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RREESSUUMMOO  

 

 O Brasil é um país de dimensões continentais, com 8.512.000 km
2
, tem a maioria de 

seu território situado em área tropical, que associado a grande diversidade de flora e fauna, o 

que torna apropriada à ocorrência de zoonoses transmitidas por artropodes. Estudos sobre 

arbovírus na região, pelo Instituto Evandro Chagas, em 44 anos (1954-1998) identificaram um 

grande número de vírus, e pelo menos 187 diferentes arboviroses foram isoladas. 

 A prevalência mundial de arboviroses cresceu dramaticamente nas últimas décadas, e 

nas áreas onde estas doenças são endêmicas, a transmissão por transfusão dificilmente é 

investigada. A preocupação com a transmissão de arboviroses, principalmente do Vírus 

Dengue (DENV), por transfusão sanguínea aumentou após a documentação da transmissão de 

West Nile Vírus (WNV) por transfusão nos EUA.  

 DENV e WNV são semelhantes em alguns aspectos, o que suporta a hipótese de que 

dengue possa ser transmitida por transfusão sanguínea: são eficientemente transmitidos ao 

homem através da picada de mosquitos infectados; grande proporção das infecções é 

assintomática; níveis de viremia durante a fase de incubação pode exceder 106 virions por mL, 

e a transmissão de ambos foi documentada após transplante de órgão e em acidentes com 

profissionais da saúde. 

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi investigar a presença de arboviroses em 205 

amostras clínicas de doadores de sangue da Região Amazônica e em amostras obtidas durante 

uma epidemia de Dengue, em 2006, na cidade de Tupã/SP. O RNA viral foi extraído, 

Multiplex-Nested-PCR foi realizada com o uso de primers gênero e espécie-específico para 

Flavivirus, Alphavirus, e, para a detecção e identificação do vírus Oropouche, realizou-se RT-

Nested-PCR usando primers que se ligam no segmento S do genoma viral.  

Apesar da complexidade e número, a transmissão de arbovírus por transfusão 

sanguínea não foi detectada, sugerindo que o evento é raro. Diante disto, mais estudos são 

necessários a fim de que se avalie a prevalência de amostras virêmicas em doadores de sangue 

em um maior número de amostras e em outras regiões do país. É imprescindível que se 

estabeleçam as reais taxas de transmissão através de doadores virêmicos para que se possa, 

então, avaliar as conseqüências clínicas para o receptor e para prevenção de possíveis 

arboviroses transfusionais. 

 

Palavras-chaves: Arbovírus, Doadores de Sangue, Região Amazônica 
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AABBSSTTRRAACCTT  

 

 Brazil is a large country (8.512.000 km
2
), situated in a predominantly tropical area, 

most of the country has a tropical climate and a large diversity of plants and animals, thus 

providing a suitable place for the occurrence of zoonoses caused by arthropod-borne viruses. 

Studies in this region, conducted by the Institute Evandro Chagas, in 44 years (1954-1998), 

identified a large number of viruses. At least 187 arboviruses were isolated. 

 The global incidence of arboviruses has been increasing dramatically recently, and in 

areas where these diseases are endemic, however, transfusion transmission of the agent is 

rarely investigated. Concerns about potential transmission of DENV and other arboviruses by 

blood transfusions increased after documentation of transfusion-transmitted West Nile Virus 

(WNV) during epidemics in the United State.  

 DENV and WNV are similar in some aspects, supported by the hypothesis that dengue 

can be TT: both flaviviruses are efficiently transmitted to humans via the bite of infected 

mosquitoes; a large proportion of infections are asymptomatic; levels of viremia during the 

incubation phase can exceed 106 virions per mL; and the transmission of both has been 

documented after organ transplantation and health care worker accidents. 

Therefore, the aim of this study was to evaluate the potential for arbovirus 

transmission in 205 serum samples of blood donors from the Amazon region and from a 

DENV outbreak in Tupã, a small city in São Paulo State. The viral RNA was extracted, a 

Multiplex-Nested-PCR was performed using Flavivirus, Alphavirus generic and specie-

specific primers, and, for Oropouche detection, a RT-Nested-PCR was performed using 

primers that anneal in the S segment of Orthobunyavirus.  

 Despite the complexity and number, the transfusion-transmitted was not detected, 

suggesting that this is a rare event. Further studies are needed to evaluate the rates of viremia 

in a large number of blood donors samples and in other regions. It is essential to establish the 

real transmission rates by asymptomatic viremic donors, thus we can estimate the clinical 

consequences to recipient health, and to prevent the risk of arboviruses transmission by blood 

transfusion. 

 

 

Key words: Arboviruses, Blood Donors, Amazon Region
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Considerações Gerais: 

 

 O Brasil é um país de dimensões continentais, com 8.512.000 km
2
, tem a maioria de 

seu território situado em área tropical, que associado a grande diversidade de flora e fauna, o 

que torna apropriada à ocorrência de zoonoses transmitidas por artrópodes. O país pode ser 

dividido em 5 regiões de acordo com sua vegetação. Uma área de floresta tropical 

remanescente nas costas leste, sudeste e sul, denominada Mata Atlântica; no centro oeste uma 

extensa região alagada denominada Pantanal mato-grossense e sul mato-grossense; no 

Planalto Central uma área conhecida por Cerrado; no nordeste, a Caatinga e uma extensa área 

de floresta tropical denominada Floresta Amazônica (Figura 1). A área da Floresta Amazônica 

ocupa 59% do território nacional, aproximadamente 5 milhões de km
2
, abrangendo 8 Estados 

brasileiros, sendo 7 da região norte e 1 da região nordeste (FIGUEIREDO, 2007). Estudos 

sobre arbovírus na região, pelo Instituto Evandro Chagas, em 44 anos (1954-1998) 

identificaram um grande número de vírus, e pelo menos 187 diferentes arboviroses foram 

isoladas (IEC, 1999).   

As arboviroses são doenças transmitidas por artrópodes e possuem distribuição 

predominantemente tropical causadas por um grupo heterogêneo de vírus, dos quais são 

conhecidos aproximadamente 130 tipos. Os arbovírus (de “arthropod borne virus”) 

reproduzem-se no interior dos vetores e são transmitidos pela picada dos insetos infectados 

nos hospedeiros vertebrados. No Brasil, os vírus pertencentes aos gêneros Flavivirus, 

Bunyniavirus e Alphavirus são os mais importantes causadores de surtos ou epidemias 

(PINHEIRO, 1982; FIGUEIREDO,1994; VASCONCELOS et al., 1992). 

 



16 
 

 

 

 

 Figura 1. Mapa do Brasil dividido em 5 regiões (FIGUEIREDO, 2000). 

 

1.2. Arbovírus 

 

 1.2.1. Flavivirus: 

 

Os Flavivirus são vírus esféricos, envelopados, medindo apenas 40 a 60 nm de 

diâmetro e possuem projeções na superfície do envoltório (Figura 2). Apresentam fita de 

RNA única, de polaridade positiva que possui dez genes, na seguinte ordem 5’ –C-prM-E-

NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3’; os quais codificam três proteínas estruturais 

(E, prM, C) e sete não-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) 

(FONSECA, 2005). Muitos destes vírus são zoonóticos no meio silvestre e podem, 

eventualmente, infectar o homem, como os vírus Rocio (ROCV), Ilhéus (ILHV), Febre 

Amarela (YFV) e Dengue (DENV) (DEGALLIER, 1998). Infecções por DENV têm sido 

relatadas em mais de 100 países (GUBLER, 2002), possui uma ampla distribuição geográfica, 

cocirculação de mútiplos serotipos, sendo, desta forma, o mais importante arbovírus em saúde 

pública (WILDER-SMITH et al., 2009). 
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Figura 2: Desenho mostrando a morfologia do virion de um Flavivirus e suas 

principais proteínas estruturais. Em C: proteína do nucleocapídeo; M, proteína de membrana e 

E, proteína do envelope (BATISTA, 2007). 

 

 

 1.2.1.1. Vírus Dengue (DENV): 
 

Vírus esférico, envelopado, possui o RNA viral envolto por um nucleocapsídeo 

icosaédrico com 30 nm de diâmetro, coberto por um envelope lipídico que confere ao virion, 

um tamanho final de 50 a 60 nm de diâmetro (HENCHAL & PUTNAK 1990). Pertence ao 

mesmo gênero Flavivirus e família Flaviviridae de outros vírus responsáveis por doença no 

homem, entre os quais o West Nile, Rocio, da Febre Amarela e o da Encefalite de Saint Louis. 

