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RESUMO: Este trabalho é uma revisão sobre vírus Dengue.

Numa tentativa de rever os conhecimentos acumulados, apresentando aspectos moleculares,
diagnósticos e clínicos.
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CARACTERÍSTICAS GERAIS DOS vmus
A palavra vírus é originária do vocábulo latino vi-

rus, que significa veneno. Desde a Antiguidade eram
noticiadas epidemias causadas por tais agentes, sem
que, na época, sequer se cogitasse de sua existência.

Os primeiros experimentos que levaram à descober-
ta dos vtrus, em 1892, foram feitos por NANOVSKI
e BEIJERINCK ao pesquisarem uma doença que ocor-
ria em folhas de fumo, hoje denominada "mosaico do
tabaco". No início deste século, LOEFFER & FROSCH
conseguiram induzir a febre aftosa em bovinos e
REED & CARROL a febre amarela. Em ambos os
experimentos foi utilizado filtrado de material infe-
ctado e analisada a capacidade destes de causar infe-
cção e doença. Estes pesquisadores, porém, não sabi-
am qual era o agente ou substância capaz de produzir
as doenças (BUSBY & COLS., 1964).

Os vírus são extremamente simples e estão entre as
menores formas de vida. São constituídos, basicamen-
te, de ácidos nucléicos e proteínas. Sua simplicidade os
toma parasitas intracelulares obrigatórios, isto é, vivem
exclusivamente dentro de células hospedeiras, onde ocor-
re a multiplicação viral, levando a uma forte dependên-
cia da estrutura e do metabolismo destas células.

São considerados partículas infecciosas, pois são,
potencialmente, capazes de produzir doenças, tendo
um papel de destaque entre os agentes etiológicos de
doenças infecto-contagiosas de importância socioe-
conômica e de Saúde Pública. Não podemos deixar
de ressaltar que a maioria das infecções virais ocorre
sem sintomas claros ou com sintomas inaparentes
(sintomas subclínicos). Por outro lado, muitos vírus
podem causar mais de um tipo de manifestação clíni-
ca, envolver mais de um sistema de órgãos e podem,

ainda, ser brandos ou fulminantes. Outro ponto a ser
ressaltado é o fato de uma mesma doença (sintomas
clínicos semelhantes) ser causada por diferentes ví-
rus, como, por exemplo, as infecções respiratórias e
as encefalites virais. Estas observações mostram que
a identificação definitiva da etiologia de uma doença
viral depende de testes laboratoriais.

Não podemos esquecer que estes organismos, sen-
do tão simples, têm um papel de destaque no desen-
volvimento dos princípios gerais da biologia moder-
na. O conhecimento existente hoje, como a resposta
da simplicidade de seu sistema genético e o mecanis-
mo de seu funcionamento, é de fundamental impor-
tância para entender a estrutura e a função dos genes.

CLASSIFICAÇAO GERAL DOS víaus
Até 1966 a classificação dos vírus foi muito con-

fusa, pois muitos pesquisadores e comitês isolados
montavam diferentes esquemas de classificação. So-
mente naquele ano, durante o Congresso de Microbio-
logia, em Moscou, formou-se o Comitê Internacio-
nal de Nomenclatura dos Vírus (ICNV "Internatio-
nal Committee on Nomenclature ofViruses"). Mais
tarde, em 1973, recebeu a denominação de Comitê
Internacional de Taxinomia dos Vírus (ICTV - "In-
ternational Committee on Taxonomy of Viruses")
(FENNER & PEREIRA, 1974; MATTHEWS, 1979;
BROWN, J986).

Nos últimos anos as técnicas usadas para classifi-
cação taxinôrnica incluem: morfologia de partícula
viral (observada por microscopia eletrônica), cara-
cterísticas e estabilidade físico-químicas (comporta-
mento em presença de solventes lipídicos e detergen-
tes, variação de pH e temperatura etc), tamanho da
partícula viral (por filtração através de fibras e micro-
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poros de diâmetro conhecido), material genético que
vírus (DNA ou RNA) e características
dos vírus (por diferentes métodos soroló-

gicos).Técnicas utilizando anticorpos monoclonais,
I

~lfllêSC III d . 1 ,.ana ise o matena geneuco e
mapeamcnto epitópico possibilitaram um melhor en-
tendimento bases e a indução das respostas imu-

/irbovirus

diferentes parógenos virais que afetam o
homem deve ser destacado um grande grupo de vírus,
designados genericamente de arbovírus ("'Arthopod
borne viruses" - Vírus transmitidos por artrópodos).
Como definido pela Organização Mundial de Saúde
(WHO - "World Health Organization"), "Arbovírus
são vírus que se perpetuam, na natureza, principal-
mente devido à propagação biológica entre vertebra-
do hospedeiro suscetível e artrópodo hemarófago ou
pela transmissão transovariana ou venérea em
artrópodos"(REHLE, 1989). A manutenção deste
grupo ocorre, principalmente, por um ciclo contí-
nuo de multiplicação viral, em tecidos dos artrópo-
dos. e transmissão para os vertebrados, pela pica-
da destes artrópodos produzindo virernia (SHOPE
& SATHER, 1979).

Os arbovírus foram reunidos segundo as suas ca-
racterísticas epidcmiológicas e algumas relações an-

Estas podem ser verificadas por alguns tes-
tais como: neutralização (NT), fixa-

ção de complemento (FC), inibição da hema-
glutmacão (Hl) e distribuídos, de acordo com estas
reações, em diferentes grupos (CAUSHER & COLS"
1980). Dentro de um mesmo grupo alguns mostram
uma relação mais íntima, formando um subgrupo ou

Estes grupamentos vitais foram confirma-
dos por análises morfogenctica e rnolecular, resultan-
do na taxonôrnica de: famílias, gêneros,
sorogrupos, complexos, tipos, subtipos e variedades

(KARABATSOS, 1985; CAUSHER, 1980

Dos mais de 500 arbovírus reconhecidos e distri-
buídos mundialmente (KARABATSOS, 1985). por
volta de 200 são conhecidos e suspeita-se que sejam
transmitidos por mosquitos. Alguns destes são agen-
tes importantes para o homem, tais como:
vírus da febre amarela (YF - "Yellow Fever"); vírus da
dengue (DEN-Dengue); vírus da encefalite japonesa (JE
- "Japonese Encephalites''); vírus da encefalite de S[lO

LUÍ:i (SLE - "Saint Louis Encephalitis"); vírus da
do leste (EEE - "Eastern Equine

vírus da encefalite equinu do oeste
"Vvestem Equine Encephalitis") (KARA-

BATSOS, 1985). No entanto, a infecção no homem
não é essencial para li manutenção e disseminação de
muitos arbovírus, e as doenças resultantes da infec-
ção por estes agentes virais são consideradas zoonoses
(DeFOLlART, 1987). O Brasil, particularmente a re-
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gião amazônica, é recordista mundial em isolamento
de arbovírus, contando até 1985 com 134 diferentes
vírus, sendo 84 novos para o mundo (DeGALLIER &
COLS., 1987i PINHEIRO) 1980],

Os arbovírus estão, atualmente, distribuídos em seis
diferentes famílias: Togaviridae, Flaviviridae, Bunya-
viridae, Reoviridae, Arenaviridae e Rhabdoviridae.
Estas famílias podem conter alguns membros que não
estão associados com a transmissão por artrópodes
(REHLE, 1989).

