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Para tudo há um tempo, para cada coisa há um momento debaixo dos céus, 

Há um tempo para plantar e um tempo para colher. 

Assim eu concluí que nada é melhor para o homem do que alegrar-se e 

procurar o bem estar durante sua vida; e o que comer, beber e gozar do fruto 

do seu trabalho é um dom de Deus. 

 
Eclesiastes 3: 1-2, 12 
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RESUMO 
 
 
 
Atualmente, a dengue representa um dos maiores problemas em saúde pública, pois é 

causa de doença e morte entre milhares de pessoas que residem nas regiões tropicais e 

subtropicais do mundo. Os vírus dengue existem como quatro sorotipos virais (DENV-1 a 

DENV-4) de acordo com diferenças antigênicas, sendo caracterizados grupos intra-típicos 

denominados genótipos. A vigilância laboratorial possibilita a confirmação diagnóstica de 

infecção por dengue e o monitoramento de sorotipos circulantes, através de técnicas 

diagnósticas de rotina. Recentemente, o uso de técnicas moleculares tem contribuído para a 

caracterização e monitoramento de genótipos potencialmente virulentos na vigência de 

epidemias e melhor entendimento da biologia do vírus. Esta tese de doutorado compreende 

uma introdução que contempla uma revisão da literatura sobre dengue e dois manuscritos 

que descrevem as pesquisas realizadas com enfoque no diagnóstico laboratorial e 

epidemiologia molecular. O primeiro manuscrito intitulado Laboratorial Surveillance of 

Dengue Virus in Central-Brazil, 1994-2003, foi publicado no Journal of Clinical Virology, 

2006 37 (3): 179-83. Neste estudo, apresentamos os resultados de uma vigilância 

laboratorial conduzida na cidade de Goiânia na região Centro-Oeste do Brasil, desde a 

introdução dos vírus dengue em 1994 até 2003. Casos com suspeita clínica de dengue 

foram atendidos em unidades de saúde e hospitais de referência da região metropolitana e 

os testes sorológicos e/ou isolamento viral realizados no laboratório de referência estadual 

– LACEN-GO. Nosso objetivo foi descrever sobre os sorotipos virais circulantes de 

dengue nos anos de 1994 a 2003 e o seu papel nos desfechos clínicos de dengue na região 

Centro-Oeste do Brasil e caracterizar sorotipos e genótipos ou subtipos genômicos pela 

RT-PCR e RSS-PCR em amostras selecionadas. O sorotipo DENV-1 foi identificado como 

prevalente nos anos 1994 a 2002, sendo substituído por DENV-3 em 2003. Os adultos 
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(87,4%) foram mais atingidos e a dengue clássica a mais diagnosticada. A dengue foi 

confirmada em 50% dos casos suspeitos de dengue incrementado pela RT-PCR. Os 

genótipos ou subtipos genômicos do DENV-1 e DENV-3 corresponderam circulantes no 

país. A infecção pelo DENV-3 não sugere um papel relevante no aumento da gravidade da 

doença durante seu primeiro ano de dispersão no Centro-Oeste do Brasil. O segundo 

manuscrito, a ser submetido à publicação, foi intitulado Epidemiologia Molecular do Vírus 

Dengue tipo 3 em Goiânia – GO, 2005-2006. O objetivo desse trabalho foi caracterizar o 

genótipo circulante do DENV-3 isolado de amostras bem caracterizadas clínica e 

laboratorialmente em Goiânia-GO/Brasil e analisar as alterações genômicas encontradas. 

Sete seqüências regiões prM/M/E, foram obtidas e analisadas em comparação com cepas 

protótipo do DENV-3. As seqüências do estudo apresentaram maior homologia com a 

cepas do genótipo III. O percentual de identidade nucleotídica das amostras do DENV-3 

seqüenciadas variou de 97,0% a 99,6% e de aminoácidos 97,5% a 99,5%, mostrando-se 

conservadas. A análise da seqüência nucleotídica das amostras do estudo revelou mutações 

silenciosas e 14 substituições de aminoácidos na seqüência da proteína deduzida do gene 

prM/M/E. Em conclusão, o estudo confirma que as cepas de DENV-3 da região centro-

oeste pertencem ao genótipo III. Alterações genômicas significativas foram observadas ao 

longo do domínio III da proteína E, as quais poderiam afetar a patogenicidade, entretanto 

não foram consistentes entre as amostras de DCC e FHD. As amostras de pacientes com 

dengue clássica apresentaram alterações em resíduos de aminoácidos no domínio III 

relatados como pontos de atenuação viral. Maiores investigações serão necessárias para 

confirmar as alterações encontradas e sua relação com as formas clínicas. 

 

Palavras chaves: Vírus dengue; genótipo, epidemiologia molecular, seqüenciamento 

genômico. 
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 ABSTRACT 
 
 
 
Nowadays, dengue constitute the major public health problem, because is relevant cause of 

illness and death between thousands people that resident in the tropical and subtropical 

regions in world. The dengue virus is classified as four serotypes (DENV-1, 2, 3 and 4) 

according to antigenic differences and characterized intra-typical groups called genotypes. 

The laboratorial surveillance enables the diagnostic confirmation of dengue infection and 

monitoring serotypes circulating through the routine diagnostic techniques. Recently, the 

use molecular techniques has contributed to characterize and monitoring of the genotypes 

potentially virulent during epidemic and knowledge of biology of dengue virus. This thesis 

was organized in an introduction section, that include a literature review on dengue, and 

two manuscripts that describing the research conducted with focus on laboratory diagnostic 

and molecular epidemiology. The first manuscript entitled Laboratorial Surveillance of 

Dengue Virus in Central-Brazil, 1994-2003, was published at Journal of Clinical Virology, 

2006 37 (3): 179-83. In this study we present the results of the virological surveillance for 

dengue cases conducted in the city of Goiânia (~1,200,000 population) from 1994 to 2003. 

Suspected cases were from the main public infectious disease reference hospital and 

outpatient clinics covering the metropolitan area. Serological and virus isolation tests were 

conduced at the regional reference laboratory. Our objective was to report dengue 

circulating serotypes from 1994 to 2003 and the role of distinct serotypes on dengue 

clinical outcomes in Central Brazil and to characterize serotypes and genotypes by reverse 

transcriptase PCR (RT-PCR) and by restricted site-specific PCR (RSS-PCR) patterns in 

selected samples. Laboratory surveillance identified mainly DEN-1 serotype from 1994 to 

2002 shifting to a high circulation of DEN-3 in 2003. The adults (87,4%) were the most 

affected group and dengue fever accounted for the majority of the cases. Diagnosis of 
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dengue was confirmed in ~50% of the suspected and enhanced by RT-PCR. RSS-PCR 

patterns for DEN-1 and DEN-3 corresponded to the circulating subtypes in the country. 

The infection DENV-3 did not suggest a major role of infecting DEN-3 in increasing 

disease severity during its first-year spread in Central Brazil. The second manuscript, to be 

submitted for publication is entitled: Epidemiologia Molecular do Vírus Dengue tipo 3 em 

Goiânia – GO, 2005-2006. The objective of this manuscript was to characterize the 

DENV-3 genotype circulating isolated from well-characterized clinical and laboratory 

samples in Goiânia-GO/Brasil. Seven samples had sequences of the prM/M/E region 

obtained and comparative analysis was performed with the reference strains. The results 

showed the homology of the genomics sequences with genotype III strains. The nucleotide 

identity of the all the samples varied from 97.0% to 99.6% and the amino acid sequences 

from 97.5% to 99.5%. The analysis of the nucleotide sequence revealed silent mutation and 

14 amino acid changes in the protein deduced from gene prM/M/E. In conclusion, the 

study confirms that the strains of DENV-3 in Central Brazil relate to genotype III. The 

genomic changes along Domain III of the protein E were observed, which could affect the 

pathogenicity, but were not consistent between samples of DCC and DHF. Samples of 

patients with dengue fever had mutations related to viral attenuation. More investigation is 

necessary to evidence of genomic changes found in relationship with clinical forms. 

 

Keywords: Dengue virus; genotype, molecular epidemiology, genomic sequecing. 
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A dengue é uma doença infecciosa causada pelos vírus dengue (DENV-1, DENV-

2, DENV-3 e DENV-4) transmitida ao homem pela picada do mosquito Aedes aegypti e 

caracterizada por um espectro de manifestações clínicas desde a Febre da Dengue (FD) ou 

dengue clássica até a Febre Hemorrágica da Dengue (FHD) e a Síndrome do Choque de 

Dengue (SCD), a forma mais grave da doença. Está amplamente distribuída pelas regiões 

tropicais e subtropicais do mundo, em decorrência da expansão do vetor nos últimos 30 

anos, constituindo um problema global de saúde pública pela crescente incidência de casos 

e a emergência da febre hemorrágica da dengue, importante causa de mortalidade. Cerca 

de 50 milhões de pessoas adoecem anualmente por dengue e mais de 500 mil desenvolvem 

FHD, afetando o sistema de saúde, o trabalho e o turismo com repercussões econômicas e 

sociais (Pinheiro & Corber 1997, Gubler 1998, Halstead 2007, Harving & Röesholt 2007, 

WHO 2008). 

A expansão das epidemias de dengue ocorreu em parte pela falta de uma vacina 

disponível contra a doença e por fatores que reconhecidamente contribuíram para a 

dispersão do vetor: o crescimento global da população e urbanização não planejada, 

problemas com infra-estrutura de saneamento básico, falhas no controle efetivo do 

mosquito, aumento do uso de produtos não biodegradáveis, mudanças climáticas e o 

aumento das viagens aéreas favorecendo o maior deslocamento entre populações (WHO 

1997, Gubler 1998, Torres 2005). 

Nesse contexto, um maior investimento em pesquisas na busca de melhor 

entendimento sobre a doença tem sido a preocupação de organismos internacionais. Em 

2002, a Organização Mundial de Saúde organizou uma Conferência em Biotecnologia e 

Genômica em Benefício da Saúde com a participação de renomados cientistas que 

discutiram sobre pesquisas em dengue.  As recomendações foram com base na formação 

de uma rede integrada para estudos colaborativos envolvendo informações em vigilância, 
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estudos clínicos e fisiopatológicos, desenvolvimento de novas ferramentas diagnósticas, 

vacinas, bioética e questões sociais (Calva et al. 2002). 

Desde 1999, a dengue foi incorporada no Portifólio da UNICEF, UNDP, World 

Bank e no Programa Especial da Organização Mundial da Saúde para Pesquisa e 

Treinamento em Doenças Tropicais (WHO/TDR 2006), cujas prioridades foram revistas 

durante o encontro de cientistas participantes do grupo de trabalho (Dengue Scientists 

Work Group) SWG/TDR, Genebra, 2006, objetivando pesquisas para o desenvolvimento 

no tratamento, prevenção e controle. Algumas instituições não governamentais também 

estão envolvidas nesse processo contribuindo com o financiamento de pesquisas para o 

desenvolvimento de drogas e vacinas, controle do vetor e pesquisas clínicas, tais como, a 

Foundation Mellinda Gates, PDVI, IVCC, TDR, European Comission, Welcome Trust e 

Novatis.  

Evidências dos avanços nas pesquisas em dengue compreendem: o 

desenvolvimento de novas metodologias na busca de um diagnóstico mais rápido, acurado 

e que possa predizer gravidade; os mecanismos imunológicos envolvidos no 

desenvolvimento de formas graves da doença; o uso de anticorpos monoclonais, 

demonstrando alterações genômicas que evidenciam atenuação ou virulência viral; o uso 

de técnicas de biologia molecular aplicadas ao estudo da biologia do vírus e da sua 

diversidade genética.  

Os resultados dessas pesquisas vêm contribuindo com o melhor entendimento da 

doença e desenvolvimento de vacinas e terapêutica viral. 
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EPIDEMIOLOGIA DA INFECÇÃO PELOS VÍRUS DENGUE 

 

Historicamente, as primeiras descrições de epidemias de dengue na literatura 

médica foram relatadas na África, Ásia e América, em 1779 e na Filadélfia em 1780 

(Henchal & Putnak 1990). Entretanto, relatos de uma doença semelhante à dengue já 

apresentava dispersão global, mesmo antes do século XVIII (Gubler 1998). 

A primeira epidemia conhecida de FHD ocorreu em Manila, nas Filipinas, em 

1953-54, onde dois novos vírus sorologicamente relacionados foram isolados e 

denominados dengue tipo 3 e 4 (Hammon et al. 1960), em seguimento aos vírus dengue 

tipo 1 e 2 identificados por Sabin et al. (1952).  

Após a Segunda Guerra Mundial, houve dramático aumento na incidência de 

dengue e FHD em escala mundial, sendo que as décadas de 80 e 90 foram marcadas pela 

propagação geográfica e intensificação das epidemias de dengue e emergência de FHD na 

Ásia, espalhando-se pela Índia, Paquistão, Sri Lanka e Ilhas Maldivas e China (Pinheiro & 

Corber 1997, Gubler 1998, WHO 2002). 

A circulação de múltiplos sorotipos de dengue ocorre na Ásia há muitas décadas, 

caracterizada como uma doença pediátrica onde, até recentemente 50% das crianças 

tailandesas poderiam adquirir uma ou mais infecção por dengue até os 5 anos de idade e 

aos vinte anos teriam anticorpos para os 4 sorotipos (Fischer & Halstead 1970). 

Atualmente, com o crescimento econômico e melhorias nos programas de controle da 

doença, a incidência da doença diminuiu em alguns países, entretanto houve aumento de 

FHD em crianças e emergência da doença em adultos (Ooi et al. 2003, Halstead 2006). 

Outros estudos na Ásia relatam a dispersão da doença, circulação viral e aumento da 

incidência de casos discutindo estratégias de controle e prevenção (Rahman et al. 2002, 

Victor et al. 2007). 
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No continente americano as epidemias de dengue foram raras entre os anos de 

1950 e 1970, principalmente em função da erradicação do Ae. aegypti na maioria dos 

países da América Central e do Sul (Gubler 1998). Os sorotipos do vírus dengue 

responsáveis pelas epidemias neste período foram conhecidos a partir de 1952, quando foi 

isolado DENV-2 em Trinidad e, após dez anos, DENV-3 foi isolado de amostras em Porto 

Rico. Porém, em 1976, houve reinfestação do Ae. aegypti nas Américas pela 

descontinuidade das medidas de controle do vetor (Pinheiro & Corber 1997, PAHO 2001). 

Em 1977, o DENV-1 foi introduzido na Jamaica e dispersou-se rapidamente provocando 

epidemias em vários países do Caribe e América Central. Até 1980, mais de 700 mil casos 

da doença foram registrados em todo o continente (PAHO 1989). O primeiro registro de 

DENV-4 ocorreu em 1981 na Ilha de St. Bartolomeu, em Porto Rico e, após causar surtos 

no Caribe e países da América Central e do Sul, este sorotipo tornou-se endêmico na região 

(PAHO 2001).  Ainda em 1981, houve introdução de um novo genótipo de DENV-2 no 

continente, desencadeando, em Cuba, a primeira epidemia de FHD das Américas, onde 

10.132 casos de FHD/SCD foram registrados com 158 óbitos, sendo 101 crianças (Kourí et 

al. 1987). Registros de FHD também ocorreram na Venezuela durante a epidemia de 1989-

1990 (Pinheiro & Corber 1997). De 1981 a 1997, 24 países reportaram casos de FHD 

(Gubler 1998). Nessas epidemias dois terços dos casos ocorreram em crianças com menos 

de 15 anos de idade, sendo que no Brasil e na Colômbia, predominaram os pacientes 

adultos. O DENV-3 foi detectado em 1994, primeiramente na América Central, depois no 

México e América do Sul (Guzman et al. 1996, Uzuku et al. 2001), sendo caracterizado o 

genótipo III (distinto do genótipo que circulava nas Américas há 17 anos) e esteve 

associado às epidemias de FHD/SCD no Sri Lanka e Índia na década de 80 (Messer et al. 

2003). Nos anos de 2000 e 2005 o DENV-3 circulou em vários países, sendo introduzido 
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na América do Sul, pela Venezuela e Brasil, causando grandes epidemias (PAHO 2000, 

Nogueira et al. 2001, Uzcategui et al 2003, De Simone et al. 2004, Peyrefitte et al. 2005). 

A epidemiologia da doença caracterizou-se por um aumento da freqüência de 

casos de dengue e de FHD em vários países da América Central e Caribe, estabelecendo 

um padrão de hiperendemicidade com epidemias intermitentes e persistência da co-

circulação de múltiplos sorotipos virais (Guzman & Kouri 2003). Esta alta atividade dos 

vírus dengue no continente e a re-infestação pelo Aedes aegypti em 1977, contribuíram 

para a re-introdução dos vírus no Brasil na década de 80 (Pinheiro & Corber 1997).  

No Brasil, os primeiros relatos de dengue (denominada à época de polka) 

descreveram surtos ocorridos em 1846 no sudeste, norte e nordeste do país (Mariano 

1917). A descrição do quadro clínico de dengue clássico foi feita com base em estudos 

realizados durante a epidemia de 1922-23 no Rio de Janeiro e Niterói (Figueiredo et al. 

2000). 

A re-infestação do Aedes aegypti a partir de 1976 possibilitou a introdução dos 

vírus dengue em Boa Vista-RR (1981) (Osanai et al. 1983), entretanto, foi a partir de 1986, 

pela introdução do DENV-1 no Rio de Janeiro, que o vírus espalhou pelo país (Schatzmayr 

2000). 

