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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

HISTÓRIA EVOLUTIVA, CARACTERIZAÇÃO E VIGILÂNCIA MOLECULAR DAS DIFERENTES 

LINHAGENS DO VÍRUS DENGUE TIPO 1 NO BRASIL 

 

RESUMO 

 

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Fernanda de Bruycker Nogueira  

 

Este trabalho apresenta a análise filogenética, filogeográfica e caracterização molecular de 

amostras do vírus dengue tipo 1 (DENV-1) no Brasil no período de 30 anos (1986 - 2016). O 

estudo foi conduzido, inicialmente, com a análise filogenética, caracterização molecular  e 

análise de recombinação do gene E de 48 amostras e da região codificante completa de 6 

amostras do período de 1986 a  2011. Foi demonstrado que todos os vírus analisados 

pertenciam ao genótipo V, porém agrupando-se em diferentes linhagens no Brasil. 

Posteriormente, foi realizada a reconstrução da história evolutiva do genótipo V nas Américas 

com mais de 3 mil sequências disponíveis no Genbank, incluindo as brasileiras e observou-se 

que a diversidade do genótipo V do DENV-1 no continente resultou da evolução local a partir 

de duas cepas introduzidas da Índia por volta do início dos anos 70 e 80, independentemente. 

A primeira cepa sendo responsável pela maioria das infecções pelo genótipo V nas Américas, 

enquanto a segunda parecendo estar restrita principalmente ao Brasil. As Pequenas Antilhas 

foram a principal origem das linhagens de DENV-1 disseminadas nas Américas até meados 

da década de 1980; e Venezuela e Nicarágua se tornaram posteriormente os países mais 

importantes de manutenção e disseminação viral no continente. Embora várias linhagens de 

DENV-1 tenham estabelecido surtos de sucesso em diferentes países da América durante os 

anos 1980, elas foram posteriormente disseminadas e extintas com dinâmicas distintas. Com o 

intuito de demonstrar a circulação continuada do DENV-1 no Brasil até 2016, conduzimos o 

estudo sobre a caracterização molecular e o padrão de dispersão dos DENV-1 brasileiros entre 

os anos de 2012 a 2016, período após a reemergência deste sorotipo no país. Nossos achados 

demonstraram que as diferentes linhagens do genótipo V continuaram cocirculando no Brasil 

até o ano de 2016. No entanto, duas novas substituições de aminoácidos localizadas nos 

domínios II e III do gene E foram identificadas nas amostras do Brasil e Argentina. Foram 

também demonstrado um evento de  dispersão do Brasil para China, provavelmente 

relacionado a um caso pontual de viagem e um caso de coinfecção  por DENV-1/DENV-4 em 

um paciente do estado do Rio de Janeiro no ano de 2012, nunca identificado até então. Os 

dados desta tese ressaltam a importância da vigilância molecular constante dos sorotipos, 

genótipos e linhagens no território brasileiro.  
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

EVOLUTIONARY HISTORY, CHARACTERIZATION AND MOLECULAR SURVEILLANCE OF 

THE DIFFERENTS LINEAGES OF DENGUE VIRUS TYPE 1 IN BRAZIL 

 

ABSTRACT 

 

DOCTORAL THESIS IN BIOLOGY PARASITARY 

 

Fernanda de Bruycker Nogueira 

This thesis presents the phylogenetic, phylogeographic and molecular characterization of 

dengue virus type 1 (DENV-1) in Brazil in the period of 30 years (1986 - 2016). The study 

was conducted initially with phylogenetic analysis, molecular characterization and 

recombination analysis of the E gene of 48 samples and the complete coding region of 6 

samples from the period 1986 to 2011. It was demonstrated that all viruses analyzed belonged 

to genotype V , but grouping in different strains in Brazil. Subsequently, the reconstruction of 

the evolutionary history of genotype V in the Americas was performed with more than 3,000 

sequences available at Genbank, including Brazilian ones, and it was observed that the 

diversity of DENV-1 genotype V on the continent resulted from local evolution from two 

strains introduced from India around the early 70's and 80's, regardless. The first strain was 

responsible for most genotype V infections in the Americas, while the second strain appeared 

to be restricted mainly to Brazil. The Lesser Antilles were the main origin of the DENV-1 

lineages disseminated in the Americas up to the mid-1980s; and Venezuela and Nicaragua 

later became the most important countries for viral maintenance and dissemination on the 

continent. Although several DENV-1 strains have established successful outbreaks in 

different American countries during the 1980s, they were later disseminated and extinguished 

with distinct dynamics. In order to demonstrate the continued circulation of DENV-1 in Brazil 

until 2016, we conducted the study on the molecular characterization and dispersion pattern of 

Brazilian DENV-1 between the years 2012 to 2016, after the re-emergence of this serotype in 

the country . Our findings demonstrated that the different strains of genotype V continued to 

co-circulate in Brazil until the year 2016. However, two new amino acid substitutions located 

in domains II and III of the E gene were identified in the samples from Brazil and Argentina. 

We also demonstrated a Brazilian dispersion event for China, probably related to a one-time 

travel case and a case of co-infection by DENV-1/DENV-4 in a patient from the state of Rio 

de Janeiro in the year 2012, never identified until so. The data of this thesis emphasize the 

importance of the constant molecular surveillance of the serotypes, genotypes and lineages in 

the Brazilian territory. 

 

 

 



xii 

 

ÍNDICE 

RESUMO X 

ABSTRACT XI 

1 INTRODUÇÃO 1 

1.1 Os vírus dengue (DENV) ....................................................................................... 1 

1.2 Ciclo replicativo dos DENV .................................................................................. 6 

1.3 Ciclo de transmissão dos vírus da dengue ........................................................... 8 

1.4 Breve histórico da dengue ................................................................................... 10 

1.5 Origem e evolução dos DENV ............................................................................ 13 

1.6 Variabilidade genética e filogenia dos DENV ................................................... 18 

1.7 Recombinação nos DENV ................................................................................... 21 

1.8 Epidemiologia da dengue .................................................................................... 21 

1.8.1 Dengue nas Américas .............................................................................. 24 

1.8.2 Dengue no Brasil ..................................................................................... 29 

1.9 Manifestações clínica e classificação da dengue ................................................ 34 

1.10 Diagnóstico laboratorial ...................................................................................... 35 

1.11 Vacina ................................................................................................................... 37 

2 JUSTIFICATIVA 39 

3 OBJETIVOS 41 

3.1 Objetivo Geral ...................................................................................................... 41 

3.2 Objetivos Específicos ........................................................................................... 41 

4 METODOLOGIA E RESULTADOS 42 

4.1 Artigo 1: Insights of the genetic diversity of DENV-1 detected in Brazil 

in 25 years: Analysis of the envelope domain III allows lineages 

characterization. .................................................................................................. 43 

4.1.1 Dados suplementares relacionados ao artigo 1 ........................................ 55 

4.2 Artigo 2: Evolutionary history and spatiotemporal dynamics of DENV-

1 genotype V in the Americas. ............................................................................ 56 

4.2.1 Dados suplementares relacionados ao artigo 2 ........................................ 64 



xiii 

 

4.3 Artigo 3. DENV-1 Genotype V in Brazil: Spatiotemporal dispersion 

pattern reveals continuous co-circulation of distinct lineages until year 

of 2016. .................................................................................................................. 67 

4.3.1 Dados suplementares relacionados ao artigo 3 ........................................ 93 

4.4 Artigo 4: First detection and molecular characterization of a DENV-

1/DENV-4 co-infection during an epidemic in Rio de Janeiro, Brazil. ......... 107 

5 DISCUSSÃO 114 

6 CONCLUSÕES 125 

7 PERSPECTIVAS 126 

8 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 127 

9 ANEXO 148 

9.1 Nome e abreviatura dos aminoácidos .............................................................. 148 

10 PRODUÇÃO CIENTÍFICA 149 

10.1 Primeira autoria................................................................................................. 149 

10.1.1 Molecular Biology Approaches for Dengue Diagnosis and 

Research in Brazil: An Overview (pp. 1-30) (Capítulo de livro). ......... 149 

10.1.2 Arboviruses in the context of large-events. ........................................... 178 

10.2 Co-autoria ........................................................................................................... 189 

10.2.1 Impact of the emergence and re-emergence of different dengue 

viruses' serotypes in Rio de Janeiro, Brazil, 2010 to 2012. ................... 189 

10.2.2 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. ............................................................................ 190 

10.2.3 First Report of the East-Central South African Genotype of 

Chikungunya Virus in Rio de Janeiro, Brazil. ....................................... 191 

10.2.4 Dengue type 4 in Rio de Janeiro, Brazil: case characterization 

following its introduction in an endemic region. ................................... 192 

10.2.5 Analysis of Clinical and Laboratory Alterations Related to 

Dengue Case Severity: Comparison between Serotypes 2 and 4 

in Brazil ................................................................................................. 193 



xiv 

 

10.2.6 Dengue Virus Serotype 2 Established in Northern Mozambique 

(2015-2016). .......................................................................................... 194 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xv 

 

ÍNDICE DE FIGURAS 

 

Figura 1.1 Vírus dengue 1 

Figura 1.2 Organização do genoma viral dos vírus dengue (DENV) 2 

Figura 1.3 Estrutura da proteína do envelope (E) 3 

Figura 1.4 Conformações da proteína E durante o processo de maturação do 

vírus dengue (DENV) 

4 

Figura 1.5 Ciclo de replicação da família Flaviviridae 6 

Figura 1.6 Ciclo de transmissão do vírus da dengue 8 

Figura 1.7 Árvore filogenética dos flavivírus baseada no gene não estrutural 

NS5 representando os grupos virais de acordo com o tipo de vetor 

15 

Figura 1.8 Árvore filogenética dos 4 sorotipos dos DENV baseada na sequência 

nucleotídica codificante completa 

17 

Figura 1.9 Distribuição de países ou áreas de risco de transmissão da dengue no 

mundo – 2011 

22 

Figura 1.10 Média anual de casos de dengue e dengue grave reportado pela 

OMS, 1955–2011  

23 

Figura 1.11 Casos de dengue notificados pela OMS, 2010-2016 23 

Figura 1.12 Número médio de casos suspeitos e confirmados de dengue 

reportados a OMS, 2010-2016. 

24 

Figura 1.13 Número de casos de dengue no Brasil, 1986-2018. 33 

Figura 1.14 Classificação dos casos de dengue e níveis de gravidade  

 

35 

 

 

 

 

 

 

 

 



xvi 

 

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS 

% sinal de porcentagem 

~ aproximadamente 

µL microlitro 

aa aminoácido 

Ae. Aedes  

AL Alagoas 

AP Amapá 

BR Brasil 

C proteína do capsídeo 

C6/36 cultura celular de Ae. albopictus clone 6 passagem 36 

cDNA DNA complementar 

CE Ceará 

CR complexo de replicação 

d.C. depois de Cristo 

D1  iniciador sense D1 

D2 iniciador sense D2 

DC dengue clássica 

DCC dengue com complicação 

DCSA dengue com sinais de alerta 

DENV Vírus dengue  

DENV-1 Vírus dengue sorotipo 1 

DENV-2 Vírus dengue sorotipo 2 

DENV-3 Vírus dengue sorotipo 3 

DENV-4 Vírus dengue sorotipo 4  

DG  dengue grave 

DNA ácido desoxirribonucleico 

DSSA dengue sem sinais de alerta 

E  proteína do envelope 

ECP efeito citopático 

ELISA ensaio imunoenzimático indireto 

ES Espírito Santo 

EUA Estados Unidos da América                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       



xvii 

 

FD febre da dengue 

FHD febre hemorrágica da dengue 

FIOCRUZ Fundação Oswaldo Cruz 

FR forma replicativa 

h hora 

HI Inibição da hemaglutinação 

IgG imunoglobulina da classe G 

IgM imunoglobulina da classe M 

IOC Instituto Oswaldo Cruz 

IR intermediário replicativo 

Kb quilobase 

kDa quilodalton 

L-15 Leibovitz-15 

LABFLA Laboratório de Flavivírus 

M proteína de membrana 

MAC ELISA ensaio imunoenzimático indireto de captura de anticorpo M (do inglês: IgM 

antibody capture enzyme-linked immunosorbent assay) 

mg miligrama 

MG Minas Gerais 

mL mililitro 

MS Mato Grosso do Sul 

MS Ministério da Saúde 

MV Máxima Verossimilhança 

NC não codificante 

NIH National Institutes of Health 

nm nanômetro 

NS proteína não-estrutural 

NS1 proteína não-estrutural 1 

NS2A proteína não-estrutural 2A 

NS2B proteína não-estrutural 2B 

NS3 proteína não-estrutural 3 

NS4A proteína não-estrutural 4A 

NS4B proteína não-estrutural 4B 

NS5 proteína não-estrutural 5 



xviii 

 

ºC Grau Celsius 

OMS Organização Mundial de Saúde 

OPAS Organização PanAmericana de Saúde 

PAHO PanAmerican Health Organization 

pb pares de base 

pH potencial hidrogeniônico 

PI Piauí 

PM peso molecular 

Poli-A poli-adenilada 

prM proteína da pré-membrana 

RE retículo endoplasmático 

RJ Rio de Janeiro 

RN Rio Grande do Norte 

RNA ácido ribonucleico  

RNA(-) RNA polaridade negativa 

RNA(+)  RNA polaridade positiva 

RNAdf RNA dupla fita 

RNAfs RNA fita simples 

RNAm RNA mensageiro  

RT-PCR transcrição reversa seguida da reação em cadeia pela polimerase 

SCD síndrome do choque por dengue 

SFB soro fetal bovino 

SVS Secretaria de Vigilância em Saúde 

TS1 iniciador tipo-específico para DENV-1 

TS2 iniciador tipo-específico para DENV-2 

TS3 iniciador tipo-específico para DENV-3 

TS4 iniciador tipo-específico para DENV-4 

TTO transmissão transovariana 

UTR untranslated region 

UV luz ultravioleta 

V Volts 

WHO World Health Organization 



1 

 

1  INTRODUÇÃO 

1.1 Os vírus dengue (DENV) 

Os vírus dengue (DENV) pertencem à família Flaviviridae, gênero Flavivirus, e 

devido às suas propriedades antigênicas distintas, apresentam quatro sorotipos denominados 

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

al., 1985). A infecção por um sorotipo induz a produção de anticorpos específicos e 

imunidade duradoura contra o mesmo, podendo um indivíduo ser infectado pelos quatro 

sorotipos ao longo da vida (Sabin, 1952). São considerados arbovírus, pois a sua manutenção 

na natureza ocorre através de um ciclo de transmissão envolvendo hospedeiros vertebrados e 

artrópodos hematófagos (Gubler, 1998), tendo como o principal vetor o mosquito da espécie 

Aedes (Ae.) aegypti (Linnaeus, 1762 apud (Knight e Stone, 1977), mais prevalente em áreas 

tropicais e subtropicais do mundo (Vasilakis e Weaver, 2017).  

A existência de um novo sorotipo de transmissão silvestre em Sarawak, Malásia, 

detectado em humanos foi descrito há aproximadamente cinco anos (Vasilakis, 2013). Porém, 

até o momento não houve novas informações sobre o fato, embora tenha sido alvo de 

discussão como um novo dilema para o controle da dengue  (Mustafa et al., 2015). 

A morfologia da partícula viral é esférica, envelopada e com cerca de 40 a 50 

nanômetros (nm) de diâmetro. O vírion (partícula infecciosa) consiste de RNA de fita simples 

(RNAfs) de polaridade positiva de aproximadamente 11 quilobase (Kb), envolto por um 

nucleocapsídeo de simetria icosaédrica (Kuhn et al., 2002) (Figura 1.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1 Vírus dengue. (A) Estrutura da partícula viral inteira (Kuhn et al., 2002). (B) 

Esquema das estruturas da partícula viral, apresentando o capsídeo icosaédrico "C", proteína 

de membrana "M" após maturação da partícula viral, RNA fita simples polaridade positiva 

"RNAfs+", proteína do envelope "E" e bicamada lipídica.  

A

A 

B

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

maquinaria da célula hospedeira em uma poliproteína única e posteriormente clivada em três 

proteínas estruturais (capsídeo [C], pré-membrana [prM] e envelope [E]) e sete não-

estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3 , NS4A , NS4B e NS5) (Chambers et al., 1990; Miller et 

al., 2010) (Figura 1.2).   

Figura 1.2 Organização do genoma dos vírus dengue (DENV). RNAfs+ com ~10,7Kb, 

apresentando a região codificante para a poliproteína e as duas extremidades não codificantes 

(5' UTR e 3'UTR - do inglês  untranslated region). Adaptado de  (Idrees e Ashfaq, 2012). 

 

Entre as proteínas estruturais, a proteína C é a primeira a ser sintetizada, possuindo 

~11 quilodalton (kDa). Ela é carregada positivamente e forma o componente estrutural do 

nucleocapsídeo, que consiste na proteína C e RNA genômico. Em condições de alta salinidade 

o nucleocapsídeo torna-se instável, tornando as proteínas C em dímeros (Lindenbach et al., 

2007). 

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

específica durante a maturação viral, origina a proteína M com cerca de 8 kDa, envolvida no 

aumento da infectividade do vírus e na organização da estrutura viral (Randolph et al., 1990). 

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

formado por proteínas diméricas que medeiam a ligação e fusão do vírus com a membrana 

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

principal indutor de anticorpos neutralizantes e apresentar atividade hemaglutinante 

(Chambers et al., 1990; Heinz e Allison, 2001; Weaver e Vasilakis, 2009).  Possui 495 

aminoácidos (aa), distribuídos em três domínios (I, II, III). Esses domínios são regiões 

distintas presentes nas duas subunidades idênticas do complexo dimérico da estrutura 
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tridimensional da proteína E. O domínio I, região central da molécula, contendo o radical 

amino terminal, é responsável pela organização estrutural da partícula viral; domínio II 

contém a maior parte dos contatos do dímero, está relacionado com a fusão da partícula viral, 

tem a estrutura composta por um par de alças descontínuas, sendo uma altamente conservada 

entre todos os flavivírus, funcionando como um peptídeo interno de fusão, estabilizado por 

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

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

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

com receptores celulares para a entrada dos vírus (Figueiredo, 1999; Lindenbach et al., 2007; 

Nayak et al., 2009; Weaver e Vasilakis, 2009) (Figura 1.3). 