Flavivirus

Até recentemente a família Flaviviridae continha
somente um genêro, os Flavivirus. No entanto, as
pestiviroses (COLLETT e COLS., 1988) e o vírus da
hepatite C (o agente caracterizado como hepatite não
A e não B) (CHOO & COLS" 1989) foram incluídos
na família como 2 gêneros adicionais.

Da família Flaviviridac já foram isolados pelos
menos 68 vírus (CALlSHER e COLS., 1989) dos quais
26 (44%) são de importância médica, entre eles: fe-
bre amarela (YF), encefalite japonesa (JE) e encefalite
transmitida por carrapato (TBE) (MONATH, 1990),

A manutenção destes vírus na natureza ocorre em
um ciclo de transmissão que envolve mosquitos ou
carrapatos e vertebrados (CHAMBERLAIN, 1980),
Apesar de estar distribuído ao redor do mundo, com
exceção da região polar, um flavivírus específico
pode ser geograficamente restrito a um continente
ou parte dele, como por exemplo, o vírus Rodo
(ROC), isolado por LOPEZ & COLS., (1978) no
município de Rocio no Estado de São Paulo (SP).
Muitas infecções por flavivírus não são caracteriza-
das devido à falta de pesquisa e às dificuldades mé-
dicas em algumas áreas geográficas afetadas. O con-
trole de uma epidemia por flavivírus pode ser com-
plexo e requer tempo e planejamento. As medidas de
prevenção e profilaxia variam de acordo com dife-
rentes aspectos. Pode ser uma campanha maciça de
imunização, como no caso da febre amarela, e/ou
redução do vetor, pela educação pública e elimina-
ção do inseto por uso do inseticida em larga escala
(epidemia de dengue ou febre amarela). A erra-
dicação dos flavivfrus, no mundo, é improvável por
sua manutenção em animais reservatórios e por se-
rem transmitidos transovariana ou venereamente nos
artrópodos (REHLE, 1989).

Multiplicação em Culturas de Células

Flavivírus são pequenos vírus envelopados, com
tamanho de 40 a 50nm de diâmetro, quimicamente
compostos por proteínas, carboidratos. fosfolipídios
e RNA, sendo um RNA genõrnico de fita simples e
senso positivo, de mais ou menos II kb. Análises bio-
químicas da organização e multiplicação viral de-
monstraram que os flavivírus são similares em
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morfogênese, morfologia e estratégia de multiplica-
ção (RICE & COLS" 1986; WESTAWAY, 1980:
WESTAWAY, 1987),

Os flavivírus crescem em células de mamíferos.
aves e insetos (KARABARTSOS, 1980), As etapas
específicas, na replicação de flavivírus, não foram
ainda descritas com detalhes, Os estágios iniciais da
infecção, adesão e entrada nas células hospedeiras não
foram identificados, Evidências sugerem que os ví-
rus entram nas células por receptores de endocitose,
mediadores por uma proteína de envelope (E) do ví-
rus e receptores da membrana plasmática (GOLLINS
& PORTERFIELD, 1985),

Estudos, por microscopia eletrônica (ME) da infec-
ção com YF, ROC, "West Nile Fever"(WN) e kunjin
(KUN) em células Vero têm localizado partícula vi-
ral desprovida de envelope e agregada à superfície
das células (GOLLINS & PORTERFIELD, 1985;
HATUNE, 1987: ISHAK & COLS" 1988: NG &
LAU, 1988), Em fase posterior os vírus são encon-
trados em vesícu1as polissomais, onde uma fusão da
membrana, catalizada por ácido, libera o nucleocap-
sídeo no citoplasma (GOLLINS & PORTERFlELD,
1986a e b).

A síntese de RNA viral pode ser detectada entre 3
a 6 horas após a infecção. com a liberação de partícu-
las infecciosas iniciando-se em mais ou menos 12
horas, Embora a cinética de crescimento pareça simi-
lar em células de vertebrados e artrópodos, o título
máximo em diferentes células pode variar considera-
velmente (MUSSGAY & COLS" 1975),

Em células de vertebrados podem ser observadas
alterações drásticas no citoplasma, incluindo vacuo-
lização e proliferação de membranas infracelulares
(MARPHY, (980), A infecção é comumente citoci-
da, embora algumas células de vertebrados não mos-
trem este efeito e tornam-se infectadas cronicamente
(MARPHY, 1980), Células de insetos, tais como as
linhagens contínuas. oriundas de Aedes albopictus ou
Aedes aegypti (SINGH, 1971) e, particularmente, o
clone C6/36 desenvolvimento pela clonagem de cé-
lulas de larvas de Aedes albopictus (IGARASHI,
1978) podem demonstrar efeito citopático, com for-
mação de sincícios até chegar a uma destruição celu-
lar extensa (SUITOR & COLS" 1969: TRENT &
NAEVE, 1980; BRINTON, 1986; TESH, 1979; FI-
GUEIREDO, 1990; BARBOSA & COLS, 1993),

A replicação do RNA envolve a síntese das fitas
negativas complementares, que são usadas como
molde ("template") para a produção de fitas posi-
tivas, ou são traduzidas em um pofipeptídco. Pela
localização das fitas de RNA em frações de célu-
las, a síntese de RNA ocorre, principalmente, na
membrana do retículo endoplasmático perinuc1ear
(BRINTON, 1986; 1RENT & NAEVE, 1980;
WESTAWAY, 1980;WESTAWAY, 1987), Subtrações.

contendo estas membranas. são ricas em RNA poli-
merase dependente de RNA vírus especifica (CHU &
WESTAWAY. 1985; CHU & WESTAWAY, 1987;
GRUN & BRINTON, 1986; WESTAWAY, 1987),

Dengue

o gênero Flavivirus da família Flaviviridae foi di-
vidido em sete complexos sorológicos, de conformi-
dade com as reações cruzadas nos testes de neutrali-
zação. O uso de anticorpos monoclonais (Mabs) con-
tribuiu para aumentar o conhecimento da estrutura
antigênica destes vírus, Existem epítopos de grupo,
de complexos, de tipos, de subtipos de linhagens e
sublinhagens (TRENT, 1977; ROEHRIG & COLS"
1983; HENCHAL & COLS" 1982; HEINZ, 1986),

Os vírus dengue constituem um complexo anti-
gênico da família Flaviviridae, do gênero Flavivirus
(CAUSHER & COLS" 1989); foram pela primeira
vez isolados em camundongos, por SABIN &
SCHLESINER em 1945 e a existência de mais que um
sorotipo foi estabelecida por estudos de proteção em
voluntários humanos (SABIN, 1952),

