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RESUMO

Vírus Dengue (DENV) são agentes etiológicos da mais importante arbovirose das regiões tropical e 
subtropical  do  planeta.  São  flavivírus  classificados,  segundo  suas  propriedades  genéticas  e 
antigênicas, em quatro tipos virais: DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4. Nas últimas décadas, o 
dengue  tem  aumentado  sua  virulência  e  muitos  fatores  têm  sido  associados  a  esse  aumento. 
Infecção secundária e fatores virais são os principais apontados para aumento da ocorrência das 
formas graves do Dengue. Neste estudo foram analisadas 80 amostras de soros de pacientes com 
suspeita  de  infecção  pelos  vírus  dengue,  provenientes  da  cidade  de  Boa  Vista,  com intuito  de 
identificar  os  sorotipos  e  genótipos  circulantes.  Oitenta  amostras  foram inoculadas  em células 
C6/36 de  Aedes albopictus. O RNA foi extraído e a identificação do tipo viral foi realizada por 
transcrição  reversa  seguida  de  reação  em  cadeia  da  polimerase  (RT-PCR)  desenvolvida  por 
Lanciotti  et  al.  (1992).  Após identificar  o  tipo  viral,  o  cDNA viral  foi  submetido  à  PCR com 
primers específicos para o gene  E.  O seqüenciamento das amostras foi realizado na plataforma 
MEGABACE1000. A reconstrução filogenética foi realizada no programa PhyML 3.0 utilizando o 
método de Máxima Verossimilhança. A confiabilidade dos ramos foi calculada pelo Teste de Razão 
de Verossimilhança (aLRT).Do total, 34 amostras foram isoladas e identificadas. Foram 23 cepas de 
DENV1  e  11  DENV2,  sendo  03  casos  de  co-infecção.  Após  o  seqüenciamento  e  edição  das 
seqüências, foram obtidos 15 fragmentos de 962nt para DENV1 e 03 fragmentos de 825nt para 
DENV2. As cepas de DENV1 isoladas neste trabalho formaram clado com o genótipo V, junto com 
cepas da Venezuela, Brasil, previamente descritas. As cepas de DENV2 foram classificadas como 
genótipo “Americano/Asiático”, formando um clado com as cepas isoladas de Cuba e de Taiwan. 
Os dados demonstram uma forte relação entre as cepas isoladas em Roraima e cepas isoladas no 
Caribe e Venezuela. Os resultados obtidos abrem caminho para novas análises da evolução e fluxo 
gênico do DENV no Brasil e suas relações com DENV isolados em outras regiões do Continente 
Americano.
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ABSTRACT

Dengue virus (DENV) are the etiologic agent of the most important arbovirosis from Tropical and 
Subtropical  region.  They  are  classified  as  flaviviruses  following  their  genetic  and  antigenic 
properties into four groups: DENV1, DENV2, DENV3 and DENV4. In the last decades, dengue 
fever  has  increased  its  virulence  and  several  factors  had  been  associated  to  this  increasing. 
Secondary infection and viral factors are the main one implicated to increase of severe form of 
dengue fever.  In  this  study,  were analysed  80 samples  of  serum from patients  with  suspect  of 
dengue infection from Boa Vista. We aim to identify the DENV serotypes and genotypes circulating 
in this city. Eighty samples were inoculated in C6/36 cells. The RNAs were extracted and viral 
identity was archieved using by Reverse Transcription – Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 
method developed by Lanciotti et al. (1992). After viral type identification, cDNA was used to PCR 
with specific primers to gene  E. The sequencing was performed on  MEGABACE1000 platform. 
Maximum Likelihood  dendrograms were  constructed  by  PhyML 3.0.  Branch  confidences  were 
calculated using approximated Likelihood Ratio Test (aLRT). Thirty four samples were isolated and 
identified: 23 DENV1 strains and 11 DENV2 strains, three of them were coinfection. After edition 
of sequences, 15 fragments with 962nt large of DENV1 and three fragments with 825nt large of 
DENV2 were  used  to  analysis.  DENV1 strains  isolated  in  this  study  grouped with  strains  of 
genotype V, together with strains from Venezuela and Brazil, previously described. DENV2 strains 
were classified as american/asian genotype, together to Cuba and Taiwan strains. Data obtained 
shown strong relantionship between Roraima strains and Venezuelan and Caribbean strains. The 
results help future analysis about DENV evolution and gene flow in Brasil and its relationship with 
DENV isolated in other regions of American Continent.
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 1  INTRODUÇÃO

 1.1 Aspectos Epidemiológicos do Dengue

O dengue é o maior problema de saúde pública nas regiões tropical e subtropical do 

planeta. Estima-se que 2,5 bilhões de pessoas ou 40% da população mundial vivem em áreas 

onde esta doença é endêmica, tais como: Américas, Sudeste da Ásia, Oeste do Pacífico, África 

e Leste do Mediterrâneo. No mundo, a cada ano são oficialmente notificados entre 50 e 100 

milhões de casos de dengue clássico e entre 250.000 e 500.000 casos de dengue hemorrágico. 

O índice de mortalidade do dengue varia entre os países, sendo os mais elevados entre 10 e 

15% e os menores abaixo de 1% (OMS, 2000; Gubler, 2002).

No Brasil, diversas epidemias de dengue foram relatadas, do século XIX até o início 

do século XX. No entanto, devido ao intenso esforço de combate ao seu principal vetor, o 

Aedes  aegypti,  o  mesmo  foi  considerado  erradicado  em  1955  (Consoli  &  Lourenço-de-

Oliveira, 1994). No período de 1923 a 1981, nenhuma outra epidemia de dengue foi registrada 

no Brasil (Franco, 1961; Figueiredo, 1998). A história recente do dengue no Brasil inicia com 

a primeira epidemia laboratorialmente confirmada no país, em Boa Vista, capital do Estado de 

Roraima, no ano de 1981. Nessa epidemia, aproximadamente 11.000 pessoas foram infectadas 

e os vírus dengue (DENV) 1 e 4 foram identificados tanto a partir de amostras sanguíneas 

quanto de mosquitos (Osanai,  1984; Travassos-da-Rosa  et al.,  1998). Outras epidemias se 

seguiram a partir de 1986, com surtos nas regiões Sudeste (Rio de Janeiro e Minas Gerais) e 

Nordeste (Alagoas, Ceará, Pernambuco e Bahia) do país. Desde então, o dengue dispersou-se 

pelo país, estabelecendo-se com a entrada de novos sorotipos, DENV2 em 1990 e DENV3 em 

2001, o que contribuiu para a maior incidência da doença (Câmara  et al., 2007). Em 2008, 

Figueiredo  et al. (2008) reportaram três casos autóctones de infecções causados por vírus 

dengue 4 em Manaus, capital do Estado do Amazonas. Em 2010, o DENV4 foi isolado em 

Boa Vista, capital do Estado de Roraima (MS, 2010).

Atualmente,  o  dengue  encontra-se  presente  em  todos  os  estados  brasileiros.  Os 

sorotipos DENV1, DENV2 e DENV3 circulam simultaneamente em 24 estados da Federação, 

contribuindo para a  maior  incidência das formas graves  da doença.  Câmara  et  al. (2007) 

estimaram que, no período de 2001 a 2003, 40 milhões ou 20% da população brasileira foram 

infectadas.  Essa  estimativa  levou  em  conta  a  subnotificação  de  casos  e  aqueles 
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assintomáticos. Em 2007, o Brasil foi responsável por 44% das notificações das Américas 

(MS, 2007; OMS, 2008; Câmara  et al., 2007). Em todo o ano de 2009, foram registrados 

529.237 casos suspeitos de dengue, sendo 2.271 casos de FHD, 154 óbitos por FHD, 5.952 

casos de dengue com complicações (DCC) e 144 óbitos por DCC. Até a 13ª semana de 2010, 

foram  notificados  447.769  casos  de  dengue  no  país,  sendo  que  16  dos  27  Estados  da 

Federação apresentam aumento no número de casos (MS, 2009; MS, 2010).

 1.2 Epidemiologia do Dengue no Estado de Roraima

Roraima, o estado mais setentrional do país, está situado na fronteira internacional 

com a Venezuela e a Guiana Inglesa, que além de servirem de ligação para o Caribe, onde o 

dengue é endêmico e possuem os quatro sorotipos do dengue circulantes. Após 1981-1982, o 

Estado de Roraima não registrou nenhum caso de dengue até 1996. A partir desta data, em 

todos os anos foram relatados casos de dengue e seus índices estão entre os mais altos do país. 

Em Agosto de 2010, o LACEN/RR em colaboração com a UFRR isolaram e identificaram o 

DENV4  a  partir  de  soro  de  pacientes  atendidos  pela  rede  básica  de  saúde.  Portanto, 

atualmente todos os sorotipos do DENV circulam no Estado. Além disso, as características 

climáticas  e  geográficas  desse  Estado  o  torna  uma possível  porta  de  entrada  para  novas 

variantes (genótipos) dos vírus dengue no Brasil (Acosta et al., 2006; MS, 2008). O número 

de casos de FHD e óbitos associadas a esta forma clínica teve um aumento súbito nos anos de 

2008 e 2009, situação esta que não foi investigada ainda (Roraima, 2010). Este Estado, assim 

como toda a região Norte dispõem de poucas informações quanto a variabilidade genética, e 

consequentemente do potencial patogênico, dos DENVs circulantes em seu território.

 1.3 Ciclo de Transmissão dos Vírus Dengue

O dengue possui dois ciclos de transmissão: ciclo silvestre e o ciclo urbano. Ambos 

envolvem  hospedeiros vertebrados e não-vertebrados (vetor).  O ciclo silvestre  pode servir 

como fonte de variabilidade genética e de novos genótipos para o ciclo urbano. O ciclo de 

transmissão silvestre foi detectado e estudado na Ásia e África. Na Ásia, envolve mosquitos 

do gênero Ochlerotatus como principais vetores e macacos dos gêneros Macaca e Presbytis.  