Um caso de DENV-2 foi reportado em Belém (1989), isolado de um paciente 

oriundo de Luanda, Angola (Travassos da Rosa et al. 1989), entretanto, não houve 

disseminação deste vírus, o qual pertencia ao genótipo IV (Burkina Faso), diferente do 

genótipo III (Jamaica), identificado nos casos autóctones de DENV-2 no Rio de Janeiro 

identificados em 1990. Posteriormente, no Ceará (1994), a epidemia de DENV-2 registrou 

os primeiros casos de FHD no Brasil (Nogueira et al. 1990, Vasconcelos et al. 1995).  

DENV-1 e DENV-2 circularam concomitantemente pelo país causando epidemias 

por quase 10 anos até a introdução do DENV-3, em 2000, primeiramente registrado em 
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São Paulo, de um caso importado da Nicarágua (Rocco et al. 2001). No mesmo ano o 

DENV-3 foi isolado no Rio de Janeiro e se espalhou rapidamente para todo o Brasil 

(Nogueira et al. 2001). Em 2002 ocorreu a mais grave epidemia de dengue no Brasil, com 

mais de 794 mil casos notificados (MS/SVS 2003) sendo prevalente o DENV-3. 

O agravamento da situação epidemiológica da dengue pela dispersão dos vírus 

pelo país e conseqüente aumento da incidência de casos notificados de dengue e FHD 

(Teixeira et al. 2005), levou o Ministério da Saúde a implantar o Programa Nacional de 

Controle da Dengue (PNCD), com o objetivo de intensificar de ações de controle para a 

redução do impacto da dengue no Brasil. Considera-se que as ações do PNCD, 

desenvolvidas em parceria com Estados e Municípios, tenham contribuído com a redução 

dos casos da doença a partir de 2004 (MS/SVS 2008). 

Dois padrões epidemiológicos de dengue foram descritos no Brasil: de 1986 a 1993 

com epidemias esporádicas e localizadas em centros urbanos, e de 1994 a 2005, um 

cenário endêmico-epidêmico com a circulação dos três sorotipos virais (DENV-1, DENV-

2 e DENV-3) em todo o território nacional e com incremento de hospitalizações e casos de 

dengue hemorrágico (Siqueira et al. 2005). 

As sucessivas epidemias com notificação de alto número de casos por todos os 

estados brasileiros demonstram o avanço da dengue nos últimos 20 anos de epidemias no 

Brasil com o registro de 4 234 049 casos de dengue (Nogueira et al. 2007).  

Em 2007, ocorreram epidemias com altas taxas de incidência, a exemplo dos 

estados de Mato Grosso do Sul e Rio de Janeiro; observou-se a interiorização da doença e a 

concentração de casos de dengue hemorrágico/óbitos em determinadas regiões do Brasil 

(MS/SVS 2008). Foi observado um aumento de casos de FHD em menores de 15 anos nos 

estados do Maranhão e Piauí, com isolamento do DENV-2. Por esse motivo o Ministério 

da Saúde alertou para a possibilidade de mudanças no perfil epidemiológico da dengue no 
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Brasil que, diferentemente dos países asiáticos, atinge os adultos (Siqueira et al. 2005, 

MS/SVS 2008). Em Goiás, à semelhança do cenário epidemiológico do país, a ocorrência 

de epidemias de dengue, com introdução sucessiva dos três sorotipos virais têm 

incrementado o número de casos notificados com o aparecimento de formas graves e 

óbitos (Feres et al. 2006, SES-GO 2008). Desde a introdução do DENV-1 em 1994 até 

2007, foram notificados 165.532 casos de dengue, com 375 casos FHD e 72 óbitos (SES-

GO 2008). Os primeiros casos de FHD foram registrados a partir da introdução do DENV-

2 em 1998, entretanto, o DENV-1 manteve-se como o sorotipo prevalente até 2002, 

durante a maior epidemia de dengue já registrada em Goiás (28 373 casos notificados), o 

qual foi substituído pelo DENV-3 nos anos subseqüentes.  

Entre dezembro de 2007 e fevereiro de 2008, a população de Goiás viveu uma 

situação ímpar com a ocorrência de uma epidemia de febre amarela. Houve registro de 

epizootia e a confirmação de 21 casos de febre amarela silvestre representando 52% 

(21/40) do total de casos confirmados no Brasil. Goiás é região endêmica para febre 

amarela e para controle da epidemia 2.847.695 doses de vacina contra a febre amarela 

foram aplicadas na população no referido período (MS/SVS 2008). Este é um dado 

epidemiológico importante para interpretações no diagnóstico laboratorial de febre amarela 

e dengue, pois a concomitância de epidemias por diferentes flavivírus em uma mesma 

região, requer a utilização de técnicas que possibilitem o diagnóstico diferencial das 

infecções (MS/FUNASA 2002). A presença de anticorpos IgM anti-FA, de origem vacinal, 

pode resultar em resposta cruzada com a pesquisa de anticorpos anti-dengue mediante a 

suspeita clínica da doença. Na prática laboratorial, para todos os casos com suspeita clínica 

de dengue e histórico de vacina anti-FA recente, realiza-se a sorologia para dengue e febre 

amarela, assim como para todo caso suspeito de febre amarela realiza-se a pesquisa de 

anticorpos IgM anti-dengue. A inibição da hemaglutinação (IH), o isolamento viral e a 
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pesquisa de RNA e antígenos virais, são importantes ferramentas também utilizadas no 

esclarecimento do diagnóstico das infecções por flavivírus ((MS/FUNASA 2002). 

Estudos realizados em Goiânia têm contribuído para a o entendimento da 

epidemiologia da dengue na região. Uma prevalência de 40% de exposição prévia ao vírus 

dengue, obtida em inquérito populacional em Goiânia em 2001, permitiu estimar uma 

exposição prévia aos vírus do dengue em mais de 400 mil residentes ao considerar a 

população global do município (Siqueira et al. 2004). A vigilância laboratorial tem sido 

realizada na região e contou com a implementação de técnicas de biologia molecular, neste 

estudo, para a detecção de sorotipos e genótipos circulantes (Feres et al. 2006). Um estudo 

de coorte incluiu casos DC e FHD, oriundos de demanda de vigilância epidemiológica, 

caracterizados clínica e laboratorialmente com o objetivo de determinar fatores 

prognósticos para desencadeamento de FHD. A persistência de viremia na defervescência e 

alterações de enzimas hepáticas foram significativas e importantes para o prognóstico de 

doença mais grave (Guilarde et al. 2008). Na população estudada a infecção secundária, 

considerada como fator de risco para FHD, não foi associada aos casos de FHD 

confirmados, abrindo perspectivas para a caracterização molecular dos sorotipos e 

genótipos virais circulantes. Outro estudo mostrou o perfil da epidemia em crianças, o qual 

tem sido subestimado na região em função de sintomas clínicos inespecíficos. Cerca de 

20% dos casos tiveram FHD ou dengue com complicações (Rocha 2008). 
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OS VÍRUS DENGUE 

 

Classificação 

 

Os vírus dengue pertencem a família Flaviviridae, ao gênero Flavivirus, o qual é 

composto por 53 espécies, onde 27 são transmitidos por mosquitos, 12 por carrapatos e 14 

não possui vetor conhecido. Das espécies de vírus transmitidas por mosquito, 65% 

produzem doença em humanos (ICTV 2005). O Aedes aegypti é o vetor mais importante 

envolvido na transmissão viral da dengue, seguido do Aedes albopictus. Os vírus dengue 

foram classificados em quatro sorotipos antigenicamente distintos designados DENV-1, 

DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (ICTV 2005).  

 

Estrutura e morfologia 

 

Os Flavivírus são vírus esféricos com 40-60 nm de diâmetro constituídos por um 

capsídeo icosaédrico formado por um único tipo de proteína denominada proteína C, que 

circunda o genoma viral (Chambers et al. 1990). O envelope viral é formado por uma 

bicamada lipídica incorporando a glicoproteína E, a proteína M e pequenos resíduos da 

proteína prM (Figura 1), as quais formam pequenas projeções na superfície do vírion 

(Heinz & Allison 2001, Mukhopadhyayea et al 2005).  
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Figura 1. Partícula viral e composição esquemática do vírus dengue – adaptado de Heinz & 

Allison (2001) e Rossman (2008). A) Partícula do vírus dengue determinada pela criomicroscopia 

eletrônica demonstrando a simetria icosaédrica 100 Ǻ de resolução Rossman et al. 2008.  B) 

Diagrama esquemático do vírus dengue ilustrando o estágio de maturação, Heinz & Allison 

(2001). Onde: E – proteína do envelope; M – proteína de membrana; prM – proteína pré-

membrana; C – proteína do capsídeo. 

  

Genoma viral 

 

Os Flavivírus têm genoma de RNA fita simples (ssRNA) polaridade positiva com 

aproximadamente 11 Kb de tamanho e massa molecular de 4 x 106 Da. O genoma possui 

na extremidade terminal 5’ uma região cap 7 metil guanosina e não apresenta cauda 

poliadenilada na extremidade 3’ (Chambers et al. 1990, Henchal & Putnak 1990). As 

extremidades 5’ e 3’ possuem duas regiões não codificantes com 96 e 454 nucleotídeos, 

respectivamente e, entre estas, uma única fase aberta de leitura, que codifica uma 

poliproteína de 3386 a 3434 aminoácidos. Esta poliproteína é posteriormente clivada co- e 

pós-traducionalmente em proteínas estruturais (C, prM/M e E) e não estruturais (NS1, 

NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Heinz & Allison 2001). Uma peptidase sinal do 

hospedeiro é responsável pelas clivagens entre C-prM, prM-E, E-NS1, e próxima da região 

carboxiterminal da NS4A. Uma serina protease, codificada pelo vírus, é responsável pelas 

clivagens entre NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A, NS4A/NS4B e NS4B/NS5. A 
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enzima responsável pela clivagem da NS1/NS2A ainda é desconhecida (Lindenbach & 

Rice 2002) (Figura 2). 

As regiões 5’ e 3’ não codificantes (RNC) são importantes para controle da 

replicação do RNA viral (Clyde et al. 2006). 

O genoma viral de polaridade positiva serve como RNA mensageiro (mRNA) para 

a tradução das proteínas virais. Nenhum RNA viral subgenômico tem sido encontrado em 

células infectadas com vírus (Chambers et al. 1990). A região não codificante (RNC) 5’ é 

uma seqüência não conservada entre os diferentes flavivírus, e pode estar envolvida na 

tradução do genoma ou ainda na complementaridade da cadeia negativa, que serve como 

sitio de iniciação da cadeia positiva durante a síntese da replicação do RNA. A RNC 3’ 

exibe grande variabilidade, embora várias características conservadas e estruturas 

secundárias tenham sido descritas (Lindenbach & Rice 2003). 

 

Figura 2. Organização genômica dos Flavivírus – adaptado de Chambers et al. (1990), 

Lindenbach & Rice (2002). A) Genoma viral dos Flavivírus com regiões que codificam proteínas 

estruturais e não estruturais, regiões cap 5’ e 3’ e regiões não codificantes RNC; B)Tradução e 

processamento da poliproteína; As setas pretas representam os sítios de clivagem pela signalase. 

C)Precursores e proteínas gerados pela clivagem proteolítica da poliproteína, proteínas 

estruturais em cinza e não estruturais em branco e preto. As setas brancas representam os sítios de 

clivagem pela protease viral. A atividade proteolitica responsável pela clivagem entre NS1 e 2A 

ainda não é conhecida. 

?
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Proteínas estruturais 

 

A proteína C constitui o capsídeo viral. Possui massa molecular de 12-14 kDa, e 

resíduos básicos que mediam a interação com o RNA genômico formando o complexo 

ribonucleoproteína (Lindenbach & Rice 2002). A proteína C nascente contém na região 

carboxi – terminal uma âncora membranosa hidrofóbica que serve como peptídeo sinal 

para translocação da prM dentro do lúmen do retículo endoplasmático rugoso (RER). Este 

domínio hidrofóbico é clivado para proteína C madura por uma serina protease viral 

(Heinz & Allison  2003).  

A proteína prM é uma glicoproteína precursora da proteína M. Possui massa 

molecular de 18 a 19 kDa. Morfologicamente, encontra-se na forma de um heterodímero 

estável com a proteína E. Esta é translocada dentro do lúmen do RE pelo domínio 

hidrofóbico C-terminal da proteína C e sofre clivagens pela peptidase sinal do hospedeiro 

para ser liberada e removida do capsídeo (Lindenbach & Rice 2003). A clivagem 

proteolítica de prM em M ocorre durante a maturação ou liberação do vírus da célula e 

parece ser crucial para o evento terminal da morfogênese viral (Henchal & Putnak 1990). 

A função da prM é estabilizar a proteína E, impedindo a exposição prematura do peptídeo 

de fusão ao pH reduzido encontrado na via exocítica. A retenção da proteína prM pode 

afetar a conformação e antigenicidade da proteína E, e reduzir a infectividade viral 

inibindo a fusão viral (Heinz & Allison 2003). A proteína M (8 kDa) encontra-se presente 

na superfície do vírion maduro e admite-se que a sua formação seja necessária para a 

geração da atividade de fusão do envelope viral (Mukhopadhyayea et al 2005). 

A proteína E é a maior proteína de superfície do vírus com massa molecular 51-60 

kDa constitui a glicoproteína do envelope viral, altamente conservada entre os flavivírus e 

apresenta um importante papel na infectividade do vírion, sendo responsável pela ligação 
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da partícula viral à célula e fusão com a membrana endossomal em pH ácido. Possui 

atividade hemaglutinante e é indutora de anticorpos neutralizantes, sendo o principal alvo 

da resposta imunoprotetora no hospedeiro vertebrado (Roehring 2003). É sintetizada como 

uma proteína de membrana tipo I, contendo 12 cisteínas conservadas que formam pontes 

dissulfeto (Heinz & Allison 2003).  

A estrutura cristalizada de um fragmento solúvel da proteína E do DENV-3 foi 

determinada (Modis et al. 2004), a qual apresentou estrutura semelhante ao TBEV descrita 

anteriormente (Rey et al. 1995). O modelo da proteína E de DENV-3 revelou uma estrutura 

elongada rica em folhas β, formando um homodímero (“head-to-tail”). Cada subunidade é 

composta de três domínios: o domínio I, as cadeias β predominam com uma estrutura 

dando a forma de um Barril β e eixo orientado em paralelo à membrana viral; o domínio II 

é uma estrutura alongada semelhante a um “dedo”, que é composta de duas alças 

descontínuas estendidas do domínio I. Uma dessas alças é estabilizada por três pontes 

dissulfetos e formam uma ponta que interage com pontos hidrofóbicos providos de 

resíduos adjacentes da junção dos domínios I e III do segundo monômero a qual se projeta 

ao longo da superfície do vírus. A alça que constitui esta ponta é altamente conservada 

entre todos os flavivírus e funciona como um peptídeo de fusão interno. O domínio III é 

uma região constante semelhante uma imunoglobulina, que se supõem ser uma região de 

ligação ao receptor com uma série de determinantes de virulência e neutralização (Rey et 

al. 1995, Mandl et al. 2000, Modis et al. 2005) (Figura 3). 
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Proteínas não estruturais 

 
A proteína NS1 é uma glicoproteína com peso molecular de 48 kDa expressa na  

forma residente no RE, na superfície das células infectadas e na forma solúvel (sNS1), 

extracelular, sendo esta capaz de induzir resposta imune humoral. Os anticorpos podem 

direcionar a lise mediada pelo complemento, em células infectadas por flavivírus com a 

NS1 na superfície e que também é alvo para células T citotóxicas (Henchal et al. 1990, 

Burke & Monath 2002). Sua função está relacionada com a morfogênese viral, entretanto, 

não está bem definida ainda qual a função das formas extracelulares da NS1 (Burke & 

Monath 2002, Lindenbach & Rice 2003). A forma secretada solúvel é constituída de três 

grupos de dímeros, mantidos juntos por interações hidrofóbicas que podem surgir via 

seqüestro de interações membranosas, colocadas na superfície dos dímeros de NS1 

(Lindenbach & Rice 2003). O processamento proteolítico da junção das proteínas 

NS1/NS2A ocorre por uma enzima do hospedeiro desconhecida residente no RE. Esta 

proteína é altamente hidrofílica e não contém domínios transmembrana, porém a natureza 

Figura 3. Estrutura tridimensional dos domínios do fragmento solúvel da proteína E. a) os 

domínios representados pela cor vermelha DI, amarelo DII e azul DIII; b) conformação dos três 

domínios de E na partícula do virion maduro; c) o empacotamento dos domínios na superfície do 

vírion. Extraído de Modis et al., 2004.      
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desta associação com membranas é controversa. A NS1 contém dois ou três sítios de N-

glicosilação N130 e N207, os quais demonstraram ser requeridos para a replicação viral em 

células de mosquito, e 12 cisteínas conservadas que formam pontes dissulfetos (Crabtree et 

al. 2005).  

Bem menos caracterizadas são as pequenas proteínas hidrofóbicas NS2A, NS4A e 

NS4B. A NS2A tem sido implicada no processamento de NS1 que juntamente com a 

NS4A e NS4B estariam envolvidas no processo da replicação viral. A região N-terminal da 

NS2A é gerada via clivagem da NS1-2A por uma enzima do hospedeiro residente no RE 

ainda desconhecida (Lindenbach & Rice 2002). A região C-terminal é gerada pela 

clivagem pela serina protease viral, no citoplasma da célula hospedeira. 