 

 

Figura 1.3 Estrutura da proteína do envelope (E). (A) Diagrama em fita da estrutura 

cristalina da proteína do envelope (E). Domínio I (vermelho), domínio II (amarelo), domínio 

III (azul) e o peptídeo de fusão (verde). Adaptado de (Heinz e Stiasny, 2012). (B) Estrutura da 

proteína E. Segmentos dos domínios I (vermelho), II (amarelo), III (azul), peptídeo de fusão 

(FL – fusion loop) (laranja). Região “stem” (turquesa), liga o ectodomínio a uma âncora 

transmembrana C-terminal dupla-hélice (TM). Adaptado de Nayak et al., 2009.  
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As partículas virais, no curso do ciclo replicativo, passam de uma conformação 

imatura para o maduro, obtendo assim a capacidade de infectar novas células, se tornando um 

vírion. O arranjo das glicoproteínas nas partículas virais maduras e imaturas é diferente. As 

partículas maduras dos DENV exibem uma superfície exterior relativamente lisa, com os 

dímeros da proteína E ligada paralelamente à bicamada lipídica da membrana. O envelope 

apresenta 90 dímeros da proteína E bem ajustados em padrão de espinha de peixe incomum de 

simetria icosaédrica, sugerindo que tais dímeros podem sofrer rearranjos de rotação em torno 

do eixo de simetria 3 e 5 formando complexos triméricos fusogênicos. Esta mudança ocorre 

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

cada um composto por três monômeros da proteína E em torno de um trímero de prM. A 

proteína M, produzida durante a maturação das partículas dentro da via de secreção, é um 

pequeno fragmento proteolítico da proteína precursora prM. A prM liga-se ao peptídeo de 

fusão localizado do domínio II da proteína E, e após clivagem ocorre a liberação do peptídeo 

pr e os 60 trímeros são dissociados girando e rearranjando em 90 dímeros antiparalelos, 

configurando a superfície da glicoproteína do envelope em partículas virais maduras 

(Lindenbach et al., 2013) (Figura 1.4). 

Figura 1.4 Conformações da proteína de envelope (E) durante o processo de maturação 

do vírus dengue (DENV). (A) Heterodímeros da proteína E (cinza) com prM (azul) 

formando trímeros em formato de espícula. (B) Dímero das proteínas prM-E em pH ácido. 

(C) Clivagem do peptído "pr" pela furina da célula hospedeira. (D) Liberação do peptído "pr". 

Adaptado de (Perera e Kuhn, 2008). 

    A                         B                             C                            D 

     Retículo               Rede trans-Golgi      Rede trans-Golgi          Extracelular 

endoplasmático                               

 Vírus imaturo                 Vírus imaturo                      Vírus imaturo                     Vírus maduro 

 Não infeccioso                Não infeccioso                    Não infeccioso            Infeccioso   

Furina 
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A proteína NS1 (PM ~ 48 kDa) está envolvida na morfogênese da partícula viral 

(Mason et al., 1987; Muylaert et al., 1997). Apresenta-se em três formas: retidas no interior 

das células infectadas, localizadas na superfície celular e secretada. Ela é translocada para o 

retículo endoplasmático (RE) e clivada na extremidade C-terminal da proteína E por uma 

peptidade sinal do hospedeiro e na junção NS1/NS2A por enzimas presentes no retículo 

endoplasmático (RE) (Lindenbach et al., 2013). A NS1 atua como um cofator no processo de 

replicação viral e tem sido demonstrado que se colocaliza com RNA dupla fita e outros 

componentes dos complexos de replicação (CR) (Muller e Young, 2013).  

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

extremidade N-terminal é gerada pela clivagem na junção NS1/NS2A por enzimas do RE. A 

clivagem na junção NS2A/NS2B é realizada por uma serina protease NS2B-NS3. A NS2A 

participa do processo de montagem da partícula viral e do complexo de replicação do RNA, 

interagindo com as proteínas NS3 e NS5. A NS2B também é uma pequena proteína (~ 14 

kDa), associada à membrana. Forma um complexo estável com a NS3 e atua como um co-

fator para a serina protease NS2B-NS3 (Lindenbach et al., 2013).  

A proteína NS3 é altamente conservada entre os flavivírus, apresentando atividade de 

protease e helicase (Henchal e Putnak, 1990). É uma grande proteína multifuncional (70 kDa), 

contendo diversas atividades necessárias para o processamento da poliproteína e replicação do 

RNA. A extremidade N-terminal da proteína é o domínio catalítico do complexo de serina 

protease da NS2B-NS3. Além da clivagem da NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A e 

NS4B/NS5, a protease gera as extremidades C-terminal da proteína C madura e NS4A, 

podendo decompor a NS2A e NS3 internamente (Lindenbach et al., 2013).  

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

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

replicação do RNA, como um dos componentes do CR. A NS4B está localizada com a NS3 

nas estruturas membranosas derivadas do RE, possivelmente o sítio de replicação do RNA 

(Lindenbach e Rice, 1999; Lindenbach et al., 2013). 

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

conservada entre os flavivírus e multifuncional com função metiltransferase e RNA 

polimerase RNA-dependente (RpRd) (Henchal e Putnak, 1990). Junto com a NS3 participa do 

processo de replicação viral, sendo um dos componentes do CR. Forma um complexo com 

NS3 e pode estimular tanto atividade NTPase e RTPase (Lindenbach et al., 2013). 

Nas extremidades do genoma existem as regiões não codificantes (NC) identificadas 

como 5’NC e 3’NC, com aproximadamente 100 e 400 nucleotídeos, respectivamente. Estas 
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regiões possuem sequências conservadas e estruturas secundárias de RNA que direcionam os 

processos de amplificação genômica, tradução e empacotamento (Mandl et al., 1998; 

Shurtleff et al., 2001; Mutebi et al., 2004). 

1.2 Ciclo replicativo dos DENV 

Os DENV, assim como os demais vírus, necessitam obrigatoriamente de uma célula 

hospedeira para realizarem seu processo de replicação do genoma viral e formação de novas 

partículas virais. O ciclo replicativo envolve as seguintes etapas: adsorção (1), penetração (2), 

desnudamento (3), transcrição/tradução/replicação (4), montagem (5), maturação e liberação 

da partícula viral (6) (Lindenbach et al., 2013) (Figura 1.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5 Ciclo de replicação da família Flaviviridae. Adaptado de Lindenbach et al., 

2013.  
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A primeira etapa do ciclo replicativo é a adsorção da partícula viral infecciosa às 

células hospedeiras por meio da ligação das proteínas do envelope viral à receptores celulares 

específicos, seguido do processo de endocitose. No endossomo, o vírion tem o envelope viral 

fusionado com as membranas intracelulares, induzido pelo baixo pH (potencial 

hidrogeniônico). Assim, o nucleocapsídeo é desencapsulado permitindo a liberação do RNA 

genômico no citoplasma (Lindenbach et al., 2013).  

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

estruturas de membranas intracelulares rearranjadas e induzidas pelos vírus chamadas de 

complexo de replicação (CR). O CR contém proteínas específicas do vírus, RNA viral, e 

alguns fatores da célula hospedeira envolvidos na produção do RNA progênico. Este ambiente 

permite uma eficiente síntese de RNA e morfogênese viral e atua como uma estratégia para 

minimizar a detecção da presença do vírus pelos sensores de defesa do hospedeiro. 

Aparentemente, após a infecção pelo DENV, o RNA genômico se associa aos ribossomos no 

retículo endoplasmático (RE) durante a tradução viral Um pré-requisito para a replicação do 

genoma viral é a expressão e processamento da poliproteína viral, uma vez que a célula 

hospedeira não codifica todos os fatores necessários para a replicação dos DENV (Welsch et 

al., 2009; Alcaraz-Estrada et al., 2010; Miller et al., 2010; Lindenbach et al., 2013)..  

Durante a replicação viral o RNA(+) serve como molde para a produção da cadeia de 

RNA(-) que é usado para a geração das novas fitas de RNA(+) (progênie). Além do RNA(+) 

mais dois tipos de RNA são encontrados dentro da célula infectada. Os RNAs dupla fita 

(RNAdf) RNase-resistentes são os chamados RNA da forma replicativa (FR) e os RNAs 

parcialmente RNase-resistente são os intermediários replicativos (IR), ambos precursores do 

RNA(+) genômico. No atual modelo de replicação dos DENV assume-se que, durante a 

replicação, o novo RNA(-) sintetizado faz o pareamento de bases com o RNA(+) molde 

formando a FR. Os FR atuam como molde para gerações de múltiplas fitas de RNA+ via IR, 

que contém regiões duplas assim como fita livre para a ação da replicase viral.  O RNA viral é 

sintetizado de forma semi-conservativa e assimétrica, com fitas positivas acumulando 

aproximadamente 10 vezes mais do que as fitas negativas. A nova fita de RNA(+) produzido 

é liberada do IR e segue para os ribossomos iniciando o ciclo de tradução ou é empacotado na 

partícula viral recém-gerada (Miller et al., 2010; Lindenbach et al., 2013). 

A montagem do CR necessita inicialmente da proliferação e invaginações das 

membranas do RE. Presumivelmente, este processo é induzido pela NS4A e NS3, em 

conjunto com outras proteínas celular e viral. Acredita-se que oligômeros da proteína NS4A 

se intercalem na membrana do RE, formando as invaginações. Essas invaginações dão origem 
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a vesículas membranosas que tem sido descritas como o local para a replicação viral, uma vez 

que as proteínas NS e RNA fita dupla são localizados nessas estruturas membranosas. A 

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

lipídico neutro delimitado por uma monocamada de fosfolipídeos, sendo direcionada para o 

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

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

secretora do hospedeiro, via complexo de Golgi. (Welsch et al., 2009; Alcaraz-Estrada et al., 

2010; Lindenbach et al., 2013). 

1.3 Ciclo de transmissão dos vírus da dengue 

Os quatro sorotipos dos DENV são mantidos na natureza por dois ciclos distintos: 

silvestre e urbano (Figura 1.6). O ciclo silvestre é ecologicamente e evolutivamente distinto 

do ciclo de transmissão urbano. Neste ciclo, a transmissão é mediada por mosquitos 

arborícolas do gênero Aedes  e primatas não-humanos, parecendo este ser o único hospedeiro 

amplificador. Já no ciclo urbano, a transmissão é realizada por mosquitos do gênero Aedes 

com comportamento urbano, que habitam no domicílio/peridomicílio, e humanos (Figura 1.6) 

(Vasilakis e Weaver, 2017).  

SILVESTRE                     ZONA DE EMERGÊNCIA                     URBANO 

TTO TTO

Figura 1.6 Ciclo de transmissão do vírus da dengue. TTO = transmissão transovariana. 

Vetores envolvidos com os ciclos silvestre e urbano em vermelho. Vetores envolvidos com a 

zona de emergência em verde. Hospedeiros vertebrados em preto. *Principais vetores. 

Adaptado de Vasilakis e Weaver, 2017. 
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Na África os principais vetores são o Ae. (Stegomyia) luteocephalus, Ae. (Diceromyia) 

furcifer e Ae. (Diceromyia) taylori. Apesar de Ae. furcifer serem mosquitos enzoóticos 

arborícolas, eles são conhecidos por descerem ao nível do solo para se alimentarem em seres 

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

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

e Vasilakis, 2009; Chen e Vasilakis, 2011). Os hospedeiros primatas na África incluem o 

macaco verde africano (Chlorocebus sabaeus), babuínos guiné (Papio papio) e macaco patas 

(Erythrocebus pernas), e espécies possivelmente relacionadas 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 descerem das árvores até o solo para se alimentar em humanos. Os 

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

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

e, possivelmente, macacos folha verde - mitrados (Presbytis melaphos) (Chen e Vasilakis, 

2011).  

Este comportamento alimentar oportunista dos mosquitos vetores arbóreos poderia 

facilitar a transferência de DENV silvestre das florestas para ambientes peridomiciliares. Por 

certo, em áreas rurais da África e Ásia, onde os vetores atingem altas densidades, muitas 

vezes, o DENV é detectado entre primatas não-humanos e humanos. As savanas úmidas que 

circundam ambientes silvestres em áreas rurais da África e Ásia são definidas como "zona de 

emergência" (Chen e Vasilakis, 2011). 

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

exclusivamente em ambientes domésticos e peridomiciliares ao longo dos trópicos, onde o 

homem serve como único reservatório de amplificação. Neste ciclo urbano, Ae. aegypti é o 

principal vetor que transmite o DENV, enquanto outros Aedes spp. (por exemplo, Ae. 

albopictus, Ae. polynesiensis) servem como vetores secundários. Embora o Ae. albopictus 

possa ter sido o vetor original para transmissão humana, o DENV têm explorado o elevado 

hábito antropofílico do Ae. aegypti para sustentar a transmissão em humanos (Chen e 

Vasilakis, 2011). 

A transmissão transovariana (TTO) também tem sido sugerida como um mecanismo 

de manutenção dos DENV em ambos os ciclos de transmissão (Figura 1.6), especialmente 

durante períodos interepidêmicos ou períodos prolongados de seca. O envolvimento da TTO 

na manutenção dos DENV na natureza foi demonstrado com o isolamento do DENV-2 
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presumidamente silvestre a partir de um pool de Ae. taylori em 1980 na Côte d' Ivoire, e um 

ano depois no Senegal a partir de um pool de mosquitos Ae. furcifer. Em Ae. aegypti 

coletados em diversas localizações geográficas e estágios de desenvolvimento também foi 

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

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

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

demonstram que o Ae. albopictus é mais eficiente na TTO que o Ae. aegypti, podendo ser um 

candidato para manutenção do DENV durante períodos interepidêmicos (Castro et al., 2004). 

Dado o elevado número de casos assintomáticos de dengue, também é possível que a 

transmissão silenciosa em humanos por um número reduzido de vetores mantenha a 

transmissão do DENV entre epidemias (Kyle e Harris, 2008). 

Até o momento não há nenhuma evidência concreta da existência da transmissão do 

ciclo silvestre nas Américas (Chen e Vasilakis, 2011). Entretanto, alguns  vertebrados 

silvestres vêm sendo apontados como possíveis hospedeiros temporários ou finais em alguns 

países do continente americano. Pesquisas envolvendo morcegos, roedores e marsupiais têm 

detectado anticorpos e/ou RNA viral dos diferentes sorotipos do DENV nestes mamíferos (De 

Thoisy et al., 2004; Aguilar-Setién et al., 2008; De Thoisy et al., 2009; Vicente-Santos et al., 

2017). 

Há evidências de que o DENV silvestre pode facilmente entrar em contato com os 

seres humanos na Ásia e na África, assim como em outras regiões do mundo, podendo 

desencadear uma doença mais grave, uma vez que Ae. aegypti e Ae. albopictus possuem 

capacidade de transmitirem o vírus silvestre sem necessariamente adaptação do vírus ao vetor 

(Vasilakis, Durbin, et al., 2008; Vasilakis, Tesh, et al., 2008). Porém, o ciclo silvestre do 

DENV não tem recebido a atenção necessária, uma vez que estudos recentes apontam que a 

possível emergência do DENV silvestre representa uma ameaça para a população e para 

pesquisas envolvendo vacinas, por exemplo (Mayer et al. 2017). 

1.4 Breve histórico da dengue 

 O relato mais antigo de doença com sintomatologia compatível com a dengue 

ocorreu na China entre 265 a 420 d.C., durante a Dinastia Chin, quando foi descrita em uma 

Enciclopédia de sintomas e remédios. A mesma foi formalmente editada em 610 d.C. 

(Dinastia Tang), e posteriormente em 992 d.C. (Dinastia Norte Sung), quando a doença foi 

denominada de “veneno da água” devido a associação dos insetos voadores com a água. Os 
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primeiros relatos de grandes epidemias de doença febril compatível com os sintomas da 

dengue ocorreram em 1779 e 1780, nos continentes Asiático, Africano e Norte Americano. A 

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

hemorrágicas, incluindo sangramento de orofaringe, gengiva, intestinal e vaginal. Surtos de 

doenças nas Antilhas Francesas em 1635 e no Panamá em 1699 também poderiam ter sido por 

dengue (Gubler, 1997; Gubler, 1998). 

 Em 1789, Benjamin Rush relatou uma descrição clínica detalhada da dengue ao 

descrever uma epidemia de “febre remitente biliar" para descrever a epidemia de 1780 na 

Filadélfia (Rush, 1789 apud (Vasilakis et al., 2010). Este termo já havia sido usado em San 

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

et al., 2010).   Porém, James Christie, em 1882, menciona que os relatos das epidemias 

ocorridas de 1779-1784 podem não ter sido realmente sobre "epidemias de dengue", pois são 

fragmentados. Mas, afirma que a epidemia de 1779 descrita por Gaberts no Cairo e por 

Brylon, em Batavia, se referem a epidemias similares a dengue, chamada de "Knockelkoorts" 

(febre dos ossos). E que em 1780, um missionário indiano, Mr. Persin, menciona uma 

epidemia de doença parecida com dengue, prevalente na costa de Coromandel, África, Arábia, 

Pérsia e Thibet. Além deste relato, aponta que em 1784-85, Fernandez de Castilla e Nieto de 

Piña descreveram um surto de uma doença semelhante chamada "la piadosa", no Cádiz e 

Sevilha (Christie, 1882). 

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

usado pela primeira vez em Cuba. Porém, em 1801, a rainha da Espanha, Maria Luisa, se 

referiu a uma doença que teve como dengue. Em cartas ao Palácio Real datada de 12 de junho 

de 1801, ela disse: “Eu estava doente com uma doença chamada “dengue” e, desde ontem, 

tinha sangramento” (Soler et al., 1949 apud (Gubler, 1997). Entretanto, a origem mais 

provável da palavra dengue é de Suaheli. Em ambas as epidemias relacionadas com doença 

semelhante à dengue, em Zanzibar (1823) e na Costa Leste Africana (1870), a enfermidade já 

era chamada de "Kidinga Pepo", descrita por Christie como “uma doença caracterizada por 

uma cãibra, como um ataque súbito, causado por um espírito maligno” (Christie, 1872). 