 Atualmente são conhecidos quatro sorotipos, antigenicamente distintos: DENV-1, 

DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Não existe imunidade cruzada, isto é, a infecção por um dos 

sorotipos só confere imunidade permanente, ou no mínimo duradoura, para aquele sorotipo. 

Clinicamente, as manifestações variam de infecção assintomática, síndrome viral, inespecífica 

e benigna, até um quadro grave e fatal de doença hemorrágica com choque. São fatores de 

risco para casos graves: a cepa do sorotipo do vírus infectante, o estado imunitário e genético 

do paciente, a concomitância com outras doenças e a infecção prévia por outro sorotipo viral 

da doença (PINHEIRO et al., 1996).  

O vírus é mantido em um ciclo de transmissão urbana: “homem – mosquito – 

homem”, principalmente através da fêmea do mosquito Aedes aegypti. Depois de infectada, e 

após 8 a 12 dias de incubação do vírus, a fêmea que é hematófaga, passa a transmitir o vírus, 

ao picar o ser humano para se alimentar. A manutenção do vírus na natureza se dá através d
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transmissão transovariana, assim como pela transmissão sexual (RODHAIN & 

ROSEN, 1997). 

 Os principais vetores são os mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus, embora o 

vírus já tenha sido isolado de outras espécies. O mosquito Aedes aegypti é o mais importante 

vetor devido a sua antropofilia e a seus habitats urbano-domésticos. Os mosquitos adultos 

possuem pequenos raios de ação, mantendo-se, em geral, toda a vida, a uma distancia não 

superior a 200 metros dos locais de oviposição. O Aedes albopictus devido aos seus habitats 

rurais, silvestres e, transmissão transovariana mais freqüente, tem importância como potencial 

causador ou mantenedor de epidemias pelo DENV. Esse mosquito é oriundo da Ásia Oriental 

e Pacífico Sul, tendo sido introduzido nas Américas através das rotas do comércio 

internacional (FIGUEIREDO et al., 2007).  

 No Brasil, em 1982, ocorreu a primeira epidemia de DENV-1 e DENV-4, em Boa 

Vista (Roraima) e, em 1986, o DENV-1 disseminou-se pelo país. No início de 1990, ocorreu a 

primeira epidemia de DENV-2 no Estado do Rio de Janeiro. Embora a epidemia tenha sido 

predominantemente de dengue clássico, 462 casos de dengue hemorrágico (DH) foram 

notificados totalizando oito óbitos. Em 2000, o DENV-3 foi introduzido no Rio de Janeiro, 

disseminando-se rapidamente para outros Estados e, nos últimos três anos, tem sido o sorotipo 

responsável pela maioria dos casos de dengue e de DH no Brasil (VASCONCELOS, 2005). 

E, em estudos recentes, o DENV-4 foi detectado em Manaus (FIGUEIREDO, 2008). 

 Segundo a World Health Organization (2008), a prevalência mundial de dengue 

cresceu dramaticamente nas últimas décadas. A doença tornou-se endêmica em 112 países da 

África, das Américas, da Região Leste do Mediterrâneo, do Sudeste Asiático e do Pacífico 

Ocidental. Calcula-se que 40% da população mundial, cerca de 2,5 bilhões de pessoas 

vivendo em áreas tropicais e subtropicais, estão em risco (Figura 3).  

 

 

Figura 3: Mapa da distribuição mundial do vírus e do seu vetor, Aedes aegypti em 2008 

(CDC, 2008). 
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 Todos os anos, cerca de 50 a 100 milhões de casos de dengue, 500.000 casos DH e no 

mínimo 12.000 mortes são relatados no mundo (WHO, 2008). Mais de 160.000 casos de 

dengue e de dengue hemorrágico foram descritos na região do Pacífico Ocidental. Em 2005, 

houve cerca de 320.000 casos de dengue nas Américas dos quais, 15.253 eram de DH, com 80 

mortes registradas (Gráfico 1). Somente no Brasil aconteceram cerca de 2/3 dos casos e 

metade dos óbitos. Estes dados são maiores que os do ano de 2004: 267.050 casos de dengue 

clássico, 9.810 casos de DH e 71 óbitos (SINGHI et al., 2007). 

Gráfico 1: Evolução do número de casos de dengue nas Américas de 1980 a 2007 (CDC, 

2008). 

 

 

 1.2.1.2. Vírus da Febre Amarela (YFV): 
 
 O vírus da Febre Amarela pertence ao gênero Flavivirus, família Flaviviridae, com 

genoma constituído de RNA de fita simples não segmentado, polaridade positiva, com cerca 

de 11 kilobases de comprimento. Esse genoma possui uma única região codificante (ORF) 

com cerca de 10.233 nucleotídeos que vão codificar a formação das inúmeras proteínas virais 

e que é flanqueada por duas regiões não codificantes (NCR) de tamanho variável, sendo uma 

grande a 3'NCR com cerca de 511 nucleotídeos e uma pequena 5'NCR que possui 118 

nucleotídeos. As regiões não codificantes, são importantes para a regulação e expressão do 

vírus (ZANOTTO et al., 1996). 

A transmissão ocorre por picada da fêmea hematófaga que se infecta picando 

indivíduos virêmicos. O vírus multiplica-se no aparelho digestivo e sua chegada às glândulas
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salivares determina o início da transmissão viral pelo mosquito que passa a transmití-

lo por toda a vida. Outra forma importante de transmissão entre os mosquitos é a 

transovariana, passando assim o vírus diretamente para a prole, dispensando o homem no 

ciclo mantenedor (FIGUEIREDO et al., 2005). Tem comportamento endêmico no Continente 

Africano e na América Latina (Figura 4). Bolívia, Equador, Peru, Colômbia e Brasil são os 

principais países endêmicos nas Américas. No Brasil, é mantido em ciclo silvestre 

caracterizado por epizootias entre as espécies de primatas não-humanos, considerados os 

principais hospedeiros vertebrados. O mosquito Haemagogus janthinomys é o principal 

transmissor e mosquitos do gênero Sabethes são considerados vetores secundários. No ciclo 

urbano, o vírus é transmitido diretamente ao homem pela picada do mosquito Aedes aegypti 

(VASCONCELOS, 2005). 

O vírus é mais facilmente isolado do soro durante os primeiros quatro dias da doença, 

existindo relatos de isolamento viral do soro após períodos tardios como, por exemplo, 14 

dias. As técnicas de isolamento viral mais usadas a partir de material clínico são as técnicas de 

inoculação intracerebral em camundongos ou em culturas de células de mosquito. O 

diagnóstico pode ser feito com rapidez e sensibilidade pela detecção do genoma viral pela 

RT-PCR, possuindo, ainda como vantagem, a possibilidade de sequenciar nucleotídeos do 

fragmento de genoma viral produzido, permitindo análise sobre a ocorrência de mutações e 

características filogenéticas do vírus. Antígenos virais ou complexos vírus-IgM podem ser 

detectados por teste imunoenzimático. O diagnóstico específico depende do isolamento viral, 

demonstração de antígenos ou do genoma viral e da resposta humoral desenvolvida contra 

este vírus pelos pacientes infectados; porém possa ser que haja a necessidade de estudos 

anatomopatológicos de órgãos como o fígado (FIGUEIREDO et al., 2005). 

A Febre Amarela é enzoótica nas regiões da Amazônia e Centro-Oeste, e no Estado do 

Maranhão onde todos os anos se registram casos da virose; periodicamente o vírus incursiona 

em direção sul, ocasionando epidemias na parte ocidental da Bahia, e epizootias foram 

registradas no Rio Grande do Sul, inclusive com isolamento do vírus em Haemagogus 

leucocelaenus, além de grande epidemia em Minas Gerais com casos sendo diagnosticados 

inclusive em áreas do estado considerada livre de arboviroses (VASCONCELOS et al., 2006). 

A infecção pode ser assintomática, causar doença febril aguda branda ou moderada e casos 

graves de febre hemorrágica cursando com falência hepática, insuficiência renal e morte 

(FONSECA, 1996). 
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De acordo com a Superintendência de Controle de Endemias - SUCEN (2008) a única 

forma de prevenção eficaz é a vacinação. A despeito da extensiva campanha de vacinação, 

desde os anos 80 tem se verificado a re-emergência da Febre Amarela Silvestre no Brasil. 