A região C terminal da NS4A age como uma seqüência sinal para a translocação da 

NS4B para dentro do lúmen do RE. A proteína NS4B é uma proteína transmembrana que 

está localizada em sítios de replicação e no núcleo. Esta proteína é modificada após a 

tradução para uma forma que migra muito rapidamente em SDS-PAGE (Chambers et al. 

1990). Recentemente, foi demonstrado que NS4B e, em menor extensão NS2A e NS4A, 

são capazes de bloquear a sinalização de IFN beta e gama (Clyde et al. 2006). 

A NS2B possui massa molecular de 14 kDa. É uma proteína associada à membrana 

do retículo endoplasmático, forma um complexo com NS3 requerido como co-fator para 

função de serina protease de NS3 e está contida em uma região hidrofílica central 

conservada de 40 resíduos (Lindenbach & Rice 2002).  

A proteína NS3 é a segunda maior proteína viral (68-70 kDa), e também muito 

conservada entre os flavivírus e não contém uma cadeia hidrofóbica longa. Postula-se que 

tenha atividade enzimática multifuncional contendo pelo menos duas atividades 

enzimáticas (protease e helicase) envolvidas no processamento da poliproteína e replicação 
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do RNA.  NS3 também exibe a nucleosídeo trifosfatase e helicase função requerida para a 

síntese de vRNA (Li et al. 1999).  

A maior e a mais conservada proteína viral é a NS5 (103-104 kDa), contém 

homologia de seqüência com RNA polimerase RNA dependente (RdRPs) de outros vírus 

RNA fita positiva, possuindo função de RNA polimerase, e com o motif Gly-Asp-Asp 

(GDD) comum dessas enzimas (Henchal & Putnak 1990). 

 

Domínios da proteína E e a entrada do vírus na célula 

 

O domínio III do envelope viral tem sido proposto ser o domínio receptor de 

ligação da célula dos flavivírus e consiste de 100 resíduos de aminoácidos (posição 300-

400 da proteína E), sendo expresso como proteína de fusão e também reconhecido por 

anticorpos policlonais e monoclonais (Halstead et al. 2005). Mutações que levaram ao 

escape de neutralização de anticorpos têm sido determinadas usando anticorpos 

monoclonais (MAbs) subtipo e sorotipo específicos (Roehrig 2003). A substituição de um 

simples aminoácido pode ter um grande efeito no reconhecimento de epítopos de 

neutralização dos vírions. Seis regiões de neutralização na proteína E foram mapeadas em 

todos os três domínios estruturais (DI, DII e DIII), entretanto os MAbs específicos  do DIII 

foram os bloqueadores mais potentes da adsorção do vírus na célula (Crill & Roehrig 

2001). As regiões de neutralização foram: 1) aa de 67-72 e aa 112, 2) aa de 123-128, 3) aa 

155 e 158, 4) aa 171, 181 a 293, 5) aa 52, 136 e 270-279, 6) aa 307-311 333, 384 e 385. A 

variação de um subgrupo de 56 resíduos não conservados expostos na superfície viral de 

diferentes sorotipos de dengue, provavelmente, seriam os pontos de ligação de anticorpos 

(Modis et al. 2005). Estes cobrem a maioria dos epítopos responsáveis pela neutralização 

por anticorpos monoclonais e incluem os resíduos 291, 305 e 381 a 383 (Hiramatsu et al. 
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1996, Hung et al. 2004, Modis et al. 2004, Zulueta et al. 2006). Uma asparagina no resíduo 

388 parece ser causa de aumento na incidência de FHD, enquanto que aminoácidos  

carregados nesse resíduo reduzem a virulência (Leitmeyer et al. 1999). Essas mutações 

reforçam a significância do DIII como proposto receptor de ligação. 

Admite-se que a entrada do vírus dengue na célula deve empregar receptores vírus 

específicos e demais estruturas. A primeira linha de receptores parecem ser os receptores 

de baixa afinidade, tal como o DC-SIGN de células dendrídicas imaturas, e o Vírus-IgG-

FcR (Halstead et al. 2005). DC-SIGN pode mediar a infecção dos quatro DENV, e a 

expressão ectópica confere a permissibilidade para a infecção (Tassaneetrithep et al. 2003). 

Um segundo receptor menos comum e de alta afinidade, deve interagir com DIII e, 

juntamente com um terceiro receptor que reconhece o DII, promove a fusão da membrana 

do vírus com a membrana celular (Clyde et al. 2006). Os monócitos/macrófagos e as 

células dendrídicas imaturas têm sido propostas como os principais alvos para a replicação 

dos vírus dengue (Chen & Wang 2002). A ligação da proteína E a receptores celulares 

induz a formação de vesículas endocíticas recobertas por clatrina. Após a internalização 

por endocitose, mediada por receptor, os vírus são liberados no citoplasma por mudanças 

conformacionais induzidas por pH ácido, que levam à exposição do peptídeo de fusão 

(Heinz & Allison 2003). Estas alterações causam a trimerização da proteína E (Modis et al. 

2004). 

O nucleocapsídeo é liberado no citoplasma por meio de fusão do envelope com a 

membrana de vesículas endocíticas, catalizada por baixo pH (Modis et al. 2004). 

No citoplasma da célula hospedeira, o genoma de RNA positivo serve como 

mRNA para a tradução das proteínas estruturais e não estruturais e também como molde 

para a síntese de uma fita complementar negativa que, por sua vez, servirá de molde para a 

síntese de mais fitas positivas a serem utilizadas na montagem de novas partículas virais. A 
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replicação é um processo semiconservativo e envolvem intermediários e formas 

replicativas intermediárias (dupla fita) (Fields 2001).  

A montagem das partículas virais ocorre em íntima associação com o RE das 

células hospedeiras. O domínio citoplasmático, altamente básico, da proteína C interage 

com o RNA genômico viral para formar o nucleocapsídeo precursor. As proteínas prM e E 

são deslocadas para o RE, posicionando seus domínios carboxi-terminal hidrofóbicos na 

bicamada lipídica. A formação das partículas virais ocorre através do revestimento do 

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

A clivagem de prM ocorre provavelmente próximo ou durante a liberação do vírus, já que 

não se detecta proteína M nas partículas intracelulares e pode estar relacionada com o 

desencadeamento de mudanças no envelope que promovem a infectividade (Fields 2001). 

Os vírus brotam para a luz do RE adquirindo uma membrana lipídica (envelope), assim, os 

vírus se mantêm solúveis nas cisternas do RE. A progênie viral é transportada em vesículas 

para a membrana plasmática e daí liberadas por exocitose através do sistema de Golgi 

(Chambers et al. 1990). 

 

IMUNOPATOLOGIA 

 

A dengue apresenta um amplo espectro clínico, sendo a maioria das infecções sub-

clínica, e entre os casos sintomáticos a dengue clássica (DC) é a forma mais comum. A DC 

é caracterizada por doença febril aguda com duração de 3-7 dias, acompanhada 

principalmente por dor de cabeça, mialgia e exantema. A FHD representa a forma clínica 

grave da doença e ocorre em torno de 3% dos infectados (Halstead 1980), a qual é 

caracterizada por aumento da permeabilidade vascular levando ao extravasamento de 

plasma, alteração de número e função de leucócitos e trombocitopenia (WHO, 1997). A 
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infecção provocada por cada um dos quatro sorotipos da dengue produz imunidade 

protetora e duradoura e, uma imunidade heteróloga por pequena duração (Shu & Huang 

2004).  

O mecanismo imunopatológico que leva ao desenvolvimento da FHD, ainda não 

está completamente estabelecido, sendo o maior desafio para o desenvolvimento de novas 

estratégias terapêuticas (Rothmann 2004, Clyde et al. 2006).  

Diferentes hipóteses têm sido aventadas na tentativa da elucidação do 

agravamento da dengue. O mecanismo da amplificação da infecção dependente de 

anticorpos (ADE antibody – dependent enhacement) postulada por Halstead (1988), 

propõe que a infecção seqüencial por diferentes sorotipos virais aumenta o risco para 

FHD/SCD pela presença de anticorpos heterólogos preexistentes, sub-neutralizantes os 

quais formam imunocomplexos com o vírus. Estes são reconhecidos e internalizados com 

maior eficiência por monócitos, propiciando maior replicação viral. Esta teoria foi também 

admitida em vários estudos que descrevem casos de FHD em infecção secundária 

(Sangkawibha et al. 1984, Thein et al. 1997, Vaughn et al. 2000, Guzman 2005, Alvarez et 

al. 2006, Pang et al. 2007).  

Pela teoria de Rosen (1977) a evolução genética dos vírus, submetidos à uma 

pressão seletiva, possibilitou o aparecimento de variantes mais virulentas dentro dos 

sorotipos virais de dengue, que poderiam ser responsáveis pela variabilidade na expressão 

clínica da doença, determinando o maior ou menor potencial epidêmico de FHD/SCD. 

Kouri et al. (1987) decreveram sobre a virulência viral como fator de risco para FHD. 

Evidências dessa teoria foram demonstradas em estudos consistentes na Ásia e América do 

Sul pela associação de FHD com específicos sorotipos e/ou genótipos (Rico-Hesse 1997, 

Watts et al. 1999, Leitmeyer et al. 1999, Messer et al. 2003). Cepas de DEN-2 autóctones 

do continente americano se relacionam com epidemias de febre da dengue, enquanto cepas 
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asiáticas estão associadas com epidemias de FHD (Torres 2005). Outros autores 

consideram que a introdução de um novo genótipo viral seria fator de risco para FHD 

(McBride & Bielefeldt-Ohmann 2000), porém Stephenson (2005) descreve que as 

evidências de associação do prognóstico clínico com genótipo viral são tênues até o 

presente. Halstead (2006) argumenta que o genótipo Americano do DENV-2 falhou em 

causar FHD pela neutralização cruzada pelo DENV-1, em epidemias anteriores e que no 

contexto de duas infecções, a suscetibilidade do hospedeiro é modificada por uma infecção 

prévia, não havendo regra básica para a virulência viral.  

Por outro lado, Kouri et al. (1989) descreveram que o desencadeamento de 

FHD/SCD possa ser conseqüência de um mecanismo complexo envolvendo fatores de 

risco atribuídos ao hospedeiro, à virulência viral e à epidemiologia da doença, abrangendo 

as teorias de Rosen e Halstead e considerando outras variáveis, tais como: idade, sexo, 

raça, estado nutricional, doenças crônicas, intensidade da resposta imune, ampla circulação 

do vírus, seqüência de sorotipos circulantes, como possíveis determinantes da gravidade 

clínica da dengue (Torres 2005). A alta densidade do vetor e a elevada circulação viral em 

uma população suscetível seriam necessárias para aumentar o número de casos de FHD 

(Kouri et al. 1987, Guzman & Kouri 2002). 

Para explicar a imunopatogênese da dengue Rothman & Ennis, (1999) descreveram 

ativação do sistema imune inato e adaptativo durante a infecção. O principal alvo para a 

resposta imune ao dengue é a proteína E, componente da superfície externa do vírion e a 

proteína NS1 na forma secretada é expressa na superfície das células infectadas e induzem 

imunidade protetiva (Kuhn et al. 2002, Young et al. 2000). Entretanto, a ativação das 

células de memória por uma re-infecção por sorotipo diferente, leva a uma cascata de 

ativação celular e verdadeira ‘tempestade’ de citocinas inflamatórias (Pang et al. 2007). A 

formação de imunocomplexos durante a interação com as células apresentadoras de 
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antígeno - APC (monócitos, macrofagos e células dendrídicas) infectadas levaria à ativação 

maciça de linfócitos T. No contexto, o imunocomplexo (vírus-anticorpo subneutralizante) 

se liga ao receptor Fc para IgG na superfície de monócitos facilitando a internalização viral 

e a infecção destas células, permitindo a ativação aumentada de linfócitos T CD4+ e CD8+ 

(Kurane & Ennis 1994, Libraty et al. 2002). Foi demonstrado que durante a fase aguda da 

dengue os macrófagos, após o reconhecimento do antígeno, liberam TNF-α, IFN-α, IL-1, 

IL-6, fator ativador de plaquetas e histamina. Linfócitos T CD4+ ativados passam a 

produzir altos níveis de IFNγ, IL-2, IL-6 e TNFα que poderiam vir a induzir o 

extravasamento de plasma por múltiplos efeitos sobre o endotélio vascular, com 

envolvimento do sistema complemento, bem como pela ativação de monócitos, linfócitos e 

plaquetas (McBride & Bielefeldt-Ohmann 2000, Mangada et al. 2002, Mongkolsapaya et 

al. 2003, Pang et al. 2007). Em casos de FHD foram evidenciados níveis aumentados de 

TNF-α, IL-2, IL-6 e IFN-γ, quando comparados com quadros de dengue clássica. Uma 

explicação chave para a associação das citocinas com FHD inclui a mudança da resposta 

de tipo Th1 na dengue clássica para Th2 na FHD com aumento dos níveis de IL-10 e IL-4 

(Chaturvedi et al. 1999, 2006). Recentemente, células T regulatórias CD4(+) CD25(high) 

FoxP3(+) (Treg) têm sido avaliadas em casos clínicos de diferente gravidade.  Os 

resultados sugerem que pacientes com doença leve teriam maiores taxas de células T 

regulatórias, quando comparados com os casos graves. Assim as células Treg seriam 

capazes de suprimir a produção de citocinas vasoativas estimuladas por infecção aguda 

pelo vírus da dengue (Luhn et al. 2007). Todas essas evidências apontam para o importante 

papel das citocinas e mediadores químicos na exacerbação da cascata de eventos 

inflamatórios na dengue (McBride & Bielefeldt-Ohmann 2000, Stephenson 2005, Torres 

2005). Fatores genéticos individuais e de populações foram vistos com diferentes níveis de 

suscetibilidade às doenças. Polimorfismos na região do gene HLA de classe I estão 
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associados com suscetibilidade para FHD. Alguns autores têm documentado correlação de 

tipos de HLA (HLA-A, HLA-B-alvo, HLA-CW1) com formas mais graves de dengue, 

bem como outros tipos de HLA (HLA-B13, HLA-B14) que se associam com formas mais 

leves da doença (Clyde et al. 2006, Sierra et al. 2007). A expressão de genes inflamatórios 

incluindo IFN-γ e IL-12A foi demonstrada em crianças com infecção grave por dengue, e, 

o perfil de Tool-like receptors foi diferentemente ativado com aumento da expressão de 

TL7 e TL4R3, ambos incrementando a resposta anti-viral em associação com efusão 

pleural e manifestações hemorrágicas (Kruif et al. 2008).  

 

DIAGNÓSTICO LABORATORIAL 

 

A confirmação diagnóstica e o manejo clínico são considerados de fundamental 

importância nas áreas afetadas pela doença (WHO/TDR 2006). O diagnóstico da infecção 

pelo vírus baseia-se na pesquisa de anticorpos ou do vírus, utilizando-se o método 

específico de acordo com o estágio de infecção. Antígenos e partículas virais são 

detectáveis no sangue cerca de três dias antes e até cinco depois do aparecimento da febre, 

com decréscimo na concentração à medida que os anticorpos são produzidos e aparecem 

na circulação (Guzman et al. 2004). As técnicas rotineiramente usadas para o diagnóstico 

da infecção por dengue são: o isolamento viral e a detecção de anticorpos vírus específico.  

Com os recentes avanços de técnicas moleculares e de técnicas de detecção rápida, novas 

ferramentas diagnósticas estão se tornando mais disponíveis aos laboratórios (Shu & 

Huang 2004, WHO/TDR 2006). 

No âmbito da vigilância laboratorial, uma Rede Nacional de Diagnóstico em 

Dengue, com base nos Laboratórios de Saúde Pública (LACENs) de referência nos 
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Estados, e laboratórios de referência nacionais o Instituto Evandro Chagas (IEC) e Instituto 

Oswaldo Cruz (IOC), conforme o Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD) e 

sob a Coordenação Geral de Laboratórios de Saúde Pública (CGLAB) da Secretaria de 

Vigilância a Saúde/MS. Como diagnóstico de rotina são realizados o isolamento viral em 

cultura celular e a sorologia pela técnica imunoenzimática, baseada na captura de 

anticorpos IgM - MAC-ELISA. Casos de dengue são notificados por vigilância passiva e 

encaminhados para confirmação diagnóstica e monitoramento da circulação de sorotipos. 

A técnica de RT-PCR descrita por Lanciotti et al (1992) é a mais amplamente utilizada e 

vem sendo implantada nos LACENs,  

Recentes revisões sobre o diagnóstico laboratorial da dengue relatam as 

metodologias mais rotineiramente usadas e os avanços em técnicas diagnósticas (De Paula 

& Fonseca 2004, Shu & Huang 2004, Kao et al. 2005, Clyde et al. 2006, TDR/SWG/2006).  

 

Isolamento viral 

Dentre os sistemas de isolamento viral para dengue, a inoculação intratorácica em 

mosquitos adultos (Toxorhynchities amboinensis e Toxorhynchities splendens) é o método 

mais sensível para a confirmação de dengue, entretanto, culturas de células de mosquito 

linhagem C6/36 do mosquito Ae. albopictus, AP-61 do mosquito Ae pseudoscutellaris e 

TRA-284 do mosquito Tx. amboinensis são as mais utilizadas (Varma et al. 1974, Igarashi 

1978, Kuno 1982). Destas linhagens, a cultura celular C6/36 tem sido a mais empregada 

em laboratório por ser altamente permissiva à infecção pelos vírus dengue, de fácil 

manutenção, podendo ser mantida em temperatura ambiente, e sendo ideal para a rotina de 

vigilância virológica (Nogueira et al. 1988, Gubler 1998, Miagostovich et al. 1993). Os 

sinais de multiplicação viral podem ser observados pela presença de efeito citopático 

(ECP) na monocamada de células, sendo a confirmação e a identificação dos sorotipos 
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virais realizada pela técnica de imunofluorescência indireta com anticorpos monoclonais 

específicos para os quatro sorotipos (Gubler et al. 1984). Algumas amostras não são 

facilmente identificadas pela baixa concentração de vírus no sangue. A viremia é curta 

variando entre 2 -3 dias antes dos sintomas até 4-5 dias de doença (WHO/TDR 2006).  

