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                                                RESUMO 
 
 Figueiredo MLG. Identificação de flavivirus infectando culicídeos de  1999 a 2007 
no Brasil , [ Tese (Doutorado)]. São Paulo. Departamento de Microbiologia , 
Universidade de São Paulo; 2010. 
 
Introdução: Arbovírus são vírus transmitidos por artrópodos, pertencendo, 
principalmente, aos gêneros Flavivirus (Flaviviridae), Alphavirus (Togaviridae) e 
Orthobunyavirus (Bunyavirus). Os Flavivirus, em sua maioria, são associados a 
zoonoses, causando doenças humanas febrís, febres hemorrágicas e encefalites. 
Inclusive, causam epidemias que são sério problema de saúde pública. Este estudo 
mostra uma pesquisa de Flavivirus em culicídeos, de diferentes regiões do país, 
utilizando uma técnica para identificação viral por RT-PCR com primers Flavivirus-
específicos e uma Multiplex-nested-PCR com primers espécie-específicos.  
Métodos: Culicídeos foram capturados, quantificados, identificados, agrupados em 
lotes por espécie e congelados. No laboratório, os animais foram macerados e tiveram 
o RNA extraído. Estes extratos foram submetidos a RT-PCR gênero-específica e à 
Multiplex-nested-PCR, para detecção e identificação dos vírus a nível de espécie. 
Resultado: De 3317 culicídios adultos e 571 larvas coletados em 4 diferentes 
regiões do Brasil, Sul, Sudeste, Norte e Nordeste, fez-se 246 lotes de 
mosquitos e desses foi possível obter amplicon sugestivo de Flavivirus em 16 
(6,5%). Em 3 lotes contendo larvas de Aedes albopictus obteve-se amplicon 
sugestivo de vírus do dengue tipo 3. Também, em 13 lotes contendo 
Haemagogus leucocelaenus, Aedes aegypti e Aedes albopictus foi possível 
obter amplicons sugestivos de vírus do dengue tipos 1 e 2. Dos amplicons 
obtidos, 4 tiveram nucleotídios seqüenciados o que permitiu confirmar a 
presença dos vírus do dengue tipo 3 e Cacipacoré.  
Conclusão: O trabalho permitiu concluir que: a metodologia de RT-PCR para 
Flavivirus seguida de Multiplex-nested-PCR espécie-específica foi adequada para 
detecção e identificação destes vírus em culicídios; amplificaram-se genomas de 
Flavivirus em 6,5% dos lotes de culicídios estudados; vírus do dengue tipo 1 e tipo 2 
foram encontrados infectando Aedes aegypti de Santos em 1999, Manaus em 2005-
2006 e Foz do Iguaçu; vírus do dengue tipos 2 e 3 foram encontrados em Aedes 
albopictus de Santos em 1999 e Manaus em 2005-2006, sugerindo que este mosquito 
participe na transmissão de dengue; vírus do dengue tipo 3 foi encontrado em larvas 
de Aedes albopictus mostrando transmissão vertical do vírus; vírus do dengue tipo 1 
foi encontrado infectando Haemagogus sp. sugerindo existência de ciclo silvático 
deste vírus; Aedes aegypti do Amazonas estavam infectados com o vírus Cacipacoré. 
 
Palavras-chave: arbovírus. Culicídeos. Flavivirus. vírus do dengue. Vírus 
Cacipacoré. 
 
 
 
 



                                                  ABSTRACT 
 
Figueiredo MLG. Identification of flavivirus infecting culicídeos of 1999 to 2007 in 
Brazil, [PHD. Thesis]. São Paulo. Departamento de Microbiologia , Universidade de 
São Paulo; 2010. 
 
