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RESUMO 
 

O dengue tem se apresentado como um grave problema de saúde pública no Brasil, razão pela 

qual, vários estudos têm sido realizados com o intuito de esclarecer aspectos da 

epidemiologia dessa doença em diferentes localidades, com histórias distintas de circulação 

dos diferentes sorotipos dos vírus dengue (DENV). A implantação de um Programa de 

vigilância entomológica e virológica e, que desde 1986 visa detectar e monitorar a circulação 

dos sorotipos e genótipos DENV, resultou em distintas oportunidades, no isolamento de 

amostras de DENV de vetores e de casos humanos permitindo a caracterização molecular e a 

análise filogenética, fornecendo informações relevantes para a compreensão da interação 

vetor- vírus- humanos. O entendimento da variação genética no vírus quando este replica em 

mosquitos, e como essas variações atuam durante a transmissão entre humanos e mosquitos 

permanecem desconhecidos. Portanto, visando contribuir para um melhor conhecimento dos 

DENV e sua interação com o mosquito vetor, realizamos neste trabalho, a caracterização 

molecular e análise filogenética de DENV isolados de mosquitos naturalmente infectados e 

de casos humanos, provenientes de epidemias ocorridas entre 1986 e 2011 no Brasil. Foi 

demonstrado que os métodos moleculares foram fundamentais por facilitarem a rápida 

identificação dos vírus e consequentemente o monitoramento dos genótipos circulantes. A 

RT-PCR para a triagem de DENV em vetores se mostrou uma ferramenta útil para a 

vigilância virológica, com taxas de detecção que variaram de 0,78% a 25% no período 

estudado. A análise filogenética dos DENV-1 isolados de mosquitos e humanos mostrou que 

o genótipo V (Américas/África) continua o mesmo circulante desde a sua introdução, porém 

foi demonstrada a co-circulação de duas novas linhagens (II e III) no período de 2009 a 2011. 

O sequenciamento do genoma completo de DENV-3 isolado a partir de Ae. aegypti 

naturalmente infectados no Rio de Janeiro (RJ), assim como a análise da região 3´NC de vírus 

isolados em mosquitos e humanos, caracterizou estes vírus como pertencentes ao GIII e 

revelou a presença de inserções e deleções na região 3´NC do genoma. As deleções 

observadas na região 3´NC resultaram em estruturas secundárias porém nem todas as cepas 

com inserções nesta região apresentaram estrutura similar substituições exclusivas à cepa de 

DENV-3 isolada em mosquito foram observadas no gene NS5, incluindo a substituição que 

resultou na formação de um códon de terminação. O teste comercial Simplexa™ Dengue 

Real Time RT-PCR, disponível recentemente, foi utilizado pela primeira vez para detecção 

dos DENV e se mostrou um método molecular alternativo para as vigilâncias entomológica e 

virológica. O RT-PCR em Tempo Real possibilitou, pela primeira vez, a quantificação de 

DENV-1 e DENV-4 em fêmeas individuais naturalmente  infectadas (1,6 x 10
4
 cópias/mL e 

1,08 x 10
3 

cópias/mL, respectivamente). Considerando-se o elevado índice de infestação por 

Ae. aegypti em todo o país, o estudo da caracterização dos DENV circulantes torna-se de 

grande importância no conhecimento da relação vírus-vetor pela análise da variabilidade 

genética, dispersão e persistência de genótipos durante a transmissão destes vírus.  

 

 

 

 



Vigilância virologica dos vírus dengue: genotipagem e caracterização..... 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

ABSTRACT 

 

Dengue has been a major public health problem in Brazil with several studies performed 

aiming to elucidate the disease epidemiology in geographically distinct areas with different 

dengue viruses (DENV) circulation. The establishment of an entomological and virological 

program since 1986 with the objective of detecting and monitoring DENV serotypes and 

genotypes resulted in distinct opportunities in DENV isolation from vectors and human 

cases, allowing the molecular characterization and phylogenetic analysis, providing 

relevant information for the understanding of the vector-virus-humans interactions. The 

understanding of the virus genetic variability when it replicates on mosquitoes and how 

those variations act during the transmission between humans and mosquitoes is not fully 

understood. Therefore, aiming to contribute for a better understanding of DENV and its 

interactions with the mosquito vector, we performed in this study the molecular 

characterization and phylogenetic analysis of viruses isolated from naturally infected 

mosquitoes and human cases, from epidemics occurred between 1986 and 2011 in Brazil. It 

has been shown that the molecular techniques were essential for allowing the rapid 

identification of the viruses and consequently the monitoring of the circulating genotypes. 

The RT-PCR for DENV screening in vectors has shown to be a useful tool for the 

virological surveillance, with detection rates varying from 0.78% to 25% in the studied 

period. The phylogenetic analysis from DENV-1 isolated from mosquitoes and human 

cases showed that genptype V (America/Africa) is still the same genotype circulating since 

this serotype introduction, however it was demonstrated the co-circulation of two distinct 

new viral lineages (II and III) from 2009 to 2011. The complete genome sequencing of a 

DENV-3 isolated from naturally infected Ae. aegypti in Rio de Janeiro (RJ) and the 

analysis of the 3´UTR region from viruses isolated from mosquitoes and humans, has 

characterized those viruses as belonging to genotype III (GIII) and revealed the presence of 

insertions and deletions in the 3´UTR region of the genome. The deletions observed in the 

3´UTR region resulted in similar secondary structures, however not all strains with 

insertions were similar in structure. Exclusive substitutions to the DENV-3 isolated from 

the mosquitoes were observed in NS5, including a substitution leading to a stop codon 

formation. The Simplexa™ Dengue Real Time RT-PCR commercial kit, recently available, 

was used for the first time for DENV detection and it has been shown to be an alternative 

molecular method for the entomological and virological surveillances, The Real Time RT-

PCR has allowed, for the first time the DENV-1 and DENV-4 quantification in single Ae. 

aegypti naturally infected (1.6 x 10
4
 copies/mL e 1.08 x 10

3 
copies/mL, respectively). 

Considering the high Ae. aegypti infestation index in the country, the characterization of 

DENV circulating is very relevant for the understanding of the  virus-vector relations  by 

the analysis of the genetic variability, spread and persistence of genotypes during the 

transmission of those viruses. 
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1.   Introdução 

  

1.1.  Dengue: Aspectos Históricos  

  

Durante a Dinastia Chin, nos anos de 265 a 420 d.C., foram descritos os sintomas de 

uma enfermidade que os chineses chamaram de "veneno da água", associando insetos 

voadores e água. Estes achados foram formalmente editados em uma enciclopédia médica 

chinesa durante a Dinastia Tang, no ano de 610 d.C., e a Dinastia Norte Sung, no ano de 

992 d.C. (Gubler 1998, 2006).  

Os primeiros relatos de grandes epidemias de uma doença que possivelmente tratava-

se de dengue datam de 1779 e 1780 e foram relatadas em três continentes, Ásia, África e 

América do Norte, porém, há registros da ocorrência desta doença no século III. Outros 

possíveis surtos de dengue ocorreram em 1635, nas Índias Ocidentais, e em 1699, no 

Panamá (McSherry 1982).  

 A origem da palavra dengue, segundo Vambery (apud Siler et al 1926), seria do 

árabe arcaico, significando fraqueza (astenia). Nas línguas portuguesa e espanhola, que 

possuem influência moura, existe a palavra dengue significando afetação (Figueiredo e 

Fonseca 1996), referindo-se aos sintomas da doença ou ao comportamento praticado em 

virtude dela. O nome poderia ter surgido em Zanzibar, durante uma epidemia que ocorreu 

em 1870, e estaria relacionado à frase nativa Ki-denga Pepo, que significa pancada ou 

golpe dado por um mau espírito, provocando ataque doloroso semelhante à câimbra 

(Halstead 1971, Figueiredo e Fonseca 1996, Gubler e Kuno 1997).  

  Por outro lado, a origem do vírus dengue (DENV) é objeto de muita discussão. Uma 

das hipóteses seria que o vírus teria evoluído nos mosquitos antes de se adaptar aos 

primatas não humanos e humanos. A transmissão do DENV pelo Aedes (Stegomyia) 

aegypti (Linnaeus 1762) foi demonstrada em 1906 por Bancroft, sendo confirmado por 

estudos subsequentes (Siler et al 1926, Rosen et al 1954). A partir do século XVII, devido 

ao transporte de escravos oriundos da África, o Ae. aegypti foi levado para os demais 

continentes e as epidemias de dengue tornaram-se mais freqüentes e disseminadas (Holmes 

et al 1998).  
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 As primeiras amostras dos DENV foram isoladas em 1944 durante a Segunda 

Guerra Mundial, a partir de soros de soldados que contraíram a infecção em Calcutá 

(Índia), Nova Guiné e Havaí (Sabin 1952). Os vírus provenientes da Índia, do Havaí e de 

uma das cepas de Nova Guiné foram antigenicamente semelhantes e denominados DENV-

1. Atualmente, a cepa Havaí é considerada amostra protótipo. Outras cepas de Nova Guiné 

apresentaram características antigênicas diferentes, permitindo a identificação de outro 

sorotipo, que foi classificado como DENV-2, hoje considerado protótipo. Posteriormente, 

dois novos vírus foram isolados durante uma epidemia ocorrida em Manila (1953). Estes 

vírus foram classificados como DENV-3 e DENV-4 (Hammon et al 1960) e as cepas H87 

(DENV-3) e H241 (DENV-4) consideradas protótipos. 

Foi, contudo, após a II Guerra Mundial que ficou evidente a mudança no 

comportamento da doença. O crescimento populacional, a urbanização descontrolada, a 

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

contribuíram para a expansão geográfica do mosquito transmissor e do vírus, permitindo o 

estabelecimento de uma pandemia que persiste até hoje (Gubler 1997). 

 Do ponto de vista geográfico, o DENV é o arbovírus mais difundido no mundo, 

sendo encontrado em áreas tropicais e subtropicais, em mais de 100 países e onde 2.5 

bilhões de pessoas vivem em áreas endêmicas com a co-circulação de vários sorotipos, 

(Guzman e Kouri 2002, Gubler 2006, Rico-Hesse 2007, Burdino et al 2011).  

 O aumento na incidência e distribuição geográfica do dengue tem levado a 

transmissão do vírus com uma periodicidade marcante em surtos graves em quase todas as 

áreas endêmicas e hiperendêmicas. Essa dinâmica pode ser também constatada a partir da 

análise comparativa de sequências dos genes virais de amostras obtidas, em uma escala 

espaço-temporal. Tais comparações consistem em uma poderosa ferramenta para se 

entender os mecanismos evolutivos, ecológicos e epidemiológicos de emergência de 

epidemias e da dinâmica da transmissão do vírus (Bennett et al 2010). 

 

1.2.  Ciclos de Transmissão do Dengue 
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 O homem, os primatas não-humanos e os mosquitos do gênero Aedes são os 

hospedeiros naturais do DENV, sendo o homem o único a desenvolver a forma clínica da 

doença (Gubler 1998, 2002).  

 Os quatro sorotipos de DENV são mantidos em dois ciclos de transmissão distintos: 

o silvestre e o humano (Figura 1). Os ciclos silvestres têm sido documentados no Sudeste 

da Ásia e na África, e envolvem várias espécies de primatas inferiores e mosquitos de três  

subgêneros do gênero Aedes (Stegomyia, Finlaya e Diceromyia). Até a presente data, não 

existem evidências do ciclo de transmissão silvestre nas Américas (Gubler e Kuno 1997, 

Vasilakis et al 2010, Chen e Vasilakis, 2011). 

 Atualmente, quase todas as infecções humanas são devidas a cepas de DENV que 

circulam exclusivamente nos ambientes doméstico e peri-domésticos nos trópicos, onde os 

humanos servem como os hospedeiros de amplificação e de reservatório. No ciclo humano, 

mosquitos Ae. aegypti transmitem o DENV (Mattingly 1957), enquanto que outras 

espécies, tais como Ae. albopictus e Ae. polynesiensis, servem como vetores secundários 

(Gubler e Rosen 1976, Gubler e Kuno 1997, Lambretchs et al 2010, Chen e Vasilakis 

2011). 

 O isolamento dos quatro sorotipos de DENV em diversos mamíferos de florestas 

tais como morcegos, roedores e marsupiais provavelmente representam conseqüências do 

ciclo de transmissão humano (de Thoisy et al 2004, 2009). 
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Figura 1: Ciclo de transmissão dos vírus dengue (DENV). Ciclo silvestre e zona de 

emergência onde o ciclo silvestre entra em contato com populações humanas em áreas 

rurais no Oeste da África e Sudeste Asiático (Adaptado de Chen e Vasilakis, 2011). TOT: 

transmissão transovariana. 