Existem quatro sorotipos distintos: dengue tipo
(DEN-I), dengue tipo 2 (DEN-2), dengue tipo 3
(DEN-3) e dengue tipo 4 (DEN-4), os quais podem
ser diferenciados sorologicamente (WESTAWAY &
COLS" 1985; DeMADRID & PORTERFIELD, 1974)
e bioquimicarncnte (VEZZA & COLS" BLOCK &
COLS" 1984), São transmitidos pelo mosquito Aedes
aegypti; no entanto, estudos realizados nas Filipinas,
lndonésia e Ilhas do Pacífico demonstraram queAedes
albopictus e Aedes polvnesiensis são vetores poten-
ciais na transmissão (GUBLER, 1988), Outros Aedes
ssp, vetores potenciais, são encontrados nos trópicos,
onde mais da metade da população vive exposta à
picada de mosquitos (HALSTEAD, 1980),

Os quatro sorotipos de dengue são importantes
patógenos humanos e vêm afetando milhões de pes-
soas durante os dois últimos séculos, A partir da se-
gunda guerra mundial, sua ocorrência tem aumenta-
do, dramaticamente, com o progresso do transporte
aéreo, A introdução dos diversos sorotipos do vírus,
cm muitas regiões do mundo, vem ocorrendo devido
à urbanização dos trópicos, deficiência dos programas
de controle do vetor (mosquito), deterioração dos pro-
gramas de saúde pública e em decorrência de proble-
mas econômicos e sociais, Em função das alterações
dessas condições, a febre por dengue é, mundialmen-
te a doença viral, transmitida por artrópodes, mais im-
portante em termos de mortalidade e morbidade
(GUBLER, 1987; HALSTEAD, 1988),

A dengue é uma doença ligada ao meio ambiente
e, acima de tudo, a hábitos domésticos da população,
Assim, o acúmulo de recipientes com água em resi-
dências, tais como vasos de flores, baldes, garrafas
vazias, mangueiras e outros ornamentos, favorecem
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a proliferação do vetor, que se multiplica em águas
paradas e limpas (GUBLER, 1992).

O(s) sorotipo(s) envolvido(s) nas primeiras epide-
mias, nas Américas, não são conhecidos. Estudos so-
rológicos, realizados no Panamá, sugerem que o ví-
rus DEN-2 foi responsável pela epidemia de 1941-42;
porém, o DEN-3 também estava presente (ROSEN,
1974). Antes de 1980, muitas epidemias eram causa-
das por um ou, ocasionalmente, dois sorotipos de
dengue. mas múltiplos sorotipos são agora endêmi-
cos em diversas regiões e a situação de emergência,
criada pelo dengue hemorrágico, como a febre he-
morrágica do dengue ou a síndrome do choque por
vírus dengue (DHF/DSS), tornou-se um grave pro-
blema de saúde pública, não só nas Américas, como
em vários outros países (GUBLER & COLS., 1986;
GUBLER, 1992).

Visto que DHF/DSS pode resultar da infecção
seqüencial de dois sorotipos diferentes, a introdução de
um novo soro tipo em uma área, anteriormente infectada,
é potencialmente perigosa. Afetando, predominantemen-
te, crianças indígenas e jovens, a DHFIDSS foi consi-
derada um grande problema pediátrico no sudeste da
Ásia e oeste do Pacífico, com 600.000 casos de inter-
nação hospitalar e 20.000 mortes, nas duas regiões, em
menos de 2 anos (HALSTEAD, 1988).

Nos últimos anos, a forma hemorrágica de dengue
tem causado um maior número de mortes que outras
doenças causadas por arbovírus. Nos seres humanos,
os quatro sorotipos de dengue são responsáveis tanto
pelo dengue clássico como pelo DHFIDSS (HALSTED,
1988).

A primeira epidemia de DHFIDSS nas Américas
ocorreu em 1981, em Cuba (GUZMAN & COLS.,
1984) e a segunda na Venezuela, em 1990, (OPAS,
1994). Em um intervalo de 10 anos, casos esporádicos
de doença hemorrágica severa ou fatal, confirmados por
exames laboratoriais, associados com dengue, foram
reportados no México, Honduras, El Salvador, Nica-
rágua, Jamaica, República Dominicana, Porto Rico,
Santa Lúcia, Aruba, Brasil, Suriname, Colômbia e USA
(não cndêmico). Em Curaçau e Haiti foram descritos
casos clínicos compatíveis com DHF, mas não foram
confirmados laboratorialmente (GUBLER, 1992).

A distribuição dos quatro sorotipos de dengue al-
cançou proporções pandêrnicas e existem estimativas
de que a doença possa estar ocorrendo em 61 países,
em uma população aproximada de 1,5 milhão de pes-
soas. A partir de 1986, houve uma expansão rápida do
vírus e grandes epidemias têm ocorrido em países ou
áreas que permaneceram livres do dengue, por perío-
dos que variavam de 35 a 130 anos, incluindo: Brasil,
Bolívia, Paraguai, Equador, Peru e USA. Atualmente,
a dengue é uma doença de caráter endêmico nos Tró-
picos, em particular, no Caribe e Ilhas do Pacífico
(KAUFAMAN, 1987; GUBLER, 1992).
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1. Aspectos Clínicos

As manifestações clínicas da febre por dengue, em
casos típicos, começa abruptamente, após 2-7 dias de
período de incubação, com febre alta, dor de cabeça,
dor retrobular. A febre pode permanecer por 6-7 dias.
Os sintomas iniciais são seguidos por: mialgia gene-
ralizada, dor nos ossos que aumenta em severidade
(doença popularmente denominada de "quebra os-
sos"), anorexia, náuseas, vômito, fraqueza e prostra-
ção. Sintomas respiratórios (tosse, dor de garganta e
rinite) são comuns, principalmente em crianças. Exan-
tema macular pode aparecer no primeiro ou no segun-
do dia. Já no terceiro ou quarto dia aparece um segun-
do exantema máculo papular ou mobiliforme e não
irritante, localizado primeiro no tronco, espalhando-
se para a face e lábios, podendo, ainda, descamar.
Linfadenopatia generalizada, hiperestesia cutânea e
sensação de tato alterado podem acompanhar estes
passos da doença. Fenômenos hemorrágicos são nota-
dos em poucos casos e incluem petéquias, epistaxes,
sangramento intestinal, menorragia e prova do laço
positiva (SILER & COLS., 1926; SIMMONS e COLS.,
1931; SABIN, 1952).