Introduction: Arbovirus are rodent-borne viruses mostly from Flavivirus 
(Flaviviridae), Alphavirus (Togaviridae) e Orthobunyavirus (Bunyavirus) genus. 
Flavivirus, are commonly zoonotic and can cause febrile illness, haemorrhagic fever 
and encephalitis. Flavivirus outbreaks occur in Brazil and are a major public health 
problem. We show here a research looking for Flavivirus infections in Culicidae by a 
RT-PCR using Flavivirus-especific primers and a Multiplex-nested-PCR using 
specie-specific primers for virus identification.  
Methods: Culicidae were captured, quantified, identified, pooled based on the 
specie and frozzen. In the laboratory, the animals were crushed and had the RNA 
extracted. These extracts were tested by a Flavivirus genus-specific RT-PCR followed 
by a specie-specific Multiplex-nested-PCR. 
Results: From 3317 captured adult Culicidae and 571 collected larvae in 4 
different regions of Brazil, 246 pools were obtained and from these, Flavivirus 
indicative amplicons were obtained in 16 (6.5%). Amplicons of dengue type 3 
were obtained from 3 pools of Aedes albopictus larvae. It was also possible to 
obtain indicative amplicons of dengue types 1 and 2 in 13 pools of 
Haemagogus leucocelaenus, Aedes aegypti and Aedes albopictus. Besides,  
4 amplicons had the nucleotides sequenced, confirming the mosquito 
infection by dengue type 3 and Cacipacoré viruses.  
Conclusion: The technique combining a Flavivirus genus-specific RT-PCR 
followed by a specie-specific Multiplex-nested-PCR was suitable for detection of 
these viruses in the mosquitoes; Flavivirus infecting Culicidae were detected in 6.5% 
of the analyzed mosquito pools; dengue virus type 1 and type 2 were found infecting 
Aedes aegypti from Santos (1999), Manaus (2005-2006) and Foz do Iguaçu cities; 
dengue type 2 virus was found in Aedes albopictus from Santos city (1999) and 
Manaus city (2005-2006), suggesting that this mosquito could be participating on 
dengue transmition; dengue type 3 virus was found in Aedes albopictus larvae 
showing the vertical transmission of this virus; dengue type 1 virus was found 
infecting Haemagogus sp. what suggests on the existence of a sylvatic maintenance 
cycle of this virus; Aedes aegypti from Amazonas state were found infeted by 
Cacipacoré virus. 
 
Key-words: arbovirus. Culicidae. Flavivirus. dengue vírus. Cacipacore virus. 
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1 Introdução 

1.1 Os Arbovírus 

Os arbovírus tem seu nome originado da expressão em língua inglesa 

arthropod borne viruses, significando vírus transmitidos por artrópodos. Com este 

nome classifica-se vírus de diferentes famílias (Togaviridae, Flaviviridae, 

Bunyaviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae) segundo um critério eminentemente 

epidemiológico (Brown, 1986). Estes vírus mantêm-se na natureza em ciclos 

complexos envolvendo um ou mais vertebrados-reservatório que podem ser seres 

humanos ou animais domésticos e vetores artrópodos que se infectam ao sugarem o 

vertebrado  virêmico,  passando a transmitir o microorganismo ao sugarem, 

posteriormente, outros animais. É importante ressaltar que a transmissão não é 

mecânica e ocorre após período de incubação necessário para que o patógeno acometa 

as glândulas salivares do vetor. Os artrópodos causadores de arboviroses incluem 

mosquitos, carrapatos, flebótomos, percevejos e possivelmente, pulgas (Beaty, et al, 

1995 ).  

O Brasil é o país em que o maior número de arbovírus foi descrito, 

principalmente na região Amazônica, onde ocorrem condições climáticas ideais à 

criação de uma diversidade enorme de vetores alados (mosquitos) e animais 

silvestres. Ali, isolou-se mais de 200 arbovírus sendo que, aproximadamente, 30 

foram relacionados a doença humana. Dentre os arbovírus que ocorrem no Brasil 

destacam-se os Flavivirus, tanto por produzirem o maior número de infecções e 

doenças humanas, como pela gravidade destas doenças produzindo febres 

hemorrágicas e meningoencefalites (Rosa, et al, 1998). 
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1.2 Os Flavivirus  

Os Flavivirus apresentam formato esférico, com aproximadamente 50nm de 

diâmetro, são envelopados e com projeções na superfície (espículas). O genoma é 

constituído por RNA de fita simples, linear, de polaridade positiva, contendo no 

terminal 5’ 7-metilguanosina (cap), no entanto, o terminal 3’ não é poliadenilado, o 

que distingue a família Flaviviridae dentre os vírus RNA de polaridade positiva. Cada 

terminal apresenta regiões NTR, sendo que a parte proximal 3’NTR é considerada 

bastante heterogênea entre os vários Flavivirus. O genoma inclui dez genes que 

codificam três proteínas estruturais (proteínas do core-C, da membrana-M e a 

glicoproteína de superfície-E) e sete proteínas não estruturais (NS1, ns2a, ns2b, ns3, 

ns4a, ns4b e ns5), das quais a NS5 apresenta seqüências nucleotídicas mais 

conservadas entre as várias espécies do gênero (Lindenbach, et al, 2007). 