 

 1.3. Vetores  

  Os vetores Ae. aegypti e Ae. albopictus (Skuse,1894), pertencentes ao subgênero 

Stegomyia, naturais do Velho Mundo, invadiram vários países fora de sua distribuição 

zoogeográfica original, incluindo o Brasil (Consoli e Lourenço-de-Oliveira 1994). 

 No Brasil, a distribuição do Ae. aegypti está associada aos ambientes alterados pelo 

homem, sendo, essencialmente, um mosquito do peridomicílio e domicílio humano 

(Christophers 1960). É uma espécie muito abundante em áreas urbanas e suburbanas, onde 

se observa concentração populacional humana elevada e cobertura vegetal moderada 

(Braks et al 2003). O Ae. aegypti possui hábitos diurnos, alimentando-se de sangue e 

colocando seus ovos, preferencialmente, ao amanhecer e próximo ao crepúsculo vespertino. 

As fêmeas colocam seus ovos preferencialmente em criadouros artificiais, como pneus 

usados, garrafas, latas, potes, vasos de planta e reservatórios de água destampados (caixas 

d’água, cisternas, tonéis), contendo água parada (Christophers 1960).  

 As populações de Ae. aegypti que existem no Brasil são muito suscetíveis aos 

DENV e ao vírus da Febre Amarela (Lourenço-de-Oliveira et al 2004). Já foram isolados 

em adultos e larvas deste mosquito coletados em várias partes do Brasil: DENV-1 

(Nogueira et al 1988, Serufo et al 1993, Degallier et al 2000), DENV-2 e DENV-3 

(Lourenço-de-Oliveira et al 2002, Pinheiro et al 2005, Figueiredo et al 2010, Castro dados 

não publicados) e DENV-4 (Osanai et al 1983, Castro dados não publicados)  

 A espécie Ae. albopictus foi primeiramente encontrado no Brasil na década de 1980 

(Consoli e Lourenço-de-Oliveira 1994). Sua distribuição também está associada à presença 

humana, contudo, é um mosquito que se espalha nos ambientes urbano, suburbano e rural 

com considerável cobertura vegetal, não dependendo dos locais de grande concentração 

humana, como o Ae. aegypti (Hawley 1988, Braks et al 2003). Aedes albopictus apresenta 

ampla valência ecológica, evidenciada pela capacidade de colonizar os mais variados tipos 
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de recipientes, naturais e artificiais (Hawley 1988). A espécie ainda não foi incriminada 

como vetor natural do dengue no Brasil (Degallier et al 2003), apesar de já ter sido 

comprovado que, em condições de laboratório, as populações brasileiras desta espécie têm 

a capacidade de se infectar e transmitir o DENV e Febre Amarela  (Miller e Ballinger 1988, 

Lourenço-de-Oliveira et al 2003, Castro et al 2004). 

1.4. Interação Vetor-Vírus  

 Assim como em outras arboviroses, a dinâmica da replicação do DENV em 

mosquitos infectados oralmente é dependente da temperatura ambiente, de características 

genéticas tanto das populações dos mosquitos, quanto das amostras circulantes do vírus, e 

do título viral no sangue ingerido pelo vetor (Rodhain e Rose 1997). No caso de 

Ae.albopictus, onde há transmissão natural pela bactéria endossinbionte Wolbachia, 

verificou-se redução da taxa de infecção e disseminação do vírus dengue (Kittayapong et al 

2002). 

 A infecção do mosquito pelos DENV se dá principalmente por via oral, também 

podendo ocorrer por vias secundárias, através da transmissão vertical do vírus de uma 

fêmea infectada para seus descendentes (Khin e Than 1983, Hull et al 1984, Angel e Joshi 

2008).  

 Até poucos dias após a ingestão do vírus, a replicação deste fica normalmente 

limitada às células epiteliais do intestino médio do mosquito, invadindo, em seguida, outros 

tecidos, como o proventrículo, corpos gordurosos, hemócitos e tecidos nervosos 

essencialmente através do sistema traqueolar (Salazar et al 2007). Posteriormente, o vírus 

pode ser encontrado em grandes quantidades no cérebro, gânglios torácicos e abdominais e 

glândula salivar, além dos órgãos já supracitados (Rodhain e Rose 1997, Salazar et al 2007, 

Vazeille et al 2010). 

 O mosquito se infecta ao ingerir sangue de um indivíduo durante o período de 

viremia (cerca de cinco dias após a picada infectante) e pode transmitir a doença para um 

indivíduo susceptível depois de um período de incubação extrínseco de oito a 14 dias 

dependendo da temperatura ambiente. Uma vez infectado, o mosquito transmite o vírus 

durante toda a sua vida (Halstead 2008), e é capaz de transmitir o vírus a diversas pessoas, 

devido a sua capacidade de se alimentar em múltiplos indivíduos para completar o ciclo 
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gonotrófico. A quantidade de vírus no sangue do hospedeiro é crucial para o sucesso da 

infecção do mosquito (Gubler et al 2007).  

 1.5. Vírus Dengue e sua Organização Genômica 

 Os DENV pertencem ao gênero Flavivírus, família Flaviviridae, e podem ser 

encontrados na natureza como quatro sorotipos antigenicamente distintos, designados de 

DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (Sabin 1952, Hammon  et al 1960, Westaway et 

al 1985, Lindebach et al 2007). A infecção com um sorotipo confere imunidade permanente 

apenas contra este sorotipo, não conferindo imunidade cruzada para os outros sorotipos. 

Desse modo, indivíduos que vivem em áreas endêmicas de dengue podem se infectar com 

mais de um sorotipo ao longo da vida (Gubler 1998). São vírus esféricos, envelopados e 

com cerca de 40 a 50 nanômetros de diâmetro. O RNA é envolto por um nucleocapsídeo de 

simetria icosaédrica, composto por uma única proteína, a proteína de capsídeo (C) e 

circundada por uma bicamada lipídica associada às proteínas de membrana (M) e envelope 

(E) (Figura 2). 
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Figura 2: Vírus dengue. (A) Representação esquemática e (B) crioelectromicroscopia da 

partícula do vírus dengue (DENV). Organização das proteínas estrururais do envelope (E), 

de membrana (M) e do capsídeo (C). (C) Crioelectromiscropia da partícula viral imatura 

em pH neutro onde a proteína E existe como heterodímero com a prM. (D) 

Crioelectromicroscopia da partícula madura, após clivagem mediada por furina, o vírus 

maduro é liberado no meio extracelular e o peptídeo pr  é liberado da partícula madura.  

Adaptado de http://www.sciencecentric.com/news/08032735-findings-reveal-how-dengue-

virus-matures-becomes-infectious.html, acesso em 16/01/2012 e Perera e Kuhn, 2008. 

 

 O genoma é composto por uma molécula única de RNA de cadeia simples, de 

polaridade positiva, com aproximadamente 11.000 nucleotídeos, e uma única fase aberta de 

leitura (ORF - open reading frame) codificando uma poliproteina precursora. Proteases 

virais e do hospedeiro clivam a poliproteina cotraducionalmente para gerar o conjunto de 

proteínas estruturais [capsideo (C), precursora da proteína de membrana (prM), envelope 

(E)] e não-estruturais [NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5] (Figura 3). 

http://www.sciencecentric.com/news/08032735-findings-reveal-how-dengue-virus-matures-becomes-infectious.html
http://www.sciencecentric.com/news/08032735-findings-reveal-how-dengue-virus-matures-becomes-infectious.html
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 Dentre as proteínas que compõem a partícula viral, a proteína C, de 11 kDa é de 

caráter básico, é a responsável por conferir a forma esférica à partícula viral. Além disso, 

na exposição do domínio de ligação da proteína E ao receptor celular (Heinz e Allison 

2003), evitando que a proteína E sofra reorganização estrutural nos compartimentos 

acidificados da célula, e que ocorra a fusão prematura com membranas celulares durante a 

liberação da partícula viral (Zhang et al 2003; Heinz e Allison 2003).  

 

 

Figura 3: Organização do genoma do vírus dengue (DENV).  (A) Regiões 5´ e 3´ não 

codificantes (NC) e a fase aberta de leitura (ORF) indicando os genes estruturais  (C, prM, 

E) e não-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). (B) Esquema 

representativo dos elementos constituintes da região 3´NC dos DENV . As estruturas 

previstas para os três domínios estão indicados: domínio I (região variável [VR]), domínio 
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II e domínio III (sequência conservada CS1 e 3´stem-loop [3´SL]). Adaptado de Gebhard et 

al 2011. 

 

 A proteína precursora de membrana (prM) é glicosilada, tem 26 kDa, é clivada 

durante a replicação viral por uma protease do tipo furina, gerando a proteína estrutural M 

de 8kDa, que, juntamente com a proteína E, forma o revestimento externo da partícula viral 

(Chambers et al 1990; Kuhn et al 2002).  

 A proteína E é a principal proteína de superfície do virion, pois contém 

determinantes antigênicos que induzem à produção de anticorpos neutralizantes, interage 

com receptores celulares e participa do processo de fusão de membranas da célula e do 

envelope viral (Modis et al  2004).  Estudos têm mostrado que mutações no gene viral que 

codifica a proteína E podem interferir na virulência (Uzcategui et al 2001, Leitmeyer et al 

1999). Por meio de estudos de cristalografia, foi possível identificar que a proteína E possui 

três domínios: o primeiro (I) central, o segundo (II) contém a região de dimerização e o 

peptídeo de fusão, e o terceiro (III) apresenta o sítio de ligação ao receptor celular (Rey et 

al 1995, Chen et al 1997, Huang et al 2004, Modis et al 2005). Na partícula viral madura 

esta proteína se organiza em forma de homodímero (Modis et al 2004). 

 As proteínas não estruturais (NS) são encontradas dentro de células infectadas como 

parte de um complexo envolvido na replicação do RNA (Lai e Putnak 2006). A proteína 

NS1 (46 kDa) pode ser encontrada associada à célula, como possível cofator na replicação 

viral na superfície celular (Mackenzie et al 1996), onde pode estar envolvida na transdução 

de sinal (Jacobs et al  2000), ou na forma extracelular no hospedeiro vertebrado (Libraty et 

al 2002). A liberação desta proteína no meio extracelular induz forte produção de 

anticorpos específicos (não-neutralizantes), que são importantes para o diagnóstico. Os 

níveis de NS1 no soro de pacientes têm sido correlacionados com gravidade de doença 

(Avirutnan et al 2006). Além disso, essa proteína pode ter relevância na patogênese da 

dengue (Alcon-Leponder et al 2005, Libraty et al 2002, Clyde et al 2006), uma vez que 

anticorpos anti-NS1 podem reagir de forma cruzada com fibrinogênio, trombócitos e 

células endoteliais humanas (Falconar 1997).  

 A proteína NS3 (68 kDa) é a maior proteína citoplasmática associada com a 

membrana do retículo endoplasmático rugoso (RER) via interação com a NS2B (Arias 
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1993, Chambers et al 1990). É uma proteína multifuncional, apresenta as atividades de 

protease, helicase, nucleotídeo 5'-trifosfatase (NTPase) e RNA 5'-trifosfatase (RTPase) 

(Falgout et al 1991), fundamentais na replicação viral e na reação de capping do RNA viral 

(Chen et al 1997, Benarroch et al 2004).  

  A função das proteínas NS2A, NS4A e NS4B não está completamente elucidada. 

No entanto, elas parecem auxiliar na localização do RNA viral durante a sua síntese (Burke 

e Monath 2001). Além disso, a NS2A é necessária para a clivagem proteolítica da região C-

terminal da NS1 (Falgout et al 1989). Estudos prévios demostraram que a NS4B e, com 

menor importância, a NS2A e NS4A, são capazes de bloquear a via de interferon (IFN) 

(Munoz-Jordan et al 2003, 2005).  

 A NS5 (103 kDa), a maior e mais conservada proteína NS dos flavivírus, apresenta 

caráter básico e atividade de RNA polimerase dependente de RNA (RdRP, replicase viral) 

(Kamer et al 1984, Chambers et al 1990) e de metiltransferase (Koonin 1993, Lindenbach 

et al 2007), essenciais para a replicação do vírus (Khromykh et al 2000). Foi demonstrado 

que durante a replicação viral, a proteína NS5 migra para o núcleo das células e induz a 

transcrição e a tradução da interleucina 8, um importante mediador na patogenia da 

infecção (Medin et al 2005). 

 A região codificadora é flanqueada por regiões não traduzidas conservadas (5'NC e 

3'NC), que parecem desempenhar importante papel na modulação da replicação e tradução 

do genoma viral (Alvarez et al 2006, Chiu et al 2005, Alvarez et al  2005, Gamarnik  2010, 

Iglesias e Gamarnik 2011).  