 

Testes moleculares 

Técnicas moleculares baseadas na detecção de seqüências genômicas por 

transcrição reversa seguida de reação em cadeia da polimerase (RT-PCR), têm se tornado 

as técnicas mais importantes no diagnóstico de dengue. Possibilita um rápido e sensível 

diagnóstico, podendo ser, inclusive, utilizada na vigilância entomológica e estudos 

moleculares (Shu & Huang 2004, Guzman & Kouri 2004). O RNA viral tem sido 

detectado no soro, plasma, pool de mosquitos infectados, células infectadas, papel de filtro 

e fragmentos de tecidos parafinados (Suk-Yin et al. 1994, Rosário et al. 1998, Sariol et al. 

1999, Guzman & Kouri 2004, De Oliveira Poersch et al. 2005, Klugthong et al. 2007). 

Vários protocolos de PCR têm sido desenvolvidos para detecção e tipagem dos quatro 

sorotipos virais, os quais também variam na posição genômica dos primers e sensibilidade 

e especificidade (Lanciotti et al. 1992, Brow et al. 1996, Figueiredo et al. 1997, Harris et 

al. 1998, Singh et al. 2006). A RT-PCR baseada em duas etapas, a RT nested PCR (RT-

NPCR) descrita por Lanciotti et al. (1992) é a técnica rotineiramente utilizada em 

laboratórios nas Américas (Shu & Huang, 2004, Kao et al. 2005). A comparação da 

detecção viral por imunofluorescência e RT-PCR após a inoculação de DENV-1 em 

cultura de células C636 realizada por De Paula & Fonseca (2004), mostrou que a 

associação de RT-PCR e isolamento em cultura de células aumenta significantemente a 

sensibilidade diagnóstica.  
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A RT-PCR em tempo real é uma técnica de amplificação genômica que produz 

medidas quantitativas da carga viral. Completamente automatizada, tem a vantagem de ter 

baixa contaminação e alta sensibilidade (Callahan et al 2001, Shu & Huang 2004). A 

técnica utiliza um par de primers e sondas específicos para cada sorotipo de dengue. Outra 

vantagem sobre a PCR tradicional é que a coleta de dados é feita na fase exponencial da 

reação, refletindo através de um sinal fluorescente o número de produtos gerados, não 

necessitando de eletroforese (Callahan et al 2001, Lindegreen et al. 2005). Uma maior 

sensibilidade da PCR em tempo real em relação ao PCR convencional foi relatada em 

alguns estudos (Ito et al. 2004, Levi et al. 2007). A desvantagem desta técnica é referente a 

produção de primers e à perfeita combinação de primers e seqüência de sondas 

(WHO/TDR 2006). 

 

Diagnóstico sorológico 

O teste de inibição da hemaglutinação (IH) possui uma metodologia simples capaz 

de determinar infecção passada ou infecção aguda pela conversão sorológica em soros 

pareados, de grande valor diagnóstico (Vordam & Kuno 1997, Miagostovich et al. 1999). 

Os anticorpos IH persistem por longos períodos, sendo largamente utilizado em inquéritos 

soroepidemiológicos. É uma técnica sensível, e aplicável para diferenciação de infecção 

primária e secundária, entretanto, a necessidade de amostras pareadas e a baixa 

especificidade do teste para discriminar resposta entre os diferentes flavivírus limitaram 

seu uso (WHO 1997).  

O teste de soroneutralização por redução em placas (TNRP) é um método útil para 

detectar e quantificar os níveis de anticorpos anti-dengue sorotipo-específico em estudos 

soroepidemiológicos e de determinação de imunidade pós-vacinal (Russell & McCown 

1972). A alta sensibilidade e especificidade do teste e a estabilidade dos anticorpos 
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neutralizantes determinam a importância deste teste para estudos de soroprevalência. 

Entretanto, esta técnica exige recursos humanos treinados e manuseio cuidadoso das 

culturas celulares nas diferentes etapas do teste, com dispendioso tempo de execução o que 

restringe o seu uso em larga escala (Vorndam & Kuno 2001, Kao et al. 2005).   

O diagnóstico sorológico através de ensaio imunoenzimático de captura de 

anticorpos IgM (MAC-ELISA) (Kuno et al. 1987) é o método de rotina para o diagnóstico 

de dengue. É uma técnica de simples processamento, tem alta sensibilidade e 

especificidade e necessita de uma única amostra de soro, a partir do quinto dia de doença, 

quando 80% dos casos têm anticorpos IgM detectáveis. A presença desses anticorpos 

confirma infecção ativa ou recente por dengue (Travassos da Rosa et al. 1994, WHO 

1997). Em geral tem 10% de falso negativo e 1,7% de falso positivo tem sido observado. A 

limitação deste teste inclui a especificidade dos antígenos e a reatividade cruzada entre os 

flavivírus circulantes (WHO/TDR 2006). 

A técnica para detecção de IgG anti-dengue também tem sido utilizada para 

determinar infecção passada por dengue, correspondendo à sensibilidade do IH, entretanto, 

revela ter melhor especificidade, sendo utilizado para definição de infecção primária e 

secundária (Cardosa et al. 2002). O uso de polipeptídeos recombinantes da proteína do 

envelope viral tem sido sugerido para melhorar substacialmente a sensibilidade do MAC-

ELISA e ELISA indireto (Videa et al. 2005) e do IgG ELISA (Dos Santos et al. 2004). A 

determinação de avidez em testes IgG ELISA também propõe a classificação da infecção 

em primária e secundária e tende a ser mais utilizado que o IH nesta proposta (De Souza et 

al 2007, Matheus et al. 2005). 

Diferentes kits comerciais para detecção de anti-IgM e anti-IgG baseados em 

ensaio imunoenzimático, dot-ELISA, ultramicroELISA e imunocromatografia têm sido 

disponibilizados para o diagnóstico de dengue, e foram comparados quanto à sensibilidade 
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e especificidade frente a técnicas padrão (Kuno et al. 1998, Vaughn et al. 1999, 

Chakravarti et al. 2000, Poersch et al. 2005, Abhyankar et al. 2006). Alguns kits têm 

demonstrado bom desempenho nos estudos e determinado a classificação de infecção 

primária e secundária baseados na razão entre IgM/IgG (Vaughn et al. 1999, Falconar et al. 

2006).  

Testes utilizando imunocromatografia para detecção de anticorpos IgM anti dengue 

têm sido avaliados e o diagnóstico mais acurado foi maior nas amostras de fase aguda mais 

tardia. Na diferenciação de infecção primária e secundária a sensibilidade variou entre 61-

77%, e a especificidade foi aceitável (Blacksell et al. 2006). 

 

Avanços nas técnicas diagnósticas 

A pesquisa do antígeno viral NS1 e anticorpos anti-NS1 é inovadora na 

determinação de infecção por dengue. A NS1 é uma glicoproteína produzida e secretada 

durante a replicação viral e aparece precocemente depois de um dia do início da febre e 

declina depois de 5 a 6 dias de doença.  Por este motivo estudos têm sido dedicados à 

utilização de antígeno NS1 para o diagnóstico de dengue. Testes de ELISA estão sendo 

disponibilizados para captura de AgNS1, os quais apresentam sensibilidade de 88,7% a 

97,4%, sendo indicados como diagnóstico de primeira linha por possibilitar a detecção 

precoce da infecção durante a viremia, período onde os anticorpos não estão detectáveis e 

quando apenas o isolamento viral e a RT-PCR poderiam confirmar a infecção por dengue 

(Young et al. 2000, Alcon et al. 2002, Dussart et al. 2006. Kumarasamy et al. 2007). Esses 

estudos também identificaram a correlação entre a gravidade da doença e o nível de 

antigeno NS1 no soro. A identificação dos sorotipos virais, utilizando anticorpos 

monoclonais para a captura de antígeno NS1 e a determinação de infecção primária e 
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secundária pela técnica de ELISA indireta  IgG-NS1, têm sido desenvolvidas estão sendo 

disponibilizadas como kits comerciais (Xu et al. 2006, Shu et al. 2003, WHO/TDR 2006). 

A citometria de fluxo (FACS - fluorescence activation-cells sorting) tem sido 

utilizada para detecção de DENV em células infectadas (Lambeth et al. 2005). Este método 

mostrou ter vantagens com relação à TNRP por reduzir o tempo de infecção das células de 

5-7 dias para 24 horas e poder titular amostras clínicas que freqüentemente não formam 

placas em monocamadas de células. 

Novas tecnologias estão sendo apresentadas para o diagnóstico baseado em 

quimioluminescência (biosensores de fibra ótica) para detectar vírion, genoma e anticorpos 

anti-dengue (Salama et al. 2004, WHO/TDR 2006).  

A tecnologia de antígenos recombinantes (Dos Santos et al. 2004) e anticorpos 

monoclonais (Bedouelle et al. 2006) também está sendo usada para a produção de kits 

diagnósticos para detecção de anticorpos anti-dengue IgM, IgG, IgA e IgE no soro e saliva 

de pacientes infectados, para aumentar a sensibilidade e especificidade do método.  

A imunotécnica baseada na ligação de antígenos e anticorpos em microesferas 

(MIAs) com detecção por um simplificado aparelho de citometria de fluxo (WHO/TDR 

2006), oferece a vantagem de ser mais rápida que o MAC-ELISA, podendo ser usada para 

avaliar respostas de anticorpos para múltiplos vírus. 

O avanço nos métodos diagnósticos sorológicos e moleculares tem melhorado 

significantemente a sensibilidade e especificidade do diagnóstico da infecção pelos vírus 

dengue. Um diagnóstico rápido, precoce e acessível, e que possa inferir sobre o 

prognóstico da doença, ainda é necessário. Espera-se que a disponibilização de novos 

métodos venha contribuir com a confirmação diagnóstica e vigilância epidemiológica 

fundamentais para o tratamento e controle da doença (Shu & Huang 2004, Gúzman & 

Kouri 2004, WHO/TDR 2006). 
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EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR  

 

O advento da biologia molecular tem possibilitado o desenvolvimento em vários 

campos da ciência e tecnologia, mais precisamente, na caracterização genômica de 

diferentes microrganismos (Nogueira et al. 2000, Whitley 2008). Com o avanço e 

disponibilização dos métodos de sequenciamento genômico houve, simultaneamente, um 

aumento do número de cepas analisadas e a necessidade do desenvolvimento de métodos 

estatísticos e filogenéticos para determinar as relações entre seqüências. Estas análises 

exigem muitos recursos computacionais, os quais têm sido desenvolvidos com o advento 

da Bioinformática. 

A epidemiologia molecular do DENV tem especial papel não somente na 

identificação de sorotipos, genótipos e vigilância viral, mas também em esclarecer sobre a 

variação genética dos vírus e a sua importância clínica e epidemiológica (Holmes 1998, 

Nogueira et al. 2000, Rico-Hesse 2003).  

O sequenciamento genômico dos vírus dengue, o uso de anticorpos monoclonais 

neutralizantes e a citometria de fluxo são algumas técnicas importantes na determinação da 

diversidade genética dos DENV, permitindo monitoramento da emergência de cepas com 

potencial epidêmico e a determinação de pontos de neutralização viral com implicações 

diretas no desenvolvimento de vacinas (King et al. 2008).  

 

Variação genômica e antigênica dos vírus dengue 

Os quatro sorotipos de dengue foram primeiramente reconhecidos por diferenças 

antigênicas e biológicas com base em técnicas de soroneutralização (Russel & McCown 

1972).  
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Diferentes metodologias foram utilizadas na análise antigênica dos vírus dengue, 

entretanto, evidências da variabilidade genômica entre os DENV do mesmo sorotipo foram 

determinadas em estudos de “fingerprinting” do RNA viral (Vezza et al. 1980, Trent et al. 

1990), formando grupamentos resultantes denominados “topotipos”.  

Na década de 80, o desenvolvimento de novas técnicas em biologia molecular 

permitiu o sequenciamento genômico parcial dos vírus dengue, determinando seqüências 

relativamente pequenas (240 nt) da região da junção E/NS1 (Blok et al. 1989, Chu et al. 

1989, Rico-Hesse 1990) entretanto, caracterizaram genótipos intra-típicos: cinco para 

DENV-1 e cinco para DENV-2 (Rico-Hesse 1990), quatro para DENV-3 e dois genótipos 

para DENV-4 (Lanciotti et al. 1994, 1997). O sequenciamento completo dos quatro 

sorotipos de dengue (Deubel et al. 1986, Zhao et al. 1988, Osatomi et al. 1990, Gonçalvez 

et al. 2002) possibilitou a análise da homologia entre isolados de várias regiões geográficas 

do mundo e mostrou uma diversidade genética de nucleotídeos em torno de 5% (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Classificação dos genótipos do DENV de acordo com diferentes autores. 

Sorotipo Genótipo Referências 
DENV-1 I     Américas, África e Sudeste da Ásia; 

II    Sri Lanka; 
III   Japão; 
IV   Sudeste da África, Sul do Pacífico, Austrália e
      México; 
V   Taiwan e Tailândia 

 
Rico-Hesse 1990 

Gonçalvez et al. 2002 
 

 

DENV-2 I    Caribe e Sul do Pacífico; 
II   Taiwan, Filipinas, Nova Guiné e Tailândia  
III   Vietnã, Jamaica e Thailândia; 
IV  Indonésia, Seychelles, Burkina Faso e Sri 
      Lanka; 
V   África  

 
Rico-Hesse 1990 
Rico-Hesse 1997 

 
 

DENV-3 I    Indonésia, Malásia, Filipinas e Ilhas do 
     Pacifíco Sul; 
II   Tailândia; 
III  Sri Lanka, Índia, África e Samoa; 
IV  Porto Rico e Tahiti 

 
 

Lanciotti et al. 1994 

DENV-4 I    Filipinas, Tailândia e Sri Lanka; 
II   Ilhas do Caribe e América Central. 

 
Lanciotti et al. 1997 

Fonte: adaptado de Gúzman & Kouri 2004. 
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A homologia encontrada entre seqüências de aminoácidos os vírus dengue foi de 

63% a 68% comparada com 44% a 51% entre os DENV e os vírus da febre amarela e febre 

no Nilo.  Nas cepas de DENV-2, a similaridade genética excede 90% (Gubler et al. 2006). 

Os vírus dengue também foram classificados em genótipos ou subtipos genômicos 

a partir de diferentes padrões eletroforéticos determinados pela reação em cadeia da 

polimerase baseada em sítios de restrição específicos (RSS-PCR) com a amplificação do 

cDNA viral após a RT-PCR, utilizando quatro iniciadores que anelam em diferentes 

regiões do gene E entre sítios de restrição polimórficos. Por este método, foram 

caracterizados sete subtipos para DENV-2 e três para DENV-3 (Harris et al 1999), quatro 

para DENV-1 e três para DENV-4 (Miagostovich et al. 2000) os quais correspondem aos 

genótipos caracterizados por sequenciamento genômico.  

Estudos sobre a epidemiologia molecular dos vírus dengue analisam as variações de 

virulência entre genótipos dentro de um mesmo sorotipo e a associação com epidemias de 

maior ou menor gravidade (Lanciotti et al. 1994, Rico-Hesse 1997, 2003, Messer et al. 

2003).  

Watts et al. (1999) relataram em um estudo no Peru, casos de infecção secundária 

sem o aparecimento de FHD quando circulou o genótipo do DENV-2 menos virulento 

(American). No Caribe a introdução do genótipo mais virulento (Asian) deslocou o 

genótipo autóctone, americano, havendo relatos das primeiras epidemias de FHD nas 

Américas (Rico-Hesse 1997, Guzman & Kouri 2002).  

Outros estudos demonstraram que o genótipo asiático do DENV-2 replicou em 

maiores títulos do que o genótipo americano em monócitos/macrófagos (Mo) e células 

dendrídicas (DC) (Cologna et al. 2003). O sequenciamento completo do genótipo asiático e 

do americano revelou mutações na proteína E390 (N→D), a qual se relacionava à redução 

de replicação viral observada no genótipo americano (Leitmeyer et al. 1999). 
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Considerando a epidemiologia do DENV-3, Messer et al. (2003) mostraram a 

circulação de um novo variante do DENV-3, genótipo III, associada ao aparecimento de 

FHD em Sri Lanka em 1989 com dispersão pelo subcontinente indiano e África e, então, 

para a América Latina. O DENV-3 (posteriormente caracterizado como genótipo III) 

reapareceu nas Américas a partir de 1994 na Nicarágua e Panamá (CDC, 1995), e 

causando dengue e FHD, atingiu países da América Central, o México, ilhas do Caribe e, 

por fim na Venezuela e Brasil (Balmaseda et al 1999, Figueroa & Ramos 2000, Usuku et 

al 2001, Nogueira et al. 2001, Rigau-Perez et al. 2002, Peyrefitte et al. 2003, Uzcategui 

et al 2003).  

