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RESUMO 

 
Atualmente a dengue é a arbovirose de maior importância mundial e um dos principais problemas 

de saúde pública no Brasil desde sua introdução na década de 1980.  Dengue é uma doença febril 

aguda e geralmente de evolução benigna podendo evoluir para forma grave quando na presença de 

distúrbios hemodinâmicos, caracterizados por manifestações hemorrágicas graves, derrames 

cavitários e choque. Apesar do conhecimento crescente a cerca da doença e seu vetor, a evolução da 

dengue para quadros clínicos graves não está totalmente esclarecida. Os quatro sorotipos do vírus 

dengue (DENV) variam em termos de patogenicidade e virulência, embora essas diferenças ainda 

não sejam bem compreendidas. O entendimento dos mecanismos envolvidos na patogênese da 

doença e a identificação precoce de marcadores de gravidade constitui um dos principais desafios 

das pesquisas envolvendo dengue. Desta forma, o objetivo deste estudo foi de analisar os aspectos 

virais, epidemiológicos, clínicos e imunológicos de infecções causadas por DENV-2 circulantes no 

Brasil. Para isto, amostras de DENV-2 isoladas de pacientes com diferentes manifestações clínicas 

e representativas de seis estados brasileiros, de 1990 a 2010 foram sequenciadas. Avaliamos 260 

casos confirmados de dengue atendidos nos centros de saúde dos estados do Rio de Janeiro (RJ) e 

Mato Grosso do Sul (MS) nos anos de 2010 e 2013. Os pacientes foram classificados de acordo 

com a nova classificação da OMS, 2009 nos grupos: 163 (62.7%) dengue sem sinais de alarme 

(DSSA), 75 (28,8%) dengue com sinais de alarme (DCSA) e 16 (6.2%) dengue grave (DG). Os 

resultados obtidos pelo sequenciamento  parcial e / ou total do genoma caracterizaram as amostras 

de DENV-2 brasileiras como pertencentes ao genótipo do Sudeste Asiático e duas linhagens dentro 

deste genótipo foram identificadas. As cepas circulantes na introdução do DENV-2  1990-2003) 

pertencem  à  Linhagem I e cepas isoladas após a reintrodução do DENV-2 em 2007 pertencem à 

Linhagem II. A análise da carga viral das duas linhagens de DENV-2  demonstrou altos títulos em 

amostras originárias de pacientes graves e do período  2007-2010 (linhagem II) quando comparados 

com as amostras do período 1990-2003. Ainda, a análise comparativa  de epidemias ocorridas no 

MS em dois períodos distintos (DENV1/2 em 2010 e DENV-4 em 2013) demonstrou que  apesar da 

circulação dos 4 sorotipos de DENV no estado, a reintrodução do DENV-4 não  resultou numa 

maior incidência de casos graves.  Por outro lado, pacientes infectados pelo DENV1/2 (2010) 

apresentaram menores contagens de plaquetas, maiorfrequência de hospitalização e casos graves 

quando comparados com os pacientes  infectados pelo DENV-4 (2013). A proteína não estrutural 

NS1 é frequentemente associada com casos graves de dengue e, de fato, altos  níveis circulantes de 

NS1 foram encontrados em pacientes infectados pelos sorotipos DENV1/2 e apresentando formas 

mais graves da doença.  Um caso fatal decorrente de hepatite fulminante, uma rara complicação da 

infecção pelo DENV, com diagnostico confirmado de infecção pelo DENV-2 (linhagem II) foi 

reportado em um paciente sem histórico prévio  de doença hepática. Por fim, avaliamos a resposta 

imunológica inata in vitro induzida pelas duas linhagens de DENV-2 determinando as taxas de 

replicação viral e a indução de um perfil de citocinas após infecção de células dendríticas derivadas 

de monócitos humanos  realizando análises comparativas. Os resultados demonstraram que ambas 

linhagens de DENV-2 foram capazes de infectar células dendriticas humanas e não foram  

observadas diferenças quanto a taxa de replicação viral ou produção de citocinas quando estas 

foram comparadas entre si.  Interessantemente, sobrenadantes das células dendriticas infectadas 

com linhagem II apresentaram altos níveis da proteína NS1. Estes resultados em conjunto sugerem 

que a filogenia e caracterização molecular das cepas de DENV circulantes podem predizer o 

impacto de cepas virulentas na população. Além disso, a identificação de biomarcadores, 

relacionados tanto ao hospedeiro quanto ao vírus, poderá contribuir na prevenção das formas graves 

da doença. 
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ABSTRACT: 

 
Currently dengue is the most important arbovirus of world and is the main public health problems 

in Brazil since its introduction in the 1980s.  Dengue is an acute febrile illness usually benign and 

may progress to severe form in the presence of hemodynamic disturbances characterized by severe 

hemorrhagic manifestations, cavitary stroke and shock. Despite the increasing knowledge about the 

disease and its vector, the evolution of dengue to severe clinical forms is not fully understood. The 

four DENV serotypes vary in terms of pathogenicity and virulence, although these differences are 

poorly understood. Understanding mechanisms involved in the pathogenesis of disease as well as 

early markers of severity identification is one the main challenges of dengue research. In this 

context, the aim of this study was to analyze virus, epidemiological, clinical as well as 

immunological aspects of infections caused by DENV-2 serotypes circulating in Brazil. For this, 

DENV-2 strains isolated from patients with different clinical manifestations and representative of 

six Brazilian states, from 1990-2010 were sequenced. We evaluate 260 confimed dengue cases that 

were treated at health centers in Rio de Janeiro (RJ) and Mato Grosso do Sul (MS) states in 2010 

and 2103. Patients were classified according to the new dengue classification WHO 2009 in the 

following groups: 163 (62.7%) dengue without warning signs, 75 (28,8%) dengue with warning 

signs, and 16 (6.2%) severe dengue. The results obtained by partial sequencing and / or total 

genome characterized samples of DENV-2 Brazilian as belonging to the genotype of Southeast 

Asia and two lineages within this genotype were identified. Strains circulating prior DENV-2 

emergence (1990-2003) belong to Southeast Asian genotype, Lineage I and strains isolated after 

DENV-2 emergence in 2007 belong to Southeast Asian genotype, Lineage II. Analysis of viral 

loads of both DENV-2 lineages showed higher titers in samples originated from severe patients 

2007-2010 (lineage II) when compared with from 1990-2003. Also, comparative analysis of 

epidemics occurred in MS during two different periods (DENV1 / 2 in 2010 and DENV-4 in 2013) 

showed that despite circulation of four serotypes in the state, the reintroduction of DENV-4 did not 

result in a higher incidence of severe cases. Moreover, DENV1/2 2010 infected patients showed 

lower platelets counts, higher frequency of hospitalization and severe cases as compared with 

patients infected with DENV-4 (2013). The nonstructural protein NS1 is often associated with 

severe cases of dengue and, indeed, high circulating levels of NS1 were found in DENV1/2 infected 

patients and those presenting more severe forms of disease. A fatal case evolving fulminant 

hepatitis associated with DENV-2 (lineage II), a rare complication of dengue infection, was 

reported in patient without a previous history of liver disease.. Finally, we evaluated the innate 

immune response induced by both DENV-2 lineages determining viral replication rates and the 

induction of a cytokine profile after infection of dendritic cells derived from human monocytes in 

vitro performing comparative analyses. Our results showed that both DENV-2 lineages were able to 

infect human dendritic cells and no difference was found in the viral replication ratio or in the 

cytokine production after comparative analysis. Interestingly, infected dendritic cells supernatants 

from lineage II exhibited high levels of NS1 protein. These results together suggest that the 

phylogeny and molecular characterization of circulating DENV strains can predict the impact of 

virulent strains in the population. Furthermore, the identification of biomarkers, related to both host 

and virus will contribute in the prevention of severe forms of disease.
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1. INTRODUÇÃO 

 

A dengue é uma doença viral aguda sistêmica que se estabeleceu globalmente através 

de transmissão endêmica e epidêmica. Endêmica em mais de 100 países nas Américas, 

Sudeste Asíatico, Oeste do Pacífico, África e as regiões do Mediterrâneo oriental, sua 

incidência aumentou 30 vezes nos últimos 50 anos (Guzman & Harris, 2015). Estima-se 

que ocorram 390 milhões de novas infecções por ano e que 96 milhões apresentem algum 

tipo de manifestação aparente (Bhatt et al., 2013).  Os atuais esforços para conter a 

transmissão da dengue estão focados no combate ao vetor através da combinação de 

métodos químicos e biológicos (WHO/TDR, 2009). 

O custo e as perdas econômicas com dengue têm crescido e estima-se que dois bilhões 

de dolares sejam gastos anulamente nas Américas e que cerca de 60% deste gasto 

correspondam aos custos indiretos, principalmente perda de produtividade. O Brasil é  o 

país onde o custo da dengue é mais elevado nas Américas (42% da carga total). Com 

aproximadamente 1.35 bilhões de doláres anuais, gastos anualmente (Shepard et al., 2011). 

 A infecção pelos vírus dengue (DENV) em seres humanos na maioria das vezes 

apresenta–se de forma assintomática  (Endy et al., 2011; Simmons et al., 2012), mas pode 

também apresentar uma ampla variedade de manifestações clínicas, desde  uma febre 

branda  até as formas graves potencialemte fatais conhecidas como Febre Hemorrágica do 

dengue/Síndrome de Choque por Dengue (FHD/SCD) (WHO/TDR, 2009). A imunidade 

vitalícia é desenvolvida após a infecção por um dos quatro sorotipos dos DENV que é 

específica para o sorotipo infectante (Simmons et al., 2012).  

1.1. Histórico da dengue 

Sintomas de uma doença febril compatível com a dengue foram descritos em uma 

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

formalmente editados em 610 d.C. (Dinastia Tang). Posteriormente em 992 d.C. (Dinastia 

Norte Sung), esta doença que se apresentava com manifestações clínicas com febre, 

exantema, artralgia, mialgia e manifestações hemorrágicas, passou a ser reconhecida como 

“veneno da água” devido a associação dos insetos voadores com a água.. 

 Porém, as primeiras epidemias bem documentadas ocorreram entre 1779 e 1780, nos 

continentes Asiático, Norte Americano e Africano (Gubler, 1997; 1998). O termo dengue 

foi introduzido na literatura médica inglêsa, entre 1827 e 1828, durante uma epidemia 
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ocorrida no Caribe onde as principais características clínicas observadas foram exantema e 

artralgia. Em 1869, foi estabelecido pelo “London Royal College of Physicians” a 

denominação desta enfermidade, até então referida na literatura como "febre articular", 

"febre quebra ossos", "dinga", "polka", entre outros (Halstead, 1974; Halstead, 1980). 

No início da década de 1900, foi demonstrada que a transmissão dos DENV era 

realizada por mosquitos e estudos desenvolvidos por  Bancroft em 1906 demonstraram que 

o vetor Aedes aegypti era capaz de transmitir os DENV (Gubler, 1997).   

Durante a II Segunda Guerra Mundial pesquisadores japoneses (Hotta, 1952) e 

americanos (Sabin, 1952) isolaram as primeiras cepas dos DENV e, neste período, os 

sorotipos 1 e 2 foram identificados, seguidos pelos sorotipos 3 e 4 nas Filipinas e na 

Tailândia em 1954 (Hammon et al., 1960).  

Após a II Guerra Mundial o DENV se dispersou mundialmente para áreas tropicas e 

subtropicais e a dengue passou a ser considerada uma das mais importantes doenças 

reemergentes (Yamada et al., 2002).  A distribuição global de todos os sorotipos dos 

DENV atingiu quase todos os continentes no fim da década de 1990, início do século 21. 

Este processo foi facilitado pela convergência gradual de diversos fatores, incluindo 

expansão das populações urbanas, o aumento da densidade vetorial por insustentáveis 

programas de controle e o aumento nas viagens aéreas comerciais (Vasilakis & Weaver, 

2008). 

Atualmente, todos os quatro sorotipos DENV circulam na África, Sul e Sudeste da Ásia, 

regiões do Pacífico Ocidental, na bacia do Caribe, e nas Américas Central e do Sul, com 

registro de frequentes introduções nos estados do sul da América do Norte embora, até 

momento, não existam relatos de surtos epidêmicos nos EUA (Rodriguez-Roche & Gould, 

2013). 

 

1.2 Epidemiologia da dengue 

 

A dengue atualmente é a arbovirose de maior importância mundial, considerada  um dos 

principais problemas de saúde pública. Nos últimos 50 anos a sua incidência aumentou 30 

vezes. A dengue é endêmica em mais de 100 países nas Américas, Sudeste Asíatico, Oeste 

do Pacífico, África e as regiões do Mediterrêneo oriental (Guzman & Harris, 2015) (Figura 

1.1). Estima-se que  ocorram 390 milhões de novas infecções por ano e, destas, 96 milhões 

apresentam algum tipo de manifestação aparente (Bhatt et al., 2013). 
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Figura 1.1: Distribuição global da dengue, 2014 (Adaptado de Guzmán and Harris, 

2015). 

 

1.3. Dengue nas Américas 

 

Relatos de uma doença similar à dengue identificados em Martinica e Guadalupe e, 

posteriormente, no Panamá são considerados, oficialmente, os primeiros casos de dengue 

nas Américas no século XVII.  No século XIX foram descritos inúmeros surtos, em 

intervalos irregulares, nas cidades portuárias do Caribe, Américas do Norte, Central e Sul 

(Brathwaite Dick et al., 2012).  

Apesar de inúmeros surtos e epidemias de dengue descritos no final do século XIX e 

início do século XX, os sorotipos envolvidos só foram identificados em 1953, quando as 

primeiras amostras de DENV foram isoladas em Trinidad, o DENV-2 foi o primeiro 

sorotipo isolado nas Américas (Anderson et al, 1956). Dez anos depois, com o isolamento 

das primeiras amostras de DENV-3 em Porto Rico, as epidemias ocorridas no continente a 

Americano na década de 1960  passaram a ser causadas pelossorotipos 3 e 2 (Gubler,1992).  

Nas décadas de 1940 e 1950 a Organização Pan-Americana de Saúde (OPAS) iniciou 

um programa de erradicação do mosquito vetor A. aegypti com o objetivo de prevenir 

epidemias urbanas de febre amarela o que resultou na diminuição significativa das 

epidemias de dengue nas Américas. No entanto, a descontinuidade do programa de 

erradicação no início dos anos 70, resultou na reinfestação deste vetor pelo continente 

(Schliesman & Calheiros, 1974; Pinheiro, 1989; Gubler, 1997).  O DENV-1 foi introduzido 

em 1977 e foi responsável pelas epidemias ocorridas na Jamaica e Cuba e em 1978 pelas 
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epidemias em Porto Rico e Venezuela. Em 1981, o DENV-4 foi introduzido no leste das 

Ilhas do Caribe e se dispersou rapidamente para outras regiões, causando epidemias em 

regiões com recente epidemia pelo DENV-1 (Gubler, 1997; Guzman & Kouri, 2003). Neste 

mesmo ano, uma nova variante do DENV-2 de origem asiática foi introduzida no 

continente americano, causando em Cuba, a primeira epidemia de FHD/SCD das Américas 

(Kouri et al., 1986; Pinheiro & Corber, 1997). Nesta epidemia foram notificados cerca de 

344.000 casos, com aproximadamente 116.000 internações (Kouri et al., 1986).  

Em 1994, o DENV-3 foi reintroduzido na Nicarágua e Panamá e, em 1995, no México. 

Esta variante de DENV-3 mostrou-se geneticamente distinta daquela que anteriormente 

circulava nas Américas (genótipo IV) e foi caracterizada como genótipo III. Este genótipo 

foi associado à ocorrência de epidemias de FHD/SCD no Sri Lanka e Índia e casos de FHD 

no México e nos países da América Central (Lanciotti et al, 1994; Gubler, 1997; Gubler & 

Meltzer, 1999, Brathwaite Dick et al., 2012).  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).  

Sucessivas epidemias com aumento no número de notificação de casos e da gravidade 

da doença começaram a ser registradas no final dos anos 90 e início dos anos 2000. Em 

2002 um número recorde de 1.015,420 casos foi registrado, com 14.374 casos de FHD e 

255 óbitos (Brathwaite Dick et al., 2012) com mais de 75% do número total de casos 

registrados no território brasileiro (Nogueira et al., 2002). 

Em 2008 foram registrados nas Américas 908.926 casos de dengue, com 25.696 casos 

de FHD e 306 óbitos. No Brasil a reemergência do DENV-2 causou uma epidemia com 

mais de 700 mil casos suspeitos, destes, 9.957 casos de FHD e 212 óbitos, até a semana 

epidemiológica 35 (PAHO, 2009). 

Em 2010 mais de 1,7 milhões de casos foram notificados, com 50.235 casos graves, 

1.185 mortes e uma uma elevada incidência de 200 casos / 100 mil habitantes países. A 

taxa de letalidade de dengue nas Américas naquele ano foi de 2,6%. Vários países da região 

sofreram surtos de dengue excedendo o número total de casos já registrados, incluindo a  

introdução de dengue em áreas sem relato de casos, como em Key West, Florida 

(Brathwaite Dick et al., 2012). 

Durante o ano de 2013, 2.386,836 casos de dengue foram registrados nas Américas, com 

um total de 37.903 casos de dengue grave e 1.318 casos fatais, em um período de 
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cocirculação dos quatro sorotipos em diversos países das Américas. (PAHO, 2013).  Um 

ano depois, em 2014, foram notificados 1.176,529 casos de dengue com 16.238 casos 

graves e 798 óbitos (PAHO, 2014). Em 2015, até a 52ª semana epidemiológica, 2.326,829 

casos de dengue  foram notificados nas Américas, com 10.276 casos de dengue grave e 

1.181 óbitos e mais uma vez  o Brasil foi responsável pelo o maior número de casos 

notificados no continente americano ( 71% ) (PAHO, 2015).  

 

1.4. Dengue no Brasil 

Os primeiros surtos de dengue foram descritos no município do Rio de Janeiro (RJ), em 

1864, na cidade de Curitiba e no estado do Rio Grande do Sul (RS) e em 1917 

e,posteriormente, nos anos de 1922 e 1923 novamente a cidade do Rio de Janeiro 

(Figueiredo, 1998; Figueiredo, 2000).  

A primeira identificação dos sorotipos de dengue, responsáveis por epidemias ocorreu 

em 1981, na cidade de Boa Vista em Roraima (RR), quando 7.000 casos da doença foram 

notificados e as primeiras amostras de DENV-1 e DENV-4 foram isoladas (Osanai et al., 

1983).  Em 1986 foi registrada uma epidemia de DENV-1 no município de Nova Iguaçu, 

que se espalhou para vários municípios do estado do Rio de Janeiro (RJ). O intenso 

movimento de pessoas permitiu a rápida dispersão do vírus, avançando para os estados de 

Alagoas (AL) e Ceará (CE) e, no ano seguinte, para os estados de Pernambuco (PE), São 

Paulo (SP), Bahia (BA) e Minas Gerais (MG) (Schatzmayr et al., 1986; Miagostovich et 

al., 1993; Figueiredo, 1996). 

A introdução do DENV-2 em 1990, na Região Metropolitana do Estado Rio de Janeiro, 

na cidade de Niterói, resultou em uma grande epidemia no período de 1990-91 com a 

cocirculação de DENV-1 e DENV-2 (Nogueira et al, 1990; Nogueira et al, 1993). Neste 

período a situação do DENV no país foi agravada pela introdução deste novo sorotipo, 

quando, então, foram notificados os primeiros casos de (FHD/SCD) no RJ com oito óbitos 

(Nogueira et al., 1990; 1991; Teixeira et al., 1999). 

Em dezembro de 2000, o DENV-3 foi detectado no município de Nova Iguaçu/RJ, 

quando foi sorotipo responsável pela maior e mais grave epidemia de dengue no país até o 

ano de 2002 (Nogueira et al., 2000; 2001; PAHO, 2002). O DENV-3 predominou na maior 

parte dos estados do Brasil entre os anos de 2002 e 2006 (SVS, 2010). 
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A reemergência do DENV-2 em 2007 foi responsável pela mais grave epidemia ocorrida 

em 2008 quando foram notificados  806.036 casos, com 17.961 casos de dengue com 

complicaçãoes (DCC), 4.195 casos de FHD e  478 óbitos (SVS, 2009).  A introdução de 

uma nova linhagem de DENV-2 (Oliveira et al, 2010; Faria et al., 2013) nesta epidemia 

apresentou um aumento significativo no número de FHD e de mortes em menores de 15 

anos (Teixeira et al., 2009, Macedo et al., 2013).  