DHF/DSS é uma doença que se inicia de forma
semelhante ao dengue clássico mas, 2-5 dias depois,
progride rapidamente para uma forma severa com
prostração, irritabilidade, choque com extremidades
frias e úmidas, sudorese, cianose periférica, respira-
ção rápida, pulso rápido e hipotensão. Ocorrem he-
morragias espontâneas, incluindo petéquias, equimo-
ses, epistaxes etc. Alterações físicas incluem hemor-
ragias na pele, derrame pleural, alterações nos sinais
vitais e hepatomegalia, Anormalidades laboratoriais
incluem hematócrito elevado, trombocitopenia, hipo-
proteinemia, queda de complemento (especialmente
C3), nível de fibrinogênio e a presença de produtos
de fibrina dividida no plasma. A progressão do cho-
que é rápida e, sem tratamento, 50% dos pacientes
com DHFIDSS morrem. Entretanto, reconhecimento
rápido e tratamento apropriado, principalmente hidra-
tação, resultam em raros casos fatais, na ordem de 1%
(COHIN & HALSTEAD, 1996; NIMMANILYA &
COLS., 1969; HALSTEAD & COLS., 1970; SAN-
GKAWIBHA & COLS., 1984; BURKER & COLS.,
1988).

2. Como e Porque Ocorre DHF/DSS

DHF/DSS são síndromes severas e caracterizadas
pelo aumento da permeabilidade vascular e hemor-
ragia C'hemostasi") anormais. Ocorrem em indivídu-
os que já foram imunizados com um sorotipo de den-
gue (ou crianças com menos de um ano nascidas de
mães dengue-imunizadas) e infectados por um segun-
do sorotipo. Os fagócitos mononucleados, onde o ví-
rus se multiplica, são as células-alvo mais importan-
tes da infecção por dengue (BOONPUCKNAVIG &
COLS., 1981). Concentração subneutralizante de
anticorpos para dengue aumentam a infecção do ví-
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rus nestas células e embora os estudos sobre este as-
sunto não sejam definitivos, a hipótese da imunidade
aumentada ("enhancement") está baseada na premis-
sa que um grande número de fagócitos mononuclea-
dos infectados, aumentem a severidade da doença
(HALSTEAD, 1988).

Os princípios imunológicos, na DHF/DSS, estão
ligados à existência na natureza de quatro tipos de
dengue sorologicamente relacionados (WESTAWAY
& COLS., 1985; DeMADRID & PORTERFIELD,
1974). Indivíduos infectados com um sorotipo tem
imunidade por toda vida, para reinfecção pelo mes-
mo sorotipo, mas são suscetíveis à infecção com
sorotipo heterólogo, após um pequeno período de pro-
teção cruzada (SABIN, 1952). A DHF/DSS tem sido
documentada somente em indivíduos com uma segun-
da, mas não com uma terceira ou quarta infecção por
dengue (HALSTEAD, 1988).

O mecanismo patológico de DHF/DSS é uma das
questões mais importantes da infecção por dengue e
não está completamente elucidada. Tem sido suge-
rido que anticorpos pré-existentes (primeira infec-
ção), responsáveis pela neutralização, aumentam a
captação e multiplicação do vírus na célula-alvo, re-
sultando na produção de anticorpo dependente
(Antibody-Dependent enhancement-ADE), seguido
de imunização por um vírus dengue heterotípico
(ECKELS & COLS., 1985; HALSTEAD & COLS.,
1984; HALSTED, 1988).

Teoricamente, pode ocorrer pelo menos duas razões
pelas quais os anticorpos não sejam eficientes na neu-
tralização dos vírus dengue, numa segunda infecção:
primeira, pode faltar especificidade do anticorpo con-
tra epítopos de outro sorotipo do vírus; segunda, os
títulos de anticorpos homólogos podem ser baixos
para se ligarem ao antígeno (HALSTEAD, 1988).

Tem sido sugerido, ainda, que a severidade da do-
ença pode estar correlacionada com propriedades bio-
lógicas do vírus dengue (ROSEN, 1987; MORENS &
COLS., 1991). Contudo, análises da seqüência de pro-
teínas do vírus dengue, de linhagens isoladas, tanto a
partir de casos brandos como de casos severos, não
revelaram substituição específica de aminoácidos as-
sociada à severidade da doença, não demonstrando
uma alteração genética dos vírus envolvidos nas in-
fecções (BLOK & COLS., 1989).

Algumas teorias foram propostas para explicar por-
que o aumento da multiplicação viral, em monócitos,
leva à seqüelas hemorrágicas ou choque:

l-Foi verificado experimentalmente, em ratos, que
a produção de uma linfocina, por linfócito-T aumen-
ta a permeabilidade vascular, via histidina dependen-

te. É desconhecido o fato de uma linfocina semelhante
ser produzida no ser humano (KHANNA & COLS.,
1990; CHATURVED & COLS., 1980).

2-Monócitos infectados têm nível aumentado do
complexo ativador-inibidor de plasminogênio (PAI-
2) sobre sua superfície e isto poderia levar a um
desequilíbrio na hemostase. É, entretanto, difícil ex-
plicar como um aumento de 2 a 3 vezes na concentra-
ção do PAI-2, na relativamente pequena quantidade
de monócitos circulantes, levaria à drástica queda na
contagem de plaquetas e aumento agudo da permeabi-
lidade, que são características marcantes de DHF/DSS
(KRISHNAMURTI & COLS., 1989).

3-Linfócitos humanos são estimulados a produ-
zir interferon alfa e gama por monócitos infectados
com dengue e por antígenos de dengue. É notório
que interferon tardio inibe a multiplicação viral e
pode, então, conter a ação do efeito do interferon
gama (KURANE & ENNIS, 1987: KURANE &
COLS., 1989).

4-Clones de Iinfócitos T apresentam reação cruzada
para diferentes sorotipos de DEN e podem lisar célu-
las infectadas, sugerindo fazer parte deste processo na
patogênese da DHFIDSS (KURANE & COLS., 1989).

3. Estrutura Molecular do Vírus Dengue

Como outros flavivírus, o vírus dengue é um ví-
rus RNA, envelopado, contendo um nucleocapsídeo
com RNA genômico de fita simples, senso positivo,
aproximadamente 11Kb e 4,2 a 4,4 x 106 dai tons
(RICE & COLS., 1986; WESTAWAY, 1980; WES-
TAWAY, 1987). O terminal 5' do RNA genômico
possui um "cap" tipo I (m7GppAmp) e conserva a
seqüência dinucleotídica AG (CLARKE & COLS.,
1987). Não possui a cauda A (poliadenina), ca-
racterística de mRNA, no terminal 3'(RICE &
COLS., 1986). Não produz HNA mensageiro subge-
nômico e tem um grande número de mRNA traduzi-
do, completamente, nas células eucarióticas. Um
aspecto bastante importante do genoma dos flaviví-
rus é a presença de "Open Reading Frame" (ORF)
de mais ou menos 10.000 pares de bases. Os ORFs
de diferentes flavivírus começam no resíduo meti 0-
nina indo até a base 10.158 em DEN-4, a 10.302 em
"Murray Valley Enccphalitis" (MVE) e é responsá-
vel pela codificação de poliproteínas de 3.386 a 3.434
aminoácidos (CHAMBERS, 1990a).