Na  África,  diversas  espécies  de  mosquitos  do  gênero  Aedes (Ae.  taylori-furcifer,  Ae.  
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luteocephalus e Ae. opok) agem como vetores e macacos da espécie Erythrocebus patas são 

os hospedeiros finais (Gubler, 1998; Wang et al., 2000). Já foram isolados genótipos silvestres 

do  DENV1,  DENV2  e  DENV4.  Apesar  de  nenhum  DENV3  silvático  ter  sido  isolado, 

acredita-se que exista, pois foram encontrados anticorpos contra DENV3 em macacos. Apesar 

dessas informações,  pouco se sabe sobre a  interação do homem com o ciclo silvestre  do 

DENV (Rudnick, 1984; Weaver & Vasilaskis, 2009).

O ciclo  urbano,  também chamado ciclo  endêmico/epidêmico,  tem como principais 

vetores  mosquitos  das  espécies  Aedes  albopictus e  Aedes  aegypti e  os  humanos  como 

hospedeiros definitivos. O tamanho da população de pessoas suscetíveis é fundamental para 

manutenção  desse  ciclo,  uma vez  que  se  todas  as  pessoas  fossem imunes  à  determinada 

linhagem (ou mesmo o  sorotipo),  estes  seriam extintos  nessa  população.  Por  essa  razão, 

postula-se que o crescimento da população mundial, grande urbanização e desenvolvimento 

de  meios  transportes  modernos  após  a  Segunda Guerra  Mundial  foram essenciais  para  o 

surgimento e manutenção desse ciclo (Holmes & Twiddy, 2003). Este ciclo inicia-se quando a 

fêmea do  Ae.  aegypti se alimenta de um hospedeiro humano infectado durante a fase de 

viremia (vírus presentes na circulação sangüínea). Após o repasto, os vírus infectam células 

epiteliais do esôfago do vetor. Posteriormente, os vírus migram para a hemocele e infectam as 

glândulas  salivares  e  outros  órgãos,  por  exemplo,  os  ovários.  O  período  de  incubação 

extrínseca,  que  se  refere  ao  tempo  requerido  desde  o  repasto  em um indivíduo  humano 

virêmico até que o mosquito torne-se infectante, dura em torno de 8 a 12 dias (Service, 1992 

apud McBride  &  Bielefeldt-Ohmann,  2000).  Durante  um  novo  repasto,  os  vírus  são 

secretados  na  saliva  do  mosquito  vetor  e  infectam o  indivíduo sadio  (Rosen,  1987  apud 

McBride  &  Bielefeldt-Ohmann,  2000).  No  indivíduo  humano  infectado,  o  período  de 

incubação  intrínseca,  que  se  refere  ao  período  desde  a  infecção  até  o  aparecimento  dos 

sintomas, varia de 3 a 14 dias, mas geralmente dura de 4 a 7 dias. O período de viremia 

geralmente coincide com a ocorrência dos sintomas e dura de 5 a 7 dias (Senanayake, 2006).

 1.4 Patologia e Fisiopatogenia do Dengue

O dengue é uma doença viral que possui alta morbidade, mas na sua forma clássica 

possui  prognóstico  favorável.  Esta  doença  pode  ocorrer  na  forma  assintomática, 

oligossintomática,  clássica  e  formas  graves  (hemorrágicas).  Muitas  infecções  são 

assintomáticas ou com febre indiferenciada com ou sem erupção cutânea (oligossintomática). 
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Na forma clássica, Dengue Clássico (DC), consiste em febre alta, que pode durar de 2 a 7 

dias,  cefaléia  severa,  mialgia,  artralgia,  dor  retro-orbital  e  erupção maculo-papular,  pode, 

ainda, haver complicações hemorrágicas como epistaxe, sangramento gengival, sangramento 

gastrointestinal, hematúria e hipermenorréia.

A FHD e a Síndrome do Choque do Dengue (SCD) representam as formas graves do 

dengue. Na FHD, o principal evento é o extravasamento de plasma, frequentemente ocorrendo 

efusão pleural,  ascite  e  hipoproteinemia.  Além disso,  febre  alta,  fenômenos  hemorrágicos 

(petéquias,  equimoses, epistaxe,  sangramento gengival ou gastrintestinal),  hepatomegalia e 

falência circulatória podem ser observadas. Na SCD, pode ocorrer falência circulatória, pulso 

rápido  e  fraco,  hipotensão,  pele  fria,  úmida  e  estado  mental  alterado;  mas  quando 

diagnosticados precocemente as formas graves podem ser revertidas pela administração de 

soro fisiológico (OMS, 1997).

A infecção secundária, fatores virais e resposta imune do hospedeiro estão envolvidos 

na patogênese de formas graves do dengue (Gubler, 1998; Guzmán e Kourí, 2002). A teoria da 

infecção secundária (no inglês,  Antibody Dependent Enhancement – ADE) é a explicação 

mais aceita atualmente. Nessa teoria, que considera a infecção secundária como maior fator de 

risco para ocorrência de formas graves do dengue,  os anticorpos produzidos durante uma 

infecção primária não neutralizam outros sorotipos e aumentam a infecção das células-alvo 

dos  vírus  dengue  gerando  uma  carga  viral  maior  que  a  infecção  primária  e  podendo 

desencadear  fenômenos  hemorrágicos  e  outras  complicações  (Figueiredo,  1999).  Porém, 

estudos recentes têm demonstrado a importância da contribuição dos fatores virais  para a 

gravidade da doença (Sánchez & Ruiz, 1996; Leitmeyer et al., 1999).

 1.5 Estrutura, Taxonomia e Ciclo Viral

Os  vírus  dengue  formam  um  complexo  viral  composto  de  4  (quatro)  sorotipos 

(DENV1  ao  4),  classificados  com  base  em  suas  propriedades  antigênicas.  São  vírus 

pertencentes ao gênero Flavivirus da Família Flaviviridae. Esse gênero compreende mais de 

70  vírus,  dos  quais  muitos  são  patógenos  humanos,  dentre  eles,  os  vírus  da  encefalite 

japonesa, vírus São Luís e vírus da Febre Amarela (Kuno et al., 1998).

Os DENV são classificados como arbovírus (vírus transmitidos por artrópodes), pois 
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são  transmitidos  por  mosquitos  do  gênero  Aedes.  Os  DENV  são  vírus  de  RNA,  com 

polaridade positiva, desprovidos de cauda poli (A), o que os diferenciam dos demais vírus 

animais, apresentam a extremidade 5’ metilada. Seu genoma tem aproximadamente 11kb e 

possui uma matriz aberta de leitura (open reading frame) que codifica 10 proteínas, sendo 3 

estruturais (C, prM e E) e 7 não-estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5)

(Figura  1).  Estruturalmente,  os  vírus  dengue são  compostos  de  genoma (RNA viral),  um 

capsídeo  homopolimérico  formado  de  proteína  C,  envelope  viral  lipídico  derivado  da 

membrana celular da célula hospedeira e que contém as proteínas M e E. A proteína E se 

relaciona à ligação dos vírus à receptores celulares e à fusão com a membrana celular durante 

o processo de endocitose mediada por receptor. A proteína prM impede a fusão precoce da 

proteína E, durante a passagem pelo ambiente acídico do complexo de Golgi (Qi et al., 2008).

Células  fagocitárias são os  maiores  sítios  de replicação dos  vírus  dengue. Após a 

entrada  na  célula,  o  RNA viral  é  traduzido  diretamente  pelos  ribossomos  do  retículo 

endoplasmático da célula hospedeira produzindo uma única poliproteína que então é clivada 

com auxílio de enzimas virais e da célula hospedeira. A montagem da partícula viral ocorre 

dentro do retículo endoplasmático, mas seu amadurecimento só ocorre durante o processo de 

exocitose quando a proteína prM é clivada, dando origem à proteína M, liberando assim a 

proteína E para interação com receptores celulares para reiniciar o ciclo viral (Figueiredo, 

1999).

 1.6 Origem, Diversidade Genética e Evolução dos DENV

Existe forte evidência de que os quatro sorotipos do DENV são resultantes de 

introduções independentes na espécie humana a partir de macacos (Holmes & Twiddy, 2003). 

Figura 1. Matriz aberta de leitura (open reading frame) codificante das proteínas dos vírus dengue 
(Redesenhado de Qi et al., 2008).
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Wang et al. (2000) propuseram que esses eventos ocorreram na região Asiático-Oceânica, no 

entanto, a localização exata (Ásia ou Oceania) não foi possível pela limitação na quantidade 

de amostras silvestres, principalmente da região Asiática. A baixa diversidade genética das 

linhagens silvestres e, consequente, imunidade cruzada total podem ter forçado uma origem 

alopátrica (populações que não se sobrepõem geograficamente) dos diferentes sorotipos, ou 

seja, quatro introduções em regiões distintas. A imunidade cruzada total levaria a exclusão de 

linhagens diferentes (no caso, os sorotipos) que ocupassem o mesmo nicho. Após a grande 

diversificação genética do DENV, que levou a uma imunidade cruzada apenas parcial, é que 

os sorotipos puderam coexistir.  A maioria das filogenias mostram que o DENV4 divergiu 

primeiro, seguido do DENV2, e por fim o DENV1 e o DENV3. Twiddy et al. (2003) dataram 

a origem do DENV em aproximadamente 1000 anos atrás e os eventos de transmissão de 

macacos a humanos dos DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4 em 125, 320, 100 e 200 anos,  

respectivamente. A alta diversidade genética atualmente observada no DENV teria surgido 

apenas no último século. Provavelmente, o DENV comportou-se, no início de sua história, 

como o vírus da Febre Amarela causando epidemias esporádicas, cujas linhagens que saltaram 

para os humanos foram extintas. O ciclo urbano (endêmico/epidêmico) só pode estabelecer-se 

após  o  crescimento  da  população  humana,  urbanização  e  meios  de  transporte  modernos 

fornecendo populações suscetíveis à infecção pelo DENV (Holmes & Twiddy, 2003).