O monitoramento de sorotipos circulantes ao longo de 2009 apontou para uma nova 

mudança no sorotipo predominante, com a reemergência do DENV-1 (dos Santos et al., 

2011), fato que determinou um alerta para a possibilidade de uma nova epidemia tendo em 

vista a baixa circulação deste sorotipo desde o início da década. Naquele ano, foram 

notificados 528,883 casos suspeitos, 8,223 casos de graves e 298 óbitos (SVS, 2009; 

PAHO, 2009). De fato, a reemergência do DENV-1 em 2009 foi responsável pela alteração 

na epidemiologia com a ocorrência de óbitos em pacientes que apresentavam 

comorbidades, com o aumento das taxas de internações em maiores de 60 anos de idade 

(Siqueira Júnior, 2011). 

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.  Contudo, em julho de 2010, o DENV-4 foi detectado 30 anos 

após sua primeira identificação em uma unidade sentinela de monitoramento viral de 

Roraima (RR) (SVS, 2010). Os primeiros casos decorrentes da dispersão do DENV-4  só 

foram detectados em 2011, nas regiões Norte, Nordeste e Sudeste do Brasil, quando  

775.060 casos foram notificados no país (Nogueira & Eppinghaus, 2011). Deste total, 

764.032 foram referentes a casos de febre do dengue, 10.546 casos graves (7.744 por DCC 

e 2.802 por FHD) e 482 casos fatais (191 por FHD e 291 por DCC). No ano de 2012 foram 

notificados 594.343 casos da doença, com 589.591 casos de febre do dengue, 4.425 casos 

graves (3.429 por DCC e 996 por FHD) e 327 óbitos (121 por FHD e 206 por DCC) 

(SVS/MS, 2013).  

Em 2013 o país viveu a maior epidemia de número de casos já registrada até o 

momento, com 1.468,873 casos de dengue, 6.969 casos graves e 545 mortes (PAHO, 

2013), com predominância do DENV-4, que correspondeu a 60% dos casos. A região 

Sudeste, foi responsável por 63.4% de casos, seguida pela região Centro-Oeste (18.4%), 

Nordeste (10.1%), Sul (4.8%) e Norte (3.3%) (Rede Dengue, FIOCRUZ).  

No ano de 2014, dos 591.080 casos notificados,  689 foram  dengue grave com 410 

óbitos (PAHO, 2014), em um período no qual circulavam os quatro sorotipos de DENV no 
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Brasil (SVS, 2014). Até a 52ª semana epidemiológica de 2015, foram registrados 1.649,008 

casos prováveis de dengue no país, com 764 casos de dengue grave e 20.329 casos de 

dengue com sinais de alarme confirmados. Em relação aos óbitos por dengue em 2015, é 

pertinente registrar que, diante da confirmação de 863 óbitos por dengue, houve um 

aumento de 82.5% em comparação com o mesmo período de 2014. A região Sudeste 

concentrou 65.2% dos óbitos ocorridos no país, com o maior número de óbitos registrado 

no estado de SP. A cocirculação dos quatro sorotipos foi detectada nas regiões Norte, 

Nordeste e Sudeste, com a predominância dos DENV-1 (93.8%) dos casos confirmados 

(SVS, 2015).  

 

1.5. Vetor e ciclo de transmissão 

Os DENV são mantidos na natureza através de dois ciclos distintos: silvestre e 

humano. No ciclo silvestre a transmissão é realizada entre os Aedes spp. arborícolas e 

primatas não-humanos, parecendo este ser o único hospedeiro amplificador. Na África os 

principais vetores são  Ae. (Stegomyia) luteocephalus, Ae. (Diceromyia) furcifer e Ae. 

(Diceromyia) taylori. O mosquito ancestral arbóreo, Ae. aegypti formosus, principal vetor 

doméstico de transmissão do DENV  não se mostrou capaz de se infectar pelo DENV 

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

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

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

relacionados como  Papio anubis, Papio ursinus e Papio cynocephalus. 

 Na Ásia, os principais vetores incluem os mosquitos primatofílicos do complexo Ae. 

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

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

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

asiáticos incluem os macacos cinomolgos (Macaca fascicularis), macacos de rabo de porco 

do sul (Macaca nemestrina) e macacos folhas prateadas (Presbytis cristata) e, 

possivelmente, macacos folha verde-mitrados (Presbytis melaphos).  Embora até o 

momento apenas dois focos de transmissão do DENV silvestre tenham sido documentados, 

é provável que ocorra a transmissão do DENV silvestre, ainda não descrito, em outros 

locais de África tropical e da Ásia. Até o momento não há nenhuma evidência concreta da 

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

 Atualmente, quase todas as infecções humanas são devidas à circulação do DENV 

exclusivamente em ambientes domésticos e peridomiciliares ao longo dos trópicos, onde o 
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homem serve como único reservatório de amplificação. Neste ciclo humano, Ae. aegypti 

aegypti é o principal vetor que transmite o DENV, enquanto outras espécies de Aedes,  por 

exemplo, Ae. albopictus, Ae. polynesiensis, servem como vetores secundários. (Chen & 

Vasilakis, 2011). 

A transmissão ocorre durante o repasto sanguíneo, quando as fêmeas adultas dos 

mosquitos do gênero Aedes transmitem o vírus da dengue ao hospedeiro humano. O ciclo 

de transmissão envolve a ingestão de sangue virêmico (sangue periférico contendo as 

partículas virais circulantes) pelo mosquito vetor e após um período de incubação 

extrínseco ocorre a transmissão do vírus ao hospedeiro vertebrado. O período de incubação 

no vetor dura de 8 a 12 dias e é requerido para que ocorra a replicação e disseminação viral 

na hemocele e em todos os tecidos do inseto, até finalmente infectar as glândulas salivares 

tornando o mosquito capaz de transmitir o vírus para um novo hospedeiro humano 

susceptível. O mosquito permanece infectado e assintomático durante toda sua vida e é 

capaz de transmitir o vírus da dengue para diversas pessoas, devido a sua capacidade de se 

alimentar em múltiplos indivíduos em sucessão. Outra forma importante de transmissão 

que ocorre entre os mosquitos do gênero Aedes é a transmissão transovariana (TTO), em 

que o vírus da dengue é transmitido diretamente para a prole, dispensando o homem no 

ciclo mantenedor, está transmissão tem sido sugerida como um mecanismo de manutenção 

dos DENV em ambos os ciclos de silvestre e humano.  

O hospedeiro humano torna-se virêmico após um período de incubação de 3 a 14 dias, 

após a picada por um mosquito infectado, concomitante ao início do período febril 

(Vaughn, 1996; Gubler, 1998, Chen & Vasilakis, 2011). Outra forma associada à 

manutenção dos DENV, pode ser devido ao elevado número de casos assintomáticos de 

dengue tornando a transmissão silenciosa em humanos por um número reduzido de vetores. 

Este  mecanismos é importante na transmissão do DENV em perídos interepidêmicos (Kyle 

& Harris, 2008). 

 

1.6.  Agente etiológico 

1.6.1. Classificação e organização do genoma dos vírus dengue (DENV) 

 Os DENV pertencem à família Flaviviridae e ao gênero Flavivirus. São 

classificados como arbovírus que compreendem um grupo taxonômico de diversos vírus 

transmitidos por artrópodes (Calisher, 1989). Os DENV são mantidos na natureza por um 

ciclo de transmissão envolvendo hospedeiros vertebrados e mosquitos hematófagos do 
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gênero Aedes, o homem, é o único hospedeiro capaz de desenvolver as formas clínicas da 

infecção (Gubler, 2002). 

Possuem propriedades antigênicas distintas, caracterizando quatro sorotipos específicos 

denominados vírus dengue tipo 1 (DENV-1), vírus dengue tipo 2 (DENV-2), vírus dengue 

tipo 3 (DENV-3) e vírus dengue tipo 4 (DENV-4) (Lindebach  & Rice, 1999).   Estudos 

recentes descrevem o isolamento do DENV-5 a partir de material coletado de um homem 

em 2007 na Malásia, porém até o momento não foi disponibilizada a sequência genômica 

deste novo vírus (Normile, 2013). 

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

O RNA fita simples e polaridade positiva, com aproximadamente 11 kb, é envolto por um 

nucleocapsídeo de simetria icosaédrica, composto por uma única proteína, a proteína de 

capsídeo (C)  circundada por uma bicamada lipídica associada às proteínas de membrana 

(M) e envelope (E) (Lindebach  et al., 2007) (Figura 1.2).   

 

Figura 1.2: Estrutura do DENV. A: Diagrama esquemático dos DENV (adaptado 

de Heinz & Allison, 2001), B e C: Estrutura do DENV apresentando os dímeros da 

proteína E (Kuhn et al, 2002). 

 

O RNA que é modificado em sua extremidade 5’ pela adição da estrutura cap, mas é 

destituído de cauda poli-A na extremidade 3’, apresenta uma única fase de leitura aberta 

que codifica uma poliproteína precursora das proteínas virais. Esta proteína precursora é 

clivada pelas proteases celulares do hospedeiro e pela protease viral, dando origem a dez 

proteínas, destas, três são proteínas estruturais C, pré-membrana/ membrana (prM/M) e E, 

e sete proteínas não estruturais NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. As proteínas 

estruturais traduzidas são incorporadas às partículas virais durante a maturação, enquanto 

as proteínas não estruturais estão envolvidas na replicação e/ou montagem dos virions 
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(Figura 1.3). As regiões não-codificantes 3’ e 5’ são importantes na replicação viral 

(Mukhopadhyay et al., 2005; Qi et al., 2008). 

 

Figura 1.3: Diagrama esquemático da organização e processamento da poliproteína 

nos flavivírus. (A) Poliproteína viral – proteínas estruturais e não estruturais. (B) 

Topologia a membrana putativa da poliproteína prevista a partir de análises 

bioquímicas e celulares, as quais são processadas por proteases celulares e virais 

(indicadas pelas setas). (C) Diferentes complexos que surgemnos diferentes 

compartimentos durante e após o processamento da poliproteína. (Adaptado de 

Assenberg et al., 2009). 

 

A proteína C (13-14 kDa) é altamente básica  e que, associada ao RNA viral, forma o 

nucleocapsídeo. Possue resíduos básicos concentrados nas extremidades amino e carboxi 

terminais que são separados por uma região interna hidrofóbica que irá mediar a associação 

com a membrana da célula (Ma et al., 2004; Mukhopadhyay et al., 2005).  

A PrM (~ 26 kDa) é gerada pela clivagem da extremidade N-terminal no retículo 

endoplasmático (RE) por uma peptidase sinal do hospedeiro. Durante a saída do virion, a 

proteína prM é clivada pela enzima furina residente no trans-Golgi  originando a proteína 

M presente na partícula  madura (Stiasny & Heinz, 2006; Lindebach & Rice., 1999).   

A proteína M (22,0 kDa) é sintetizada sob a forma imatura, denominada prM. É uma 

proteína de transmembrana que interage com a proteína E (Muylaert et al., 1997). A função 
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da prM é estabilizar a proteína E, impedindo a exposição prematura do peptídeo de fusão 

ao pH reduzido encontrado na via exocítica. A retenção da proteína prM pode afetar a 

conformação e antigenicidade da proteína E e reduzir a infectividade viral inibindo a fusão 

dependente de ácido (Stadler et al., 1997, Heinz & Allison, 2001). 

A glicoproteína E (51-60 kDa) é a principal e a maior proteína estrutural do vírus, é  

responsável por atividades biológicas do ciclo viral, tais como a montagem da partícula, a 

interação com receptores celulares e a fusão com a membrana celular do hospedeiro. 

Alguns de seus epítopos induzem resposta imune humoral capaz de impedir a entrada do 

vírus na célula alvo, promovendo a neutralização viral. O domínio III da proteína é 

responsável pela ligação do vírus à célula hospedeira e os anticorpos produzidos contra este 

domínio são capazes de obstruir o sítio de ligação viral ao receptor de membrana celular 

(Chambers et al.,1990). 

A glicoproteína NS1 (~ 46 kDa) pode ser encontrada de três formas, (i) no interior 

das células infectadas pelo vírus, (ii) associada à membrana destas células (Chambers, 

1990; Lindebach, Triel & Rice., 2007) e (iii) na forma solúvel, é secretada em grandes 

quantidades,  o que possibilita a sua detecção no soro de pacientes na fase aguda da 

infecção (Young et al., 2000). A NS1 é translocada pela via do RE utilizando a 

extremidade C-terminal da proteína E . (Falgout et al., 1989; Lindebanch et al 2007). A 

proteína NS1 constitui uma subunidade do complexo de replicação do RNA viral 

(Mackenzie et al., 1996; Westaway et al., 1997).  A proteína NS1 na forma secretada forma 

imunocomplexos podendo ativar a via do sistema complemento, contribuindo, assim, na 

patogênese (Avirutnan et al., 2006). Embora os efeitos da NS1 na patogênese da dengue 

ocorram devido à formação de imunocomplexos com anticorpos anti-NS1 (Avirutnan et al., 

2006; Cheng et al., 2009),  recentes estudos têm demostrado o papel patogênico da proteína 

NS1 por si só.  (Beatty et al., 2015; Modhiram et al., 2015). 

A NS2A, que é relativamente pequena (~ 22 kDa), é uma proteína hidrofóbica 

transmembrana. Esta proteína reconhece a porção 3’NC do RNA genômico e é uma 

subunidade do complexo de replicação (Khromykh et al., 1999). A NS2B (~ 14 kDa) é 

uma proteína associada à membrana com dois domínios hidrofóbicos os quais rodeiam uma 

região conservada do genoma. Esta proteína forma um complexo com a NS3 e é um cofator 

necessário para a função serina protease de NS3 (Lindebach et al 2007). 

A NS3, com aproximadamente 70 kDa, é a segunda maior proteína, que caracterizada 

como multifuncional, contém diversas atividades necessárias para o processamento da 

poliproteína e replicação do RNA. Estas características sugerem que a enzima NS3 
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desempenhe um papel importante durante os eventos da síntese de RNA viral juntamente 

com a RNA polimerase do vírus conhecida como NS5 (Chambers et al., 1990, Lindebach 

et al., 2007). 

As proteínas NS4A e NS4B são pequenas e hidrofóbicas e estão associadas à membrana. 

A proteína NS4A (~ 17 kDa) promove a interação do complexo NS5-NS3-NS2A-RNA à 

proteína NS1, que se encontra no lúmen do RE, além de ser uma subunidade do complexo 

de replicação. A proteína NS4B (~ 24,0 kDa) encontra-se dispersa na membrana 

citoplasmática e, possivelmente, no núcleo.  NS4A e NS4B podem bloquear a via de 

sinalização do interferon (IFN) tipo I (α e β) e escape viral (Lindenbach & Rice, 2007). 

A proteína NS5 (~ 103 kDa), a maior proteína viral altamente conservada entre os 

Flavivirus, é uma proteína multifuncional com atividades de metiltransferase e de RNA 

polimerase dependente de RNA (RdRp) (Lindenbach & Rice, 2007). NS5 dos DENV-2 

induz a transcrição e secreção de IL-8, podendo aumentar a propagação viral ou doença 

através do recrutamento de células inflamatórias para o local da infecção (Medin et al, 

2005). Também bloqueia a resposta do interferon tipo 1 (α e β) (Kelley et al., 2011). 

 

1.7. Variabilidade genética dos vírus dengue 

Os DENV exibem um alto grau de variabilidade genética devido (i) à falta do 

mecanismo de correção da RNA polimerase viral durante a replicação, (ii) as rápidas taxas 

de replicação, (iii) ao grande tamanho populacional e pressão frente a reposta imunológica 

do hospedeiro (Twiddy et al., 2003). Esta alta variabilidade resulta na existência dos quatro 

sorotipos que apresentam homologias entre 62% e 67% ao nível de aminoácidos (aa), o que 

poderia levar os sorotipos de  DENV a classificação como grupos virais separados 

(Westaway & Blok,1997). Historicamente, as variantes dentro de cada sorotipo de DENV 

foram classificadas de formas distintas, acompanhando o progresso tecnológico. 

 Na década de 1970, estudos apontaram a existência de variantes antigênicas dentro 

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

biológicamente distintas das cepas da Ásia (Russel & McCown, 1972). As primeiras 

evidências para as diferenças genéticas entre os sorotipos de dengue ocorreram na década 

de 1980, baseado na técnica de “fingerprinting” do RNA utilizando enzimas para digestão 

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

sequência do vírus, agrupando os vírus em topotipos (Rico-Hesse, 2003; Chen & Vasilakis, 

2011).  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). 

Um estudo detalhado de análises filogenéticas baseadas no sequenciamento do gene 

E determinaram cinco genótipos para os DENV-1: Genótipo I, Genótipo II, Genótipo III, 

Genótipo IV e Genótipo V  (Quadro 1.1) (Weaver & Vasilakis, 2009). 

Análises filogenéticas baseadas no sequenciamento do gene E determinaram seis 

genótipos distintos para os DENV-2: Genótipo Asiático I, Genótipo Asiático II, Genótipo 

Cosmopolita, Genótipo Americano, Genótipo Sudeste Asiático/Americano, Genótipo 

Selvagem  (Quadro 1.1) (Weaver & Vasilakis, 2009). 

O DENV-3 está classificado em cinco genótipos: Genótipo I, Genótipo II, Genótipo 

III, Genótipo IV,  e Genótipo V. Estudos realizados por Araújo et al (2009) confirmaram a 

circulação do genótipo V que, embora considerado extinto, foi  representado por cepas de 

FD/FHD isolados entre 2002 e 2004 da América do Sul (Weaver & Vasilakis, 2009) 

(Tabela 1). 

Amostras selvagens de DENV-3 ainda não foram isoladas, mas é possível que 

existam na Malásia, uma vez que apresentaram macacos sentinelas apresentaram anticorpos 

contra esses vírus (Weaver & Vasilakis, 2009). 

Os DENV-4 apresentam quatro genótipos distintos baseados na análise da 

sequência do gene E: Genótipo I, Genótipo II, Genótipo III e Genótipo IV (Weaver & 

Vasilakis 2009) (Quadro 1.1). 

Recentemente foi anunciada a descoberta do DENV-5 em uma única amostra, a partir de 

material coletado de um homem em 2007 na Malásia, porém até o momento não foi 

disponibilizada a sequência genômica deste novo vírus e novos casos ainda não foram 

descritos (Normile, 2013). É importante ressaltar que a classificação dos DENV em 

genótipos dentro de cada sorotipo está constantemente sendo modificada, à medida que 

sequenciamento e análises evolutivas são aperfeiçoados e os bancos de dados de genomas 

dinamicamente se expandem.  
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Quadro 1.1: Classificação genotípica dos DENV baseada na análise filogenética do 

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

Vasilakis (2009) e Araújo et al (2009). 

  

*Genótipos circulantes no Brasil. 
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1.8. Replicação e interação dos vírus dengue com células alvo 

A infecção pelos DENV se inicia após a picada do mosquito Aedes que juntamente 

com a secreção salivar libera o vírus na corrente sanguínea. A partícula viral se liga a 

receptores específicos na membrana plasmática da célula alvo e é internalizada 

(Lindebanch & Rice, 1999; Mukhopadhyay et al., 2005). Os alvos primários da infecção 

pelo DENV são as células dendríticas (DC), monócitos e macrófagos (Clyde et al., 2006; 

Kou et al., 2008). 

Os DENV entram na célula através de endocitose mediada por clatrina e a proteína 

Eassim como as glicoproteínas do DENV atuam como ligantes para diversos receptores 

celulares, tais como: (i)  DC-SIGN/CD 209 (dendritic cell ICAM-3 grabbing nonintegrin) 

presente em subpopulações de DC; LC-SIGN (liver/lymph node-specific ICAM-3 grabbing 

nonintegrin), expresso em células endoteliais dos sinusóides do fígado, órgãos linfoides e 

capilares placentários; (ii) receptores de manose presentes em macrófagos e proteoglicanos 

heparan sulfato (HSP) expressos em células endoteliais; (iii) ICAM-3, CD14, HSP70/90, 

GRP78 e  (iv) receptores de laminina (revisado por De La Guardia & Lieonard, 2014). O 

pH ácido induz a fusão do envelope do virion com a membrana celular e, em seguida, após 

o desnudamento, o RNA viral é liberado no citoplasma.  Com a entrada e exposição do 

RNA no citoplasma, inicia-se a tradução da poliproteína viral precursora. A poliproteína 

viral 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 associação às membranas celulares internas, dentro do lúmen do reticulo 

endoplasmático (RE) das células hospedeiras. A formação das partículas virais ocorre 

através do 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) e, 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) (Figura 1.4). 
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Figura 1.4: Ciclo de replicação dos flavivírus (Adaptado de Pierson & Diamond, 

2012). 