 A região 5'NC é relativamente curta (95-132 bases), enquanto a região 3'NC é 

usualmente mais longa e demonstra extensiva heterogeneidade no tamanho e na sequência 

entre espécies virais diferentes e mesmo entre cepas diferentes da mesma espécie (Mandl et 

al 1993, Wallner et al 1995). De acordo com as estruturas secundárias previstas, a região 

3´NC dos DENV pode ser dividida em três domínios (Figura 3B). O dominío I, que esta 

localizado imediatamente após o códon de terminação do gene NS5, é considerado a região 

mais variável (VR). Sua heterogeneidade é devida a mutações em sua sequência 

nucleotídica, tornando esta região um bom marcador para estudos evolutivos dos DENV 

(Shurtleff et al 2001, Klungthong et al 2008, Pankhong et al 2009). Mutações e deleções 
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dentro desta região podem alterar a infectividade, reduzir a eficiência na replicação viral 

(Men et al 1996, Mandl et al 1998, Shi et al 2002) e influenciar na virulência e 

patogenicidade dos DENV (Leitmeyer et al 1999, Cologna e Rico-Hesse 2003, Clyde et al 

2006, Silva et al 2008). Estudos prévios já demonstraram deleções e variações 

nucleotídicas dentro da VR de cepas de um mesmo sorotipo (Aquino et al 2006, Roche et al 

2007, Vasilakis et al 2008). O domínio II é moderadamente conservado, contendo vários 

hairpins ou grampos onde estão localizadas as sequências altamente conservadas (CS1 e 

CS2) e a sequência repetida conservada (RCS2). O domínio III é a região mais conservada 

da região 3´NC, compreendendo uma CS1 seguido de um stem-loop (3´SL) terminal (Hahn 

et al 1987, Proutski et al 1997, Shurtleff et al 2001, Zhou et al 2006, Silva et al 2008, 

Gamarnik 2010, Iglesias e Gamarnik 2011, Gebhard et al 2011). 

  

1.6. Filogenia e Evolução dos Vírus Dengue 

 

Assim como ocorre com outros vírus RNA, os DENV exibem um alto grau de 

variabilidade genética devido à falta do mecanismo de correção da RNA polimerase viral 

durante a replicação, as rápidas taxas de replicação, ao grande tamanho populacional e 

pressão frente à reposta imunológica do hospedeiro (Twiddy et al  2003).  

Historicamente, as variantes dentro de cada sorotipo de DENV foram classificadas 

de formas distintas, acompanhando o progresso tecnológico.  

Estudos da década de 70 apontaram a existência de variantes antigênicas dentro dos 

DENV-3, e ainda que, cepas de DENV-3 de Porto Rico e do Taiti eram antigênica e 

biologicamente distintas das cepas da Ásia (Russel e McCown 1972). 

Na década de 80, baseado na técnica de “fingerprinting” do RNA, o termo 

“topotipo” foi utilizado para definir cinco variantes genéticas dentro do DENV-2 (Repik et 

al 1983, Trent et al 1990). Técnicas de hibridização de cDNA-RNA, hibridização 

utilizando oligonucleotídeos sintéticos e análise de produtos de RT-PCR, digeridos por 

endonucleases de restrição que também foram utilizadas para demonstrar a existência de 

variabilidade genética dentro de cada sorotipo dos DENV (Blok et al 1984, Blok 1985, 

Kerschner et al 1986, Vorndam et al 1994a 1994b). 

Nos anos 90, a utilização de métodos de sequenciamento do genoma viral e análise 

filogenética permitiram a classificação dos DENV em grupos geneticamente distintos ou 
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 genótipos dentro de cada sorotipo (Rico-Hesse 1990, Lewis et al 1993, Lanciotti et al 

1994). Rico-Hesse (1990) definiu esses “genótipos” como grupos de vírus que apresentam 

uma divergência em sua sequência nucleotídica menor que 6% dentro de uma determinada 

região do genoma viral (junção E/NS1). 

Em uma revisão sobre a evolução dos DENV, analisando seqüências parciais do 

gene E, Rico-Hesse (2003) descreveu cinco genótipos para DENV-1, quatro para DENV-2 

e DENV-3 e três genótipos para DENV-4. 

Recentemente, revisões acerca de análises filogenéticas baseadas no 

sequenciamento completo do gene E determinaram cinco genótipos para os DENV-1 (a) 

Genótipo I, representado por cepas do Sudeste Asiático, China, e Leste da África; (b) 

Genótipo II, representado por cepas da Tailândia isoladas nas décadas de 1950 e 1960; (c) 

Genótipo III, representado pelas cepas selvagens coletadas na Malásia; (d) Genótipo IV, 

representado pelas cepas das Ilhas do Oeste do Pacífico e Austrália; e (e) Genótipo V, 

representado por todas as cepas coletadas nas Américas, no Oeste Africano, e algumas 

cepas coletadas na Ásia (Weaver e Vasilakis 2009, Chen e Vasilakis 2011). 

Para os DENV-2 foram descritos seis genótipos: (a) Genótipo Asiático I, 

representado pelas cepas da Malásia, Tailândia, Camboja, Myanmar, Vietnã e Austrália; (b) 

Genótipo Asiático II, representado pelas cepas da China, Taiwan, Sri Lanka, Filipinas; (c) 

Genótipo Cosmopolita, representado por cepas da Austrália, Leste e Oeste Africano, Ilhas 

dos oceanos Pacífico e Índico, Subcontinente Indiano e Oriente Médio; (d) Genótipo 

Americano, representado pelas cepas da América Latina e por cepas isoladas nas décadas 

de 1950 e 1960 no Caribe, Subcontinente Indiano e Ilhas do Pacífico; (e) Genótipo Sudeste 

Asiático/Americano, representado por cepas da Tailândia e Vietnã e por cepas isoladas nas 

Américas nos últimos 20 anos e (f) Genótipo Selvagem, representado por cepas isoladas 

em humanos, mosquitos silvestres, ou macacos sentinelas do Oeste Africano e Sudeste 

Asiático (Lewis et al 1993, Rico-Hesse et al 1997, Twiddy et al 2002, Wang et al 2002, 

Rico-Hesse 2003, Ong et al 2008, Zaki et al 2008, Weaver e Vasilakis 2009, Chen e 

Vasilakis 2011). 

Para os DENV-3 que inicialmente foram agrupados em cinco genótipos baseados na 

técnica de “fingerprinting” (Trent et al 1990), análises subsequentes baseadas nas 

seqüências dos genes prM/M/E (Lanciotti et al 1994) e pelo sequenciamento completo do 
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gene E (Rico-Hesse 2003) e do genoma viral  completo (Chao et al 2005) caracterizaram 

quatro genótipos distintos para este sorotipo. Atualmente, o DENV-3 está classificado em 

cinco genótipos: (a) Genótipo I, representado por cepas da Indonésia, Malásia, Filipinas e 

isolados de Ilhas do Pacífico Sul e Brasil (Figueiredo et al 2008); (b) Genótipo II, 

representado por cepas do Sudeste asiático; (c) Genótipo III, representado por cepas da 

Ásia, Leste da África e Américas; (d) Genótipo IV, representado por cepas de Porto Rico e 

uma cepa de 1965 isolada no Taiti e (e) Genótipo V, representado inicialmente por três 

amostras, de Filipinas (1956), Japão (1973), China (1980) (Weaver e Vasilakis 2009,  Chen 

e Vasilakis 2011) e cepas do Brasil do período de 2002 a 2004 (Nogueira et al 2008, 

Araújo et al 2009). No entanto, ficou sugerido que as cepas brasileiras incluídas neste 

genótipo constituíam contaminações laboratoriais devido à alta similaridade com cepas 

protótipos representantes deste grupo (Chen e Vasilakis 2011). 

Para os DENV-4, foram caracterizados quatro genótipos distintos baseados na 

análise da seqüência do gene E (Lanciotti et al 1997, AbuBakar et al 2002, Foster et al 

2003) ou no sequenciamento completo do genoma viral (Klungthong et al 2004): (a) 

Genótipo I representados por cepas da Tailândia, Filipinas, Sri Lanka, casos importados do 

Japão, China e mais recentemente as cepas isoladas no Brasil; (b) Genótipo II representado 

pelas cepas do Sudeste da Ásia, China, Ilhas do Pacífico, Austrália, Caribe e Américas; (c) 

Genótipo III, representados por cepas recentes da Tailândia que eram diferentes das demais 

(Klungthong et al 2004) e (d) Genótipo IV, representado pelas cepas selvagens da Malásia 

(Weaver e Vasilakis 2009, Chen e Vasilakis 2011). 

É importante ressaltar que a classificação dos DENV em genótipos dentro de cada 

sorotipo está sendo constantemente revisada, uma vez que o sequenciamento e análises 

evolutivas são aperfeiçoados e os bancos de dados de genomas expandem. Atualmente, não 

há um consenso na utilização das diferentes classificações descritas para os genótipos de 

DENV. Portanto, durante a apresentação dos resultados deste estudo, a classificação 

adotada para a genotipagem dos DENV brasileiros na tabela 1 será de acordo com a 

descrita por Chen e Vasilakis (2011) (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Classificação genotípica dos vírus dengue (DENV) baseada na análise 

filogenética do sequenciamento do gene que codifica para a proteína E, de acordo com 

Chen e Vasilakis (2011). 
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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, Ásia 

DENV-2 

Asiático I Malásia,Tailândia,Cambodia, Myanmar, Vietnã e Austrália 

Asiático II China, Taiwan, Sri Lanka, 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, Cingapura, Taiwan e Sul da Ilhas do 

Pacífico, Brasil 

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), Brasil (2002-2004) 

DENV-4 

I Tailândia, Filipinas, Sri Lanka, Japão e Brasil 

 (provenientes do Sudeste Asiático) II Indonésia, Malásia, Taiti, Caribe e Américas 

III Tailândia (cepas recentes) 

IV Malásia (cepas selvagens) 

  

Métodos utilizados para inferir as taxas de evolução dos DENV foram baseados em 

medidas de distâncias genéticas simples e análises de regressão (Zanotto et al 1996, 

Lanciotti et al 1997, Wang et al 2000) e as estimativas de evolução para estes vírus foram 

de 6-8x10
-4 

substituições/sítio/ano. Métodos de Máxima Verossimilhança (MV) aplicados a 

seqüências do gene E resultaram em estimativas similares para as taxas evolutivas dos 

DENV (Twiddy et al 2003). Taxas estimadas para os quatro sorotipos de DENV variam de 

4,55x 10
-4

 para DENV-1 a 11,58 x 10
-4

 para o DENV-3. Além disso, comparações 

estatísticas sugerem que o DENV-3 está evoluindo mais rapidamente do que os DENV-1 e 

DENV-2 (Weaver e Vasilakis 2009). 

 1.7. Replicação dos Vírus Dengue 

Os DENV replicam no citoplasma celular, após período de latência de 12 a 16 

horas, nas células dos vertebrados (Figura 4). A replicação viral ocorre no local da 

inoculação provalmente nas células retículos-endoteliais, células de Langerhans ou nos 



Vigilância virologica dos vírus dengue: genotipagem e caracterização..... 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

fibroblastos que se encarregam de levar o vírus até os linfonodos regionais, favorecendo 

sua disseminação no sangue, preferencialmente nos monócitos (Rothman 1997). 

 Os DENV entram na célula por ligação específica da proteína E com receptores 

celulares, incluindo DC-SIGN (ICAM-3) (Lozach et al 2005) e receptores de manose, 

incluindo os monócitos, macrófagos e células dendríticas (Miller et al 2008), seguido do 

processo de endocitose (Chambers 1990). O pH ácido induz a fusão do envelope do vírion 

com a membrana celular. Após o desnudamento, o RNA viral é liberado no citoplasma. As 

proteínas virais são produzidas como parte de uma única e longa poliproteína viral de mais 

de três mil aminoácidos que é clivada pela combinação de proteases virais e do hospedeiro. 

As proteínas estruturais e não estruturais são codificadas na porção N-terminal da 

poliproteína. A replicação inicia com síntese da fita negativa de RNA, que serve como 

molde para a síntese de fitas positivas de RNA da progênie. A montagem das partículas 

virais ocorre em íntima associação com o retículo endoplasmático (RE) das células 

hospedeiras. A formação das partículas virais ocorre pelo revestimento do nucleocapsídeo 

viral com as proteínas do envelope, ancoradas na membrana do RE celular. Os vírus 

brotam para dentro do lúmen do RE adquirindo uma membrana lipídica (envelope), assim, 

os vírus se mantêm solúveis nas cisternas do RE e as partículas virais são liberadas pela via 

exocítica através do sistema de Golgi (Lindenbach et al 2007). 
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Figure 4: Representação esquemática da replicação dos vírus dengue (DENV). (A) 

Partículas virais se ligam a moléculas de superfície e receptores celulares e são 

internalizados por endocitose. (B) No pH ácido do endossomo, glicoproteínas virais 

mediam a fusão de membranas viral e celular, permitindo o desnudamento do virio e 

liberação do RNA no citoplasma. (C) O RNA viral é traduzido em uma poliproteína que é 

processada por proteases virais e celulares. (D) Proteínas não estruturais replicam o RNA 

genômico. (E) A montagem viral ocorre na membrana do retículo endoplasmático (RE), 

onde a proteína do capsídeo e o RNA viral são envelopados pela membrana do RE e 

glicoproteínas para formar partículas imaturas. (F) Partículas virais imaturas são 

transportadas através da via secretória. Em pH ácido do trans-Golgi, a clivagem da prM 

mediada pela furina leva a maturação viral. (G) O vírus maduro é liberado no citoplasma. 