Twiddy  et  al. (2003)  estimaram as  taxas  de  substituição  média  do  DENV: 

4,55x10
-4
;  7,19x10

-4
;  7,27x10

-4
 e  11,58x10

-4
 substituições/sítio/ano para  DENV1, DENV2, 

DENV4 e DENV3, respectivamente.  Esses valores são próximos às taxas de evolução de 

outros vírus de RNA, mas levemente menores  que vírus de RNA transmitidos por outros 

meios, o que pode refletir uma restrição imposta pela replicação em hospedeiros tão distintos 

quanto insetos e mamíferos (Holmes & Twiddy, 2003).

Devido  à  história  evolutiva  do  DENV,  a  variabilidade  genética  entre  os 

sorotipos é grande e incomum, no entanto, a variabilidade genética intrasorotípica é menor e 

dá  origem  aos  subtipos  ou  genótipos,  como  são  denominadas,  a  partir  de  um  critério 

arbitrário,  as cepas que divergem acima de 6% nas suas seqüências nucleotídicas.  Para o 

sorotipo 1 foram identificados de 3 a 5 genótipos. Os sorotipos 2 e 3 possuem 5 genótipos 

cada e o sorotipo 4 possui 2 genótipos (Rico-Hesse, 1990; Gonçalves et al., 2002; King et al., 

2008). Apesar das evidências, nenhum sítio específico no genoma viral pode ser relacionado 

com atenuação ou severidade da doença em humanos. Outros estudos, no entanto, indicam 

que mutações em regiões específicas no genoma podem aumentar ou diminuir a virulência da 
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cepa (Sánchez & Ruiz, 1996; Leitmeyer  et al., 1999). O gene mais utilizado em estudos de 

epidemiologia  molecular  do  dengue é  o  gene  E devido à  importância  do  seu  produto  na 

ligação e entrada dos vírus na célula e, principalmente, na resposta humoral do hospedeiro 

humano, além de ser demonstrado que mutações nesse gene podem resultar no aumento da 

virulência das cepas virais (Leitmeyer et al., 1999 ; Foster et al., 2003; Gardella-Garcia et al., 

2008). Holmes e Burch (2000) sugeriram, com base em estudos anteriores, que a diversidade 

dos DENV está aumentando, assim como, a virulência diferencial das cepas virais e, como 

consequência,  no  futuro  nós  poderemos  estar  expostos  a  vírus  com uma gama maior  de 

propriedades patogênicas. Por esse motivo, torna-se importante compreender o processo que 

gera a variabilidade genética em populações naturais de DENV. Em particular, determinar se 

existe  evidência  de  evolução  adaptativa  nos  DENV,  tanto  aquelas  dirigidas  pela  pressão 

seletiva  imune  quanto  às  regiões  genômicas  envolvidas  (Twiddy  et  al.,  2002).  A análise 

genética  dos  vírus  dengue  provê  essa  ferramenta  capaz  de  fazer  o  monitoramento  da 

transmissão de genótipos virais associados ao aparecimento e/ou aumento de casos graves da 

doença, bem como identificar áreas de alta diversidade viral e padrões de fluxo gênico (Foster 

et al., 2003; Mota et al., 2000).
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 2 JUSTIFICATIVA

O Estado de Roraima possui alto índice de incidência de dengue e representa uma 

porta  de  entrada  de  novas  variantes  genéticas  do  DENV  no  Brasil.  Apesar  destas 

características,  a  variabilidade  genética  das  cepas  de  DENV  circulantes  no  Estado,  e 

consequentemente, seu potencial patogênico são desconhecidos. O presente estudo avaliará 

pela primeira vez a variabilidade genética dos DENV circulantes neste Estado. Os resultados 

obtidos poderão orientar políticas de saúde pública.
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 3 OBJETIVOS

 3.1 Objetivo Geral

Analisar a variabilidade genética dos sorotipos do vírus dengue circulantes na cidade 

de Boa Vista, Estado de Roraima

 3.2 Objetivos Específicos

● Isolar os vírus dengue circulantes na cidade de Boa Vista, Roraima;

● Identificar os sorotipos/genótipos dos vírus dengue circulantes na cidade de Boa 

Vista, Roraima;

● Reconstruir a filogenia dos vírus dengue circulantes, por meio da comparação dos 

resultados obtidos neste estudo e de seqüências obtidas do GenBank;
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 4 MATERIAL E MÉTODOS

 4.1 Área de estudo e obtenção das amostras

O presente estudo foi conduzido com amostras provenientes da cidade de Boa Vista, 

capital do Estado de Roraima. Este Estado, localizado no extremo norte do país faz fronteira 

com a Venezuela (ao norte e noroeste), Guiana Inglesa (leste e nordeste), Amazonas (sul e 

sudoeste) e Pará (sudeste) (Figura 2).

Foram  utilizadas  80  amostras  de  soros  sanguíneos  de  um  total  de  130  amostras 

depositadas no Banco de soro do Laboratório de Biologia Molecular da Universidade Federal 

de Roraima que realiza, mediante convênio com o governo do Estado, monitoramento dos 

sorotipos do vírus dengue circulantes no Estado. As amostras utilizadas neste estudo foram 

coletadas no período de 01 de Janeiro a 31 de Março de 2009 e armazenadas a -80°C no 

Banco de Soro do LBM/UFRR como parte da rotina do convênio. O projeto de pesquisa foi 

Figura 2. Mapa mostrando o Estado de Roraima e, sua capital, Boa Vista (estrela) e suas 
fronteiras nacionais e internacionais. Fonte: GoogleMaps
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aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto Nacional de 

Pesquisas da Amazônia (CEP/INPA) sob parecer nº 202/09 (Anexo I).

 4.2 Isolamento viral

Objetivando  minimizar  a  ocorrência  de  “falsos-negativos”  na  RT-PCR que  podem 

surgir como resultado da baixa carga viral do paciente no momento da coleta da amostra de 

sangue, foi realizado isolamento viral. Células epiteliais de Aedes albopictus, linhagem C6/36, 

foram cultivadas em meio L-15 até formação de monocamada de células. Foram inoculadas 

20µL de cada soro sanguíneo,  incubadas a  28ºC por 10 dias com observação diária  para 

identificação da  presença  de  efeito  citopático  (ECP).  Após esse período,  foram coletados 

fluidos  celulares  de  todas  as  amostras  inoculadas  para  realização  dos  procedimentos 

posteriores.

 4.3 Extração de RNA

A extração do RNA viral (RNAv) foi realizado utilizando o kit de extração QIAamp® 

Viral RNA (Valencia Inc.) seguindo-se as instruções do fabricante. Resumidamente, 140µL da 

amostra (soro ou fluido celular) foram adicionados a 560µL do tampão AVL (acrescido do 

carreador de RNA), incubado à temperatura ambiente por 10min e então foram adicionados 

560µL de etanol absoluto. A solução foi homogeneizada, aplicada o volume total da amostra 

(em duas vezes de 630µL) à coluna de sílica que então foi centrifugada. Realizou-se duas 

lavagens com os tampões AW1 e AW2 para retirada de outros componentes celulares e outros 

possíveis resíduos. O RNA viral então foi eluído com 60µL de tampão AVE e armazenado à 

-80ºC. O RNAv extraído serviu de molde para a confecção de cDNA para identificação dos 

sorotipos e, após isso, para realização da amplificação do gene E.

 4.4 Identificação de sorotipos por RT-PCR

Os tipos  virais  (sorotipos)  foram identificados  utilizando  a  técnica  de  Transcrição 

Reversa  seguida  de  Reação  em  Cadeia  da  Polimerase  (RT-PCR,  na  sigla  em  inglês) 

desenvolvida  por  Lanciotti  et  al. (1992).  Essa  técnica  envolve  a  produção  de  DNA 

complementar (cDNA) a partir do RNA viral,  seguida de dois turnos de PCR: o primeiro 

turno utiliza os primers D1 e D2 que amplificam uma região do genoma viral correspondente 

à junção dos genes da proteína do capsídeo (C) e do precursor da proteína da membrana 

(prM) que possui 511nt de comprimento. O segundo turno de PCR, chamada de PCR semi-
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aninhada, utiliza os  primers D1 (Forward) e quatro  primers internos tipo-específicos (TS - 

Reverse) que amplificam regiões dentro da região da junção C/prM com tamanhos diferentes 

e correspondentes aos diferentes tipos virais: 482nt (DENV1), 119nt (DENV2), 290 (DENV3) 

e 392 (DENV4).

 4.5 Amplificação e seqüenciamento do gene E

O gene da proteína do envelope viral (E), alvo deste estudo, que possui entre 1479 e 

1485nt de comprimento foi amplificado utilizando  primers sorotipo-específicos (tabela 1). 

Para confecção do cDNA, utilizou-se o primer reverso de cada par de primer. Dois pares de 

primers foram necessários para amplificação de todo o gene E. 

O  seqüenciamento  de  DNA foi  realizado  no  Laboratório  Temático  de  Biologia 

Molecular do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (LTBM/INPA) e Centro de Apoio 

Multidisciplinar  da  Universidade  Federal  do  Amazonas  (CAM/UFAM) com o uso  do  kit 

DYEnamic™ ET dye terminator kit (MegaBACE™). Nas reações foram utilizados 5μL de 

DNA, 1 μL de primer, 2 μL de ET e 2 μL de água Milliq, totalizando 10μL de reação para 

cada amostra, que foram submetidas a duas reações. Após os ciclos térmicos, foi realizada a 

precipitação e,  em seguida,  as amostras foram eletroinjetadas no seqüenciador automático 

MegaBACE  1000  Analysis  System,  de  acordo  com  o  protocolo  padrão  indicado  pelo 

fabricante.  A metodologia descrita acima corresponde ao método de interrupção da cadeia 

automatizado (Sanger et al., 1977).