1.9. Manifestações clínicas e classificação dos casos de dengue 

A dengue é uma doença febril aguda causada por qualquer um dos quatro sorotipos 

virais (Edelman & Hombach, 2008), que vão desde uma infecção inaparente, uma doença 

febril aguda indiferenciada, até formas mais graves (OMS, 2009). A doença sintomática 

segue tipicamente três fases: uma fase febril inicial com duração de 3 a 7 dias; uma fase 

crítica em torno da defervescência durante a qual complicações podem aparecer em alguns 

pacientes; e uma fase de recuperação espontânea (Simmons et al., 2012). Devido à 

dificuldade que existia na classificação das diferentes formas clínicas, uma categorização 

simplificada para a classificação da gravidade da dengue foi proposta pelo Programa 

Especial para Pesquisa e Treinamento em Doenças Tropicais  da Organização Mundial da 

Saúde em 2009, intitulada Dengue Control DENCO, cujo objetivo é orientar médicos na 

identificação precoce de casos graves (OMS, 2009). Observações preliminares do DENCO 

confirmaram que utilizando um conjunto de parâmetros clínicos e/ou laboratoriais, é 

possível a distinção entre pacientes com um quadro  grave ou não da dengue (OMS, 2009). 

Os seguintes critérios de gravidade da doença foram estabelecidos (Figura 1.5):  

 1) dengue sem sinais de alarme (DSSA), caracterizada por náusea, vômito, erupções 

cutâneas, mialgia, cefaleia, artralgia, teste do torniquete positivo, sem sinais de hemorragia 

e leucopenia com confirmação laboratorial;  
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2) dengue com sinais de alarme (DCSA) que inclui dor ou sensibilidade abdominal, 

vômitos persistentes, acúmulo de líquido, letargia, agitação, hepatomegalia (aumento > 2 

cm), elevação das transaminases hepáticas e diminuição na contagem de plaquetas;  

3) dengue grave (DG) que é caracterizada por extravasamento plasmático grave, podendo 

levar ao choque (sindrome de choque da dengue - SCD) e acúmulo de fluído acompanhado 

de desconforto respiratório, além de hemorragias graves e comprometimento de órgãos 

como fígado (níveis de AST ou ALT> 1000), comprometimento do sistema nervoso central 

e/ou outros órgãos. 

 

Figura 1.5: Classificação clínica das infecções por dengue segundo a OMS, 2009 

(OMS 2009). 

 

 

 

1.10. Principais mecanismos envolvidos na imunopatogênese das infecções pelos 

DENV 

Diversas teorias são propostas para explicar o alto grau de variação das 

manifestações clínicas causadas pelos DENV. A falta de um modelo animal adequado que 

reproduza as formas graves da doença tem dificultado a compreensão da patogenia do 

dengue, levando a hipóteses que tentam associar diferentes fatores de risco à gravidade da 
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doença (Halstead, 1988; Thein et al., 1997; Srikiatkhachom and Green, 2010).  Até o 

momento acredita-se que a infecção primária seja capaz de criar proteção efetiva e 

duradoura para toda vida contra uma possível infecção pelo mesmo sorotipo viral, porém 

uma proteção cruzada contra outros sorotipos por um curto período também foi descrita 

(Rothman, 2004).  A neutralização realizada por anticorpos específicos pode ocorrer pela 

inibição da entrada do vírus, através de seus receptores específicos na célula-alvo 

(Nybakken et al., 2005) ou pela inibição da fusão viral no citoplasma celular (Vogt et al., 

2009).   

1.11.  Teoria da virulência viral 

 Estudos anteriores sugeriram que a gravidade da doença poderia estar  relacionada 

às variações genéticas e antigênicas em diferentes cepas virais infectantes (Rico-

Hesse,1990, Leitmeyer et al., 1999; Cologna et al., 2005) e  a altos níveis de carga viral 

(Vaugh et al., 2000; Libraty et al., 2002). Neste contexto, estudos preliminares observaram 

diferenças na patogenicidade e virulência entre os quatro sorotipos, com a evidência de que 

os DENV-2 e DENV-3 de origem asiática foram associados com casos graves e fatais, 

além de apresentarem um  maior potencial de epidemia e virulência (Mackenzie et al., 

2004; Guzmán et al., 2010). Estudos filogenéticos e epidemiológicos comprovam a 

importância da teoria de determinantes virais com estudos do sequenciamento nucleotídico 

dos genes dos DENV-2 do genótipo americano associado à FD e do genótipo Sudeste 

Asiático associado à FHD (Rico-Hesse, 2003). 

 

1.12. Teoria da facilitação dependente de anticorpos ou ADE 

  A facilitação dependente de anticorpo ou ADE, “antibody dependent 

enhancement”, preconiza uma associação entre infecções secundárias e o aparecimento das 

formas graves da doença. Essa teoria sugere que a formação de imunocomplexos entre o 

sorotipo viral infectante e anticorpos heterólogos da classe IgG existentes em níveis sub-

neutralizantes de uma infecção anterior, facilitariam a infecção. Estes complexos, ao serem 

reconhecidos e internalizados por fagócitos mononucleares, resultariam no aumento da 

infecção e replicação viral. Essas células infectadas liberariam na corrente sanguínea, 

mediadores vasoativos capazes de aumentar a permeabilidade vascular, a ativação do 

sistema complemento e de coagulação (Halstead1988).  

A ADE ocorre quando a endocitose do complexo antígeno- anticorpo (anti-DENV) 

é mais eficiente do que a entrada das partículas virais livres na célula. A ADE é mediada 

por anticorpos específicos contra a proteína E, que, em condições de baixa concentração ou 



 
 

19 
 

baixa avidez de anticorpos, não são capazes de neutralizar o vírus, por estarem abaixo do 

limite necessário para neutralização viral (Pierson et al., 2007). Assim sugere-se que o 

processo aumente potencialmente o risco de desenvolvimento das formas graves da dengue 

devido ao aumento de carga viral (Gúzman  et al., 1990; Halstead 2003; Mathew & 

Rothman, 2008). 

 

1.13. Teoria do pecado antigênico original 

A infecção secundária por um sorotipo diferente do DENV resulta na ativação e 

expansão de células T CD4 e CD8 (células T de memória), com baixa avidez, e de 

reatividade cruzada para o sorotipo da infecção. (Mentor & Kurane, 1997; Remy, 2014). 

Esses clones de memória não exerceriam suas funções efetoras realizando o “clearance” 

viral, porém, teriam alta capacidade na produção de mediadores inflamatórios e poderiam, 

de fato, promover a imunopatogenia do dengue (Mongkolsapaya et al.,2003). Sugere-se 

que a patogênese da doença possa ser causada pela ativação e expansão dessas células, pois 

o sistema imune apresenta uma diminuição na eficácia em desenvolver uma resposta imune 

celular específica adequada ao DENV (Remy, 2014). A liberação de citocinas pró-

inflamatórias por essas células, como IFN-γ, pode agir diretamente sobre o endotélio 

vascular e resultar no extravasamento de plasma, um evento característico das infecções 

graves por DENV (Pang et al., 2007). 

 Estudos de polimorfismos genéticos têm possibilitado a correlação de diversos 

genes com o aumento da susceptibilidade a FHD (Lan et al., 2011). Assim, especula-se que 

uma mutação funcional na região promotora do receptor DC-SIGN1-336 poderia estar 

associada à proteção ou a uma maior susceptibilidade a FHD (Sakuntabhai et al., 2005; 

Wang et al., 2011). 

Por fim, acredita-se que a patogênese da dengue seja multifatorial assim como o 

desenvolvimento de um quadro mais grave envolvem diversos fatores, entre eles, os fatores 

nutricionais e genéticos do hospedeiro, a idade, o sexo, o estado imunológico e as variações 

genéticas entre os sorotipos e genótipos virais infectantes (Gúzman & Kouri., 2002 

Malavige et al., 2004). 

 

1.14. Células dendríticas  

As células dendríticas (DCs) foram reconhecidas pela primeira vez em 1973 por 

Steinman and Cohn como um “tipo celular originário de órgãos linfóides periféricos de 

ratos” (Steinman & Cohn, 1973). Estas células foram caracterizadas pela sua morfologia 
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dendrítica, baixa densidade, excepcional mobilidade e capacidade de apresentar antígenos 

para células T em repouso. Embora tenham sido identificadas pela primeira vez em órgãos 

linfóides, células com as mesmas características foram isoladas a partir de tecidos não 

linfóides em muitos roedores e no homem, incluindo a pele, pulmão, articulação sinovial e 

trato gastrointestinal, bem como de sangue periférico (Thomas & Lipsky, 1996).  

Estão distribuídas por todos os tecidos do corpo, como células imunes parcialmente 

diferenciadas, localizadas preferencialmente em sítios estratégicos onde existe a 

possibilidade de entrada de um patógeno. As linhagens de DCs representam um sistema 

complexo, constituído por diversas subpopulações celulares em distintos estágios de 

maturação (Banchereau & Steinman, 1998). As DCs têm sido classificadas de acordo com 

a localização anatômica, expressão de moléculas de superfície e função no sistema 

imunológico. A importância dos vários grupos de DCs tem sido atribuída principalmente 

pelas diferenças na capacidade de ação na resposta imunológica envolvendo produção de 

citocinas, quimiocinas, receptores de fagocitose de antígenos e receptores de 

reconhecimento de padrões de microrganismos (PPR) (Lipscomb & Masten, 2002). Em 

humanos, três subpopulações de DCs podem ser identificadas: (i) células de Langerhans 

que estão localizadas apenas nos epitélios (como a epiderme), (ii) células dendríticas 

intersticiais que se infiltram em outros tecidos e (iii) células dendríticas plasmocitóides que 

circulam como precursores no sangue e órgãos linfóides (Banchereau et al., 2000).  

As DCs estão presentes na maioria dos tecidos em uma fase de diferenciação 

chamada “imatura”. As DCs imaturas (imDCs) são caracterizadas por intensa atividade 

endocítica e capturam vários tipos de antígenos como patógenos, células infectadas, células 

mortas e seus produtos atráves de fagocitose, micropinocitose e endocitose mediada por 

receptores (Steinman & Nussenzweig  2002). 

Durante o processo de maturação das DCs, a capacidade de captura e 

processamento de antígenos se encontra reduzida, propiciando a restrição de apresentação 

de peptídeos endocitados na periferia. Ocorre um aumento de expressão de moléculas 

MHC classe I e classe II na superfície celular e também de moléculas co-estimulatórias 

como CD80, CD86, CD83, CD40, CD38 e OX40L (Quah & O'Neill  2005). 

As DCs compreendem menos de 0.1% do número total de células brancas no sangue 

periférico (Steinman, 1991) e que, além de desempenharem um papel único na iniciação da 

resposta imune, são fundamentais na ligação entre a resposta imunológica inata e 

adaptativa.  Devido à sua capacidade de apresentar antígenos aos linfócitos T naive, as 

DCS são denominadas também de células apresentadoras de antígenos (APC) (Gatti & 



 
 

21 
 

Pierre, 2003).  Essas células são capazes de produzir citocinas e fatores solúveis quando 

infectadas pelos DENV (Chen et al.,2002). 

O reconhecimento de patógenos intracelulares ativa as vias de produção pró- 

inflamatórias pelas DCs. As citocinas produzidas pelas DCs atuam de forma autócrina e 

parácrina,  isto é, citocinas que atuam na própria célula ou em células vizinhas, 

respectivamente. Dentre algumas dessas citocinas e quimiocinas produzidas pelas DCs 

podemos destacar: 

(i)TNF-α –citocina multifuncional, consideradao mediador inflamatório mais importante 

queexerce diversas funções tais como aumentar a habilidade fagocítica de macrofágos, 

induzir a maturação de células dendríticas, induzir a expressão de moléculas de adesão e o 

aumento da permeabilidade no endotélio, propiciando o aumento do número de células 

mononucleadas no local da inflamação (Vassalli, 1992; Tracey & Cerami,1993). A sua 

ação biológica propicia intensa lesão tecidual, quando liberado sistêmicamente em altas 

concentrações, podendo ser o responsável pelos quadros de hipotensão, supressão do 

miocárdio, extravasamento plasmático e estimulação de cascatas de coagulação em 

condições patológicas como na sepse bacteriana e na FD (Pinto et al., 1999; Pfeffer, 2003). 

(ii)IFN-α. –citocina anti-viral produzida em grandes quantidades principalmente pelas DCs 

plasmacitóides mediante a infecção viral. A ligação com o seu receptor na célula, ativa as 

vias do JAK-STAT que, consequentemente, induzem a expressão dos genes ISGs 

(Interferon- Stimulated Genes) através da ativação de seu fator de transcrição, o IRF7. Os 

genes ISGs interferem na tradução e na edição do RNA mensageiro viral e ainda possuem 

ação enzimática direta sobre este RNA (Katze et al., 2002).  O IFN-α é um diferenciador 

do desenvolvimento das repostas do tipo Th1 (do inglês T helper) e da imunidade celular, 

principalmente da ativação de células NK (Marshall et al., 2006). 

(iii) IL-10 - citocina moduladora da resposta imunológica que diminui a expressão dos 

marcadores de maturacão das DCs assim como  a secreção de citocinas pró-inflamatórias 

como IL-1β, TNF-α e IL-12, além da expressão de moléculas coestimulatórias (Wallet et 

al., 2005).  As DCs produtoras de IL-10 podem induzir a diferenciação de linfócitos T 

virgens em células T regulatórias 1. Não se sabe ao certo se a IL-10 produzida seria um 

mecanismo compensatório ou imunopatológico, apesar da função modulatória na produção 

de TNF-α ser fundamental na patogênese do choque septico (Scumpia, 2005). 

(iv) IL-6 – considerada uma citocina pleiotrópica com inúmeras atividades biológicas, é 

produzida por diversas células linfóides e não linfóides. A IL-6 auxilia na regulação da 

reatividade imunológica, na resposta de fase aguda, na inflamação, na oncogênese e na 
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hematopoiese. A produção de IL-6 é estimulada por TNF-α e IL-1β e persiste por mais 

tempo no plasma do que estas citocinas pró-inflamatórias. Níveis plasmáticos de IL-6 

foram correlacionados com mortalidade no choque séptico (Song & Kellum, 2005). 

(v) IL-1 e IL-1Ra – a família dessas citocinas está relacionada com a inflamação e com a 

defesa frente infecção. A IL-1 é uma citocina pró-inflamatória que pode ativar DCs 

(Blanco et al., 2008). 

 

1.15. Papel das citocinas e mediadores inflamatórios na imunopatogenia da dengue 

Altos níveis de mediadores inflamatórios (citocinas e quimiocinas) têm sido 

encontrados no soro de pacientes com FD. A maioria desses achados está presente em 

pacientes com FHD/SCD, sugerindo que as formas graves da doençase manifestam em um 

contexto de amplificação da produção de citocina, chamada de tempestade de citocinas (do 

inglês cytokine storm), que atinge o epitélio endotelial e causa um aumento da 

permeabilidade vascular, levando a manifestações hemorrágicas, hemoconcentração e, em 

alguns casos, o desenvolvimento do choque que pode levar à morte (Costa et al., 2013). 

Estudos clínicos realizados em crianças e adultos infectados com DENV demonstram o 

aumento significativo de vários mediadores inflamatórios solúveis, alguns dos quais 

presentes nas formas mais graves da doença e outros nas formas brandas (Srikiatkhachorn 

& Green, 2010). 

  Estudos clínicos com dosagens de citocinas e de outros mediadores são descritos na 

literatura, mas os resultados entre eles diferem, com alguns demonstrando associação do 

IFN-γ com casos graves de dengue ( Chakravarti  et al., 2006; Bozza et al., 2008)  enquanto 

que outros estudos relatando  um papel protetor para o IFN- γ. Alguns autores afirmam que 

a produção de IFN-γ foi essencial na resposta antiviral em camundongos infectados com 

DENV-2. (Fagundes et al., 2011; Costa et al., 2012).  Essas diferenças provavelmente estão 

associadas ao sorotipo do vírus ou ao polimorfismo genético individual envolvido, além da 

cinética de produção desses mediadores ao longo da evolução da doença. 

Algumas citocinas pró-inflamatórias parecem exercer um papel patológico 

durante a infecção. Estudos experimentais com o modelo murino demostraram que o 

bloqueio do TNF-α resultou na redução da taxa de mortalidade induzida durante as 

infecções primárias e secundárias (Atrasheuskaya et al., 2003; Zellweger  et al., 2010). 

Linfócitos T isolados de pacientes com FHD produziram níveis elevados de TNF-α após 

estimulação com DENV in vitro (Mangada et al., 2002). Além disso, os altos níveis 
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circulantes dessa citocina têm sido associados com casos mais graves da doença (Costa el 

al., 2013).  

Os níveis circulantes das interleucinas (IL) IL1β, 4, 6, 10 18, TGF-β também se 

encontram elevados em pacientes infectados com diferentes sorotipos e manifestações 

clínicas graves (Srikiatkhachorn & Green, 2010). As quimiocinas MCP1/CCL2, 

MIP1α/CCL3, IL8/CXCL-8 e IP-10/CXCL10 são importantes mediadores inflamatórios e 

também parecem estar associadas com a gravidade (Lee et al., 2006; Bozza et al., 2008). 

A hipótese da tempestade de citocinas (do inglês cytokine storm) tem sido estudada 

por diversos grupos. Análises de soros de pacientes com FHD/SCD no Vietnã, Índia e 

Cuba demonstrou  a presença de níveis elevados de IFN-γ, TNF-α e IL-10 (Perez  et al., 

2004; Nguyen et al., 2005, Chakravarti  et al., 2006).  Um estudo recente demonstrou um 

aumento significativo de MCP-2, IP-10 e TRAIL no soro de pacientes venezuelanos 

durante a fase febril  (Becerra et al., 2009). Apesar da extensa investigação sobre o papel 

das citocinas na progressão da dengue grave (Chaturvedi et al., 2000; Mustafa et al., 2001; 

Chatuverdi et al., 2009; Priyadarshini et al., 2010), os perfis de citocinas, especialmente, na 

fase defervescence e a sinergia entre o que conduz o extravassamento plásmatico ainda não 

está ainda totalmente compreendido 

As citocinas e mediadores inflamatórios exercem um importante papel na 

patogênese da dengue, podendo agir tanto de forma protetora como na exacerbação da 

resposta imune, o que leva a um descontrole das respostas que culminará na gravidade da 

doença. Ainda não está claro de que forma essa produção excessiva de citocinas é induzida 

e controlada, porém estudos recentes sugerem que casos graves da doença acionam uma 

descontrolada ativação de células do sistema imune, assim como a ativação da produção de 

mediadores pró-inflamatórios com uma consequente disfunção das células endoteliais 

provocadas pela infecção (Costa et al., 2013). 

 

 1.16. Diagnóstico laboratorial 

 O diagnóstico preciso e eficiente da dengue é primordial para o cuidado clínico 

adequado, detecção precoce de casos graves, diagnóstico diferencial com outras doenças 

infecciosas, atividades de vigilância, controle de epidemias, entendimento da patogênese, 

desenvolvimento de pesquisas acadêmicas, vacinas e ensaios clínicos (OMS, 2009).  

 Os métodos laboratoriais para a confirmação de infecção pelos DENV envolvem 

detecção do vírus, do ácido nucléico viral, captura de antígeno (NS1) e detecção de 
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anticorpos específicos (IgM/IgG), ou a combinação dessas técnicas (OMS, 2009).  O 

período de doença determinará o método laboratorial ideal de investigação da infecção 

(Figura 1.6). O vírus pode ser detectado no soro, plasma, células sanguíneas e tecidos 

(OMS, 2009).Atualmente estudos utilizando amostras alternativas como saliva e urina têm 

possibilitado a detecção do vírus por qRT-PCR e detecção de anticorpos e, assim, mesmo 

não apresentando resultados similares às amostras de plasma, a utilização desses fluídos 

torna-se importante em situações nas quais a coleta de sangue não seja possível (Andries et 

al., 2015).  

 O isolamento viral é considerado “padrão ouro” através do qual é possível a 

identificação direta do vírus. É uma técnica demorada e requer pessoal técnico 

especializado na executação.  A inoculação da amostra suspeita pode ser realizada em 

mosquitos, cultura de células ou em camundongos recém-nascidos, considerando, no 

entanto, que a viremia coincide com a fase febril e que o isolamento é significaticamente 

maior nas amostras coletadas até o 6º dia de doença, (Kao et al., 2005).  O isolamento viral 

em células de mosquitos clone C6/36 (Igarashi, 1978) tem sido o mais utilizado, pois 

demostrou alta sensibilidade aos DENV e por sua fácil manutenção (Miagostovich et al., 

1993). A presença do vírus pode ser detectada pelo efeito citopático (ECP) na monocamada 

celular ou pela detecção do antígeno viral através da técnica de imunofluorência indireta 

que utiliza anticorpos monoclonais específicos para os quatro sorotipos (DENV-1 a 4) 

(Gubler et al., 1984). 