Números nas caixas coloridas se referem ao pH dos respectivos compartimentos (Adaptado 

de Perera et al 2008). 

 

 1.8. Manifestações Clínicas e Classificação dos Casos de Dengue 

 

  Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), as infecções pelos DENV 

apresentam um grande espectro de doença, variando desde infecções clinicamente 

inaparentes e brandas (dengue clássico [DC]) a formas graves e fatais (febre hemorrágica 

do dengue [FHD]) e síndrome do choque por dengue [SCD] (WHO 1997). 
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No DC a febre é geralmente de início súbito, com duração de, em média, 2 a 7 dias, 

com sintomas que podem incluir cefaleia, dor retro-orbital, sintomas gastrointestinais, 

mialgias, artralgia, rash e anorexia, náuseas, vômito e diarréia que podem ser observados 

por 2 a 6 dias (Souza et al 2008). As manifestações hemorrágicas, apesar de incomuns no 

DC podem ocorrer em alguns indivíduos, sendo mais comuns as petéquias, equimoses, 

epistaxe, hemorragia gengival e metrorragias (Cunha e Nogueira 2005). A forma clássica é 

autolimitada e resulta numa completa recuperação (Nishiura e Halstead 2007). 

A forma mais grave do dengue é a FHD/SCD, que possui 4 graus de gravidade, 

sendo observada mais frequentemente em infecções secundárias e definida por febre, 

tendências hemorrágicas, trombocitopenia e extravasamento de plasma. Os Graus I e II são 

considerados os Graus mais brandos da FHD, enquanto os graus III e IV representam a 

evolução da doença para o estágio de choque (SCD). 

Contudo, visando orientar médicos na identificação precoce de casos graves, a WHO 

propôs uma nova classificação dos casos de dengue, a partir da iniciativa intitulada Dengue 

Control (DENCO). Observações preliminares do DENCO confirmaram que utilizando um 

conjunto de parâmetros clínicos e/ou laboratoriais, é possível a distinção entre pacientes 

apresentando dengue grave ou não (WHO 2009). Os critérios para a classificação dos casos 

de dengue (com ou sem sinais de alerta) e dengue grave estão apresentados na Figura 5. 

 

Figura 5: Classificação dos casos de dengue e níveis de gravidade, de acordo com 

observações do DENCO. Adaptado de WHO 2009. 
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 1.9. Diagnóstico laboratorial 

 O diagnóstico laboratorial das infecções por DENV é realizado pelo isolamento e 

identificação do vírus, pela demonstração de antígenos e/ ou do ácido nucléico viral e pela 

demonstração de anticorpos específicos, imunoglobulinas G e M (IgG e IgM). Estas três 

metodologias englobam o diagnóstico virológico, molecular e sorológico das infecções 

pelos DENV. 

 

 

  1.9.1. Isolamento Viral 

 A inoculação de soros de fase aguda da infecção em cultura ou células de mosquito 

Ae. albopictus (C6/36) tem sido o método mais utilizado para o isolamento viral e ainda 

permanece como o “padrão ouro” para a comparação com outros métodos (Igarashi 1978). 

O isolamento pode ser observado pela presença do efeito citopático (ECP) e/ou confirmado 

pela técnica de imunofluorescência indireta com a utilização de soros hiper imunes aos 

quatro sorotipos dos DENV para a detecção dos vírus. Para a identificação dos DENV, 

utilizam-se anticorpos monoclonais específicos para os quatro sorotipos (Gubler et al 

1984). 

 

  1.9.2. ELISA 

 O ensaio imunoenzimático de captura de anticorpos de classe IgM (MAC-ELISA) 

tem sido o método de eleição para o diagnóstico das infecções pelos DENV nas últimas 

décadas (Kuno et al 1987, Nogueira et al 1993, De Simone et al 2004). É um método 

rápido, fácil de ser executado e tem se mostrado extremamente útil, tanto para o 

diagnóstico individual de dengue como para estudos epidemiológicos. A presença de 

anticorpos da classe IgM em única amostra de soro indica infecção ativa ou recente, 

contornando as dificuldades de obtenção de uma segunda coleta de sangue. 

 O teste imunoenzimático tem sido igualmente utilizado para a detecção de IgG 

(IgG-ELISA). De fácil e rápida execução, tem sido utilizado em larga escala para a 

caracterização do tipo de infecção para a dengue (primária ou secundária) de acordo com 

os títulos observados e os dias após o início dos sintomas (Miagostovich et al 1999). 
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 Alguns kits comerciais para a captura da proteína NS1, tanto no formato de ELISA 

quanto no formato de teste imunocromatográfico rápido estão disponíveis e têm sido úteis 

para o diagnóstico precoce das infecções e casos fatais por DENV (Lima et al 2010, 2011). 

   

                    1.9.3. Transcrição reversa seguida pela reação em cadeia da polimerase 

(RT-PCR) 

 Diversos protocolos de amplificação genômica utilizando transcrição reversa 

seguida da reação em cadeia pela polimerase (RT-PCR) têm sido utilizados no diagnóstico 

rápido das infecções por dengue (Lanciotti et al 1992, Figueiredo et al 1997, De Paula et al 

2002). Esses protocolos detectam e caracterizam a presença do vírus nos casos suspeitos, 

podendo identificar o sorotipo infectante (DENV-1, 2, 3, 4). Esta metodologia tem sido 

importante tanto para a clínica quanto para a vigilância virológica, além de confirmar o 

diagnóstico em situações onde o material disponível não é adequado para o isolamento 

viral. Atualmente, a WHO recomenda o protocolo descrito por Lanciotti et al  (1992) o 

qual, permite detectar os quatro sorotipos de DENV simultaneamente em um procedimento 

“semi-nested”. 

 Diversos protocolos para a detecção e quantificação dos DENV têm sido propostos 

desde o surgimento dessa nova tecnologia (Drosten et al 2002, Jhonson et al 2005), os 

quais têm possibilitado maior rapidez dos resultados, além de maior sensibilidade. 

 

  1.9.4. Imunohistoquímica 

 A técnica de imunohistoquímica pode ser de grande utilidade para a detecção dos 

DENV em tecidos infectados. Baseia-se na conjugação de distintos marcadores, com 

moléculas de imunoglobulina, que com auxílio de um substrato específico localiza o 

antígeno tecidual. A disponibilidade de anticorpos para uso em tecidos fixados em formol e 

conservados em blocos de parafina permitem o estudo de blocos arquivados por longos 

períodos, principalmente em casos fatais (Miagostovich et al 1997). 

 

 1.10. Epidemiologia do Dengue 

 O aumento das epidemias de dengue ocorridas nos últimos vinte e cinco anos deve-

se à intensificação do processo de urbanização em países tropicais e subtropicais, à 
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incapacidade de controlar os mosquitos vetores por parte desses países e à facilidade com 

que se faz a introdução de vírus por meios de transporte rápido de um continente para outro 

(Gubler 2002). Como conseqüência, houve um aumento da distribuição geográfica dos 

DENV assim como da infestação do principal vetor o Ae. aegypti, principalmente em 

regiões tropicais e subtropicais, as quais se tornaram hiperepidêmicas (Gubler 2005). Todos 

esses fatores conduziram à emergência de epidemias de febre hemorrágica do dengue 

(FHD) em áreas que incluem os países da Ásia, Ilhas do Pacífico, África e as Américas 

(Gubler 1998, 2005). Estima-se que atualmente, 2,5 bilhões de pessoas vivam em mais de 

100 países e áreas endêmicas onde os DENV podem ser transmitidos. Cerca de 50 milhões 

de infecções por dengue e 500.000 casos de FDH ocorrem todos os anos, destes 22.000 

resultam em óbito principalmente, infantil. Atualmente, a doença está dispersa em regiões 

das Américas Central e do Sul, partes do Caribe, Sul e Sudeste da Ásia, África e Pacífico 

Sul (Figura 6; WHO 2010).  

 

 

Figura 6: Áreas com risco de transmissão e expansão de dengue, 2010 (Adaptado de 

http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_DengueTransmission_ITHRisk

Map.png, acesso em 15 de Janeiro de 2012). 

 

  1.10.1. Dengue nas Américas 

 

http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_DengueTransmission_ITHRiskMap.png
http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_DengueTransmission_ITHRiskMap.png
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Após as primeiras descrições de dengue ocorridas no século XVIII foram 

registradas, a partir de 1896, nos Estados Unidos e em países do Caribe, inúmeras 

epidemias em intervalos irregulares. Os sorotipos envolvidos nestas epidemias não eram 

conhecidos até 1953, quando foram isoladas as primeiras amostras de DENV-2 em 

Trinidad (Anderson et al 1956). Dez anos depois, foram isoladas as primeiras amostras de 

DENV-3 em Porto Rico, sendo estes dois sorotipos responsáveis pelas epidemias ocorridas 

no continente na década de 1960 (Gubler 1992). Ainda nesta década, houve uma tentativa 

de erradicação do mosquito Ae. aegypti das Américas. Porém, com a descontinuidade do 

programa de erradicação no início da década de 1970 houve uma reinfestação deste vetor 

pelo continente (Schliesman e Calheiros 1974, Pinheiro 1989, Gubler 1997).  

Em 1977, o DENV-1 foi introduzido nas Américas causando uma extensa epidemia 

(Gubler 1992). No mesmo período, o DENV-3 apresentou pouca atividade na região com o 

registro de nenhum isolamento ocorrido em 1978, em Porto Rico (Anonymus 1995). 

Em 1981, o DENV-4 foi introduzido em São Bartolomeu, causando surtos no 

Caribe, México, países da América Central e América do Sul, tornando-se endêmico na 

região (Pinheiro, 1989).  Durante este mesmo ano, uma nova variante do DENV-2 foi 

introduzida no continente americano, causando em Cuba, a primeira epidemia de Febre 

Hemorrágica por Dengue (FHD)/Síndrome do Choque por Dengue (SCD) das Américas 

(Kouri et al 1986, Pinheiro e Corber 1997).  

No período de 1989 a 1990, ocorreu na Venezuela a segunda maior epidemia de 

FHD/SCD das Américas, com cerca de 22 mil casos, onde co-circularam os DENV-1, 

DENV-2 e DENV-4 (WHO 1997, Pinheiro e Chuit 1998). 

No ano de 1994, o DENV-3 foi re-introduzido na Nicarágua e Panamá e, em 1995, 

no México (WHO 1997). Esta variante de DENV-3 mostrou-se geneticamente distinta 

daquela que anteriormente circulava nas Américas (genótipo IV) e foi caracterizada como 

genótipo III (Lanciotti et al 1994, Anonymus 1995). Este genótipo foi associado à 

ocorrência de epidemias de FHD/SCD no Sri Lanka e India e casos de FHD no México e 

países da América Central (Gubler 1997, Gubler e Meltzer 1999).  Nos anos seguintes, o 

DENV-3 foi detectado em outros países do continente, chegando à América do Sul 

(Pinheiro et al 1997, Rigau-Perez et al 2002). 
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 Em 2002, mais de 30 países latino-americanos registraram mais de 1 milhão de casos 

de Dengue Clássico ( DC), sendo que cerca de 750 mil casos ocorreram no Brasil. Esse 

número apresentou uma queda significativa entre 2003 e 2005, voltando a crescer a partir 

de 2006.  

Em 2009, um total de 917.311 casos de dengue, incluindo 25.268 casos graves de 

dengue e 371 óbitos, co-circulação dos 4 sorotipos virais foram registrados em Porto Rico, 

El Salvador, Nicaragua, Peru e Venezuela (WHO 2009). 

No ano de 2011 até a 31ª semana epidemiológica, foram registrados 890.756 casos de 

dengue, 10.840 casos graves e 488 óbitos nas Américas, sendo o cone Sul responsável pelo 

maior número de casos: 750.946 casos de DC, 8199 casos de dengue grave e 372 óbitos. 

Somente o Brasil notificou 715.666 casos de dengue, 8.104 casos graves e 310 óbitos 

(PAHO 2011).   

