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RESUMO 

 

O Virus Oropouche (VORO; Bunyaviridae, Orthobunyavirus) é um dos mais 

importantes arbovírus que infecta humanos na Amazônia brasileira, e é 

causador da febre do Oropouche. Entre 1961 e 2009, um grande número de 

epidemias foi registrado em diferentes centros urbanos dos Estados Brasileiros 

do Acre, Amapá, Amazonas, Maranhão, Pará, Rondônia e Tocantins, e 

também no Panamá, Peru e Trinidad & Tobago. Este trabalho teve por objetivo 

desenvolver um estudo retrospectivo dos aspectos epidemiológicos e 

moleculares do VORO enfatizando sua distribuição, a dinâmica das epidemias 

ocorridas no período, bem como a dispersão de diferentes genótipos na 

América Latina e no Brasil como contribuição à epidemiologia molecular do 

VORO. Para tanto 66 isolamentos do VORO pertencentes ao acervo do 

Instituto Evandro Chagas foram propagados em camundongos e em cultura de 

células VERO, seguida da extração do RNA viral e obtenção do cDNA por RT-

PCR; os amplicons foram purificados e submetidos ao sequenciamento 

nucleotídico para análises moleculares e evolução, incluindo o rearranjo 

genético, estudo de relógio molecular e análise de dispersão viral. Foi 

demonstrada a presença de quatro linhagens distintas do VORO na Amazônia 

brasileira (genótipos I, II, III e IV), sendo os genótipos I e II, respectivamente os 

mais frequentemente encontrados em áreas da Amazônia ocidental e oriental. 

Esses e o genótipo III estão constantemente evoluindo, mediante o mecanismo 

“boom and boost” que resulta na emergência seguida de substituição das 

sublinhagens (subgenótipos) circulantes por outras mais recentes. O genótipo 
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III do VORO, previamente encontrado somente no Panamá, foi descrito na 

Amazônia e Sudeste do Brasil. Os dados obtidos pela análise filogenética 

comparativa das topologias para os segmentos PRNA e MRNA sugerem que o 

VORO utiliza o rearranjo genético como mecanismo de geração de 

biodiversidade viral, sendo o genótipo I o mais estável e o II o mais instável e, 

portanto, mais sensível às pressões evolutivas; foi reconhecido um novo 

genótipo do VORO neste estudo em amostras isoladas em Manaus no ano de 

1980, que foi denominado de genótipo IV. O estudo do relógio molecular 

mostrou que a emergência do VORO se deu no Estado do Pará provavelmente 

há 223 anos e daí ao longo dos anos se dispersou pela PanAmazônia bem 

como para o Caribe, sendo que o genótipo I foi o que originou os demais 

genótipos do VORO. 

 

 

 

Palavras Chave: Vírus Oropouche. Epidemiologia molecular. Genótipos. 

Rearranjo genético. Dispersão viral. 
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ABSTRACT 

 

Oropouche Virus (OROV; Bunyaviridae, Orthobunyavirus) is one of most 

important arbovirus which infects humans in the Brazilian Amazon, and is also 

the causal agent of Oropouche fever. Between 1961 and 2009, dozens of 

epidemics were registered in several urban centers of the Brazilian states of 

Acre, Amapá, Amazonas, Maranhão, Pará, Rondônia and Tocantins, and also 

in Panama, Peru and Trinidad & Tobago. This work aimed to develop a 

retrospective epidemiologic and molecular study of OROV emphasizing its 

distribution, epidemic dynamics in the period, as well as the dispersion of the 

OROV genotypes in Brazil and other Latin American countries as a contribution 

to understanding of the molecular epidemiology of it. A total of 66 OROV 

isolates of the Instituto Evandro Chagas collection were growth into VERO cells 

and suckling mice; then, RNA was extracted and cDNA prepared by RT-PCR; 

the amplicons were purified and submitted to nucleotide sequencing to further 

molecular and evolution analyzes including genetic reassortment, molecular 

clock and viral dispersion. It was demonstrated the circulation of four different 

genetic lineages of OROV in the Brazilian Amazon (genotypes I, II, III, and IV); 