Tabela 1. Primers utilizados neste estudo

Primer Sentido Região genômica Sorotipo Referência

D1 Forward C/prM Todos Lanciotti et al., 

1992D2 Reverse C/prM Todos

D1-820-S Forward Gene E DENV1 Gonçalvez et al., 

2002D1-2600-AS Reverse Gene E DENV1

D2E1 Forward Gene E DENV2 Tung et al., 2008

D2E2 Reverse Gene E DENV2

D1E21292 Forward Gene E (interno) DENV1 Zheng et al., 2009

D1E21972 Reverse Gene E (interno) DENV1

D2-1184F Forward Gene E (interno) DENV2 Díaz et al., 2006
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 4.6 Alinhamento e edição das seqüências de DNA

A revisão manual das sequências nucleotídicas obtidas foi realizada com auxílio do 

programa Chromas (Technelysium Pty Ltd) e BioEdit  (Hall,  1999). As sequências obtidas 

foram  alinhadas  automaticamente  através  do  programa  ClustalX  (Larkin  et  al.,  2007) e 

revisadas manualmente utilizando o programa BioEdit. Este procedimento é fundamental para 

determinação da homologia entre os nucleotídeos. 

 4.7 Análise Filogenética

Para reconstrução filogenética utilizou-se o método de Máxima Verossimilhança que 

seleciona o filograma que possui a maior probabilidade segundo um modelo de evolução 

molecular. O modelo de evolução molecular que melhor explica o conjunto de dados obtido 

foi selecionado através do programa jModeltest 0.1.1 (Posada, 2008). Os filogramas foram 

construídos através dos programas PhyML 3.0 (Guindon & Gascuel, 2003). A confiabilidade 

dos  ramos  foi  calculada  pelo  Teste  da  razão  de  verossimilhança  aproximada  (aLRT) 

(Anisimova  &  Gascuel,  2006).  Para  identificação  dos  genótipos  das  amostras  isoladas, 

sequências  nucleotídicas  com genótipo  previamente  determinado  e  descritos  na  literatura 

foram obtidos  do  GenBank.  Para  polarização  do  filograma  foram utilizadas  como  grupo 

externo  sequências  de  DENV  obtidos  do  projeto  RefSeq  do  National  Center  for  

Biotechnology Information (NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/).

Após a identificação do genótipo, as relações filogenéticas entre as cepas isoladas e 

outras cepas da região americana disponíveis no Virus Variation do NCBI foram analisadas 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/VirusVariation/).
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 5 RESULTADOS

Das  80  amostras  inoculadas,  34  foram  positivas  para  DENV na  RT-PCR:  23  de 

DENV1 e 11 de DENV2. Destas amostras, três foram provenientes de co-infecção, ou seja, o 

paciente havia sido simultaneamente infectado por mais de um sorotipo de DENV. Após a 

PCR de amplificação do gene  E, 23 amostras amplificaram com sucesso,  sendo que apenas 

uma amostra proveniente de co-infecção amplificou o gene E para os dois DENV presentes.

 5.1 DENV1

Quinze  amostras  de  DENV1  foram  sequenciadas  com  sucesso  produzindo  um 

fragmento total de 1041nt, compreendendo os nucleotídeos 856 a 1896 dos genes prM e E do 

genoma de  referência  do  DENV1 no  NCBI.  Após  o  alinhamento  e  edição,  o  fragmento 

correspondente ao gene E obteve 962nt de comprimento.

As análises filogenéticas visaram identificar o genótipo das amostras isoladas e, em 

seguida, suas relações com outras cepas isoladas nas Américas. Com o intuito de identificar o 

genótipo das amostras isoladas, 25 sequências de DENV1, cujos genótipos foram descritos 

previamente,  foram obtidos  do  GenBank,  incluindo  sequências  de  referência  dos  demais 

sorotipos  que  foram  usados  como  grupo  externo  (polarização  do  filograma)  (DENV1  – 

NC001477, DENV2 – NC001474, DENV3 – NC001475 e DENV4 – 002640 – Apêndice A). 

Nesse caso, o melhor modelo de evolução molecular selecionado pelo jModelTest, segundo o 

critério AIC (Akaike Information Criterion),  foi  o modelo GTR+I+G (GTR=General Time 

Reversible; I=sítios invariáveis e G=distribuição gama). A frequência das bases nucleotídicas 

foi a seguinte: A = 0.3547, C = 0.2149, G = 0.2466 e T = 0.1838. O filograma foi construído 

pelo método de Máxima Verossimilhança no programa PhyML versão 3.0. A proporção de 

sítios invariáveis (p-invar=0.3990) e o valor do gama shape (α=1.4970) foram gerados pelo 

jModelTest.  A  confiabilidade  dos  ramos  foi  medida  através  do  Teste  de  Razão  de 

Verossimilhança  aproximado  (approximate  Likelihood  Ratio  Test –  aLRT).  O  filograma 

resultante é mostrado na figura 3.
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Figura 3. Filograma construído pelo método de Máxima 
Verossimilhança mostrando a identificação do genótipo 
das cepas de DENV1 isoladas em Boa Vista, Roraima ( ). ⧫
O filograma foi construído pelo programa PhyML 3.0 
segundo o modelo GTR+I+G, selecionado pelo programa 
jModelTest. A medida da confiabilidade dos ramos foi 
feita pelo Teste de Razão da Verossimilhança (aLRT). 
Apenas os valores de aLRT acima de 90% são mostrados.
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As amostras isoladas de Boa Vista formaram um subclado dentro do clado de genótipo 

V.

Para investigar as relações filogenéticas entre as amostras isoladas no presente estudo 

e  outras  cepas  de  DENV  isoladas  nas  Américas,  foram  selecionadas  136  sequências 

nucleotídicas referentes ao gene  E ou que o contivessem, preferencialmente com a data de 

isolamento  das  mesmas  nas  Américas  (do  Norte,  Central  e  do  Sul).  Estas  sequências 

encontram-se  disponíveis  no  banco  de  dados  Virus  Variation 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/VirusVariation/Database/select.cgi?tax_id=12637)  do 

NCBI. O modelo de evolução molecular selecionado para esse novo conjunto de dados foi o 

modelo  de  Tamura-Nei  (1993)  (TrN+I+G)  (p-invar=0.3380;  α=1.0390).  A frequência  das 

bases  nucleotídicas  foi  a  seguinte:  A = 0.3547,  C = 0.2120,  G = 0.2484,  T = 0.1848.  A 

reconstrução  filogenética  foi  realizada  no  PhyML  3.0,  pelo  método  de  Máxima 

Verossimilhança e a confiabilidade dos ramos foi calculada segundo o aLRT, como descrito 

para a análise do genótipo. O filograma é mostrado na figura 4. 

 5.2 DENV2

Após o alinhamento e edição das sequências, o fragmento de DENV2 sequenciado foi 

de 825nt abrangendo as posições 1243nt a 2068nt do gene  E  do genoma de referência do 

DENV2 no NCBI. Esse fragmento corresponde a 55% do gene E. Apenas três sequências de 

DENV2 foram consideradas para a análise de identificação do genótipo e de suas relações 

com outras amostras isoladas nas Américas, pois as demais sequências apresentaram baixa 

qualidade e foram excluídas das análises. Com o intuito de identificar o genótipo das amostras 

isoladas,  27  sequências  de  DENV2,  cujos  genótipos  foram descritos  previamente,  foram 
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obtidos  do GenBank,  incluindo sequências  de referência  dos  demais  sorotipos  que  foram 

usados como grupo externo (polarização do filograma) (Apêndice D). O modelo de evolução 

molecular selecionado pelo jModelTest foi GTR+G (com α=0.3280). A frequência das bases 

nucleotídicas foi a seguinte: A = 0.3600, C = 0.2087, G = 0.2376 e T = 0.1937. O filograma 

construído  é  mostrado  na  figura  5.  As  cepas  isoladas  formaram clado  com as  cepas  do 

genótipo Americano/Asiático. Assim como o caso das cepas de DENV1, as cepas isoladas de 

DENV2 formaram um subclado dentro do genótipo. 