Existem mais de 70 espécies de Flavivirus, muitas das quais causadoras de 

doenças humanas as quais podem se manifestar de forma distinta, desde quadros 

febrís agudos com, artralgias, cefaléia e mialgias a formas mais graves como febres 

hemorrágicas, hepatite e encefalite. No Brasil, já foram descritas doze espécies de 

Flavivirus (Figueiredo, 2000), (Figueiredo, 2008). Os Flavivirus brasileiros podem 

ser filogenéticamente agrupados em três ramos principais: o da febre amarela, o dos 

vírus do dengue com sub-ramos para os tipos 1, 2 e 4, e o ramo que inclui o vírus da 

Encefalite japonesa, que não ocorre no país, juntamente com os vírus brasileiros da 

encefalite de Saint Louis, Cacipacoré, Iguape, Rocio, Ilhéus e Bussuquara (Baleotti, et 

al, 2003). Estes são vírus transmitidos por mosquitos Culex, são zoonoses de aves e 

quando infectam o homem podem causar encefalite.  

         O vírus da febre amarela (YFV) é causador de grave hepatite com febre 

hemorrágica em cerca de 10% dos indivíduos que com ele se infectam (Vasconcelos, 

2003).  YFV, introduzido nas Américas a partir da África, adaptou-se a um novo 
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ciclo silvestre, americano, envolvendo primatas e mosquitos Haemagogos da copa 

das árvores (Soper, 1936). Trata-se de uma zoonose silvestre que circula em 

praticamente todo o país produzindo casos humanos. Após 1999, epizootias por YFV 

em primatas e casos humanos começaram a ocorrer na região Sudeste. Surtos no 

estado de Minas Gerais, próximos a Belo Horizonte, ocorreram em 2001, 2004 e 

2005 e em Brasília, neste início de 2009. Os surtos costumam ser precedidos por 

epizootias com mortandade de primatas. Nos últimos 2 anos, casos de febre amarela 

vem ocorrendo no Estado do Rio Grande do Sul e no de São Paulo (Ministério da 

Saúde do Brasil, Informe sobre febre amarela, 2009). Nos surtos, vem sendo 

acometidos ecoturistas, pescadores, trabalhadores agrícolas e motoristas de caminhão 

(Ministério da Saúde do Brasil, Informe sobre febre amarela, 2006). Próximos a 

grandes cidades infestadas por Aedes aegypti, estes surtos trazem preocupação quanto 

à reurbanização da febre amarela. Sabe-se que o ciclo urbano de YFV não tem sido 

relatado no Brasil desde 1942 (Franco, 1969; Ministério da Saúde, Informe sobre 

febre amarela, 2006). Entretanto, transmissão urbana de YFV teria ocorrido próxima 

à fronteira brasileira, em Santa Cruz de la Sierra, Bolívia, há 10 anos e no Paraguai 

em 2007 (Vander Stuyf, 1999). Para o controle da febre amarela, dispõe-se de uma 

importante arma, a vacina de vírus atenuado 17DD. Esta vacina tem sido usada no 

Brasil há 65 anos e mais de 212 milhões de doses já foram aplicadas (Benchimol, 

2001).  