Anualmente são notificados vários casos silvestres da doença, principalmente nas Regiões 

Amazônica, do Planalto Central e do Pantanal brasileiro, onde foram registrados, nos anos de 

2003 a 2006, 71 casos, com letalidade de 60% entre 2003 e 2004 e 100% nos anos seguintes. 

Entre dezembro de 2007 a janeiro de 2008, foram registrados 20 casos de Febre Amarela 

silvestre nas regiões dos Estados de Goiás, Distrito Federal e Mato Grosso, com letalidade de 

50% (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2008). 

 

 

Figura 4: Zonas endêmicas de Febre Amarela. Em A: na América. Em B: na África (CDC, 

2009). 

 

 

1.2.1.3. Vírus da Encefalite de Saint Louis (SLEV): 

 

O vírus Saint Louis é membro da família Flaviviridae, um grupo de vírus RNA, 

pequenos (40 a 60 nm), envelopados, dextrógiros, de banda única que se replicam no 

citoplasma das células infectadas (TRENT et al., 1980). 
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A encefalite viral de Saint Louis é uma doença infecciosa febril aguda causada pelo 

SLEV e transmitida por mosquito (pernilongo comum, Culex) caracterizada por inflamação e 

lesão de meninges e parênquima cerebral. A doença ocorre de forma endêmica e epidêmica, 

principalmente na América do Norte (Figura 5) (SBI, 2006). 

O primeiro isolamento do SLEV ocorreu durante um surto, em 1933, nas cidades de 

Saint Louis e Kansas (EUA) e desde então relatos de outros casos e surtos têm ocorrido na 

América do Norte. No Brasil, apenas três casos de SLEV em humanos haviam sido relatados 

na década de 1970, dois na região norte e um terceiro identificado no município de São 

Pedro/SP no ano de 2004 (ROCCO et al., 2005; REINA et al., 2006). Em 2006, concomitante 

a uma epidemia de DENV-3, ocorreu o primeiro surto de SLEV no município de São José do 

Rio Preto/SP, com registro de 12 casos e um de co-infecção com DENV-3 (MONDINI et al., 

2007a; MONDINI et al., 2007b).  

 

 

 

 

Figura 5: Distribuição de SLEV em humanos de 1964 a 2006 nos Estados Unidos (CDC, 

2007).  

 A maior parte dos casos de SLEV relatados passa despercebida por ser assintomático, 

subclínico ou com sintoma semelhante a um resfriado comum. Os principais sinais e sintomas 

observados incluem febre, cefaléia, mialgia, náuseas/vômitos e sonolência. Normalmente, 

quadro grave com sinais neurológicos focais e encefalite ocorre em pacientes com mais de 60 

anos ou imunodeprimidos, para os quais a letalidade varia de 7 a 24% (REINA, 2006).



23 
 

 Além disso, o fato de SLEV ter sido identificado como a causa de doença humana indica a 

necessidade de aprimorar a vigilância a fim de detectar precocemente esse agente no Estado 

de São Paulo e no Brasil, trata-se, também, de um alerta para os profissionais de saúde sobre a 

necessidade de investigações clínicas e epidemiológicas mais completas sobre doenças febris, 

pois infecções por SLEV podem não ser reconhecidas ou confundidas com outras doenças 

causadas por arbovírus como dengue (ROCCO et al., 2005). 

 

 

1.2.1.4. Vírus West Nile (WNV): 

 

Esse vírus é membro da família Flaviviridae do gênero Flavivirus, é um vírus RNA, 

composto de 11.029 nucleotídeos, envoltos em um capsídeo interno de 35 nm. Ele é 

constituído de múltiplas cópias de uma proteína central e circundado por uma camada externa 

contendo proteínas estruturais do envelope e de membrana. A proteína E parece estar 

implicada na ligação do vírus às células, sendo o principal alvo para os anticorpos 

neutralizantes. Além das proteínas estruturais, o genoma viral codifica sete proteínas não 

estruturais envolvidas na replicação e maturação do vírus (SOLOMON et al., 2003). Foi 

primeiramente isolado em 1937 no sangue de uma mulher na região nordeste de Uganda, às 

margens ocidentais do Rio Nilo, tendo assim recebido o nome de "West Nile Virus", ou vírus 

do Nilo Ocidental (HOWARD-RUBEN, 2003). 

A encefalite de West Nile é uma das principais doenças emergentes nas Américas. Em 

Nova York, no ano de 1999, o WNV foi isolado de humanos e equinos com encefalite e, 

desde então, difundido em direção ao México e Caribe (KOTAIT, 2006; GOULD & 

SOLOMON, 2008; KRAMER et al., 2008). De 2005 a 2007, anticorpos contra WNV foram 

detectados em equinos na Colômbia, Buenos Aires e em equinos e aves na Venezuela 

(KOTAIT, 2006; BOSCH et al., 2007). No Brasil, desde 2002 têm sido realizados esforços no 

sentido de se estabelecer a vigilância epidemiológica ativa de aves migratórias, porém ainda 

não houve identificação de vírus ou de anticorpos, apesar da grande diversidade de aves 

migratórias existentes em algumas regiões (KOTAIT et al., 2006). 

 Epidemias por WNV estão associadas a doenças em equinos e aves migratórias que se 

acredita serem hospedeiros amplificadores juntamente com mosquitos do gênero Culex. Em 

humanos, a transmissão pode ocorrer através de transplantes de órgãos, transfusões de sangue 
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e do leite materno (GOULD & SOLOMON, 2008). É descrito que entre 70% e 80% 

das pessoas infectadas são assintomáticas. Aproximadamente 20% a 30% desenvolvem um 

quadro febril e, entre um a cada 150 e um a cada 200 indivíduos apresentam envolvimento do 

sistema nervoso central. A encefalite fatal relacionada ao WNV é estimada em uma a cada mil 

infecções. O risco de doença grave é maior em pacientes com idade superior a 50 anos e em 

indivíduos imunocomprometidos (CDC, 2002). 

 

 

 

1.2.2. Alphavirus: 

 

 O genoma consiste de RNA de fita simples, não segmentado e de polaridade positiva 

(Figura 6). Este RNA codifica proteínas estruturais e não estruturais. Os alphavirus são 

altamente patogênicos para humanos e animais domésticos. Esses vírus zoonóticos são 

transmitidos por insetos hematófagos, e mantidos em ciclos de transmissão enzoóticos por 

várias espécies de mosquitos e vertebrados silvestres, especialmente roedores e pássaros, 

como hospedeiros primários. As infecções por alphavírus em humanos produzem 

sintomatologia clínica não-específica, cujos quadros são similares àqueles causados por outros 

arbovírus como Oropouche e Dengue, ou quadros de encefalite de gravidade (CASTRO et al , 

2005). 

 

 

Figura 6: Esquema de um Alphavirus, onde estão representadas as glicoproteínas, o 

capsídeo e a camada bilipídica formando o envelope. Os virions medem aproximadamente de 

60 a 70 nm (BATISTA, 2007). 
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1.2.2.1. Vírus das Encefalites Equinas do Leste, Oeste e Venezuelana: 

 

Os agentes causais das encefalites equinas são RNA-vírus, de cadeia simples, não 

segmentados, de sentido positivo, esféricos, com 60-70 nm de diâmetro, apresentando 

envelope com projeções (espículas de glicoproteína). Possuem cinco proteínas estruturais (C, 

E3, E2, 6K e E1), sendo a E1 a mais conservada e a E2, aquela que apresenta maior 

polimorfismo intra e interespecífico. São pertencentes a família Togaviridae, gênero 

Alphavirus e três espécies virais são causadoras de encefalites: Eastern equine encephalitis 

virus (EEEV), Western equine encephalitis virus (WEEV) e Venezuelan equine encephalitis 

virus (VEEV). As doenças causadas – denominadas encefalite equina do leste (EEL), 

encefalite equina do oeste (EEO) e encefalite equina venezuelana (EEV) – receberam esta 

denominação de acordo com a localização de sua primeira identificação (VAN 

REGENMORTEL et al. 2000). 

As encefalites equinas causam epizootias em equinos domésticos e surtos de doença 

febril aguda ou meningoencefalites em seres humanos (VASCONCELOS, 1998). 

O EEEV está amplamente distribuído nas Américas. No Brasil, já foi isolado em 

equinos localizados no Amazonas, Pará, Pernambuco, Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro, 

São Paulo, Paraná e Mato Grosso do Sul (Figura 7). Sua transmissão se apresenta com um 

ciclo básico silvestre (entre aves silvestres), envolvendo a participação de mosquitos do 

gênero Culex e um segundo ciclo em pássaros locais, do qual participam mosquitos do gênero 

Aedes. O homem e o equino são hospedeiros acidentais e não contribuem para a manutenção 

dos vírus (KOTAIT, et al. 2006).  