Esta poliproteína é processada, por proteinases
virais e celulares, em proteínas estruturais e não es-
truturais, via co-tradução e pós-tradução, em associa-
ção com a membrana da célula hospedeira (RICE &
COLS., 1985; CHAMBERS, I990a; RICE &
STRAUSS, 1990).
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A ordem de codificação das proteínas ao longo do
ORF é: 5'-C-prM(M)-E-NS1-NS,A-NS,B-NS,-NS.A-
NS

j
B-NS,-3' onde:

c = proteína de capsídeo

prM = pré matriz-precursor da proteína de matriz

M = proteína de matriz

E proteína de envelope

NS proteínas não estruturais

No terminal 5'; são codificadas as proteínas estru-
turais C. M, E, associadas ao vírus extracelular ma-
duro. As proteínas não estruturais (NS) incluem três
proteínas grandes, altamente conservadas, NSl' NS3 e
NS, e quatro proteínas menores, pouco conservadas.
NS,A, NS,B, NS"A e NS.B, com atividades diversas
(CHAMBERS, I990a; COlA & COLS.. 1988;
DEUBEL & COLS., 1986; DEUBEL & COLS., 1988;
IRIE & COLS., 1989; MACKOW & COLS., 1987;
MANDL & COLS., 1989; OSATOMI & SUMIYOSHI,
1990; PLENEV & COLS., 1990; RICE & cols, 1985.
1986; SUMIYOSHI & COLS., 1987; WESTAWAY
1987; YAMSHCHIKOV & COMPANS. 1995; ZHAO
& COLS., 1986).

As proteínas virais individuais são produzidas por
clivagens proteolíticas de precursor (CHAMBERS &
COLS .. I990a; CLEVES, 1985).A tradução experimen-
tal, usando células Vero (African Green Monkey)
infectadas com vírus KUN, demonstra que as proteínas
virais são sintetizadas na mesma ordem da seqüência
genômica (SCHRADER & WESTAWAY. 1988).

Embora não haja prova rigorosa das várias etapas do
processamento de poli proteínas em flavivírus, parece
que a tradução está associada ao retículo endoplasmá-
tico rugoso (RER). Tradução, quebra, aquisição da to-
pologia correta da proteína, reunião do complexo de
replicação e morfogênese do vírus estão todos intima-
mente relacionados (CHAMBERS, 1990a).

-t.Proteinas Estruturais

A proteína C presente na partícula viral é pequena,
com PM-12-14 kDa. Cópias múltiplas desta proteína,
associadas com RNA viral, formam o nucleocapsídeo
dos í1avivírus e pode ser encontrada em diferentes for-
mas (RICE & COLS, 1986; MARKOFF, 1989).

A seqüência de aminoácidos das proteínas C, dos
diferentes flavivírus. apresenta pouca hornologia nas
regiões hidrofóbicas e hidrofílicas. Quando sintetiza-
das, como parte da poliproteína, têm um domínio
hidrofóbico no seu carboxi terminal, o qual aparente-
mente, atua como seqüência sinal para a inserção de
prM no retículo endoplasmático rugoso (NOWAK &
COLS., 1989).
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A glicoproteína prM possui peso molecular de 18, I
a 19,0 kDa e é precursora da proteína estrutural M.
(SPEIGHT & COLS., 1988). O processamento proteo-
lítico de privl, para o produto M, é um processo tar-
dio na maturação do í1avivírus (RANDOLFPH &
COLS., 1990; GUIRAKHOO & COLS., 1991 e 1992).
Esta quebra depende do envolvimento de um ácido e
acredita-se que seja efetuada por uma protease da
célula hospedeira (HEINZ & COLS., 1994;
RANDOLPH & COLS., I990).Aná1ise dos vírus West
Nile (WN), DEN-2 e TBE sugerem que a clivagem é
necessária para a completa infectividade do vírus
(WENGLER & WENGLER, 1989; RANDOLPH &
COLS., 1990) e possível atividade de fusão à célula
alvo (GUIRAKHOO & COLS., 1991). O processo de
quebra pode ocorrer em vesículas ácidas do Comple-
xo de Golgi, em um sítio fortemente básico (DEUBEL
& COLS., 1986; RANDOLPH & COLS., 1990).

o segundo N-terminal do prM é, predominantemen-
te, hidrofílico, contendo 6 resíduos de cisteína con-
servados, todos participando de pontes dissulfídicas
e um número variável de sítios potenciais de glicosi-
lação (NOWAK & WENGLER. 1987).

Na partícula intracelular, desprovida de envelope, a
proteína prM está associada à proteína E, na confor-
mação heterodimérica (WENGLER & WENGLER,
1989); a interação de prM com E parece ser necessária
para a proteção de E nas trocas confonuacionais
irreversíveis. durante maturação dentro das vesículas
ácidas e a exocitose (RANDOLPH & COLS., 1990a;
GUIRAKHOO & COLS., 1992).

As proteínas prM e M são encontradas no vírus
intracelular e extracelular, respectivamente. A função
da proteína M no vírus é ainda desconhecida.
(MURRAY & COLS., 1993; RANDOLPH & COLS.,
1990; YAMSHCHIKOV & COMPANS, 1993).

A proteína E é a maior proteína estrutural da partí-
cula viral, com um peso molecular de 53 a 58kDa. Esta
proteína é importante em diversas atividades bioló-
gicas, incluindo: montagem do vírus (maturação),
fusão celular (possui receptores de ligação), indução
de anticorpos neutralizantes, imunidade protetora,
produção de anticorpos que inibem a aglutínação de
eritrócitos e é um dos antígenos mais importantes,
para diagnóstico (HEINZ, 1986; SMITH &WRIGHT,
1985).

A proteína E deve sofrer rearranjo conformacional
induzido por pH ácido (GUIRAKHOO & COLS.,
1989), que parece ser crucial para a capacidade de
infectividade do vírus. Tem-se aventado a hipótese que
pH ácido favorece a entrada de t1avivírus no citoplasma,
o qual parece estimular fusão das membranas virais e
da célula hospedeira (GOLLINS & PORTERFIELD,
1986b; KIMURA & OHYAMA, 1988; GHlRAKHOO
& COLS., 1989; HASE & COLS., 1989; SUMMERS
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& COLS., 1989; RANDOLPH & STOLLAR, 1990;
GUIRAKHOO & COLS., 1991).

Na proteína E foram definidos três domínios
antigênicos, I, Ir e IH, que correspondem à entidades
estruturais diferentes. O domínio I é estabilizado por
quatro pontes dissulfídicas mas, trocas conformacionais
são induzidas com tratamento em pH ácido e dodecil
sulfato de sódio (SDS) (ROEHRING & COLS.,
1990). Uma seqüência consenso, que vai do
aminoácido 98 a 111, está localizada neste domínio
e pode corresponder à seqüência que responde pela
fusão. Um segundo domínio (II), cercado de uma re-
gião de alta variabilidade, carregando uma cadeira
lateral, é encontrado na maioria dos vírus do comple-
xo TBE, JE e DEN. Tem-se demostrado que o domí-
nio 1lI de JE e DEN-I contém um fragmento de mais
ou menos 100 aminoácidos, requerendo uma ponte
dissulfito N-terminal entre a cisteína 304 e 335 ou 302
a 333, respectivamente, para manter a estrutura
conformacional dos sítios antigênicos (ROEHRING
& COLS., 1990) (o domínio III foi definido como
domínio II por MASON & COLS., 1990).