Durante as últimas quatro décadas, o continente Americano evoluiu de uma situação 

não-endêmica para hiperendêmica, onde se observou um aumento na densidade vetorial, a 

co-circulação de múltiplos sorotipos de DENV, a endemicidade de FHD e em um aumento 

na frequência da atividade dos DENV (Gubler 2002). Nos primeiros cinco anos da década 

atual, a média anual de casos foi praticamente o dobro daquela registrada na década 

anterior (Nathan e Dayal-Drager 2006).  

  1.10.2. Dengue no Brasil 

 As primeiras referências sobre o dengue no Brasil são do século XIX (Meira 1916). 

Reis (1846) relatou quadro clínico semelhante ao dengue em casos de um surto de doença 

febril ocorrido em Curitiba. Mariano (1917) relatou uma epidemia cuja clínica se 

assemelha ao dengue que teria acontecido em 1846, no Rio de Janeiro, e outra ocorrida em 

1916, no Rio Grande do Sul. Embora epidemias de febre semelhante ao dengue tivessem 

sido relatadas no Brasil durante o século XIX, foi Pedro (1923) quem pela primeira vez 

descreveu claramente a doença, durante uma epidemia que ocorreu em Niterói e no Grande 

Rio. 

 No inicio do século XX, o Brasil passou por campanhas de luta contra a espécie Ae. 

aegypti, vetor da febre amarela urbana e também do dengue. Esta ação brasileira de 
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controle do Ae. aegypti que começou com Emilio Ribas, em 1903, e Oswaldo Cruz, em 

1904, teve grande êxito mais tarde com apoio e coordenação da Organização Pan-

Americana da Saúde (OPAS) e da Fundação Rockefeller (Benchimol 2001). Assim, esta 

espécie foi considerada erradicada no Brasil em 1956. Por isso, é provável que não tenham 

relatos de epidemias de dengue no país a partir da década de 1950.  

 Anticorpos contra dengue foram encontrados em moradores de pequenas cidades da 

Amazônia brasileira por Causey e Theiler (1958) o que levou esses autores a sugerir que o 

vírus havia circulado nessa região no início do século XX. No final dos anos 1960 e início 

da década seguinte, o Ae. aegypti passou a ser encontrado em alguns estados do Norte e 

Nordeste do Brasil (Consoli e Lourenço-de-Oliveira 1994). Contudo, nenhum registro de 

dengue no país foi realizado antes dos anos 80. 

 Após décadas sem casos de dengue no Brasil, o primeiro surto ocorreu em Boa 

Vista, Roraima (1981-1982), causado pelos sorotipos 1 e 4. A transmissão permaneceu 

restrita à cidade de Boa Vista (Osanai et al 1983). Quatro anos mais tarde, o DENV-1 foi 

isolado em Nova Iguaçu, no estado do Rio de Janeiro (Schatzmayr et al 1986), e após 1987, 

a doença tornou-se endêmica em vários estados, como no Rio de Janeiro, São Paulo, Minas 

Gerais, Ceará (Degallier et al 1996, Nogueira et al 1999, Vasconcelos et al 2000). Em 

1990, um novo surto ocorreu no Rio de Janeiro e em Niterói, no qual o DENV-2 foi isolado 

pela primeira vez no Brasil (Nogueira et al 1990). A introdução do DENV-3 ocorreu no 

ano de 2000, também no município de Nova Iguaçu, Rio de Janeiro, sendo este sorotipo 

isolado de mosquitos Ae. aegypti e de humanos durante grave epidemia na localidade 

(Nogueira et al 2001, Lourenço-de-Oliveira et al 2002).  

 A epidemia ocorrida no ano de 2002 foi caracterizada como a maior e mais grave 

epidemia do país devido ao DENV-3 (De Simone et al 2004, Nogueira et al 2002),  na qual 

a metade dos casos fatais relacionava-se às infecções primárias por este sorotipo, dado 

indicativo de sua maior virulência o que modificou a epidemiologia do dengue no país, 

com características de hiperendemicidade (Nogueira et al 2005, Araújo et al 2009b, 2009c).  

 No período de 2002 a 2005, observou-se que ocorria a circulação do DENV-3 no 

estado do Rio de Janeiro, mas o número de casos notificados diminuiu neste período. Os 

anos de 2004 e 2005 foram considerados como interepidêmicos (Araújo et al 2006). No 
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final de 2005, houve a prevalência de atividade para o sorotipo DENV-3, e no ano de 2006, 

observou-se que houve uma maior atividade deste sorotipo comparada ao ano anterior 

(Nogueira et al 2007). A partir do mês abril de 2007, observou-se a re-emergência do 

DENV-2 e este sorotipo foi responsável pela ocorrência de uma grave epidemia no ano de 

2008, com um total de 259.392 casos no estado do Rio de Janeiro que correspondeu a 35% 

dos 734.384 casos notificados no Brasil (PAHO 2008, SVS 2009). 

  No ano de 2011 até a 26ª semana epidemiológica, foram notificados 715.666 casos 

de dengue no país e as atividades de monitoramento da circulação dos DENV 

demonstraram uma maior proporção de isolamentos do DENV-1 (SVS 2011). 

 O risco da introdução do DENV-4 no país era iminente, uma vez que este sorotipo 

circulava em países vizinhos, como a Venezuela e a Colômbia (Guzman e Kouri, 2002). 

Apesar de Figueiredo et al (2008) ter relatado a detecção de DENV-4 em pacientes 

residentes na cidade de Manaus, entre 2005 e 2007, estes dados não foram confirmados 

pelo Ministério da Saúde. Em julho de 2010, um caso de DENV-4 foi detectado em uma 

Unidade Sentinela de vigilância laboratorial de Roraima (RR), com o diagnóstico inicial 

realizado pelas técnicas de RT-PCR e isolamento viral. Em seguida, outros casos de 

DENV-4 foram detectados em RR. Em 2011, o DENV-4 foi isolado de casos provenientes 

dos estados de Amazonas, Rondônia, Pará, Piauí, Ceará, Pernambuco, Bahia, Rio de 

Janreiro e São Paulo (SVS 2010; 2011, Nogueira e Eppinghaus 2011).  

 Atualmente, os sorotipos DENV-1, 2, 3 e 4 circulam simultaneamente no Rio de 

Janeiro, o que reforça este Estado como o mais receptivo para introdução e disseminação 

de novos sorotipos e genótipos de dengue no Brasil (Miagostovich et al 1998, 2003; 2006, 

Duarte dos Santos et al 2000, dos Santos et al 2002, De-Simone et al 2004, Nogueira  e 

Eppinghaus 2011). 

  1.10.2.1 Epidemiologia Molecular do Dengue no Brasil 

Atualmente circulam no Brasil os genótipos: Américas/África (ou genótipo V) de 

DENV-1 (Duarte dos Santos 2002, dos Santos et al 2011), o Asiático/Americano do 

DENV-2 (dos Santos et al 2002) e do Subcontinente Indiano (ou genótipo III), para DENV-

3 (Miagostovich et al 2006, Araújo et al 2009, Barcelos Figueiredo e colaboradores (2008) 

descreveram a detecção do genótipo I de DENV-3 no país. O sequenciamento do gene E e 
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análise filogenética das cepas de DENV-4 introduzidas em Roraima em 2010 caracterizou 

estes vírus como pertencentes ao Genótipo I de DENV-4 ( de Melo et al 2009). 

A análise filogenética de cepas de DENV-3 isoladas no Brasil do período de 2002 a 

2004 caracterizou estas cepas como pertencentes ao Genótipo V (Nogueira et al 2008, 

Araújo et al 2009) representado inicialmente por três amostras, de Filipinas (1956), Japão 

(1973), China (1980) (Weaver e Vasilakis 2009, Chen e Vasilakis 2011). No entanto, ficou 

sugerido que as cepas brasileiras incluídas neste genótipo constituíam contaminações 

laboratoriais devido à alta similaridade com cepas protótipos representantes deste grupo 

(Chen e Vasilakis 2011). 

 A filogenia baseada na análise do gene E das cepas de DENV-2 isoladas na epidemia 

de 2008 demonstrou que, apesar destes vírus ainda pertencerem ao mesmo genótipo 

circulante anteriormente, porém de linhagens distintas, estas se agruparam formando um 

grupo monofilético distinto (Oliveira et al 2010). Esta re-emergência causou a mais grave 

epidemia de dengue registrada no país até então, com um maior número de hospitalizações 

e ocorrência de óbitos em crianças e adultos (SVS 2009). 

        1.10.2.2 Vigilância do Dengue 

 

A vigilância epidemiológica, apesar de pouco sensível para detectar a circulação 

esporádica do vírus, é um componente fundamental do sistema de vigilância do dengue 

(Tauil 2002), para monitorar a ocorrência de casos de dengue na população. É também 

importante para estabelecer os critérios de confirmação e descarte da doença, permitindo 

comparação de dados provenientes de diversas fontes de notificação e entre mais de uma 

região ou país.  

Para se tornar um componente de impacto no controle da doença, antecipando a 

transmissão epidêmica, a vigilância epidemiológica deve contar com apoio laboratorial, 

para detectar os sorotipos e variações genéticas circulantes (vigilância virológica) e 

classificar os casos da doença (vigilância clínica), principalmente em relação às formas 

graves (Gubler 1989, WHO 1996, Gubler 1998). 

A prevenção e o controle das epidemias de dengue dependem fundamentalmente da 

redução da população do vetor no domicílio e peridomicílio, principais locais nos quais 

ocorre à transmissão. A eliminação dos reservatórios aquáticos que servem de habitat para 
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as larvas do Ae. aegypti constitui-se no mais efetivo modo de reduzir sua disseminação e 

reprodução nos centros urbanos (Gubler 1998). Neste contexto, a vigilância entomológica 

se torna um dos componentes fundamentais de um sistema de vigilância para prevenção e 

controle do dengue, sendo importante para orientar as intervenções (Gubler 1989). No 

entanto, a utilização de índices que detectam a densidade da infestação vetorial e o nível 

crítico para predição de epidemias ainda é controversa na literatura, visto que a 

multiplicidade de fatores envolvidos na transmissão da doença na população não são 

totalmente representados por estes indicadores (Kuno 1995, Gomes 1998, Gómez et al 

2001). 

Os índices rotineiramente utilizados na vigilância dos níveis de infestação pelo Ae. 

aegypti são conhecidos como índices de Stegomyia (revisados por Focks 2003). Estes 

índices desempenham papéis importantes na orientação dos principais programas de 

controle, no Brasil e demais países, onde a dengue é endêmica ou epidêmica, ou mesmo de 

campanhas de erradicação, como no caso da febre amarela urbana. No entanto, existem 

múltiplos fatores envolvidos na transmissão do dengue que não são totalmente cobertos por 

estes indicadores, como, por exemplo, a medida da abundância do adulto fêmea e a 

estimativa do risco de transmissão do dengue. 

Alguns dos índices de Stegomyia mais empregados são o índice de infestação 

predial (IP) e o índice de Breteau (IB). O IP é definido como o percentual de imóveis 

positivos para vetores imaturos de Ae. aegypti em uma dada localidade, enquanto que o IB  

quantifica o número de recipientes contendo larvas de Ae. aegypti por 100 imóveis 

pesquisados (Honório 2009, Focks et al 2000, Focks 2003). 

O levantamento de índice rápido de infestação por Ae. aegypti, ou LIRAa, por sua 

vez, é uma estratégia diferenciada de seleção de domicílios durante os inquéritos 

entomológicos de dengue que, resultará no cálculo do IP e do IB. Neste, emprega-se uma 

técnica de amostragem randômica na qual uma unidade de amostra corresponde a 9.000 ou 

12.000 imóveis, onde 450 destes são sorteados e visitados pelos agentes de endemias para a 

busca de larvas ou pupas de Ae. aegypti (Coelho et al 2008). 

No Brasil, foram poucos os estudos que tentaram correlacionar os índices de 

infestação vetorial com a ocorrência de transmissão de dengue. Os resultados observados 

tem se mostrado discordantes e inconsistentes para a construção efetiva de indicadores de 
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risco de transmissão desta arbovirose. A baixa associação entre os índices de infestação e o 

risco de transmissão pode ser atribuída: i) à baixa qualidade da coleta de dados 

entomológicos; ii) à subnotificação de casos; iii) e ao índice de infestação predial por ser 

inadequado para mensurar o nível de infestação, já que tenta inferir sobre a frequência de 

adultos, que é a fase responsável pela transmissão, a partir de coletas de larvas. Além disso, 

tais estudos foram baseados essencialmente em índices de infestação, em especial no IP, 

fornecidos pelas Secretarias de Saúde locais, cujos programas de controle do dengue 

podem sofrer periódicas interferências de ordem política. Possíveis falhas nas operações de 

campo também serão diretamente refletidas no cálculo do IP/IB (Honório 2009). 