Para avaliar as relações entre as cepas isoladas em Roraima com outras das Américas, 

336  sequências  disponíveis  no  banco  de  dados  do  Virus  Variation  do  NCBI,  foram 

selecionadas.  O  modelo  de  evolução  molecular  para  esse  novo  conjunto  de  dados  foi 

GTR+I+G (p-invar=0.2610; α=0.7790). A frequência das bases nucleotídicas foi a seguinte: A 

=  0.3642,  C  =  0.2171,  G  =  0.2280  e  T  =  0.1907.  Devido  ao  grande  tamanho,  o  que 

impossibilitaria a visualização, apenas uma subárvore do filograma gerado é apresentada na 

figura 6.
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Figura 4. Filograma construído pelo método de Máxima 
Verossimilhança mostrando as cepas de DENV1 e suas 
relações com outras cepas isoladas nas Américas. O 
filograma foi construído pelo programa PhyML 3.0 
segundo o modelo TrN+I+G, selecionado pelo programa 
jModelTest. A medida da confiabilidade dos ramos foi 
feita pelo Teste de Razão da Verossimilhança (aLRT). Em 
azul o clado formado por cepas de Roraima, Venezuela e 
uma cepa de Porto Rico (PRI06). Em verde um clado 
formado por cepas do Brasil (BRA97) e Argentina. Ambos 
os clados em destaque possuem valores de aLRT acima de 
90%.
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Figura 5. Filograma construído pelo método de Máxima 
Verossimilhança mostrando a identificação do genótipo 
das cepas de DENV2 isoladas em Boa Vista, Roraima ( ). ⧫
O filograma foi construído pelo programa PhyML 3.0 
segundo o modelo GTR+G, selecionado pelo programa 
jModelTest. A medida da confiabilidade dos ramos foi 
feita pelo Teste de Razão da Verossimilhança (aLRT). 
Apenas os valores de aLRT acima de 90% são mostrados.
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Figura 6. Subárvore do filograma 
construído pelo método de Máxima 
Verossimilhança mostrando as relações 
entre as cepas de DENV2 isoladas em 
Boa Vista, Roraima ( ) e outras isoladas ⧫
nas Américas. O filograma foi construído 
pelo programa PhyML 3.0 segundo o 
modelo GTR+G, selecionado pelo 
programa jModelTest. A medida da 
confiabilidade dos ramos foi feita pelo 
Teste de Razão da Verossimilhança 
(aLRT). Apenas os valores de aLRT 
acima de 90% são mostrados.
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 6 DISCUSSÃO

No presente estudo, isolamos e caracterizamos DENV1 e DENV2 circulantes no início 

do ano de 2009 em Boa Vista,  Roraima. Rosa-Freitas et  al.  (2001) e Acosta et  al.  (2006) 

consideram o Estado de Roraima potencial ponto de entrada de novos sorotipos e vetores no 

país,  bem  como  novas  linhagens  destes,  devido  ao  fato  deste  possuir  fronteira  com  a 

Venezuela e Guiana Inglesa, onde o dengue é endêmico, além da facilidade de tráfego entre 

estes e o Caribe, onde o dengue também é endêmico. Apesar deste potencial, sua importância 

tem sido negligenciada e este estudo, até onde temos conhecimento, foi o primeiro visando 

caracterizar  os  genótipos  de  DENV  circulantes  neste  Estado.  Pires-Neto  et  al.  (2005) 

consideram o monitoramento contínuo da introdução de novos sorotipos/genótipos no Brasil é 

necessário para que medidas de controle sejam implementadas prontamente a fim de reduzir o 

risco potencial de epidemias mais severas associadas a linhagens mais virulentas.

Gonçalvez  et  al.  (2002)  analisando  o  gene  E do  DENV1  identificaram  cinco 

genótipos: o genótipo I agrupa isolados da Tailândia, Japão, Djibuti e uma amostra isolada no 

Havaí em 1945; o genótipo II agrupa isolados da Tailândia dos anos 50 e 60; o genótipo III é 

representado por uma única amostra da Malásia, isolada em 1972; o genótipo IV inclui cepas 

da Austrália, Indonésia e Nauru e; o genótipo V é representado por amostras isoladas nas 

Américas, África e Sudoeste da África. Em nossas análises, o fragmento do gene E estudado 

permitiu  identificar  os  cinco  genótipos  de  DENV1  previamente  descritos.  No  entanto, 

provavelmente  devido  ao  pequeno  número,  apenas  um  de  cada,  de  representantes  do 

genótipos II e III disponíveis no GenBank, essas linhagens não separaram com alto valor no 

aLRT (<0,9).  As  amostras  isoladas  em  Boa  Vista  foram  classificadas  como  genótipo  V, 
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formando um subclado bem suportado (aLRT=0,926) junto com outras amostras do Brasil 

(BRA97) e Venezuela (VEN94).  Pires-Neto et  al.  (2005) analisando sequências da junção 

E/NS1 de cepas de DENV1 isoladas no Brasil de 1990 a 2001, classificaram todas as cepas de 

DENV1 circulantes no país, nesse período como genótipo V. Os autores incluíram sequências 

de amostras isoladas em todas as cinco regiões do país, sendo a região Norte representada por 

dois isolados do estado do Pará. Atualmente, não há nenhuma evidência entre a associação de 

diferentes linhagens de DENV1 a determinados quadros clínicos. Apesar do número amostral 

não ser o suficiente para inferências epidemiológicas, neste estudo, apenas o isolado RR0992 

foi  proveniente  de  um  caso  de  dengue  classificado  como  dengue  com  complicações, 

excetuando-se essa amostra, todas as amostras de DENV1 foram provenientes de pacientes 

com dengue clássico.

Ao  analisarmos  as  relações  entre  as  cepas  de  DENV1 isoladas  nas  Américas,  as 

amostras de Boa Vista formaram clado com amostras da Venezuela isoladas em 1997 e 2007, 

mas não com uma cepa isolada no Brasil em 1997, que por sua vez agrupou com amostras da 

Argentina, isoladas em 2000. Este dado indica que, pelo menos, no ano de 1997, no mínimo, 

duas linhagens virais de DENV1 circularam na América do Sul. A despeito de sua importância 

epidemiológica que pode ser alvo de futura investigação, a existência dessas duas linhagens 

distintas circulando nas Américas ilustra a diversidade genética do DENV1 circulante nesta 

região. Carvalho et al. (2010) encontrou forte estruturação genética entre as populações virais 

(cepas) de DENV1 geograficamente associada aos países em que foram isolados, ou seja, as 

cepas isoladas em determinado país formaram um clado bem suportado. Os autores inferiram 

que  tal  fenômeno  seria  devido  ao  movimento  do  DENV1  entre  os  países  ser  raro  em 

comparação  com os  movimentos  dentro  destes  países.  Considerando  que  a  dispersão  do 



32
DENV ocorre através do movimento das pessoas, regiões com maior fluxo de pessoas entre si 

(devido à proximidade geográfica ou não) têm maior probabilidade de compartilharem os 

mesmos sorotipos/genótipos/linhagens. Neste contexto, o Estado de Roraima, devido a sua 

localização geográfica, está praticamente isolado do restante do país por via terrestre, ligando-

se por esse meio apenas com o Estado do Amazonas. Por outro lado, o comércio, facilitado 

pela  diferença  no  câmbio  monetário,  e  o  turismo,  com acesso  rápido  ao  Caribe  por  via 

terrestre,  com  a  Venezuela  e  Guiana  Inglesa  são  intensos,  inclusive  com  áreas  de  livre 

comércio com esses dois países. Assim o isolamento geográfico com o restante do país pode 

favorecer  um ciclo  de  transmissão  mais  relacionado  com a  Venezuela  e  Guiana  Inglesa. 

Siqueira et al. (2005) em um estudo epidemiológico da FHD/SCD no Brasil, no período de 

1981 a 2002, encontraram dois padrões distintos de ocorrência desta forma grave do dengue: 

o primeiro ocorrendo na maioria  das regiões brasileiras,  onde adultos entre  20 e 40 anos 

foram os mais afetados pelo FHD/SCD e o segundo padrão ocorrendo na região amazônica, 

onde  crianças  e  jovens  até  15  anos  sendo  os  mais  afetados  por  FHD/SCD.  Este  último 

ocorrendo  nos  demais  países  da  América  Latina  e  no  Sudoeste  da  Ásia.  Os  autores  não 

discutiram os fatores que poderiam estar relacionados com essa diferença nos padrões de 

ocorrência de FHD/SCD, mas a diferença entre linhagens virais circulantes entre as áreas de 

ocorrência  destes  padrões  distintos  é  uma das  possíveis  explicações  para  esse  fenômeno. 

Outra evidência da existência de dois ciclos de transmissão vem do trabalho de Aquino et al. 

(2006) que sugerem que o genótipo III do DENV3 foi introduzido pelo menos duas vezes no 

Brasil:  uma via região Sudeste e outra pela região Norte vindas do Caribe.  Mais análises 

devem ser feitas no sentido de averiguar essa situação, cuja importância está na necessidade 

de tratamento diferenciado na vigilância virológica e assistência à saúde a essa região, se essa 
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situação se confirmar. Análises de sequências de isolados de diferentes regiões do país em 

diferentes anos pode evidenciar ou não a existência de dois ciclos de transmissão no Brasil.

O DENV2 também foi isolado em Boa Vista, porém em menor número (11 de 34) que 

o  DENV1.  Acosta  et  al.  (2006)  observaram  que  a  circulação  de  mais  de  um  sorotipo 

simultaneamente no Estado é um fenômeno comum. As três sequências de DENV2 analisadas 

formaram um clado com sequências do genótipo “Americano/Asiático” que circula no Brasil 

desde 1990 e é considerado responsável pela ocorrência de FHD/SCD em diversas epidemias 

nas  Américas.  Guzmán et  al.  (1995) ao  estudarem a  junção E/NS1 de  cepas  de DENV2 

isoladas  em  Cuba  durante  a  grande  epidemia  de  1981,  classificaram  essas  cepas  como 

pertencentes a uma linhagem originária do Sudoeste Asiático. Esse genótipo foi denominado 

de genótipo Americano/Asiático. Rico-Hesse et al. (1997) em um estudo abrangendo amostras 

da  Venezuela,  Brasil,  Colômbia  e  México  demonstraram  a  associação  do  genótipo 

Americano/Asiático e as epidemias  de FHD/SCD ocorrentes nesses  países após a entrada 

deste genótipo. O genótipo Americano, que circulava até então nas Américas, foi deslocado 

pelo novo genótipo mais virulento que se dispersou pelas Américas. 

