et al., 2012; Correa et 2016). 

Além disso, estudos já demonstraram que a nova classificação é fácil de ser 

aplicada e pode ser utilizada prospectivamente (Barniol et al., 2011; Horstick et al., 

2014). Devido ao pequeno número de casos graves disponíveis neste estudo, não 

foi realizada análise estatística sobre a gravidade da doença. 

Apesar de uma maior frequência de casos graves em maiores de 65 anos, 

não foram observadas diferenças significativas entre os grupos analisados e tipo de 

infecção.  

 Estudos prévios demonstram que os níveis de NS1 no início da infecção por 

DENV, além da alta viremia, podem estar associados à patogênese da doença 

(Libraty et al., 2002; Simmons et al., 2012; Muller and Young, 2013; Puerta-Guardo 

et al., 2016). Porém, no nosso estudo, a antigenemia de NS1 em casos de DENV-4, 

não mostrou diferenças entre os níveis de NS1 de dengue sem sinais de alerta, 

dengue com sinais de alerta ou dengue grave, dados que corroboram com estudos 

anteriores (Allonso et al., 2014). Também não foram observadas diferenças 

significativas entre a viremia em dengue clássico e casos graves, o que não 

corroborou estudos anteriores analisando outros sorotipos (Vaughn et al., 2000; de 

Araújo et al., 2002; Endy et al., 2004). Porém, a mesma falta de associação entre 

uma alta viremia e antigenemia foi descrita em um estudo com crianças com dengue 

brando e grave. As crianças apresentando infeção primária apresentaram alta 

viremia e antigenemia, contudo estes parâmetros não foram associados a gravidade 

clínica (Perdomo-Celis et al., 2017).  
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Uma limitação do presente estudo foi o pequeno tamanho da amostra de 

casos graves. Além disso, a coleção de amostragem representa a primeira visita do 

paciente à unidade de saúde e a informação sobre sua progressão para uma doença 

mais grave não se encontra disponível. 

Neste estudo, óbitos em casos de DENV-4 (n=14) foram confirmados no 

período estudado, sem diferença significativa entre os grupos relacionados, pois o 

número amostral foi pequeno. Apesar disso, foi observado que os casos fatais por 

DENV-4 foram mais frequentes em casos de infecção secundária (57,1%). A 

ocorrência de casos graves e fatais durante infecções secundárias, apoiam o papel 

do ADE e da teoria do “pecado original” na patogenia das infecções pelos DENV 

(Sangkawibha et al., 1984; Screaton et al., 2015). 

 Cepas representativas de DENV-4 isoladas de 2011 a 2013, após a 

introdução do sorotipo e dispersão no RJ, foram parcialmente sequenciadas neste 

estudo, e a análise filogenética demonstrou que elas pertencem ao genótipo II, 

apesar da descrição no estado, dos genótipos I e II (Campos et al., 2013). Com base 

em estudos prévios, o tamanho da amostragem selecionado aqui, é confiável para 

esta análise, considerando a duração da epidemia, o local e a característica de baixa 

mutação de DENV (De Araújo et al., 2002; Temporão et al., 2011).  

As cepas do genótipo II de DENV-4 isoladas durante o surto de 1982 em 

Roraima, no norte do Brasil, não se dispersaram para os demais estados naquela 

ocasião (Osanai et al., 1983). No entanto, este genótipo foi mais uma vez detectado 

em Roraima em 2010, circulando pela América Central, Nordeste da América do Sul 

e Caribe (Acosta et al., 2011). 

 De acordo com Temporão et al. (2011), essas cepas do genótipo II eram 

geneticamente distintas das isoladas na década de 1980 em Roraima, e 

demonstraram uma origem provável à partir da Venezuela e da Colômbia. No 

entanto, Nunes et al. (2012) analisando sequências completas e parciais de DENV-4 

isoladas no Brasil, identificaram a circulação de dois genótipos (I e II) distintos.  