 

 

Figura 7. Distribuição da encefalite equina do leste no Brasil (GRIFFIN, 2001; KOTAIT et 

al. 2006). 
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O WEEV foi isolado em 1938, na região oeste dos Estados Unidos. Há identificação 

de diversos subtipos, porém, só o subtipo clássico possui importância epidemiológica, com 

distribuição no Canadá, EUA, México, Haiti, Guiana, Argentina, Uruguai e Brasil (Figura 8). 

A sintomatologia em equinos e em humanos é semelhante àquela determinada pela infecção 

com o EEEV (KOTAIT, et al. 2006).  

No Brasil foi isolado em vetores na Floresta da Tijuca, no Rio de Janeiro, e já foram 

encontrados anticorpos em equinos e humanos (IVERSSON et al., 1982; BRUNO-LOBO et 

al., 1961). Alguns isolamentos foram realizados em aves silvestres, as quais parecem 

desempenhar papel importante no ciclo de manutenção deste vírus, apresentando viremia com 

títulos altos, suficientes para infectar vetores, principalmente do gênero Culex. Humanos e 

equinos são hospedeiros acidentais e apresentam viremia com títulos baixos (FIGUEIREDO, 

1994; KOTAIT et al., 2006). 

 

Figura 8. Distribuição da encefalite equina do oeste nas Américas (GRIFFIN, 2001; KOTAIT 
et al. 2006). 

 

O VEEV é uma reemergência com um caráter “explosivo”, envolvendo geralmente 

muitos humanos. São classificados seis subtipos (de I a VI), sendo que algumas variantes são 

chamadas de epizoóticas e outras de enzoóticas (WEAVER et al., 2004).  

Os equinos, nesta enfermidade, são amplificadores dos vírus e há, ainda, relatos de 

isolamento dos subtipos em cerca de 30 outras espécies de mamíferos, podendo ser 

destacados isolamentos realizados em morcegos hematófagos (Desmodus rotundus) e em 
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morcegos frugívoros Artibeus lituratus, Carollia perspicillata e Uroderma bilobatum. 

Os morcegos podem atuar como hospedeiros alternativos para manutenção da circulação 

viral, especialmente quando muitas espécies de mamíferos silvestres terrestres adquirem 

imunidade (SANMARTIN et al., 1967; SEYMOUR et al., 1978; CALISHER et al., 1982). 

No Brasil, roedores silvestres são os principais hospedeiros deste vírus, além de 

morcegos, aves silvestres e marsupiais atuarem como hospedeiros secundários. Mosquitos do 

gênero Culex podem estar envolvidos na transmissão do vírus ao homem. Nenhum caso 

humano de encefalite, causada por estes vírus, foi registrado no país, tendo sido observados 

apenas casos de doença febril aguda, apesar da prevalência de anticorpos entre moradores da 

Região do Vale do Ribeira/SP (IVERSSON, 1990; VASCONCELOS et al., 1991).  

 

 

 1.2.2.2. Vírus Mayaro (MAYV): 

 

Vírus pertencente à família Togaviridae, gênero Alphavirus, e de ocorrência no Brasil, 

nas regiões Amazônica e Central, onde o principal vetor, Haemagogus janthinomys, é 

encontrado em abundância. Os primatas não-humanos, bem como aves silvestres, atuam, 

respectivamente, como hospedeiro primário e secundário, desempenhando papel fundamental 

na manutenção e disseminação do vírus (VASCONCELOS, 1998). Existe a possibilidade do 

MAYV vir a causar grandes epidemias urbanas, pois acredita-se que possa ser transmitido 

pelo mosquito Aedes aegypti, amplamente disseminado nas cidades brasileiras 

(TRAVASSOS-DA-ROSA et al., 1997).  

 No Estado do Pará, quatro epidemias foram notificadas: em uma comunidade próxima 

do Rio Guamá, em 1955; em Belterra no ano de 1978; em Conceição do Araguaia em 1981; e 

em Benevides, 1991 (CAUSEY et al., 1957; PINHEIRO et al., 1981;  VASCONCELOS et 

al., 1998). Dois outros surtos foram registrados em Itarumã, Goiás, em 1987 e em Peixe, 

Tocantins, em 1991 (VASCONCELOS et al., 1998). Anticorpos específicos contra MAYV 

também foram encontrados em índios Xavantes do Mato Grosso e em habitantes das áreas 

rurais de Goiás (NEEL et al.,1968 ; PINHEIRO et al., 1986).  No Estado de São Paulo, 

MAYV foi detectado em três pacientes que se infectaram, no ano de 2000, durante uma 

pescaria no município de Camapuã, Mato Grosso do Sul (COIMBRA et al., 2007). 
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1.2.3. Orthobunyavirus: 

 

 Os Bunyaviridae são vírus de RNA, esféricos e envelopados, medindo de 80 a 120 nm, 

que possuem projeções glicoprotéicas na superfície. Têm na composição química 2% de 

RNA, 58% de proteínas, 33% de lipídios, e 7% de carboidratos. Possuem RNA de fita, 

simples e trissegmentado (Figura 9). Dois segmentos têm polaridade negativa e são 

denominados grande (L), com 6.875 nucleotídios e médio (M), com quatro mil, quatrocentos 

e cinqüenta e oito nucleotídios. O terceiro segmento, denominado pequeno (S), com 

novecentos e sessenta e um nucleotídios  pode ser ambisense em alguns membros da família 

(MERTZ, 1997).  

 

 

Figura 9: Desenho mostrando a morfologia do vírus da família Bunyaviridae. 

Possuem três segmentos helicoidais no nucleocapsídeo (L, M e S). Possuem no envelope uma 

camada bilipidica. Têm dimensões que variam entre 80 a 120 nm de diâmetro (BATISTA, 

2007). 

 

 A família Bunyaviridae inclui mais de 300 vírus distintos, compreendidos em 4 

gêneros: Bunyavirus, Hantavirus, Nairovirus e Phlebovirus. Cada gênero da família 

Bunyaviridae inclui múltiplos sorotipos. A grande maioria destes vírus são arbovírus 

transmitidos por mosquitos, flebótomos ou carrapatos, e mantidos na natureza como 

zoonoses. No Brasil, foram isolados dezenas de vírus desta família, sendo o mais importante 

deles do ponto de vista epidemiológico, o vírus Oropouche, por causar epidemias extensas na 

Região Amazônica (FIGUEIREDO, 1999). 
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 1.2.3.1. Vírus Oropouche (OROV): 

 

 Arbovírus pertencente à família Bunyaviridae, gênero Orthobunyavirus (FAUQUET 

et al., 2005). A partícula viral apresenta-se sob a forma esférica, cujo diâmetro varia de 90 a 

100 nm. Por apresentar envelope, o vírus é sensível à ação de solventes orgânicos (éter e 

clorofórmio) e detergentes (desoxicolado de sódio) (KARABATSOS, 1985). A simetria dos 

virions é helicoidal apresentando como material genético o RNA (BISHOP & SHOPE, 1979).  

 O vírus é mantido na natureza pelos ciclos silvestre e urbano. No ciclo silvestre, 

preguiças, macacos e aves são os hospedeiros vertebrados e o Aedes serratus, Culex 

quinquefasciatus e Culicoides paraensis (maruim) vetores. No ciclo urbano, o vírus é 

transmitido de pessoa a pessoa através da picada do Culicoides paraensis, amplamente 

disseminado em áreas tropicais e subtropicais das Américas (PINHEIRO, 1997; 

VASCONCELOS et al., 1992).  

 No Brasil, o vírus foi isolado pela primeira vez em 1960, a partir do sangue de uma 

preguiça (Bradypus trydactilus) capturada em uma área silvestre durante a construção da 

rodovia Belém-Brasília e de um lote de mosquitos Ochlerotatus serratus capturados próximo 

à mesma área. No ano seguinte, a doença foi detectada na capital Paraense, ocasião em que o 

vírus causou uma grande epidemia, na qual cerca de 11.000 pessoas foram afetadas pela 

doença (PINHEIRO et al., 1962).   