the genotypes I and II were respectively the most distributed OROV genotypes 

in Occidental and Oriental Amazon areas. These and the genotype III have 

been continuously under evolution pressure and changing by the mechanism 

“boom and boost” which result in an emergence of new OROV sub-genotypes 

that replace the older circulating sub-lineages in an area. The genotype III 

which was previousouly recognized in Panama it was identified in the Amazon 
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and Southeast regions. The results obtained by the comparative phylogenetic 

analyses of the SRNA and MRNA topologies suggest that OROV uses the 

genetic reassortment as mechanism to further generate its viral biodiversity, 

and the genotype I is the most stable, while the genotype II is the most 

unstable, and therefore under higher evolutionary pressure; it was recognized a 

new OROV genotype in this study, the genotype IV. The molecular clock 

analysis showed that OROV emerged in Pará State approximately 223 years 

ago, and along of the years did its dispersal and evolution through the Pan-

Amazon as well as to the Caribbean and Central America regions, and the 

genotype I was responsible by the emergence of all other OROV genotypes. 

 

 

 

Keywords: Oropouche Virus. Molecular epidemiology. Genotypes. Genetic 

reassortment. Viral dispersion. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS SOBRE ARBOVÍRUS  

 

A região Amazônica, dentro de sua vasta abrangência territorial, é 

contemplada com uma enorme biodiversidade ainda pouco conhecida. De 

modo geral, apresenta clima tropical úmido, muito embora existam variações 

climáticas em áreas específicas determinadas por fatores meteorológicos e 

geográficos (Travassos da Rosa et al., 1997). 

Essa região compreende uma das maiores bacias hidrográfica do 

mundo onde coabitam inúmeras espécies de vertebrados silvestres e de 

dípteros hematófagos que servem, respectivamente, como hospedeiros e 

vetores para muitos agentes patogênicos, dentre os quais os arbovírus 

(Causey et al., 1961). Os arbovírus, termo derivado da expressão inglesa 

arthropod-borne virus, são agentes virais ecologicamente distintos com uma 

característica comum que é a transmissão biológica por artrópodes 

hematófagos; esses vírus apresentam uma distribuição cosmopolita, mas com 

maior prevalência nas regiões tropicais (Pinheiro et al., 1997). 

Os arbovírus apresentam um ciclo complexo em natureza, 

envolvendo a transmissão biológica entre hospedeiro vertebrado susceptível e 

artrópode hematófago, ou entre hospedeiros artrópodes pela via transovariana, 

e, possivelmente, pela via venérea.  Multiplicam-se e produzem viremia em 

hospedeiros vertebrados e, ainda, multiplicam-se em tecidos de artrópodes, 

sendo transmitidos a novos vertebrados susceptíveis através da picada do 
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artrópode infectado, após um período de incubação extrínseco (WHO, 1985). 

Os arbovírus possuem genomas constituídos por ácido ribonucléico (RNA), 

exceto pelo vírus da febre suína africana que apresenta ácido 

desoxirribonucléico (DNA) como material genético. O genoma de RNA dos 

arbovírus pode ser segmentado ou não, bem como apresentar-se com uma ou 

duas fitas, e polaridade positiva, negativa ou ambisenso (Fauquet et al., 2005). 

Atualmente 537 arbovírus encontram-se registrados no Catálogo 

Internacional de Arbovirus e certos outros vírus isolados de vertebrados 

(Karabatsos et al., 2002), dos quais 135 foram isolados originalmente na África, 

78 na Ásia, 35 na Europa, 229 nas Américas, e 60 na Oceania (Fauquet et al., 

2005).  

Na Amazônia brasileira, durante o período de 1954 a 2006 foi 

possível o isolamento de pelo menos 196 tipos diferentes de arbovírus, 

distribuídos em diversas famílias de vírus e outros vírus de vertebrados (Figura 

1).  Desse total, 160 foram isolados pela primeira vez no Brasil, com pelo 

menos 100 tipos novos para o mundo (Travassos et al.,1986; Martins et al., 

2007; P.F.C. Vasconcelos, comunicação pessoal). Trinta e quatro arbovírus já 

foram associados com infecção em humanos, alguns inclusive ocasionando 

quadros graves que podem levar a morte (Vasconcelos et al., 1992; Travassos 

da Rosa et al., 1997; Pinheiro et al., 1998; Vasconcelos et al., 2001).  
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Figura 1 - Distribuição dos 196 tipos diferentes arbovírus e outros vírus de 

vertebrados isolados na Amazônia Brasileira, segundo a família viral e vírus 

não grupados. 