  Para a detecção do ácido nucléico viral e do sorotipo infectante 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 

(Henchal et al., 1991, Lanciotti et al., 1992; Figueiredo et al., 1997; De Paula et al., 2002). 
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Figura 1.6: Linha do tempo aproximada das infecções primária e secundária pelos 

vírus dengue e métodos de diagnóstico de acordo com o dia de doença (Adaptado de 

OMS 2009). 

 As técnicas sorológicas utilizadas para a detecção de anticorpos específicos, 

possibilita a identificação de infecções atuais ou recentes, através da captura das 

imunoglobulinas de classe M (IgM) por ELISA (MAC ELISA) (Kuno et al., 1987).   Teste 

para a detecção de anticorpos da classe IgG (IgG-ELISA), que foi desenvolvido por 

Miagostovich et al.(1999) em substituição ao teste de HI, é utilizado para classificar o tipo 

de infecção para a dengue (primária ou secundária) de acordo com os títulos observados no 

teste. 

 A detecção de antígeno NS1 pode ser realizada através de método imunoenzimático 

(ELISA) ou por testes imunocromatográficos rápidos, disponíveis comercialmente, que 

permitem a detecção de antígenos NS1 virais específicos, precocemente. Estudo recente 

que avaliou estes kits comerciais para a detecção do antígeno NS1,  confirmou que, além de 

serem utéis para o diagnóstico laboratorial da dengue primária e secundária na fase aguda, 

devem ser usados em combinação com o MAC-ELISA para a detecção de casos e como 

triagem para complementar o isolamento viral (Lima et al., 2010). 
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 A imunohistoquímica, também utilizada para o diagnóstico das infecções por 

DENV, é realizada em cortes de tecidos fixados em formalina e emblocados em parafina, 

permitindo a detecção de antígenos virais. Os cortes são corados pela fosfatase alcalina ou 

peroxidase marcados com anticorpos específicos. Essa técnica é bastante sensível e 

específica, levando em conta que se trata de um exame confirmatório que deve ser utilizado 

após diagnóstico histopatológico presuntivo (SVS/MS, 2010). 
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2. JUSTIFICATIVA 

Há exatos 30 anos, o Brasil vem sofrendo o impacto de epidemias causadas pelos 

DENV, desde a introdução do DENV-1 em 1986. O aumento da frequência e da 

intensidade das epidemias de dengue ocorridas nos últimos anos deve-se à intensificação 

do processo de urbanização, à falta ou irregularidade do abastecimento de água potável e à 

deficiência na coleta de lixo, fatores que acometem com mais frequência as comunidades 

pobres. Neste sentido, o manejo dos determinantes socioambientais que resultam na 

exposição aos DENV representa a medida mais efetiva de controle da doença.  

A identificação precoce de marcadores associados à gravidade e à letalidade por dengue 

pode ser capaz de predizer o impacto que uma epidemia pode exercer sobre determinada 

comunidade.  

O avanço nas pesquisas de evolução viral através de estudos filogenéticos, 

combinados a dados epidemiológicos, possibilitou a identificação de genótipos dentro de 

cada sorotipo associados com uma maior ou menor gravidade da doença (Rico-Hesse, 

1990; 2007; Messer et al., 2002; 2003). Dentre os sorotipos de DENV, o DENV-2 tem sido 

o mais estudado devido a sua associação com grandes epidemias e com manifestações 

clínicas mais graves (Rico-Hesse, 2003), estando, portanto, frequentemente associado a 

casos de FHD/SCD (Balmaseda et al., 2006). Porém, ainda não estão bem definidos quais 

são os fatores virais e do hospedeiro que determinam porque certos indivíduos apresentam 

FD e outros desenvolvem formas graves da doença. Em regiões onde o dengue é 

hiperendêmico, estudos têm demonstrado a circulação de linhagens virais com diferentes 

características fenotípicas, incluindo virulência e transmissibilidade distintas dentro dos 

genótipos circulantes. 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 

foi de acordo com a descrita por Weaver & Vasilakis (2009). 

O DENV-2 foi introduzido no estado do Rio de Janeiro em 1990 e, após um curto 

período, sua presença já era detectada em 24 dos 26 estados da federação (Nogueira et al. 

1990). Neste período, foram registrados os primeiros casos de FHD/SCD e um aumento no 

número de hospitalizações (Nogueira et al. 1990, Zagne et al. 1994). Após sete anos sem 

atividade, este sorotipo reemergiu em 2007 e causou a epidemia mais grave de dengue no 

país até então, caracterizada por um maior número de hospitalizações e óbitos em crianças 

em 2008 (Teixeira et al., 2009; SVS, 2009; Macedo et al., et al 2013).  
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A falta de modelos animais que reproduzam a forma grave da doença levou ao 

desenvolvimento de modelos in vitro utilizando linhagens humanas primárias, como 

monócitos e células dendríticas diferenciadas (MoDC) e ainda linhagens endoteliais, 

capazes de produzir citocinas e fatores solúveis quando infectadas pelo DENV. Embora 

vários estudos in vitro já tenham sido realizados utilizando MoDC, a maioria destes utiliza 

cepas asiáticas, com escassos  estudos utilizando cepas brasileiras. 

  Diante do exposto, visamos neste estudo, analisar os aspectos filogenéticos, 

epidemiológicos, laboratoriais, clínicos e imunológicos de cepas de DENV-2 circulantes no 

Brasil. A filogenia e caracterização molecular dos vírus circulantes podem predizer o 

impacto de cepas virulentas na população enquanto que a identificação de marcadores, 

relacionados tanto ao hospedeiro quanto ao vírus, poderá contribuir na predição de risco 

aumentado para o desenvolvimento de formas graves da doença, contribuindo, 

consequentemente, para as decisões terapêuticas mais adequadas e precoces.  
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3. OBJETIVO GERAL 

Analisar e caracterizar aspectos virais, epidemiológicos, laboratoriais, clínicos e 

imunológicos de infecções causadas por DENV-2 circulantes no Brasil. 

 

 3.1. Objetivos específicos: 

 

 3.1.1 Análise de aspectos virais através de estudos filogenéticos: 

 Realizar a caracterização molecular e a filogenia das cepas de DENV-2 circulantes 

no Brasil durante o período de 20 anos (1990-2010); 

 

 3.1.2. Análise dos aspectos epidemiológicos, laboratoriais, clínicos e/ou 

imunológicos de casos de dengue: 

 Analisar os casos de DENV-2 associados à gravidade da doença durante 

epidemia ocorrida no Rio de Janeiro em 2008; 

 Analisar as epidemias causadas pela co-circulação de DENV-1 e DENV-2 em 

2010 e por DENV-4 em 2013, em Campo Grande, Mato Grosso do Sul. 

 Correlacionar infecção por DENV-2 à hepatite fulminante durante epidemia 

ocorrida em Campo Grande, Mato Grosso do Sul em 2010; 

  Analisar casos de DENV-2 associados à gravidade da doença e comparando aos 

casos de DENV-4 em epidemias ocorridas em Campos dos Goytacazes, Rio de 

Janeiro em 2010 e 2013. 

 

  3.1.3.  Análise dos aspectos virais através de estudos de infecção in vitro de células 

dendríticas: 

 Padronizar a infecção das duas linhagens de DENV-2 circulantes no Brasil em 

MoDCs humanas e determinar as taxas de infecção viral, a expressão de 

moléculas fenotípicas de DC, de citotoxidade, de ativação e produção de 

citocinas. 
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4. RESULTADOS  

Os resultados serão apresentados sob a forma de artigos publicados, aceitos e 

submetidos à publicação em revistas indexadas: 

 

 4.1. Análise dos aspectos virais através de estudos filogenéticos: 

Artigo 1: Twenty years of DENV- 2 activity in Brazil: molecular characterization and 

phylogeny of strains isolated from 1990 to 2010. (Publicado  na PLoS Neglected Tropical 

Disease. 7(3): e2095, 2013. doi: 10.1371/journal.pntd.0002095). 

 

 4.2. Análise dos aspectos epidemiológicos, laboratoriais, clínicos e/ou 

imunológicos de casos de dengue: 

 

Artigo 2: Dengue Severity Associated with Age and a New Lineage of Dengue Virus Type 

2 during an Outbreak in Rio de Janeiro, Brazil. (Publicado na Journal of Medical 

Virology). 

 

Artigo 3: Dengue epidemics in two distinct periods reveal distinct epidemiological, 

laboratorial and clinical aspects in a same scenario: analysis of the 2010 and 2013 

epidemics in Mato Grosso do Sul, Brazil (Publicado na Transactions of the Royal Society 

of Tropical Medicine and Hygiene). 

Artigo 4: Fulminant hepatitis associated with Dengue Virus type 2- a case report 

(Submetido à Journal of Medical Virology). 

 

Artigo 5: Analysis of clinical and laboratorial alterations related to dengue cases severity: a 

comparative study between serotypes 2 and 4 in Brazil.  (Aceito pela American Journal of 

Tropical Medicine and Hygiene). 

 

4.3.  Análise dos aspectos virais através de estudos de infecção in vitro de células 

dendríticas: 

 

Artigo 6: Analysis of the infection human dendritic cell “in vitro” by different lineages of 

the DENV-2 genotype Southeast Asian circulation in Brazil. (Em fase de preparação). 
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Artigo 1: Vinte anos de atividade do DENV-2 no Brasil: caracterização molecular e 

filogenia de cepas isoladas entre 1990 e 2010. 

  

 Objetivo específico: Realizar a caracterização molecular e filogenia de cepas de 

DENV-2 circulantes no Brasil durante 20 anos (1990-2010); 

 

Situação do manuscrito: Artigo publicado na revista PLoS Neglected Tropical Disease. 

 

Classificação QUALIS : Área de Medicina II – A1 

 

Referência: Faria NRC, Nogueira RM, de Filippis AM, Simões JB, Nogueira Fde B, da 

Rocha Queiroz Lima M, dos Santos FB. 

 

Resumo: No Brasil, a dengue tem sido um grande problema de saúde pública desde a sua 

introdução na década de 1980. Estudos filogenéticos constituem uma ferramenta valiosa 

para monitorar a introdução e a propagação de vírus, bem como para prever as possíveis 

consequências epidemiológicas desses eventos. Com o objetivo de realizar a caracterização 

molecular e análise filogenética do DENV-2 durante vinte anos de atividade viral no país, 

cepas virais isoladas de pacientes que apresentam diferentes manifestações da doença (n = 

34), representando seis estados do país, de 1990 a 2010, foram sequenciadas. O 

sequenciamento parcial do genoma (genes C / prM / M / E) foi realizado em 25 cepas de 

DENV 2 (região codificante) e o sequencimento do genoma completo foi realizado em 9 

cepas. A análise da similaridade entre os DENV-2 com cepas de referência identificou a 

formação de dois grupos epidemiologicamente distintos: um formado por cepas isoladas 

entre os anos de 1990 a 2003 e outro por cepas entre 2007 e 2010. Não foram observadas 

diferenças consistentes entre as seqüências do gene E das cepas dos diferentes casos 

clínicos de dengue, sugerindo que  a gravidade da doença tem uma origem genética e que, 

não se deve apenas as diferenças observadas no gene E viral. Os resultados obtidos pelo 

sequenciamento completo do genoma do DENV-2 não apontou diferenças consistentes 

relacionadas com uma doença mais grave. A análise com base no sequenciamento parcial 

e/ou total do genoma caracterizou as amostras de DENV-2 brasileiras como pertencente ao 

genótipo do Sudeste Asiático, no entanto, uma distinção de duas linhagens dentro deste 

genótipo foi identificada. Ficou caracterizado que as cepas do período pré-emergência 

(1990-2003) pertencem ao genótipo do Sudeste Asiático, Linhagem I e as cepas isoladas 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Faria%20NR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23516646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nogueira%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23516646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Filippis%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23516646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sim%C3%B5es%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23516646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nogueira%20Fde%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23516646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da%20Rocha%20Queiroz%20Lima%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23516646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da%20Rocha%20Queiroz%20Lima%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23516646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=dos%20Santos%20FB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23516646
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após a re-emergência deste sorotipo em 2007, pertencem ao genótipo Sudeste Asiático, 

Linhagem II. Além disso, todas as cepas analisadas neste estudo possuem uma asparagina 

(N) em E390, previamente caracterizada como um provável determinante genético 

desencadeador de FHD detectado em cepas de origem asiática. O percentual de 

similaridade destas cepas com a cepa isolada na República Dominicana em 2001 

combinado ao percentual de divergência com as cepas introduzidas no país na década de 90 

sugere que estes vírus não sofreram uma evolução local, e sim uma introdução no país de 

uma linhagem viral distinta provavelmente importada do Caribe. 
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Artigo 2: Dengue grave associada à idade e à nova linhagem do DENV-2 no Rio de 

Janeiro Brasil.  

 

Objetivo específico: Analisar os aspectos epidemiológicos, laboratoriais e clínicos de 

casos de DENV-2 associados à gravidade da doença durante epidemia ocorrida no Rio de 

Janeiro em 2008; 

 

Situação do manuscrito: Artigo publicado na Journal of Medical Virology 

Classificação QUALIS: Aréa de Medicina II – B1 

 

Referência: Nunes, PCG, Sampaio SA, Faria NRC, Lima de Mendonça M, Lima MRQ, 

Aráujo ESM, dos Santos FB, Simões JB, Gonçalves BG, Nogueira RMR, Filippis AMB.   

Resumo:  Vírus dengue tipo 2 (DENV-2) causou três epidemias, nos anos de 1990, 1998 e 

2008, no Rio de Janeiro, Brasil.  A epidmeia de 2008 foi a mais grave em número de casos 

relatados, hospitalizações e mortes. Para investigar fatores virológicos e epidemiológicos 

que podem ter contribuído para o perfil patogênico da epidemia de 2008, foram obtidos 102 

soros durante as  três epidemias e em períodos interepidêmicos estes foram analisados por 

qRT-PCR para estimar os níveis de viremia e sua correlação com as características clínicas, 

imunológicas, e demográficas de cada paciente . Os DENV-2 isolados durante as epidemias 

foram sequenciados. Duas linhagens (I e II)  de DENV-2 do genótipo americano/asiático 

foram confirmados, um exclusivo para 1990-2002 e outro para os anos de 2007-2011, 

respectivamente. O nível de viremia significativo nas amostras 2008 era duas ordens de 

grandeza maior do que a das amostras 1990-2002.  Os casos de dengue grave aumentaram 

de 31% em 1990-2002 para 69% em 2007-2011; em pacientes com idade ≤15 anos, de 3% 

em 1990-2002 para 37% em 2007-2011.  A Linhagem II do DENV-2 e idade mais jovem 

contribuiram significativamente para o perfil patogênico da epidemia de 2008 no Rio de 

Janeiro. 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Faria%20NR%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=26160541
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=dos%20Santos%20FB%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=26160541
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sim%25C3%25B5es%20JB%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=26160541
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nogueira%20RM%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=26160541
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Filippis%20AM%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=26160541


 
 

42 
 

 

 



 
 

43 
 

 



 
 

44 
 

 



 
 

45 
 

 

 



 
 

46 
 

 

 



 
 

47 
 

 



 
 

48 
 

 

 



 
 

49 
 

Artigo 3: Epidemias de dengue em dois períodos distintos revelam aspectos 

epidemiológicos, laboratoriais e clínicos em um mesmo cenário: análise das epidemias 

ocorridas em Mato Grosso do Sul e, 2010 e 2013.  

 

Objetivo específico: Analisar os aspectos epidemiológicos, clínicos e laboratoriais de 

epidemias causadas pela co-circulação de DENV-1 e DENV-2 em 2010 e por DENV-4 em 

2013, em Campo Grande, Mato Grosso do Sul. 

 

Situação do manuscrito: Artigo publicado na Transactions of the Royal Society of 

Tropical Medicine and Hygiene  

Classificação QUALIS: Área de Medicina II – B1 

 

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

Ribeiro Nogueira, Thaís Chouin-Carneiro, Priscila Conrado Guerra Nunes, Jaqueline 

Bastos Santos Simões, Fernanda de Bruycker Nogueira, Monique da Rocha Queiroz Lima, 

Luzia Maria de Oliveira Pinto, Claire Fernandes Kubelka, Rivaldo Venâncio da Cunha, 

Elzinandes Leal de Azeredo, Flavia Barreto dos Santos. 

 

Resumo: Este artigo faz referência aos casos de dengue estudados durante duas epidemias 

de dengue ocorridas no estado do Mato Grosso do Sul, no anos de 2010 e 2013,  a dengue 

foi confirmada em 78.7% (48/61) e 75.6% (118/156) dos casos estudados em 2010 e 2013, 

respectivamente. O DENV-1 e DENV-2 foram os sorotipos detectados na epidemia de 

2010 e 2013 e o DENV-4 foi  detectado somente  na epidemia de 2013. A maioria dos 

casos foram classificados como dengue sem sinais de alarme, no entanto a dengue grave foi 

observada em 18,7% (9/48) dos casos em 2010 e com menor frequencia nos casos de 

DENV-4 em 2013. Os níveis de NS1 foram maiores nos pacientes   dengue com sinais de 

alarme e dengue grave pertencentes a epidemia de 2010.  O níveis circulantes de Aspartato 

aminotransferase (AST) e alanina transferase (ALT) foram alterados em todos os grupos, 

independentemente do sorotipo infectante ou epidemia. Pacientes com DENV-1 e DENV-2 

apresentaram significativamente menores contagens de monócitos quando comparados a 

pacientes com DENV-4. Uma correlação inversa foi encontrada entre a contagem de 

plaquetas, leucócitos, monócitos e níveis NS1.  Podemos  concluir que as epidemias 
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causadas pela prevalência de distintos sorotipos de DENV possuem diferentes impactos e 

características clínicas em um mesmo cenário e, apesar da ocorrência de infecções 

secundárias, o surgimento do DENV-4 não foi associado a casos graves. 
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Artigo 4: Hepatite fulminante associada ao vírus dengue tipo 2: um relato de caso  

 

Objetivo específico: Correlacionar infecção por DENV-2 à hepatite fulminante durante epidemia 

ocorrida em Campo Grande, Mato Grosso do Sul em 2010. 

 

Situação do manuscrito: Submetido à Journal of Medical Virology 

Classificação QUALIS: Área de Medicina II – B1 

 

Referência: Nieli Rodrigues da Costa Faria, Elzinandes Leal de Azeredo, Rita Maria 

Ribeiro Nogueira, Fernanda de Bruycker-Nogueira, Thiara Manuelle Alves de Souza, 

Maurício Pompilio, Sandra Maria L de Oliveira, Flavia Barreto dos Santos, Rivaldo 

Venâncio da Cunha. 

Resumo: Infecções por dengue podem ter um amplo espectro de manifestações clínicas e 

manifestações atípicas já foram descritas. O envolvimento hepático na dengue pode variar 

de uma forma assintomática com  elevação das transaminases hepáticas à insuficiência 

hepática aguda fatal (IHA). IHA  é uma condição na qual uma rápida deterioração da 

função hepática é observada , resultando em encefalopatia e/ou coagulopatia hepática. Este  

trabalho apresenta a descrição de um caso de paciente sem co-morbidades infectado pelo 

DENV-2 durante a epidemia de 2010 que evolui para obíto apresentando IHA. A 

identificação precoce de IHA em pacientes com dengue é importante na redução da 

morbidade e mortalidade. 
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Artigo 5: Análise de alterações clínicas e laboratoriais relacionadas com 

a gravidade de casos de dengue: um estudo comparativo entre 

sorotipos 2 e 4 no Brasil 

 

Objetivo específico: Análise dos aspectos laboratoriais, clínicos e imunológicos de casos 

de DENV-2 associados à gravidade da doença e comparados à casos de DENV-4 em 

epidemias ocorridas em Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro em 2010 e 2013.  

 

Situação do manuscrito: Submetido à American Journal of Tropical Medicine and 

Hygiene 

 

Classificação QUALIS: Área de Medicina II –  B1 

 

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

Ribeiro Nogueira, Fernanda de Bruycker-Nogueira, Thaís Chouin-Carneiro, Jaqueline 

Bastos Santos Simões, Monique da Rocha Queiroz Lima, Luzia Maria de Oliveira Pinto, 

Claire Fernandes Kubelka, Luiz José de Souza, Elzinandes Leal de Azeredo, Flavia Barreto 

dos Santos. 