 A partir deste momento, o OROV demonstrou seu potencial epidêmico causando 

outras epidemias em diferentes centros urbanos da região Norte e Nordeste do Brasil, mais 

especificamente nos estados do Pará, Amapá, Amazonas, Acre, Tocantins, Maranhão e 

Rondônia (PINHEIRO et al., 2004). Dois surtos de Oropouche ocorreram na região Norte do 

Brasil durante os anos de 2003 e 2004. O primeiro aconteceu em Abril/Maio de 2003, em 

duas comunidades, Vila Sanão e Vila Paulo Fontelles, no município de Parauapebas/PA. E o 

segundo, entre Julho/Agosto, em uma comunidade, Vila Tapara, no município de Porto de 

Moz/PA (AZEVEDO et al., 2007). E em um estudo realizado por Terzian e colaboradores 

(2009), demonstrou a presença do OROV na cidade de Acrelândia/AC. A dispersão da virose 

provavelmente é resultado da movimentação de pessoas em fase virêmica pelas localidades 

onde existe o vetor transmissor (PINHEIRO et al., 2004). 
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1.3. Histórico de Epidemia de Dengue na Cidade de Tupã: 

 

O município de Tupã fica localizado em uma região chamada de Alta Paulista, no 

Oeste do Estado de São Paulo (Figura 10). Fundada em 1929, recebeu o nome em 

homenagem ao Deus do Trovão indígena. Distante 530 km da capital paulista, 151 km de 

Araçatuba, 115 km de Presidente Prudente e 328 km de Ribeirão Preto. Sua área é de  629,11 

km2 com cerca de 63 mil habitantes. Rica em recursos hidrográficos e contando com o distrito 

de Varpa, foi  declarado, em 2002, como Estância Turística pelo Governo Estadual. Seu 

território é predominantemente arenoso (arenito de Bauru), com a hidrografia formada pelos 

rios do Rio do Peixe e Feio, além dos ribeirões Iacri, Sete de setembro, Pitangueiras e Afonso 

XIII. A temperatura média varia entre 37°C nas máximas e 7°C nas mínimas. As 

precipitações pluviométricas ocorrem, com maior frequência, nos meses de fevereiro e 

outubro, em médias estimadas em 1.200 mm por ano (IBGE, 2001). 

 

 

Figura 10: Localização da cidade de Tupã no Estado de São Paulo (UNIVERSIA, 2004).  

 

A primeira epidemia de Dengue em Tupã ocorreu no ano de 1995, com circulação do 

DENV-1, 195 casos, e Índice Breteau (IB), que mede a infestação do mosquito Aedes aegypti, 

de 18 pontos. Já 2002, outra epidemia com 159 casos e circulação do DENV-2 e, em 2006, 

voltou a enfrentar uma nova epidemia com a introdução do DENV-3, com 272 casos 

confirmados (Gráfico 2), sendo um deles dengue clássico com manifestação hemorrágica 

(CVE, 2006). 
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Gráfico 2. Casos Notificados de Dengue por Semana Epidemiológica, Tupã, 2006 

 

De acordo com a Secretaria Estadual da Saúde – SES/SP (2009) é considerado estado 

de epidemia quando existem mais de 300 casos por 100 mil habitantes. Em Tupã o parâmetro 

foi classificado como Hiperendêmico (≥ 20,0/10.000 hab.) e o Coeficiente de Incidência de 

Dengue foi de 431,74 (número de casos de dengue residentes/população da área de 

abrangência X 100.000). 

 

 

 1.4. Arboviroses e Transfusão Sanguinea: 

 

 Os arbovírus apresentam uma ampla distribuição geográfica, com predomínio nas 

regiões tropicais, por oferecerem condições ecológicas favoráveis (FIGUEIREDO, 2000). 

Constituem um sério problema de saúde pública devido à expressiva morbidade e/ou 

mortalidade que ocasionam. A prevalência mundial de arboviroses cresceu dramaticamente 

nas últimas décadas, e nas áreas onde estas doenças são endêmicas, a transmissão por 

transfusão dificilmente é investigada (MOHAMMED, et al., 2008).   

 A preocupação com a transmissão de arbovirus aumentou após a documentação da 

transmissão de West Nile Vírus (WNV) por transfusão nos EUA (PEALER et al., 2003). Nos 

EUA, o primeiro caso de suspeita de infecção pelo WNV pela transfusão de 

hemocomponentes foi relatado em 30 de agosto de 2002 em uma paciente que havia sido 

transfundida durante procedimento obstétrico (HARRINGTON et al., 2003). Entre 28 de 

agosto 2002 e 1º de março de 2003, o Centro de controle de doenças nos Estados Unidos 
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documentou 61 casos de possível transmissão de WNV pela transfusão de sangue e 

hemocomponentes, sendo confirmados 23 casos baseados em dados epidemiológicos e 

laboratoriais; 19 foram classificados como inconclusivos e em outros 19 a infecção pelo 

WNV foi descartada (PEALER et al., 2003). Um total de 714 casos prováveis de WNV em 

doadores de sangue foram detectados (Figura 11); cerca de 1% deles apresentaram doença 

neuroinvasiva e 16% quadro febril associado ao WNV (CDC, 2003). 

 Trabalhos recentes demonstraram a transmissão de dengue por transfusão sanguinea, 

em amostras de doadores de sangue. De acordo com Mohammed et al. (2008) 

aproximadamente 1 em 1000 doações contém o vírus dengue, em um estudo realizado em  

Porto Rico. Tal transmissão também foi evidenciada por Linnen e colaboradores (2008) e 

documentada em receptores de Hong Kong (CHUANG et al., 2008). Porém, apesar disto, a 

frequência dessas ocorrências nos países endêmicos ainda é desconhecida.  

 

 

 

Figura 11: Casos de WNV em doadores de sangue nos EUA. Em verde: em 2003 foram 

registrados 714 casos. Em roxo: em 2009 foram registrados 62 casos (CDC, 2003; CDC, 

2009). 
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2.  RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

 

 Apesar da Legislação Brasileira que rege a matéria sangue, como por exemplo, a 

Resolução RDC nº 153, de 14 de junho de 2004, que determina o Regulamento Técnico para 

os procedimentos hemoterápicos (ANVISA, 2004), e do progresso em se identificar infecções 

como HBV, HCV, HIV, HTLV em testes sorológicos para a seleção dos doadores, pouco se 

tem feito em relação aos arboviroses, que podem passar despercebidas por causarem infecções 

assintomáticas e de alta incidência, especialmente durante os surtos, sugerindo que um 

número substancial de doadores possa ser virêmico no momento da doação (MOHAMMED, 

et al., 2008).  

O vírus Dengue e o vírus West Nile são semelhantes em alguns aspectos, o que 

suporta a hipótese de que DENV possa ser transmitido por transfusão sanguínea: 1) são 

flavivírus eficientemente transmitidos ao homem através da picada de mosquitos infectados, 

2) grande proporção (53%-87%) das infecções são assintomáticas, 3) níveis de viremia 

durante a fase de incubação pode exceder 106 virions por mL (ROTHMAN, 2004) e 4) 

transmissão de ambos foi documentada após transplante de órgão e em acidentes com 

profissionais da saúde (CHEN & WILSON, 2005; LINNEN et al., 2008).   

 Diante da grande importância que essas doenças representam para a saúde pública no 

Brasil, a detecção de uma determinada patologia transmitida pelo sangue, antes da transfusão, 

contribuirá para adoção de medidas terapêuticas precoces propiciando dessa maneira a 

minimização do risco de co-morbidade. Além disso, respaldaria o Estado e os serviços de 

hemoterapia quanto à sua isenção como órgão responsável pela infecção imputada à 

transfusão, em casos de demanda judicial. (CARRAZZONE et al., 2004).  
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3. OBJETIVOS 

 

 

 3.1.  Objetivo Geral: 

 

 Investigar a presença de Arbovírus em amostras clínicas de doadores de sangue da 

Região Amazônica e em amostras obtidas durante uma epidemia de Dengue, em 2006, na 

cidade de Tupã/SP. 