Estudos baseados na filogenia do DENV-3 primeiramente caracterizaram quatro 

genótipos distintos (Lanciotti et al. 1994), sendo identificados pela origem geográfica: 

Américas, subcontinente indiano, Tailândia e Sudeste Asiático/Pacífico Sul (Rico-Hesse 

2003). Não havendo evidência de um grupo silvestre. Recentemente, Wittke et al. (2002) 

descreveu sobre genótipos que não estão sendo detectados (cepas do genótipo I) e 

mostrou uma classificação das cepas de DENV-3 em cinco genótipos.  

A variação genética do DENV-3 tem sido o enfoque de vários estudos que 

determinaram mutações na seqüência da proteína do envelope viral pela análise da 

comparação de seqüências de diferentes localidades (Chunge et al. 1993, Rodriguez-Roche 

et al. 2005, Miagostovich et al. 2006, Aquino et al. 2006, Podder et al. 2006, King et al. 

2008) e em estudos que determinam a antigenicidade e imunogenicidade dos domínios da 

proteína do envelope viral, com implicação direta no desenvolvimento de vacinas e testes 

diagnósticos (Wang et al. 2002, Hurrelbrink and McMinn 2003, Khanam et al. 2006, 

Zulueta et al. 2006). 

A seqüência de sorotipos em infecções sucessivas também tem sido considerada 

como fator de risco para FHD. Alvarez et al. (2006) evidenciaram risco de FHD em 
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infecção seqüencial de DENV-1 e DENV-3, e não demonstram o mesmo em infecções 

seqüenciais com infecção primária pelo DEN-2, seguida de DEN-3. Outros autores 

também têm citado risco de FHD na seqüência de DEN-1→DEN-2, DEN-3→DEN-2, 

DEN-4→DEN-2 (Alvarez et al. 2006, Halstead 2006). 

 

Epidemiologia molecular do DENV no Brasil 

Alguns estudos que analisaram isolados do DENV-1 e DENV-2 de diferentes 

regiões no mundo utilizaram amostras brasileiras na identificação de genótipos circulantes 

(Deubel et al. 1993, Vorndam et al. 1994). Nessas amostras isoladas no Rio de Janeiro 

foram identificados os genótipos I (Caribe) do DENV-1 e genótipo III (Jamaica) do 

DENV-2 (Nogueira et al. 2000). 

Uma revisão sistemática dos estudos publicados sobre a caracterização molecular 

dos DENV foi realizada nas bibliotecas da Pubmed, Scielo, Lilacs e Medline, utilizando o 

cruzamento dos seguintes unitermos: “dengue”, “characterization”, “molecular”, 

“genotype” e “Brazil”. Foram encontrados 10 estudos (Quadro 1) que caracterizaram 

amostras de DENV-1, DENV-2 e DENV-3 e a maioria foi realizada na região sudeste país, 

entre os anos de 2002 a 2008. 

Estudos filogenéticos utilizando amostras do DENV-1 e DENV-2 de diferentes 

regiões do país detectaram a circulação dos genótipos I (Caribe) e III (Sudeste asiático), 

respectivamente (Dos Santos et al. 2002, Miagostovich et al. 2002, 2003, Santos et al. 

2004, Pires Neto et al 2005). Pires Neto et al. (2005) analisou as seqüências da região da 

junção E/NS1 (240 nt), de amostras DENV-1 e DENV-2 desde 1988, sem encontrar 

mudanças no perfil genotípico desses vírus, determinando que ambos teriam potencial para 

desenvolver dengue ou FHD. Santos, et al (2004) também analisou a região E/NS1 e 

sugeriu que as seqüências brasileiras de DENV-2 pertençam a diferentes clades no 
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genótipo III. Entretanto, encontrou resultados ambíguos, e considerou que região não é 

filogeneticamente informativa. 

 

Quadro 1. Publicações brasileiras sobre caracterização molecular dos DENV. 

Autor Estado /Ano Amostra Sorotipo / 

Genótipo 

Região 
genômica 

Método 

Figueiredo, 
LB et al. 

MG/2008 9  

 

DENV-3 

 genótipo I 

 C, pM, M e 
E 

Sequenciamento 

Vieira DS et 
al. 

RO/2007 70 DENV-1 

genótipo I 

NS1 Clonagem e 
sequenciamento 

Miagostovich 
MP et al. 

RJ/2006 Uma 
amostra  

DENV 3 

genótipo III 

Genoma 
completo 

Sequenciamento 

Aquino VH 
et al. 

SP,RO,MT,GO,A
M,RR,PA/2006 

19 (Brasil) 

9 (Paraguai) 

DENV-3 genótipo 
III 

Gene E Sequenciamento 

Araújo FMC CE/2006 Uma 
amostra 

DENV-2 genótipo 
III DENV-3 
genótipo III 

E/NS1 

prM/M e E 

Sequenciamento 

Pires Neto, 
RJ et al. 

SP/2005 

 

22 

30  

DENV-1 genótipo I 

DENV-2 genótipo 
III  

 E/NS1 (240 
nt),  

Sequenciamento 

Santos, 
CCLS et al. 

SP/2004 84  

22 

DENV-1 genótipo I 

DENV-2 genótipo 
III 

 E/NS1 (240 
nt) 

Sequenciamento 

Miagostovich 
MP et al.  

RJ/2003 52 

15  

DENV-2 genótipo 
III 

E/NS1 
(240 nt) 

RSS-PCR 
Sequenciamento 

Miagostovich 
MP  et al. 

RJ/2002 22 

Uma 
amostra 

DENV-3 subtipo C  

genótipo III 

C, pM, M e 
E 

 

RSS-PCR 

Sequenciamento 

Dos Santos 
FB et al. 

RJ/2002 Uma 
amostra 

DENV-2 genótipo 
III 

Genoma 
completo 

Sequenciamento 

 

A análise da seqüência completa do DENV-2 (Santos et al. 2002) caracterizou 

como genótipo III o vírus circulante no Rio de Janeiro. Foram identificadas alterações 

nucleotídicas e de aminoácidos na amostra brasileira características do genótipo asiático, as 
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quais são consideradas responsáveis pela virulência deste genótipo (Leitmeyer et al. 1999). 

Casos de FHD/SDC foram somente detectados depois da introdução de DENV-2, em 1990, 

e ainda com aumento do número de hospitalizações, resultando de casos de infecção 

secundária (Nogueira et al. 1990).  

A caracterização molecular do DENV-3 identificou como genótipo III, o vírus 

circulante no Brasil, primeiramente utilizando a RSS-PCR, e sendo confirmado pelo 

sequenciamento parcial (Miagostovich et al. 2002, Aquino et al. 2006) e completo do 

genoma do DENV-3 (Miagostovich et al. 2006). O sequenciamento completo foi realizado 

com a amostra de um caso de SCD e óbito, e mostrou a inserção de 11 nucleotídeos na 

região UTR 3’ em relação à cepa de referência Sri Lanka, observada em cepas de 

Martinica e também relatada por Aquino et al. (2006). Esta inserção, entretanto, não 

correlacionou as alterações dos aminoácidos na proteína E com manifestações clínicas. O 

genótipo III do DENV-3 tem origem asiática e foi introduzido na América do Sul pela 

passagem nas Ilhas do Caribe (PAHO 2000, Peyrefitte et al. 2005). Características de 

virulência deste genótipo foram observadas pela alta capacidade de transmissão viral com 

rápida dispersão pelo país, causando epidemias e aumento de formas graves (MS/SVS 

2003, Nogueira et al. 2001). Aquino et al. (2006) mostraram a homologia das seqüências 

oriundas de amostras da região norte do Brasil com cepas de Martinica e as seqüências do 

sudeste, nordeste e centro-oeste com cepas do Rio de Janeiro, sugerindo pelo menos duas 

entradas do DENV-3 no Brasil.  

Recentemente, a caracterização de um novo genótipo do DENV-3 (genótipo I), foi 

demonstrada em nove amostras com diferentes manifestações clínicas de pacientes de Belo 

Horizonte. As seqüências obtidas apresentaram homologia com cepas do sudeste asiático 

que há mais de 27 anos não tem sido detectada mundialmente. A associação com gravidade 

clínica não foi encontrada. (Figueiredo et al. 2008). 
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Os estudos em epidemiologia molecular têm permitido a caracterização biológica 

e genômica de amostras isoladas de casos de dengue e FHD para determinar a presença de 

sorotipos e genótipos circulantes e a origem evolutiva dos DENV, associando-os ou não 

com a gravidade da doença nas epidemias.  

Vários autores têm relatado mutações na proteína do envelope viral relacionadas 

com atenuação viral ou mecanismo de escape do vírus importantes para o desenho de 

vacinas (Mandl et al. 2000, Lin & Wu 2003, Zulueta et al. 2006). Entretanto, as evidências 

da virulência viral ainda são controversas, pois, fatores individuais do hospedeiro, 

incluindo a existência prévia de anticorpos heterólogos, têm comprovado influenciar na 

resposta imune frente ao vírus (Stephenson 2005, Page et al. 2006, Halstead 2006).   

Em um país de grandes dimensões como o Brasil, contendo diferenças étnicas, 

variações climáticas, além de larga fronteira com outros países, por onde podem emergir 

variantes dos vírus dengue, estudos em epidemiologia molecular têm se tornado 

indispensáveis e devem ser incentivados para melhor entendimento da diversidade genética 

dos vírus e epidemiologia da doença (Pires Neto et al. 2005).  

Neste estudo nos propomos a fornecer informações no âmbito da vigilância 

laboratorial a partir da detecção, identificação dos sorotipos e caracterização de genótipos 

circulantes na região utilizando técnicas moleculares. 
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Detectar e identificar os sorotipos dos vírus dengue circulantes em Goiânia-GO, nos anos 

de 1994 a 2003, através do isolamento viral em cultura de células e RT-PCR em amostras 

provenientes de casos suspeitos de dengue em Goiânia-GO. 

 

 

Caracterizar os genótipos dos vírus dengue pela RSS-PCR em amostras positivas 

provenientes de pacientes sintomáticos atendidos nos centros de referência e hospitais 

selecionados de Goiânia-GO, entre 2002 e 2003. 

 

 

Caracterizar o genótipo do DENV-3, através do sequenciamento genômico e análise 

filogenética, em amostras positivas de dengue selecionadas entre diferentes formas clínicas 

diagnosticados em Goiânia-GO, nos anos de 2005 e 2006. 
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RESUMO 

 

Introdução. Os padrões endêmicos e epidêmicos da dengue no Brasil indicam uma 

tendência de aumento na incidência e hospitalização desde a década de 80. 

Objetivo: Descrever sobre os sorotipos virais circulantes de dengue nos anos de 1994 a 

2003 e o papel dos diferentes sorotipos nos desfechos clínicos de dengue na região Centro-

Oeste do Brasil. 

Métodos: A vigilância virológica de casos foi conduzida na cidade de Goiânia-GO 

(~1.200.000 habitantes) de 1994 a 2003. Amostras foram testadas para anticorpos IgM anti-

dengue e/ou isolamento viral. A circulação de sorotipos e genótipos foi identificada pela 

transcriptase reversa - reação em cadeia da polimerase (RT-PCR) e pela PCR baseada em 

reação de restrição sítio-específicos (RSS-PCR) em amostras selecionadas.  

Resultados: O grupo mais acometido foi o de adultos (87,4%) e a dengue clássica foi 

diagnosticada na maioria dos casos. A vigilância laboratorial identificou o sorotipo DEN-1 

como prevalente nos anos 1994 a 2002, o qual foi substituído por uma alta circulação de 

DEN-3 em 2003. A razão de dengue para dengue com complicações/FHD permaneceu 

constante após a introdução de DEN-3. O diagnóstico de dengue foi confirmado em 

aproximadamente 50% dos casos suspeitos de dengue foi diagnosticado por RT-PCR. Os 

padrões de RSS-PCR obtidos para DEN-1 e DEN-3 corresponderam aos subtipos 

circulantes no país. 

Conclusões: Os resultados da vigilância virológica não sugerem que a infecção pelo 

sorotipo DEN-3 tenha um papel relevante da no aumento da gravidade da doença durante 

seu primeiro ano de dispersão no Centro-Oeste do Brasil. 
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ABSTRACT 

 

Background: In Brazil, dengue endemic and epidemic patterns indicate an upward trend in 

incidence and hospitalization in the past decade. 

Objective: To report dengue circulating serotypes from 1994 to 2003 and the role of 

distinct serotypes on dengue clinical outcomes in Central Brazil. 

Methods: Virological surveillance for dengue cases was conducted in the city of Goiânia 

(~1,200,000 population) from 1994 to 2003. Samples were tested using dengue IgM 

antibody (MAC-ELISA) and/or virus isolation. Circulating subtypes and genotypes were 

identified by reverse transcriptase PCR (RT-PCR) and by restricted site-specific PCR 

(RSS-PCR) patterns in selected samples. 

Results: Adults (87,4%) were the most affected group and dengue fever accounted for the 

majority of the cases. Laboratory surveillance identified mainly DEN-1 serotype from 

1994 to 2002 shifting to a high circulation of DEN-3 in 2003. The ratio of dengue fever to 

dengue with complication/DHF remained constant following the introduction of DEN-3. 

Diagnosis of dengue was confirmed in ~50% of the suspected 

Cases enhanced by RT-PCR. RSS-PCR patterns for DEN-1 and DEN-3 corresponded to 

the circulating subtypes in the country. 

Conclusions: The result of virological surveillance did not suggest a major role of infecting 

DEN-3 in increasing disease severity during its first-year spread in Central Brazil.   

 

 

Keywords: Dengue; Surveillance; Clinical; Virus isolation; Reverse transcriptase-

polymerase chain reaction; Diagnosis  

 



 

 72

1. INTRODUCTION 

 

 Dengue fever and dengue hemorrhagic fever (DHF) are considered among the most 

important vector-borne diseases in tropical regions, with an estimated annual incidence of 

50-100 million cases of dengue fever and more than 500 000 reported cases of DHF/DSS 

worldwide (Gubler, 1997; Guzman and Kouri, 2003). In Brazil, the first dengue epidemic 

was restricted to a city in the northwest region (1981). The introduction of DEN 1 (1986), 

DEN 2 (1990) and DEN 3 (2000) occurred in the southeast region, considered the main 

route for the spread of dengue virus countrywide (Miagostovich et al., 2002; Siqueira et al., 

2005). During the last decade, there was an upward trend in incidence, peaking with more 

than 300 cases per 100,000 inhabitants in the year of 2002, with explosive epidemics in 

many large cities (Siqueira et al., 2005).  

 Dengue fever (DF) is mainly a mild acute febrile disease and DHF/DSS is 

characterized by fever, thrombocytopenia, hemorrhagic manifestations, and excessive 

capillary permeability that may progress to shock and death (WHO, 1997). Increased risk 

for severity of dengue outcomes are likely to be explained by a secondary infection due to 

a different serotype, or by correlation with virus virulence yielded by genetic variation 

(Hasltead 1997; Holmes and Twiddy, 2003). The role of distinct serotypes and/or previous 

infection on the severity of clinical outcomes has not been fully established (Endy et al., 

2004). In Brazil, increasing rates of hospitalization due to DHF or severe DF cases, and 

increases in the number of deaths caused by the infection have been reported (Siqueira et 

al., 2005). 

 In the current study, we present the results of a laboratory surveillance conducted in 

the city of Goiania in central Brazil since dengue virus introduction in 1994 to 2003. We 

focused on the circulating serotypes, its temporal association with the outbreaks and the 
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severity of the clinical cases. We also present the results of an pro-active surveillance to 

identify serotypes by reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR), and the 

genetic characterization by RSS-PCR in selected samples. These findings are important to 

characterize the epidemiologic pattern of the first decade of dengue/DHF in one of the 

most populated cities in Central Brazil.  

 

2. METHODS  

 

2.1. Surveillance and study site 

Dengue/DHF is a reportable disease and the official Brazilian surveillance system 

was described in detail previously (Siqueira et al., 2005). Dengue is reported according to 

severity: (1) dengue fever, (2) dengue with complications, (3) dengue hemorrhagic fever 

(DHF) and (4) dengue shock syndrome (DSS). Dengue with complications includes the 

cases that do not fulfill the DHF criteria and the classical dengue case definition is 

inadequate due to the severity of the clinical manifestations, as follows: hemorrhagic or 

neurological manifestations, cardio-respiratory dysfunction, hepatic failure, 

thrombocytopenia (platelet counts < 50 000 per µL), leucopenia (< 1000 cells) or death 

(Ministério da Saúde, 2005). DHF and DSS case definition are follows standard criteria 

(WHO, 1997). 

Laboratory surveillance was initiated since the first epidemic in 1994 in the city of 

Goiania (~1,200,000 population), in central Brazil. Suspected cases were from the main 

public infectious disease reference hospital and outpatient clinics covering the metropolitan 

area. Dengue incidence is estimated by case report from the surveillance system. Cases 

were routinely confirmed by serological test or virus isolation at the regional reference 
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laboratory. Data on age, sex, disease classification, and disease outcomes for the reported 

cases were extracted from digital files from the official information system.  

Serological tests were performed for serum collected after 5 days of the onset of 

symptoms using in-house dengue IgM antibody capture MAC-ELISA (Kuno et al., 1987). 