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

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

1882; Gubler, 1997). No Brasil, entre 1846-48 a doença era conhecida como “Polka fever” 

(Christie, 1882). 

 O termo dengue foi introduzido na literatura médica inglesa durante a epidemia do 

Caribe em 1827-1828. Em 1869, foi estabelecido pelo “London Royal College of Physicians” 
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a denominação desta enfermidade, até então referida na literatura como “febre articular”, 

“febre quebra ossos”, “dinga”, “polka”, entre outros (Siler, 1926; Halstead, 1974; 1980). 

 A dengue ou doença muito semelhante teve uma ampla distribuição geográfica antes 

do século XVIII, quando foram descritas as primeiras pandemias (Gubler, 1998). Contudo, 

ainda hoje existe a dificuldade em confirmar a doença considerando apenas dados clínicos 

devido aos sinais e sintomas compartilhados com outras doenças tropicais (Vasilakis et al., 

2010). 

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

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

devido às repetidas introduções do vetor Stegomyia (St.) aegypti (Aedes aegypti), que foram 

introduzidos pelos  navios negreiros e de outros navios comerciais que atravessaram o oceano 

Atlântico partindo da África (Rodriguez-Roche e Gould, 2013). 

A constatação de que mosquitos eram os vetores de transmissão da dengue ocorreu 

no início da década de 1900, a partir de estudos conduzidos por Graham (1903) e Bancroft 

(1906), sendo o último a apresentar conclusões de que o Ae. aegypti poderia transmitir a 

doença. Os estudos realizados em Taiwan, Filipinas e no Pacífico demonstraram que Ae. 

albopictus, Ae. polynesiensis e Ae. scuttellaris, poderiam ser eficientes vetores dos DENV 

(Gubler, 1997). 

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

pandemias da dengue percorrendo o mundo, da África para a Índia e da Oceania para as 

Américas, com duração de 3 a 7 anos. Embora não seja possível identificar o sorotipo 

envolvido, estes surtos foram causados provavelmente pelo mesmo sorotipo e foram 

transportados entre as regiões geográficas através do tráfico de escravos e do comércio 

(Gubler, 1997; Weaver e Vasilakis, 2009). 

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

portos marítimos das regiões costeiras que poderia se dispersar pelo interior ao longo dos rios, 

como o Ganges e o Indo na Índia, ou do Mississippi nos Estados Unidos. A invasão dos 

trópicos pelo mosquito vetor Ae. aegypti africano, provavelmente devido à circulação de 

pessoas e o armazenamento de águas nos veleiros foram fatores que mudaram radicalmente o 

comportamento da dengue no Sudeste Asiático, Subcontinente Indiano e Filipinas que 

resultou no súbito aparecimento de epidemias urbanas (Weaver e Vasilakis, 2009). 

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

japoneses (Hotta, 1952) e americanos (Sabin, 1952) isolaram as primeiras cepas do vírus 
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dengue, sendo os sorotipos 1 e 2 identificados. Seguindo na década de 1950 com o isolamento 

dos sorotipos 3 e 4 na Tailândia e Filipinas (Hammon et al., 1960). 

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

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

período, um aumento significativo da doença foi observado em outras regiões tropicais no 

mundo,  com uma série de epidemias associadas a um aumento na gravidade dos sintomas 

apresentados.  Ao final deste período, era evidente a cocirculação dos quatro sorotipos do 

vírus em todo o Sudeste da Ásia e Subcontinente Indiano (Gubler, 1998). 

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

aumento da densidade vetorial devido à insustentabilidade dos programas de controle e 

aumento do transporte comercial aéreo, facilitando a movimentação rápida de pessoas, 

levaram à distribuição global de todos os sorotipos, favorecendo a reemergência rápida de 

casos graves da doença ao longo dos trópicos (Weaver e Vasilakis, 2009). Atualmente, os 

quatro sorotipos do vírus circulam na África, Sul e Sudeste da Ásia, Regiões do Pacífico 

Ocidental, Bacia do Caribe, e Américas Central e do Sul. Frequentes introduções no sudeste 

da América do Norte também tem sido reportadas (Rodriguez-Roche e Gould, 2013).  

1.5 Origem e evolução dos DENV 

A origem geográfica dos DENV tem sido especulada por décadas. Sugere-se que os 

DENV endêmicos evoluíram de cepas silvestres na África ou na Ásia, que circulavam entre 

primatas não-humanos e vetores do gênero Aedes. Entende-se o ciclo silvestre como ancestral, 

uma vez que para que a transmissão inter-humana eficiente ocorra, necessita-se de população 

mínima de 10.000 a 1 milhão de habitantes, o que só passou a existir por volta de 4.000 anos 

atrás com o início da civilização (Gubler, 1997; Weaver e Vasilakis, 2009).  

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

principalmente porque muitos dos flavivírus transmitidos por mosquitos circulam 

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

grupo como um todo se originou neste local. Além disso, acredita-se que o Ae. aegypti tenha 

se originado na África, embora esta espécie tenha sido adotada como um vetor para a 

transmissão em humanos em um passado recente (Gubler, 1997).  

Em contrapartida, a presença de todos os quatro sorotipos, tanto em humanos quanto 

em macacos na Ásia, além da profunda similaridade filogenética das cepas asiáticas silvestres 
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em particular, sugere que o vírus tenha origem asiática, ao invés de uma origem africana 

(Holmes e Twiddy, 2003; Weaver e Vasilakis, 2009; Vasilakis et al., 2010). 

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

agente filtrável. Foi durante a Segunda Guerra Mundial que as primeiras cepas virais foram 

isoladas. Hotta e Kimura foram os primeiros a isolar o vírus em 1943, através de inoculação 

de soro de pacientes com doença aguda em camundongos lactentes (Gubler, 1997), mas 

infelizmente, este trabalho foi publicado em uma revista japonesa pouco conhecida. No verão 

de 1943, o Dr. Hotta conseguiu o isolamento de uma cepa de vírus da dengue a partir do 

sangue de um paciente chamado Mochizuki, em Nagasaki, Japão (Hotta, 1952). Naquela 

época, em um país em guerra, preservar cepas de vírus isolados era difícil, pois não possuíam 

gelo seco e os freezers eram inúteis por causa das frequentes falhas de energia. Por isso a cepa 

de DENV-1 foi mantida através de passagens em camundongos. Mas, em um momento em 

que a oferta de camundongos foi baixa, a manutenção da cepa viral Mochizuki foi até mesmo 

realizada por inoculação na sua própria mãe (Konishi e Kuno, 2013). 

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

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

possível demonstrar que algumas cepas virais das três regiões geográficas eram 

antigenicamente similares (Sabin e Schlesinger, 1945; Sabin, 1952). Este vírus foi chamado 

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

Outra cepa viral antigenicamente distinta proveniente da Nova Guiné foi nomeada de dengue 

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

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

confirmado como DENV-1. Mais dois sorotipos, DENV-3 e DENV-4, foram isolados 

subsequentemente de pacientes com doença hemorrágica numa epidemia em Manila, nas 

Filipinas, em 1956 (Hammon et al., 1960; Gubler, 1997). 

Embora estudos antigênicos tenham demonstrado que os DENV se classificam como 

flavivírus, estudos filogenéticos passaram a ser cada vez mais necessários para o 

entendimento da história evolutiva destes vírus (Zanotto et al., 1996; Kuno et al., 1998; 

Holmes e Twiddy, 2003). A filogenia baseada  na sequências nucleotídica do gene NS5, 

altamente conservado entre os flavivírus, caracterizou o gênero em três grupos: 1. vírus 

transmitidos por carrapatos; 2. vírus transmitidos por mosquitos;  e 3. vírus com vetor 

desconhecido (Holmes e Twiddy, 2003; Vasilakis e Weaver, 2008). Os quatro sorotipos do 

DENV apresentaram forte suporte dentro do clado dos vírus transmitidos por mosquitos, 

embora os grupos relacionados aos DENV tenham apresentado fraco suporte de bootstrap, 
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não podendo assim ser classificado com certeza (Holmes e Twiddy, 2003). As análises 

filogenéticas tanto do gene NS5 (Vasilakis e Weaver, 2008), quanto do gene E (Zanotto et al., 

1996) demonstraram a mesma ordem de separação dos ramos entre os quatro sorotipos do 

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

DENV-1 e DENV-3 (Figura 1.7).  

 

 

 

Figura 1.7. Árvore filogenética dos flavivírus baseada no gene não estrutural NS5 

representando os grupos virais de acordo com o tipo de vetor. Método de Neighbor-

joining, bootstrap apresentado nos principais clados. Em destaque, os DENV em ordem de 

divergência (Adaptado de (Vasilakis e Weaver, 2008) 

 

Outra maneira de inferir a história evolutiva é utilizando a reconstrução de uma 

escala de tempo molecular. Isto foi alcançado pelas taxas de estimativa de substituição de 

nucleotídeos usando um método de Máxima Verossimilhança (Maximum Likelihood) que 
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analisa a quantidade de mudança evolutiva ocorrida entre os vírus amostrados em momentos 

diferentes (Rambaut, 2000; Twiddy, Holmes, et al., 2003). Utilizando este método em um 

grande número de sequências do gene E revelou-se que a evolução dos DENV segue um 

relógio molecular, embora tenham sido observadas taxas diferentes em linhagens específicas 

(Holmes e Twiddy, 2003).  

A taxa de  substituição de nucleotídeo por sítio por ano (subs./sítio/ano) variando de 

4.55 x 10
-4 

(DENV-1) a 11.53 x 10
-4 

(DENV-3) vem sendo demonstrada para os quatro 

sorotipos (Twiddy, Holmes, et al., 2003; Araújo, Nogueira, et al., 2009; Weaver e Vasilakis, 

2009; Allicock et al., 2012; Villabona-Arenas e Zanotto, 2013; Mir et al., 2014). Estas taxas 

são similares às descritas para os vírus RNA transmitidos por vetor, embora ligeiramente 

inferiores às dos vírus RNA que possuem outros mecanismos de transmissão, possivelmente 

relacionado com a seletividade inerente ao replicar em hospedeiros tão divergentes como 

insetos e mamíferos. Usando estas taxas de substituição, a divergência dos quatro sorotipos do 

DENV foi datada como cerca de 1000 anos atrás, e de acordo com a diversidade genética 

atualmente reconhecida estima-se que cada sorotipo surgiu quase simultaneamente e apenas 

durante o século passado (Holmes e Twiddy, 2003; Twiddy, Holmes, et al., 2003; Weaver e 

Vasilakis, 2009). 

Estudos prévios demonstraram que os vírus de origem silvestre e os envolvidos com 

epidemias apresentaram grande diferença genética, sugerindo que os ciclos silvestres e urbano 

sejam evolutivamente e ecologicamente distintos. A análise filogenética do sorotipo 2 

conduzida por Rico-Hesse foi a primeira a apoiar esta hipótese, apresentando a diferença entre 

os ciclos silvestres e urbanos, utilizando cepas do Oeste da África, que possuíam alta 

divergência nucleotífica baseada no fragmento dos genes E/NS1 (Rico-Hesse, 1990). Tal fato 

foi reforçado por estudo baseado no gene E completo conduzido por Wang, utilizando 

isolados silvestres de DENV-1, 2 e 4 do Sudeste da Ásia das décadas de 1960 e1970 e de 

DENV-2 do Oeste da África. Estes vírus apresentara divergência de 7% a 17% entre as cepas 

silvestres e urbanas. Em relação ao DENV-3, a presença de primatas não-humanos 

apresentando soroconversão para este sorotipo no Sudeste da Ásia, apoia a possível existência 

de um ciclo silvestre nesta região (Wang et al., 2000; Vasilakis e Weaver, 2008; Weaver e 

Vasilakis, 2009). 

Estudos mais recentes utilizando o relógio molecular permitiram elucidar um dos 

questionamentos quanto à ancestralidade das cepas endêmicas/epidêmicas dos DENV, 

circulantes no ciclo urbano, demonstrando que as cepas silvestres são distintas das  urbanas e 
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parecem datar anteriormente à estas (Vasilakis e Weaver, 2008; Weaver e Vasilakis, 2009) 

(Figura 1.8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.8. Árvore filogenética dos 4 sorotipos dos DENV baseada na sequência 

nucleotídica codificante completa. Filogenica inferida por análise Bayesiana apresentando o 

MRCA (ancestral comum mais recente) das cepas silvestres anteriores às 

epidêmicas/endêmicas. Adaptado de Weaver e Vasilakis, 2009. 
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dificulta estudos sobre a virulência dos DENV. Entretanto, estudos filogenéticos permitem a 
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podem ser classificados como sendo de baixo, médio ou alto impacto epidemiológico. Alguns 

vírus podem permanecer em ciclos silvestres de pequena ou baixa transmissibilidade para 

humanos, outros causam somente casos brandos, e alguns genótipos têm sido associados 

como causador de casos graves.  Apesar do complexo conjunto de fatores que contribuem 

para a epidemiologia, estudos têm sugerido que estruturas virais específicas podem contribuir 

para o aumento da replicação nas células-alvo humanas e intensificar a transmissão pelo 

mosquito vetor. Entretanto, o estado imunológico e possivelmente características genéticas do 

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

2003; Weaver e Vasilakis, 2009). 

 

1.6 Variabilidade genética e filogenia dos DENV 

Os DENV, assim como outros vírus de genoma RNA, apresentam maior 

variabilidade genética devido às suas rápidas taxas de replicação e ao alto grau de mutação 

associado com a RNA polimerase RNA-dependente, que não possui a capacidade de correção, 

gerando aproximadamente uma mutação a cada ciclo replicativo do genoma (Steinhauer et al., 

1992; Drake, 1993; Tao e Ye, 2010). Esta variabilidade genética resulta na existência dos 

quatro sorotipos antigenicamente distintos e nas variantes virais dentro de cada sorotipo. 

Antes mesmo de se conhecer a sequência dos genes já se sabia que variações genéticas 

existiam dentro de cada sorotipo (Holmes e Twiddy, 2003). A evidência de cepas diferentes 

entre os DENV foi primeiramente detectada sorologicamente usando anticorpos produzidos 

por inoculação em animais de laboratório (Sabin, 1952).  

As primeiras evidências genéticas para diferenças entre os sorotipos dos DENV 

foram determinadas pela técnica RNA fingerprinting, utilizando enzimas para digestão da fita 

do RNA, com o número e tamanho dos fragmentos variando de acordo com a sequência 

nucleotídica do vírus, agrupando-os em topotipos (Vezza et al., 1980; Repik et al., 1983; 

Rico-Hesse, 2003). 

Baseado no gene E, foi mostrado que os quatro sorotipos dos DENV compartilham 

similaridade de aminoácido de 60 a 70%, e entre cepas de um mesmo sorotipo a similaridade 

se apresenta como  90% (Pierson e Diamond, 2013).  

O sequenciamento do genoma viral permitiu, com maior eficiência e exatidão, a 

caracterização das cepas dos DENV e permitiu delinear as relações evolutivas entre sorotipos. 

O termo "genótipo" foi definido como o agrupamento de DENV com divergência nucleotídica  
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≥ 6% para uma determinada região do genoma (Rico-Hesse, 1990; Chen e Vasilakis, 2011). 

Assim, dentro de cada sorotipo são observados diferenças de 6% e 3% em sequências de 

nucleotídeo e de aminoácido, respectivamente (Pierson e Diamond, 2013). 

Estudo envolvendo os quatro sorotipos puderam estabelecer os diferentes genótipos 

dentro de cada sorotipo viral. Alguns genótipos apresentam forte relação geográfica, enquanto 

outros apresentam grande dispersão ao longo dos continentes. 

Para o DENV-1 análises filogenéticas baseadas nas sequências nucleotídicas da 

junção E/NS1 ou do gene E completo indicam a divisão do sorotipo em cinco genótipos: (1) 

genótipo I, representando cepas do Sudeste Asiático, China e Leste da África; (2) genótipo II, 

representando linhagens da Tailândia coletados na década de 1950 e 1960; (3) genótipo III, 

representando a cepa selvagem coletada na Malásia; (4) genótipo IV, representando cepas das 

ilhas do oeste do Pacífico e da Austrália; e o (5) genótipo V, representando todas as cepas 

derivadas das Américas, África Ocidental, e um parte das cepas asiáticas (Rico-Hesse, 1990; 

2003; Weaver e Vasilakis, 2009; Chen e Vasilakis, 2011) 

Análises filogenéticas baseadas em sequências nucleotídicas do gene E caracterizou 

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

representado por cepas da Malásia e Tailândia e genótipo asiático 2, representado por cepas 

do Vietnam, China, Taiwan, Sri Lanka e Filipinas; (2) genótipo cosmopolita, incluindo cepas 

de ampla distribuição geográfica, possuindo cepas da Austrália, África Oriental e Ocidental, 

Ilhas do Oceano Índico e Pacífico, Subcontinente Indiano e do Oriente Médio;  (3) genótipo 

americano, com representantes da América Latina e cepas mais antigas do Caribe, 

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

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

últimas três décadas; e (5) genótipo silvestre, representando cepas de humanos, mosquitos 

silvestres, ou macacos sentinela no Oeste da África e Sudeste da Ásia (Rico-Hesse et al., 

1997; Twiddy et al., 2002; Weaver e Vasilakis, 2009; Chen e Vasilakis, 2011). 