 

 

 3.2.  Objetivos Específicos: 

 

- Realizar Duplex-RT-PCR e Multiplex-Nested-PCR para diagnóstico molecular de Flavivirus 

e Alphavirus; 

 

- Fazer o diagnóstico molecular de Orthobunyavirus através da técnica de RT-Nested-PCR; 

 

- Utilizar RT-PCR e Multiplex-Nested-PCR para diagnóstico molecular de Flavivirus das 

amostras de Tupã. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 4.1.  Amostras Clínicas: 

 

Duzentas e cinco amostras clínicas de doadores foram obtidas nos Bancos de Sangue 

das cidades de Rio Branco/AC (50 amostras), Belém/PA (50 amostras) e Tupã/SP (105 

amostras) e foram armazenadas a –80oC no Laboratório de Pesquisas em Virologia da 

FAMERP. Plasmas de doadores de Rio Branco e Belém (Figura 12), coletados em 2003, 

foram cedidos pelo Prof. Dr. Ricardo Luiz Dantas Machado, da Faculdade de Medicina de 

São José do Rio Preto – FAMERP, e os provenientes da cidade de Tupã foram cedidos pela 

Prof. Dra. Márcia Aparecida Speranca, da Faculdade de Medicina de Marília – FAMEMA, 

tendo sido coletados durante uma epidemia de Dengue no ano de 2006.  Esse estudo foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa. 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Mapa mostrando a localização das cidades de Rio Branco/AC e Belém/PA 

em relação à Região Norte do Brasil (IBGE, 2007).  
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4.2. Estratégia de Estudo: 

 

As amostras foram analisadas para a detecção e classificação do agente viral em 

Alphavirus e/ou Flavivirus segundo estratégia desenvolvida por Bronzoni et al. (2005), na 

qual se utiliza o método de RT-PCR em duas etapas. Na primeira delas, primers gênero-

específicos são usados simultaneamente, em um sistema de Duplex-RT-PCR. Já na segunda 

etapa, primers espécie-específicos são usados, simultaneamente, em um sistema de Nested-

PCR para a identificação da espécie viral (Tabela 1). Desta forma, foram realizadas três 

Multiplex-Nested-PCR (M-N-PCR): para a identificação de VEEV, EEEV, WEEV, AURAV 

e MAYV; DENV-1, DENV-2, DENV-3, SLV e YFV; e DENV-4, ROCV, ILHV, WNV. Já 

para a detecção e identificação do vírus Oropouche, seguiu-se a metodologia de RT-N-PCR 

desenvolvida por Moreli et al. (2002).  

 

Tabela 1: Relação dos arbovírus brasileiros pesquisados 

 

FAMÍLIA GÊNERO VÍRUS (ABREVIAÇÃO) 

Togaviridae Alphavirus Encefalite Equina Venezuelana (VEEV) 

Encefalite Equina do Leste (EEEV) 

Encefalite Equina do Oeste (WEEV) 

Aura (AURAV) 

Mayaro (MAYV) 

Flaviviridae Flavivirus Dengue (DENV-1,2,3,4) 

St. Louis Encephalitis (SLEV) 

Ilhéus (ILHV) 

Rocio (ROCV) 

Febre Amarela (YFV) 

West Nile (WNV) 

Bunyaviridae Orthobunyavirus Oropouche (OROV) 

 

 

 4.3. Extração de RNA: 

 

O RNA viral foi extraído a partir de 140 µl das amostras clínicas, utilizando o Qiamp 

Viral RNA Kit (QIAGEN Inc, USA), de acordo com as recomendações do fabricante. O 

volume final obtido foi de 60 µl.
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 4.4. Primers: 

 

 Primers utilizados na detecção dos Flavivirus se ligam a regiões do gene da proteína 

NS5, já os de Alphavirus se ligam a regiões do gene da proteína nsP1, e os Orthobunyavirus 

se ligam no segmento S do sorogrupo Simbu (Tabela 2). 

 

 Tabela 2.  Primers utilizados no estudo 

 

Primers Seqüência (5’-3’) Amplicon (pb) Referência 
Primers gênero-específicos para Alphavirus e Flavivirus 
M2W (+) YAGAGCDTTTTCGCAYSTRGCHW 

434 Pfeffer et al.,1997 
CM3W (-) ACATRAANKGNGTNGTRTCRAANCCDAYCC 
FG1 (+) TCAAGGAACTCCACACATGAGATGTACT 

1000 Fulop et al.,1993 
FG2 (-) GTGTCCCATCCTGCTGTGTCATCAGCATACA 

Primers espécie-específicos para Alphavirus 
NVEE (+) ACGGAGGTAGACCCATCCGA 4001 

Bronzoni et al., 
2004 

NEEE (+) CCACGGTACCGTTGCC 1241 

NWEE (+) GGCGGCAGACCTGCTGGAA
 2081 

NAURA (+) TCAATGCACCTTCGACCA 861 

NMAY (+) GGAAGTTGGCCAAGGC
 2701 

Primers espécie-específicos para Flavivirus 
NDEN1 (-) CGTTTTGCTCTTGTGTGCGC 4722 

Bronzoni et 
al.,2005 

NDEN2 (-) GAACCAGTTTGGTTDRTTTCATCGCTGCC
 3162 

NDEN3 (-) TTCCTCGTCCTCAACAGCAGCTCTCGCACT
 6592 

NDEN4 (-) GCAATCGCTGAAGCCTTCTCCC 2222 

NSLE (-) ATT CTT CTC TCA ATC TCC GT 2322 
NILH (-) TCC ACC GCT GAT CTG AGC CCG TGA 4742 

NROC (-) TCA CTC TTC AGC CTT TCG 2302 
NYF-253(-) TCAGAAGACCAAGAGGTCATGT

 2532 

NWN (-) TCC CCC CGC AGG TGT GCC TCG 717  

Primers específicos para Oropouche 
BUN-S AGT AGT GTG CTC CAC 

300pb Moreli et al.,2002 
BUN-C AGT AGT ATA CTC CAC 

BS-C TGA ACC CTA TGC ATC T 

BS-S GTG GGG TCC AAT TTG C 
1Com o primer cM3W. 2Com o primer FG1. (+): sentido genômico; pb: pares de bases. 
 

 

 

 



41 
 

4.4.1. Duplex-RT-PCR para detecção de Alphavirus e Flavivirus: 

 

A RT foi realizada pela adição de 8 µl de RNA em uma mistura contendo 4 µl de 

solução tampão cinco vezes concentrada (250 mM Tris-HCl, pH 8,3, 375 mM KCl, 15 mM 

MgCl2), 1,4 µl de DTT (Dithiothreitol) a 0,1 M, 1,6 µl da mistura contendo 250 µM de cada 

dNTP (DeoxynucleosideTriphosphate), 1µl de cada primer cM3W (a 100 µM) e FG2 (a 15 

µM), 20 U do inibidor de ribonuclease (RNaseOUT-Invitrogen, USA), 200 U de enzima 

transcriptase reversa (Superscript II-Invitrogen, USA) e água suficiente para completar 20 µl. 

A mistura foi incubada a 42oC por 50 min e a 70oC por 15 minutos. 

A mistura de PCR consistiu de 8 µl do produto da RT, 5 µl da solução tampão 10 vezes 

concentrada (200 mM Tris-HCl, pH 8,4, 500 mM KCl), 2 µl de MgCl2 a 50 mM, 4µl da 

mistura contendo 250 µM de cada dNTP, 1µl de cada primer M2W (a 50 µM) e FG1 (a 15 

µM), 1U da enzima polimerase (Taq DNA polymerase recombinant-Invitrogen, USA) e água 

suficiente para completar 50 µl. A mistura foi submetida a 30 ciclos de 94oC por 1 min, 53oC 

por 1 min e 72oC por 2 min, finalizando com um ciclo de 72oC por 5 min. As reações de RT-

PCR foram realizadas em termociclador GeneAmp ® PCR System 9700 (Applied Biosystem, 

USA). 

 

 

4.4.2. Multiplex-Nested-PCR para identificação de Alphavirus: 

 

A mistura de M-N-PCR consistiu de 1 µl do produto obtido na D-RT-PCR, 1 U da 

enzima polimerase, 5 µl da solução tampão 10 vezes concentrada, 2 µl de MgCl2 a 50 mM, 1 

µl do primer cM3W a 100 µM, 1µl dos primers espécie-específicos NVEE, NEEE, NWEE e 

NMAY (a 15 µM cada), 4 µl da mistura contendo 250 µM de cada dNTP e água suficiente 

para completar 50 µl. A mistura foi submetida a 25 ciclos térmicos iguais aos descritos para a 

primeira PCR. 
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4.4.3. Multiplex-Nested-PCR para identificação de Flavivivirus: 

 

Foram realizadas duas M-N-PCR para identificação dos Flavivirus, conforme descrito 

no item 4.4.2., com a exceção dos primers usados. Uma M-N-PCR com os primers NDEN-1, 

NDEN-2, NDEN3, NYF-253 e NSLV, e outra M-N-PCR com NDEN-4, NROC, ILHV e 

WNV, ambas juntamente com o primer FG1 (1 µl de cada primer a 15 µM). 