Por outro lado, alguns autores, na tentativa de associar os níveis de infestação e 

transmissão de dengue, sugerem que a capacidade vetorial do mosquito varie dependendo 

das condições ambientais, da longevidade, taxa de picada, susceptibilidade ao vírus, entre 

outros fatores. Sendo assim, não só a densidade de mosquitos como também o 

comportamento e a competência vetorial de suas populações, afetaria a transmissão e que 

esta, possa ser afetada por características da dinâmica populacional do vírus e não do vetor 

em si (Chevillon e Failloux 2003, Honório 2009). Além disso, a taxa de transmissão 

depende também de características da população humana, uma vez que os indivíduos 

podem ter diferentes graus de exposição e/ou susceptibilidade à infecção ou, ainda, se a 

soroprevalência for alta, a transmissão pode simplesmente não ocorrer, devido à chamada 

imunidade de rebanho (Halstead 2008). 

Em condições naturais, a detecção de mosquitos Ae. aegypti infectados com DENV 

pode ser raro, mesmo em períodos epidêmicos (Lourenço-de-Oliveira et al 2002, Barbazan 

et al 2009). Além disso, a escassez dos trabalhos de campo para monitoramento da 

circulação viral em Ae. aegypti reside na complexidade logística dessa atividade, muito 

laboriosa e que requer alta disponibilidade de tempo e pessoal. 

 A coleta de mosquitos para detecção dos DENV deve empregar ferramentas 

como o aspirador costal (Clark et al 1994), método apontado como o padrão-ouro para 

coleta de adultos, por capturar machos e fêmeas independentemente de sua idade 

fisiológica (Focks 2003). Alternativamente, pode-se utilizar armadilhas (Fávaro et al 

2006, Gama et al 2007), que cobrem um maior número de residências em dada área 

geográfica, aumentando o sucesso de capturas (Focks 2003). No entanto, as inspeções 
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realizadas semanalmente nestas armadilhas, resultam em espécimes inviáveis para a 

detecção do material genético viral, devido à exposição dos mesmos a temperaturas 

inadequadas de conservação. Neste contexto, esta estratégia de monitoramento baseada 

em armadilhas pode dificultar os estudos de vigilância virológica em mosquitos. 

Portanto, a utilização de métodos de coleta de vetores mais eficientes combinados a 

técnicas de detecção viral sensível fornecem uma abordagem atrativa à vigilância 

entomológica. 
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2. Justificativa 

  O dengue tem se apresentado como um grave problema de saúde pública no 

Brasil, razão pela qual, vários estudos têm sido realizados com o intuito de esclarecer 

aspectos da epidemiologia dessa doença em diferentes localidades, com histórias distintas 

de circulação dos diferentes sorotipos de DENV (Teixeira et al 2002, Nogueira et al 1999, 

2007).  

Os padrões de transmissão do dengue são determinados pela combinação de fatores 

que envolvem o hospedeiro humano, o vírus, o vetor e o ambiente. Sendo assim, o 

monitoramento de fatores de risco de transmissão, pela vigilância epidemiológica é de 

grande importância na epidemiologia da doença. A vigilância epidemiológica do dengue, 

que envolve a vigilância entomológica e virológica, deve ser intensificada, principalmente, 

em períodos interepidêmicos, e pelo monitoramento contínuo de casos suspeitos e dos 

vetores das áreas de transmissão. Neste contexto, o constante monitoramento da circulação 

viral no vetor, nas suas formas imatura e alada, possibilita, não somente a detecção do 

vírus, mas também a detecção de transmissão vertical. Além disso, o monitoramento da 

infecção em mosquitos permite a detecção do aumento de circulação viral em período hábil 

para a efetivação de medidas de controle. A genotipagem dos vírus isolados destes vetores 

pode ainda fornecer informações relevantes na compreensão da interação genótipo/sorotipo 

– vetor.  

 A caracterização molecular de amostras de DENV isoladas no Brasil de áreas 

geograficamente e temporalmente distintas é uma ferramenta fundamental para a 

epidemiologia molecular, que por sua vez pode fornecer informações importantes sobre a 

introdução, dispersão e circulação de distintas linhagens destes vírus (Miagostovich et al 

1998, 2003 e 2006, Duarte dos Santos et al 2000, Oliveira et al 2008, dos Santos et al 2002, 

2011).  Variações em sequências nucleotídicas em um genótipo de DENV podem ser 

responsáveis pelo aparecimento de cepas de vírus que se replicam com mais eficiência em 

humanos e em mosquitos, e produzem altas viremias em humanos facilitando a transmissão 

pelos vetores (Monath 1994). Porém, não se sabe até que ponto os mosquitos contribuem, 

evolutivamente, para a estabilidade genética ou para a seleção de variantes/mutações 

dominantes em determinada área. 
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O entendimento da variação genética no vírus quando replica em mosquitos, e como 

essas variações atuam durante a transmissão entre humanos e mosquitos permanecem 

desconhecidos. Porém, sabe-se que mutações que ocorram ao longo do genoma, assim 

como mutações nos genes virais estruturais e não-estruturais e na região 3´NC dos DENV 

já foram implicados como marcadores moleculares de virulência (Hurrellbrink e Mc Minn 

2003). Portanto, visando contribuir para um melhor conhecimento dos DENV e sua 

interação com o mosquito vetor, realizamos neste trabalho, a caracterização molecular e 

estudos/ou análise filogenética de cepas de DENV isoladas de mosquitos naturalmente 

infectados e de casos humanos provenientes de epidemias ocorridas de 1986 a 2011 no 

Brasil. 
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3. Objetivos  

 

3.1.  Objetivo geral 

 Caracterização molecular e genotipagem de cepas de DENV isoladas de mosquitos 

Ae. aegypti e de casos humanos ao longo de epidemias ocorridas, entre 1986 e 2011, em 

áreas com diferentes índices de infestação do vetor e história pregressa de casos de dengue. 

3.2.  Objetivos específicos 

 

o Realizar a análise filogenética baseada no gene E de cepa de DENV-1 isoladas 

durante o período estudado (1986 a 2011) – Trabalhos 1 e 2. 

o Realizar o sequenciamento completo do genoma de DENV-3 isolado de mosquitos 

naturalmente infectados durante a epidemia ocorrida em 2001 no Rio de Janeiro – 

Trabalho 3 

o Caracterizar a região 3’-não codificante (3’NC) de DENV-3 isolados de mosquitos 

e de casos humanos – Trabalho 3. 

o Realizar a vigilância entomológica do DENV-4 pelo meio da utilização de 

metodologias moleculares – Trabalho 4. 
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4. Material e Métodos e Resultados 

  

 A metodologia e os resultados obtidos nesta tese estão apresentados sob a forma de 

manuscritos (aceito, submetidos para publicação). 

 

4.1.  First Report Of Multiple Lineages Of Dengue Viruses Type 1 In Rio De 

Janeiro, Brazil  

Publicado no Virology Journal 2011, 8:387 

4.2.  Dengue Virus Type 1 From Field-Caught Vectors And Humans In Brazil: 

Phylogeny Reveals Different Lineages Of The American African Genotype In 

25 Years  

Submetido ao periódico “Plos One” 

4.3.  Molecular Differences Of The 3´Untranslated Region From Brazilian 

Dengue Virus Type 3 Isolated From Naturally Infected Mosquitoes And 

Humans  

Submetido ao periódico “Virology Journal”  

4.4.  DENV-4 Entomological Surveillance In Rio De Janeiro: Role of Molecular 

Techniques Dengue Vírus Type 4 (DENV-4) in Niteroi, Rio de Janeiro: The 

Role of Molecular Techniques in the Laboratorial Diagnosis and Entomological 

Surveillance  

Submetido ao periódico “Memórias do Instituto Oswaldo Cruz”  
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4.1. Artigo 1. First  Report  Of  Multiple  Lineages  Of  Dengue Viruses  

Type 1 In Rio De Janeiro, Brazil  

 

Referência bibliográfica: Flavia B dos Santos, Fernanda B Nogueira, Márcia G 

Castro, Priscila CG Nunes, Ana Maria B de Filippis, Nieli RC Faria, Jaqueline BS Simões, 

Simone A Sampaio, Clarice R Santos and Rita Maria R Nogueira. 

 

Situação do manuscrito. Publicado no periódico “Virology Journal”. 

Este artigo atende ao objetivo específico 1. 

 

Resumo: Detectou-se múltiplas linhagens do vírus DENV-1 circulando no Rio de Janeiro 

e no país, após um período de baixa ou silenciosa co-circulação desde a sua entrada em 

1986.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Vigilância virologica dos vírus dengue: genotipagem e caracterização..... 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



Vigilância virologica dos vírus dengue: genotipagem e caracterização..... 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



Vigilância virologica dos vírus dengue: genotipagem e caracterização..... 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 



Vigilância virologica dos vírus dengue: genotipagem e caracterização..... 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 



Vigilância virologica dos vírus dengue: genotipagem e caracterização..... 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

4.2- Artigo 2- Dengue Virus Type 1 From Field-Caught Vectors And 

Humans In Brazil: Phylogeny Reveals Different Lineages Of The 

American African Genotype In 25 Years. 

Referência Bibiográfica: Márcia Gonçalves de Castro, Fernanda de Bruycker 

Nogueira, Rita Maria Ribeiro Nogueira, Anielly Alves Ferreira, Nieli Rodrigues da Costa 

Faria, Priscila Conrado Guerra Nunes, Ricardo Lourenço-de-Oliveira, Flávia Barreto dos 

Santos. 

 

Situação do manuscrito. Submetido ao periódico “PLoS One”. 

Este artigo atende ao objetivo específico 1.  

 

Resumo: Desde a sua entrada no Rio de Janeiro em 1986 até 2001 o sorotipo DENV-1 

(genótipo V) (America/África) circulava com a linhagem I. Após sua ressurgência em 

2009, e com análise filogenética do gene E, foi possível constatar que o DENV-1 ainda 

pertencia ao genótipo V, porém amostras de 2009, 2010 e 2011, tanto de humanos, como 

do vetor, apresentou a co-circulação de mais duas linhagens (II e III). Também foi 

observado pela caracterização molecular que houve uma divergência maior entre as 

linhagens II e III, com substituições de aminoácidos principalmente na linhagem III.  
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4.2.  Molecular Differences Of The 3´Untranslated Region From Brazilian 

Dengue Virus Type 3 Isolated From Naturally Infected Mosquitoes And 

Humans 

 

Referência Bibliográfica: Márcia Gonçalves de Castro, Fernanda de Bruycker 

Nogueira, Rita Maria Ribeiro Nogueira, Ricardo Lourenço-de-Oliveira, Flávia Barreto dos 

Santos. 

 

Situação do manuscrito.  Submetido ao periódico ‟Virology Journalˮ
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4.3-  Artigo 4.  Dengue virus type 4 (DENV-4) in Niteroi, Rio de Janeiro: The 

role of molecular techniques in the laboratorial diagnosis and entomological 

surveillance. 

 

Referência Bibliográfica: Márcia Gonçalves de Castro, Rita Maria Ribeiro Nogueira, 

Ana Maria Bispo de Filippis, Anielly Alves Ferreira, Monique da Rocha Queiroz Lima, 

Nieli Rodrigues da Costa Faria, Fernanda de Bruycker Nogueira, Jaqueline Bastos Santos 

Simões, Priscila Conrado Guerra Nunes, Simone Alves Sampaio, Ricardo Lourenço-de-

Oliveira, Flávia Barreto dos Santos. 

 

Situação do manuscrito. Submetido ao periódico “Memórias do Instituto Oswaldo 

Cruz”. 

Este artigo atende ao objetivo específico 4. 

 

Resumo: Foi detectado casos de DENV-4 em humanos e no mosquito Ae.  aegypti, com o 

auxílio de várias técnicas moleculares, onde se observou que a utilização dessa ferramenta 

pode ser considerado um importante avanço para a vigilância entomológica e virologica. 
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5. Discussão 

 

Nos últimos 25 anos têm sido descrito um aumento na distribuição global do Ae. 

aegypti e de epidemias de dengue (Mackenzie et al 2004, Jansen e Beebe 2010). No Brasil, 

a doença tornou-se um problema de saúde pública na maioria das cidades, sobretudo no Rio 

de Janeiro, que é considerado uma das principais portas de entrada dos DENV no país. A 

dispersão dos vírus dentro da cidade, bem como para outros estados da federação é 

favorecida pela alta densidade populacional e pela movimentação frequente de residentes e 

entrada de turistas (Lourenço-de-Oliveira et al 2004, Urdaneta-Marquez e Failloux 2011).  