 Inicialmente foram caracterizadas quatro genótipos para o DENV-3 (Lanciotti et al., 

1994), o que foi corroborado  por outras análises baseadas no sequenciamento do genoma 

parcial ou completo (Chao et al., 2005; King et al., 2008; Amarilla et al., 2009; Araújo et al., 

2009; Ramírez et al., 2010; Sharma et al., 2011). Porém, análises utilizando um maior número 

de sequências do gene E disponíveis no Genbank caracterizaram cinco genótipos para este 

sorotipo: (1) genótipo I, representando cepas do Sudeste da Ásia, principalmente Indonésia, 

Singapura, Malásia, Filipinas, Taiwan e isolados das ilhas do Pacífico Sul; (2)  genótipo II , 

representando cepas da Tailândia (de 1962 até recentemente), uma única cepa da Singapura 
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(1995), uma da Indonésia (1998), Taiwan, Vietnam, Bangladesh, Cambodia, China, Japão e 

Myanmar; (3) genótipo III, com cepas da Sri Lanka, Índia, Japão, Taiwan, Singapura, Samoa, 

Lesta da África, Américas Central e Latina, Caribe e cepas importadas da Europa; (4) 

genótipo IV representando cepas de Porto Rico (das décadas de 1960-70) e Tailândia; e (5) o 

genótipo V representando pela cepa protótipo das Filipinas (H87), Japão, China (1987-2009) 

e cepas do Brasil, do início dos anos 2000 (Araújo et al., 2009; Chen e Vasilakis, 2011). 

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

na Malásia, com base na soroconversão de macacos sentinelas, como já citado anteriormente 

(Vasilakis e Weaver, 2008). 

For DENV-4, dois genótipos foram inicialmente caracterizados pela análise de 

sequências do gene E (Lanciotti et al., 1997). Entretanto, análises mais robustas, com maior 

número de sequências e análises de bioinformáticas mais complexas, reportam a existência de 

quatro genótipos: (1) genótipo I, representado por cepas das Filipinas (incluindo a cepa 

protótipo H241), Tailândia, Vietnam, Myanmar, Malásia, Sri Lanka, Índia, Brasil (casos 

importados nos anos 2000 e a partir de 2011) e casos importados do Japão e China; (2) 

genótipo II, representado por cepas do Sudeste asiático, China, Ilhas do Leste do Oceano 

Pacífico, Austrália, Caribe, Américas e Ilha de Páscoa; (3) genótipo III, representados por 

cepas do Tailândia (1997-2001); e (4) genótipo V, também chamado de genótipo silvestre, 

contendo a cepa silvestre isolada de macacos sentinelas na Malásia na década de 1970 

(Klungthong et al., 2004; Chen e Vasilakis, 2011; Villabona-Arenas e Zanotto, 2011; Nunes 

et al., 2012; Pinho et al., 2015). 

Os avanços nas técnicas moleculares, reagentes e programas de bioinformática 

permitiram análises de fragmentos maiores do genoma, utilizando maiores quantidades de 

sequências. Cada vez mais sequências genômicas originárias de diversos países estão sendo 

disponibilizadas em bancos de genes públicos on-line, tais como o GenBank® 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), o European Nucleotide Archive (http://www.ebi.ac.uk/ena), 

DNA Data Bank do Japão (http://www.ddbj.nig.ac.jp/) e o Virus Pathogen Resource 

(https://www.viprbrc.org/), permitindo a continuidade de estudos filogenéticos, assim como 

os filogeográficos, que permitem a análise dos padrões e dinâmicas evolutivas do DENV. 
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1.7 Recombinação nos DENV 

Métodos filogenéticos têm sido utilizados para identificar a recombinação dentre os 

sorotipos de DENV, principalmente para o sorotipo 1. Evidências de recombinação para o 

DENV-1 podem ser encontradas nos seguintes estudos: análise de uma amostra asiática e duas 

africanas, demonstrando que uma isolada na Singapura (S275/90) continha fortes indícios  de 

ser uma amostra que sofreu eventos de recombinação com as duas linhagens africana e 

asiática (Tolou et al., 2001); uma amostra de um paciente da Nova Caledônia que foi 

infectado com ambos os genótipos I e II, assim como com uma cepa recombinante (Aaskov et 

al., 2007); em um cepa originária da China apresentando três regiões recombinantes nas 

sequências da junção prM/E, NS1 e NS3 (Chen et al., 2008); e em amostras brasileiras (Dos 

Santos et al., 2002; Carvalho et al., 2010). Porém, a função da recombinação na evolução dos 

DENV ainda se encontra controverso (Weaver e Vasilakis, 2009).  

Ainda não foi possível alcançar experimentalmente a recombinação nos flavivírus, 

portanto deve-se ter cuidado ao inferir conclusões sobre eventos de recombinação. Para tal, 

algumas condições são necessárias para confirmar a transmissão de uma cepa recombinante 

natural: a transmissão do recombinante deve ser demonstrada em um único fragmento 

amplificado por PCR após a clonagem para assegurar que ocorre em uma única molécula de 

cDNA, a recombinação deve ser demonstrada repetidamente em populações de clones de 

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

(Weaver e Vasilakis, 2009). As condições ecológicas facilitam a recombinação nos DENV, 

envolvendo a cocirculação de múltiplas populações virais, incluindo distintos genótipos, 

permitindo ao mosquito vetor ingerir múltiplas variantes por se alimentar em diferentes 

hospedeiros, ou pelo fato do hospedeiro ter se infectado simultaneamente por vetores 

infectados com diferentes vírus. Locais onde há presença de múltiplos genótipos são 

considerados altamente oportunos para a ocorrência de infecções mistas com diferentes cepas 

do DENV (Aaskov et al., 2007).  

 

1.8 Epidemiologia da dengue 

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

transmitida por mosquito que se espalha mais rápido no mundo, com relevante impacto 

econômico e social devido ao aumento da expansão geográfica, número de casos e gravidade 
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da doença (Guzman e Harris, 2015). Nos últimos 50 anos, a incidência tem elevado 30 vezes 

com o aumento da expansão geográfica para novos países. Em 2012, a distribuição geográfica 

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

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

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

Oriental representa uma ameaça de pandemia (WHO, 2013) (Figura 1.9). 

 

  

 

 

Figura 1.9 Distribuição de países ou áreas de risco de transmissão da dengue no mundo 

– 2011 (WHO, 2013).  

 

Estima-se que 3 bilhões de pessoas vivam em áreas de risco de contrair a dengue e 

cerca de 390 milhões de infecções (96 milhões sintomáticos) e 20.000 mortes por dengue 

ocorram a cada ano (Bhatt et al., 2013). Entre os anos de 1955-2011 houve um aumento 

constante no número de casos de dengue e dengue grave registrados pela Organização 

Mundial de Saúde (OMS)  (WHO, 2013) (Figura 1.10).  
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Figura 1.10 Média anual de casos de dengue e dengue grave reportado pela OMS, 1955–

2011 (WHO, 2013). 

 

 

 

 Após o ano de 2010 até 2016 o total de casos de dengue registrado pela OMS, 

provenientes das Américas, Sudeste Asiático e Oeste do Pacífico, se mantiveram acima de 1 

milhão de casos, ultrapassando ou aproximando da faixa dos 3 milhões de casos nos anos de 

2013, 2015 e 2016 (Figura 1.11), sendo o continente americano responsável pelo maior 

número de casos em todos os anos. A figura 1.12 apresenta a média do número de casos no 

período de 2010 a 2016 referente a cada país destas três regiões reportadas pela OMS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.11 Casos de dengue notificados pela OMS, 2010-2016. Adaptado de WHO, 

2018b. 
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Figura 1.12 Número médio de casos suspeitos e confirmados de dengue reportados a 

OMS, 2010-2016. (Fonte: http://www.who.int/denguecontrol/epidemiology/en/. Acesso em 

junho de 2018). 

 

 

1.8.1 Dengue nas Américas 

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

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

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

do Caribe, Américas do Norte, Central e Sul, mais relacionadas a atividades comerciais. Em 

1818, um surto de uma doença semelhante a dengue no Peru causou aproximadamente 50.000 

casos da doença. Entre 1827 e 1828, um surto envolvendo o Caribe e o Golfo do México 

também foi reportado, se iniciando nas Ilhas Virgens e expandindo para Cuba, Jamaica, 

Colômbia, Venezuela, algumas cidades portuárias dos Estados Unidos e México. Embora 

originalmente este surto tenha sido descrito como dengue, as características clínicas indicam 

que tenha sido causada pelo vírus chikungunya, sugerindo a entrada deste vírus nas Américas 

a partir dos navios negreiros africanos (Brathwaite Dick et al., 2012).  

Algumas evidências de doença semelhante a dengue foram relatadas em surtos 

ocorridos em Nova Orleans, Cuba e Brasil, entre os anos de 1845 a 1849. Em 1850, uma 
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epidemia da dengue foi relatada em algumas cidades dos Estados Unidos e Havana, Cuba e 

em 1851, evidências de casos de dengue foram descritas em Lima, Peru. Nos anos seguintes, 

surtos esporádicos foram relatados no Golfo e portos do Atlântico nos Estados Unidos, sendo 

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

várias cidades portuárias do sul dos Estados Unidos foi registrada entre 1879 e 1880 

(Brathwaite Dick et al., 2012).  

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

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

sul, Chile e Argentina. Entre 1880 e 1912, os surtos foram notificados em Curitiba (Brasil); 

Iquique, Antofagasta, Tarapaca, Tacna e Arica (Chile); Texas e Flórida (Estados Unidos), 

Havana (Cuba); Bahamas, Bermuda, e Canal do Panamá. Nos anos seguintes, até 1916, 

epidemias foram reportadas nas Ilhas Virgens, Porto Rico, Rio Grande do Sul (Brasil) e na 

Argentina. Já em 1918, um surto foi relatado em Galveston, no Texas, seguido por outro de 

maior proporção em 1922, com uma estimativa de 30 mil casos de doença “tipo” dengue. No 

mesmo período um surto foi descrito em Niterói, Brasil. Em 1934, uma grande epidemia 

iniciou em Miami atingindo  aproximadamente 10% da população. Entre 1941 e 1946 a 

dengue continuou a dispersar com surtos no Texas (1941); na zona do canal do Panamá 

(1941-42); Havana, Cuba (1944); Porto Rico (1945); Caracas e Venezuela (1945-46); 

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

Um programa de erradicação do Ae. aegypti iniciado pela Organização 

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

urbanas de febre amarela resultou na diminuição significativa das epidemias de dengue nas 

Américas. O programa foi bem sucedido em vários países, alcançando a erradicação no 

México, Guatemala, Belize, Honduras, El Salvador, Nicarágua, Costa Rica, Panamá, 

Colômbia, Equador, Peru, Chile, Bolívia, Paraguai, Argentina, Uruguai, Brasil, Ilhas Caiman 

e Bermudas. Porém, o mesmo não foi observado no Suriname, Guiana, Guiana Francesa, 

Venezuela, Ilhas Caribenhas e Estados Unidos. No entanto, a descontinuação do programa no 

início da década de 1970 e a falta de eliminação do vetor em algumas regiões resultou em 

reinfestação do mosquito nas décadas subsequentes e em 1995, o vetor já apresentava uma 

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

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

DENV-1 introduzido neste período, causando epidemias na Jamaica e Cuba e em 1978 em 

Porto Rico e Venezuela. Nos quatros anos subsequentes, este sorotipo dispersou por todas as 

Ilhas do Caribe, México, Texas, América Central e norte da América do Sul, causando 
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grandes epidemias e surtos. Em 1981, o DENV-4 foi introduzido no leste das Ilhas do Caribe 

e dispersou rapidamente para outras regiões, muitas com recente relato de epidemias pelo 

DENV-1. Algumas dessas epidemias de DENV-4 foram associadas com casos esporádicos de 

dengue com manifestações hemorrágicas (Gubler, 1997; Guzman e Kouri, 2003). 

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

Sudeste Asiático, trazidas provavelmente dos soldados cubanos infectados no Vietnã entre os 

anos de 1977-1980, período de epidemias anual de dengue neste país (Rico-Hesse, 1990). A 

epidemia de DENV-2 em Cuba foi a primeira epidemia de febre hemorrágica da 

dengue/síndrome do choque por dengue (FHD/SCD) nas Américas, com uma estimativa de 

10.000 casos (Gubler, 1997; Guzman e Kouri, 2003). 

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

1989-90 com mais de 6.000 casos e 73 óbitos, não se sabendo ao certo qual sorotipo foi o 

responsável, uma vez que o DENV-1, DENV-2 e DENV-4 foram isolados (Gubler, 1997; 

Guzman e Kouri, 2003). 

Em 1990-91, os primeiros casos de FHD foram registrados no Rio de Janeiro (Brasil) 

(Nogueira et al., 1991), causados pelo genótipo Sudeste Asiático do DENV-2 (Rico-Hesse, 

2003; Faria et al., 2013), que circulou com o DENV-1 (Nogueira et al., 1988; 1993). 

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

epidemia de febre do dengue (FD)/FHD na Nicarágua e um pequeno surto associado a dengue 

clássica (DC) no Panamá. Esse vírus era geneticamente distinto do DENV-3, anteriormente 

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

epidemia de FHD na Sri Lanka e Índia, indicando a introdução da cepa asiática. Este DENV-3 

se dispersou pela América Central e México em 1995 (Gubler, 1997; Guzman e Kouri, 2003; 

Brathwaite Dick et al., 2012) e em 1998 foi detectado em Porto Rico, e dispersou para outras 

ilhas caribenhas e América do Sul (Guzman e Kouri, 2003).  

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

sendo detectada transmissão autóctone para outros munícipios da província ou país (Kourí et 

al., 1998; Guzmán et al., 2000). No ano seguinte, um aumento considerável dos casos foi 

registrado no México, Venezuela, Colômbia e Brasil. No mesmo ano, epidemias foram 

registradas em alguns países como Argentina onde a doença não era detectada há 82 anos 

(Brathwaite Dick et al., 2012). 

Em 2001 ocorreu uma epidemia no Peru, com 23.329 casos notificados, com os 

quatro sorotipos isolados e casos de FHD. Durante o ano de 2002, um número recorde de 

1.015.420 casos foi registrado, incluindo 14.374 casos de FHD e 255 óbitos (Brathwaite Dick 
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et al., 2012). Naquele ano, o Brasil foi responsável por mais de 75% do número total de casos 

(Nogueira et al., 2002). 

No ano de 2005, na Costa Rica, ocorreu uma epidemia com aproximadamente 38.000 

casos de dengue e 45 de FHD.  Neste período, o DENV-2 foi reintroduzido no país, onde já 

estava circulando o DENV-1. Nos anos seguintes (2006-2007) ocorreu uma epidemia no 

Paraguai, com ~4.200 casos de dengue e circulação do DENV-3. No entanto, em 2007, mais 

de 28 mil casos de dengue, incluindo 52 casos de FHD e 13 óbitos foram registrados naquele 

país (Brathwaite Dick et al., 2012). No mesmo ano, mais de 550.000 casos suspeitos de 

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

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

700 mil casos suspeitos, mais de 4 mil casos confirmados de FHD e 223 óbitos, até a semana 

epidemiológica 48 (SVS/MS, 2008b). 

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

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

198 casos FHD, 25 mortes, com a cocirculação do DENV-1, DENV-2 e DENV-3. No mesmo 

período, a Argentina relatou uma epidemia causada pelo DENV-1 com mais de 26 mil casos 

confirmados e cinco mortes por FHD e SCD. No México, mais de 250 mil casos foram 

registrados com a detecção dos quatro sorotipos. Naquele ano, a Nicarágua notificou mais de 

17 mil casos de dengue, causados pelo DENV-3, DENV-1 e DENV-2 (Brathwaite Dick et al., 

2012). 

Em 2010, aproximadamente 1.7 milhão de casos de dengue, 50.235 casos graves, e 

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

Vários países sofreram surtos de dengue, com um total de casos que excederam os dados 

históricos conhecidos, incluindo a introdução da dengue em Key West, Flórida, EUA. No 

Brasil, o número de pessoas infectadas excedeu 1 milhão de casos, confirmando 17.489 casos 

de FHD e 678 casos fatais (Siqueira Jr et al., 2011; Dos Santos  et al., 2013). Honduras, 

Caribe, Guadalupe, Martinica, República Dominicana e Porto Rico também registraram 

epidemias importantes (Brathwaite Dick et al., 2012). 

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

distribuídas nas regiões do sul do país, e um ou outro vetor da dengue está presente em todo o 

território insular. Viajar, especialmente por via aérea, já tem sido considerado um importante 

fator de risco para a disseminação rápida de patógenos e seus vetores de forma eficiente. Os 

EUA possuem centros importantes para viagem aérea, consequentemente, recebem um grande 

número de indivíduos potencialmente infectado com agentes patogênicos que causam doenças 



28 

 

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

crescente de introdução de patógenos aos conglomerados urbanos onde mosquitos vetores 

estão presentes ou têm potencial para se estabelecer. Pela primeira vez, após várias décadas de 

ausência de dengue, um panorama preocupante foi esperado. Esta preocupação foi relatada 

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

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

ocorrência de viagens com posterior importação de casos. Os casos de dengue decorrentes de 

viagens para países da América Central, América do Sul e Caribe, destino muito procurados 

pelos turistas norte americanos, tem contribuído para o aumento da dengue nas últimas 

décadas (Añez e Rios, 2013). 

Em 2011, foram notificados mais de 1 milhão de casos de dengue, dos quais mais de 

15.000 apresentavam formas graves necessitando de hospitalização e aproximadamente 700 

óbitos. A introdução do DENV-4 foi observado no Panamá e em alguns estados do Brasil 

onde não havia circulado anteriormente (PAHO, 2011; 2018) 

Durante o ano de 2012 houve, assim como o ano anterior, mais de 1 milhão de casos 

de dengue, 23.925 mortes e 521 casos graves. Todos os quatro sorotipos foram circulantes no 

continente americano. A maior taxa de incidência foi registrada no Cone Sul (242,54/100.000 

habitantes), onde 58,1% do total de mortes por dengue no continente foram concentrados. 

Neste ano, vários países e territórios da Região relataram a ocorrência de surtos de dengue, 

incluindo Bolívia, Colômbia, Equador, El Salvador, Guatemala, Honduras, Jamaica, México, 

Nicarágua, Paraguai, Peru, Porto Rico e República Dominicana. Dentre os surtos notificados, 

alguns registraram a cocirculação de sorotipos, situação que gerou uma sobrecarga nos 

serviços de saúde, frente à possibilidade do aumento do risco de dengue grave (PAHO, 2012; 

2018). 