Assim como no caso do DENV1, o pequeno número de sequências  analisadas  de 

DENV2 não nos permite inferências epidemiológicas,  porém todas  foram provenientes de 

casos de dengue clássico. As cepas isoladas em Roraima formaram um clado com amostras 

isoladas em Cuba na grande epidemia de 1997, além de isolados de Porto Rico, Martinica e 

República Dominicana. Sendo que amostras isoladas nos anos de 2005, 2006 e 2007 em Porto 

Rico foram as mais relacionadas com as cepas de Roraima. Oliveira et al. (2010) associaram 

uma variante dentro do genótipo Americano/Asiático à ocorrências de casos graves na grande 

epidemia causada por DENV2 no Rio de Janeiro no ano de 2007-2008.  Isto  sugere uma 



34
evolução local do DENV2 circulante nas Américas compatíveis com as previsões de Holmes e 

Burch (2000) sobre a evolução do DENV em direção à maior diversidade genética e maior 

potencial  patogênico.  Analisar  as  sequências  de  DENV2  isoladas  em  Roraima  e  as  da 

epidemia de 2007 no Rio de Janeiro pode nos fornecer mais evidências ou sobre dois ciclos de 

transmissão no Brasil ou uma evolução local acentuada levando à duas linhagens virais dentro 

mesmo país serem tão distintas.



35

 7 CONCLUSÕES

A análise  dos  DENV isolados  em Boa  Vista  mostra  que  a  estruturação  geograficamente 

associada  (por  país)  das  populações  de  DENV1  nas  Américas  somadas  às  caraterísticas 

geográficas  do  Estado  de  Roraima  e  evidências  de  diferentes  padrões  de  ocorrência  de 

FHD/SCD podem indicar a existência de dois ciclos de transmissão do DENV no Brasil: uma 

na Amazônia Ocidental e outra no restante do país.  Esses resultados abrem caminho para 

novas análises da evolução e fluxo gênico do DENV no Brasil e suas relações com DENV 

isolados em outras regiões do Continente Americano.
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APÊNDICE A – Sequências de DENV1 com genótipos identificados

Número de 
Acesso

Código País
Ano de 

Isolamento
Genótipo

AF425610 ANG88 Angola 1988 V
AF425609 ARU85 Aruba 1985 V
AF425611 AUS83a Austrália 1983 IV
AF425612 AUS83b Austrália 1983 IV
AF425613 BRA82 Brasil 1982 V
AF425614 BRA97 Brasil 1997 V

S64849 BRA90 Brasil 1990 V
AF309641 CAM98 Camboja 1998 I
AF425616 COL85 Colômbia 1985 V
AF425617 COL96 Colômbia 1996 V
AF425620 IVC85 Costa do Marfim 1985 V
AF226687 GUF89 Guiana Francesa 1989 V
AF425618 GRE77 Granada 1977 V
AF425621 JAM77 Jamaica 1977 V
AF425622 MAL72 Malásia 1972 III
AF425623 MEX80 México 1980 V
AF425624 MEX83 México 1983 V
AF425615 MYA76 Miamar 1976 V

U88535 NAU74 Nauru 1974 IV
AF425625 NIG68 Nigéria 1968 V
AF425626 PER91 Peru 1991 V
AF425627 PHI74 Filipinas 1974 IV
AF425628 TAI87 Taiwan 1987 I
AF425629 THA63 Tailândia 1963 II
AY732477 THA91 Tailândia 1991 III
AY732474 THA80 Tailândia 1980 III
AF425619 USA45 EUA 1945 I
AF425637 VEN94 Venezuela 1994 V
AF425636 VEN94 Venezuela 1994 V
AF425633 VEN95 Venezuela 1995 V
AF425635 VEN95 Venezuela 1995 V
AF425638 VEN95 Venezuela 1995 V
AF425634 VEN97 Venezuela 1997 V
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APÊNDICE B - Sequências de cepas de DENV1 isoladas nas Américas

AMÉRICA CENTRAL E NORTE
Número de Acesso Código País Ano de Isolamento

AF425609 ABW85 Aruba 1985
AY153755 CRI Costa Rica
AY153756 CRI Costa Rica
AY153757 CRI Costa Rica
EU448414 SLV06 El Salvador 2006
AF425618 GRD77 Granada 1977
AF425621 JAM77 Jamaica 1977
AF425623 MEX80 México 1980
AF425624 MEX83 México 1983
DQ341188 MEX82 México 1982
DQ341189 MEX84 México 1984
DQ341190 MEX84 México 1984
DQ341191 MEX86 México 1986
DQ341192 MEX94 México 1994
DQ341193 MEX95 México 1995
DQ341194 MEX95 México 1995
DQ016656 NIC96 Nicarágua 1996
DQ016657 NIC03 Nicarágua 2003
EU482615 NIC05 Nicarágua 2005
EU482616 NIC05 Nicarágua 2005
EU482617 NIC05 Nicarágua 2005
EU482618 NIC05 Nicarágua 2005
EU482619 NIC05 Nicarágua 2005
EU596501 NIC04 Nicarágua 2004
EU596502 NIC05 Nicarágua 2005
EU596503 NIC05 Nicarágua 2005
EU596504 NIC05 Nicarágua 2005
FJ024423 NIC05 Nicarágua 2005
FJ024478 NIC05 Nicarágua 2005
FJ024479 NIC06 Nicarágua 2006
FJ024480 NIC05 Nicarágua 2005
FJ024481 NIC05 Nicarágua 2005
FJ024482 NIC05 Nicarágua 2005
FJ024483 NIC05 Nicarágua 2005
FJ024484 NIC05 Nicarágua 2005
FJ024485 NIC05 Nicarágua 2005
FJ182002 NIC05 Nicarágua 2005
FJ410290 NIC05 Nicarágua 2005
FJ432720 NIC05 Nicarágua 2005
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FJ432721 NIC05 Nicarágua 2005
EU482567 PRI98 Porto Rico 1998
EU482591 PRI06 Porto Rico 2006
EU482592 PRI98 Porto Rico 1998
FJ205872 PRI98 Porto Rico 1998
FJ205873 PRI98 Porto Rico 1998
FJ205874 PRI95 Porto Rico 1995
FJ205875 PRI95 Porto Rico 1995
FJ390374 PRI95 Porto Rico 1995
FJ390378 PRI98 Porto Rico 1998
FJ390379 PRI98 Porto Rico 1998
FJ390380 PRI98 Porto Rico 1998
FJ410173 PRI98 Porto Rico 1998
FJ410174 PRI95 Porto Rico 1995
FJ410175 PRI94 Porto Rico 1994
FJ410179 PRI94 Porto Rico 1994
FJ410180 PRI95 Porto Rico 1995
FJ410181 PRI95 Porto Rico 1995
FJ410182 PRI96 Porto Rico 1996
FJ410183 PRI93 Porto Rico 1993
FJ410184 PRI93 Porto Rico 1993
FJ410185 PRI93 Porto Rico 1993
FJ410186 PRI92 Porto Rico 1992
FJ410187 PRI92 Porto Rico 1992
FJ410188 PRI96 Porto Rico 1996
FJ410189 PRI96 Porto Rico 1996
FJ410190 PRI87 Porto Rico 1987
FJ478457 PRI96 Porto Rico 1996
FJ478458 PRI87 Porto Rico 1987
AF425631 TTO78 Trinidad e Tobago 1978
AF425639 TTO86 Trinidad e Tobago 1986
AF425619 USA45 EUA 1945
AY780642 USA EUA
DQ091258 USA EUA
DQ091259 USA EUA
DQ091260 USA EUA
DQ091261 USA EUA
DQ091262 USA EUA
DQ091263 USA EUA
DQ091264 USA EUA
DQ091265 USA EUA
DQ091266 USA EUA
DQ091267 USA EUA
DQ091268 USA EUA
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DQ091269 USA EUA
DQ091270 USA EUA
DQ091271 USA EUA
DQ091272 USA EUA
DQ091273 USA EUA
DQ672561 USA01 EUA 2001
DQ672562 USA01 EUA 2001
DQ672563 USA01 EUA 2001
DQ672564 USA01 EUA 2001
EU848545 USA44 EUA 1944

AMÉRICA DO SUL
Número de Acesso Código País Ano de Isolamento

AF514889 ARG00 Argentina 2000
AF514876 ARG00 Argentina 2000
AF514885 ARG00 Argentina 2000
AY277652 ARG99 Argentina 1999
AY277653 ARG99 Argentina 1999
AY277654 ARG00 Argentina 2000
AY277655 ARG00 Argentina 2000
AY277656 ARG00 Argentina 2000
AY277657 ARG00 Argentina 2000
AY277658 ARG00 Argentina 2000
AY277659 ARG00 Argentina 2000
AY277660 ARG00 Argentina 2000
AY277661 ARG00 Argentina 2000
AY277662 ARG00 Argentina 2000
AY277663 ARG00 Argentina 2000
AY277664 ARG99 Argentina 1999
AY277665 ARG00 Argentina 2000
AY277666 ARG00 Argentina 2000
AY206457 ARG00 Argentina 2000
AF425613 BRA82 Brasil 1982
AF425614 BRA97 Brasil 1997
EF441282 BRA Brasil
FJ384655 BRA Brasil
EU863650 CHL02 Chile 2002
AF425616 COL85 Colômbia 1985
AF425617 COL96 Colômbia 1996
EF122231 GUF Guiana Francesa
EF122232 GUF Guiana Francesa
AF514878 PRY00 Paraguai 2000
AF514883 PRY00 Paraguai 2000
AB111065 PRY Paraguai
AF425626 PER91 Peru 1991
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AY780643 PER00 Peru
AF425632 VEN95 Venezuela 1995
AF425633 VEN95 Venezuela 1995
AF425634 VEN97 Venezuela 1997
AF425635 VEN95 Venezuela 1995
AF425636 VEN94 Venezuela 1994
AF425637 VEN94 Venezuela 1994
AF425638 VEN95 Venezuela 1995
EU482609 VEN07 Venezuela 2007
EU482610 VEN07 Venezuela 2007
EU482611 VEN07 Venezuela 2007
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APÊNDICE C - Sequências de DENV2 com genótipo conhecido