Fonte: Seção de Arbovirologia e Febres Hemorrágicas, IEC. 

 

 

A maioria dos arbovírus é encontrada em ambientes silvestres, no 

entanto a presença desses agentes virais tem sido notada periodicamente em 

ambientes urbanos como podemos constatar na Amazônia brasileira, pelas 

epidemias causadas pelos Vírus dengue (VDEN) e Vírus Oropouche (VORO). 

Em geral os arbovírus causam doença de evolução autolimitada sem morte ou 

incapacitação; no entanto, alguns arbovírus podem causar sérios quadros 

clínicos que podem inclusive ocasionar a morte ou a incapacitação permanente 

do paciente (Travassos da Rosa et al., 1997). 
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Os arbovírus podem ocorrer de forma endêmica ou epidêmica e 

alguns como, por exemplo, O VORO, o Vírus Mayaro (VMAY), o VDEN e o 

Vírus da febre amarela (VFA), que circulam na Amazônia, são capazes de 

causar sérios problemas de saúde pública, pois, além de estarem associados 

às epidemias, são também responsáveis por considerável morbidade e/ou 

letalidade (VDEN e VFA) em seres humanos no Brasil e também no exterior 

(Vasconcelos et al., 1992; 1998). 

A distribuição geográfica dos arbovírus é ampla, tanto nas regiões 

tropicais como nas temperadas. Entretanto, observa-se predominância dos 

arbovírus nas regiões tropicais, certamente por oferecerem condições 

ecológicas mais favoráveis. Na Amazônia, os arbovírus têm sido isolados em 

praticamente todos os Estados da região, porém com maior ocorrência no 

Estado do Pará (Figura 2), provavelmente devido aos estudos terem sido 

realizados principalmente nesse, do que uma maior prevalência dos arbovírus 

(Travassos da Rosa et al., 1988). 
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Figura 2 - Mapa da região Amazônica brasileira mostrando os locais prováveis 

de isolamento original dos 196 tipos diferentes de arbovírus, a maioria no Estado do 

Pará, onde foram isolados e caracterizados 176 tipos diferentes de arbovírus. 

Fonte: Seção de Arbovirologia e Febres Hemorrágicas – IEC. 
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1.2 FAMÍLIA BUNYAVIRIDAE 

 

O Virus Bunyamwera (VBUN) foi originalmente isolado a partir de um 

lote de mosquitos do gênero Aedes em Uganda, África, durante estudos sobre 

febre amarela realizados em 1943 (Smithburn et al., 1946). O isolamento do 

VBUN, aparentemente um evento insignificante, abriu as portas para o 

estabelecimento de uma das maiores famílias virais, a família Bunyaviridae. 

Após o isolamento do VBUN, reconhecido como o protótipo da família, outros 

arbovírus foram descritos e incluídos em um grupo sorológico distinto (grupo C) 

dos grupos clássicos até então descritos, os grupos A e B dos arbovírus que, 

hoje correspondem respectivamente, aos gêneros Alphavirus e Flavivirus 

(Casals, 1963; Karabatsos,1985) Durante as décadas seguintes, estudos 

sorológicos detalhados, juntamente com análises bioquímicas e morfológicas, 

proporcionaram o estabelecimento do supergrupo Bunyamwera que incluía  

distintos grupos de vírus antigenicamente relacionados (Murphy et al., 1973).  