 

 

4.4.4. RT-Nested-PCR para a identificação do vírus Oropouche: 

 

A RT foi realizada pela adição de 8 µl de RNA em uma mistura contendo 4 µl de 

solução tampão cinco vezes concentrada (250 mM Tris-HCl, pH 8,3, 375 mM KCl, 15 mM 

MgCl2), 1,4 µl de DTT (Dithiothreitol) a 0,1 M, 1,6 µl da mistura contendo 250 µM de cada 

dNTP (DeoxynucleosideTriphosphate), 1 µl do primer BUN-C (a 15 µM), 20 U do inibidor 

de ribonuclease (RNaseOUT-Invitrogen, USA), 200 U de enzima transcriptase reversa 

(Superscript II-Invitrogen, USA) e água suficiente para completar 20 µl. A mistura foi 

incubada a 42oC por 50 min e a 70oC por 15 minutos. 

A mistura de PCR consistiu de 8 µl do produto da RT, 5 µl da solução tampão 10 

vezes concentrada (200 mM Tris-HCl, pH 8,4, 500 mM KCl), 2 µl de MgCl2 a 50 mM, 4 µl 

da mistura contendo 250 µM de cada dNTP, 1 µl do primer BUN-C (a 15 µM) e 1 µl BUN-S 

(a 15 µM), 1 U da enzima polimerase (Taq DNA polymerase recombinant-Invitrogen, USA) e 

água suficiente para completar 50µl. A mistura foi submetida a 35 ciclos de 94oC por 1 min, 

55oC por 1 min e 72oC por 1 min, finalizando com um ciclo de 72oC por 5 min. As reações de 

RT-PCR foram realizadas em termociclador GeneAmp ® PCR System 9700 (Applied 

Biosystem, USA). 

A mistura da Nested-PCR consistiu de 1 µl do produto obtido na RT-PCR, 1 U da 

enzima polimerase, 5 µl da solução tampão 10 vezes concentrada, 2 µl de MgCl2 a 50 mM, 1 

µl do primer BS-S a 15 µM, 1 µl do primer BS-C (15 µM), 4 µl da mistura contendo 250 µM 

de cada dNTP e água suficiente para completar 50 µl. A mistura foi submetida a 25 ciclos 

térmicos iguais aos descritos para a primeira PCR. 
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4.4.5. Amostras de Tupã: 

 

As amostras de Tupã foram analisadas para identificação dos Flavivirus, uma vez que, a 

cidade estava sob a vigência de uma epidemia de Dengue. A RT foi realizada pela adição de 8 

µl de RNA em uma mistura contendo 4 µl de solução tampão cinco vezes concentrada (250 

mM Tris-HCl, pH 8,3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2), 1,4 µl de DTT (Dithiothreitol) a 0,1 M, 

1,6 µl da mistura contendo 250 µM de cada dNTP (DeoxynucleosideTriphosphate), 1 µl do 

primer FG2 (a 15 µM), 20 U do inibidor de ribonuclease (RNaseOUT-Invitrogen, USA), 200 

U de enzima transcriptase reversa (Superscript II-Invitrogen, USA) e água suficiente para 

completar 20 µl. A mistura foi incubada a 42oC por 50 min e a 70oC por 15 minutos. 

A mistura de PCR consistiu de 8 µl do produto da RT, 5 µl da solução tampão 10 vezes 

concentrada (200 mM Tris-HCl, pH 8,4, 500 mM KCl), 2 µl de MgCl2 a 50 mM, 4 µl da 

mistura contendo 250 µM de cada dNTP, 1 µl do primer  FG1 (a 15 µM), 1 U da enzima 

polimerase (Taq DNA polymerase recombinant-Invitrogen, USA) e água suficiente para 

completar 50 µl. A mistura foi submetida a 30 ciclos de 94oC por 1 min, 53oC por 1 min e 

72oC por 2 min, finalizando com um ciclo de 72oC por 5 min. As reações de RT-PCR foram 

realizadas em termociclador GeneAmp ® PCR System 9700 (Applied Biosystem, USA). 

Já N-PCR para identificação dos Flavivirus foi realizada conforme descrito no item 

4.4.3. 

 

 

 4.4.6. Eletroforese em Gel de Agarose: 

 

Posteriormente, em todas as amostras realizou-se eletroforese em gel de agarose a 2% 

(peso/volume) com coloração de brometo de etídio, para se observar os amplicons à luz 

ultravioleta (AUSUBEL, 1997). Precauções para se evitar contaminações foram seguidas, e 

controles positivos e negativos foram utilizados em todas as reações (Figura13). 
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Figura 13. Eletroforese em gel de agarose. Em A: Padrão do peso molecular de 100 pb. Em 

B: Gel de agarose a 2% com o produto da Nested-PCR, submetido à corrida eletroforética, 

corado com brometo de etídio e visualizado em transiluminador UV. Em M: marcador de 

peso molecular de 100 pb. Nas linhas seguintes (de 1 a 10) foram colocadas dez amostras. E, 

nas linhas C+ e C-, controle positivo utilizando o DENV-3 e controle negativo, 

respectivamente. 
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5. RESULTADOS 

  

 5.1. Análise Epidemiológica das amostras de Tupã 

 

 No ano de 2006, foram notificados ao Centro de Vigilância Epidemiológica “Prof. 

Alexandre Vranjac” do Estado de São Paulo, entre os meses de Janeiro a Julho, 272 casos de 

pacientes com suspeita de Dengue. A maior incidência de notificações ocorreu na décima 

sexta semana, com 42 casos (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Distribuição dos casos notificados ao CVE de Tupã em 2006. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mês Semana 
Amostras 

Notificadas 

Janeiro 1 3 

 2 0 
 3 1 
 4 2 
   
Fevereiro 5 6 
 6 6 
 7 6 
 8 10 
   
Março 9 13 
 10 6 
 11 19 
 12 17 
   
Abril 13 12 
 14 32 
 15 32 
 16 42 
   
Maio 17 22 
 18 24 
 19 14 
 20 1 
   
Junho 21 1 
 22 0 
 23 2 
 24 0 
Julho 25 1 

Total  272 
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Das 105 amostras provenientes de Tupã analisadas em relação em à faixa etária, 29 

(27,62%) doadores tinham de 18 a 27 anos; 28 (26,67%) tinham idade entre 28 a 37 anos; 26 

(24,76%) apresentavam de 38 a 47 anos; 17 (16,19%) doadores tinham entre 48 e 57 anos; 4 

(3,81%) estavam na faixa etária de 58 a 67 anos; e 1 (0,95%) doador tinha 71 anos (Gráfico 

2). Já, com relação ao gênero, 79 (75,24%) eram homens e 26 (24,76%) eram mulheres 

(Gráfico 3). 

 

Gráfico 3: Distribuição das Amostras de Tupã em relação à Faixa Etária 

 

 

 

 

Gráfico 4: Distribuição das Amostras de Tupã em relação ao Gênero 
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 5.2. Análise Epidemiológica das amostras da Região Amazônica: 

 

 Em relação à faixa etária, das 100 amostras analisadas dos doadores da Região 

Amazônica, 46 eram de adultos com idade entre 18 a 27 anos, sendo 16 amostras de Belém e 

30 de Rio Branco; 38 (23 de Belém e 15 de Rio Branco) tinham entre 28 a 37 anos; 14 (1 de 

Belém e 13 de Rio Branco) estavam na faixa de 38 a 47 anos; e 2 doadores de Rio Branco 

tinham idade de 48 a 57 anos (Gráfico 4). 

 

 

Gráfico 5: Distribuição das Amostras da Região Amazônica  em relação à Faixa Etária 
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 Quanto ao gênero, 91 eram homens, sendo 45 provenientes de Belém e 46 de Rio 

Branco; 5 amostras eram de mulheres oriundas de Belém e 4 de Rio Branco, totalizando 9 

doadoras de sangue no ano de 2003 (Gráfico 5). 
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Gráfico 6: Distribuição das Amostras da Região Amazônica em relação ao Gênero 

 

 

 

 

 Quanto ao tempo de moradia em cada cidade, das 100 amostras provenientes da 

Região Amazônica, 20 doadores são residentes há menos 10 anos, sendo 9 de Belém e 11 de 

Rio Branco; 64 possuem tempo de residência de 11 a 20 anos (32 de Belém e 34 de Rio 

Branco); 13 entre 21 a 30 anos (6 de Belém e 7 de Rio Branco); 1 doador mora em Belém há 

33 anos e 2 residem em Belém há mais de 45 anos (Gráfico 6). 