Em 2013, o número de casos notificados nas Américas dobrou, com mais de 2,3 

milhões de casos de dengue, sendo 8.406 casos de dengue grave e 346 casos fatais, com a 

cocirculação dos quatro sorotipos na região. No primeiro semestre de 2013, epidemias de 

dengue foram identificados no Brasil, Costa Rica, Colômbia, Paraguai e República 

Dominicana. No Peru, foram registrados casos em áreas onde não houve casos autóctones de 

dengue anteriormente. Dado o comportamento habitual da dengue na região, foi esperado nos 

próximos meses um aumento de casos na América Central, México e Caribe, que coincide 

com a estação das chuvas nesses países (PAHO, 2013). 

No ano seguinte, 2014, a quantidade de casos notificados permaneceu por volta de 1 

milhão, com o cone sul apresentando mais de 600 mil casos. O total de casos graves e de 
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óbitos alcançaram o valor de 16.150 e 683, respectivamente. Destes casos, o Brasil sozinho 

foi responsável por 591.080 casos notificados, com 689 casos graves e 410 óbitos. Os países 

mais afetados, além do Brasil, neste ano foram: México, Colômbia, Venezuela, El Salvador, 

Honduras e Nicarágua. Os casos reportados por estes países variaram de 35.000 a 124.000 

casos, aproximadamente (PAHO, 2018). 

Em 2015, novamente a América vivenciou uma notificação com mais de 2 milhões 

de casos, sendo o cone sul representando mais de 1.7 milhões de casos. Mais uma vez o Brasil 

vem liderando o total de casos notificados no continente, contribuindo com mais de 1.6 

milhões de casos de dengue. A sub-região andina foi responsável por mais de 200 mil casos e 

a América Central e México, mais de 400 mil casos. Mais de 12 mil casos foram graves, e 1.3 

mil infectados foram a óbito (PAHO, 2018). 

O ano de 2016 foi caracterizado por grandes surtos de dengue em todo o mundo. A 

Região das Américas registrou mais de 2,1 milhões de casos, onde o Brasil sozinho contribuiu 

em torno de 1.5 milhão de casos, aproximadamente 3 vezes mais do que em 2014. Um total 

912 óbitos por dengue também foram registradas na região (PAHO, 2018; WHO, 2018a). 

Em 2017, houve uma redução no número de casos em comparação com os anos 

anteriores, com aproximadamente 500 mil casos notificados, tendo os principais países 

afetados o Brasil, México, Peru e Nicarágua, nesta ordem. Juntamente com a redução dos 

casos de dengue, houve a diminuição dos casos graves (2.062) e de óbitos (308) (PAHO, 

2018). 

No corrente ano, até a semana epidemiológica 22, um total de 191.524 casos foram 

notificados, com 557 casos graves e 73 óbitos. Aproximadamente 50% do total de casos 

notificados e de óbitos são provenientes do Brasil, porém a maior parte dos casos graves são 

derivados de Honduras e Colômbia, ficando o Brasil em 3º lugar nesta lista (PAHO, 2018).  

 

1.8.2 Dengue no Brasil 

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

primeiras amostras de DENV-1 e DENV-4 foram isoladas e um total de sete mil casos da 

doença foram notificados (Osanai et al., 1983). Porém, a atividade dos DENV têm crescido de 

modo significativo no Brasil após a detecção DENV-1 no estado do Rio de Janeiro, em Nova 

Iguaçu no ano de 1986 (Schatzmayr et al., 1986; Dietz et al., 1990; Miagostovich et al., 1993; 

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

vírus, causando uma epidemia explosiva, com 92 mil casos reportados durante os anos de 
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1986-1987 (Nogueira et al., 1999; Nogueira et al., 2002). Após emergir no Rio de Janeiro, o 

DENV-1 alcançou vários estados da região nordeste, todos com infestação elevada do vetor, 

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

2012).  Estima-se que mais de dois milhões de casos clínicos ocorreram principalmente ao 

longo da costa leste do Brasil, durante o ano seguinte aos primeiros isolamentos do vírus 

(Nogueira et al., 1988) e o DENV-1 era o único sorotipo circulante no país até 1990, quando 

o DENV-2 foi introduzido (Nogueira et al., 1990).  

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

Rio de Janeiro no ano de 1990, e a situação do dengue no país se agravou a partir de então, 

sendo, notificados os primeiros casos de FHD/SCD (Nogueira et al., 1990; Nogueira et al., 

1991; Nogueira et al., 1993).  

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

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

depois, no final do ano 2000 houve a detecção de um novo sorotipo (DENV-3) no município 

de Nova Iguaçu, estado do Rio de Janeiro (Nogueira et al., 2000), resultando no ano seguinte, 

na cocirculação dos três sorotipos (DENV-1, DENV-2 e DENV-3), e na maior e, até então, a 

mais grave epidemia do país, no ano de 2002 (De Simone et al., 2004; Nogueira et al., 2005). 

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

semana epidemiológica 48 no estado do Rio de Janeiro era o DENV-3 (SVS/MS, 2008b). 

Porém o DENV-2 ressurgiu em 2007 ocasionando uma extensa epidemia no ano de 2008, 

com 632.680 casos notificados, um total de 24.571 casos graves e 561 óbitos no Brasil, sendo 

o estado do Rio de Janeiro o mais afetado com 235.353 casos, 15.730 casos graves e 263 

óbitos (Dos Santos, F. B. et al., 2013; Svs/Ms, 2016b). Esta epidemia apresentou um aumento 

significativo no número de FHD em menores de 15 anos, representando cerca de 50% dos 

casos de dengue e 86% das mortes ocorrendo em indivíduos nesta faixa etária (Teixeira et al., 

2009). 

Em  2009 foram notificados 406.269 casos de dengue, destes 10.418 casos foram de 

dengue grave. Um total de 341 óbitos foi registrado (SVS/MS, 2013). Neste ano houve a 

reemergência do DENV-1, ocasionando no ano seguinte uma epidemia com o maior número 

de casos já registrado no país (Dos Santos et al., 2013). 

Em 2010, foram registrados 1.011.548 casos de dengue, com 17.474 casos graves e 

656 óbitos.  A região sudeste foi responsável por 478.003 casos, com os estados de Minas 

Gerais e São Paulo contribuindo cerca de 90% do total dos casos (SVS/MS, 2013; 2016b). 

Este ano foi marcado pelo número elevado de casos de dengue, sendo uma das maiores 



31 

 

epidemias ocorrida no país (Dos Santos et al., 2013). O sorotipo predominante foi o DENV-1 

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

A epidemia de 2010 apresentou um padrão espacial bastante distinto das epidemias 

de 2002 e 2008. Observou-se uma grande concentração de municípios com alta transmissão 

da doença na Região Centro-Oeste e parte da Região Sudeste. Os estados com maior número 

de casos registrados foram os estados de Minas Gerais (21,1%) e São Paulo (20,3%). O estado 

do Rio de Janeiro que foi o epicentro das epidemias anteriores representou apenas 2,9% dos 

casos. A principal alteração na epidemiologia foi a ocorrência de óbitos em pacientes que 

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

Destacam-se as taxas de internações de maiores de 60 anos de idade que apresentaram o 

maior incremento na comparação com o ano de 2008, onde as crianças foram as mais afetadas 

(Siqueira Jr et al., 2011). 

Em julho de 2010, o DENV-4 reemergiu no estado de Roraima (RR), cerca de 30 

anos após a primeira detecção deste sorotipo no país ocorrida em Boa Vista (RR) em 1981-

1982. Menos de 20 casos de DENV-4 foram confirmados neste estado ao longo do segundo 

semestre de 2010, e os primeiros casos decorrentes da dispersão do vírus foram detectados 

somente a partir de janeiro de 2011 no Amazonas e Pará (Região Norte). Em março, o vírus 

foi subsequentemente detectado na Região Nordeste (nos estados do Piauí, Pernambuco, 

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

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

região metropolitana, apenas 15 km de distância da capital (Nogueira e Eppinghaus, 2011). 

O número de casos de dengue em 2011 continuou elevado, porém menor do que no 

ano anterior. Um total 764.032 foram notificados no país, com 10.546 casos grave e 482 casos 

fatais. No ano de 2012 foram notificados 589.591 casos da doença, com 4.425 casos graves e 

327 óbitos (SVS/MS, 2016b). 

Em 2013, o número elevado de notificações retornou no país, com mais 1.4 milhões 

de casos registrados, com predominância do DENV-4, que corresponde a 60% dos casos 

confirmados laboratorialmente. Neste período, mais de 6 mil casos graves e mais de 500 

óbitos foram notificados. A região Sudeste, responsável por aproximadamente 63% dos casos 

com mais de 900 mil registros, tem o maior número de casos, seguida pela região Centro-

Oeste (265.456 casos), Nordeste (152.357 casos), Sul (66.903 casos) e Norte (49.247 casos) 

(SVS/MS, 2016b) . 

No ano seguinte, 2014 o total de casos notificados apresentou uma queda, somando 

589.107 casos da doença. Porém, nos anos seguintes foi observado uma elevação no número 
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de casos, com 1.688.688 registrados em 2015 e 1.500.535, em 2016. O total de casos graves 

notificados para estes anos foram: 768 (2014), 1.714 (2015) e 861 (2016). Os sorotipos 1 e 4 

foram cocirculantes neste período, porém o DENV-1 foi prevalente, sendo responsável por 

aproximadamente 90% dos casos confirmados laboratorialmente (SVS/MS 2015; 2016a).  

Em 2017, até a semana epidemiológica 52, o número de casos prováveis de dengue 

decresceu drasticamente, sendo registrados 252.054 casos ao longo do ano. A região Nordeste 

apresentou o maior número de casos prováveis (86.386 casos; 34,3%) em relação ao total do 

país. Em seguida aparecem as regiões Centro-Oeste (78.729 casos; 31,2%), Sudeste (59.601 

casos; 23,6%), Norte (22.660 casos; 9,0%) e Sul (4.678 casos; 1,9%). Foram confirmados 271 

de dengue grave e 2.590 casos de dengue com sinais de alarme. No mesmo período de 2016, 

foram confirmados 919 casos de dengue grave e 9.153 casos de dengue com sinais de alarme. 

O total de óbitos foi de 141 em 2017, enquanto em 2016 701 foram confirmados (SVS/MS, 

2018a). 

No momento, até a semana epidemiológica 16, foram registrados 101.863 casos 

prováveis de dengue no país. Destes, 37.598 (36,9%) foram confirmados e outros 54.682 

casos suspeitos foram descartados. A região Centro-Oeste apresentou o maior número de 

casos prováveis (38.082 casos; 37,4%) em relação ao total do país. Em seguida, aparecem as 

regiões Sudeste (33.828 casos; 33,2%), Nordeste (19.050 casos; 18,7%), Norte (8.401 casos; 

8,2%) e Sul (2.502 casos; 2,5%). Os casos com sinais de alarme confirmados já chegam a 917 

e graves, 82, sendo o estado de Goiás o detentor de mais de 70% dos casos com sinais de 

alarme e quase 50% dos casos graves. Do total de 40 óbitos, 16 pertencem ao estado de Goiás. 

Foram enviadas para investigação do sorotipo viral um total de 7.050 amostras, sendo 216 

confirmadas. Os sorotipos identificados foram o DENV-1 e DENV-2 (SVS/MS, 2018b).  

 Nos últimos 32 anos extensas epidemias de dengue vêm ocorrendo no Brasil, com 

mais de doze milhões de casos notificados (Silva Jr, 2013; SVS/MS, 2016b; 2018b) (Figura 

1.13). 
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Figura 1.13 Número de casos de dengue no Brasil, 1986-2018. Sorotipos emergentes em 

preto e reemergentes em vermelho. 

  

 

A dispersão dos DENV pelo território brasileiro, com aumento nas notificações de 

casos de dengue, dengue grave e óbitos ressalta a importância da vigilância virológica destes 

agentes no país. Como a dengue é uma doença viral sem tratamento específico e uma vacina 

anti-DENV eficaz ainda não se encontra disponível, apesar de inúmeros estudos e esforços 

para seu desenvolvimento desde a década de 40 (Sabin e Schlesinger, 1945; WHO, 2012), as 

medidas de controle ao vetor consistem no principal instrumento para a prevenção das 

infecções por estes vírus. Portanto, a participação da população é essencial para o controle da 

doença. 

Desde a década de 1980, Gubler já salientava que o monitoramento das infecções por 

DENV através de um programa de vigilância ativa em conjunto com ações envolvendo 

aspectos clínicos, epidemiológicos, virológicos, sorológicos e entomológicos, principalmente 

em períodos inter-epidêmicos, são necessários para a detecção da circulação viral em tempo 

hábil para que sejam evitadas extensas epidemias (Gubler, 1989).    
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1.9 Manifestações clínica e classificação da dengue  

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

dependendo da forma como se apresente. As manifestações clínicas da dengue incluem febre, 

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

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

náuseas, vômitos, prurido cutâneo, exantema e/ou prostração. A doença tem duração de 5 a 7 

dias, mas o período de convalescência pode ser acompanhado de grande debilidade física, e 

prolongar-se por várias semanas (Souza et al., 2008; SVS/MS, 2010). 

Manifestações hemorrágicas e/ou evidência de perda de plasma, podendo levar ao 

choque hipovolêmico também podem ocorrer. A fragilidade capilar é evidenciada pela 

positividade da prova do laço. Outras manifestações hemorrágicas incluem petéquias, 

equimoses, epistaxe, gengivorragia, hemorragia em diversos órgãos (gastrointestinais, 

intracraniana, dentre outras) e hemorragia espontânea pelos locais de punção venosa. Nos 

casos graves, o choque geralmente ocorre entre o 3º e 7º dia de doença, geralmente precedido 

por dor abdominal. O choque é decorrente do aumento da permeabilidade vascular, seguida de 

extravasamento plasmático (evidenciado por hemoconcentração, derrames cavitários e 

hipoalbuminemia) e falência respiratória. É de curta duração podendo levar ao óbito em 12 a 

24 horas ou à recuperação rápida após terapia antichoque apropriada (Svs/Ms, 2010). 

Inicialmente, baseada no padrão da dengue de origem asiática, a dengue foi 

classificada como febre do dengue (FD), febre hemorrágica do dengue/síndrome do choque 

por dengue (FHD/SCD) e dengue com complicações (DCC) (OMS, 1997). Esse amplo 

espectro de manifestações clínicas se relacionava a um quadro oligo ou assintomático até 

formas mais graves, com hemorragia e choque, podendo evoluir pra o óbito. Porém, 

mudanças na epidemiologia da dengue dificultaram a aplicação da forma da classificação.  

Neste cenário, em 2009 a OMS preconizou uma nova forma de classificação dos casos de 

dengue onde seria possível definir os casos de dengue como: dengue sem sinais de alerta 

(DSSA), dengue com sinais de alerta (DCSA) e dengue grave (DG).  Tal proposta foi 

desenvolvida a partir de um estudo prospectivo multicêntrico em várias regiões endêmicas da 

doença, utilizando critérios de gravidade (OMS, 2009; SVS/MS, 2010; PAHO, 2016) (Figura 

1.14).  
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Figura 1.14 Classificação atual dos casos de dengue e níveis de gravidade (OMS, 2009). 

 

O período de incubação do vírus no ser humano varia de 3 a 15 dias, após o qual a 

doença poderá evoluir para uma das formas clinicas. A sintomatologia da doença pode ser 

semelhante a outras enfermidades, usadas como diagnóstico diferencial, tais como: gripe, 

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

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

 

1.10  Diagnóstico laboratorial 

O diagnóstico laboratorial das infecções pelos DENV é realizado através do 

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

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

virais em tecidos (Igarashi, 1978; Kuno et al., 1987; Chungue et al., 1989; Lanciotti et al., 

1992; Miagostovich et al., 1997; Miagostovich et al., 1999). 

O estabelecimento da cultura de células de mosquito no sistema de isolamento viral 

representou um grande avanço aos métodos virológicos utilizados no diagnóstico do dengue 
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(Gubler e Sather, 1988). O clone C6/36 (Igarashi, 1978) tem sido o mais utilizado nas últimas 

décadas, pois demonstrou ser altamente sensível à infecção pelos DENV, além de sua fácil 

manutenção, já que pode ser mantida à temperatura ambiente, aproximadamente a 28ºC 

(Nogueira et al., 1988; Miagostovich et al., 1993). 

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

celular ou pela técnica de imunofluorescência indireta, com a utilização de soros hiperimunes 

aos quatro sorotipos dos DENV.  Para a identificação dos DENV, utilizam-se anticorpos 

monoclonais específicos para os quatro sorotipos (Gubler et al., 1984). 

Diversos protocolos de amplificação genômica utilizando transcrição reversa seguida 

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

infecções por dengue (Lanciotti et al., 1992; Brown et al., 1996; Figueiredo et al., 1997; De 

Paula et al., 2002). Esses protocolos têm sido úteis tanto para a clínica quanto para a 

vigilância virológica, ao permitirem a identificação do sorotipo infectante (Morita et al., 1991; 

Lanciotti et al., 1992). 

O protocolo descrito por Lanciotti e colaboradores (1992) é o indicado pela OPAS e 

foi estabelecido no Brasil em 1995 como uma ferramenta molecular rápida e específica para a 

detecção e tipagem dos DENV. Ele permitiu a identificação dos sorotipos 1 e 2 em 41% dos 

casos de dengue confirmados no Laboratório de Referência Regional do Instituto Oswaldo 

Cruz (Miagostovich et al., 1997) 

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

técnicas sorológicas é possível detectar infecções atuais ou recentes por meio da captura das 

imunoglobulinas da classe M (IgM) por ELISA (MAC ELISA). Na maioria dos casos, 

somente uma amostra de soro coletada é suficiente para a confirmação diagnóstica. Contudo 

um resultado negativo em amostra coletada em fase precoce (6 a 10 dias após o início dos 

sintomas) não exclui o diagnóstico de dengue, uma vez que, em alguns casos, os níveis de 

IgM tornam-se detectáveis pelo teste somente após esse período. O anticorpo IgM anti-dengue 

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

infeções primárias, quanto secundárias, os indivíduos apresentam esses anticorpos 

detectáveis. A pesquisa de anticorpos IgG ELISA e o teste de inibição de hemaglutinação 

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

suspeitos também podem ser utilizadas no diagnóstico sorológico (Svs/Ms, 2010). 