 A família Bunyaviridae foi formalmente estabelecida em 1975 e 

atualmente é constituída por quatro gêneros cujos membros infectam animais, 

(Orthobunyavirus, Phlebovirus, Nairovirus e Hantavirus) e um gênero 

(Tospovirus) cujos membros infectam plantas (Fauquet et al., 2005). A maioria 

dos vírus desta família é transmitida por artrópodes, primariamente mosquitos, 

carrapatos, phlebotomíneos ou maruins. Os hantavírus por outro lado são 

transmitidos por aerossol das excretas de roedores contaminados com esses 

vírus. 
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1.3 GÊNERO ORTHOBUNYAVIRUS 

 

Segundo o oitavo relatório do Comitê Internacional de Taxonomia 

Viral (Fauquet et al., 2005) atualmente o gênero Orthobunyavirus compreende 

o total de 166 vírus, dentre tipos e subtipos, distribuídos em 48 espécies virais. 

Ademais, o gênero apresenta três vírus como espécies tentativas de inclusão, 

além de 22 vírus não classificados. A maioria desses vírus é transmitida por 

mosquitos e possui a habilidade de se replicar em uma grande variedade de 

hospedeiros vertebrados. Baseado em testes sorológicos, os vírus 

pertencentes ao gênero Orthobunyavirus têm sido classificados em pelo menos 

18 sorogrupos distintos.  

 

Quadro 1 – Distribuição dos principais membros do gênero Orthobunyavirus 

em grupos antigênicos de acordo com distribuição geográfica e tipo de vetor. 

Grupo 
sorológico 

Vírus 
Distribuição 
geográfica 

Principal vetor 

Anopheles A    Predominantemente na 

América do Sul, mas 

também na América do 

Norte 

Mosquitos 

  Tacaiuma América do Sul Mosquitos 

  Virgin River América do Norte Mosquitos 

Anopheles B    América do Sul Mosquitos 
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Quadro 1 – Distribuição dos principais membros do gênero Orthobunyavirus 

em grupos antigênicos de acordo com distribuição geográfica e tipo de vetor  

(continuação) 

Grupo 
sorológico 

Vírus 
Distribuição 
geográfica 

Principal vetor 

  Anopheles B América do Sul Mosquitos 

Bakau    Predominantemente na 

Ásia, mas também na 

África  

Mosquitos 

  Bakau Ásia Mosquitos 

Bunyamwera   Américas, África, Ásia e 

Europa 

Predominantemente Mosquitos; 

também Culicoides 

  Bunyamwera África Mosquitos 

  Cache Valley América do Norte Mosquitos 

  Fort Sherman América do Sul Mosquitos 

  Germiston África Mosquitos 

  llesha África Mosquitos 

  Kairi América do Sul Mosquitos 

  Main drain América do Norte Mosquitos, Culicoides 

  Shokwe África Mosquitos 

  Wyeomyia América do Sul Mosquitos 

  Xingu América do Sul Mosquitos 

Bwamba    África Mosquitos 

  Bwamba África Mosquitos 

  Pongola África Mosquitos 

Gupo C   América do Sul e NA Mosquitos 

  Apeu América do Sul Mosquitos 

  Caraparu América do Sul e 

América do Norte 

Mosquitos 

  Itaqui América do Sul Mosquitos 

  Madrid América do Norte Mosquitos 

  Marituba América do Sul Mosquitos 

  Murutucu América do Sul Mosquitos 

  Nepuyo América do Sul e 

América do Norte 

Mosquitos 
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Quadro 1 – Distribuição dos principais membros do gênero Orthobunyavirus 

em grupos antigênicos de acordo com distribuição geográfica e tipo de vetor. 

(continuação) 

Grupo 
sorológico 

Vírus Distribuição geográfica 
Principal 

vetor 
  Oriboca América do Sul Mosquitos 

  Ossa América do Norte Mosquitos 

  Restan América do Sul Mosquitos 

California    Américas, Europa, África Mosquitos 

  California 

encephalitis 

América do Norte Mosquitos 

  Guaroa América do Sul e América do Norte Mosquitos 

  Inkoo Europa Mosquitos 

  Jamestown 

Canyon 

América do Norte Mosquitos 

  La Crosse América do Norte Mosquitos 

  Snowshoe hare América do Norte Mosquitos 

  Tahyna (Lumbo) Europa (África) Mosquitos 

Capim    Américas Mosquitos 

  Capim América do Sul Mosquitos 

Gamboa      Mosquitos 

  Gamboa América do Sul Mosquitos 

Guama    Américas Mosquitos 

  Catu América do Sul Mosquitos 

  Guama América do Sul e América do Norte Mosquitos 

Koongol    Austrália Mosquitos 

  Koongal Austrália Mosquitos 

    

    

Minatitlan    Américas Mosquitos 

  Minatitlan América do Norte Mosquitos 

Nyando    África Mosquitos 

  Nyando África Mosquitos 
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Quadro 1 – Distribuição dos principais membros do gênero Orthobunyavirus 

em grupos antigênicos de acordo com distribuição geográfica e tipo de vetor. 