Resumo: O aumento das formas graves de dengue tem causado grande impacto na saúde 

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

epidemias atingem altas proporções. O reconhecimento dos sinais de progressão para a 

forma grave da doença durante a fase febril pode ser difícil, uma vez que os sintomas são 

muitas vezes indistinguíveis de outras doenças febris. O objetivo deste estudo foi avaliar as 

manifestações clínicas e os parâmetros laboratoriais de pacientes provenientes de duas 

epidemias de dengue e sua associação com manifestações clínicas. O estudo foi realizado 

em pacientes (n = 153) com sinais e sintomas compatíveis com a dengue ocorridos durante 

duas epidemias distintas, 2010 e 2013, na cidade de Campos dos Goytacazes, Rio de 

Janeiro, Brasil. De acordo com os critérios da OMS de 2009, os pacientes foram 

classificados como dengue sem sinais de alarme ([DSSA], 60,6%; 57/94), dengue com 

sinais de alarme ([DCSA], 30,9%; 29/94) e dengue grave ([DG], 6.4%; 6/94). Independente 

da epidemia, pacientes com DCSA/DG apresentaram menores contagens de plaquetas e 

leucócitos e elevados níveis de  transaminases  quando comparados com os pacientes 

DSSA. Curiosamente, os pacientes da epidemia de 2010 causada pelo DENV-2 

apresentaram menores contagens de plaquetas do que os pacientes da epidemia de 2013 
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causada pelo DENV-4. Embora estudos anteriores tenham amplamente relatado a vasta 

gama de aspectos clínicos da dengue, a caracterização de epidemias causadas pelo DENV-4 

é muito importante, considerando as diferentes formas clínicas apresentadas durante as 

epidemias, este fato torna-se especialmente indispensável para as unidades de saúde e 

hospitais que executam a gestão do paciente. 
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4.3. Análise dos aspectos virais através de estudos de infecção in vitro de células 

dendríticas: 

Artigo 6: Análise da infecção “in vitro” de células dendríticas humanas por distintas 

linhagens do genótipo Sudeste Asiático/Americano de DENV-2 circulantes no Brasil. 

 

 Objetivo específico: Padronizar a infecção das duas linhagens de DENV-2 

circulantes no Brasil em MoDCs humanas e determinar as taxas de infecção viral, 

expressão de moléculas fenotípicas de DC, de citotoxidade, de ativação e produção 

de citocinas. 

 

Situação do manuscrito: em fase de preparação 

 

Classificação QUALIS:   

 

Referência: Faria NR,  Torrentes-Carvalho A, Cipitelli MC, dos Santos FB, Azeredo EL, . 

 

Resumo: Atualmente a dengue é a doença viral mais importante transmitida por 

artrópodes, com mais de 100 milhões de indivíduos infectados anualmente. Infecções pelos 

vírus  dengue (DENV) apresentam um amplo espectro de manifestações clínicas que vão 

desde uma doença febril aguda até uma doença com risco de vida apresentando 

permeabilidade vascular grave. A resposta imunológica inata é a primeira linha de defesa 

no controle da replicação do DENV. As células dendríticas (DC) desempenham um papel 

crucial nas respostas imune inata e adaptativa para infecções virais e são as primeiras 

células infectadas por DENV. Estas células foram consideradas como sendo as principais 

células alvo para infecção pelos DENV. No presente estudo, foram realizadas analíses 

comparativas de células dendríticas (DC) infectadas com duas linhagens de DENV-2 do 

genótipo Sudeste Asiático. Observou-se que ambas as linhagens brasileiras de DENV2 

foram capazes de infectar as DCs e induzir um padrão semelhante de citocinas e 

quimiocinas. Curiosamente, as DCs infectadas pela Linhagem  II  mostraram altos níveis de 

proteína NS1 quando comparadas com as DCs infectadas pela Lineage I. Embora nenhuma 

relação com gravidade apresentada por pacientes infectados  pelos DENV-2 (Linhagens I e 

II) possa ser correlacionada a infecção das DCs com as distintas linhagens, este trabalho 

torna-se importante por ser o primeiro na literatura a utilizar distintas linhagens brasileiras 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Faria%20NR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23516646
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de DENV-2 na infecção de DCs. O aprofudamento dos estudos in vitro com diferentes 

sorotipos, genótipos e linhagens podem ajudar no entendimento da influência deste vírus na 

patogenêse da dengue. 
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5. Discussão 

 

 

 A pandemia mundial de dengue parece ter começado nas regiões da Ásia e 

do Pacífico, onde a primeira epidemia de dengue foi relatada, em 1779-80 (Gubler 

& Clark 1995). Alterações biológicas que ocorrem desde esse período 

provavelmente favoreceram a expansão geográfica do vetor e o aumento de 

densidade. O elevado número de indivíduos suscetíveis e o aumento da frequência 

de viagens provavelmente criaram condições que facilitaram a dispersão dos vírus 

(Gubler 1997; 2002). Uma série de fatores contribuíram para a emergência e re-

emergência da dengue, como, por exemplo, o crescimento desordenado da 

população e a urbanização não planejada associada à pobreza (Gubler 2002; 

Guzman & Kouri 2003).  O número de casos de dengue tem aumentado em todo o 

mundo e se espalhado por novas áreas, como Europa e América do Norte (WHO, 

2009). 

O Brasil é considerado um país tropical em sua totalidade, devido ao clima 

quente e úmido, fornecendo um ambiente receptivo e altamente favorável para a 

dispersão do mosquito vetor. A atividade dos DENV ocorre durante todo o ano, mas 

a maioria dos surtos e os níveis mais altos de infestação do vetor mostram um 

padrão sazonal marcado, ocorrendo durante a estação chuvosa brasileira, de 

dezembro a maio, que também são os meses mais quentes do ano (Siqueira et al., 

2005).  

Embora não exista nenhuma associação definitiva que comprove que os 

diferentes sorotipos e genótipos induzam diferentes formas clínicas apresentadas 

pela dengue, existem estudos que sugerem que os DENV-2 e DENV-3 causam a 

dengue grave mais frequentemente do que os outros sorotipos e que o DENV-4 está 
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associada à dengue branda (Balmaseda et al., 2006; Sierra et al., 2007). O DENV-2 

foi o sorotipo mais prevalente em várias epidemias nas Américas (Brathwaite Dick 

et al., 2012) e foi classificado epidemiologicamente como o sorotipo mais relevante 

em todo o mundo, devido à sua capacidade de causar epidemias mais explosivas, 

seguido pelos DENV-3, DENV-1 e DENV-4 (Costa et al., 2012). O conhecimento 

sobre a patogênese das infecções pelos DENV é limitado, mas ambos os fatores 

virais e os da resposta imunológica do hospedeiro parecem estar associados à 

dengue grave (Romano et al., 2010). No entanto, os sorotipos de DENV envolvidos 

e o perfil genético do hospedeiro podem explicar algumas diferenças nas 

manifestações clínicas observadas, uma vez que polimorfismos genéticos parecem 

oferecer proteção ou predisposição a formas mais graves da dengue (Tan et al., 

2009).  

Diversos estudos realizados em regiões epidêmicas conduziram à geração de 

hipóteses sobre o desenvolvimento da dengue grave (Gubler & Clark, 1995). Eles 

incluem a facilitação dependente de anticorpos (Hastead, 1988), a tempestade de 

citocinas (Noisakran & Perng 2008), os fatores genéticos (Sierra et al., 2007), as 

características dos vírus isolados (Diamond et al., 2000; Ferreira et al., 2010), a 

carga viral na fase aguda (Gubler et al., 1981; Vaughn et al., 2000) e o estado 

nutricional do hospedeiro (Thisyakorn & Nimmannitya, 1993). Os DENV podem 

interagir com as células dendríticas, monócitos/macrófagos, hepatócitos e células 

endoteliais conduzindo à liberação exarcebada de citocinas e quimiocinas durante a 

dengue grave (Diamond et al., 2000; Acosta et al., 2009; Lin et al., 2005). No 

entanto, como a produção destas citocinas é induzida,o seu papel na patogênese da 

dengue ainda não está claro. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brathwaite%20Dick%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23042846
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5.1. Vinte anos de atividade do DENV-2 no Brasil: caracterização molecular e 

filogenia de cepas isoladas entre 1990 e 2010. (Artigo 1) 

 O primeiro isolamento do DENV-2 nas Américas ocorreu em 1953 em 

Trinidade (Anderson, 1956) e o primeiro caso de FHD ocorreu em 1981 em Cuba com a 

introdução do DENV-2 do genótipo Sudeste Asiático (Guzman et al., 1995).  No Brasil, os 

primeiros casos de FHD/SCD ocorreram após a introdução do DENV-2 no Rio de Janeiro 

(Nogueira et al., 1990). A análise filogenética das amostras de DENV-2 circulantes naquela 

época confirmou a presença do DENV-2 genótipo Sudeste Asiático (Miagostovich et al., 

1997; dos Santos et al., 2002). 

Em abril de 2007, o DENV-2 remergiu no estado do Rio de Janeiro, causando, em 

2008, a epidemia mais grave já documentada no Brasil (Teixeira et al., 2009). A análise 

filogenética revelou a existência de duas linhagens distintas do genótipo Sudeste Asiático, 

com a primeira introduzida nos anos 90 e a outra linhagem introduzida a partir da 

reemergência dos DENV-2 (Oliveira et al., 2010).  

Os DENV-2 são os que apresentam a maior diversidade genética dentro dos quatro 

sorotipos (Rico-Hesse et al., 1997) e alguns dos seus genótipos têm uma ampla distribuição 

geográfica (Zhang et al., 2005).  A análise genômica detalhada de 11 cepas representantes 

dos genótipos Sudeste Asiático e Americano do DENV-2 sugere que os determinantes de 

gravidade em casos de DENV-2 residem na substituição de aminoácidos na proteína E390 

(D→N), observada no genótipo Asiático (Leitmeyer et al, 1999). Cologna et al, 2003 

mostraram que as cepas de DENV-2 do genótipo Sudeste Asiático são mais adaptáveis às 

células humanas e às células de mosquito do que as cepas do genótipo Americano (Cologna 

et al., 2003).  

Diversos estudos analisando as variações genéticas de cepas de DENV, isoladas de 

pacientes com dengue grave (FHD/SCD) e cepas de pacientes com dengue branda, 

tentaram correlacionar alterações de aminoácidos com o desenvolvimento da forma grave 
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da dengue, porém nenhuma destas alterações encontradas nestas cepas foi consistente para 

correlacionar essas alterações com a gravidade da doença (Pandey et al., 2000; 

Raekiansyah et al., 2005). 

Com o aumento do número de casos graves e a reemergência dos DENV-2, nós 

realizamos o sequenciamento e a análise filogenética a fim de compreender a evolução e 

caracterizar os DENV-2 brasileiros de cepas isoladas de casos de dengue clássico, 

FHD/SCD e dos casos fatais ocorridos desde a introdução deste sorotipo no país, em 1990, 

até o ano de 2010.  Foram analisadas as sequências dos genes C/prM/M/E de vinte e cinco 

amostras e o sequenciamento completo da região codificante de nove amostras. 

A análise dos genes C/prM/M/E e do genoma completo  da região codificante das 

34 sequências revelou a existência de dois grupos filogeneticamente distintos, um formado 

pelas cepas de 1990 a 2003 e outro formado pelas cepas de 2007 a 2010, corroborando 

estudos anteriores (Oliveira et al., 2010). As amostras isoladas de 1990-2003, pertencentes 

ao genótipo Sudeste Asiático, Linhagem I, apresentam similaridade com a cepa brasileira 

BR64022/98 e com a cepa Jamaica/83. No entanto as amostras isoladas de 2007-2010 

apresentaram maior similaridade com a cepa DR59/01, da República Dominicana, 

representando o genótipo do Sudeste Asiático, Lineage II, corroborando com a análise 

realizada por Oliveira et al 2010. Um estudo realizado com cepas de DENV-2 circulantes 

no Paraguai também demostrou que a existencia de duas linhagens distintas dentro do 

genótipo do Sudeste Asiático e sugere a introdução de uma nova linhagem possivelmente 

associada uma mudança de sorotipo DENV-3 para DENV- 2, como observado no Brasil 

em 2007 e 2008 ( Aquino et al., 2008; SVS., 2009). 

A ausência da circulação dos DENV-2 nos anos anteriores a sua reemergência e a 

alta similaridade observada entre os vírus da Linhagem II com as cepas da República 

Dominicana, em 2001, permitem sugerir  que a introdução desta nova linhagem foi 

responsável pela epidemia de 2008 no Brasil. Um estudo realizado com cepas isoladas de 
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uma epidemia de 2010 em São Paulo demonstrou que essas cepas formavam um grupo 

monofilético com as cepas isoladas no Rio de Janeiro 2007/2008 e que estas amostras 

estavam intimamente relacionadas com as cepas isoladas em Cuba e na República 

Dominicana, com uma pequena distância genética, sugerindo que esta nova linhagem 

introduzida no Brasil pode ter sido importada do Caribe (Romano et al., 2010). 

Diversas variantes genéticas dos DENV têm sido implicadas com a dengue grave no 

passado (Rosen 1977; Gubler et al., 1978), mas foi através do avanço de estudos evolutivos 

com base na análise filogenética combinada com dados epidemiológicos dos genótipos 

dentro de cada sorotipo que foi possível associar a menor ou maior gravidade apresentada 

em indivíduos infectados pelos DENV (Rico-Hesse et al., 1997; 2007; Messer et al., 

2002;2003).  

Substituições que foram identificadas nas posições E129 (V→I) e E131 (L→Q) estão 

relacionadas com a divisão do genótipo Sudeste Asiático em dois clados distintos, 

resultados concordantes com os obtidosem estudos prévios que associam estas posições na 

proteína E como marcadores críticos na classificação genética dos DENV (Aquino et al., 

2008; Bennett et al., 2006). 

Todas as 34 cepas analisadas neste estudo apresentaram uma asparigina (N) na 

posição E390, previamente caracterizada como um provável determinante genético 

desencadeador de FHD detectado em cepas de origem asiática (Leitmeyer et al, 1999). 

Substituições em E390 (N→D) resultam em uma redução na replicação viral em macrófagos 

e células dendríticas. Já a substituição inversa (D→N) na mesma posição resulta em uma 

maior replicação, maturação e ativação dos macrófagos, exacerbação da resposta imune 

com uma maior produção de citocinas, aumento da permeabilidade vascular e, 

consequentemente, com maiores chances de desenvolvimento de FHD (Pryor et al, 2001). 

As mutações no domínio III da proteína E dos flavivírus podem induzir a virulência, 

ou atenuação ou  o escape do vírus, frente ao sistema imune (Sánchez I &  Ruiz, 1996; Lin 
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& Wu, 2003), e no presente estudo, foram observadas alterações ao longo deste domínio 

(AA 297 a 394). Um caso FHD (59382/1997), que culminou na morte do paciente, mostrou 

diferenças de aminoácidos apenas no gene E, mas essas diferenças foram compartilhadas 

com outras cepas de casos FD, quando eles foram comparados com a cepa referência 

BR64022/98. 

Neste estudo, uma substituição na prM39 foi observada em três cepas: 0690/2008 - 

isolada de um caso fatal,  55769/1996  - isolada de um caso DF e  0199/2010.  Catteau et al 

2003 demonstraram que a produção intracelular do ectodomínio M de todos os quatro 

sorotipos de DENV podem  induzir a apoptose em células hospedeiras. A região carboxi-

terminal da proteína prM com nove aminoácidos (AA 32-40) de alguns flavivírus, foi 

designada como apopto M e parece desempenhar um papel importante na indução da 

apoptose e efeitos citopáticos (Catteau et al., 2003; Marianneau et al., 1998). 

Várias mudanças foram observadas nas proteínas não estruturais. Estudos realizados 

por Yábar (2000) mostraram que mutações na NS1 estão relacionadas ao desenvolvimento 

de FHD/SCD, quando comparadas com os casos de FD (Yábar, 2000).  

O reconhecimento da diversidade genética dos DENV e suas origens fornecem 

subsídios para que se possam monitorar os genótipos mais virulentos na vigência de 

epidemias, auxiliando na adoção das medidas de controle. Esses estudos também podem 

ajudar no esclarecimento da patogênese do DENV e nos mecanismos associados à resposta 

imune do hospedeiro, bem como no entendimento da influência do vetor na seleção das 

variantes genéticas. 
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5.2. Dengue grave associada à idade e à nova linhagem do DENV-2 no Rio de 

Janeiro Brasil. (Artigo 2) 

 

O DENV-2 emergiu em 2007 causando uma das mais graves epidemias em 2008 

(Macedo et al., 2013). De acordo com a análise das cepas de DENV-2 utilizadas neste 

estudo (1990-2011), as amostras isoladas em 2007 foram geneticamente distintas e, apesar 

de pertencerem ao mesmo genótipo Sudeste Asiático, foram agrupadas em um clado 

distinto denominado de Linhagem II (Faria et al., 2013). 

A falta de atividade da Linhagem I e a reemêrgencia da Linhagem II foram associadas a 

altos níveis de RNA circulante e maiores chances de desenvolver a forma grave da dengue 

durante a epidemia de 2008, corroborando com a hipótese descrita em estudos anteriores, 

na qual a replicação mais eficiente de determinados vírus poderia competir e deslocar 

aqueles que apresentam um impacto epidemiológico inferior (Vu Tu et al., 2010; OhAinle 

et al, 2011; Rico-Hesse, 2003; Rico-Hesse et al., 1997). 

A associação dos níveis de viremia com a resposta imunológica do hospedeiro e sua 

relação com a progressão da doença permanecem contraditórias.  Alvarez et al (2006) 

demonstraram que a infecção secundária pelo DENV-2 é comumente caracterizada por 

uma maior gravidade da doença e com elevado nível de viremia em pacientes previamente 

infectados pelos DENV-1 ou DENV-3 (Alvarez et al., 2006). 

 

Uma análise restrospectiva sobre a dengue  no Brasil possibilita mostrar que: (i) os casos 

graves e fatais começaram a ser descritosapós a introdução dos DENV-2 em 1990,  (ii) com 

a introdução do DENV-3 ocorreu um aumento no número de óbitos e casos graves na 

epidemia de 2002 e (iii) durante a epidemia de 2008 com a reemêrgencia do DENV-2 a 

taxa de letalidade foi duas vezes maior, devido à introdução desta nova linhagem.  

Em relação ao estado do Rio de Janeiro, é importante destacar, cronologicamente, as 

introduções e reemêrgencias dos DENVs no território fluminense: DENV-1 (1986);  

DENV-2 (1990); DENV-3 (2000/01);  DENV-2 (2007);  DENV-1 (2010)  e DENV-4 

(2011).  

Nossas análises demonstraram que a infecção secundária independente da linhagem, não 

foi responsável pela gravidade da dengue. Não houve associação significativa entre os 

níveis mais elevados de viremia e a apresentação da doença devido ao estado imunológico 

dos pacientes previamente infectados com DENV-1 e / ou DENV-3, sorotipos que 

circularam amplamente no Rio de Janeiro, em 1986-1997 e 2001-2006, respectivamente, 
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antes da introdução e reemergência do DENV-2 em 1990 e 2008 (Macedo et al, 2013; 

Nogueira et al., 2007; SVS, 2012; Teixeira et al., 2009). 

Quanto à faixa etária, contrastando com outras regiões endêmicas no mundo, no Brasil, 

desde a introdução dos DENV, a população mais acometida era a de maiores de 15 anos. 

No entanto, a partir da reemergência do DENV-2,  ocorreu uma mudança no perfil da 

doença, com  um maior acometimento da infecção por DENV na faixa etária menor do que 

15 anos. 

É pertinente registrar que durante a epidemia de 2008, o estado do Rio de Janeiro foi 

responsável por 37% dos casos notificados no Brasil, com  50% destes casos acomentendo 

menores de 15 anos, faixa etária na qual  86% dos casos evoluíram para o óbito (Teixeira et 

al., 2009). Nesta epidemiafoi observado um aumento de sete vezes no número de 

internações em menores de um ano de idade. Posteriormente, em 2010, , ocorreu uma nova 

mudança no perfil da doença com a epidemia de DENV-1 quando a faixa etária mais 

acometida foi a de maiores de 60 anos. 

Em nossa casuística, além da associação significativa com a gravidade da doença, os 

níveis de viremia do RNA foram mais elevados no grupo de ≤ 15 anos idade, durante a 

circulação da linhagem II, sugerindo que a idade era um fator importante para o pico da 

viremia. A associação de uma linhagem emergente de DENV-2 com uma maior viremia 

também foi descrita em pacientes pediátricos internados no Vietnan (Vu TT et al., 2010). 