Miagostovich e colaboradores (1999) avaliaram a técnica IgG (ELISA) em substituição ao 

uso do HI,  e concluíram que o teste IgG ELISA pode substituir o teste HI para caracterizar o 

tipo de infecção, se primária ou secundária (Miagostovich et al., 1999). 
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A detecção de antígeno NS1 é realizada pelo ELISA que permite a detecção de 

antígenos virais específicos de dengue do tipo NS1. É um método que, a princípio, é bastante 

sensível e inicialmente era utilizado em pesquisas e nos casos graves. O Ministério da Saúde 

disponibiliza kits de teste NS1 ELISA para triagem das amostras para isolamento viral em 

unidades sentinelas (Svs/Ms, 2010). Pesquisas de avaliação dos kits para detecção do antígeno 

NS1 disponíveis para o diagnóstico da dengue indicam que os kits comerciais são úteis para o 

diagnóstico laboratorial da dengue primária e secundária na fase aguda e que detecção do NS1 

deve ser usado em combinação com o MAC-ELISA para a detecção de casos e como triagem 

para complementar o isolamento viral (Lima et al., 2010). Além disso, a técnica é uma 

alternativa para diagnóstico em casos fatais através da detecção do antígeno NS1 em tecidos 

(Lima et al., 2011).  Neste caso, a imunohistoquímica também pode ser realizada em cortes de 

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

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

específicos. Podem ser utilizados anticorpos monoclonais ou policlonais. Essa técnica é 

bastante sensível e específica, sendo considerada exame confirmatório e deve ser utilizada 

após diagnóstico histopatológico presuntivo (Svs/Ms, 2010; PAHO, 2016). 

Além dos métodos de diagnóstico utilizados na rotina, métodos moleculares como a 

PCR seguido a sequenciamento genômico viral são de grande importância para a vigilância 

dos sorotipos e/ou genótipos de DENV circulantes em uma dada região e a estratégia de 

sequenciamento vai depender do objetivo proposto. Para a caracterização molecular e 

genotipagem dos sorotipos circulantes de DENV utiliza-se o sequenciamento parcial (gene E) 

ou completo, com o uso de oligonucleotídeos iniciadores (primers) que amplificam o genoma 

dos DENV (Miagostovich et al., 2006; Dos Santos et al., 2011; Faria et al., 2013; De 

Bruycker-Nogueira et al., 2015). 

1.11  Vacina  

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

desenvolvimento tem enfrentado algumas dificuldades, tais como: a necessidade de imunizar 

contra os quatro sorotipos com alta eficiência para evitar o desencadeamento de uma doença 

grave em caso de infecção secundária e a ausência de um modelo experimental para estudar a 

resposta pós-vacinal. Para a vacina ser considerada ideal deve cumprir algumas exigências: 

promover imunização prolongada contra os quatro sorotipos do DENV; ser de baixo custo e 
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toxicidade; manter títulos virais em refrigeração ou à temperatura ambiente (Figueiredo, 

1999). 

Diversas abordagens para o desenvolvimento de uma vacina eficaz, estão sendo 

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

recombinantes, quiméricas e de DNA (Clements et al., 2010; Coller e Clements, 2011; 

Murrell et al., 2011; Schmitz et al., 2011; Kirkpatrick et al., 2015; Osorio et al., 2015; 

Screaton et al., 2015; Guy et al., 2016; Shukla et al., 2017; Rajpoot et al., 2018). 

Atualmente, podemos destacar duas vacinas tetravalentes de vírus atenuado que se 

encontram em fase III de avaliação. Uma sendo desenvolvida pela empresa farmacêutica 

Takeda (Sáez-Llorens et al., 2018) e outra pelos Institutos Nacionais de Saúde (NIH) dos  

Estados Unidos em parceria com o Instituto Butantan (Butantan DV; TetraVax-DV-TV003) 

(Precioso et al., 2015; Whitehead et al., 2017), com previsão de término de estudo no ano de 

2022, de acordo com dados disponíveis em https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02406729 

do National Institutes of Health (NIH).  

Uma vacina recombinante quimérica tretavalente atenuada produzida pela empresa 

francesa Sanofi-Pasteur, de nome Dengvaxia® ou CYD-TDV, foi licenciada em 2015 para 

uso em indivíduos de 9 a 45 anos, e em 2017 já estava sendo utilizada em 14 países 

endêmicos do continente americano e asiático (Guy et al., 2017). Porém, indivíduos 

vacinados passaram a apresentar quadro grave da doença, sendo observada elevada taxa de 

hospitalização (Hadinegoro et al., 2016). Tal fato desencadeou a suspensão das doses de 

vacina disponíveis para maiores averiguações quanto a seguridade da mesma. Em 13 de 

dezembro de 2017 a OMS informou que a vacina Dengvaxia só deveria ser administrada em 

indivíduos que já tiveram infecção natural prévia por algum dos sorotipos do DENV, como 

informada em nota pela própria Sanofi (WHO, 2017).  
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2 JUSTIFICATIVA 

A dengue é um dos principais problemas de saúde pública no mundo. No Brasil a 

atividade dos DENV têm crescido de modo significativo desde a introdução do DENV-1 no 

Rio de Janeiro (RJ) em meados da década de 1980. Este sorotipo reemergiu em 2009 após 

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

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

principalmente em maiores de 60 anos de idade (Dos Santos et al., 2013).  

A evolução dos DENV tem tido um impacto importante sobre a sua virulência para os 

seres humanos e epidemiologia da doença em todo o mundo. Embora diferenças antigênicas e 

genéticas nas cepas virais sejam evidentes, a falta de modelo animal da doença dificulta a 

detecção da virulência dos DENV. Entretanto, estudos filogenéticos permitem a correlação 

entre genótipos específicos e gravidade da doença. Apesar do complexo conjunto de fatores 

que contribuem para a epidemiologia, estudos têm sugerido que estruturas virais específicas 

podem contribuir para o aumento da replicação nas células-alvo humanas e intensificar a 

transmissão pelo mosquito vetor (Rico-Hesse, 2003).  

Um dos genes mais utilizados para o sequenciamento genômico é o gene E. Este gene 

tem sido alvo de estudos de caracterização molecular, dinâmica populacional, análises 

filogenética e filogeográficas (Rico-Hesse, 1990; Zanotto et al., 1996; Holmes e Twiddy, 

2003; Rico-Hesse, 2003; Twiddy, Pybus, et al., 2003; Weaver e Vasilakis, 2009; Carrillo-

Valenzo et al., 2010; Mendez et al., 2010; Dos Santos et al., 2011; Carneiro et al., 2012). A 

proteína do envelope possui 495 aminoácidos (aa), distribuídos em três domínios (I, II, III). 

Acredita-se que o domínio III dos flavivírus interaja com receptores celulares para a entrada 

dos vírus (Nayak et al., 2009; Weaver e Vasilakis, 2009), além disso é  o domínio mais 

variável, apresentando o maior número de alterações nucleotídicas que acarretam em 

mudanças de aminoácidos (Carneiro et al., 2012).  

A análise filogenética dos DENV-1 isolados desde a introdução deste sorotipo no país 

caracterizou estes vírus como pertencentes ao genótipo V (América/África). Porém, para o 

DENV-1, além dos genótipos, a existência de linhagens com distintas relações geográficas e 

temporais foi sugerida no Brasil, demonstrando alta variabilidade genotípica (Dos Santos et 

al., 2011; Carneiro et al., 2012; Drumond et al., 2012). 

Ainda não está claro se a epidemia explosiva de DENV-1 ocorrida no Brasil em 2009 

e 2010, foi devido à circulação de linhagens. Neste contexto, o monitoramento do DENV é de 
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grande relevância para observar a propagação de cepas potencialmente virulentas, assim como 

para avaliar o seu impacto sobre a população durante um surto. Devido à geografia do Brasil e 

epidemiologia da dengue, além do fato do país possuir regiões turísticas, o sequenciamento 

continuado de vírus circulantes se faz necessário para melhor caracterizar esses eventos de 

substituições e introduções de possíveis genótipos e linhagens no país. 

Estudos de caracterização e evolução molecular podem constituir uma importante 

ferramenta para monitorar a introdução e entender a dispersão dos vírus, bem como prever as 

possíveis consequências epidemiológicas de tais eventos. A análise evolutiva das linhagens do 

DENV-1 pode esclarecer se as diferentes linhagens circulantes no país evoluíram localmente 

a partir de uma única introdução ou foi consequência de introduções independentes, o que é 

sugerido atualmente. Além disso, ainda há dúvidas quanto a mais provável origem geográfica 

do genótipo V e há quanto tempo o mesmo alcançou o continente americano.  
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3 OBJETIVOS  

3.1 Objetivo Geral 

Reconstruir a história evolutiva, realizar a caracterização e vigilância molecular das 

diferentes linhagens de DENV-1 detectadas durante 30 anos de circulação no Brasil (1986 - 

2016). 

3.2 Objetivos Específicos 

1. Realizar a caracterização molecular e análise filogenética das diferentes linhagens de 

DENV-1 circulantes no Brasil de 1986 até o período da reemergência em 2011; 

 

2. Reconstruir a história evolutiva do genótipo V nas Américas; 

 

3. Demonstrar a migração e dispersão dos DENV-1 no Brasil a partir da primeira detecção 

deste sorotipo no estado do Rio de Janeiro em 1986; 

 

4. Realizar a vigilância molecular das diferentes linhagens de DENV-1 cocirculantes entre 

2012-2016, período após a reemergência deste sorotipo no Brasil.  
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4 METODOLOGIA E RESULTADOS 

 

Esta seção será apresentada sob a forma de artigos científicos publicados ou 

submetidos em revistas científicas indexadas, de acordo com os critérios estabelecidos pela 

Pós-Graduação em Biologia Parasitária. 

 

 

4.1 Artigo 1. Insights of the genetic diversity of DENV-1 detected in Brazil in 25 years: 

Analysis of the envelope domain III allows lineages characterization. 

 

4.2 Artigo 2. Evolutionary history and spatiotemporal dynamics of DENV-1 genotype V in 

the Americas. 

 

4.3 Artigo 3. DENV-1 Genotype V in Brazil: Spatiotemporal dispersion pattern reveals 

continuous co-circulation of distinct lineages until year of 2016. 

 

4.4 Artigo 4. First detection and molecular characterization of a DENV-1/DENV-4 co-

infection during an epidemic in 2012 in Rio de Janeiro, Brazil. 
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4.1 Artigo 1: Insights of the genetic diversity of DENV-1 detected in Brazil in 25 years: 

Analysis of the envelope domain III allows lineages characterization. 

 

 

Relação do Manuscrito com os Objetivos: 

 

Objetivo específico 1: Realizar a caracterização molecular das diferentes linhagens de 

DENV-1 circulantes no Brasil de 1986 até o período da reemergência em 2011; 

 

Publicado em: Infection, Genetics and Evolution 

 

 

Fator de impacto: 2,545 

 

 

Resumo: O vírus dengue tipo 1 (DENV-1) foi isolado no Brasil em 1986 no estado do Rio de 

Janeiro (RJ) e durante 25 anos esse sorotipo emergiu e reemergiu causando epidemias 

explosivas no país. Aqui, objetivamos apresentar a filogenia e a caracterização molecular dos 

DENV-1 (n= 48) isolados durante epidemias ocorridas de 1986 a 2011, baseadas no gene do 

envelope (E). Seis genomas codificantes completos do DENV-1 foram sequenciados e 

possíveis eventos de recombinação genômica foram analisados. Os resultados mostraram que 

os isolados brasileiros de DENV-1 analisados pertencem ao Genótipo V (Américas/África), 

porém se agrupam em clados distintos. Foram identificados três clados, um com sequências 

datadas de 1986 a 2002 (linhagem 1a), um segundo clado com isolados de 2009 a 2011 e uma 

cepa de 2002 (linhagem 2), e um terceiro clado composto de cepas isoladas de 2010 a 2011 

(linhagem 1b). As linhagens 1a e 1b foram mais relacionadas com os DENV-1 de origem 

americana, enquanto a linhagem 2 com origem asiática. As substituições de aminoácidos (aa) 

foram observadas nos domínios I e III da proteína E e foram associadas à diferenciação das 

linhagens. Uma substituição em E297 permitiu a separação da linhagem 1a das linhagens 1b e 

2. Substituições em E338, E394 (domínio III), E428 e E436 (região-stem) foram responsáveis 

por diferenciar as linhagens 1a, 1b e 2. Com exceção do gene C, todos os genes analisados 

permitiram a classificação genotípica do DENV-1. Porém, somente o segmento 

correspondente ao domínio III e a região-stem do gene E  foram capazes de caracterizar as 

diferentes linhagens, assim como observado pela análise realizada a partir do gene E e da 

região codificante completa. Nenhum evento de recombinação foi detectado, mas uma cepa 

pertencente à linhagem 1a apontou estar intimamente relacionada com uma cepa 

recombinante conhecida (AF513110/BR/2001). 
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4.1.1 Dados suplementares relacionados ao artigo 1 
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4.2 Artigo 2: Evolutionary history and spatiotemporal dynamics of DENV-1 genotype 

V in the Americas. 

Relação do Manuscrito com os Objetivos: 

 

Objetivo específico 2: Reconstruir a história evolutiva do genótipo V nas Américas; 

 

Objetivo específico 3: Demonstrar a migração e dispersão dos DENV-1 no Brasil, a partir da 

introdução deste sorotipo no estado do Rio de Janeiro em 1986; 

 

Publicado em: Infection, Genetics and Evolution 

 

Fator de impacto: 2,545 

Resumo: O genótipo V do vírus dengue 1 (DENV-1) tem sido o mais prevalente nas 

Américas nos últimos 40 anos. Neste estudo, investigamos o padrão espaço-temporal de 

emergência e disseminação de linhagens de DENV-1 no continente. Foram aplicadas 

abordagens filogenéticas e filogeográficas a um conjunto abrangente de dados de 836 

sequências gênicas do gene do envelope do genótipo V originárias de 46 países diferentes 

durante um período de 50 anos (1962 a 2014). Nosso estudo revela que a diversidade genética 

do genótipo V do DENV-1 nas Américas resultou de duas introduções independentes desse 

genótipo a partir da Índia. A primeira cepa do genótipo V foi provavelmente introduzida nas 

Pequenas Antilhas por volta do início dos anos 1970 e essa região do Caribe se tornou a fonte 

de várias linhagens de DENV-1 que se espalharam nas Américas durante as décadas de 1970 

e 1980. A maioria dessas linhagens parece extinta durante a década de 1990, exceto uma que 

persistiu na Venezuela e depois se espalhou para outros países americanos, dominando a 

epidemia de DENV-1 na região a partir do início dos anos 2000. A segunda linhagem do 

genótipo V, também de origem indiana, foi provavelmente introduzido nas Pequenas Antilhas 

por volta do início dos anos de 1980. Esta linhagem permaneceu quase indetectada por quase 

15 anos, até ser introduzida na região norte do Brasil em meados da década de 1990, e depois 

se espalhar para outras regiões do país. Esses resultados demonstram que diferentes regiões 

geográficas desempenharam um papel na manutenção e na disseminação do genótipo V do 

DENV-1 nas Américas ao longo do tempo. Linhagens de genótipo V do DENV-1 originaram-

se, disseminaram-se e desapareceram nas Américas com dinâmicas muito diferentes e o 

fenômeno de substituição de linhagem através de sucessivos surtos epidêmicos de DENV-1 

tem sido uma característica comum na maioria dos países americanos. 
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4.2.1 Dados suplementares relacionados ao artigo 2 

 

 

 

 

 

Fig. S1. Neighbor Joining tree of 3575 DENV-1 E gene sequences circulating globally. 

DENV-1 genotypes I, II, III, IV and V are identified. For visual clarity, strains from each 

genotype are shown collapsed. Only aLTR support values of major branching are shown. All 

horizontal branch lengths are drawn to a scale of nucleotide substitutions per site. 

 

 

Table S1. Sequences of the DENV-1 global dataset. 

 

Devido à grande quantidade de páginas deste arquivo, segue o endereço eletrônico no qual 

encontra-se disponível: 

 

https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S1567134816304087-mmc1.pdf  

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/point-mutation
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4.3 Artigo 3. DENV-1 Genotype V in Brazil: Spatiotemporal dispersion pattern 

reveals continuous co-circulation of distinct lineages until year of 2016. 

 

Relação do Manuscrito com os Objetivos: 

 

 

Objetivo específico 4: Realizar a vigilância molecular das diferentes linhagens de DENV-1 

cocirculantes entre 2012-2016, período após a reemergência deste sorotipo no Brasil.  

 

 

Submetido para publicação em: Scientific Reports 

 

 

Fator de impacto: 4.259 

 

 

Resumo: 

 

O DENV-1 permaneceu como o sorotipo prevalente entre os anos de 2012 a 2016 no Brasil. 

Em período anterior, durante a reemergência no país, foi identificado a cocirculação de 

distintas linhagens. Neste estudo realizamos a vigilância molecular continuada após o período 

de reemergência (entre 2012 a 2016), cobrindo os 30 anos de circulação do DENV-1 no país. 

A Análise filogenética permitiu a confirmação da presença continuada do genótipo V, bem 

como três linhagens distintas cocirculantes. A caracterização molecular do gene E apresentou 

duas novas substituições de aminoácidos anteriormente não identificadas. Análises 

filogeográficas mostraram que um grande fluxo de migrações tem ocorrido entre o Brasil e a 

Argentina nos últimos 10 anos. 
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4.3.1 Dados suplementares relacionados ao artigo 3 
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4.4 Artigo 4: First detection and molecular characterization of a DENV-1/DENV-4 co-

infection during an epidemic in Rio de Janeiro, Brazil. 