(continuação) 

 
Grupo 

sorológico 
Vírus 

Distribuição 
geográfica 

Principal vetor 

Olifantsvlei   África Mosquitos 

  Olifantsvlei África Mosquitos 

Patois    Américas Predominantemente Mosquitos, 

carrapatos 

  Patois América do Norte Mosquitos 

  Estero Real América do Norte Carrapatos 

Simbu    Américas, Asia, 

Austrália, África 

Culicoides, mosquitos 

  Akabane África,Á Asia, 

Austrália 

Culicoides, mosquitos 

  Ingwavuma África, Ásia Mosquitos 

  Oropouche América do Sul Culicoides, mosquitos 

 Buttomwillow  América do Norte Culicoides, varripennis 

 Face's 

Paddock 

Austrália Culex annulirostris 

Tete    África, Europa, 

América do Norte 

Predominantemente carrapatos, 

Culicoides 

  Bahig África, Europa Carrapatos 

  Weldona América do Norte Culicoides 

Turlock    África, Américas, 

Ásia, Europa 

Mosquitos 

  Turlock América do Sul 

América do Norte  

Mosquitos 

 

Fonte: Fauquet et al., 2005  

 

Um dos maiores grupos sorológicos desse gênero é o grupo Simbu, 
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cujo nome corresponde ao protótipo, Virus Simbu (SAAr 53) arbovírus isolado 

em 1955 na África do Sul a partir de um lote de mosquitos Aedes 

circumluteolus  (Karabatsos,1985). Este grupo, inicialmente descrito por Casals 

(1957), atualmente inclui 25 vírus antigenicamente relacionados, que tem sido 

isolado em todos os continentes, exceto Europa (Calisher, 1996).  A 

classificação dos vírus pertencentes ao sorogrupo Simbu tem sido realizada 

com base no relacionamento antigênico mediante aplicação de testes de 

inibição da hemaglutinação (IH), fixação de complemento (FC) e neutralização 

(N). Segundo Kinney & Calisher (1981), o sorogrupo Simbu encontra-se 

subdividido em cinco complexos antigênicos denominados: Simbu, Manzanilla, 

Oropouche, Thimiri e Nola. O VORO está incluído no complexo Oropouche 

juntamente com vírus Utinga, vírus Jatobal, vírus Utive, vírus Buttomwillow e 

vírus Face’s Paddock (Fauquet et al., 2005). 

 

1.4 O VIRUS OROPOUCHE (VORO) 

 

1.4.1 Histórico 

 

O VORO é um dos mais importantes arbovírus que infectam o 

homem na Amazônia brasileira, sendo superado em número de casos somente 

pelo vírus da dengue e, é o agente causador da febre do Oropouche (Pinheiro 

et al., 1994). O primeiro caso de febre do Oropouche foi descrito em Trinidad & 

Tobago no ano de 1955; o vírus foi isolado do sangue de um paciente febril 

residente no vilarejo denominado Vega de Oropouche, bem como de um lote 
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de mosquitos Coquillettidia venezuelensis (Anderson et al., 1961). No Brasil, o 

vírus foi isolado pela primeira vez em 1960 a partir do sangue de uma preguiça 

da espécie Bradypus trydactilus capturada em uma área silvestre, durante a 

construção da rodovia Belém-Brasília e, também, a partir de um lote de 

mosquitos Ochlerotatus serratus capturados próximo a mesma área (Pinheiro 

et al., 1962).  