Número de 
Acesso

Código País
Ano de 

Isolamento
Genótipo

AY702042 CUB97 Cuba Americano/Asiático
AY702060 CUB97 Cuba Americano/Asiático
AF295697 PHL Filipinas 1998 Ásia1
AF231715 MYS69 Malásia 1969 Cosmopolita
AF093674 PER Peru Americano
AY158339 PER Peru 1996 Americano
M24450 LKA Sri Lanka Asiático1
L10051 SOM84 Somália 1984 Cosmopolita

AF022441 THA93 Tailândia 1993 Cosmopolita
AF022435 THA93 Tailândia 1993 Ásia2
AY158336 THA94 Tailândia 1994 Ásia2
DQ181881 THA95 Tailândia 1995 Ásia2
DQ181901 THA96 Tailândia 1996 Ásia2
DQ472147 TWN02 Taiwan 2002 Ásia2
EF016253 TWN02 Taiwan 2002 Cosmopolita
DQ472142 TWN02 Taiwan 2002 Cosmopolita
DQ472143 TWN02 Taiwan 2002 Cosmopolita
EF540856 TWN81 Taiwan 1981 Cosmopolita

L10052 TWN87 Taiwan 1987 Ásia1
DQ518644 TWN98 Taiwan 1998 Ásia1
DQ518645 TWN98 Taiwan 1998 Ásia1
DQ518630 TWN01 Taiwan 2001 Ásia2
DQ518640 TWN05 Taiwan 2005 Americano/Asiático
AY776328 TWN Taiwan IU Cosmopolita
AY744147 TON Tonga 1981 Americano
AF410375 UGA93 Uganda 1993 Cosmopolita
AY158328 VEN87 Venezuela 1987 Americano
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APÊNDICE D - Sequências de cepas de DENV2 isoladas nas Américas

AMÉRICA CENTRAL E NORTE
Número de Acesso Código País Ano de Isolamento

AY484619 ARU96 Aruba 1996
AY484638 BHS89 Bahamas 1989
AY484620 BRB98 Barbados 1998
AY484648 BRB87 Barbados 1987
AY484650 BRB88 Barbados 1988
DQ364513 CRI00 Costa Rica 2000
DQ364514 CRI00 Costa Rica 2000
DQ364561 CRI94 Costa Rica 1994
AH004735 CUB Cuba
AY702034 CUB97 Cuba 1997
AY702035 CUB97 Cuba 1997
AY702036 CUB97 Cuba 1997
AY702037 CUB97 Cuba 1997
AY702038 CUB97 Cuba 1997
AY702039 CUB97 Cuba 1997
AY702060 CUB97 Cuba 1997
AY484624 DMA95 Dominica 1995
AY484627 DMA95 Dominica 1995
AY484656 DMA95 Dominica 1995
AB122020 DOM01 República Dominicana 2001
AB122021 DOM01 República Dominicana 2001
AB122022 DOM01 República Dominicana 2001
AY484625 DOM84 República Dominicana 1984
AY484626 DOM90 República Dominicana 1990
AY484666 SLV87 El Salvador 1987
DQ364515 SLV99 El Salvador 1999
DQ364560 SLV00 El Salvador 2000
AY484629 GRD99 Granada 1999
AY484661 HND86 Honduras 1986
AY484662 HND91 Honduras 1991
AY484663 HND91 Honduras 1991
AY484664 HND91 Honduras 1991
AY484665 HND91 Honduras 1991
DQ364565 Honduras 1991

M20558 JAM83 Jamaica 1983
M15075 JAM83 Jamaica 1983

AY484605 JAM83 Jamaica 1983
DQ364484 JAM83 Jamaica 1983
AF208496 MTQ98 Martinica 1998
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DQ364519 MTQ92 Martinica 1992
AF100469 MEX92 México 1992
AY158332 MEX92 México 1992
AY158333 MEX92 México 1992
AY158338 MEX95 México 1995
AY158341 MEX00 México 2000
AY449675 MEX83 México 1983
AY449677 MEX96 México 1996
AY449678 MEX97 México 1997
AY449679 MEX97 México 1997
AY449680 MEX01 México 2001
AY449682 MEX01 México 2001
AY449683 MEX02 México 2002
AY449685 MEX02 México 2002
AY466449 MEX México
DQ341195 MEX83 México 1983
DQ341196 MEX94 México 1994
AY484622 ANT96 Antilhas Holandesas 1996
AY484658 ANT93 Antilhas Holandesas 1993
DQ341201 NIC99 Nicarágua 1999
EU482444 NIC06 Nicarágua 2006
EU482599 NIC05 Nicarágua 2005
EU482600 NIC05 Nicarágua 2005
EU482602 NIC05 Nicarágua 2005
EU482620 NIC06 Nicarágua 2006
EU482621 NIC07 Nicarágua 2007
EU482622 NIC07 Nicarágua 2007
EU482623 NIC07 Nicarágua 2007
EU482633 NIC06 Nicarágua 2006
EU482634 NIC06 Nicarágua 2006
EU482748 NIC05 Nicarágua 2005
EU482749 NIC05 Nicarágua 2005
EU482750 NIC05 Nicarágua 2005
EU482772 NIC06 Nicarágua 2006
EU482773 NIC06 Nicarágua 2006
EU596483 NIC06 Nicarágua 2006
EU596484 NIC05 Nicarágua 2005
EU596495 NIC07 Nicarágua 2007
EU596496 NIC07 Nicarágua 2007
EU596497 NIC07 Nicarágua 2007
FJ182014 NIC07 Nicarágua 2007
FJ205885 NIC08 Nicarágua 2008
FJ226066 NIC05 Nicarágua 2005
FJ478455 NIC05 Nicarágua 2005



50
FJ478459 NIC07 Nicarágua 2007
L10046 PRI69 Porto Rico 1969

AF264054 PRI Porto Rico
AY484598 PRI91 Porto Rico 1991
AY484599 PRI98 Porto Rico 1998
AY484600 PRI94 Porto Rico 1994
AY484601 PRI86 Porto Rico 1986
AY484602 PRI98 Porto Rico 1998
AY484603 PRI88 Porto Rico 1988
AY484604 PRI86 Porto Rico 1986
AY484606 PRI94 Porto Rico 1994
AY484607 PRI88 Porto Rico 1988
AY484608 PRI91 Porto Rico 1991
DQ364476 PRI98 Porto Rico 1998
DQ364477 PRI98 Porto Rico 1998
DQ364478 PRI94 Porto Rico 1994
DQ364479 PRI91 Porto Rico 1991
DQ364480 PRI91 Porto Rico 1991
DQ364481 PRI94 Porto Rico 1994
DQ364482 PRI88 Porto Rico 1988
DQ364483 PRI88 Porto Rico 1988
DQ364485 PRI01 Porto Rico 2001
DQ364492 PRI01 Porto Rico 2001
DQ364493 PRI01 Porto Rico 2001
DQ364494 PRI98 Porto Rico 1998
DQ364495 PRI98 Porto Rico 1998
DQ364502 PRI98 Porto Rico 1998
DQ364503 PRI94 Porto Rico 1994
DQ364508 PRI94 Porto Rico 1994
DQ364509 PRI97 Porto Rico 1997
DQ364516 PRI98 Porto Rico 1998
DQ364517 PRI98 Porto Rico 1998
DQ364518 PRI94 Porto Rico 1994
DQ364530 PRI91 Porto Rico 1991
DQ364531 PRI91 Porto Rico 1991
DQ364555 PRI88 Porto Rico 1988
DQ364556 PRI88 Porto Rico 1988
DQ341198 PRI77 Porto Rico 1977
DQ917243 PRI Porto Rico
EU056812 PRI77 Porto Rico 1977
EU482544 PRI06 Porto Rico 2006
EU482545 PRI98 Porto Rico 1998
EU482546 PRI98 Porto Rico 1998
EU482547 PRI98 Porto Rico 1998
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EU482548 PRI06 Porto Rico 2006
EU482556 PRI05 Porto Rico 2005
EU482557 PRI99 Porto Rico 1999
EU482560 PRI98 Porto Rico 1998
EU482561 PRI96 Porto Rico 1996
EU482562 PRI89 Porto Rico 1989
EU482565 PRI98 Porto Rico 1998
EU482568 PRI86 Porto Rico 1986
EU482569 PRI87 Porto Rico 1987
EU482577 PRI87 Porto Rico 1987
EU482578 PRI88 Porto Rico 1988
EU482579 PRI88 Porto Rico 1988
EU482583 PRI89 Porto Rico 1989
EU482584 PRI89 Porto Rico 1989
EU482585 PRI89 Porto Rico 1989
EU482586 PRI90 Porto Rico 1990
EU482587 PRI90 Porto Rico 1990
EU482588 PRI90 Porto Rico 1990
EU482589 PRI93 Porto Rico 1993
EU482593 PRI01 Porto Rico 2001
EU482594 PRI92 Porto Rico 1992
EU482722 PRI02 Porto Rico 2002
EU482723 PRI02 Porto Rico 2002
EU482724 PRI05 Porto Rico 2005
EU482727 PRI98 Porto Rico 1998
EU482728 PRI98 Porto Rico 1998
EU482729 PRI99 Porto Rico 1999
EU482730 PRI99 Porto Rico 1999
EU482731 PRI05 Porto Rico 2005
EU482732 PRI98 Porto Rico 1998
EU482736 PRI94 Porto Rico 1994
EU482737 PRI94 Porto Rico 1994
EU482739 PRI94 Porto Rico 1994
EU482742 PRI88 Porto Rico 1988
EU482743 PRI89 Porto Rico 1989
EU482744 PRI89 Porto Rico 1989
EU482745 PRI89 Porto Rico 1989
EU482747 PRI88 Porto Rico 1988
EU529693 PRI04 Porto Rico 2004
EU529694 PRI94 Porto Rico 1994
EU529695 PRI94 Porto Rico 1994
EU529700 PRI94 Porto Rico 1994
EU529701 PRI91 Porto Rico 1991
EU529706 PRI06 Porto Rico 2006
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EU569703 PRI96 Porto Rico 1996
EU569704 PRI86 Porto Rico 1986
EU569705 PRI93 Porto Rico 1993
EU569706 PRI95 Porto Rico 1995
EU569707 PRI95 Porto Rico 1995
EU569708 PRI95 Porto Rico 1995
EU569709 PRI96 Porto Rico 1996
EU569710 PRI96 Porto Rico 1996
EU569711 PRI98 Porto Rico 1998
EU569712 PRI98 Porto Rico 1998
EU569713 PRI97 Porto Rico 1997
EU569714 PRI97 Porto Rico 1997
EU569715 PRI97 Porto Rico 1997
EU596485 PRI96 Porto Rico 1996
EU596486 PRI96 Porto Rico 1996
EU596487 PRI98 Porto Rico 1998
EU596489 PRI07 Porto Rico 2007
EU596490 PRI07 Porto Rico 2007
EU596491 PRI07 Porto Rico 2007
EU660398 PRI89 Porto Rico 1989
EU660399 PRI95 Porto Rico 1995
EU660400 PRI98 Porto Rico 1998
EU677141 PRI96 Porto Rico 1996
EU677143 PRI99 Porto Rico 1999
EU677144 PRI99 Porto Rico 1999
EU677145 PRI99 Porto Rico 1999
EU677146 PRI04 Porto Rico 2004
EU677147 PRI04 Porto Rico 2004
EU687199 PRI03 Porto Rico 2003
EU687212 PRI98 Porto Rico 1998
EU687213 PRI04 Porto Rico 2004
EU687216 PRI05 Porto Rico 2005
EU687217 PRI05 Porto Rico 2005
EU687222 PRI00 Porto Rico 2000
EU687223 PRI00 Porto Rico 2000
EU687224 PRI00 Porto Rico 2000
EU687227 PRI01 Porto Rico 2001
EU687228 PRI01 Porto Rico 2001
EU687229 PRI01 Porto Rico 2001
EU687235 PRI03 Porto Rico 2003
EU687236 PRI03 Porto Rico 2003
EU687245 PRI05 Porto Rico 2005
DQ364557 PRI88 Porto Rico 1988
DQ364558 PRI86 Porto Rico 1986
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AY484616 LCA99 Santa Lúcia 1999
AY484617 LCA99 Santa Lúcia 1999
AY484621 LCA99 Santa Lúcia 1999
AY484631 LCA99 Santa Lúcia 1999
AY484623 VCT98 São Vicente e Granadinas 1998
AY484628 VCT98 São Vicente e Granadinas 1998
AY484636 VCT98 São Vicente e Granadinas 1998
AY484615 TTO97 Trinidad e Tobago 1997
AY484618 TTO97 Trinidad e Tobago 1997
AY484633 TTO97 Trinidad e Tobago 1997
AY484639 TTO86 Trinidad e Tobago 1986
AY484640 TTO87 Trinidad e Tobago 1987
AY484641 TTO88 Trinidad e Tobago 1988
AY484645 TTO89 Trinidad e Tobago 1989
AY484647 TTO86 Trinidad e Tobago 1986
AY484653 TTO00 Trinidad e Tobago 2000
AY484657 TTO96 Trinidad e Tobago 1996
AY484659 TTO86 Trinidad e Tobago 1986
AY484667 TTO81 Trinidad e Tobago 1981