O estado do Rio de Janeiro, situado na região Sudeste do país, tem sido importante 

para a epidemiologia do dengue, com a introdução do DENV-1 em 1986, do DENV-2 em 

1990 e do DENV-3 em 2000 (Nogueira et al 2007). O DENV-3 predominou na maior parte 

dos estados do Brasil entre 2002 e 2006. Em 2007, o agravamento nos casos da doença foi 

observado pela a re-emergência do DENV-2, que causou intensa epidemia no ano seguinte. 

Durante os períodos inter-epidêmico e epidêmico de 2007 e 2008, foi coletado no 

município do Rio de Janeiro um total de 10.627 larvas de Ae. aegypti (n=7.499) e Ae. 

albopictus (n=3.128) como parte da vigilância entomológica mantida pelo Laboratório de 

Transmissores de Hematozoários, IOC/FIOCRUZ. As larvas maceradas foram inicialmente 

testadas por RT-PCR e submetidas ao isolamento viral em cultura de células. Por RT-PCR 

foi possível detectar precocemente o DENV-2 em um pool de larvas de Ae. aegypti 

coletadas no primeiro semestre de 2007. A posterior re-emergência deste sorotipo foi 

responsável pela epidemia de dengue que grassou no estado do Rio de Janeiro em 2008. 

Entretanto, no nosso estudo, a propagação do vírus em cultura celular para posterior 

sequenciamento e caracterização foi inviabilizada pelo baixo título viral da amostra 

original. Desde o período epidêmico de 2008 até a presente data, apesar da contínua 

vigilância entomológica para o isolamento de novas cepas virais em diversas localidades do 

estado, não foi possível o isolamento de novos DENV-2 em Ae. aegypti para caracterização 

molecular e genotipagem.  
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 O monitoramento dos sorotipos circulantes em 2009 apontou para uma nova 

mudança no sorotipo predominante, com a re-emergência do DENV-1. Assim, tendo em 

vista a baixa circulação deste sorotipo desde o início da década, em 2010 este foi 

responsável pela epidemia mais explosiva de dengue registrada no país em termos de 

notificações, com 1.4 milhões de casos (SVS 2009, 2010). O risco da introdução do 

DENV-4 no país era iminente, uma vez que este sorotipo circula em países vizinhos, como 

a Venezuela e Colômbia (Guzman e Kouri 2002). Após o isolamento deste sorotipo em 

Roraima, em 2010, o vírus dispersou para outros estados da federação e, no Rio de Janeiro, 

os primeiros casos de DENV-4 foram isolados em Niterói, em 2011 (Nogueira e 

Eppinghaus 2011).  

Desde 1986 um programa de vigilância virológica e entomológica foi estabelecido 

no Rio de Janeiro para o monitoramento dos DENV em soros humanos e vetores (Nogueira 

et al 1988, 1990, 1999, Lourenço-de-Oliveira et al 2002). Apesar da presença do Ae. 

albopictus, o Ae. aegypti tem sido o vetor responsável pela transmissão dos DENV no 

Brasil (Lourenço-de-Oliveira et al 2004). A vigilância entomológica destes vírus no 

mosquito adulto e em larvas constitui uma ferramenta importante para a detecção precoce 

de epidemias de dengue.  

O aumento global da dispersão e co-circulação de múltiplos sorotipos de DENV, 

associados à falta de fidelidade da RNA polimerase e RNA dependente, levaram a um 

aumento na diversidade destes vírus e na evolução dos genótipos dentro de cada sorotipo 

(Holmes e Burch 2000, Uzcategui et al 2001, Foster et al 2004, Bennett et al 2006, Chen et 

al 2008, Weaver e Vasilakis 2009, Kumar et al 2010). Além disso, sabe-se que a evolução 

dos DENV é determinada por complexas interações, que vão do nível celular ao 

populacional em humanos e mosquitos e mutações que ocorrem ao longo do genoma, assim 

como mutações nos genes virais estruturais e não estruturais e na região 3´NC já foram 

implicados como marcadores moleculares de virulência (Hurrellbrink e Mc Minn 2003). 

Porém, as formas que as variações genéticas no vírus atuam durante a transmissão entre 

humanos e mosquitos permanecem desconhecidos.  

Estudos de caracterização molecular e análise filogenética podem revelar a origem 

geográfica dos vírus e determinantes moleculares de virulência em potencial. Dado que a 
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introdução de novos sorotipos/genótipos pode acarretar na ocorrência de epidemias, 

estudos filogenéticos são de grande relevância para avaliar o impacto na população. A 

caracterização molecular de amostras de DENV isoladas no Brasil de áreas 

geograficamente e temporalmente distintas é uma ferramenta fundamental para a análise 

epidemiológica molecular, que por sua vez pode fornecer informações importantes sobre a 

introdução, dispersão e circulação de distintas linhagens destes vírus. 

Portanto, visando contribuir para um melhor conhecimento dos DENV e sua 

interação com o mosquito vetor, realizamos neste trabalho, a caracterização molecular e 

filogenética de cepas de DENV isoladas de mosquitos naturalmente infectados, 

provenientes de epidemias ocorridas de 1986 a 2011 no Brasil.  

Realizar a análise filogenética baseada no gene E de cepa de DENV-1 isoladas durante 

o período estudado (1986 a 2011) – Trabalhos 1 e 2 

Nos trabalhos intitulados “First report of multiple lineages of dengue viruses type 1 

in Rio de Janeiro, Brazil” e “Dengue Virus Type 1 from Field-Caught Vectors and Humans 

in Brazil: Phylogeny Reveals Different Lineages of the American African Genotype in 25 

Years” foram estudadas cepas de DENV-1 isoladas a partir de casos humanos e mosquitos 

Ae. aegypti desde a sua introdução em 1986, após a emergência deste sorotipo em 2009, e 

provenientes das epidemias ocorridas em 2010 e 2011.  

A utilização da técnica de RT-PCR para a triagem de vetores coletados no campo 

tem se mostrado útil para a vigilância virológica e detecção de novas introduções dos 

DENV (Chow et al 1998, Kow et al 2001, Pinheiro et al, 2005, Méndez et al 2006, Costa et 

al 2009, Guedes et al 2010). Esta permitiu detectar DENV-1 em mosquitos coletados em 

2001 e 2010, assim como fornecer uma ferramenta para o estudo retrospectivo, pela 

detecção do RNA viral de um macerado de mosquito coletado em 1986 e congelado a -70
0
 

C por 24 anos.  

As taxas de detecção de DENV em mosquitos Aedes por RT-PCR podem variar 

dependendo da área geográfica, perfil epidemiológico e população vetorial. Neste estudo, 

as taxas de detecção dos DENV-1 por RT-PCR variaram de 0,78% a 25%, sendo que o 

último pode não ser representativo, pois é o resultado de uma análise de apenas quatro 
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pools. No entanto, taxas de 0,2 % foram observadas em Taiwan (Chen et al 2010) e de 

16,1% em escolas mexicanas (García-Rejón et al 2011). No Brasil, estudos prévios 

demonstraram taxas de detecção de 17% durante uma vigilância realizada em Manaus 

(Pinheiro et al 2005), de 10% em estudo realizado em Recife (Guedes et al 2010) e de 0,1% 

em uma vigilância realizada no Rio de Janeiro durante o ano inter-epidêmico de 2006 

(dados não publicados). Apesar do RT-PCR ter mostrado ser uma ferramenta útil e eficaz 

para a vigilância dos DENV em mosquitos e formas imaturas coletados no campo, as altas 

taxas de detecção e até mesmo co-infecções devem ser consideradas cuidadosamente e 

preferencialmente confirmadas por outras técnicas, tais como o isolamento viral e o 

sequenciamento genômico.  

As técnicas de RT-PCR em Tempo Real têm sido estabelecidas e descritas como 

mais rápidas e sensíveis para a detecção e quantificação dos DENV de amostras clínicas 

(Callahan et al 2001, Drosten et al 2002, Johnson et al 2005), de vetores infectados 

experimentalmente em laboratório (Richards et al 2007) e coletados no campo (Tan et al 

2011). Neste estudo, o RT-PCR em Tempo Real foi utilizado para quantificar o título de 

DENV-1 (1,6 x 10
4
 cópias/mL) proveniente de uma única fêmea naturalmente infectada, 

que se caracteriza como observação relevante, uma vez que a quantidade de vírus em 

humanos necessária para infectar mosquitos ainda não foi precisamente determinada 

(Halstead 2008).  

O DENV-1 é caracterizado por possuir cinco genótipos distintos, genótipo I 

(Sudeste Asiático/China/Oeste Africano), genótipo II (Tailândia), genótipo III (Malásia), 

genótipo IV (Pacífico Sul) e genótipo V (Américas/África), como também pela existência 

de linhagens com relações geográficas e temporais diferenciadas descritas (Myat Thu et al 

2005, Kukreti et al 2009, Mendez et al 2010). Substituições e alternância de linhagens têm 

aparecido com mais frequência em estudos filogenéticos e o termo “linhagem” tem sido 

utilizado, não oficialmente, para caracterizar os vírus agrupados em clades em um nível 

taxonômico abaixo de genótipo (Mendez et al 2010).  

A análise de sequências do gene E de vírus isolados de mosquitos adultos, larvas e 

casos humanos demonstrou que os DENV-1, representantes de seis estados das regiões 

Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e Norte do país, pertencem ao genótipo V 
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(Américas/África), porém a existência de três linhagens distintas foi caracterizada. Cepas 

de DENV-1 isolados de vetores em 1986 e 2001 agruparam-se na linhagem I com cepas 

isoladas de humanos em 1986, 1990, 1997 e 2001. Cepas de DENV-1 isoladas em 2010 e 

2011 agruparam-se formando um clade distinto (linhagem II), sendo este mais intimamente 

relacionado com as cepas isoladas em Cingapura, em 1990 e 2005, sugerindo uma origem 

asiática provável para esta linhagem. No entanto, a cepa de DENV-1 isolada da fêmea de 

Ae. aegypti em 2010, em Roraima, agrupou-se em uma outra linhagem (linhagem III), 

também caracterizada durante a reemergência do DENV-1 em 2009 e 2010. As cepas 

caracterizadas como pertencentes à linhagem III agruparam-se com cepas isoladas em 2007 

e 2008 na Colômbia, Venezuela e México, sugerindo uma origem latino-americana para as 

mesmas.  

A comparação entre as sequências das diferentes linhagens demonstrou uma grande 

divergência entre as linhagens II e III, e que a maioria das substituições de aminoácidos foi 

observada no domínio III da proteína E. Além disso, foi demonstrado que alguns resíduos 

são exclusivos de algumas linhagens, e podem ser os responsáveis pela diferenciação entre 

elas. 

Apesar de reduzida, porém contínua, a circulação de DENV-1 no país apresenta um 

baixo percentual de identidade dos vírus recentemente isolados, tanto de vetores quanto de 

casos humanos, com os vírus inicialmente introduzidos na década de 1980, sugere que o 

DENV-1 reemergente não evoluiu localmente, mas é resultante da introdução de novas 

linhagens no país. A circulação de mais de uma linhagem de DENV-1 já foi descrita na 

Ásia (Kukreti et al 2005) e nas Américas (Mendez et al 2010). A introdução de múltiplas 

linhagens dos diferentes sorotipos de DENV, com frequente alternância de linhagens, foi 

descrita no México (Carrillo-Valenzo et al 2010). De fato, a alternância de linhagens parece 

ser um fenômeno mais comum do que a longa persistência das mesmas (Bennett et al 

2003).  

Realizar o sequenciamento completo do genoma de DENV-3 isolado de mosquitos 

naturalmente infectados durante a epidemia ocorrida em 2001 no Rio de Janeiro e 

caracterizar a região 3’-não codificante (3’NC) de DENV-3 isolados de mosquitos Ae. 

aegypti e de casos humanos – Trabalho 3 
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A dispersão global dos quarto sorotipos de DENV nos últimos 50 anos resultou na 

dispersão de genótipos associados com uma doença mais grave (Kyle e Harrris 2008). No 

Brasil, o genótipo III, de DENV-3, tem sido associado com epidemias graves desde sua 

introdução em 2000 no Rio de Janeiro (Nogueira et al 2001, 2005, Miagostovich et al 2003, 

2006). 

 Dos cinco genótipos descritos para os DENV-3, os genótipos I, II e III (GI, GII e G 

III) têm sido responsáveis pela maioria das infecções em humanos e associados a casos de 

dengue clássico e casos graves no Sudeste da Ásia, Subcontinente Indiano, Pacífico Sul, 

Leste Africano e Américas, enquanto que os genótipos IV e V (GIV e GV) não têm sido 

associados a casos graves e são representados por vírus mais recentes circulantes nas 

Américas, Pacífico Sul e Ásia (Lanciotti et al 1994, Wittke et al 2002, King et al 2008, 

Araújo et al 2009). Neste contexto, a potencial emergência de cepas associadas com um 

quadro mais grave ressalta a necessidade da vigilância destes vírus nos hospedeiros 

humanos e vetores.  