No entanto é preciso considerar que outros fatores como as condições fisiológicas, 

neurológicas e comportamentais podem contribuir para uma taxa substancialmente mais 

elevada de mortalidade  Neste contexto, o sexo é considerado um dos fatores de risco que 

tem sido associado com mortes por dengue e dengue grave. No Brasil, a distribuição de 

casos de dengue por sexo é proporcional, mas com um ligeiro aumento para as mulheres. 

Em um estudo realizado no período de 2002-2010, as mulheres representavam 55% dos 

casos de dengue no país (Siqueira et al., 2010). Em nosso estudo, a população foi 

homogênea para o sexo (52% mulheres e 50% homens), mas 37% das mulheres e 63% dos 

homens tiveram dengue grave. Embora a taxa de dengue grave em homens tenha sido 

maior do que nas mulheres, neste estudo, a gravidade da doença não foi significativamente 

associada ao sexo, corroborando com estudos anteriores (Wang et al., 2003). 

Ainda considerando outros fatores, não foram observadas associações entre a gravidade 

da doença, idade ou sexo durante o período de linhagem I e a ocorrência de níveis de 

viremia mais elevados durante o período de linhagem II reforça a hipótese de que as cepas 
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com maior virulência são um fator importante para a gravidade da doença (Romano et al., 

2010; Simmons et al., 2007), como observado durante a epidemia de 2008. 

No Brasil, embora a circulação e a evolução das linhagens do DENV-2 tenham sido 

previamente relatadas (Drumond et al, 2013; Halstead et al, 1970; Rico-Hesse et al, 1997), 

este foi o primeiro estudo a correlacionar o impacto epidemiológico dessas linhagens na 

população brasileira. De acordo com nossos dados, a capacidade da linhagem II de se 

replicar em títulos mais elevados e a alta susceptibilidade aos DENV-2 em indivíduos ≤ 15 

anos podem ter sido o fator-chave para a dinâmica da doença na epidemia de 2008. 

O hiperendemicidade da dengue com cocirculação de múltiplos sorotipos DENV, a 

emergência ou reemergência de novos sorotipos, genótipos ou linhagens mais virulentas, a 

reposição constante de indivíduos susceptíveis devido à coorte de nascimento e a alta 

densidade de Aedes aegypti são os fatores que contribuem para o cenário da dengue grave 

observada nos últimos 10 anos no Brasil.  

 

5.3. Epidemia de dengue em dois períodos específicos revela distintos aspectos 

epidemiológicos, clínicos e laboratoriais em um mesmo cenário: analíse das epidemias 

de dengue de 2010 e 2013 no Mato Grosso do Sul, Brasil. (Artigo 3) 

 

O Brasil tem sofrido sucessivas epidemias desde a introdução dos DENV na década de 

1980. Em 2013 o país sofreu uma das maiores epidemias já ocorridas no país com 

aproximadamente 2 milhões de casos notificados. Durante o presente estudo, foram 

avaliados dois períodos epidêmicos correspondentes aos anos de 2010 e 2013, no estado de 

MS, Brasil, onde o número de casos notificados e da gravidade da doença vem aumentando 

continuadamente (SVS, 2015). 

Os métodos sorológicos ainda são a ferramenta mais útil para o diagnóstico da dengue 

durante as epidemias. O MAC-ELISA foi a técnica que mostrou maior positividade na 

epidemia de 2010 e neste estudo foi possível detectar anti-DENV IgM  no primeiro dia de 

febre. O NS1 ELISA é o método sorológico mais recentemente desenvolvido que permite o 

diagnóstico precoce das infecções de DENV, durante a fase inicial da doença, mesmo em 

laboratórios com reduzidos recursos humanos e equipamentos (Andries et al., 2012). 

Todas as amostras negativas por ELISA NS1 de ambas as epidemias foram testadas de 

acordo com Lima et al (2014), usando ácido para a dissociação de imunocomplexos. 

Amostras negativas para NS1 da epidemia de 2010, causada pelo DENV-1 e DENV-2, 

mantiveram-se negativas. No entanto, foi observado um aumento de 22% na detecção do 
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NS1 em amostras negativas provenientes da epidemia de 2013, causada pelo DENV-4,  

corroborando com os resultados descritos por Lima et al que em seu artigo publicado em 

2014 demonstram que a dissociação por calor dos soros antes da realização do ensaio para 

a detecção da proteína NS1, aumenta a sensibilidade do teste em áreas  endêmicas onde as 

infecções secundárias são frequentemente relatadas.  

É pertinente registrar que durante o período estudado foi observada a cocirculação de 

dois ou mais sorotipos de DENV. Na epidemia de 2010, os DENV-1 e DENV-2 

cocircularam. e,  de acordo com dados do Ministério da Saúde do Brasil, somente no estado 

de MSforam confirmados 1.815 casos graves com 47 mortes. Quanto à epidemia de 2013, 

com a cocirculação dos DENV-1, DENV-2 e DENV-4, apesar do menor número de casos 

graves, foram confirmados 695 casos graves com 30 mortes.  

A cocirculação de dois ou mais sorotipos durante a mesma epidemia tem sido 

identificado e é uma das principais causas da manifestação grave da dengue no sudeste da 

Ásia (Endy et al., 2002). Vários estudos têm sugerido que as infecções por DENV-2 e 

DENV-3 de origem asiática, como aqueles que circulam no Brasil, estão relacionadas com 

a gravidade da dengue (Vaughn et al., 2000; Nisalak et al.,  2003). Embora o número de 

casos analisados referentes à epidemia em 2010 tenha sido menor do que os casos 

analisados da epidemia de 2013, o número de casos graves e mortes foram relativamente 

mais elevados em 2010. Além disso, foi observado um maior número de hospitalizações 

em 2010 (46%) quando comparado com 2013 (21%) (SES/MS, 2010; 2013). 

De acordo com a nova classificação clínica, proposta pela OMS em 2009 (OMS, 2009), 

a gestão adequada dos pacientes depende do reconhecimento precoce dos sinais de alerta. 

Estes sinais são importantes, uma vez que ocorrem antes do início da dengue grave 

(Alexander et al., 2011).  O Brasil adotou oficialmente a nova classificação em 2014. Este 

estudo mostrou a prevalência de 64% de dengue sem sinais de alarme (DSSA) em ambas as 

epidemias estudadas. Na epidemia de 2010, 47.9% dos casos eram de dengue com sinais de 

alarme/dengue grave (DCSA/DG), e os sorotipos detectados foram os DENV-1 e DENV-2. 

Na epidemia de 2013, 71.2% dos casos eram de DSSA e esta epidemia foi causada 

principalmente pelo DENV-4 (90,4%), corroborando com os dados do Ministério da Saúde 

(SVS 2013). Dor abdominal persistente (16.1%) e sangramento das mucosas (8.4%) foram 

as manifestações clínicas mais comuns em pacientes com DCSA, semelhante a outros 

estudos realizados na Ásia (Leo et al., 2013; Rathakrishnan et al., 2014) e no Brasil 

(Cavalcanti et al., 2014) que utilizaram a nova classificação da OMS. 
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Em relação aos outros sorotipos, as infecções causadas pelos DENV-4 são tipicamente 

associadas à apresentação clínica branda da dengue (Nishiura et al., 2007). Entretanto, 

diversos estudos têm relatado dengue grave e mortes relacionadas à infecção pelo DENV-4, 

principalmente em infecções secundárias (Amâncio et al 2014; Rico-Hesse, 2003). 

Foram detectadas altas taxas de imunoglobulina G na população estudada, 

caracterizando uma exposição prévia aos DENV. Embora neste estudo 84% dos pacientes 

tenham apresentado infecção secundária, não foram observadas manifestações graves nos 

pacientes infectados pelos DENV-4 na epidemia de 2013. Por outro lado, na epidemia de 

2010, foi relatado um maior número de casos com sinais de alarme e dengue grave, o que 

sugere a presença de infecção secundária não seria o único fator responsável por uma 

doença mais grave. Na verdade, a gravidade da doença também é causada pelo aumento da 

virulência (Rico-Hesse, 2003) e também pelos  elevados títulos virais em pacientes com 

FHD (Libraty et al., 2002; Thomas et al., 2008). Além disso, infecções sequenciais por 

DENV-1 seguida por DENV-2 ou DENV-3, ou infecções por DENV-3 seguida por DENV-

2 foram associadas as formas graves da dengue (Guzmán et al., 1991; Alvarez et al., 2006).  

Um estudo anterior demonstrou quedemonstram que o aumento da gravidade nos casos 

de dengue pode estar relacionado com a introdução de um novo sorotipo, em áreas que 

circulam outros sototipos, com o aumento do número de infecções secundárias, com a 

presença de fatores intrínsecos relacionadas à população (Hastead, 2006). Posteriormente 

Macedo e colaboradores ao analisarem  as epidemias de 2004-2008 no estado do Rio de 

Janeiro verficaram um aumento dos casos de dengue em crianças menores de 15 anos de 

idade, aumento de FHD e de dengue com complicações nesta faixa etária e quepacientes 

infectados pelo DENV-2 foram, comprovadamente, três vezes mais propensos a ter sinais e 

sintomas associados a uma doença mais grave (Macedo et al., 2013). Reforçando as 

assertivas acima, um estudo mais recente, também desenvolvido no Rio de Janeiro, 

mostrou que pacientes infectados pelos DENV-3 e DENV-2, com infecções secundárias,  

desenvolveram uma doença mais grave (Heringer et al., 2015). 

No presente estudo foi observado que casos de dengue pelos DENV-1 e DENV-2, 

durante a epidemia de 2010, s foram mais grave do que os casos causados principalmente 

pelo DENV-4durante a epidemia de 2013, quando o número de hospitalização foi cerca de 

duas vezes menor do que a observada em 2010.  

Um estudo realizado por Thomas e cols relatou que  o DENV-1 induziria uma gravidade 

intermediária, sem extravasamento plasmático aparente, um outro estudo descrito por Huy 

e cols foi demostrado que infecções pelo DENV-2 estavam associadas à síndrome de 
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choque por dengue. Em contraste, o DENV-4 induziu uma apresentação clínica mais 

branda, confirmando a existência de diferenças na virulência entre os sorotipos (Thomas et 

al., 2014; Huy et al., 2013). 

Diante do exposto, visando identificar possíveis preditores de gravidade na dengue, 

diversos estudos têm avaliado biomarcadores tais como viremia, citocinas e parâmetros 

laboratoriais (Srikiatkhachorn  & Green, 2010; Oishi et al., 2007). Neste contexto, nosso 

estudo avaliou os parâmetros laboratoriais dos dois grupos das diferentes epidemias e os 

resultados obtidos possibilitou observar que  o DENV-4 foi associado com menor 

gravidade na apresentação clínica da dengue. Em nosso estudo, 51.7% dos pacientes 

apresentaram leucopenia e 27.7% trombocitopenia, corroborando com estudos anteriores 

realizados no Brasil (Azin et al., 2012; Oliveira et al., 2009). 

É importante ressaltar que pacientes da epidemia de 2010, com prevalência do DENV-1 

e DENV-2, apresentaram baixa contagem de plaquetas, alta frequência de manifestações 

hemorrágicas e extravasamento de plasmático. Em comparação, com os pacientes da 

epidemia de 2013, infectados pelo DENV-4, que apresentaram maior contagem de 

plaquetas e menor frequência de sangramento. Trombocitopenia e desordens na cascata de 

coagulação são observadas nos casos graves de dengue e, assim, marcadores circulantes da 

coagulopatia,  tais como o fator tecidual (tissue factor-TF), proteína necessária para a 

iniciação da cascata de coagulação, que estão aumentados durante a fase aguda da doença,  

têm sido associados com a patogênese da dengue (Wills et al., 2002; Huerta-Zepeda et al., 

2008; Azeredo et al., 2010). Curiosamente, observou-se que os níveis circulantes de TF 

foram menores nos pacientes infectados com DENV-4 em comparação com pacientes 

infectados com DENV-2 (dados não publicados).  

A participação da proteína NS1 na gravidade da dengue tem sido sugerida por vários 

estudos (Beatty et al., 2015; Libraty et al., 2002; Paranavitane et al., 2014). Na Ásia têm se 

demonstrado que os níveis de NS1 e/ou viremia são mais elevados em casos graves 

(Libraty et al., 2002, Duyen et al., 2011; Tricou et al., 2011). Com o objetivo de confirmar 

e ampliar esses resultados anteriores, analisamos os níveis circulantes de NS1 nos pacientes 

brasileiros a partir dessas duas epidemias na mesma cidade. Assim, foi possível verificar no 

presente estudo que  os pacientes DCSA/DG apresentaram níveis elevados de NS1 em 

comparação com o grupo DSSA, independentemente do sorotipo infectante. Além disso, os 

pacientes da epidemia 2010, causada por DENV-1 e DENV-2, apresentaram níveis mais 

elevados de NS1 em comparação com aqueles da epidemia 2013 causada principalmente 

por DENV-4. Estudos anteriores demonstraram que indivíduos infectados por DENV-1 
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apresentaram níveis mais elevados de NS1 do que os infectados por DENV-2 (Duyen et al., 

2011; de la Cruz-Hernandez et al., 2013; Duong et al., 2011). Não foram detectadas 

diferenças entre o DENV-1 e DENV-2, visto que poucas amostras foram simultaneamente 

positivas para NS1 e RT-PCR. 

Como a maioria dos pacientes apresentou infecções secundárias em ambas epidemias 

analisadas neste estudo, é possível especular  que a proteína NS1 solúvel poderia ter 

formado imunocomplexos com anticorpos IgG. Assim, todas as amostras foram dissociadas 

por ácido de acordo com Lima et cols (2014), e a partir deste procedimento foi possível 

verificar que  ocorreu um aumento do número de amostras positivas. 

  A quantificação dos níveis de NS1 circulante foram maiores nas amostras da epidemia 

de 2010 , quando ocorreu a co-circulação dos DENV-1 e DENV-2 em comparação com as 

amostras de 2013, quando o DENV-4 foi prevalente. Muitos estudos têm relatado o papel 

da NS1 dos DENV, como um biomarcador de gravidade,  associando os altos níveis 

circulantes de NS1 na fase inicial da dengue com o desenvolvimento de FHD,   no 

entanto estudos avaliando antigenenia de NS1 em casos  de pacientes infectados pelos 

outros sorotipos e em infecções primárias ainda são escassos, e necessitam de mais estudos 

para avaliar se existem diferenças entre os sorotipos  nos níveis circulantes de NS1 e se  

estes níveis aumentados estariam influenciando no desenvolvimento da forma grave da 

dengue (Libraty et al., 2002; Paranavitane et al., 2014). 

Quanto à trombocitopenia, curiosamente encontramos uma correlação inversa entre os 

níveis circulantes de NS1 e a contagem de plaquetas (p = 0,0018, R de Spearman = - 

0,377). Estudos anteriores relataram associações entre maior carga viral e trombocitopenia 

(Libraty et al., 2002; Duyen et al., 2011) além da destruição aumentada de plaquetas 

associadacom imunocomplexos contendo antígeno de DENV na superfície das plaquetas 

(Wang et al., 1995; Mitrakul et al., 1977). Sun e colaboradores (2007) demonstraram em 

estudos “in vitro” que os anticorpos contra o antígeno NS1 reagem de forma cruzada com 

as plaquetas conduzindo à ativação de plaquetas e a opsonização. Em nosso estudo foi 

identificada uma correlação inversa  entre os níveis de NS1 e leucócitos, corroborando com 

o estudo de Paranavitane (Paranavitane et al., 2014). Além disso, também observamos que 

as contagens de monócitos foram inversamente correlacionadas com os níveis NS1 (p = 

0,0169, R de Spearman = - 0,333).  

Considerando que os monócitos são as principais células alvo para a replicação dos 

DENV e que estas células são fonte de citocinas inflamatórias que estão envolvidas na 

patogênese da dengue, em nosso estudo  os pacientes da epidemia de 2010, com níveis 
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aumentados de NS1,  apresentaram menor contagem de monócitos. Como os monócitos 

circulantes são ativadados durante a fase aguda da infecção por dengue (Azeredo et al., 

2010), esse fenômeno poderia, em parte, justificar a baixa contagem de monócitos 

observada nesses pacientes. O reduzido número destas células pode também ser justificado 

pela apoptose, durante a replicação DENV nos monócitos. De fato, os monócitos CD14 + 

infectados com DENV-2 expressam níveis elevados de receptor de morte Fas e podem ser 

susceptíveis a apoptose (Torrentes-Carvalho et al., 2009). 

Como a quantificação da viremia por métodos de RT-PCR é onerosa e nem sempre 

disponível nas regiões endêmicas,  a quantificação da forma secretada de NS1 (sNS1) passa 

a ser um importante instrumento diagnóstico por  proporcionar não só um diagnóstico 

específico de infecção DENV, mas também por prever o desenvolvimento de casos graves 

na fase inicial da infecção. 

Quanto às enzimas hepáticas, neste estudo observamos níveis aumentados das 

transaminases nos pacientes infectados com dengue independente do sorotipo infectante ou 

epidemia estudada. Na epidemia de 2010 causada pelo DENV-1 e DENV-2, não foram 

observadas diferenças nos níveis de AST e ALT de acordo com a classificação clínica, 

enquanto que, na epidemia de 2013 causada pelo DENV-4, o grupo DCSA/DG mostrou um 

aumento significativo em AST e ALT, em comparação com o grupo DSSA. O 

envolvimento hepático é uma das características de infecção pelos DENV. Disfunção 

hepática, incluindo hepatomegalia e elevações das transaminases, tem sido descrita tanto 

em casos brandos como em casos graves podendo levar ao óbito (Souza et al., 2004; Lee et 

al., 2012; Trung et al., 2010). De fato, um paciente infectado pelo DENV-2 que apresentou 

níveis elevados de ALT e de AST (5598 e 20618 UI / L, respectivamente) evoluiu para o 

óbito com hepatite fulminante (dados não publicados). 

 

Apesar da utilização de todos os métodos diagnósticos disponíveis, um grande número 

de amostras coletadas em ambos os períodos foram negativas para DENV e, desta forma, 

as amostras foram classificadas como de outras doenças febris (ODF). Essas amostras 

também foram negativas para alfaviroses e flaviviroses, utilizando o protocolo descrito po 

Bronzoni et al., 2005, para se certificar de que realmente eram DENV negativo. Doença 

febril não específica pode ser causada por uma série de outras doenças infecciosas que 

podem ser comumente confundidas com dengue. Por exemplo, um surto de gripe que 

geralmente se manifestam como febre e mialgia foi relatado no mesmo período no estado 

do Mato Grosso do Sul – MS  (SES/MS, 2014). 
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5.4. Hepatite fulminante associada ao vírus dengue tipo 2: relato de caso. (Artigo 4) 

 

 A disfunção hepática em formas de desarranjos nos testes de função hepática é comum 

e pode incluir pequenas elevações de bilirrubina, elevados níveis de transaminases e 

alterações nos níveis de albumina sérica. Embora na maior parte das infecções a dengue se 

apresente de forma assintomática, manifestações clínicas como icterícia e insuficiência 

hepática aguda (ALF – do inglês acute liver failure), podem eventualmente complicar o 

quadro clínico. A dengue tem sido apontada como uma importante causa de ALF em países 

endêmicos (Samanta et al., 2015). 

Neste trabalho uma paciente jovem, sem histórico de comorbidades, evoluiu para o óbito 

em decorrência de hepatite fulminante causada pelo DENV-2 (Linhagem II). 

 Observamos altos títulos virais no plasma e nas PBMCs, corroborando com estudo 

descrito anteriormente, que desmonstrou que na forma grave da dengue alto nível de 

viremia está associado com o envolvimento de diferentes órgãos (fígado, cérebro) (Martina 

et al., 2009).  

A disfunção hepática é uma característica crucial observada na infecção pelo DENV. 

Hepatócitos e células de Kupffer são os principais alvos na infecção pelo DENV 

(Marianneau et al., 1999; Seneviratne et al., 2006), como confirmado em biópsias e 

autópsias de casos fatais (Huerre et al., 2001).  O aumento das transamisases é observado 

na infecção por dengue, porém o aumento das transaminases > 1000 UI/L é observado na 

dengue grave (Souza et al., 2004). No presente  estudo a paciente apresentou  altos níveis  

circulantes de transamisases, com aumento de 590 e 136 vezes acima dos valores normais 

para  AST e ALT,  respectivamente.  

O diagnóstico diferencial com outras doenças que causam a ALF deve ser verificado, e 

em nosso estudo os testes para as hepatites virais, febre amarela, hantavirose e arenavirose 

também foram negativos. 