AMÉRICA DO SUL
Número de Acesso Código País Ano de Isolamento

AY158340 BOL98 Bolívia 1998
AY484611 BOL97 Bolívia 1997

L10041 BRA90 Brasil 1990
AY642588 BRA Brasil
AY644452 BRA Brasil
AY577430 BRA Brasil
AY714061 BRA Brasil
AY714062 BRA Brasil
AY778960 BRA Brasil
AY778961 BRA Brasil
AY775303 BRA Brasil
AY775304 BRA Brasil
AY775305 BRA Brasil
AY775306 BRA Brasil
AY775307 BRA Brasil
EF441283 BRA Brasil
AY158331 COL92 Colômbia 1992
AY577431 COL Colômbia
AY484644 COL93 Colômbia 1993
AY702040 COL86 Colômbia 1986
DQ364497 COL97 Colômbia 1997
DQ364512 COL93 Colômbia 1993
EU854293 COL44 Colômbia 1944
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EU854294 COL05 Colômbia 2005
FJ024473 COL05 Colômbia 2005
FJ024474 COL05 Colômbia 2005
FJ024475 COL05 Colômbia 2005
FJ024477 COL04 Colômbia 2004
FJ182012 COL05 Colômbia 2005
FJ390389 COL44 Colômbia 1944
AY484649 ECU00 Equador 2000
AY484651 ECU00 Equador 2000
DQ364511 ECU00 Equador 2000
AY484642 GUY00 Guiana 2000
EU045311 PRY01 Paraguai 2001
EU045312 PRY05 Paraguai 2005
EU045313 PRY05 Paraguai 2005
AF093674 PER Peru
AF100467 PER95 Peru 1995
AF100468 PER96 Peru 1996
AY079423 PER Peru
AY079424 PER Peru
AY158339 PER96 Peru 1996
AY577439 PER Peru
DQ917242 PER Peru
EU056811 PER95 Peru 1995
AY484609 SUR93 Suriname 1993
AY484610 SUR93 Suriname 1993
AY484612 SUR99 Suriname 1999
AY484613 SUR93 Suriname 1993
AY484614 SUR99 Suriname 1999
AY484634 SUR86 Suriname 1986
AY484635 SUR86 Suriname 1986
AY484637 SUR86 Suriname 1986
AY484652 SUR86 Suriname 1986
AY484654 SUR93 Suriname 1993
AY484660 SUR99 Suriname 1999
AF100465 VEN87 Venezuela 1987
AF100466 VEN90 Venezuela 1990
AF398106 VEN98 Venezuela 1998
AF398107 VEN99 Venezuela 1999
AF398108 VEN99 Venezuela 1999
AF398109 VEN99 Venezuela 1999
AF398110 VEN00 Venezuela 2000
AF398111 VEN00 Venezuela 2000
AF398112 VEN00 Venezuela 2000
AF398113 VEN00 Venezuela 2000
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AF398114 VEN00 Venezuela 2000
AY044442 VEN90 Venezuela 1990
AF363069 VEN97 Venezuela 1997
AF363070 VEN97 Venezuela 1997
AF363071 VEN97 Venezuela 1997
AF363072 VEN97 Venezuela 1997
AF363073 VEN97 Venezuela 1997
AF363074 VEN97 Venezuela 1997
AF363075 VEN97 Venezuela 1997
AF363076 VEN97 Venezuela 1997
AF363077 VEN97 Venezuela 1997
AF363078 VEN97 Venezuela 1997
AF363079 VEN97 Venezuela 1997
AF363080 VEN97 Venezuela 1997
AF363081 VEN97 Venezuela 1997
AF363082 VEN97 Venezuela 1997
AF363083 VEN97 Venezuela 1997
AF363084 VEN98 Venezuela 1998
AF363085 VEN98 Venezuela 1998
AF363086 VEN98 Venezuela 1998
AF363087 VEN98 Venezuela 1998
AF363088 VEN98 Venezuela 1998
AF363089 VEN98 Venezuela 1998
AF363090 VEN98 Venezuela 1998
AF363091 VEN98 Venezuela 1998
AF363092 VEN98 Venezuela 1998
AY158328 VEN87 Venezuela 1987
AY158329 VEN90 Venezuela 1990
AY158330 VEN91 Venezuela 1991
AY577432 VEN Venezuela
AY577433 VEN Venezuela
AY577434 VEN Venezuela
AY484655 VEN90 Venezuela 1990
EU482604 VEN07 Venezuela 2007
EU482605 VEN07 Venezuela 2007
EU482606 VEN07 Venezuela 2007
EU482607 VEN07 Venezuela 2007
EU482608 VEN07 Venezuela 2007
EU687220 VEN96 Venezuela 1996
EU726775 VEN96 Venezuela 1996
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ANEXO I

Parecer de aprovação do projeto pelo Comitê de Ética em Pesquisa do INPA
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ANEXO I (continuação)

Parecer de aprovação do projeto pelo Comitê de Ética em Pesquisa do INPA
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ANEXO I (continuação)

Parecer de aprovação do projeto pelo Comitê de Ética em Pesquisa do INPA


	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	RESUMO
	ABSTRACT
	 1   INTRODUÇÃO
	 1.1  Aspectos Epidemiológicos do Dengue
	 1.2  Epidemiologia do Dengue no Estado de Roraima
	 1.3  Ciclo de Transmissão dos Vírus Dengue
	 1.4  Patologia e Fisiopatogenia do Dengue
	 1.5  Estrutura, Taxonomia e Ciclo Viral
	 1.6  Origem, Diversidade Genética e Evolução dos DENV

	 2  JUSTIFICATIVA
	 3  OBJETIVOS
	 3.1  Objetivo Geral
	 3.2  Objetivos Específicos

	 4  MATERIAL E MÉTODOS
	 4.1  Área de estudo e obtenção das amostras
	 4.2  Isolamento viral
	 4.3  Extração de RNA
	 4.4  Identificação de sorotipos por RT-PCR
	 4.5  Amplificação e seqüenciamento do gene E
	 4.6  Alinhamento e edição das seqüências de DNA
	 4.7  Análise Filogenética

	 5  RESULTADOS
	 5.1  DENV1
	 5.2  DENV2

	 6  DISCUSSÃO
	 7  CONCLUSÕES
	APÊNDICE A – Sequências de DENV1 com genótipos identificados
	APÊNDICE B - Sequências de cepas de DENV1 isoladas nas Américas
	APÊNDICE C - Sequências de DENV2 com genótipo conhecido
	ANEXO I
	ANEXO I (continuação)
	ANEXO I (continuação)