Apesar da utilização do gene E para estudos filogenéticos e evolutivos (Lanciotti et 

al 1994, Aquino et al 2006, Kochel et al, 2008, Amarillia et al 2009, Araujo et al 2009, 

Chen et al 2011), devido a suas propriedades biológicas e pressão seletiva imposta pela 

resposta imune do hospedeiro, a importância da heterogeneidade em outras regiões 

genômicas, como os genes não-estruturais e regiões não-codificantes, não deve ser excluída 

(Chao et al 2005).  

Assim, visando contribuir para os estudos de interação vetor-vírus-hospedeiro 

humano e estudos filogenéticos, realizamos no manuscrito “Molecular differences of the 

3´untranslated region from Brazilian Dengue Virus Type 3 isolated from Naturally Infected 

Mosquitoes and Humans” a caracterização molecular do genoma completo de uma cepa de 

DENV-3 isolada a partir de Ae. aegypti naturalmente infectado no estado do Rio de 

Janeiro, assim como a caracterização da região 3´NC dos vírus isolados de mosquitos em 

comparação com os vírus isolados em humanos.  

Na análise do genoma completo do DENV-3 foram observadas substituições de 

aminoácidos ao longo de toda região codificante, quando as cepas brasileiras foram 

comparadas à cepa protótipo PHIL/H87/1956 e cepas representantes dos demais genótipos. 

Algumas destas substituições foram observadas exclusivamente nas cepas brasileiras 
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analisadas. Além disso, substituições exclusivas à cepa de DENV-3 isolada em mosquito 

(BR73354/2001) foram observadas no gene NS5, incluindo a substituição que resultou na 

formação de um códon de terminação. Na região 3´NC de genoma  foi demonstrada uma 

deleção de 8 nucleotídeos dentro da inserção de 11 nucleotídeos previamente descrita na 

região variável (VR), característica de cepas do GIII de DENV-3 das regiões Latino-

Americanas/Caribenhas e do Sri Lanka (Peyrefitte et al 2003, Miagostovich et al 2003, 

Silva et al 2008). A presença de DENV-3 com genoma defectivo contendo tanto códon de 

terminação ou deleções in vivo já foi demonstrada (Wang et al 2002). 

Portanto, com o objetivo de comparar a extensão das variações nas sequências da 

região 3´NC, foi realizado o sequenciamento e caracterização de  novas cepas de DENV-3 

brasileiras isoladas em mosquitos e humanos. Neste estudo, na análise desta região de 

cepas adicionais de ambos hospedeiros, pode-se detectar vírus caracterizados pela inserção 

de 11 nucleotídeos e com a deleção de 8 nucleotídeos. Apesar da presença de variantes 

virais distintas, sugere-se que a variante prevalente seja a transmitida (Lin et al 2004). Os 

resultados obtidos sugerem que as cepas com a inserção de 11 nucleotídeos sejam as mais 

prevalentes, uma vez que estas foram as mais frequentemente detectadas. Contudo, a 

análise de uma amostragem maior destes vírus se faz necessária para a confirmação destas 

observações. 

As sequências e estruturas secundárias das regiões 5´e 3´NC dos flavivvírus 

possuem um papel importante na replicação viral e diferenças nestas regiões podem 

influenciar na virulência (Leitmeyer et al 1999, Cologna e Rico-Hesse 2005, Clyde e Harris 

2006, Silva et al 2008). Além disso, mutações e deleções dentro destas regiões podem 

alterar a infectividade e reduzir a eficiência da replicação viral (Men et al 1996, Mandl et al 

1998). Todas as sequências com a deleção de 8 nucleotídeos apresentaram estruturas 

secundárias similares quando a RV da 3´NC foi analisada. No entanto, nem todas as cepas 

que apresentaram a inserção de 11 nucleotídeos formaram estrutura similar. 

As análises filogenéticas baseadas no sequenciamento completo tanto do genoma 

quanto da região 3´NC caracterizou os DENV-3 deste estudo como pertencentes ao GIII, 

corroborando com estudos prévios realizados sobre o tema (Miagostovich et al 2003, 2006, 

Araújo et al 2009). Ainda não está bem elucidado como populações virais distintas são 

mantidas ou transmitidas e, neste contexto, a disponibilidade de vírus isolados em ambos 
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hospedeiros se torna de grande importância para o melhor entendimento das interações 

vetor-vírus-hospedeiro humano e estudos de quasispécies. 

 

Realizar a vigilância entomológica do DENV-4 pelo meio da utilização de 

metodologias moleculares – Trabalho 4 

No Brasil, um surto causado pelos DENV-1 e DENV-4 foi registrado na cidade de 

Boa Vista, Roraima, região Norte do país, em 1983 (Osanai et al 1983). Porém, foi após 28 

anos de seu primeiro isolamento que o DENV-4 foi reintroduzido nesta mesma cidade 

(Temporão et al 2011) e dispersou para as demais regiões do país (SVS 2011). O 

sequenciamento das cepas de DENV-4 recém-introduzidas caracterizou estes vírus como 

pertencentes ao genótipo II (de Sousa et al 2011). 

No Rio de Janeiro, os primeiros dois casos de DENV-4, após esta reintrodução no 

país, ocorreram no bairro de Cafubá, Niterói, em março de 2011 (Nogueira e Eppinghaus 

2011). Historicamente, o Rio de Janeiro apresenta condições altamente favoráveis para a 

transmissão dos DENV (Nogueira et al 2005, Lourenço-de-Oliveira et al 2008). Sua 

dispersão dentro da cidade, bem como para outros estados, é favorecida pelas altas 

densidades populacionais e pela frequente movimentação de residentes e turistas  

(Lourenço-de-Oliveira et al 2004, Urdaneta-Marquez  e Failloux 2011). 

Conforme previamente descrito neste trabalho, as vigilâncias virológica e 

entomológica utilizando técnicas moleculares, como RT-PCR, têm se mostrado útil  para a 

detecção precoce de surtos e/ou para a deteção de novas introduções de DENV (Chow et al 

1998, Kow et al 2001, Pinheiro et al 2005, Mendez et al 2006, Costa et al 2009, Chen et al 

2010, Guedes et al 2010). Neste estudo, visamos caracterizar laboratorialmente os 

primeiros casos de DENV-4 detectados em humanos e demonstrar o papel de métodos 

moleculares, como o RT-PCR e o RT-PCR em tempo real, na vigilância entomológica 

desse vírus, recentemente introduzido nas populações de vetores de Niterói. Ressalta-se que 

estes casos foram confirmados durante uma grave epidemia de DENV-1 no Rio de Janeiro 

e no país, onde aproximadamente 87% dos casos confirmados de dengue eram por DENV-

1 (SVS 2011). 
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Todos os casos humanos de DENV-4 investigados neste estudo (n=9) foram 

inicialmente confirmados por RT-PCR e, concomitantemente, submetidos ao MAC-ELISA, 

captura de antígeno NS1 e isolamento viral. O MAC-ELISA confirmou 22,2% (2/9) dos 

casos agudos de DENV-4, o isolamento viral foi possível em 55,5% (5/9) dos casos e 

ambos os testes de NS1 (ELISA e teste rápido) confirmaram 44,4% (4/9) dos casos.  

Com o objetivo de detectar DENV-4 em populações de Ae. aegypti provenientes de 

áreas com história pregressa de casos positivos para este sorotipo, coletas de vetores 

adultos foram realizadas no bairro de São Domingos, Niterói, em 2011. Apesar da 

circulação do DENV-1, identificada por RT-PCR, foi possível detectar DENV-4 em uma 

fêmea naturalmente infectada, capturada em uma das residências onde 19 mosquitos 

adultos foram coletados. 

Durante a vigilância entomológica realizada em 2001 por nosso grupo, um DENV-1 

foi detectado em mosquitos Ae. aegypti quando o DENV-3 estava circulando. Já em 2010, 

durante a investigação do DENV-4 em Roraima, o DENV-1 foi de novo detectado (Castro 

et al submetido para publicação).  O RT-PCR em tempo real determinou 1,08 x 10
3 

cópias/mL de DENV-4 em uma única fêmea de Ae. aegypti naturalmente infectada. 

  Nesta investigação, utilizamos pela primeira vez, tanto para a vigilância virológica 

quanto para a entomológica, um teste comercial de RT-PCR em tempo real (Simplexa™ 

Dengue Real Time RT-PCR) para a detecção dos DENV. O teste foi desenhado para 

detectar os DENV-1 e DENV-4 em uma reação e os DENV-2 e DENV-3 em outra reação, 

onde foram utilizados iniciadores e sondas fluorescentes que hibridizam em regiões 

específicas do genoma: nos DENV-1 e DENV-3, gene NS5, no DENV-2, gene NS3, e no 

DENV-4, gene do capsídeo. Um controle interno foi utilizado para monitorar a extração 

do RNA viral e inibição da reação. 

Neste estudo, o Simplexa™ Dengue Real Time RT-PCR, disponível recentemente, 

confirmou todos os casos humanos testados e também o DENV-4 como o sorotipo 

infectante na fêmea previamente positiva por RT-PCR convencional, com um Ct (cycle 

thresold) de 23.5. Os valores de Ct no PCR em tempo real são inversamente 

proporcionais à quantidade de ácido nucleico da amostra. Valores de Ct< 29 indicam 
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reações fortemente positivas de ácido nucleico alvo abundante nas amostras, valores de Ct 

entre 30-37 indicam reações positivas com quantidades moderadas do ácido nucleico 

alvo, enquanto que valores de Ct entre 38 e 40, indicam reações com quantidades 

mínimas do ácido nucleico alvo. Os valores de Ct obtidos para os casos humanos 

variaram de 16.8 a 35.1 (média ± 25.0). 

Os resultados obtidos no diagnóstico laboratorial e vigilância entomológica 

utilizando técnicas moleculares, como o RT-PCR convencional e/ou RT-PCR em tempo 

real, apontam estas abordagens como eficientes e específicas para a vigilância dos DENV, 

mesmo quando um novo sorotipo é introduzido ou reemerge durante uma epidemia 

causada por outro sorotipo prevalente. 
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6- Conclusões  

 A vigilância entomológica realizada no período de 1986 a 2011 permitiu o isolamento 

de DENV em mosquitos naturalmente infectados possibilitando a caracterização 

molecular de DENV-1, 3 e 4 e a análise filogenética destes, assim como de DENV 

provenientes de casos humanos. 

 A RT-PCR para a triagem de DENV em vetores se mostrou uma ferramenta útil para 

a vigilância virológica e estudo retrospectivo, com taxas de detecção que variaram 

de 0,78% a 25%. 

 A análise filogenética de vírus isolados em vetores e de casos humanos caracterizou 

os DENV-1 como pertencentes ao genótipo V (Américas/África), com a descrição 

de três linhagens distintas.  

 A análise filogenética de vírus isolados em vetores e de casos humanos caracterizou 

os DENV-3 como pertencentes ao GIII e a caracterização molecular destes vírus 

demonstrou a presença de inserções e deleções na região 3´NC do genoma. 

 As deleções observadas na região 3´NC resultaram em estruturas secundárias 

similares, porém nem todas as cepas com inserções nesta região apresentaram 

estrutura similar. 

 O RT-PCR em Tempo Real possibilitou, pela primeira vez, a quantificação de DENV 

em fêmeas individuais naturalmente infectadas. 

 O teste comercial Simplexa™ Dengue Real Time RT-PCR, disponível recentemente, 

foi utilizado pela primeira vez para detecção dos DENV e se mostrou um método 

molecular alternativo para as vigilâncias entomológica e virológica. 

 Os resultados neste trabalho, utilizando técnicas moleculares, apontam estas 

abordagens como rápidas, sensíveis e específicas para a vigilância dos DENV, 

mesmo quando um novo sorotipo é introduzido ou reemerge durante uma epidemia 

causada por outro sorotipo prevalente. 
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7. Pespectivas  

 

Pretende-se investigar os aspectos virológicos e entomológicos de interação 

mosquito vetor-DENV-3, pela região 3ˈNC de infecções experimentais das cepas 

com as delecões e inserções para possíveis variações nucleotidicas na pós-infecção 

do mosquito. 

Como perspectivas futuras, pretendemos dar continuidade as vigilâncias 

epidemiológicas que envolve tanto a entomológicas como a virológicas, 

principalmente nos intervalos interepidêmicos, que possibilite a detecção da 

circulação viral, e genotipagem dos vírus isolados dos vetores para obter 

informações relevantes na compreensão da interação genótipo/sorotipo-mosquito. 
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