 

Gráfico 7: Distribuição das Amostras da Região Amazônica em relação ao Tempo de Moradia 
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 As amostras da Região Amazônica foram coletadas em janeiro de 2003, seguindo, 

portanto, a Resolução – RDC nº 343, de 13 de Dezembro de 2002, revogada pela Resolução – 

RDC nº 153, de 14 de Junho de 2004, que tem como Malária (Febre Quartã) uma das 

principais causas para inaptidão definitiva para doação de sangue, e apesar disto, dentre as 50 

amostras de Belém, 2 eram de doadores com antecedentes da doença, sendo relatado um caso 

há 25 anos e um caso com 2 episódios da doença há pelo menos 15 anos (Gráfico 7). 

 

Gráfico 8: Casos de Doadores da Região Amazônica com Episódios de Malária 
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 5.3. Diagnóstico Molecular das Arboviroses: 

 

 Das 205 amostras clínicas de doadores de sangue, provenientes de região endêmica 

para arboviroses e da cidade de Tupã, durante uma epidemia de Dengue em 2006, analisadas, 

em 1220 reações, por PCR para os gêneros Alphavirus, Flavivirus e Orthobunyavirus, para 15 

tipos diferentes de espécies virais, nenhum arbovírus foi detectado (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Análise das 205 amostras em 1220 reações 

 

Reações das 205 
Amostras 

Alphavirus 
+ 

Flavivirus 
Flavivirus 

 
Alphavirus 

 
Orthobunyavirus 

 
Total 

Duplex-RT-PCR 200 -  -  -  200 
RT-PCR -  420 

400 
-  200 620 

Multip lex-Nested-PCR -  100 100 400 

                                                                    Tota l  Gera l:  1220
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6. DISCUSSÃO  

 

 As arboviroses em quase sua totalidade são zoonoses mantidas em ambiente silvestre. 

Consequentemente, as pessoas que mantém contato com os focos enzoóticos dos arbovírus 

são as que correm maiores risco de adquirir a infecção. No entanto, certas arboviroses têm 

surgido periodicamente em áreas urbanas, sob forma epidêmica, tais como, Dengue, 

Oropouche, Mayaro e Rocio (TRAVASSOS-DA-ROSA et al., 1997). 

 Estima-se que cerca de 50 a 100 milhões de casos de dengue clássico, 500.000 casos 

de dengue hemorrágico e no mínimo 12.000 mortes são relatados no mundo (WHO, 2008). 

Além disso, documentou-se, nos EUA, a transmissão do vírus West Nile por transfusão 

sanguinea (PEALER et al., 2003), e em estudos realizados por Tsang (2002) e Tan et al. 

(2005) notificou-se a transmissão de DENV em transplante de órgãos e tecidos, 

comprovando, portanto, que a transmissão de arbovírus, principalmente de Dengue, possa ser 

mais comum do que se imagina. 

  Em Hong Kong um receptor apresentou quadro febril e uma severa trombocitopenia 

três dias após a transfusão. O doador, que era assintomático no momento da doação, 

apresentou sintomas da Febre do Dengue um dia após doar sangue. Uma amostra armazenada 

foi analisada por RT-PCR e a presença do vírus foi confirmada (CHUANG et al., 2008). 

Estudos realizados por Linnen e colaboradores (2008) em 2.994 amostras de doadores de 

sangue obtidas durante surto de Dengue em Honduras (de Setembro de 2004 a Janeiro de 

2005), 4.858 amostras brasileiras (de Fevereiro a Abril de 2003) e em 5.879 amostras 

australianas (de Março a Setembro de 2003), evidenciaram que, por teste de TMA 

(Transcription-Mediated Amplification), 0,3% das amostras de Honduras e 0,06% das 

amostras brasileiras eram positivas para Dengue, e que por PCR, 0,27% das amostras de 

Honduras e 0,04% das amostras brasileiras eram positivas para Dengue, sendo as amostras da 

Austrália negativas para os dois testes. Já, de acordo com Mohammed et al. (2008), das 

16.521 amostras testadas, aproximadamente 1 em 1000 doações de sangue contém o vírus 

Dengue, em um estudo realizado em  Porto Rico no ano de 2005. Por teste de ELISA, 1 

amostra foi IgM positiva e 9 foram IgG positivas, tendo, 4 destas, uma titulação ≥ 1:163,840, 

sugerindo uma infecção de Dengue recente ou secundária. E, pela técnica de RT-PCR, 3 

amostras foram positivas para DENV-2 e  1 amostra positiva para   DENV-3.  

 Entretanto, comprovou-se também, que a transmissão de arbovírus por transfusão 

sanguínea irá depender de uma combinação de fatores: da quantidade e estabilidade do vírus, 
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do volume de sangue transfundido, da imunidade do receptor e do nível de viremia. Embora 

os níveis de viremia de Dengue em hospedeiros vertebrados sejam em torno de 105 a 109 

copias por mL (CHEN & WILSON, 2005), é provável que níveis inferiores e de menor 

duração ocorra durante infecções assintomáticas. Mohammed e colaboradores (2008) 

demonstraram a presença de cargas virais de 2 X 103 a 8 X 107 cópias por mL em  doadores  

saudáveis. Além disso, vários estudos têm mostrado que a presença de infecção assintomática 

ou subclínica pode variar de 0,77 a 87%, dependendo da população estudada (OOI  et al., 

2006).  Estima-se que para cada caso sintomático, pode haver 6.7 casos que são 

assintomáticos (CHEN & WILSON, 2005).  

Nas amostras de Tupã, o risco de transmissão de arbovírus por transfusão sanguínea 

segue o modelo descrito por Kleinman et al. (1997) e Petersen et al. (1994), que é idêntico ao 

utilizado no trabalho de  Biggerstaff & Petersen (2002), onde o risco de transmissão de WNV 

por transfusão, durante a epidemia de 1999 em Queens, foi estimado. Neste modelo, assume-

se a porcentagem da população que é doadora de sangue durante uma epidemia e, que essas 

doações são distribuídas uniformemente ao longo do ano, produzindo, desta forma, a 

estimativa do número de possíveis doadores infectados. Levando em consideração que a 

cidade de Tupã possui 63 mil habitantes e que no ano de 2006 apresentou 272 casos de 

dengue, conclui-se, portanto, que 1822 casos foram assintomáticos, ou seja, 2,89% desta 

população. Considerando, que 2% da população de Tupã é doadora de sangue (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2008), e que, a epidemia ocorreu durante as 25 primeiras semanas do ano 

(aproximadamente 180 dias), e somando os casos sintomáticos e os assintomáticos, tem-se 42 

possíveis doadores. Dividindo-se os dias da epidemia pelos dias do ano, obtêm-se 49% ou 20 

possíveis doadores que poderiam ter se infectado durante os 180 dias. Usando um período de 

viremia de 10 dias e dividindo-se pelos dias da epidemia, tem-se, portanto, 1 possível doador 

virêmico no momento da doação. 

 Neste trabalho utilizamos uma complexa abordagem molecular para a detecção de 

arbovírus, porém o número de amostras analisadas pode ter sido pequeno em relação à 

população estudada. Rio Branco possui uma população de 290.639 habitantes e Belém de 

1.408.847 hab. (IBGE, 2009), somando, juntas, um total de 1.699.486 habitantes, mais ainda, 

por se tratar de uma região endêmica para arboviroses, as 100 amostras podem não terem sido 

representativas. Já, no caso da epidemia registrada em Tupã em 2006, considerando 2% da 

população doadora de sangue, ou seja, 1260 habitantes, as 105 amostras estudadas 

representam 8,33% desta população.  
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 Apesar da complexidade e número, a transmissão de arbovírus por transfusão 

sanguínea não foi detectada, sugerindo que o evento é raro. Diante disto, mais estudos são 

necessários a fim de que se avalie a prevalência de amostras virêmicas em doadores de sangue 

em um maior número de amostras e em outras regiões do país. É imprescindível que se 

estabeleçam as reais taxas de transmissão através de doadores virêmicos para que se possa, 

então, avaliar as consequências clínicas para o receptor e para prevenção de possíveis 

arboviroses transfusionais. 
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7. CONCLUSÃO  

 

 

• Na análise das amostras clínicas de doadores de sangue da Região Amazônica e da 

cidade de Tupã, através da técnica de RT-PCR, nenhuma amostra foi positiva para 

arbovírus, sugerindo que a transmissão de arboviroses transfusionais não está 

ocorrendo na população estudada.  
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