 

Relação do Manuscrito com os Objetivos: 

 

 

Objetivo específico 4: Realizar a vigilância molecular do DENV-1 circulantes entre 2012-

2016, período após a reemergência deste sorotipo no Brasil.  

 

 

Publicado em: Clinical Case Report 

 

 

Fator de impacto: não aplicado 

 

 

Resumo: Na década de 1980, os vírus dengue tipo 1 (DENV-1) e tipo 4 (DENV-4) foram 

isolados pela primeira vez em Roraima (RR), região norte do Brasil. Entretanto, foi somente 

após a introdução do DENV-1 no estado do Rio de Janeiro (RJ), em meado da década de 80, 

que a dengue se tornou um problema de saúde pública em todo o país. Em 2009, este sorotipo 

reemergiu causando uma epidemia explosiva no país. O DENV-4, por outro lado, só foi 

detectado no RJ em 2011, após ter sido detectado em RR em 2010. Em 2012, o DENV-1 e o 

DENV-4 foram cocirculantes no país e responsáveis por um elevado número de casos 

notificados de dengue. Aqui, descrevemos a detecção e caracterização molecular de uma 

coinfecção por DENV-1/DENV-4 em amostra confirmada e isolada durante a epidemia de 

2012 ocorrida no RJ. Além disso, foram identificados os Genótipo V e Genótipo II para 

DENV-1 e DENV-4, respectivamente. 
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5 DISCUSSÃO 

No Brasil, o DENV-1 foi detectado pela primeira vez em 1982, em Roraima, durante 

um surto que não se expandiu para outra regiões (Osanai et al., 1983). Entretanto, em 1986, 

quando este sorotipo foi identificado no Rio de Janeiro, mais de 60.000 casos foram 

registrados, havendo disseminação do vírus pelo país (Schatzmayr et al., 1986) tornando-se 

uma preocupação de saúde pública nacional (Nogueira et al., 2007; Rodriguez-Barraquer et 

al., 2011). Em 2009, quando este sorotipo voltou a circular expressivamente no país, causou 

uma importante epidemia em 2010 e, pela primeira vez, linhagens virais distintas foram 

relatadas (Dos Santos et al., 2011). 

Os DENV são altamente diversificados (Wang et al., 2002; Aaskov et al., 2006; Thai 

et al., 2012) e esta diversidade genética foi descrita em diferentes genótipos dentro de cada 

sorotipo (Rico-Hesse, 1990; 2003; Weaver e Vasilakis, 2009). Estudos com o  genótipo V do 

DENV-1 tem demonstrado que uma dinâmica de circulação e substituição de linhagens tem 

ocorrido em diversos países da América (Mendez et al., 2010; Dos Santos et al., 2011; 

Yamanaka et al., 2011; Carneiro et al., 2012; Drumond et al., 2012; Añez e Rios, 2013; 

Muñoz-Jordán et al., 2013; Tittarelli et al., 2014; Dash et al., 2015; Cunha et al., 2016), e que 

múltiplos eventos de introdução têm ocorrido no Brasil. 

No primeiro estudo (publicado no ano de 2015), com 48 sequências de DENV-1 

representando cepas isoladas em 25 anos no Brasil (1986-2011), foi possível caracterizar 

linhagens distintas e sugerir que duas linhagens  (aqui chamadas de  1a e 1b) estão mais 

relacionadas ao DENV-1 de origem latino-americana e à linhagem 2 com vírus de origem 

asiática. Porém, como o estudo foi conduzido utilizando análises filogenéticas, tais achados 

em relação à origem geográfica das linhagens não passam de especulações, necessitando de 

estudos filogeográficos para melhor estimar a origem das mesmas. 

Substituições de aminoácidos foram observadas em todas as sequências analisadas, 

principalmente no domínio III do gene E, corroborando com estudos prévios (Carneiro et al., 

2012; Drumond et al., 2012). Alterações no domínio III podem alterar na imunogenicidade da 

partícula viral, já que esta região possui o papel de ligação do vírus aos receptores celulares e 

é altamente indutora de resposta imunológica de anticorpos neutralizantes (Chen et al., 1996; 

Drumond et al., 2012), assim como na patogenicidade dos flavivírus (Goncalvez et al., 2002; 

Carneiro et al., 2012). 
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Como algumas regiões no domínio III são alvo de anticorpos neutralizantes em 

humanos, mutações nessa região podem ter importantes consequências funcionais (Thai et al., 

2012). Carneiro e colaboradores descreveram substituições de aminoácidos (aa) na posição 

E338 em quatro cepas de DENV-1 de pacientes com dengue grave (Carneiro et al., 2012), no 

entanto, neste estudo, substituições nessa posição foram observadas em cepas isoladas de 

pacientes com todas as apresentações clínicas. As substituições M196V e T296P no gene E 

consideradas como marcadores de virulência (Bordignon et al., 2008) não foram identificada 

nas cepas analisadas neste estudo. 

Das três substituições observadas na região prM,  uma única cepa representativa da 

linhagem 2 apresentou uma valina na posição prM29 em vez de uma alanina. Tal substituição 

foi descrita anteriormente quando cepas indianas foram comparadas com cepas globais 

(Kukreti et al., 2009). Talvez o compartilhamento deste aa conservado em cepas indianas 

possa nos indicar um possível parentesco entre elas. Poderíamos ter maior embasamento se 

um número maior de amostras da linhagem 2 fossem submetidos ao sequenciamento 

completo do genoma. 

As substituições nas posições NS184 e NS192 identificadas em duas estirpes da 

linhagem 1a são localizadas imediatamente antes ao epítopo linear 
111

HKYSWK. Como a 

glicoproteína NS1 está envolvida nos estágios iniciais da replicação viral, seria importante 

determinar se essas diferenças entre as cepas estudadas afetariam a antigenicidade e a 

atividade biológica da NS1 (Dos Santos et al., 2002). Um estudo conduzido por Suzuki e 

colaboradores demonstraram que um resíduo de tirosina (Y) na posição NS1247, altamente 

conservado dos DENV-1, seria importante para a função da proteína (Suzuki et al., 2007). 

Neste estudo, uma substituição foi observada em uma cepa da linhagem 1b, onde a tirosina foi 

substituída por uma fenilalanina (F). As substituições na NS3358, NS3437, NS3465 e NS3474 

foram identificadas nas amostras analisadas, sendo três delas detectadas em uma cepa 

representativa da linhagem 2. Na NS3465, um resíduo de asparagina foi detectado nos seis 

genomas completos analisados, diferenciando-os de uma cepa brasileira utilizada como 

referência, a BR/90 (Dos Santos et al., 2002), até então a amostra brasileira mais antiga 

isolada de humanos no período da primeira epidemia com sequência nucleotídica disponível 

no Genbank. A partir deste estudo, quatro cepas da década de 1980 foram disponibilizadas, 

sendo duas C/prM/M/E e duas com genoma codificante completo. 

 Na NS4B, as únicas substituições conservadas observadas foram em NS4B34 (R>H) 

e NS4B90 (I>L) em duas cepas isoladas em 2000-2001, representativas da linhagem 1b. Esta 

proteína tem fortes interações com NS1 e está associada à replicação viral (Lindenbach et al., 
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2013). Substituições na proteína NS5 podem afetar diretamente a replicação viral, uma vez 

que esta proteína atua como RNA polimerase - RNA dependente e, juntamente com a NS3, 

pode atuar tanto com atividade NTPase, quanto RTPase (Lindenbach et al., 2013). As 

substituições em NS5114 (V>I) e NS5784 (I>V) observadas neste estudo foram prevalentes 

entre as linhagens, diferenciando-as novamente da BR/90. Duas cepas isoladas em 2000-2001 

pertencentes à linhagem 1a, compartilham substituições de aa em NS5629 (L>F) e NS5635 

(T>S), não detectadas nas outras linhagens. Embora várias substituições de aa tenham sido 

observadas entre as cepas estudadas, nenhuma alteração no caráter bioquímico foi 

identificada. 

A análise de divergência nucleotídica e de aa mostrou que as linhagens são bastante 

semelhantes entre os grupos, e que as linhagens 1a e 1b estão mais relacionadas quando 

comparadas à linhagem 2. Esta divergência entre as linhagens é apresentada na árvore 

filogenética, mostrando que as mesmas se encontram em ramos distintos, com alto suporte de 

bootstrap.  

A filogenia baseada no gene C não permitiu a genotipagem das cepas estudadas. A 

separação das linhagens 1a, 1b e 2 só foi possível pela análise do gene E ou da região 

codificadora completa do genoma. Além disso, o mesmo agrupamento foi observado 

analisando-se apenas o domínio III e a região stem da proteína E, demonstrando  o fato de que 

as substituições nessa região estão associadas à separação das linhagens.  

Estudos prévios têm descrito eventos de recombinação entre as cepas de DENV-1 

(Tolou et al., 2001; Aaskov et al., 2007; Carvalho et al., 2010; Chu et al., 2013; Shin et al., 

2013), porém nenhuma evidência de recombinação foi observada na análise das 48 cepas 

brasileiras neste estudo.  

A cocirculação de duas linhagens distintas no Brasil nos últimos anos tem sido 

caracterizada e o envolvimento de ambas as linhagens em casos brandos, graves e fatais 

demonstra que possivelmente não estão correlacionadas com algum desfecho da doença em 

particular. Não se sabe se a epidemia explosiva no Brasil em 2009 e 2010, causados 

principalmente pelo DENV-1, esteja relacionada à cocirculação das distintas linhagens. A 

suscetibilidade da população a um sorotipo que não circulou intensamente por quase uma 

década, e a ocorrência de infecções secundárias em um país hiperendêmico, também 

poderiam ter tido um papel na epidemiologia da doença. Devido à geografia e à epidemiologia 

da dengue no Brasil, a vigilância de populações virais, linhagens e genótipos é necessária, 

pois o impacto dessas substituições de linhagens e cocirculação ainda não são totalmente 

compreendidos. 
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A fim de entender um pouco mais da dinâmica do genótipo V do DENV-1 no Brasil, 

ampliamos nosso estudo para a reconstrução da história evolutiva deste genótiponas 

Américas, na tentativa de identificar a sua origem geográfica mais provável, há quanto tempo 

se encontra no continente americano e como se dispersou originando as mais distintas 

linhagens identificadas em diversos países americanos. Este genótipo é prevalente no 

continente americano, porém também abrange algumas sequências da África e uma parte da 

Ásia (Chen e Vasilakis, 2011). Para isto, o uso de um número elevado de sequências do 

genótipo V de distintas origens geográficas ao longo de aproximadamente 40 anos foram 

imprescindíveis para o estudo.  

Nossa análise filogeográfica sustenta que a atual diversidade dos DENV-1 nas 

Américas resultou de duas introduções independentes do genótipo V da Índia por volta do 

início dos anos 70, e início dos anos 80, corroborando assim o estudo de Walimbe e 

colaboradores (Walimbe et al., 2014). Ambas as cepas do genótipo V foram provavelmente 

introduzidas no continente americano através da região do Caribe e posteriormente 

disseminadas no continente, confirmando o papel central das ilhas do Caribe na dispersão 

inicial do DENV da Ásia para as Américas (Villabona-Arenas e Zanotto, 2011; Allicock et 

al., 2012; Villabona-Arenas e Zanotto, 2013; Mir et al., 2014). 

 A primeira cepa do genótipo V do DENV-1, foi identificada pela primeira vez nas 

Bahamas em 1977 e se espalhou rapidamente para outros países da América do Sul, Central e 

do Norte, originando a linhagem aqui designada como clado I. Com os resultados aqui 

apresentados, as Pequenas Antilhas (Lesser Antilles - LA) atuaram como fonte primária das 

cepas do clado I disseminadas nas Américas até meados da década de 1980, condizente com 

estudo anterior (Allicock et al., 2012). A maioria das cepas do clado I disseminadas durante 

os anos 1970 e 1980 a partir da América Latina, resultou em surtos secundários de tamanhos 

pequenos e se extinguiu em meados da década de 1990. Duas cepas do clado I foram capazes 

de desencadear surtos secundários de grande porte em Porto Rico (linhagem I-PR) e no Brasil 

(linhagem I-BR) e persistiram como as linhagens predominantes de DENV-1 nesses países 

durante os anos 80 e 90. Essas linhagens, no entanto, permaneceram restritas aos seus países 

de origem e acabaram se tornando extintas no início dos anos 2000. A linhagem I-BR aqui 

denominada, refere-se à linhagem circulante do período da primeira epidemia de 1986 do 

Brasil, designada no primeiro estudo como linhagem 1a, baseado em análise filogenética. 

Outro clado partiu das LA alcançando a Venezuela no final dos anos 80 e foi 

disseminado com sucesso dentro deste país, estabelecendo a linhagem I-VE. A linhagem I-VE 
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não permaneceu restrita à Venezuela, mas se dispersou com sucesso para outros países 

americanos e foi responsável por quase todas as infecções por DENV-1 detectadas na região 

após o ano de 2003. Entre meados da década de 1990 e meados da década de 2000 é possível 

identificar diferentes introduções da linhagem I-VE da Venezuela em outros países da 

América do Sul (Argentina, Brasil e Colômbia), América Central (Nicarágua), Caribe e 

também EUA. Desde meados dos anos 2000, a Nicarágua tornou-se um importante centro 

secundário de disseminação da linhagem I-VE para outros países da América Central e do 

Norte, levando ao estabelecimento de uma sub-linhagem regional, enquanto a Argentina e as 

Grandes Antilhas (GA) atuaram como pequenos centros de disseminação da linhagem I-VE 

para países vizinhos. 

A segunda cepa do genótipo V, introduzida nas Américas por volta do início dos 

anos 80, foi identificada pela primeira vez nas Ilhas Virgens em 1985 e após uma década de 

circulação silenciosa chegou ao Brasil, originando a linhagem aqui designada como clado II. 

Esta linhagem corresponde à linhagem 2 designada no primeiro estudo. 

 Provavelmente, a circulação desse clado menor do genótipo V nas Américas 

permaneceu não reconhecida por um período tão longo devido à escassez de sequências de 

DENV-1 disponíveis no Caribe, particularmente nas ilhas das Pequenas Antilhas, durante os 

anos 80 e 90. De acordo com nossas estimativas, o clado II foi introduzido do Caribe na 

região Norte do Brasil em meados da década de 1990 e depois disseminado para as regiões 

Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste, e da região Sudeste para a Argentina. 

Um estudo anterior conduzido por nosso grupo sustenta que o padrão filogeográfico 

do DENV-2 nas Américas poderia ser explicado por um modelo unidirecional de transmissão 

de curta distância no qual o vírus se deslocou do Caribe para regiões próximas ao continente 

que se comportam como centros secundários de disseminação para outros países vizinhos  

(Mir et al., 2014). Este modelo parece explicar a dinâmica inicial de disseminação do DENV-

1 nas Américas durante os anos 1970 e 1980. Desde meados da década de 1990, no entanto, o 

ponto central de partida da disseminação do DENV-1 nas Américas foi do Caribe para a 

Venezuela, estabelecendo um novo fluxo direcional do DENV-1 da Venezuela para o Caribe 

e outros países continentais, o que não foi observado para o DENV-2. Isso demonstra que o 

padrão geral de disseminação dos DENV nas Américas poderia variar muito entre diferentes 

sorotipos e que diferentes regiões geográficas podem atuar como uma fonte primária para a 

manutenção e propagação desse vírus no continente. 

Nossos resultados revelaram ainda que o fenômeno de substituição de linhagem 

através de surtos epidêmicos de DENV-1 sucessivos era uma característica comum em vários 
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países americanos. No Brasil, o clado I-BR foi a linhagem mais prevalente até o início dos 

anos 2000, quando foi aparentemente extinto e substituído por duas linhagens I-VE 

introduzidas a partir da Venezuela e da Argentina na segunda metade da década de 2000, e 

pelo clado II, introduzido pelo Caribe em meados dos anos 90. O clado I-PR foi a linhagem 

mais prevalente em Porto Rico até o final da década de 1990, quando parece ter sido extinta e 

substituída pelo clado I-VE introduzido pela Venezuela no início dos anos 2000. Vários 

clados iniciais disseminados das LA circularam na América Central e no México até meados 

da década de 1990, mas também foram substituídos pelas linhagens I-VE introduzidas da 

Venezuela por volta de 2000. A única exceção a essa tendência parece ser a Venezuela, onde 

a linhagem I-VE circula continuamente do final dos anos 80 até o final dos anos 2000, sem 

evidência de substituição de linhagem. Podemos especular que um dos principais fatores para 

a persistência a longo prazo do DENV é a disponibilidade de uma grande população humana 

suscetível, somada a alta infestação vetorial, mas nossas observações contradizem essa 

hipótese.  

O Brasil contribui anualmente com a maior proporção (normalmente > 50%) dos 

casos positivos de DENV notificados nas Américas (WHO, 2012; PAHO, 2018), e as análises 

filogeográficas realizadas neste estudo e em um estudo anterior (Mir et al., 2014), no entanto, 

revelaram que o Brasil não foi um grande epicentro das novas linhagens de DENV-1 e 

DENV-2 disseminadas em nível regional. A maioria das cepas de DENV-1 e DENV-2 

introduzidas no Brasil foram dispersadas apenas no país ou em países vizinhos da América do 

Sul (Argentina, Bolívia e Paraguai) e parecem extintas após um período de 10 a 20 anos. De 

acordo com essas reconstruções, os principais reservatórios do DENV-1 e DENV-2 nas 

Américas nos últimos 20-30 anos foram Venezuela e Porto Rico, respectivamente; países que 

abrigam uma população de indivíduos suscetíveis, muito inferiores ao Brasil. 

Paralelo ao estudo sobre a história evolutiva do genótipo V nas Américas, amostras 

provenientes de diferentes estados brasileiros dos anos de 2012-2016 foram sequenciadas com 

o intuito de dar continuidade ao estudo de vigilância molecular das diferentes linhagens já 

reconhecidas como circulantes no Brasil, pois as sequências mais recentes do país no nosso 

estudo anterior datavam de 2013, do estado de Goiás. 