         O vírus Rocio (ROCV) foi isolado pela primeira vez em 1975, de um indivíduo 

com encefalite fatal durante epidemia ocorrida no Vale do Ribeira, litoral sul do 

estado de São Paulo, e que durou de 1973 a 1980 (Lopes, et al, 1978). Foram 

aproximadamente 1000 casos de encefalite notificados, com uma letalidade de 10% e  

entre os sobreviventes, cerca de 20% apresentaram seqüelas motoras ou de equilíbrio 

(Iversson, et al, 1997). Com base em fontes de isolamento viral, acredita-se que 
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ROCV seja mantido em ciclo envolvendo aves silvestres, inclusive migratórias e 

tendo mosquitos Psorophora e Aedes como vetores (Iversson, et al., 1997). A 

emergência deste novo Flavivirus, foi surpreendente e seu desaparecimento no Vale 

do Ribeira, não concluiu sua ameaça. Indivíduos com anticorpos neutralizantes para 

ROCV foram encontrados na região Sudeste e Nordeste do Brasil nas décadas de 80 e 

90 (Figueiredo, et al, 1986),(Straatmann, et al, 2007). Ainda, em 2004, 2 pássaros 

capturados no estado do Rio Grande do Sul apresentavam anticorpos para ROCV 

(Araujo, Ministério da Saúde do Brasil, comunicação pessoal, 2005). Assim, é 

possível supor que este vírus causador de grave encefalite epidêmica, circule em 

regiões distintas de Brasil com uma ameaça permanente de reemergência causando 

epidemias.  

          O vírus da encefalite de Saint Louis (SLEV) encontra-se extensamente 

distribuído nas Americas, do Canadá à Argentina. No Brasil, SLEV foi primeiramente 

isolado em 1960, de um pool de Sabethes belisarioi capturados na estrada Belém-

Brasília. Posteriormente, determinou-se que SLEV possui pássaros selvagens, 

primatas, preguiças, tamanduás e marsupiais como reservatórios e Culex declarator e 

coronator como vetores (Vogel, et al, 2005). Provavelmente, aves migratórias 

dispersariam o vírus pelo continente americano. Na cidade paulista de São Pedro, em 

2004, SLEV foi isolado de um paciente com doença febril aguda (Rocco, et al, 2005). 

Em 2006, durante grande epidemia de dengue que ocorria na cidade de São José do 

Rio Preto, encontrou-se em sangue e ou liqüor de 6 pacientes, com diagnóstico de 

meningoencefalite, febre do dengue ou dengue hemorrágico, o genoma de SLEV 

(Mondini, et al, 2007). Este foi o primeiro surto de SLEV detectado no Brasil, estando 

este mascarado por uma epidemia de dengue. Assim, sabe-se que SLEV circula 

causando epidemias no estado de São Paulo. Entretanto, é desconhecido o ciclo 

arbovírico mantenedor do vírus o que impede qualquer medida de controle.  
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          WNV é o exemplo clássico de um vírus emergente. Típico causador de 

epidemias no Velho Mundo, especialmente na África e Oriente Médio, WNV foi 

descoberto, em 1999, causando um surto de meningoencefalite, pela primeira vez no 

Continente Americano, na cidade de Nova York (Nash, et al, 2001). O vírus, 

rapidamente, se espalhou por toda a América do Norte tornando-se um sério problema 

de saúde pública além de causar epizootias em cavalos. Até 2007, nos Estados 

Unidos, notificaram-se 27379 casos desta virose, com 8885 casos de encefalite, 1060 

fatais (CDC, 2007). De qualquer forma, é notável a forma como WNV se adaptou 

rapidamente a um novo ciclo mantenedor, com mosquitos e aves americanas (West 

Nile Vírus Activity Reports, 2005) WNV tem se disseminado rumo sul em aves 

migratórias de longa distância. Foram detectados cavalos com anticorpos 

neutralizantes na Colômbia em 2005 (Mattar, et al, 2005). Em 2006, WNV foi isolado 

do cérebro de dois cavalos com encefalite na Argentina (Morales, et al, 2006). Assim, 

o surgimento de WNV no Brasil é altamente provável, inclusive porque muitas aves 

migratórias, que são reservatórios de WNV, migram para o país e também, mosquitos 

Culex e aves como o pardal (Passer domesticus), conhecidos reservatórios virais, são 

abundantes nas cidades brasileiras (West Nile Virus Acivity Report, 2005). Buscando 

por aves silvestres infectadas por WNV no Brasil, em 2004, examinaram-se 5000 

pássaros selvagens de diferentes regiões e todos foram seronegativos (Araujo, 

Ministério da Saúde do Brasil, comunicação pessoal, 2005). Para detectar a 

introdução de WNV no país seria importante estudar eqüinos, aves silvestres e 

mosquitos.    