The Dengue Control Program recommends serological test to all suspected dengue case in 

non-epidemic periods. During epidemics, around 10% of the suspected cases should be 

tested by IgM serology (Ministério da Saúde, 2005). From 1994 to 2003, blood samples (< 

7 days after the onset of disease) were obtained from suspected dengue cases from 

hospitals and health centers throughout the year. Virus isolation was performed at the 

reference laboratory (LACEN-GO, Brazil) using a monolayer of C6/36 Aedes albopictus 

cells (Igarashi, 1978). Dengue virus isolates were identified by an indirect fluorescent 

antibody test using serotype-specific monoclonal antibodies (Gubler et al., 1984). 

  

2.2. Pro-active dengue surveillance  

 From May-December 2003, disease surveillance was enhanced to monitor 

circulating subtypes by adding molecular techniques. 87 suspected dengue cases had paired 

samples from acute and convalescent-phase (~day 14) collected. Aliquots of blood were 

immediately stored in liquid nitrogen and transported weekly to the reference laboratory 

for virus isolation and molecular testing.  Besides routine dengue IgM antibodies, IgM/IgG 

antibodies were assessed by EIA (PanBio Indx, Inc., Baltimore, MD). Serology and virus 

isolation and reverse transcriptase PCR (RT-PCR) were performed for detecting the 

infecting serotype, and 12 viral isolates were analyzed by restriction site-specific - 

polymerase chain reaction (RSS-PCR) for genetic subtype. 

 The infecting DEN serotype was identified from acute-phase serum samples (n=87) 

by RT-PCR (Lanciotti et al., 1992). RNA was extracted according to standard protocol 
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(Boom et al., 1990). Molecular subtyping of DEN 1; DEN 2; DEN 3 were performed 

according to previously described techniques by using RSS-PCR (Harris et al., 1999; 

Miagostovich et al., 2000). 

 

2.3. Statistical analysis  

Descriptive statistics for the study population characteristics and laboratory 

findings were performed using SPSS Inc., Chicago, Illinois, version 10. χ2 test were 

applied for comparisons between proportions and p<0.05 considered to be significant. The 

study received the approval of the local Ethical Committee, and all patients or guardians 

gave informed consent for molecular techniques, which are not part of the routine 

surveillance.      

 

3. RESULTS 

 

A total of 5,553 samples from suspected dengue cases were tested for virus 

isolation from 1994 to 2003. DEN 1 was the only detected serotype until 1999 followed by 

virus isolation of DEN 2 and DEN 3 in 2002. The first confirmed DHF occurred in 1998.  

During 2002, dengue virus was isolated in 22.8% out of 3052 samples tested. DEN 

1 was isolated in 20.7% (632/3052) of the specimens being the predominant serotype 

among the positive isolates (90.7%), followed by DEN 2 (6.6%) and DEN 3 (2.7%). In 

2003, dengue virus was isolated in 16.0% out of 431samples tested. The predominant 

serotype was DEN 3 representing 76.8% of positives samples, followed by DEN 1 (17.4%) 

and DEN 2 (5.8%). There was a statistically significant difference in the proportion of 

DEN 1 and DEN 3 isolations in both years (χ2=251.8; p<0.001 and χ2=404.7; p<0.001) 

(Table 1, Figure 1). 
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The main characteristics of the symptomatic cases in which the infecting serotype 

was identified are presented in Table 2. The majority of cases had mild disease and was 

categorized as dengue fever. The overall ratio male to female was around 1:1.3. The most 

affected age group was adult (> 15 years of age) which comprised 87.4% in the reported 

dengue cases. Dengue with complications accounted for 22.2% among the DEN 1 isolates 

in 2002 and 28.3% among DEN 3 in 2003 (χ2=0.12; p=0.73). Overall, eight cases were 

classified as DHF corresponding to 1.0% of the cases confirmed by isolation. Four deaths 

due to dengue were laboratory-confirmed by serology and/or immunohistochemistry (liver 

biopsy).  Two were classified as DHF, two as dengue with complication, and all of them 

occurred in the adult population, age range 20-50 years old. 

 Pro-active surveillance - Dengue infection was laboratory confirmed in 47.1% out 

of 87 patients tested by RT-PCR, virus isolation and serology. RT-PCR identified the 

infecting serotypes in 25.3% of the samples (22/87): DEN 1 (n=7), DEN 2 (n=7) and DEN 

3 (n=8). Three positive samples by viral isolation were also positive by RT-PCR, however, 

for 22 samples the DEN was identified by RT-PCR. 30 patients had IgM positivity (34.1%; 

IC95% 24.6%-44.6%), with 4 sero-conversion in paired samples. Anti-dengue IgM/IgG 

antibodies were positive for 81.2% of the samples indicating cumulative dengue virus 

exposure.  

 DEN 1 belonged to RSS-PCR subtype C, and DEN 3 strains analyzed matched to 

subtype C. Both serotypes corresponded to the circulating strains in the country (De 

Simone et al., 2004). DEN 2 strains had similar profiles but could not be matched to 

known patterns.  
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4. DISCUSSION 

 

In central Brazil, the city of Goiania evolved from high DEN 1 circulation in 2002 

to a high circulation of DEN 3 in 2003. Despite the co-circulation of three different 

serotypes in recent years, DHF and DF cases are still reported mainly in adults, which 

characterize a different pattern from Asian countries and some endemic American 

countries (Guzman and Kouri, 2003; Siqueira et al., 2005). The reintroduction of DEN 3 in 

the Americas occurred in Nicaragua and Panama in 1994, spreading to most American 

countries (Briseno-Garcia et al., 1996; Nogueira et al., 2001; Barbosa da Silva Jr et al., 

2002; Rigau-Perez et al., 2002). A study in Nicaragua showed that children already 

represent the major burden of dengue after 15 years of dengue virus circulation, and DEN 

2 was the prevailing serotype (Hammond et al., 2005). 

In our setting the virological surveillance does not suggest a major role of infecting 

DEN 3 serotype in increasing disease severity since the ratio of dengue fever to dengue 

with complications/DHF remained constant. These findings are in concordance with data 

from Puerto Rico where there was not an increase in disease severity associated with DEN 

3 introduction in 1998 (Rigau-Perez et al., 2002). In contrast, the introduction of DEN 3 in 

the Rio de Janeiro State led to almost two thousands DHF cases and 91 fatalities in 2002 

(Casali et al., 2004; Nogueira, 2005). The association between severity of disease and 

introduction of DEN 3 serotypes in both settings in Brazil should be interpreted with 

caution since primary and secondary dengue infection cannot be distinguished by the 

official Brazilian surveillance system. In our study more than 20% of laboratory-confirmed 

dengue cases were classified as dengue with complications showing the difficult to fulfill 

the DHF criteria. Previous studies have pointed out that the application of the WHO 

criteria for case ascertainment may underestimate the number of DHF and/or its severe 
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clinical manifestations, especially among the adult population (Rigau-Perez and Bonilla, 

1999; Balmaseda et al., 2005). Sequential viral dengue infections, virulence of different 

virus strains, previous immune status, genetic diversity of the population, age-related 

differences and co-morbidity are possible explanations for disease severity (Hasltead, 

1997, Hammond et al 2005). Therefore, multiple and complex factors may contribute to 

dengue severity. Our results, although limited to a subset of the dengue cases and dengue 

serotypes, reflects the recent introduction DEN 3 in central Brazil.  

In this study, the serotypes identification by viral isolation showed low yield. Viral 

isolation is considered a laborious and time-consuming methodology with well-known 

limitation for large scale monitoring (Guzman and Kouri, 2004; Shu and Huang, 2004). 

Nevertheless, it is the gold standard technique for virus detection (World Health 

Organization, 1997).  The RT-PCR technique enhanced the laboratory-confirmed cases in 

this investigation in concordance with previous publications showing that a combination of 

RT-PCR and virus isolation increases the laboratory diagnosis of dengue.  The advantage 

of RT-PCR is that it allows a timely identification of dengue serotypes for diagnostic and 

surveillance purposes. The relatively simple RSS-PCR typing applied helped to 

characterize the common origin of dengue-1, according to the classification previously 

described in Brazil (Miagostovich et al., 2000; Miagostovich et al., 2002). The pattern 

detected in the dengue-3 strain belonged to subtype C, with a variation (Harris et al., 1999) 

also detected in samples from Brazil (Miagostovich et al., 2002) and Nicaragua 

(Balmaseda et al., 1999).  

Our findings represent an early stage of DEN 3 transmission and that the impact of 

this serotype on disease severity may still not be noticeable. Continuous monitoring of 

circulating serotype enhanced with molecular techniques is critical for dengue surveillance 
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not only to detect the introduction of a new serotype, but also to understand the transition 

on disease severity and the shift from age groups among different populations and regions. 
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Fig. 1. Reported and laboratory-confirmed dengue cases plotted by months from January 2002 to June 

2003. Blank bars show reported cases in the regional surveillance program and black bars the number 
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the percent of positive DEN 3 isolates. 
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Table 1. 

Serotypes of dengue virus isolated, Goiania- Central Brazil, 1994-2003 
 

Serotypes (%)b 
Years Reported Positive/Total (%)a 

DEN-1 DEN-2 DEN-3 
1994-98 8644        3 / 233 (1.3) 3 (100.0) - - 

1999 468           17 / 284 (  6.0) 14  (82.4)  3 (17.6)     - 
2000 432    23 / 367 (  6.2) 18  (78.3) 5 (21.7) - 
2001 6709  203 / 1 186 (17.1) 160 (78.8) 43 (21.2) - 
2002 17632 697 / 3 052 (22.8) 632 (90.7)c 46  (6.6) 19 (2.7)d 
2003 7438 69 / 431  (16.0) 12   (17.4)e 4 (5.8) 53 (76.8)f 

 
a  Percentages are positive divided by total samples tested for virus isolation  

b  Percentages are dengue serotypes by positive samples  
c  versus d χ2=251,8 p<0.001;  
e versus f χ2=404.7 p<0.001 
 
 
 
Table 2. 
 
Characteristics of dengue cases according to serotypes, 2002-2003 
 

Year 2002 Year 2003 
 
Characteristics 

DEN 1 
n=632 (%) 

DEN 2 
n=46 (%) 

DEN 3 
n=19 (%) 

DEN 1 
n=12 (%) 

DEN 2 
n=4 (%) 

DEN 3 
n=53 (%) 

Age years       

1 – 10 35 (  5.5) 2 (  4.3) 2 (10.5) 0 (  0.0) 0 (  0.0) 1 (  1.9) 

11 - 20 136 (21.5) 4 (  8.7) 2 (10.5) 3 (25.0) 1 (25.0) 10 (18.9) 

21 – 30 162 (25.6) 12 (26.1) 5 (26.3) 2 (16.7) 0 (  0.0) 12 (22.6) 

31 - 40 142 (22.5) 12 (26.1) 3 (15.8) 6 (  5.0) 1 (25.0) 11 (20.8) 

41 - 50 80 (12.7) 7 (15.2) 4 (21.1) 1 (  8.3) 0 (  0.0) 8 (15.1) 

51 - 60 77 (12.2) 9 (19.6) 3 (15.8) 0 (  0.0) 2 (50.0) 11 (20.8) 

Disease classification       

Dengue Fever 422 (66.8) 28 (60.9) 13 (68.4) 9 (75.0) 4 (100.0) 36 (67.9) 
Dengue with 
   complications 159 (22.2) 14 (30.4) 5 (26.3) 1 (  8.3) 0 (   0.0) 15 (28.3) 

DHFa 4 (  0.6) 2 (  4.3) 0 (  0.0) 0 (  0.0) 0 (   0.0) 1 (  1.9) 

Not classified 47 (  7.4) 2 (  4.3) 1 (  5.3) 2 (16.7) 0 (   0.0) 1 (  1.9) 
 
 Values shown in parenthesis are percentage; 5 records with missing data on age 
a DHF Dengue hemorrhagic fever 
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RESUMO 
A dengue é a arbovirose mais dispersa no mundo e representa hoje uma das maiores 

preocupações em saúde pública. Os vírus dengue são membros da família Flaviviridae, 

gênero Flavivírus, sendo caracterizados quatro sorotipos virais (DENV-1 a DENV-4) e 

diferentes genótipos intra-típicos. O genótipo III do DENV-3 foi associado ao 

aparecimento de FHD no Sri Lanka e se dispersou pela Índia, África e América Latina. 

Atualmente, o DENV-3 é o sorotipo prevalente na maioria dos estados brasileiros com 

aumento de notificações de casos, hospitalizações e óbitos pela doença. O objetivo deste 

trabalho é caracterizar o genótipo circulante do DENV-3 pelo seqüenciamento genômico e 

análise filogenética de amostras isoladas de pacientes recrutados de unidades de saúde de 

referência na cidade de Goiânia-GO, entre 2005 e 2006. Pacientes com FHD e dengue com 

complicações com resultado de isolamento viral e/ou PCR positivo para DENV-3 foram 

selecionados de uma coorte de dengue e analisados com casos de dengue clássica 

selecionados randomicamente. A seqüência da região prM/M/E do genoma viral foi obtida 

em sete amostras e analisadas em comparação com cepas de referência. Os resultados 

mostraram a homologia das seqüências do estudo com as cepas do genótipo III. A 

identidade nucleotídica das amostras variou de 97,0% a 99,6% e de aminoácidos 97,5% a 

99,5%. A análise da seqüência nucleotídica revelou mutações silenciosas e 14 substituições 

de aminoácidos na seqüência da proteína do gene prM/M/E. Em conclusão, o estudo 

confirma que as cepas de DENV-3 da região centro-oeste pertencem ao genótipo III. 

Alterações genômicas foram observadas ao longo do domínio III da proteína E, as quais 

poderiam afetar a patogenicidade, entretanto não foram consistentes entre as amostras de 

DCC e FHD. Amostras de pacientes com dengue clássica apresentaram alterações relatadas 

como pontos de atenuação viral. Maiores investigações serão necessárias para confirmar as 

alterações encontradas e sua relação com as formas clínicas. 
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ABSTRACT 
Dengue is currently considered a mosquito-borne disease with worldwide dispersion and 

an important public health problem. Dengue viruses are members of the Flaviviridae 

family, Flavivirus genus, and characterized by four serotypes (DENV-1 to DENV-4) with 

different genotypes intratypical. DENV-3 genotype III was associated with the appearance 

of dengue hemorrhagic fever (DHF) in Sri Lanka, and the later spread to the Indian, Africa 

and Latin American continent. Nowadays, DENV-3 is the prevailing serotype in Brazil 

with increasing trend of the report cases, hospitalizations and deaths. The objective of this 

manuscript is to characterize the DENV-3 genotype circulating regionally, performing the 

genomic sequencing and phylogenetic analysis of samples isolated from dengue patients 

recruited from references health units in the city of Goiânia, Goiás State between 2005-

2006. Patients with DHF and complicated dengue forms who had positive virus isolation or 

positive PCR for DENV-3 were selected from a cohort of dengue and a comparison group 

of dengue fever was random selected for analysis. Seven samples had sequences of the 

prM/M/E region obtained and comparative analysis was performed with the reference 

strains. The results showed the homology of the genomics sequences with genotype III 

strains. The nucleotide identity of the all the samples varied from 97.0% to 99.6% and the 

amino acid sequences from 97.5% to 99.5%. The analysis of the nucleotide sequence 

revealed silent mutation and 14 amino acid changes in the protein deduced from gene 

prM/M/E. In conclusion, the study confirms that the strains of DENV-3 in Central Brazil 

relate to genotype III. The genomic changes along Domain III of the protein E were 

observed, which could affect the pathogenicity, but were not consistent between samples of 

DCC and DHF. Samples of patients with dengue fever had mutations related to viral 

attenuation. More investigation is necessary to evidence of genomic changes found in 

relationship with clinical forms. 
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INTRODUÇÃO 

 

A dengue é a arbovirose mais dispersa no mundo, transmitida ao homem pela 

picada do Aedes aegypti, o principal vetor (Halstead 2007). A dengue representa hoje uma 

das maiores preocupações em saúde pública, pois nos últimos 30 anos apresentou uma 

contínua expansão geográfica com períodos epidêmicos e a tendência de aumento de 

formas graves. Atualmente, a dengue é endêmica em mais de 100 países nas regiões 

tropicais, podendo infectar anualmente cerca de 50 milhões de pessoas implicando em 

hospitalizações e mortes, com grande impacto econômico e social (Gubler 2002, WHO 

2007, Harving & Rönsholt 2007). 

Os vírus dengue (DENV) são membros da família Flaviviridae, gênero Flavivírus. 

Possui genoma RNA (~11 Kb) de fita simples, polaridade positiva, cuja única região ORF 

(Open Read Frame) codifica uma poliproteína, co- e pós-traducionalmente clivada em três 

proteínas estruturais (capsídeo C, membrana prM/M e envelope E) e 7 não estruturais 

(NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5) (Heinz & Allison 2003). Os flavivírus são 

vírus de 40-60 nm de diâmetro constituídos por um capsídeo icosaédrico formado por pela 

proteína C, que circunda o genoma viral. O envelope viral incorpora a proteína E, a maior 

proteína de superfície do vírus, com propriedade antigênica, indutora de imunidade 

protetora, tendo como principal função participar da ligação com receptores celulares e 

fusão de membrana para a entrada do vírus (Kuhn et al. 2002, Lindenbach & Rice 2003).  