 Além das medidas de suporte as medidas específicas também devem ser adotadas 

no manejo de pacientes infectados pelos DENV com ALF, as medidas específicas 

previamente descritas, em diversos estudos como o tratamento intravenoso com N-

acetilcisteína (Kumarasena et al, 2010; Senanayake et al 2013). Além disso, alguns 

cuidados devem ser tomados em relação ao diagnóstico e ao uso de drogas que podem 

agravar a lesão hepática (Jorup-Rönström et al., 1986; Maddox et al., 2010). 
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5.5. Análise das alterações clínicas e laboratorias relacionadas com a gravidade de 

casos de dengue: um estudo comparativo entre sorotipos 2 e 4 no Brasil. (Artigo 5) 

No Brasil, a transmissão da dengue vem ocorrendo de forma continuada desde 

1986, intercalando-se com a ocorrência de epidemias, geralmente associadas com a 

introdução de novos sorotipos em áreas anteriormente indenes. A maior epidemia ocorreu 

em 2013, com aproximadamente 1.4 milhões de casos notificados, com o predomínio do 

DENV-4, mas com a maioria dos casos brandos (SVS, 2014). Este estudo foi realizado com 

153 pacientes com sinais e sintomas compatíveis com dengue, em amostras provenientes 

das epidemias de 2010 e 2013 ocorridas no município de Campos dos Goytacazes, no 

estado do Rio de Janeiro, Brasil. A infecção foi confirmada em 61.4% (94/153) dos 

pacientes com suspeita de dengue, por uma ou mais técnicas de diagnóstico de rotina do 

Laboratório de Flavivírus, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ. A análise pela técnica de 

RT-PCR detectou o DENV-2 na epidemia em 2010 e o DENV-4 na epidemia em 2013.  

De acordo com a nova classificação da WHO 2009, os pacientes foram classificados 

como 60.6% (57/94) DSSA, 30.9% (29/94) DCSA, 2.1% (2/94) DG e 6.3% (6/94) não 

puderam ser classificados. O reconhecimento precoce dos sinais de alarme torna-se 

importante para o manejo adequado dos pacientes, como o objetivo de evitar as mortes pela 

dengue. Estes sinais são importantes, uma vez que surgem antes do estabelecimento da 

forma grave da doença (Alexander et al., 2011). Em 2010 o número de hospitalizações 

(45.8%) foi maior do que na epidemia de 2013 (22.9%), resultado semelhante aos obtidos 

em estudo prévio que mostraram que infecções causadas pelos DENV-2 e DENV-3 

apresentam duas vezes mais probabilidade de desenvolver a forma grave da doença do que 

infecções pelos DENV-4 (Fried et al., 2010). Um total de 80.8 % (21/26) das internações 

hospitalares ocorreu na fase aguda da doença, entre os primeiro e sétimo dia após do início 

da doença, enquanto que em 19.2% (5/26) com mais de 7 dias de doença.  Das 27.6% 

(26/94) internações ocorridas 96.2% (25/26) eram DCSA/DG e 3.8 % (1/26) eram DSSA.  

Considerando a situação epidemiológica do país, procedemos à classificação da 

resposta imune dos pacientes. Em nossa casuística, 81.9% (77/94) dos pacientes 

apresentaram infecção secundária. De fato a infecção secundária tem sido relatada em altas 

proporções em estudos realizados no país (Honório et al., 2009; Guilarde et al., 2008; 

Nogueira et al., 2005). 

Ao compararmos as alterações hematológicas dos pacientes, observamos que 

independente da forma clínica apresentada os pacientes infectados pelo DENV-2, na 

epidemia de 2010 apresentaram trombocitopenia mais acentuada do que os pacientes 
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provenientes da epidemia de 2013 que foi causada pelo DENV-4, corroborando com os 

resultados obtidos nos estudos de Thomas et al (2008) e Faria et al (2016). 

Diversas hipóteses vêm sendo formuladas visando à elucidação dos prováveis 

mecanismos responsáveis pela trombocitopenia na dengue. Murgue et al (1997) sugeriram 

que o DENV afetaria as células progenitoras da medula óssea inibindo suas funções. 

Outros estudos descreveram que mecanismos indiretos ao vírus, diminuiriam a capacidade 

proliferativa das células hematopoiéticas (Basu et al., 2008). De fato, existem evidências de 

que o DENV induz hipoplasia da medula óssea na fase aguda da doença (Tsai et al., 2011), 

já que estudos in vitro demonstraram que o DENV-4 se replica em células progenitoras da 

medula óssea humana alterando a sua capacidade proliferativa (Nakao et al., 1989). 

Adicionalmente,  estudos têm demonstrado que a infecção pelo DENV pode induzir o 

consumo plaquetário em decorrência de uma maior lise causada pelo complemento e 

apoptose, além do mecanismo relacionado aos anticorpos antiplaquetários (Lin et al., 2006; 

Hottz et al., 2013). 

Pacientes infectados pelo DENV apresentaram leucopenia independente do sorotipo 

infectante e da epidemia estudada, quando comparados com pacientes ODF.  Jamel e 

colaboradores  demonstraram que no início da doença, tanto em infecções primárias quanto 

secundárias, ocorre uma queda na contagem de leucócitos concomitante a queda de 

linfócitos T e aumento de linfócitos atípicos, evento que podem estar relacionado ao 

processo de supressão da medula óssea durante a fase aguda da doença (Jameel et al., 

2012).   

 O envolvimento hepático é uma das características da infecção pelo DENV. As 

alterações hepáticas, incluindo hepatomegalia e aumentos das transaminases já foram 

descritas tanto em casos de dengue clássica como de febre hemorrágica do dengue (Nguyen 

et al., 1997; Trung et al., 2010; Lee et al., 2012;). Na dengue grave, a ocorrência de 

insuficiência hepática fulminante tem sido causa de morte em crianças e adultos (Roy et al., 

2013). Os mecanismos de lesão hepática na dengue podem estar relacionados aos efeitos 

diretos do vírus ou por consequência da resposta imune do hospedeiro no tecido hepático, 

levando ao comprometimento circulatório, acidose metabólica, hipóxia por hipotensão e/ou 

derrame vascular (Itha et al., 2005) Nossos resultados demostraram que cerca de 41.5% 

(39/94) dos pacientes apresentaram níveis de transaminases acima dos valores normais, 

destes 51.3% (20/39) eram de pacientes DCSA/DG. As diferentes variações nos níveis das 

transaminases durante a dengue não estão completamente elucidadas. No presente estudo 
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não foram observadas diferenças estatísticas significativas nos níveis de AST/ALT entre as 

epidemias. 

 O reconhecimento das diferenças hematológicas e bioquímicas entre pacientes 

com dengue e com outras doenças febris, é estrategicamente um grande aliado na 

identificação de pacientes com potencial de desenvolver a forma grave da doença. A fase 

clínica inicial da dengue muitas vezes é confundida com outras doenças febris, gerando 

dúvidas no momento da gestão clínica e vigilância da doença. Neste sentido, Tanner et al. 

(2008) demostraram que diferenças hematológicas poderiam ser usadas como ferramentas 

para diferenciar a dengue de outras doenças febris em amostras colhidas precocemente. 

Curiosamente, eles também demostraram que é possível prever o eventual aparecimento de 

trombocitopenia através da utilização de algoritmos.  

Ao comparar os dados analisados neste estudo observamos uma clara diferença nos 

parâmetros hematológicos e bioquímicos entre os pacientes com diferentes formas clínicas 

da doença e pacientes portadores de outras doenças febris (ODF). O reconhecimento destes 

parâmetros contribui para que medidas de suporte possam ser tomadas a fim de evitar o 

aumento da morbidade e mortalidade pela dengue.  É necessário um estudo mais 

aprofundado para esclarecer essas questões tão importantes, pois as respostas têm grande 

impacto na prática da medicina em epidemias de dengue distribuídas em todo o mundo, 

principalmente em áreas tropicais onde tais epidemias geram grandes impactos sócio-

econômicos. 

 

5.6. Análise da infecção “in vitro” de células dendríticas humanas por distintas 

linhagens do genótipo Sudeste Asiático/Americano de DENV-2 circulantes no Brasil. 

(Artigo 6) 

   As DCs sao fundamentais na  indução da resposta imune inata  e direcionam as 

resposta adaptativas através da apresentação de antígenos e da produção de citocinas 

(Lipscomb and Masten, 2002). As DCs constituem uma distinta linhagem celulas 

monucleares fagociticas especializadas na apresentaçao antigenica aos linfócitos T e B. 

Uma vez em contato com o patogeno, as DCs  passam pelo processo de maturaçao que 

culmina com a eficiente apresentaçao antigenica e produçao de citocinas. As citocinas 
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produzidas pelas DCs se tornan parte do microambiente que induz respostas imunes 

capazes de estimular o desenvolvimento de linfocitos T efetores (Reis et al., 2006). 

Devido ao aumento no número de casos graves associados à infecção pelos DENV. A 

utilização de métodos “in vitro” tornou-se uma importante ferramenta para o entendimento 

da patogênese da dengue. A falta de modelos animais que reproduzam a forma grave da 

doença levou ao desenvolvimento de modelos in vitro utilizando linhagens humanas 

primárias, como monócitos e células dendríticas diferenciadas (MoDC) e ainda linhagens 

endoteliais, capazes de produzir citocinas e fatores solúveis quando infectadas pelo DENV. 

No presente estudo, duas linhagens de DENV-2 originárias de pacientes brasileiros foram 

testadas quanto a capacidade de replicaçao  em MoDC em PBMCs de  doares saudáveis. 

Embora vários estudos in vitro já tenham sido realizados utilizando MoDC, a maioria 

destes utilizam cepas asiáticas (Gandini et al., 2011) e, estudos com cepas brasileiras, são 

escassos.  

 Em 2008, o Brasil experimentou mais grave epidemia de dengue (Teixeira et al., 

2009). Após a re-emergência do DENV-2 em 2007, ocorreu uma mudança no perfil da 

doença, um estudo realizado com amostras dos 20 anos de circulação dos DENV-2 no 

Brasil, detectou a presença de uma nova linhagem do genótipo Sudeste Asiático do DENV-

2, essas amostras pertencem a uma linhagem diferente das primeiras amostras introduzidas 

no Brasil nos anos de 1990  (linhagem I) (Faria et al., 2013). A partir desses achados nós 

realizamos a infecção “in vitro” de MoDCs, utilizando as duas diferentes linhagens de 

DENV-2 do genótipo Sudeste Asiático com intuito de identificar diferenças e semelhanças 

entres elas. Dados prévios do nosso  grupo demonstraram que as DCs são alvos da infecção 

pelo DENV, com  pico de infecção em 24 h e significativas taxas de infecção 48 h após 

infecção (Gandini et al., 2011). Desta forma, para as comparações entre as taxas de 

replicação/detecção das cepas virais nas células, o ponto de 48 horas após a infecção foi 

escolhido. 
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Observamos através de citometria de fluxo e de real time PCR que as ambas as 

linhagens de DENV-2 são capazes de infectar e multiplicar em  MoDCs, corroborando   

estudos prévios (Gandini et al., 2011; Silveira et al., 2011; Wu et al., 2000).   

As DCs  passam por várias mudanças feno típicas durante as infeções virais com 

expressão de moléculas de superfície  relacionadas  a apresentação antigénica as células T e 

também com as respostas celulares efetoras . TRAIL (ligante indutor de apoptose 

relacionado ao fator de necrose tumoral), é uma molécula  proapoptótica, que induz a morte 

de células que expressam os seus receptores de morte (DR), DR4 e DR5 (Sheridan et al, 

1997; Wu et al., 1997). Lu e colaboradores demostraram que as DCs expressam TRAIL 

quando ativadas (Lu et al., 2002). Interessantemente, MoDCs expressam TRAIL e exibem 

atividade citotóxica contra células tumorais (Liu et al., 2001).  Pouco se sabe sobre o papel 

do TRAIL durante a infecção pelo DENV. Warke e colaboradores demonstraram ação anti 

viral desta molécula em DCs infectadas com DENV in vitro (Warke et al., 2008). 

Interessantemente, Gandini e colaboradores demonstraram maiores níveis circulantes de 

TRAIL em pacientes brandos (Gandini et al., 2013).  

OX40L expresso em DCs (Oshima et al., 1997), pode contribuir para  a polarização 

da resposta imunológica TH-2 o através do aumento da indução de IL-4 e IL-13, 

suprimindo o IFN-γ depois  da ligação ao OX40 em células T (Ohshima et al., 1998; 

Delespesse et al., 1999). Por fim, não  observamos diferenças na expressão de OX40L  ou 

na expressão de TRAIL entre as MoDCs infectadas  pelas linhagens I e II. Embora, ambas 

linhagens tenha sido capazes de aumentar a expressão de TRAIL e OX40L nas DCs 

infectadas, não observamos diferença estatística provavelmente devido ao pequeno numero 

de doadores testados. 

Maiores níveis circulantes de mediadores inflamatórios (citocinas e 

quimiocinas) são detectados em pacientes graves, sugerindo que as formas graves da 

doença, se manifestam em um contexto de amplificação da produção de citocina, chamada 

de tempestade de citocinas, que atinge o epitélio endotelial causando aumento da 

permeabilidade vascular (Costa et al., 2013). Neste context, altos níveis de TNF-α sao 

encontrados na FHD e nos pacientes apresentando manifestações hemorrágicas (Braga et 

al., 2001) (Costa et al., 2013). Os níveis circulantes das IL1β, 4, 6, 10 18, TGF-β também 

encontram-se elevados em pacientes infectados com diferentes sorotipos e manifestações 

clínicas graves (Srikiatkhachorn and Green, 2010). Além destes mediadores, as 

quimiocinas MCP1/CCL2, MIP1α/CCL3, IL8/CXCL-8 e IP-10/CXCL10 são importantes 
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mediadores inflamatórios e são frequentemente  associadas com a gravidade da infecção 

pelo dengue em pacientes (Bozza et al., 2008; Lee et al., 2006).  

As citocinas e quimiocinas foram quantificadas nos sobrenadantes das culturas 

de MoDCs infectadas. Nós observamos que ambas as linhagens foram capazes de induzir a 

produção de citocinas (IL-1β, IL-1ra, IL-6, TNF-α) e de quimiocinas (MCP-1 e MIP-1β). 

Não observamos diferenças significativas entre as linhagens entre si, e diferenças 

significativas só foram observadas nas análises entre o MOCK e as linhagens 

separadamente.  De fato, diversos estudos reportaram produção de TNF- α, IL-6 por DCs 

expostas ao DENV (Ho et al., 2001; Libraty et al., 2001; Palmer et al., 2005). Quimiocinas 

e outros mediadores inflamatórios com importantes papéis na patogênese e imunidade 

(Lusso, 2000; Rossi and Zlotnik, 2000) também foram secretados in vitro por diversas 

células humanas depois da infecção pelo DENV (Chen and Wang, 2002; Lin et al., 2005). 

 A quantificação da proteína NS1 foi realizada nos sobrenadantes das culturas 

infectadas, e após análise observamos níveis mais elevados na linhagem II comparados à 

linhagem I, apresentando (p=0.0024). Esses resultados corroboram nossos dados prévios. 

De fato, demonstramos que pacientes com dengue apresentando manifestações clinicas 

mais graves, originários da epidemia de 2010 e circulação dos sorotipos DENV 1 e 2 

apresentaram altos níveis circulantes de NS1 (Faria et al., 2016). Além disso, um caso fatal 

em que isolamos  cepa DENV-2  e posteriormente sequenciamos e caracterizamos a   

linhagem II apresentou maiores  níveis circulantes de NS1 (275 ng/mL) (manuscrito 

submetido). 

 Estudos prévios tem demonstrado o envolvimento da proteína NS1 na gravidade da 

dengue (Paranavitane et al, 2014;. Beatty et al, 2015). Na sua forma secretora a NS1 

(sNS1) transporta lipídeos, este fato tem gerado muitas especulações entre diversos grupos 

de pesquisa, tem se pensado que esse transporte tem muitas implicações na patogênese da 

doença, pois as lipoproteínas são importantes nas vias de coagulação e estão associadas 

com a inflamação vascular (Gutsche et al., 2011). Beatty et al (2015), mostraram 

recentemente que a NS1 de todos os quatro sorotipos dos DENV, induziram um 

extravazamento vascular em um modelo animal (camundongos) infectados pelos DENV 
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pela indução da disfunção da barreira endotelial (Beatty et al., 2015). Modhiran et al 

(2015), também demonstraram que a  NS1 do DENV estimulou a produção de citocinas a 

partir de células da imunidade inata, agindo através de receptor Toll-like (TLR) -4 

(Modhiram et al., 2015).  

Por fim, observamos neste estudo que as MoDCs infectadas com as linhagens I e II 

do DENV-2 Sudeste Asiático foram permissivas à infecção pelo DENV in vitro  e capazes 

de produzir citocinas e quimiocinas envolvidas com a patogênese da dengue. De fato, o 

sequenciamento de ambas linhagens demostrou a presença  de uma asparagina (N) na 

posição E390, previamente caracterizada como um provável marcador viral de FHD em 

cepas de origem asiática (Faria et al., 2013; Leitmeyer et al., 1999). Desta forma, estes 

resultados sugerem que ambas linhagens de DENV-2 possuem potencial no 

desenvolvimento das formas mais graves de dengue. No entanto, fatores decorrentes do 

hospedeiro, em especial as características decorrentes de cada doador utilizado neste  

estudo também contribuem para a variabilidade nas repostas conforme observado por 

outros grupos (Deauvieau et al., 2007; Nightingale et al., 2008). Interessantemente, 

culturas infectados com a  linhagem II apresentaram maiores níveis de NS1 em 

concordancia com o papel desta proteina na imunopatologia da dengue. Nosso 

conhecimento sobre mecanismos virologicos e imunológicos e o defecho na  gravidade da 

doença é ainda limitado e vários aspectos importantes  precisam ser  esclarecidos. No 

entando, acreditamos que nossos resultados abrem novas perspectivas sobre o papel da NS1 

e de diferentes cepas brasileiras na patogenese da doença que poderao  ser importantes na 

prevensao de casos graves em áreas de risco.  
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6. Conclusões 

 

6.1. Vinte anos de atividade do DENV-2 no Brasil: caracterização molecular e 

filogenia de cepas isoladas entre 1990 e 2010. 

 A análise filogenética das cepas de DENV-2 isoladas no país nos últimos 20 anos 

demonstrou a circulação de um único genótipo (Sudeste Asiático) de DENV-2, 

ressaltando a importância deste tipo de estudo na identificação de genótipos 

comumente associados a gravidade da dengue ; 

 As cepas de DENV-2 do período 1990-2003 pertencem ao genótipo do Sudeste 

Asiático, Linhagem I enquanto que as cepas isoladas após a reemergência deste 

sorotipo em 2007 pertencem ao genótipo Sudeste Asiático, Linhagem II, a presença 

de diferentes linhagens nos períodos estudos indica que ocorreu uma substituição de 

linhagens e que as mesmas não cocircularam nos períodos epidêmicos; 

 As cepas de 1990 a 2003 analisadas neste estudo foram mais similares às cepas de 

referência BR64022/98 e Jamaica/83, enquanto que as cepas isoladas, entre 2007 e 

2010, foram mais similares com a cepa DR59/01 proveniente da República 

Dominicana;  

 O percentual de similaridade entre as cepas de DENV-2 do período de 2007 - 2010 

e a cepa isolada na República Dominicana em 2001 e Porto Rico em 2005, 

combinado ao percentual de divergência com as cepas introduzidas no país na 

década de 90 sugerem que estes vírus não sofreram uma evolução local, mas que 

foram introduzidos,  provavelmente importados do Caribe; 

 Não foi possível associar as alterações de aminoácidos encontradas nos isolados de 

DENV-2 com as diferentes formas clínicas apresentadas em especial como quadro 

mais grave da doença; 
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6.2. Dengue grave associada à idade e à nova linhagem do DENV-2 no Rio de 

Janeiro Brasil. 

 Altos níveis de viremia e de gravidade da doença foram observados em indivíduos 

infectados pela Linhagem II, resultado concordante com os disponíveis na 

literatura; 

 É possível que a sequência de introdução ou reemergencia dos diferentes sorotipos 

de DENV possa ter influenciado na gravidade da doença; 

 Com a reemergencia do DENV-2 linhagem II foi possível observar um aumento em 

duas vezes na ocorrência de casos graves; 

 A presença de infecção secundária não foi correlacionada com a gravidade da 

doença;  

 Indivíduos com idade ≤ 15anos e infectados com  DENV-2 do genótipo Sudeste 

Asiático  linhagem II, apresentaram altos níveis de viremia , sugerindo que esses 

altos níveis estariam associados ao aumento da gravidade da dengue em indivíduos 

infectados pela nova linhagem e com idade ≤ 15anos ;fecção pela nova linhagem  

introdução da nova linhagem; 

  Os níveis de viremia em indivíduos infectados pela linhagem II foram maiores do 

que os níveis encontrados nos indivíduos infectados pela linhagem I, ressaltando a 

importância da quantificação precoce de níveis de viremia em associação ao 

desenvolvimento das formas graves da dengue. 
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6.3. Epidemia de dengue em dois períodos distintos revelam aspectos 

epidemiológicos, laboratoriais e clínicos em um mesmo cenário: análise das epidemias 

ocorridas em Mato Grosso do Sul e, 2010 e 2013. 