A proteína E, do vírus dengue, contém determinan-
tes antigênicos sorotipo específicos que partipam do
processo de neutralização do vírus (GENTRY &
COLS., 1982). Anticorpos monoclonais (MAbs), es-
pecíficos, para proteína E, são capazes de, passiva-
mente, proteger camundongos de uma infecção por
dengue (KAUFMAN & COLS., 1987).

A proteína E do dengue contém 2 sítios para glico-
silação (SMITH &WRIGHT, 1985), mediando a li-
gação do vírus a receptores de superfície da célula
hospedeira e os passos de fusão intraendossomal
(STEPHENSON, 1988). O desenvolvimento da tec-
nologia de MAbs, informação sobre seqüências gê-
nicas, o uso de quebras de fragmentos de proteínas ou
peptídeos sintéticos permitiu que muitas das proprie-
dades conformacionais e funcionais das proteínas E
dos flavivírus fossem determinadas (HEINZ, 1986;
ROEHRING & COLS., 1989, 1990).

Análises dos MAbs contra glicoproteína E, de Den-
2, permitiram a identificação de 7 epítopos (HENCHAL
& COLS., 1985) MEGRET & COLS. (1992), empre-
gando a técnica de "immunoblotting", mapearam
epítopos desta proteína em DEN, utilizando MAbs
contra fragmentos de proteína E, expressos por produ-
tos fusão de plasmídio trpE-E em E.coli.

5. Proteínas não estruturais

A proteína não estrutural NS
1
, nos 4 sorotipos de

DEN, tem peso molecular que varia de 35 a 53 kDa,
apresentando diferentes pontos isoelétricos: contém
resíduos de 12 cisteína conservadas (exceto em DEN-
4) e sítios de glicosilação em posições invariáveis
(MACKOW & COLS., 1987).

Esta proteína pode ser expressa tanto em associa-
ção com a superfície celular como dentro das células
infectadas por dengue (CARDIFF & LUND, 1976),
podendo ser, ainda, encontrada com o antígeno solú-
vel, fixando complemento em sobrenadante de cultu-
ra de célula e em soros de camundongos infectados
com dengue (BRANDT & COLS., 1970a,b). O domí-
nio hidrofóbico do C-terminal de servir
como um sinal para ligação da proteína na membra-
na. O seu papel na replicação do vírus não é conheci-
do. O fato de estar presente em grande quantidade em
células infectadas com DEN-2, sugere que ela pode
estar relacionada com a montagem e maturacão dos
vírus (RICE & COLS., 1986).

A glicoproteína NS I pode ter um papel importante
na resposta imune para infecção por vírus dengue,
desde que a imunização passiva ou ativa possa prote-
ger camundongos contra o desafio do vírus letal
(SCHLESINGER & COLS., 1987). Juntamente com
a glicoproteína E, parece ser a candidata mais prová-
vel para o desenvolvimento de uma vacina (MASON
& COLS., 1990; BLITVICH e COLS., 1995).

NS2A, NS
2
B, NS.)A e NS.)B são proteínas não es-

truturais, pequenas, hidrofóbicas. talvez associadas
às membranas e pobremente conservadas entre os
flavivírus (MANDL & COLS., 1989; RICE & COLS.,
1986; SPEIGHT & WESTAWAY, 1989).

Para as proteínas NS,A e NS,B foi proposta uma
atividade de protease. Papel bioquímica específico
para NS,A e NS.)B não tem sido demonstrado, mas é
aventada a possibilidade de estarem envolvidas no
estabelecimento do de replicação (RICE &
COLS., 1986; PREUGSCHAT & COLS., 1990;
FALGOUT & COLS .. 1991). Nenhuma modificação
pós-traducional é conhecida nestas proteínas, a des-
peito da existência de um N-ligado à glicosilação,
conservado na porção C-!.crminal de NS4B (LEE &
COLS., 1990).

NS, é a segunda maior »roteína viral (PM 68 a 70
k.Da), altamente conservada entre os flavivírus
(MANDL & COLS., 1989; (RICE & COLS., 1986),
parecendo ter um papel importante na replicação viral.
Comparações, em sua seqüência de aminoácidos,
sugerem que esta proteína é no mínimo bifuncional,
contendo tanto uma atividade de protease como uma
atividade de nucleotídeo trifosfatase/hclicase, RNA de-
pendente de RNA. Estas funções próprias sugerem uma
localização citoplasmárica para NS, (GORBALENYA
& COLS., 1989). .

NS. é a maior (PM 103 a 104 kDa) e a mais ccnser-
vada proteína elos flavivírus: possui estrutura básica
e não contém nenhuma seqüência hidrofóbica longa.
O papel provável de NS, pode ser o de RNA
polimerase viral e a localização da sua porção N-ter-
minal obtida por clivagem, presumivelmente por NS,
ou uma protease alternativa, em compartimento cito-

33



BARBOSA, M. L. - DENGUE -Rev. Inst. /uloljo Lutr, 56 (1):27-45,1996.

plasmático, sugere que NSs está localizada no
citoplasma, embora associada à membranas (MANDL
& COLS., 1989; CHAMBERS, 1990a).

6. Processamento da poliproteina

Análise da seqüência de aminoácido, perto dos sí-
tios de clivagem das poliproteínas dos t1avivírus, in-
dica que existem várias classes distintas do mecanis-
mo de quebra.

A poli proteína, na co- e pós-tradução, é processada
pela proteinase viral NS

3
, em associação às pro-

teinases da célula hospedeira (CHAMBERS & COLS.,
1990a e c). Peptidases sinais, da célula hospedeira, que,
no geral, clivam co-tradução e funcionam no lúmen do
retículo endoplasmático, estão envolvidas no proces-
samento das proteínas estruturais. A proteinase NS" que
talvez funcione no citossol, está envolvida na produção
do Nstcrminal das proteínas não estruturais NS,B e NS.,
e podem, ainda, quebrar a poliproteína para produzir .~
porção N-tenninal de NS4A e de NS, (PREUGSCHAT
& COLS., 1990; CHAMBERS e CÓLS., J 990 a & c;
RlCE e STRAUSS, 1990).

Experimentos de expressão "in vivo" e "in vitro"
.bem como experimentos de deleção têm estabeleci-
do, com segurança, que NS2B é absolutamente reque-
rido, em adição à NS3, para processamento da
poliproteína de flavivírus, mas os resíduos funcionais
dentro de NS2B e o mecanismo pelo qual NS2B parti-
cipa na atividade proteinase não foram ainda definidos
(PREUGSCHAT & STRAUSS, 1990; CHAMBERS &
COLS., 1991; FALGOUT & COLS., 1991).