No ano seguinte, o vírus foi detectado na capital paraense, ocasião 

em que uma grande epidemia de febre do Oropouche foi registrada, tendo sido 

estimado que cerca de 11.000 pessoas fosse afetada pela doença (Pinheiro et 

al., 1962). A partir desse episódio, o VORO demonstrou seu potencial 

epidêmico e muitas outras epidemias foram registradas em diferentes centros 

urbanos dos estados do Acre, Amapá, Amazonas, Maranhão, Pará, Rondônia e 

Tocantins (Pinheiro et al., 2004). Fora do Brasil, epidemias causadas pelo 

VORO foram descritas no Panamá em 1989 (Evelia Quiroz et al.,1989 - dados 

não publicados; Pinheiro et al., 2004), bem como na Região Amazônica 

Peruana nos anos de 1992 e 1994 (Chávez et al., 1992; Watts et al., 1997). 

Recentemente, o VORO foi detectado nos municípios paraenses de 

Parauapebas, Porto de Moz, Igarapé Açu, Magalhães Barata e Maracanã, 

estas três últimas localidades pertencente à Zona Bragantina, região em que o 

vírus foi detectado pela primeira vez na década de 1970 (Azevedo et al.,2007; 

Vasconcelos et al., 2009), bem como em Mazagão no Amapá, Altamira, Santa 

Bárbara e outros municípios no Estado do Pará (Vasconcelos et al., dados não 

publicados) 
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1.5 ASPECTOS CLÍNICOS 

 

A febre do Oropouche clinicamente se manifesta sob a forma de 

um quadro febril agudo, que costuma ser acompanhado por cefaléia, mialgias, 

artralgias, anorexia, tontura, calafrios e fotofobia. Alguns pacientes apresentam 

exantema morbiliforme que lembra o da rubéola, sendo também descritos em 

alguns pacientes náuseas, vômitos, diarréia, congestão conjuntival, dor 

epigástrica e dor retro ocular e outras manifestações sistêmicas (Pinheiro et al., 

1981a).   

Alguns dias após o término do episódio febril inicial, comumente 

se observa a recorrência dos sintomas, porém, em geral, com menor 

intensidade. Alguns pacientes podem exibir um quadro de meningite asséptica 

(Pinheiro et al.,1982 b). A recuperação dos enfermos é completa, sem sequelas 

aparentes, mesmo nos casos mais graves. Não existe registro de letalidade 

comprovadamente determinada pela febre do Oropouche (Pinheiro et al., 

1982b; Pinheiro et al., 2004). 

 

1.6 PATOGENIA 

 

Pouco se conhece a respeito da patogênese do VORO. Não são 

conhecidas fatalidades causadas por esse agente e, portanto, não há dados de 
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autópsia disponíveis sobre lesões causadas em tecidos humanos, 

desconhecendo-se a patogenia da febre do Oropouche (Pinheiro et al., 1998) 

Os únicos achados relatados decorre de estudos experimentais e 

correspondem a alterações ultraestruturais – necrose de hepatócitos – em 

fígado de hamsters inoculados por via intracerebral (Araujo et al., 1978). 

Estudos realizados em hamsters inoculados por via subcutânea, tentando 

simular a infecção natural, demonstrou que o VORO causa viremia e que 

possui marcante tropismo por fígado e cérebro com altos títulos virais nesses 

órgãos (Pinheiro et al., 1982). De fato, cérebro e fígado dos animais com 

infecção clínica, apresentaram encefalite e hepatite severas, e que constituem 

componentes patológicos importantes da infecção. A imunohistoquimica 

demonstrou marcação de inúmeras células no cérebro e fígado incluindo 

respectivamente abundantes neurônios e hepatócitos infectados (Rodrigues, 

2004). 

 

 

1.7 ESTRUTURA VIRAL 

 

1.7.1 Morfologia 

 

Apesar de não haver estudos específicos de microscopia eletrônica em 

tecidos humanos para o VORO, acredita-se que suas partículas virais 

assumam morfologia similar a observada para os demais ortobunyavírus. 