Os vírus do dengue (DENV) causam a principal arbovirose em nível mundial e 

são da maior importância para o nosso país (Fonseca, Figueiredo, 2006). 

Aproximadamente 2,5 bilhões de indivíduos, em cerca de 100 países, estão em risco 

de contrair a infecção e estima-se que ocorram anualmente cerca de 100 milhões de 
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casos de dengue clássico e mais de 500 mil casos de dengue hemorrágico, com 

letalidade de até 10% (Halstead, 2007). Nas últimas décadas têm-se observado um 

incremento significativo na atividade epidêmica, expansão da distribuição geográfica, 

transmissão contínua de vários tipos e emergência de dengue hemorrágico em áreas 

onde a doença não era prevalente. Um dos eventos mais importantes dos últimos anos 

tem sido o aumento do número de casos da forma hemorrágica nas Américas e o 

aumento dos casos com manifestações clínicas não-usuais do dengue. (Holmes, 

1998).  

           No Brasil, desde a introdução do vírus do tipo 1 (DENV-1), em 1986, no Rio 

de Janeiro, ocasião em que ocorreu epidemia explosiva de doença febril aguda com 

mais de 3 milhões de infecções, a situação desta arbovirose vem continuamente se 

agravando e isto, conseqüentemente, representa um fracasso para nosso sistema de 

saúde (Figueiredo, et al, 1990). Em 1987, DENV-1 espalhou-se pela costa nordeste do 

Brasil causando gigantescas epidemias. Em 1991, o vírus do dengue tipo 2 (DENV-2) 

inicia grande surto no Rio de Janeiro e pela primeira vez, começam a ser observados 

casos da forma hemorrágica. Estes casos eram principalmente associados a infecções 

secundárias, ou seja, indivíduos que tiveram DENV-1 e posteriormente DENV-2. 

DENV-2 espalhou-se por todo o Brasil produzindo epidemias de doença febril aguda 

e dezenas de casos de dengue hemorrágico, muitos fatais, em Fortaleza, Maceió, 

Natal e Recife. Desde então o dengue torna-se endêmico com os 2 tipos circulando 

simultaneamente ou alternando-se em epidemias sucessivas por todas as regiões do 

Brasil, em cidades infestadas por Aedes aegypti. Em 1997, o Ministério da Saúde 

tentou implantar um programa ambicioso de erradicação do mosquito Aedes aegypti e 

que fracassou completamente. A partir de 1998, as epidemias de dengue agravaram-se 

assustadoramente no Brasil. São centenas de milhares de casos notificados todo ano e 

casos de dengue hemorrágico surgindo de forma crescente (Figueiredo, 2003), 
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(Fonseca, 2006). A partir de 2001, o dengue tipo 3 (DENV-3) foi introduzido no Rio 

de Janeiro e em 2002, explodiu gigantesca epidemia no Brasil. Mais de 800 000 casos 

foram notificados em 2002 e centenas de casos de dengue hemorrágico ocorreram 

com cerca de 100 óbitos (Ministério da Saúde, Informes sobre dengue, 2003 e 2007). 

Em 2005 e 2006, todo o Brasil viveu grande epidemia de DENV-3 com centenas de 

milhares de casos de febre do dengue, milhares de casos de dengue hemorrágico e 

centenas de óbitos (Ministério da Saúde, Informes sobre dengue, 2003 e 2007). Em 

2007, ocorreu grande epidemia de DENV-3 em Matogrosso do Sul. Até a 18ª semana 

de 2007 foram notificados 247.121 casos no país, o que representa um aumento de 

cerca de 29,58% quando comparado com o mesmo período de 2006. Em 2008 ocorreu 

enorme surto por dengue tipo 2 no Rio de Janeiro (Ministério da Saúde, Informe sobre 

Dengue, 2008). Finalmente, divulgou-se a ocorrência do dengue tipo 4 (DENV-4) em 

Manaus (Figueiredo, et al, 2008).  O número de casos confirmados acumulados no 

Brasil de 1981 a 2009 ultrapassou 5 milhões. Em relação ao dengue hemorrágico, a 

situação é de extrema preocupação devido ao aumento impressionante no número de c 

sos nos últimos anos (PAHO, 2007).  