YAMSHCHIKOV & COMPANS (1993) propuse-
ram um modelo de clivagem para C/prM. Neste mo-
delo, o processamento ocorre com eficiência só na pre-
sença da protease viral NS2B-NS3 (CHAMBERS &
COLS., 1990a). Já as quebras de prM/E; E/NSl e
NS4A/NS4B parecem ser mediadas por sinais (RICE
e COLS. 1985; SPEIGTeCOLS., 1988) da célula hos-
pedeira (BIEDRZYCKA & COLS. 1987; NOVAK &
COLS., 1989); RUIZ LINARES & COLS., 1989;
SPEIGHT & COLS., 1988; WRIGHT & COLS.,
1989). As proteases que clivam as ligações NS I/NS2A
não foram identificadas, embora sequências encontra-
das dentro de NS2A parecem ser requeri das para que-
bra característica da junção NS1/NS,A (FALGOUT &
COLS., 1989).

Parece que ~ quebra entre NS 4A e NS4B é mediada
por uma protelna viral codificada com especificidade
única. PREUGSCHAT & STRAUSS (1991) mostra-
ram que a região N-terminal de NS 4Aé produzida pela
proteinase viral NS, e que NS4B, também, é pós-
traducionalmente modificada na célula infectada.

FALGOUT & COLS., (1991) realizaram estudos
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para analisar as clivagens poliproteícas de DEN-4 e
identificar as funções virais que são necessárias para
que ocorram os eventos proteolíticos. Estes autores
mostraram que NS,A é requerido para quebrar NS/
NS2A. Foram descritas evidências de que NS2B e NS3
são requeridas para a quebra de NS2A/NS2B e NS2B/
NS3, bem como, NS2B é necessário para a quebra de
NS/NS4A e aparentemente, várias outras clivagens
específicas dentro de NS3.

7. Diagnóstico Laboratorial

As viroses por dengue estão entre os flavivírus mais
difíceis de isolamento e propagação (GUBLER, 1988).
Inicialmente, eram usados, apenas, dois métodos para
isolamento primário de flavivírus: inoculação em ca-
mundongo recém-nascido e cultura de células de ver-
tebrados (Vero, BHK, LLC-MK2) (KARABATSOS,
1980, 1985). Estes sistemas, no entanto, são de valor
limitado no isolamento do vírus dengue, uma vez que,
usualmente, não são patogênicos para camundongo
recém-nascidos e muitos não produzem CPE ou pla-
cas em culturas de células de vertebrados em passagens
iniciais (ROSEN & GUBLER, 1974; GUBLER, 1988).

ROSEN & GLUBER (1974) desenvolveram uma
nova técnica de isolamento do vírus dengue, na qual
os espécirnens eram inoculados diretamente em mos-
quitos Aedes albopictus adultos.

o método mostrou-se sensível e relativamente rá-
pido, pois os mosquitos são hospedeiros naturais des-
tes vírus, sendo, portanto, altamente suscetíveis à in-
fecção e à replicação do vírus. No entanto, a técnica
de inoculação em mosquito, apesar de muito sensível,
requer habilidade na inoculação e ambiente adequado
para criação do inseto. Por estas razões não é muito
prático no diagnóstico laboratorial de rotina (ROSEN
& GUBLER, 1974; KUBERSKI & ROSEN, 1977).

SINGH & PAUL (1969) reportaram, pela primeira
vez, o isolamento do vírus dengue em cultura de células
de Aedes albopictus. A partir deste período várias linha-
gens celulares de inseto vêm sendo utilizadas para esse
propósito, tais como: Aedes aegypti, Toxyrhynchites
amboinensis (TRA), Aedes pseudoscutellaris (AP-61),
Aedes albopictuse. particularmente, o clone C6/36, de-
senvolvido pela clonagem da linhagen Aedes
albopictus (SINGH, 1967; 1971; VARMA & COLS.,
1974; IGARASHI, 1978; TESH, 1979; KUNO, 1982,
1983, KUNO &COLS., 1985;SINARACHATMANT
& OLSON, 1973).

Estas linhagens apresentam como vantagem, no iso-
lamento do vírus dengue sobre as culturas de células
de vertebrados (RACE & COLS., 1979; CHAPPELL
& COLS., 1971), a sensibilidade, o fácil crescimento
e manutenção à temperatura de 28°C (SINGH &
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PAUL, 1969; lGARASHI, 1978; VARMA & COLS.,
1974).

Sabe-se que células de mosquito, infectadas com
flavivírus, podem ou não apresentar CPE, depen-
dendo do vírus e da célula hospedeira (HENCHAL
& PUTNAK, 1990; ELIOTT & WILKIE, 1986).
Em dois estudos comparativos das linhagens,
TRA-284, AP-61 e C6/36 observou-se que a linha-
gem celular TRA-284 foi mais sensível à infecção
pelo vírus dengue selvagem. Mesmo assim, esta
linhagem apresenta um grau de sensibilidade me-
nor que a técnica de inoculação em mosquito.
Estas células foram adaptadas em meio sem soro
e cultivadas em garrafas ou tubos de vidro, sendo
então denominadas TRA-284-SFG (KUNO &
COLS., 1985; GUBLER, 1988).

A TRA-284-SFG, (adaptada para crescer em su-
portes de vidro) no entanto, tem crescimento len-
to, particularmente nos dois primeiros dias e o ren-
dimento dos repiques é de 1:3 ou no máximo 1:4,
proporções superiores resultam em monocamadas
incompletas. As células devem ser separadas e
ressuspendidas gentilmente, e apesar de todos estes
cuidados a maioria das garrafas e tubos, geralmente,
apresentam um grande número de células em grumo.
A detecção do vírus só pode ser feita através da lFI,
uma vez que estas células não apresentam CPE.

Devido a estas dificuldades no cultivo da TRA-
284-SFG, e apesar de existirem várias culturas de
células, de vertebrados ou invertebrados, para o iso-
lamento de flavivírus (KUNO, 1982; GUBLER &
COLS., 1984; KUNO & COLS., 1985), o método ro-
tineiro de isolamento do vírus dengue, hoje, é a
inoculação em células de mosquito, clone C3/36
(IGARASHI, 1978).

Assim, para a vigilância epidemiológica de dengue,
as culturas de células de mosquito podem ser usados
por laboratórios de virologia com rotina em cultura
de células; elas consomem menos tempo e um gran-
de número de amostras podem ser processadas.

A identificação dos vírus dengue isolados é reali-
zada por imunofluorescência indireta (IFI). A 1FI com
Mabs permite a identificação dos sorotipos isolados,
em baixas passagens (KUBERSKI & ROSEN, 1977;
HENCHAL & COLS., 1982, 1983).

A utilização de técnicas de biologia molecular para o
diagnóstico de dengue pode permitir o desenvolvimen-
to de testes rápidos, sensíveis e específicos,

Técnicas de hibridização do ácido nucléico têm se
mostrado cada vez mais úteis no diagnóstico viral. A
detecção do agente viral pode ser realizada por
hibridização "in situ", em suporte de membrana de
nitrocelulose ou "nylon" (Southern blot, Northern
blot ou dot blot), usando como molde (probe), frag-

mentos de RNA, cDNA ou oligonucleotídeo sintético
marcados (OLSON & COLS., 1988; CHANDLER &
COLS., 1993; KILLEN & SULLIVAN, 1993).