Os DENV foram classificados em quatro sorotipos virais (DENV-1 a DENV-4) de 

acordo com diferenças antigênicas. A variabilidade genética dos vírus tem sido 

demonstrada pela caracterização filogenética em diferentes grupos em cada sorotipo 

denominados genótipos (Deubel et al. 1993, Lanciotti et al. 1997, Nogueira et al. 2000, 

Rico-Hesse 2003). A definição de homologia entre essas variantes foi determinada pela 
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comparação entre seqüências parciais da região estrutural do genoma viral de isolados do 

vírus DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 de diferentes regiões geográficas (Rico-

Hesse 1990, Lanciotti et al. 1994, 1997, Gonçalvez et al. 2002). A epidemiologia 

molecular tem demonstrado a origem e distribuição geográfica dos DENV e a associação 

de específicos genótipos intra-típicos com doença de maior ou menor gravidade (Lanciotti 

et al 1997, Leitmeyer et al. 1999, Rico-Hesse 1997, 2003, Nogueira et al. 2000, Messer et 

al. 2003).  

Considerando a epidemiologia do DENV-3, Messer et al. (2003) mostrou a 

circulação de um novo variante do DENV-3, genótipo III, associada ao aparecimento de 

FHD em Sri Lanka em 1989 com dispersão pelo subcontinente indiano e África e, então, 

para a América Latina.  

No Brasil, o DENV-3 circula concomitantemente com DENV-1 e DENV-2 desde a 

sua introdução no Rio de Janeiro, em 2000 (Nogueira et al. 2000, 2001). Este sorotipo 

apresentou rápida dispersão pelo país, causando epidemias em diversas cidades em 2002, 

tornando–se o sorotipo prevalente na maioria dos estados brasileiros (MS/SVS 2003, 

Teixeira et al. 2005) A partir de 2002 houve aumento de notificações, hospitalizações e 

óbitos pela doença (Siqueira Jr et al. 2005). 

A caracterização molecular do DENV-3 identificou como genótipo III, o vírus 

circulante no Brasil, utilizando a Reação em Cadeia da Polimerase baseada em Sítios de 

Restrição Específicos (RSS-PCR) e pelo sequenciamento parcial e completo do genoma do 

DENV-3 (Féres et al. 2006, Miagostovich et al. 2002, 2006, Aquino et al. 2006). Foi 

determinada a origem asiática deste genótipo introduzido no Brasil pela passagem nas ilhas 

do Caribe. Mutações no genoma do DENV-3 foram demonstradas em alguns estudos, 

entretanto a associação dessas alterações com a gravidade da doença ainda não está 

totalmente esclarecida (Aquino et al. 2006, Zulueta et al. 2006). 
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No Brasil, estudos que determinam a diversidade genética dos DENV ainda são 

poucos e caracterizam predominantemente amostras da região sudeste do Brasil (Nogueira 

et al. 2000, dos Santos et al. 2002, Santos et al. 2004, Pires Neto et al. 2005, Miagostovich 

et al. 2002, 2003, 2006, Figueiredo et al. 2008). 

Em Goiânia-GO cerca de 40% da população uma exposição prévia por dengue 

(Siqueira Jr et al. 2004), a circulação do genótipo III do DENV-3 a partir de 2003, 

tornando-se prevalente na região (Féres et al. 2006) e em 2005- 2006 durante a epidemia 

por DENV-3, os casos de FHD não foram associados à infecção secundária (Guilarde et al. 

2008). Estes estudos abrem perspectivas para a caracterização molecular dos sorotipos e 

genótipos virais circulantes na região. 

O presente manuscrito objetiva caracterizar o genótipo do DENV-3 de amostras 

selecionadas entre casos de dengue de diferentes formas clínicas diagnosticados em 

Goiânia-GO, entre 2005 e 2006, através do sequenciamento dos genes prM/M/E e análise 

filogenética.  

 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

População de estudo  

As amostras do estudo foram selecionadas de uma coorte de 185 pacientes com 

confirmação laboratorial de dengue, cujos aspectos clínicos foram descritos em publicação 

recente (Guillarde et al. 2008).  Em resumo, os pacientes foram recrutados em duas 

unidades de saúde de referência para dengue (Hospital Dr. Anuar Auad-HDT e CAIS 

Jardim Curitiba), no município de Goiânia-GO/Brasil, entre 2005-2006. A classificação 

clínica dos casos de dengue seguiu as definições do Ministério da Saúde. Os seguintes 
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testes laboratoriais foram realizados: 1) pesquisa de anticorpos IgM (MAC-ELISA); 2) 

isolamento viral em cultura de células C636, descritas em publicação anterior (Féres et al. 

2006); 3) testes de avidez para anticorpos IgG para determinação de infecção primária e 

secundária, 4) PCR multiplex para tipagem viral e 5) PCR em tempo real para 

determinação da carga viral, como apresentado por Levi et al. (2007).  As técnicas de 

MAC-ELISA e isolamento viral foram realizadas no Laboratório de Saúde Pública Dr 

Giovanni Cysneiros – LACEN-GO, conforme rotina de vigilância laboratorial e as demais 

no Laboratório de Virologia do Instituto de Medicina Tropical da USP-SP em um trabalho 

cooperativo.  

 

Critério de seleção das amostras 

Das 185 amostras de pacientes da coorte, verificamos quais tinham resultado de isolamento 

viral e/ou PCR positivo para DENV-3, dentre estas, selecionamos para o estudo todas as 

amostras de pacientes com clínica de FHD e dengue com complicações e sorteamos 

aleatoriamente amostras de pacientes com dengue clássica para composição das amostras 

de trabalho. As etapas referentes às reações de sequenciamento foram realizadas no 

LACEN-GO com o uso do sequenciador automático pertencente à Plataforma Genômica 

de Sequenciamento de DNA - PDTIS FIOCRUZ-RJ. 

 

Isolamento viral  

O isolamento viral do DENV-3 foi realizado em etapa anterior pela inoculação de sangue 

ou soro dos pacientes em tubos de 16 x 125 mm contendo monocamadas de células Ae. 

albopictus, clone C6/36 confluentes (Igarashi 1978). Os tubos foram incubados em estufa a 

28ºC por 10 dias, quando as suspensões de células foram coletadas e utilizadas para 

identificação do sorotipo por imunofluorescência indireta (IF) com anticorpos monoclonais 
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tipo específicos (Gubler et al. 1984).  O sobrenadante de cultura de células e o sangue/soro 

dos pacientes foram estocados a -700C. 

 

Extração de RNA viral  

O RNA viral foi extraído de 200 µl do soro ou sobrenadante da cultura de células 

infectadas com DENV-3, em primeira ou segunda passagem, utilizando colunas de 

extração Real Genomics (Real Biotech Corporation, US), seguindo as instruções do 

fabricante. O RNA foi eluído em 40 µl de água livre de RNAse e DNase.  

 

Oligonucleotídeos para sequenciamento 

Dez conjuntos de oligonucleotídeos (Quadro 1) foram sintetizados de acordo com a 

seqüência disponibilizada por Miagostovich et al. (2006) para amplificar fragmentos de 

aproximadamente 500 pb das regiões prM/M e E do genoma do DENV-3.  

 

Transcrição Reversa seguida pela Reação em Cadeia da Polimerase - RT-PCR  

A amplificação dos fragmentos requeridos foi procedida usando um único tubo de reação. 

A mistura de reação consistiu de 1X PCR Master Mix (Promega, US), DTT 3 µM 

(Promega, USA), cada primer a 0,5 µM (Invitrogen, US), AMV-RT 5U (Promega, US) e 

água livre de RNAse e DNAse completando um volume final de 45µl. Cinco microlitros de 

RNA viral foi adicionado à mistura reagente e o cDNA foi obtido diretamente por 

transcrição reversa à 40oC por 60 min, seguido de 40 ciclos de amplificação de 94oC por 

30 seg, 58oC por 1 min, 72oC por 2 min e extensão final a 72oC de 10 min. Para 

amplificação foi utilizado o Termociclador Termo Hybaid PxE 0,2 PCR (Thermo 

Scientific, US). Os produtos de PCR foram submetidos à eletroforese com gel de agarose a 
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1,3% e brometo de etídeo visualizados sob luz UV. As amostras negativas foram re-

inoculadas em cultura de células C6/36 e novamente submetidas à RT-PCR. 

 

Purificação dos produtos de PCR 

Os fragmentos amplificados pela PCR foram purificados utilizando o sistema comercial 

PureLink™ PCR Purification kit (Invitrogen, US), seguindo o protocolo descrito pelo 

fabricante. 

 

Sequenciamento nucleotídico 

O DNA (20-200 ng) foi seqüenciado diretamente em ambas as direções usando BigDye 

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit  (Applied Biosystems, US), 1 pmol de 

oligonucleotídeos (Tabelas 1 e 2) e água para completar um volume aproximado de 10 µl. 

O sequenciamento consistiu de 30 ciclos de 96oC/30 seg, 50oC/1 min e extensão final 

60oC/4 min. O produto seqüenciado foi purificado em colunas Centri-Sep (Princeton 

Separations, US) e o DNA seco a 37oC por 18 h. O sedimento foi reconstituído com 10 µl 

de formamida H-DI (Applied Biosystems, US), transferido para placas de reação e 

submetido à eletroforese em sequenciador automático 48 capilares ABI PRISM 3730 

(Applied Biosystems). 

 

Seqüências do Genbank  

Para análise filogenética utilizamos seqüências protótipo representativas dos diferentes 

genótipos DENV-3 e cepas representativas de outros estados brasileiros disponíveis no 

Genbank e estão listadas na (Tabela 1). 
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Quadro 1.  Oligonucleotídeos usados para amplificação e seqüenciamento de nucleotídeos 

das regiões prM, M e E do DENV-3.DENV-3. 

Nome 
Seqüência (5’-3’) Posição no genoma*  

D3-1 
GTTGTTAGTCTACGTGGACCGA 2-23 

D3-2 GTTGATTCCAGAGGCTGTCTTA 511-532 

D3-3 GCCTCTGGAATCAACATGTGCA 518-539 

D3-4 CTTAGCCATGGTAGTCACACA 1022-1042 

D3-5 GTGACTACCATGGCTAAGAACA 1025-1046 

D3-6 GAACCATTGTCTATGTACCATCCA 1544-1567 

D3-7 CGGACAGGTTTGGATTTCA 1490-1508 

D3-8 CAGTTGATTTTCAGGGCTT 2082-2100 

D3-9 CAACTGGTACAGGAAGGGAA 2095-2114 

D3-10 CTAATTCCGCACACTCCA 2569-2587 

       *De acordo com AF316745 

 

Análise filogenética 

A análise das seqüências nucleotídicas foi feita usando Chromas software versão 2,33 

(Technelysium Pty Ltd, 2001, disponível em http://technelysium.com.au/chromas.html) e 

Clustal X (Thompson et al, 1997 disponível em 

http://www.ib.usp.br/henning/softwares.htm). As seqüências foram submetidas ao BLAST 

(Basic Local Alignment Search Tool/NCBI http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para 

verificar a similaridade com as seqüências do DENV-3. O alinhamento das seqüências 

obtidas e das seqüências selecionadas para comparação foi feito pelo Clustal W 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). O percentual de identidade entre as 

seqüências e a construção da árvore filogenética foi realizado utilizando-se os softwares 

Bioedit versão 7.0.9 (Ibis Biosciences, Carlsbad, CA disponível em 

www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) e Molecular Evolutionary Genetics Analysis - 

MEGA versão 3.1 (Kumar et al., 2004, disponível em 
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http://www.megasoftware.net/data.html ), através dos métodos Neighbor Joining e Tamura 

Nei e bootstrap de 1000 replicações. Para permitir o enraizamento da árvore foram 

colocadas três seqüências como grupo externo, sendo o DENV-1, DENV-2 e DENV-4. 

 

 Qualidade das seqüências 

O programa Phred é largamente utilizado para avaliar a qualidade das seqüências obtidas 

em seqüenciador automático pela análise do cromatograma e atribui índices de qualidade 

que avaliam a probabilidade erros na inserção de base nucleotídica. Valor de Q=>20 

corresponde a 1 erro a cada 100 nucleotídeo e determina uma seqüência com qualidade. As 

seqüências do estudo foram analisadas por este programa e mostraram Q=>20.  

 

Considerações éticas 

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética como uma continuidade do 

projeto inicial de vigilância laboratorial da dengue. Os pacientes que consentiram no 

estudo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.  

 

 

RESULTADOS 

 

Amostras estocadas de DENV-3 isolados de 29 pacientes com diferentes quadros 

clínicos foram submetidas a RT-PCR para amplificação de fragmentos correspondentes à 

região estrutural do genoma viral (prM/M/E) (Figura 1). Estes genes foram sugeridos como 

importantes marcadores moleculares de patogenicidade dos DENV (Leitmeyer et al. 1999). 

As amostras foram seqüenciadas utilizando 13 conjuntos de oligonucleotídeos que 

geraram fragmentos contíguos e se sobrepuseram, sendo analisados e editados com base 
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nos respectivos cromatogramas. A partir desta análise foi obtida uma seqüência consenso 

para cada uma das amostras. 

Neste estudo obtivemos o seqüenciamento genômico do DENV-3 de 7 (sete) 

seqüências das regiões prM/M e do envelope viral, considerando-se 1977 nucleotídeos 

seqüenciados (Quadro 2). 

 

Quadro 2. Características clínicas e laboratoriais das amostras de DENV-3 seqüenciadas no 
estudo. 
 
Nº 
amostra/ano Idade  Sexo 

Forma 
clínica 

Tipo de 
infecção  Desfecho 

Isolamento 
viral 

PCR  
Carga viral 

070/2005 34 F DC 1ª Cura Pos Pos  
55874592.86 

151/2005 21 F DCC 1ª Cura Pos Pos 762501.43 
159/2005 36 M DCC 2ª Cura Pos Pos 775.71 

278/2005 31 M DCC 2ª Cura Neg Pos  
103428514.29 

287/2005 17 F FHD 1ª Cura Pos 
Pos  

 
2001595.71 

516/2005 25 M FHD - Óbito Pos Neg - 
701/2006 30 M DC - Cura Pos Neg - 
Legenda: DC - dengue clássica; DCC: dengue com complicações; FHD: febre hemorrágica da dengue; 1ª – 
primária; 2ª – secundária; PCR – reação em cadeia da polimerase. 

  

 

 

A Figura 2 mostra a análise filogenética das seqüências do estudo comparadas às 

seqüências representativas dos diferentes genótipos do DENV-3 obtidas do GenBank. As 

seqüências do estudo foram agrupadas com cepas representativas do genótipo III. Podemos 

observar a similaridade entre as seqüências formando subgrupos (clades) dentro do 

genótipo III. As seqüências do estudo apresentaram maior similaridade com a cepa 

brasileira RJ 74886-AY679147 e as cepas de Martinica (MQ/2001/AY099342 e 

MQ/1999/AY099337). Interessante observar que a seqüência GO070/2005, de paciente 

com dengue clássico, mostrou estreita relação com as cepas de Martinica, formando um 
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subgrupo à parte. À exceção da seqüência GO701/2006, as demais seqüências que 

apresentaram similaridade com a cepa do Rio de Janeiro AY976147 e eram de pacientes 

com dengue com complicações (DCC), FHD e óbito. Esta cepa de referência foi 

seqüenciada de um paciente com DCC e óbito.  

O percentual de identidade nucleotídica das amostras do DENV-3 seqüenciadas 

variou de 97,0% a 99,6% e de aminoácidos 97,5% a 99,5%, quando comparados entre si e 

as seqüências referências do genótipo III (Tabela 2).  

A análise da seqüência nucleotídica das amostras do estudo comparada à seqüência 

RJ-74886/AY976147 revelou alterações nucleotídicas que, em sua maioria, ocorreram na 

3ª posição do códon, provavelmente não determinando substituição de aminoácidos 

(mutações silenciosas) e foram mutações por transição (Quadro 3). O percentual médio de 

divergência nucleotídica nas regiões de estudo foi de 6,5%. Estes resultados indicam que 

as seqüências das proteínas das amostras de DENV-3 analisadas foram conservadas. 

 

Quadro 3.  Freqüências dos pares de nucleotídeos do vírus DENV-3 

Domínio Pares idênticos Tr  Tv 

Média 1888 75 14 

1ª Posição do códon 646 11 2 

2ª Posição do códon 652 5 2 

3ª Posição do códon 590 59 10 
Legenda: Tr= transição; Tv= transversão; freqüência média de todos os táxons apresentados no estudo  
incluindo as seqüências dos diferentes genótipos do DENV-3. 

 

  

A Tabela 3 mostra a presença de alterações de aminoácidos entre as seqüências de 

DENV-3 estudadas e as cepas de referência. Foram encontradas 14 substituições de 

aminoácidos na seqüência da proteína deduzida do gene prM/M/E. A seqüência 

GO070/2005 apresentou uma alteração na posição M86 (R→H), tal como identificado no 
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Sri Lanka/1991. Na seqüência da proteína E observamos alterações significativas nos 

resíduos E47 (K→E), E383 (K→N), E386 (K→E), E388 (N→H), com mudança na carga 

do aminoácido, podendo repercutir em suas propriedades biológicas. Destacamos a 

mudança no resíduo E383 (K→N) em duas seqüências GO070/2005 e GO701/2006 

isoladas de pacientes com dengue clássica, sendo que em GO701/2006 também ocorreu 

alteração em E388. Importante ressaltar que os resíduos E325, 357, 380, 383, 386, 388 e 

391 estão localizados na região do domínio III do envelope viral, o qual tem sido 

considerado como domínio de receptor de ligação dos flavivírus (Chen et al. 1996). As 

mutações observadas nas posições E325 e E429 ocorreram especificamente no grupo de 

amostras seqüenciadas neste estudo. 