 

1.3 Os mosquitos 

 Atualmente, são conhecidos cerca de três e meio milhares de espécies de 

dípteros nematoceros (mosquitos e pernilongos) da família Culicidae, que estão 

distribuídas por todo o mundo, excetuando, apenas, regiões permanentemente 

congeladas como a do continente Antártico. Mosquitos e pernilongos atuam como 

vetores na transmissão de uma enorme quantidade de microorganismos. Dentre estes 

microorganismos destacam-se vírus, protozoários e helmintos.                       

   A infecção dos culicídeos por vírus tem início na luz do trato digestivo ao 

ingerirem o plasma ou células sanguíneas infectadas. A replicação viral nas células do 
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trato digestivo médio costuma ser imediata acompanhando a digestão dos alimentos.              

Quando esta replicação não ocorre diz-se que há uma barreira entérica à replicação 

viral o que significa incompetência vetorial do artrópodo para aquele microorganismo 

(Nuttall, et al, 1994). Estudos mostram que a forma mais eficiente de infecção dos 

dípteros nematoceros com arbovirus é a co-alimentação destes em um vertebrado 

juntamente com outro culicideo infectado (Nuttall, et al, 1994). Os culicídeos mantêm 

o arbovírus na natureza participando de seus ciclos habituais vetor-reservatório e 

também, transmitindo-os de forma transovariana à prole, mantendo infectivas várias 

gerações destes animais, bem como transmitindo o vírus para seus estádios 

posteriores de desenvolvimento. Supõe-se que a transmissão transovariana é 

fenômeno que ocorre em pequena quantidade dentre as tribos dos culicídeos na 

natureza. Experimentos em laboratório sobre transmissão transovariana dos 4 tipos de 

vírus do dengue, por Aedes aegypti e Aedes albopictus observando que o fenômeno 

era freqüente e mantinha-se por mais de duas gerações (Gubler,  Rosen, 1983), 

(Rosen, et al, 1983). 

           A transmissão viral por artrópodos dá-se, mais frequentemente, pela saliva que 

é secretada durante a alimentação destes animais. As glândulas salivares dos 

culicídeos tem grandes dimensões e estes possuem na saliva substancias com 

atividade anti-hemostática, vasodilatadora, anti-inflamatória e imunossupressora. Sob 

efeito da saliva, o vírus penetra em tecidos do vertebrado com capacidade reativa 

reduzida à infecção (Nuttall, et al, 1994). 

              Associado à adaptabilidade destes vetores a diversos hospedeiros incluindo o 

homem, animais domésticos e, ainda, animais silvestres em domesticação, mantêm-se 

ou mesmo aumenta o nicho ecológico onde ocorrem arboviroses. Também, tem sido 

observado que nem sempre a relação dos arbovírus com artrópodos é benéfica a 

ambos. Há casos em que arbovírus podem matar seus vetores mosquitos adultos. O 
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virus ao infectar o mosquito pode causar distúrbios fisiológicos de digestão e 

salivação (Lambrechts, 2009), danos a tecidos durante a replicação viral 

(Vaidyanathan, Scott, 2006) e levar a espécie a baixas taxas de natalidade 

(Lambrechts,  2009). 

Finalmente, cabe lembrar que, tão importante quanto as pesquisas 

emergenciais durante os surtos das doenças por arbovírus, são os estudos fora do 

contexto epidêmico. Em geral, com base nestes estudos é que podem-se definir os 

nichos ecológicos de Flavivirus e tomar medidas preventivas evitando, desta forma, a 

morte de muitas pessoas. 

 

1.4 Reação em cadeia da polimerase e sequenciamento nucleotídico 

      Um método diagnóstico de infecções por Flavivirus que possui grande 

sensibilidade e praticidade é a reação em cadeia pela polimerase (Mullis, et al, 1986) 

que deve ser precedida de transcrição reversa no caso dos vírus de RNA, 

transformando seus genomas em DNAc, trata-se da RT-PCR. A transcrição reversa, 

que utiliza transcriptase reversa oriunda de retrovirus, possibilita amplificar, in vitro, 

fragmento do RNA viral. Utiliza-se na PCR enzima termoestável, em presença de 

oligonucleotideos e primers (iniciadores), que determinam a região à ser amplificada. 