 O genótipo II é o mais comumente observado circulando no Caribe e América 

do Sul, incluindo o Brasil (de Souza et al., 2011; Nunes et al., 2012; Martins et al., 

2014; Branco et al, 2015; Villabona-Arenas et al., 2016; Ramos-Castañeda et al., 

2017). 
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O genótipo I, por outro lado, é representado por cepas isoladas no Norte, 

Nordeste e Sudeste do Brasil, com relação evolutiva com cepas asiáticas (Melo et 

al., 2009; Campos et al., 2013; Pinho et al., 2015). Uma vez que o genótipo II está 

circulando nas Américas por mais de duas décadas, a presença do genótipo I de 

DENV-4, foi de certa forma, inesperada  

Apesar da importância da distribuição de DENV-4, ainda pouco se sabe sobre 

o padrão de dispersão e evolução deste vírus e estudos acerca deste sorotipo, ainda 

são necessários. Diante da complexidade da doença, na qual, fatores clínicos, 

epidemiológicos e virais podem estar envolvidos na patogênese, a vigilância 

continuada dos diferentes sorotipos e genótipos, principalmente em áreas 

hiperendêmicas, como as encontradas no Brasil, se torna de grande importância 

epidemiológica para o conhecimento do impacto destes, sobre a população. 
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6 CONCLUSÕES   

 DENV-4 emergiu no RJ em 2010 durante uma epidemia de DENV-1, 

caracterizando um período de co-circulação dos quatro sorotipos, reportado 

pela primeira vez no estado;  

 Mesmo introduzido em uma população suscetível, DENV-4 foi responsável 

tanto por infeções primárias quanto secundárias e as secundárias não foram 

associadas à casos graves.  

 O teste de NS1 apresentou uma baixa sensibilidade na confirmação de casos 

de DENV-4, tanto em uma avaliação quanto em estudo prospectivo, no 

entanto, a adição de uma etapa de dissociação térmica nas amostras, 

melhorou significativamente a sensibilidade do teste, principalmente nos 

casos secundários.  

 Em Campos dos Goytacazes, RJ, um maior número de hospitalizações foi 

reportado durante a epidemia de 2010 quando DENV-2 circulou, quando 

comparado ao ano de 2013, quando DENV-4 foi prevalente e associado à 

casos mais brandos;  

 Diferenças hematológicas e bioquímicas foram observadas nas infecções por 

DENV-2 e DENV-4. Onde, pacientes infectados por DENV-2 apresentaram a 

contagem de plaquetas menores do que os por DENV-4 e este parâmetro 

pode estar relacionado com um quadro mais grave da doença;  

 Não houve diferença significativa entre DENV-2 e DENV-4 em relação à 

contagem de leucócitos, porém pacientes com DCSA apresentaram menor 

contagem do que aqueles de DSSA;  

 Durante a epidemia de DENV-4 ocorrida em área endêmica em 2012- 2013, 

um baixo número de casos graves foi reportado, apesar do elevado número 

de infecções secundárias;  

 A dor abdominal foi considerado um marcador importante em relação à 

evolução da doença, apesar do reduzido número de casos de DCSA 

analisados neste estudo;  

 Não foram observadas diferenças na antigenemia de NS1 e viremia de casos 

de DENV-4, quando casos sem gravidade foram comparados à casos mais 

graves da doença; 
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 A maioria dos óbitos por DENV-4 ocorridos durante a epidemia de 2012-2013 

foram observados na infecção secundária, ressaltando o cenário endêmico do 

RJ;  

 Apesar da descrição prévia dois genótipos de DENV-4 no RJ, o genótipo II foi 

o único identificado nas cepas analisadas neste estudo. 
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8 ANEXOS  

8.1 Artigo 1: A review on dengue diagnosis and epidemiology by a regional reference 

laboratory from 1986 to 2011, Rio de Janeiro, Brazil.    

Situação do manuscrito: Artigo publicado no Dengue Bulletin   

Referência: Flavia Barreto dos Santos, Ana Maria Bispo de Filippis, Eliane Saraiva 

Machado de Araújo, Monique da Rocha Queiroz Lima, Fernanda de Bruycker 

Nogueira, Nieli Rodrigues da Costa Faria, Jaqueline Bastos Santos Simões, Simone 

Alves Sampaio, Priscila Conrado Guerra Nunes, Manoela Heringer da Silva, Dinair 

Couto Lima, Rita Maria Ribeiro Nogueira   

8.2 Artigo 2: Biossegurança em transporte de material biológico no âmbito nacional: 

um guia breve  

Situação do manuscrito: Publicado em Rev Pan-Amaz Saude   

Referência: Caio Augusto Martins Aires, Carlos Felipe Machado de Araujo, Mauricio 

Lisboa Nobre, Leonardo Alves Rusak, Ulisses Gonçalves de Assis, Diego Camilo 

Montenegro Lopéz, Vivian da Cruz Franco, Manoela Heringer, Allan Peres da Silva, 
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Referência: Fernanda de Bruycker-Nogueira, Nieli Rodrigues da Costa Faria, Priscila 
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