O DENV-1 permaneceu sendo o sorotipo prevalentemente identificado até o ano de 

2016, correspondendo a aproximadamente 90% dos casos isolados. Em 2016, o DENV-1 

completou 30 de atividade no país, desde a primeira epidemia em 1986. 

A partir da análise filogenética por máxima verossimilhança, foi possível confirmar 

que as amostras do período pós reemergência continuavam pertencentes ao genótipo V e se 



120 

 

distribuíam em três ramos distintos. Um desses ramos se refere ao clado II, e os dois outros, 

pertencentes ao clado I. De acordo com nosso estudo anterior, esses dois ramos dentro do 

clado I pertencem ao clado I - VE que foi introduzido no Brasil em meados dos anos 2000 de 

forma independente, aqui denominados Sub-Clado Ia e Sub-Clado Ib. 

Realizamos a análise filogeográfica dos três distintos grupos com o objetivo de 

acompanhar o padrão de disseminação destas linhagens até o ano de 2016. 

Os Sub-Clados Ia e Ib parecem ter alcançado o Brasil por volta dos anos de 2007-

2008 quase simultaneamente, porém por vias distintas, como já previamente mostrado em 

nosso estudo das Américas. Conduzindo as análises até 2016 destacamos dois padrões 

regionais entres estas duas linhagens.  

O Sub-Clado Ia teve a Argentina como ancestral desta linhagem no Brasil, se 

disseminando para as regiões Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do país. A Argentina como 

ancestral das cepas brasileiras, corroboram com nosso estudo anterior. Com a introdução na 

região Sudeste observamos a maior parte das dispersões da cepa viral dentro do Brasil, assim 

como retornando para Argentina, que foram circulantes até o ano de 2016, pelo menos. A 

disseminação pontual da região Centro-Oeste para a China provavelmente se refere a um caso 

importado. No Genbank, esta cepa chinesa se refere a um estudo de caso importado, porém 

não houve publicação do mesmo. Porém, podemos dizer que este caso importado foi 

proveniente do Brasil, provavelmente da região Centro-Oeste. 

O Sub-Clado Ib apresentou uma rota de introdução no Norte do Brasil partindo direto 

da Venezuela, assim como já demonstramos em nosso estudo anterior. Este clado parece ter 

se mantido circulante somente no Norte do país, com um evento pontual de dispersão para as 

Guianas Francesas. Porém, observamos uma movimentação mais recente deste clado para a 

região Nordeste do Brasil e para a Argentina. Tittarelli e colaboradores (Tittarelli et al., 2017) 

estudando isolados da Argentina durante a epidemia ocorrida no início de 2016 destaca que 

um amostra do seu estudo estava relacionada com amostras da região Norte do Brasil. 

O clado II apresentou o mesmo padrão de dispersão já descrito no nosso estudo 

anterior, destacando as migrações ocorridas até meado dos anos 2000 após alcançar a região 

Sudeste do país. A partir da região Sudeste, este clado se dispersou diretamente para a 

Argentina, para o Nordeste e se manteve na região Sudeste. Alcançou o Centro-Oeste 

diretamente pelo Sudeste e através da Argentina, migrando novamente deste para o Centro-

Oeste.  Um grande fluxo de migrações entre o Sudeste, o Centro-Oeste e a Argentina parece 

ter ocorrido durante a década de 2010.  
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A caracterização molecular das 30 cepas permitiu identificar diferentes padrões de 

nucleotídeos responsáveis pela conservação de alguns aminoácidos nos domínios I, II, III e 

região-stem do gene E entre as diferentes linhagens. A alteração no domínio II e uma no 

domínio III não havia sido identificada previamente. 

No domínio I, na posição E297, o aminoácido treonina (T) foi observado em todas as 

30 sequências estudadas, diferente da sequência dos anos 80 que possui uma metionina (M) 

nesta posição, como já descrito anteriormente. No domínio II, identificamos uma alanina (A) 

na posição E230 em apenas duas das nossas sequências estudadas, pertencentes ao Sub-Clado 

Ia. Todas as outras sequências têm um T nesta posição. Analisando todas as 240 sequências 

do Subset-Clade I, apenas estas duas sequências e uma da Argentina do ano de 2016 (número 

de acesso do Genbank: KX768377) possuem este aminoácido. Tittarelli e colaboradores 

durante um estudo realizado na Argentina entre dezembro de 2015 a abril de 2016 não 

destacou este aminoácido em sua amostra (Tittarelli et al., 2017). De fato, dentre todo o banco 

de dados as únicas sequências que apresentam este aminoácido compartilhado são duas do 

nosso estudo e esta da Argentina, sendo as nossas datadas de 2014-2015, portanto precede à 

da Argentina no tempo. 

Aminoácidos conservados foram observados no domínio III (E338, E361 e E394) e na 

região stem (E428 e E436). As sequências do Sub-Clado Ib apresentaram em E394 uma Arginina 

(R) no lugar de Lisina (K), como as outras sequências de Sub-Clado I e Clado II. No entanto, 

as sequências de Clado II apresentaram as maiores diferenças entre os aminoácidos 

compartilhados, tendo o aminoácido Leucina (L) nas posições E338 e E428 e uma Isoleucina (I) 

em E436, aminoácidos conservados em todo o clado, como descrito por nosso grupo 

anteriormente. Além desses aminoácidos, uma parte do clade II (seis sequências deste estudo 

dos anos de 2014 e 2015 das regiões sudeste e nordeste) compartilham um R na E361 com 11 

sequências da Argentina no ano de 2016, diferenciando-as da outras sequências no conjunto 

de dados Clade II e Sub-Clade I, que têm um K nesta posição. Este aminoácido foi descrito 

por Tittarelli e colaboradores em 10 amostras agrupadas com sequências brasileiras (Tittarelli 

et al., 2017). 

Recentemente, Dutra e colaboradores investigaram cepas circulantes em uma 

epidemia ocorrida na região centro-oeste do estado de Minas Gerais, em Divinópolis, 

apresentando a cocirculação de duas linhagens distintas em 2013. E assim como observamos 

em nosso estudo, apontaram para cinco introduções independentes para o genótipo V no país, 

desde o ano de 1982 (Dutra et al., 2017). 



122 

 

A nomenclatura das diferentes linhagens dos DENV-1 no Brasil ainda se encontra 

sem um padrão. No nosso estudo designamos como clados acrescido de numeração romana I 

e II e letras para as linhagens dentro do clado I. Porém, Dutra e colaboradores (Dutra et al., 

2017) sugerem a padronização das linhagens com BR1 a BR5 de acordo com a ordem 

cronológica de introdução no país. 

Durante a vigilância molecular do DENV-1 no período de 2012-2016, foi 

identificado que, dentre as 30 amostras, uma se tratava de uma coinfecção por DENV-

1/DENV-4. Este caso foi inicialmente diagnosticado apenas como DENV-1, por RT-PCR e 

isolamento viral. No entanto, ao realizar a RT-PCR a partir da cultura de células inoculadas 

com o soro do paciente durante estudo retrospectivo, foi possível identificar a amplificação de 

ambos os fragmentos correspondentes aos genomas de DENV-1 e DENV-4. Para verificar se 

o resultado seria repetido, a amostra isolada foi submetida a uma passagem em cultura de 

células para posterior análise por técnicas de RT-PCR convencionais e em tempo real. A 

passagem viral do isolado original apresentou alterações na morfologia celular, caracterizada 

por um efeito citopático inicial (CPE) após seis dias do período de incubação a 28ºC. Os 

genomas de DENV-1 e DENV-4 foram recuperados e detectados por RT-PCR usando  tanto a 

mistura dos quatro primers para os DENV, quanto contendo apenas primers específicos do 

tipo DENV-1 e DENV-4, separadamente. Os genomas DENV-1 e DENV-4 também foram 

amplificados por RT-PCR em tempo real, e os títulos virais quantificados. 

A análise filogenética permitiu a identificação do genótipo V do DENV-1 e o 

genótipo II do DENV-4, ambos circulantes no país (De Bruycker-Nogueira et al., 2016). No 

ano de 2012, o DENV-1 e 4 foram prevalentes em todo o país, incluindo a região Sudeste, em 

especial o estado do RJ (Svs/Ms, 2012). Considerando a atual cocirculação de diferentes 

arboviroses no país, casos de coinfecção podem e têm ocorrido. De fato, as coinfecções por 

DENV-1 e 4 e outros sorotipos de DENV foram relatadas anteriormente no Brasil (Colombo 

et al., 2013; Martins et al., 2014), porém até o momento, desconhecíamos algum caso de 

coinfecção por sorotipos de DENV relatadas durante as epidemias ocorridas no Rio de 

Janeiro. 

Devido à emergência de importantes arbovírus com caráter epidêmico explosivo, 

como o vírus zika (ZIKV) e o vírus chikungunya (CHIKV) em todo o mundo, coinfecções 

têm sido relatadas recentemente. Apesar de parecer eventos raros, coinfecções por 

DENV/ZIKV e ZIKV/CHIKV têm sido relatadas em humanos (Dupont-Rouzeyrol et al., 

2015; Furuya-Kanamori et al., 2016; Waggoner et al., 2016; Zambrano et al., 2016; Iovine et 

al., 2017; Kaur et al., 2017). 
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 No Brasil, um estudo recente realizado por Azeredo e colaboradores durante uma 

epidemia de dengue e zika no estado de Mato Grosso do Sul em 2016, identificou pacientes 

coinfectados com DENV/ZIKV (Azeredo et al., 2018). Outro estudo do mesmo grupo, 

investigando uma tripla epidemia (dengue, zika e chikungunya) ocorrida no RJ em 2016, 

também relatou coinfecções por arbovírus distintos: CHIKV/ZIKV, CHIKV/DENV e 

DENV/ZIKV (manuscrito em preparação). 

Desconhece-se as consequências de uma coinfecção no curso da doença para o 

paciente, mas a caracterização de coinfecções em um mesmo paciente com mais de um vírus 

circulante em um único período de viremia, reforça o papel da vigilância virológica e 

entomológica. Se o paciente foi picado por um único mosquito portador de múltiplos vírus ou 

por mosquitos distintos, não está claro, no entanto, tem sido demonstrado que coinfecções, 

como ZIKV/DENV, podem influenciar fortemente a competência do vetor (Chaves et al., 

2018). 

Assim como foi identificado a coinfecção de sorotipos virais em nossas amostras 

estudadas, entendemos que durante uma infecção o hospedeiro pode apresentar variantes de 

um mesmo sorotipo viral, sendo analisado, por sequenciamento nucleotídico método de 

Sanger, somente aquele que se encontra em quantidade prevalente. Com o advento das novas 

plataformas de sequenciamento como, por exemplo, o sequenciamento de nova geração (NGS 

do inglês, next generation sequencing), é possível estudar a diversidade de variantes virais 

desconhecidas presentes no hospedeiro. Outra ferramenta que pode ser utiliza é a RT-PCR em 

tempo real método Taqman, utilizando sondas específicas para cada linhagem já caracterizada 

molecularmente. 

Estudos in vitro analisando duas linhagens cocirculantes em São José do Rio Preto, 

SP, em cultura de células VERO, C6/36 e Huh7 demonstrou que uma das linhagens 

cocirculantes tem maior fitness em células de origem humana, de mosquito e de primata não-

humano, tendo maior taxa de replicação e disseminação no hospedeiro, podendo ser mais 

facilmente transmitida ao mosquito vetor (Pinheiro et al., 2018). Porém, visto que hoje 

reconhecemos três linhagens cocirculantes no país, sendo todas detectadas na região Nordeste 

em um curto espaço de tempo (2014-2015), e duas delas distruibuídas pela região Sudeste e 

Centro-Oeste, entender o papel das linhagens em infecção mistas in vitro poderia elucidar 

alguns questionamentos quanto a permanência da cocirculação de múltiplas linhagens em uma 

mesma região geográfica, e no caso de infecção mista em paciente qual seria o 

comportamento de uma linhagem frente à outra.  
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Diante destes resultados, destacamos a importância do Brasil como um grande 

receptor e mantenedor das cepas virais que foram responsáveis por diferentes epidemias ao  

longo destes 30 anos. Diferentes eventos de  introdução de linhagens de DENV-1 ocorreram 

no território brasileiro, principalmente a partir das regiões Norte e Sudeste. Tal fato trás um 

alerta para que estas regiões sejam monitoradas com maior intensidade, visto que são fortes 

portas de entrada  no país. A cocirculação continuada de diferentes linhagens do DENV-1 até 

o ano de 2016 reforça a importância da vigilância epidemiológica, virológica e molecular, dos 

DENV, pois assim como novas linhagens vêm alcançando o país, outros genótipos poderão 

ser introduzidos e disseminados dentre a população. 
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6 CONCLUSÕES 

 A análise filogenética do DENV-1 brasileiro confirmou a circulação do genótipo V no 

país, e a análise do domínio III do gene E e da região-stem foi suficiente para 

diferenciar as distintas linhagens identificadas; 

 

 Alterações nucleotídicas gerando padrões de aminoácidos conservados entre as 

linhagens foram responsáveis pela diferenciação das linhagens; 

 

 A diversidade do genótipo V do DENV-1 nas Américas resultou da evolução local a 

partir de duas cepas introduzidas da Índia por volta do início dos anos 70 e início dos 

anos 80, independentemente.  

 

 A primeira cepa introduzida nas Américas foi responsável pela maioria das infecções 

pelo genótipo V do DENV-1, enquanto a segunda parece estar restrita principalmente 

ao Brasil.  

 

 As Pequenas Antilhas foram a principal fonte de linhagens de DENV-1 disseminadas 

nas Américas até meados da década de 1980; e Venezuela e Nicarágua se tornaram 

posteriormente os centros mais importantes de manutenção e disseminação viral no 

continente.  

 

 Embora várias linhagens de DENV-1 tenham estabelecido surtos de sucesso em 

diferentes países da América durante os anos 80, elas foram posteriormente 

disseminadas e extintas com dinâmicas muito diferentes.  

 

 Após o período de reemergência do Brasil, diferentes linhagens do genótipo V 

continuaram cocirculando no país até o ano de 2016, pelo menos. 

 

 Duas novas substituições de aminoácidos foram identificados, uma localizada no 

domínio II do gene E pertencente à amostras recentes do Brasil e Argentina. E outra 

no domínio III, sendo encontrada em amostras brasileiras e argentinas. 

 

 O evento de dispersão do Sub-Clado 1a para China provavelmente está relacionado a 

um caso pontual de viagem. 

 

A detecção de uma amostra coinfectada com DENV-1 e DENV-4 no Rio de Janeiro, 

ressalta a importância da vigilância molecular constante não só dos sorotipos, mas 

como dos genótipos e linhagens.  

 

 O Brasil foi e continua sendo um importante receptor e mantenedor dos DENV-1 ao 

longo do tempo.  
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7 PERSPECTIVAS 

Realizar um estudo sobre o fitness viral das diferentes linhagens cocirculantes no 

Brasil utilizando células C6/36, Vero e Huh7. Para isto, as massas virais de representantes de 

cada linhagem já foram estabelecidas, apresentando o título de 10E6 cópias/mL.  

Desenvolver um protocolo de RT-PCR para genotipagem e linhagem para o DENV-

1. Primers específicos para os genótipos e linhagens já foram construídos e adquiridos, 

aguardando o início dos testes. 

Estabelecer um protocolo de pirosequenciamento como alternativa ao 

sequenciamento de Sanger para triagem das amostras a serem completamente ou parcialmente 

sequenciadas. 
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9 ANEXO 

9.1 Nome e abreviatura dos aminoácidos 

Aminoácido Abreviatura de três letras Abreviatura de uma letra Cadeia lateral 

Ácido aspártico Asp D Ácida  

Ácido glutâmico Glu E Ácida 

Alanina Ala A Apolar  

Cisteína Cys C Apolar 

Fenilalanina Phe F Apolar 

Glicina Gly G Apolar 

Isoleucina Ile I Apolar 

Leucina Leu L Apolar 

Metionina Met M Apolar 

Asparagina Asn N Apolar 

Valina Val V Apolar 

Triptofano Trp W Apolar 

Histidina His H Básica  

Lisina Lys K Básica 

Glutamina Gln Q Básica 

Prolina Pro P Polar não-carregada 

Arginina Arg R Polar não-carregada 

Serina Ser S Polar não-carregada 

Treonina Thr T Polar não-carregada 

Tirosina Tyr Y Polar não-carregada 

        Fonte: (Alberts et al., 2010). 
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10 PRODUÇÃO CIENTÍFICA 

10.1  Primeira autoria 

10.1.1 Molecular Biology Approaches for Dengue Diagnosis and Research in Brazil: An 

Overview (pp. 1-30) (Capítulo de livro). 

 

 



150 

 



151 

 



152 

 



153 

 



154 

 



155 

 



156 

 



157 

 



158 

 



159 

 



160 

 



161 

 



162 

 



163 

 



164 

 



165 

 



166 

 



167 

 



168 

 



169 

 



170 

 



171 

 



172 

 



173 

 



174 

 



175 

 



176 

 



177 

 

 

 

 

 

 

 



178 

 

10.1.2 Arboviruses in the context of large-events. 
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10.2 Co-autoria 

10.2.1 Impact of the emergence and re-emergence of different dengue viruses' serotypes in 

Rio de Janeiro, Brazil, 2010 to 2012.  
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10.2.2 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. 
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10.2.3 First Report of the East-Central South African Genotype of Chikungunya Virus in 

Rio de Janeiro, Brazil. 
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10.2.4 Dengue type 4 in Rio de Janeiro, Brazil: case characterization following its 

introduction in an endemic region. 
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10.2.5 Analysis of Clinical and Laboratory Alterations Related to Dengue Case Severity: 

Comparison between Serotypes 2 and 4 in Brazil 
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10.2.6 Dengue Virus Serotype 2 Established in Northern Mozambique (2015-2016). 

 