 O MAC-ELISA foi a técnica que confirmou o maior número de casos de dengue, 

reforçando a importância do teste sorológico no diagnóstico confirmatório; 

 A dissociação ácida das amostras da epidemia de 2013, aumentou a detecção do 

antígeno NS1 em 22%, procedimento oque influenciou no diagnóstico sorológico 

de pacientes infectados principalmente com DENV-4; 

 Pacientes infectados pelos DENV-1/2 (2010) apresentaram menores contagens de 

plaquetas e leucócitos, maior número de hospitalizações, casos graves e maior 

frequência de sangramentos, quando comparados com pacientes infectados pelo 

DENV-4 (2013), sugerindo a associação dos DENV-1/DENV-2 com a gravidade da 

doença; 

 Altos níveis circulantes de NS1 foram observados nos pacientes DENV-1/2 e casos 

graves. Além disso, uma correlação inversa entre os níveis de NS1 e a contagem de 

plaquetas, leucócitos e monócitos foi encontrada, confirmando a associação da 

proteína com a gravidade da doença; 

 Os níveis de transaminases foram mais elevados em pacientes dengue com sinais de 

alarme/dengue grave, confirmando o envolvimento hepático na infecção pelos 

DENV.  
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6.4. Análise de alterações clínicas e laboratoriais relacionadas com 

a gravidade de casos de dengue: um estudo comparativo entre 

sorotipos 2 e 4 no Brasil 

  A epidemia de 2010 apresentou o maior número de hospitalizações (45.8%), 

quando comparada com a epidemia de 2013 (22.9%) provavelmente  devido ao 

sorotipo infectante (DENV-2) que circulou na epidemia de 2010 e que comumente 

está associado ao desenvolvimento da dengue grave, enquanto que na epidemia de 

2013, causada pelo DENV-4,  a maioria  dos casos foram associados ao dengue 

brando, sugerindo que o DENV-4 geralmente está relacionado as manifestações 

clínicas mais leves; 

 Pacientes infectados pelo DENV apresentaram altos níveis significativos dos 

parâmetros bioquímicos e baixos níveis hematológicos quando comparados com 

aqueles apresentados pelos pacientes ODF, dados que comprovam que as análises 

bioquímicas e hematológicas podem ser ferramentas utéis na diferenciação da 

infecção pelos DENVs de outras doenças febris agudas; 

 Pacientes infectados pelo DENV-2 apresentaram baixas contagens de plaquetas 

quando comparadas com pacientes infectados pelo DENV-4, ressaltando que baixa 

contagem de plaquetas e infecção pelo DENV-2 geralmente estão associadas a 

manifestações clínicas mais graves; 

 Embora pacientes DCSA apresentassem menor contagem de leucócitos quando 

comparados com pacientes DSSA não houve diferença significativa entre os dois 

grupos, mostrando que a baixa contagem de leucócitos é observada na maioria dos 

pacientes infectados pelo DENV independente da classificação clínica. 
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6.5. Análise da infecção “in vitro” de células dendríticas humanas por distintas 

linhagens do genótipo Sudeste Asiático/Americano de DENV-2 circulantes no Brasil. 

 

 O DENV-2 linhagem I e o DENV-2 linhagem II do genótipo Sudeste 

Asiático/Americano são capazes de infectar e multiplicar em MoDCs, ressaltando a 

importância dos estudos  “in vitro” utilizando cepas circulantes na natureza;  

 Ambas as linhagens foram capazes de induzir a produção de citocinas e 

quimicionas, mostrando a importância dos estudos “in vitro” para um melhor 

entendimento da patogênese da dengue; 

 Sobrenadantes das culturas infectadas com DENV-2 linhagem II apresentaram 

maiores níveis de NS1 em concordância com dados prévios da literatura que 

demonstraram a associação da NS1 e da linhagem de DENV-2 com a gravidade da 

dengue. 
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7. Perspectivas 

 

O aumento da frequência e da intensidade das epidemias de dengue ocorridas nos 

últimos anos e a recente introdução dos vírus Chikungunya (CHIKV) e vírus Zika (ZIKV), 

devem se a vários fatores, principalmente aos associados à intensificação do processo de 

urbanização, à falta ou irregularidade do abastecimento de água potável e à deficiência na 

coleta de lixo. O reconhecimento dos sorotipos/genótipos dos DENV, ZIKV e CHIKV e 

suas origens fornecem subsídios para que se possam monitorar as cepas mais virulentas na 

vigência de epidemias auxiliando na adoção das medidas de controle. A rápida evolução do 

DENV, CHIKV e ZIKV indica que a análise genética viral constitui um componente 

essencial para o entendimento de suas epidemiologias, caracterizando fatores que levam à 

transmissão e dispersão viral (Heesterbeek et al. 2015).  

 A identificação de marcadores associados à gravidade e à letalidade por DENV, 

ZIKV e CHIKV poderá auxiliar nos estudos de imunopatológicos e, consequentemente, no 

impacto dos surtos e epidemias em uma dada comunidade. Visamos, portanto, realizar a 

caracterização molecular, análise filogenética e estudos “in vitro” de cepas de DENV, 

ZIKV e CHIKV detectadas a partir de casos ocorridos no país. Além disso, associar 

sorotipos/genótipos com as manifestações clínicas, laboratoriais e imunológicas 

apresentadas pelos pacientes. Constituem se como perspectivas, identificar possíveis 

biomarcadores relacionados ao hospedeiro e aos vírus capazes de predizer um risco 

aumentado de desenvolvimento de formas graves da doença e de, consequentemente, 

contribuir para as decisões terapêuticas mais precoces. A identificação destas 

características poderá nortear o desenho racional de terapias antivirais/ e ou 

imunomodulatórias, que possam também contribuir para a prevenção de formas graves 

apresentadas pela infecção pelos DENV, ZIKV e CHIKV, tendo em vista as várias lacunas 

ainda existentes no conhecimento acerca, principalmente, das duas últimas arboviroses de 
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impacto. O impacto das epidemias causadas pelos DENV, CHIKV e ZIKV para a 

infraestrutura da saúde pública brasileira, turismo e economia está aumentando e já foi 

reportado (Teixeira et al., 2013).   

Diante da problemática que atualmente vive o país, com a ocorrência de epidemias 

simultâneas das três arboviroses e o desconhecimento de como está cocirculação poderá 

influenciar na gravidade da doença,  mais estudos são necessários, especialmente sobre a 

co-infecção e o efeito da infecção sequencial com diferentes vírus.  Nossos estudos poderão 

auxiliar no esclarecimento da patogênese induzida por estas três arboviroses, nos 

mecanismos associados à resposta imune do hospedeiro bem como, no entendimento da 

influência do vetor na seleção das variantes genéticas.   
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9. Anexos 

9.1. Outras produções geradas durante a tese: 

 Artigo 7: Dengue virus type 4 in Niterói, Rio de Janeiro: the role of molecular techniques 

in laboratory diagnosis and entomological surveillance.  

 Artigo 8: Evaluation of a generic RT-nested-PCR for detection of flaviviruses in suspected 

fatal cases of dengue infection, Rio de Janeiro, Brazil.  

 Artigo 9:A review on dengue diagnosis and epidemiology by a regional reference 

laboratory from 1986 to 2011, Rio de Janeiro, Brazil.  

 Artigo 10: Impact of the emergence and re-emergence of different dengueviruses’ 

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

Artigo 11: Insights of the genetic diversity of DENV-1 detected in Brazil in 25 years: 

Analysis of the envelope domain III allows lineages characterization.  

Capítulo de livro: Advances in Medicine and Biology - Chapter Title: Molecular Biology 

Approaches For Dengue Diagnosis And Research in Brazil: an overview.  
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Artigo 7: Dengue virus type 4 in Niterói, Rio de Janeiro: the role of molecular 

techniques in laboratory diagnosis and entomological surveillance. (Artigo 9) 

Classificação QUALIS: Aréa de Medicina II – B2 

 

Referência: Castro MG, Nogueira RM, Filippis AM, Ferreira AA, Lima Mda R, Faria 

NR, Nogueira Fde B, Simões JB, Nunes PC, Sampaio SA, Lourenço-de-Oliveira R, Santos 

FB. 

 

Resumo: In Niterói, state of Rio de Janeiro, dengue virus type 4 (DENV-4) was isolated 

for the first time in March 2011. We analysed the laboratory findings of the first cases and 

evaluated the use of molecular techniques for the detection of DENV-4 in Aedes aegypti 

that were field-caught. Conventional reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-

PCR) and Simplexa™ Dengue real-time RT-PCR confirmed DENV-4 infection in all 

cases. Additionally, DENV-4 was confirmed in a female Ae. aegypti with 1.08 x 10(3) 

copies/mL of virus, as determined by quantitative real-time RT-PCR. This is the first time 

the Simplexa™ Dengue real-time assay has been used for the classification of cases of 

infection and for entomological investigations. The use of these molecular techniques was 

shown to be important for the surveillance of dengue in humans and vectors. 
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Artigo 8: Evaluation of a generic RT-nested-PCR for detection of flaviviruses in 

suspected fatal cases of dengue infection, Rio de Janeiro, Brazil.  

 

Situação do manuscrito: Publicado 

 

Referência: de Araújo JM, Gomes GM, da Costa Faria NR, de Araújo ES, de Filippis 

AM, dos Santos FB, Schatzmayr HG, Nogueira RM. 

Resumo: Flaviviruses are significant causes of disease worldwide and can be classified 

serologically into several antigenic complexes. The purpose of the present study was to 

evaluate the effectiveness of a generic RT-nested-PCR for detection of flavivirus during a 

dengue outbreak in Brazil in 2008. A total of 105 serum samples were collected from 

patients with fatal outcome and examined by generic RT-PCR, conventional RT-PCR, and 

IgM serology. The generic RT-PCR confirmed 19 of 105 (18%) cases. Conventional RT-

PCR performed on 105 serum samples detected 45 (42.8%) dengue virus infections. The 

IgM serology confirmed 44 of 102 (43.1%) cases. The infecting serotype was identified by 

generic RT-PCR in 19 cases (18 DENV-2 and 1 DENV-3) and by conventional RT-PCR in 

45 cases (40 DENV-2 and 5 DENV-3). In addition, we analyzed the performance of the 

generic and conventional RT-PCRs and IgM serology on serum samples stratified by the 

day of onset of symptoms. Our results indicate that different methods should be included 

in flavivirus surveillance programs, including virological and serological approaches. 
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Artigo 9: A review on dengue diagnosis and epidemiology by a regional reference 

laboratory from 1986 to 2011, Rio de Janeiro, Brazil.  

 

Situação do manuscrito: Artigo publicado no Dengue Bulletin 

 

Classificação QUALIS:  Aréa de Medicina II – não se aplica 

 

Referência: Flavia Barreto dos Santos, Ana Maria Bispo de Filippis, Eliane Saraiva 

Machado de Araújo, Monique da Rocha Queiroz Lima, Fernanda de Bruycker Nogueira, 

Nieli Rodrigues da Costa Faria, Jaqueline Bastos Santos Simões, Simone Alves Sampaio, 

Priscila Conrado Guerra Nunes, Manoela Heringer da Silva, Dinair Couto Lima, Rita Maria 

Ribeiro Nogueira 

 

Resumo: Dengue fever (DF) activity in Brazil during the past 25 years has been evidenced 

by a large number of cases in most states. Dengue viruses 1 to 3 (DENV-1, DENV-2 and 

DENV-3) were introduced in Rio de Janeiro in 1986, 1990 and 2000, respectively. In 2010, 

DENV-4 re-emerged 28 years after its first isolation. DENV-1 caused an explosive “virgin 

soil” epidemic in 1986–1987. The introduction of DENV-2 in 1990 caused the first cases of 

dengue haemorrhagic fever (DHF) and dengue shock syndrome (DSS). Introduction of 

DENV-3 caused severe epidemics in 2002, with the largest number of DF/DHF cases and 

deaths. In 2007–2008, the country experienced the most severe epidemic in terms of 

morbidity and mortality and severe cases in children. Phylogeny performed on DENV-2 

identified distinct lineages of the Asian–American genotype. In 2009 and 2010, DENV-1 

re-emerged and was prevalent in many Brazilian states. Phylogenetic studies also 

demonstrated distinct lineages of DENV-1. Since 1986, when virus isolation and 

immunoglobulin M (IgM) enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) were first used, 

laboratory diagnosis has played an important role in disease surveillance and epidemiology. 

After the introduction of DENV-2 in 1990, the characterization of immune response 

performed by the haemagglutination inhibition test was replaced by IgG-ELISA. In the 

1990s, real-time reverse transcriptase-polymerase chain reaction (rtRT-PCR) and 

sequencing were used for nucleic acid detection and characterization. rtRT-PCR and 

immunohistochemistry proved to be essential for the confirmation and study of fatal 

dengue cases. NS1 capture tests were used for the early diagnosis of DENV infections after 

2007. Since the introduction of DENV, a total of 47 346 suspected dengue cases were 
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received by the Laboratory of Flavivirus, IOC/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, a regional 

reference laboratory for dengue diagnosis for the Brazilian Ministry of Health, from March 

1986 to December 2011. The authors’ experience has shown that the implementation of 

new diagnostic techniques over the years has constituted important and reliable tools for 

dengue surveillance in Brazil. 
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Artigo 10: Impact of the emergence and re-emergence of different dengue viruses’ 

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

 

Situação do manuscrito: Publicado na Transactions of the Royal Society of Tropical 

Medicine and Hygiene  

Classifiação QUALIS: Área de Medicina II – B1 

Referência: Heringer M, Nogueira RM, de Filippis AM, Lima MR, Faria NR, Nunes 

PC, Nogueira FB, dos Santos FB. 

Resumo:  BACKGROUND: Rio de Janeiro (RJ) has been of major importance for the 

epidemiology of dengue viruses (DENVs) in Brazil. After the DENV 1-4 introductions in 

1986, 1990, 2000 and 2011, respectively, the state has suffered explosive epidemics. We 

aimed to describe laboratorial, epidemiological and clinical aspects due to the emergence 

and re-emergence of distinct DENV in a 2-year period. 

METHODS: 

Suspected dengue cases (n=2833), including 190 fatal cases, were submitted to virus 

isolation, RT-PCR and non-structural 1 (NS1) antigen capture ELISA, IgM antibody-

capture (MAC)-ELISA and IgG-ELISA. 

RESULTS: 

Case confirmation was 47.5%. MAC-ELISA confirmed 32.6% of the cases, RT-PCR 

confirmed 56.3%; DENV was recovered in 33.1% of samples inoculated and NS1 ELISA 

confirmed 27.5% of the cases. DENV-2 was prevalent in 2010, DENV-1 in 2011 and 

DENV-4 in 2012. Individuals infected by DENV-3 and over 65 years-old, and children 15 

years-old and under infected by DENV-2 had a significantly higher risk of developing a 

severe disease. Fatal cases confirmed (n=67) were due to DENV-1 (26.8%), DENV-2 

(14.9%), DENV-3 (2.9%) and DENV-4 (7.4%). 

CONCLUSIONS: 

It has been shown here that viral emergences or re-emergences may play different roles 
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Artigo 11: Insights of the genetic diversity of DENV-1 detected in Brazil in 25 years: 

Analysis of the envelope domain III allows lineages characterization. 

 Situação do manuscrito: Artigo publicado na Infection, Genetics and Evolution 

Classificação QUALIS:  Área de Medicina II – A2 

 

Referência: de Bruycker-Nogueira F, Nogueira RM, Faria NR, Simões JB, Nunes PC, de 

Filippis AM, dos Santos FB 

Resumo:  Dengue virus type 1 (DENV-1) was first isolated in Brazil in 1986 in the state of 

Rio de Janeiro (RJ) and during 25 years, this serotype emerged and re-emerged causing 

explosive epidemics in the country. Here, we aimed to present the phylogeny and 

molecular characterization based on the envelope gene (E) of DENV-1 (n=48) isolated 

during epidemics occurred from 1986 to 2011. Six full coding region genomes of DENV-1 

were fully sequenced and possible genomic recombination events were analyzed. The 

results showed that the Brazilian DENV-1 isolates analyzed belong to genotype V 

(Americas/Africa), but grouping into distinct clades. Three groups were identified, one 

dating from 1986 to 2002 (lineage 1a), a second group isolated from 2009 to 2011 and a 

representative strain isolated in 2002 (lineage 2), and a group of strains isolated from 2010 

to 2011 (lineage 1b). The lineages 1a and 1b were more closely related to the American 

strains, while lineage 2 to the Asian strains. Amino acids (aa) substitutions were observed 

in the domains I and III of the E protein and were associated to the lineages segregation. A 

substitution on E297 differentiated the lineage 1a from the lineages 1b and 2. Substitutions 

on E338, E394 (domain III), E428 and E436 (stem region) differentiated lineages 1a, 1b 

and 2. With the exception of the C gene, all the others genes analyzed allowed the DENV-1 

classification into the distinct genotypes. Interestingly, the E gene's domain III and stem 

regions alone were able to characterize the distinct lineages, as observed by the analysis of 

the entire E gene and the complete coding region. No recombinant events were detected, 

but a strain belonging to lineage 1a was closely related to a known recombinant strain 

(AF513110/BR/2001). 
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Capítulo de livro: Molecular Biology Approaches For Dengue Diagnosis And 

Research in Brazil: an overview. 

Situação do manuscrito: Publicado em Advances in Medicine and Biology. 

Referência: Fernanda de Bruycker-Nogueira, Nieli Rodrigues da Costa Faria, Priscila 

Conrado Guerra Nunes, Manoela Heringer, Thais Chouin-Carneiro, Patricia de Carvalho 

Sequeira, Monique da Rocha Queiroz Lima, Rita Maria Ribeiro Nogueira, Ana Maria 

Bispo de Filippis, Flavia Barreto dos Santos.  

Resumo: Dengue is a major public health in tropical and subtropical regions of the 

world and currently there are no specific therapies and vaccines available. In Brazil, 

explosive epidemics have been occurring since the 80’s and over the years, the 

dramatic increase of dengue cases in the country has led to the establishment of a 

National Dengue Diagnosis Network in 1989 to monitor dengue viruses (DENV) 

transmission and spread as surveillance has been accepted as one of the most 

reliable tools for the prediction of dengue epidemics. The implementation of 

molecular techniques in the 90’s was imperative for DENV diagnosis. The use of 

conventional reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) technique, 

such as the one described by Lanciotti and colleagues and suggested by Pan 

American Health Organization is the most widely used protocol. The two steps 

semi-nested RT-PCR was used to confirm cases, deaths and for the surveillance of 

DENV in Aedes aegypti mosquitoes and it has contributed to the diagnosis during 

28 years of dengue activity in Brazil. A generic RT-PCR that detects dengue and 

other flaviviruses was also used in some opportunities. Several protocols for real 

time RT-PCR (rtRT-PCR) using specific primers and probes for each serotype are 

available. The use of fluorescent probes allows the detection of the amplified 

products in real time, faster, with lower risk for contamination and higher 

sensitivity, without the need for electrophoresis. The technique is one of the most 

reliable for the quantification of viral load and, studies on patient’s viremia and its 

association to a more severe disease and death was performed. Furthermore, rtRT-

PCR protocols were also useful for viral detection and quantification on Aedes 

aegypti saliva. The molecular surveillance of DENV is very important to observe 

the introduction, spread and shifts of potentially virulent strains, genotypes and 

lineages as well as to assess their impact on the population during an outbreak. The 

partial and/or complete DENV genome sequencing has allowed studies on DENV 
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genotypes surveillance and recombination by phylogenentic studies and molecular 

characterization. During an infection the host can present variants of a same 

infecting serotype, which may not be detected by the conventional Sanger’s 

nucleotide sequencing method. By the recent advent of next generation sequencing 

(NGS), viral populations within a host are now more easily studied. Despite the 

several molecular tools available for DENV diagnosis and investigation, the 

establishment of new ones may improve even more the sensitivity of the viral 

detection and quality of data generated. Our experience has shown that the 

implementation of new techniques over the years has constituted an important 

strategy for the disease surveillance and research in Brazil. 
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