 

 

DISCUSSÃO 

 

Os resultados do sequenciamento das regiões prM/M/E do genoma do DENV-3 

realizado no presente estudo, evidenciam que o DENV-3 circulante em Goiânia-GO no 

período 2005-2006  pertence ao genótipo III, confirmando a caracterização realizada em 

2002-2003 pela técnica de RSS-PCR (Féres et al. 2006). A RSS-PCR tem sido utilizada 

para a genotipagem dos vírus dengue, de forma mais simples e rápida, podendo ser útil 

para monitorar a circulação dos diferentes genótipos virais (Harris et al. 1999). Entretanto, 

o sequenciamento genômico tem se tornado acessível aos laboratórios nos últimos anos, 

sendo importante ferramenta da epidemiologia molecular pela caracterização genômica e 

análise filogenética dos vírus dengue. 

O DENV-3, genótipo III, foi introduzido na região das Américas proveniente do 

Sudeste Asiático, pertencente ao genótipo do subcontinente indiano, tem um fenótipo de 
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elevada virulência com uma alta capacidade de replicação em células humanas e 

envolvimento na patogênese da doença (Rico-Hesse 2003).  

O DENV-3 foi primeiramente detectado no Rio de Janeiro introduzido no Brasil 

pelas Ilhas do Caribe (Nogueira et al. 2001, Peyrefitte et al. 2003) oriundo do Sri Lanka 

(Messer et al. 2003). A introdução deste genótipo no Brasil foi caracterizada pela sua 

capacidade de rápida disseminação pelo país, causando epidemias explosivas (MS/SVS 

2003, Nogueira et al. 2005, Siqueira et al. 2005). 

Na análise filogenética, as seqüências do estudo agruparam-se em dois subgrupos 

dentro do genótipo III, sendo um representado pelas seis seqüências do estudo que 

apresentaram maior similaridade com a cepa do Rio de Janeiro - Brasil (AY679147), e o 

outro pela seqüência GO070/2005 que mostrou homologia com as cepas de Martinica 

(AY099342 e AY099337) (Figura 2). O percentual de identidade nucleotídica e de 

divergência foi similar a outros que descreveram um estudo semelhante (Muhareva et al. 

2005, Cruz 2005). 

 À exceção da seqüência GO701/2006 as amostras seqüenciadas de pacientes com 

manifestações graves da doença agruparam com a cepa AY976147, isolada de um caso de 

SCD e óbito (Miagostovich et al. 2006). Foram observadas duas mutações específicas nos 

resíduos E325 (K→R) e E429 (V→I) na região do envelope viral (Tabela 3), entretanto, 

não representam alterações genômicas significativas, pois a mudança ocorreu dentro de um 

mesmo grupo de aminoácidos.  

A proteína E dos flavivírus é a maior proteína de superfície dos vírions, contém 

aproximadamente 500 aminoácidos e é fortemente conservada entre o grupo. Recentes 

estudos de cristalografia têm mostrado que a proteína E do DENV é um complexo 

molecular organizado em três domínios: o domínio central, domínio I, o domínio de 

dimerização, domínio II e o domínio III que contém o receptor de ligação à célula do 
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hospedeiro. O domínio III possui de 300 a 400 aminoácidos é muito eficiente na 

neutralização dos flavivírus (Rey et al. 1995, Modis et al. 2004, 2005).  

Nossas seqüências apresentaram mutações ao longo no domínio III da proteína do 

envelope. As alterações nos resíduos E383 (K→N) e E391(R→K) foram identificadas no 

estudo de Zulueta et al. (2006) como aminoácidos que afetariam a imunogenicidade do 

domínio III e estariam relacionados à maior capacidade protetora. Notavelmente, as duas 

seqüências de pacientes com dengue clássico (GO070/2005 e GO701/2006) mostraram 

resíduo N383, sendo que GO070/2005 apresenta também K391. Modis et al. (2005) 

determinou resíduos expostos na superfície dos DENV que provavelmente seriam epítopos 

responsáveis pela neutralização por anticorpos monoclonais e incluem os resíduos 291, 305 

e 381, 383 e 389, estes últimos também relatados em outros estudos como epítopos de 

neutralização do DENV-2 (Hiramatsu et al. 1996, Hung et al. 2004, Modis et al. 2004). 

Holzmann et al. (1990) demonstraram que mutações em E384 e E386 (presente em 

GO070/2005) estariam relacionadas à atenuação do vírus da encefalite transmitida por 

carrapatos (TBEV). Uma asparagina no resíduo 388 parece ser causa de aumento na 

incidência de FHD, enquanto que resíduos carregados reduzem a virulência (Leitmeyer et 

al. 1999). Esta alteração também foi observada na seqüência GO701/2006. 

A patogênese de FHD tem sido amplamente discutida e diferentes hipóteses têm 

sido aventadas na tentativa da elucidação do agravamento da doença. Pela teoria da 

amplificação da infecção dependente de anticorpos (ADE antibody – dependent 

enhacement), postulada por Halstead (1988), a infecção secundária é o principal fator na 

gravidade da doença admitida em vários estudos que descrevem casos de FHD em infecção 

secundária (Thein et al. 1997, Vaughn et al. 2000, Gúzman 2005, Alvarez et al. 2006, Pang 

et al. 2007).  
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A análise de aspectos epidemiológicos e virais tem produzido evidências da 

associação de epidemias de FHD com específicos sorotipos e/ou genótipos e podem indicar 

a virulência viral. Essas evidências foram demonstradas em estudos de genótipos do 

DENV-2, onde o sudeste asiático foi considerado mais virulento e o americano associado 

com dengue clássica (Rico-Hesse 1997, Watts et al. 1999, Leitmeyer et al 1999, Messer et 

al. 2003, Cologna & Rico-Hesse 2003).  

Kouri et al. (1989), entretanto, descreveram que o desencadeamento de FHD/SCD 

possa ser conseqüência de um mecanismo complexo, multifatorial, envolvendo também 

fatores de riscos individuais e epidemiológicos (Gúzman & Kouri 2002, Torres 2005).   

Os estudos desenvolvidos no Brasil têm contribuído para a identificação de 

sorotipos e genótipos circulantes e as rotas da dispersão do vírus pelo país (Miagostovich 

et al. 2003, Santos et al. 2004, Pires Neto et al 2005, Aquino et al. 2006). Evidências de 

características de virulência do DENV-2 (genótipo III) (Dos Santos et al. 2002) e das 

características virais do DENV-3 (genótipo III) em um caso de óbito (Miagostovich et al. 

2006) foram observadas pelo sequenciamento completo do genoma desses vírus, e, 

contribuem para a discussão sobre uma associação desses genótipos com doença grave.  

Nesse estudo realizamos a caracterização molecular de sete amostras de DENV-3, 

como genótipo III, isolados de pacientes com DC, DCC e FHD infectados durante as 

epidemias de 2005 e 2006. Não foram observadas específicas alterações nucleotídicas ou 

de aminoácidos nas regiões analisadas consistentes entre as amostras de DCC e FHD. 

Apesar de que as referidas amostras apresentaram homologia com a cepa do Rio de Janeiro 

isolada de um paciente com SDC e óbito, e algumas delas apresentarem doença grave em 

infecção primária. Com relação às amostras de dengue clássica, foram encontradas 

alterações em resíduos de aminoácidos ao longo do domínio III relatados como pontos de 

atenuação viral. Vários estudos relataram que mutações I e II afetam a virulência pela 
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influência na atividade de fusão, entretanto, mutações no domínio III têm levado a um 

melhor entendimento da estrutura e função dos epitopos de neutralização com implicação 

aos desenhos de vacina (Mandl et al. 2000, Hurrelbrink & McMinn 2003, Zulueta et al. 

2006, Khanam et al. 2006).  

O número de amostras analisadas neste estudo é relativamente pequeno, mas 

incentivam estudos com um maior número de isolados de DENV-3 de diferentes regiões 

para a confirmação das características virais correlacionadas com a forma clínica. 
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Figuras 1. A - gel de agarose 1,3% corado com brometo de etídio dos fragmentos de DNA 

de amostras de DENV-3produto da 1ª PCR de sequenciamento: faixas: 1-5 GO151, Padrão 

de peso molecular 100pb (Invitrogen), 6-10 GO175; 1.B - gel de agarose 2,3% corado com 

brometo de etídio representando a quantificação de fragmentos de DNA do DENV-3 da 

amostra GO070 (faixa 1-5), Peso molecular ““Low DNA mass” (Invitrogen). 
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Figura 2. Análise filogenética das seqüências dos genes prM/M e E do DENV-3 comparadas a 20 

seqüências de referência dos genótipos do DENV-3. A análise foi realizada pelo método Neigborn-

Joining e Tamura Nei. Os valores de ‘bootstrap’ (1000 rep) estão demonstrados nos ramos principais. 

As seqüências de DENV-1, DENV-2 e DENV-3 representam o grupo externo (“out group”). As 

seqüências de estudo estão marcadas em cinza. A barra de escala corresponde à razão de substituição 

nucleotídica. 
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Tabela 1. Seqüências da região prM M e E do vírus dengue tipo 3  do estudo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: SCD– síndrome do choque por dengue, DC- dengue clássica, D complic – dengue com 
complicações, FHD – febre hemorrágica da dengue, dengue – forma clínica não especificada.  

Identificação Classificação Origem Ano Nº acesso 

GenBank 

Genótipo 

BR/74886/02 SCD RJ, Brasil  2002 AY679147 III 

BR/2005/GO070 DC GO, Brasil 2005 Não disponível III 

BR/2005/GO278 DCC GO, Brasil 2005 Não disponível III 

BR/2005/GO159 DCC GO, Brasil 2005 Não disponível III 

BR/2005/GO516 FHD/OBITO GO, Brasil 2005 Não disponível III 

BR/2006/GO701 DC GO, Brasil 2006 Não disponível III 

BR/2005/GO287 FHD GO, Brasil 2005 Não disponível III 

BR/2005/GO151 DCC GO, Brasil 2005 Não disponível III 

D3Mart1243 Dengue Martinica 1999 AY099337 III 

D3Mart2336 Dengue Martinica  2001 AY099342 III 

GOI1099 FHD GO, Brasil 2002 AY960630 III 

MTO3103 DC MT, Brasil 2002 AY960632 III 

ROR3845 DC RR, Brasil 2002 AY960635 III 

Be706617 DC PA, Brasil 200 AY960630 III 

2783 Dengue Sri Lanka 1991 L11438 III 

1416 Dengue Índia  1984 L11424 III 

1696 Dengue Samoa  1986 L11435 III 

1326 Dengue Sri Lanka 1981 L11431 III 

85-159 Dengue Indonésia  1985 L11428 I 

TB55I Dengue Indonésia 2004 AY858048 I 

29472 Dengue Fiji 1992 L11422 I 

D86-007 Dengue Tailandia 1986 L11441 II 

MK315 Dengue Tailandia 1987 L11442 II 

1340 Dengue Porto Rico 1977 L11434 IV 

PR6 Dengue Porto Rico 1963 L11433 IV 

1327 Dengue Tahiti 1965 L11439 IV 

H-87 Dengue Filipinas 1956 M93130 V 

80-2 Dengue China 1980 AF317645 V 

Den1  Demgue Japão 2003  - 

Den2 DR31/01 Dengue Rep 

Dominicana 

2001 AB122021 - 

Den4/814669 Dengue Dominica  1981 AF326573 - 
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Tabela 2. Identidade nucleotídica e de aminoácidos entre as seqüências prM M E do DENV-3 analisadas no estudo. 

 
Sequencia RJ7886 GO159 GO516 GO701 GO287 GO070 GO278 GOI1099 Be706617 MT3103 RR3845 Mq/99 Mq/01 SL/91 In/04 PR/77 H-87 

Brasil-RJ7886/2002  99,0 99,2 98,9 99,1 98,9 99,2 98,1 98,1 98,2 98,2 99,3 99,0 97,7 92,9 93,2 94,8 

Brasil-GO159/2005 99,2  99,6 99,3 99,5 98,2 98,5 97,4 97,4 97,6 97,5 98,6 98,3 97,1 92,3 92,6 94,1 

Brasil-GO516/2006 99,5 99,3  99,5 99,6 98,3 98,6 97,6 97,5 97,7 97,6 98,8 98,5 97,2 92,4 92,9 94,3 

Brasil-GO701/2006 99,0 98,9 99,2  99,6 98,2 98,4 97,5 97,5 97,7 97,6 98,7 98,4 97,2 92,3 92,7 94,0 

Brasil-GO287/2006 99,3 99,2 99,5 99,3  98,2 98,5 97,6 97,5 97,8 97,6 98,7 98,4 97,1 92,3 92,8 94,2 

Brasil-GO070/2005 98,7 98,1 98,3 98,1 98,1  98,2 97,8 97,7 97,7 97,9 99,1 98,9 97,3 92,2 92,8 94,3 

Brasil-GO278/2005 99,0 98,3 98,6 98,1 98,4 97,8  97,5 97,4 97,8 97,5 98,7 98,4 97,0 92,4 93,1 94,3 

BrasilGOI1099/2003 98,6 97,8 98,1 98,0     98,0 98,0 97,7  99,9 98,6 98,3 98,4 98,1 97,6 92,0 92,6 94,0 

BrasilBe706617/2003 98,4 97,7 98,0 97,8 97,8 97,8 97,5 99,8  98,5 98,2 98,4 98,1 97,6 92,0 92,6 93,9 

BrasilMTO3103/2002 98,3 97,5 97,8 97,8 97,8 97,7 97,7 98,1 98,0  98,2 98,3 98,0 97,4 91,9 92,7 93,8 

BrasilROR3845/2002 98,4 97,7 98,0 97,8 97,8 98,1 97,5 98,0 97,8 98,0  98,4 98,2 98,3 92,6 93,0 94,4 

Martinica1243/1999 99,6 98,9 99,2 99,0 99,0 99,0 98,7 98,9 98,7 98,6 98,7  99,4 98,0 92,8 93,4 94,6 

Martinica2336/2001 99,2 98,6 98,9 98,7 98,7 98,9 98,3 98,4 98,3 98,1 98,6 99,5  97,7 92,4 93,1 94,3 

SriLanka1326/1991 99,0 98,6 98,9 98,7 98,7 98,7 98,1 98,6 98,4 98,3 98,7 99,3 99,2  92,9 93,3 95,0 

IndonesiaTB55i/2004 97,4 96,6 96,9 96,5 96,8 96,8 96,5 96,3 96,2 96,0 96,5 97,4 97,2 97,1  91,7 94,6 

PortoRico1340/1977 96,9 96,5 96,8 96,3 96,6 96,5 96,3 95,9 95,7 95,9 96,0 96,9 96,9 96,6 96,5  92,9 

FilipinasH-87/1956 98,3 97,5 97,8 97,4 97,7 97,4 97,4 96,9 96,8 96,6 97,1 98,0 97,8 97,7 97,7 96,5  

*Identidade de aminoácidos em negrito 
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Tabela 3.  Alterações na seqüência de aminoácidos deduzida da proteína das regiões prM/M E do vírus dengue tipo 3 comparadas à seqüência 

Brasil-2002 AY976147. 

 

 

 Posição do aminoácido no gene 

Seqüência M ENVELOPE 

86 47 325 357 380 383 386 388 391 402 404 412 428 429  

BR/2002/AY679147 R K K T I K K N R A T I N V 

BR/2005/GO070 H E . . . N E . K . . . . . 

BR/2005/GO278 . . . . T . . . . . . L T . 

BR/2005/GO159 . . R . . . . . . . . . . I 

BR/2005/GO516 . . R I . . . . . . . . . I 

BR/2006/GO701 . . R . . N . H . . P . . I 

BR/2005/GO287 . . R . . . . H . S . . . I 

SL/1991/L11438 H K R . . N . . K . . . . . 
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CONCLUSÕES E RECOMENDAÇÕES 
 

 

Neste trabalho detectamos e identificamos os sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-

3 que circularam na região nos anos de 1994 a 2003. O DENV-1 foi o sorotipo prevalente nos 

anos 1994 a 2002, sendo substituído por DEN-3 a partir de 2003. A confirmação laboratorial 

foi incrementada pelo uso da RT-PCR e a RSS-PCR, que demonstrou ser útil na triagem dos 

genótipos circulantes. O aparecimento de formas graves da dengue não se relacionaram a 

nenhum sorotipo especificamente e a infecção pelo DENV-3 não sugeriu um papel relevante 

no aumento da gravidade da doença durante seu primeiro ano de dispersão no Centro-Oeste 

do Brasil. 

A análise filogenética de amostras de DENV-3 isolados de pacientes com DC, DCC 

e FHD seqüenciadas neste estudo confirmou a circulação de genótipo III na região.As 

seqüências obtidas das regiões prM/M/E apresentaram homologia com as cepas do Rio de 

Janeiro e Martinica e mostraram-se altamente conservadas. Alterações genômicas 

significativas foram observadas ao longo do domínio III da proteína E, as quais poderiam 

afetar a patogenicidade, entretanto não foram consistentes entre as amostras de DCC e FHD. 

Por outro lado, as amostras de pacientes com dengue clássica apresentaram alterações em 

resíduos de aminoácidos no domínio III relatados como pontos de atenuação viral.  

Embora, com um pequeno número de amostras seqüenciadas, uma das limitações do 

presente estudo, esperamos estar contribuindo com o melhor entendimento da epidemiologia 

molecular dos DENV no Centro-Oeste do Brasil e estimulando maiores investigações para 

confirmar as alterações encontradas, pois a identificação de marcadores de virulência ou 

atenuação viral dos DENV-3 relacionados à forma clínica representa sem dúvida um dos 

desafios para o conhecimento da patogenia e epidemiologia molecular da dengue.  
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