Em nosso meio, a RT-PCR vem sendo utilizada para detecção genômica diagnóstica de 

vários vírus de RNA (De Paula, et al, 2002), (Moreli, et al, 2002),( Bronzoni, 2004).  

       O seqüenciamento nucleotídico de produtos amplificados pela RT-PCR, 

denominados amplicons, permite analisar comparativamente as seqüências obtidas 

com as de vários Flavivirus previamente conhecidos (Batista, et al, 2001), ( Baleotti, 

et al, 2003), ( Kuno, et al, 1998). 

        Nos anos 70, (Maxam, et al, 1977) desenvolveram os métodos químicos 

pioneiros para sequenciar fragmentos de DNA. Nesta mesma década, Sangers e cols, 
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1978, divulgaram uma versão melhorada do método, utilizando finalizadores 

dideoxinucleotideos. Estes finalizadores 2´, 3´dideoxinucleotídeos trifosfatos 

(ddNTPS), não possuem o radical 3´hidroxil que permite a continuação da cadeia de 

ácidos nucléicos e portanto, quando inseridos pela polimerase, interrompem a cadeia 

de DNA. Finalizadores dideoxinucleotideos C, G, T e A marcados com isótopos 

radioativos ou, mais recentemente, com substâncias fluorescentes, podem ser 

utilizados em uma PCR que em seguida tem as seqüências interrompidas separadas, 

segundo o tamanho, por eletroforese, sendo seu dideoxinucleotideo fluorescente 

terminal detectado. Em suma, as seqüências são montadas em computador acoplado 

ao equipamento leitor para que seja obtida a real seqüência do produto em teste. A um 

aparelho contendo este conjunto de equipamentos acoplados denominamos 

seqüenciador de nucleotídios.  Para a reação de seqüenciamento, amplicons podem ser 

seqüenciados diretamente após processo de purificação ou clonados em vetor 

plasmidial antes do procedimento (Batista, 2001), ( Baleotti, 2003).  

   

1.5 Justificativa para o trabalho  

Considerando que existem poucos estudos sobre níveis de infecção por 

Flavivirus em seres humanos, animais domésticos, silvestres e vetores:  

-   É importante conhecer a diversidade genética destes vírus e de seus vetores. 

- É dever da Universidade, no caso o Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade de São Paulo, estudar os potenciais vetores e Flavivirus causadores de 

enfermidades em nosso Estado e no Brasil. 

      Assim, idealizou-se este estudo para conhecer a infecção por arbovírus do gênero 

Flavivirus, entre os Culicídeos de diferentes regiões do Brasil. Desta forma, seria 

possível conhecer Flavivirus pouco comuns que ocorrem em distintas regiões do país, 

além das tradicionais flaviviroses causadoras de doença humana, como a do dengue e 
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6  Conclusões 
 
 
- A metodologia de detecção gênero-específica de Flavivirus por RT-PCR, 

seguida de multiplex-nested-PCR espécie-específica mostrou-se adequada ao estudo 

com culicídeos. 

- Amplificaram-se genomas de Flavivirus em 16 (6%) dos 264 lotes de 

culicídios estudados. 

- Vírus do dengue tipo 1 e tipo 2 foram encontrados infectando Aedes aegypti 

oriundos de, Santos em 1999, Manaus em 2005-2006 e Foz do Iguaçu, locais onde 

ocorreram epidemias por estes vírus.  

- Vírus do dengue tipo 2 e tipo 3 foram encontrados infectando Aedes 

albopictus oriundos de Santos em 1999 e Manaus em 2005-2006, sugerindo que este 

mosquito possa participar na transmissão de dengue no Brasil.  

- Vírus do dengue tipo 3 foi encontrado infectando larvas de Aedes albopictus 

oriundas de Santos em 1999, mostrando a ocorrência, em natureza, de transmissão 

vertical deste vírus, provavelmente, transovariana.  

- Vírus do dengue tipo 1 foi encontrado infectando Haemagogus sp. oriundos da 

Bahia, sugerindo uma possível existência de ciclo silvático deste vírus no Brasil.  

- Aedes aegypti do Amazonas foram observados infectados com o vírus Cacipacoré, 

causador de doenca febril aguda humana e cuja transmissão por este vetor poderia 

causar grandes epidemias urbanas. 
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