Análises por impressão digital ("Fingerprinting"),
de oligonucleotídeos ou polimorfismo de sítios de
restrição, são usadas como metodologia epide-
miológica para estudo da divergência gênica de vírus
isolados a partir de diferentes regiões geográficas.
Estudos com DEN-l (REPIK & COLS., 1983), DEN-
2 (TRENT & COLS., 1989; TRENT & COLS., 1983),
DEN-3 (HENCHAL&COLS., 1986),MVE(LOBIGS
&COLS., 1986), SLE (TRENT& COLS., 1981, 1987)
e YF (DEUBEL & COLS., 1986) revelaram conside-
rável homogeneidade genética, embora variedades
virais diferentes possam ser detectadas e corre1a-
cionadas com a origem geográfica.

Cada um dos quatro sorotipos do vírus dengue é
antigenicamente distinto, apresentando uma única ima-
gem de "fingerprint", de oligonucleotídeo e modelo
específico de restrição para eDNA (VEZZA & COLS.,
1980; BLOCK, 1985). Os sorotipos de dengue isola-
dos em diferentes partes do mundo, têm sido ainda elas-
sificados em topotipos, quando existe mais de 70% de
similaridade entre eles (TRENT & COLS., 1981, 1990).

Estudos do seqüenciamento de vírus representati-
vos dos quatro sorotipos de dengue contribuíram para
o entendimento da estrutura e inter-relação destes
vírus, demonstrando uma similaridade de 70% na
seqüência de aminoácidos entre os quatro sorotipos e
cerca de 50% de similaridade com outros membros
da família Flaviridae, tais como o YF e o JE (FU &
COLS., 1992; HAHN & COLS., 1988; MACKOW &
COLS.,1987; OSATOMl & SUMlYOSHI, 1990).

A utilização da técnica de polimerização em cadeia
(Polymerase Chain Reaction-PCR) é uma alternativa, na
identificação dos vírus dengue, pois em algumas horas
pode-se obter grande quantidade do material genético do
vírus, a partir de amostras de soro ou lesões teciduais
(OPAS, 1994), este mateial pode, então, ser analisado
por seqüenciamento, hibridização, eletroforese em gel
de agarose ou ainda por padrão de restrição (HENCHAL
& COLS., 1991,1994; LANClOTI1 & COLS., 1992,;
CHANDLER & COLS., 1993, MORITA & COLS.,
1991, 1994).

No entanto, estas técnicas só podem, ainda, ser uti-
lizadas por alguns laboratórios de referência, uma vez
que requerem técnicos especializados, equipamentos
relativamente caros e reagentes puros e que sejam
transportados e estocados adequadamente. Todos es-
tes requisitos tornam difícil a utilização de tais técni-
cas na maioria dos laboratórios de saúde pública, nos
países em desenvolvimento.

Muitas infecções por flavivírus são diagnosticadas
por testes sorológicos, para a detecção de anticorpos
específicos, destacando-se entre estes: HI (CLARK &
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CASALS., 1958), FC (ROSEN & GUBLER, 1974;
KUBERSKl & ROSEN, 1977 a; TESH, 1979), NT
(RUSSELL & COLS., 1972; RUSSELL & NISALAK,
1%7; RUSSELL & McCOWN, 1972) e ensaios
enzimáticos por captura de IgM (MAC-ELISA) (KUNO
& COLS., 1987).

o teste HI detecta determinantes antigênicos gru-
po-reativos, o de FC é intermediário em especificidade
e o teste de NT é considerado tipo específico. O teste
de NT é usado, também, para a identificação de vírus
e definição dos subgrupos intimamente relacionados
(CALISHER & COLS., 1989).

Os anticorpos de grupo dos flavivírus são respon-
sáveis pelo alto grau de reação cruzada, particular-
mente em FC e HI, resultando na dificuldade de in-
terpretação dos testes sorológicos. Além disso, FC, HI
e NT requerem amostras pareadas de soros dos casos
suspeitos; por conseqüência, a confirmação labora-
torial se torna demorada (OPAS, 1994).

Por outro lado, MAC-ELISA requer somente uma
amostra de soro, pois detecta imunoglobulinas da clas-
se IgM, que indicam infecções recentes, razão pela
qual vem sendo largamente utilizado. No entanto, este
teste detecta apenas o complexo dengue, não sendo
possível distinguir dengue tipo específico, bem como
infecções simultâneas por mais de um flavivírus
(RACE; 1979; TESH, 1979; OPAS, 1994).

A interpretação de um teste sorológico pode ser, na
maioria das vezes, difícil, pois anticorpos anti-flavivírus
podem apresentar reações cruzadas. Assim, infecção
pregressa ou a aplicação de uma vacina podem induzir
à formação de anticorpos que são detectados pelas pro-
vas sorológicas convencionais (MONATH, 1990).

A especificidade antigênica para proteínas virais pode
ser determinada por "dot-blot" ou "imunoblotting"
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(KAUFMANN, 1987). A combinação dos testes de
e1etroforese e "Western Blot" para a caracterização de
anticorpos contra proteínas de dengue tem sido de
grande vantagem, pois estes ensaios podem fornecer
respostas quantitativas e qualitativas para proteínas
virais estruturais e não estruturais, num só tempo
(CHURDBOONCHAT & COLS., 1987, 1991;
WINKLER & COLS., 1988; FEIGHNY & COLS.,
1992; PRYOR & WRIGHT, 1994).

Consideráveis esforços vêm sendo empregados para
o desenvolvimento de uma vacina para dengue; no
entanto, até o momento a eficiência das diferentes
vacinas é limitada a um dos sorotipos. Muita atenção
tem sido direcionada para o sorotipo 2, por ser o mais
relacionado a DHFIDSS (SANGKWIBBA & COLS.,
1984; BHAMARAPRAVATI & COLS., 1987). A pro-
dução de uma vacina eficiente para DEN-2, não solu-
ciona o problema, uma vez que a imunização por um
único sorotipo, mesmo sendo DEN-2, não protege o
indivíduo contra DHF/DSS. Vacinas efetivas existem
para três flavivírus: YF, JE e TBE. Tentativas para se
produzir vacinas eficientes para outros flavivírus fo-
ram realizadas com vírus atenuado ou inativado
(ECKLS & COLS., 1984; 1985; 1988).

O desenvolvimento da tecnologia do DNA recom-
binante e sua aplicação para o estudo da estrutura e
expressão do genoma dos flavivírus abriu uma nova
possibilidade para a produção de vacinas de flavivírus,
utilizando-se subunidades recombinantes, em particu-
lar as proteínas E (KONISHI & COLS., 1991;
GALLER, 1993; VENUGOPAL & GOULG, 1994).
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