Estudos ao nível de microscopia eletrônica para o Virus La Crosse (VLAC) 
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(Obijeski et al., 1976), mostraram que as partículas desse vírus são esféricas 

medindo entre 80 a 110 nm de diâmetro, sendo envolvidas por um envelope 

lipídico. O envelope viral deriva de membranas do complexo de Golgi, e 

ocasionalmente da membrana plasmática celular. Internamente, a partícula 

viral encerra três segmentos de RNA de tamanhos diferentes e que se 

encontram, individualmente, ligada a uma proteína L (possível RNA polimerase 

viral dependente de RNA) e que são circundados por uma proteína 

denominada N (nucleocapsídeo), originando deste modo três nucleoproteínas 

conforme demonstrado na Figura 3 (Murphy et al., 1973; Murphy, 

1996;Buchen-Osmond, 2003). 

Figura 3 – Representação esquemática da partícula de orthobunyavirus 

evidenciando os três segmentos de RNA (PRNA, MRNA e GRNA) associados 

à proteína L. Circundando cada molécula de RNA, observa-se a proteína N, e 

no detalhe, as duas glicoproteínas Gn e Gc emergindo do envelope (E). 

Fonte: Adaptado de Fauquet et al., 2005 

 

G-RNA 

P-RNA 

E 

M-RNA 
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1.7.2  Ácido nucléico  

 

O VORO apresenta como os demais orthobunyavirus, seu genoma 

composto por três segmentos de RNA de fita simples, polaridade negativa, 

denominados Pequeno (Small; PRNA), Médio (Medium; MRNA) Grande (Large; 

GRNA), os quais são responsáveis pela formação das proteínas estruturais de 

nucleocapsídeo (N) e glicoproteínas de superfície (Gn e Gc), bem como das 

proteínas não estruturais NSs, NSm e L, esta última uma possível RNA 

polimerase viral dependente de RNA. 

O tamanho do genoma do VORO varia conforme o segmento 

genômico (Figura 4). O segmento PRNA é constituído por 754 nucleotídeos 

(nt), enquanto que os segmentos M e L possuem 4.385 e 6.846 nt, 

respectivamente (Saeed et al., 2000; Aquino et al., 2003; Aquino et al., 2004). 

Os três fragmentos de RNA genômicos apresentam ao longo de suas 

extremidades 3’ e 5’ localizadas em regiões não codificantes (RNC), onze nt 

altamente conservados e complementares, o que proporciona circularização e 

a conformação helicoidal das moléculas de RNA, gerando consequentemente, 

um melhor acomodamento espacial no interior da estrutura viral (Clerx-Van 

Haaster & Bishop, 1980; Clerx-Van Haaster et al., 1982a; Clerx-Van Haaster et 

al., 1982b; Raju & Kolakofsky, 1989). 
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3’ 754 nts 5’

N  26  KDa

NSs11 KDa

Gn NSm Gc

32KDa 18 KDa 111 KDa

3’ 4385 nts 5’

L  261KDa

3’ 6846 nts 5’

Segmento P Segmento M Segmento G

261KDa

3’ 754 nts 5’

N  26  KDa

NSs11 KDa

Gn NSm Gc

32KDa 18 KDa 111 KDa

3’ 4385 nts 5’

L  261KDa

3’ 6846 nts 5’

Segmento P Segmento M Segmento G

261KDa

 
Figura 4 - Organização genômica do VORO. Os RNAs genômicos estão 

representados pelas linhas finas, sobre as quais se encontra o número de 

nucleotídeos de cada segmento. Os mRNAs são mostrados como setas (as 

setas indicam a origem do iniciador da sequência 3' para a extremidade 5'). Os 

produtos dos gene, aparecem com seus tamanhos em KDa. 

Fonte: Adaptado de Fauquet et al., 2005 

 

 

1.7.3 Organização genômica  

 

O VORO apresenta ao longo de seus segmentos de RNA genes 

orientados no sentido 3’ → 5’ que codificam proteínas estruturais e/ou não 

estruturais em suas sequências complementares. O segmento GRNA codifica 

em uma única cadeia aberta de leitura (CAL), a proteína L, a maior proteína 

dos Orthobunyavirus, uma possível RNA polimerase-dependente de RNA com 

massa molecular de 244,6 kDa e que se encontra associada aos três 

segmentos de RNA viral (Aquino et al., 2004). Em relação ao segmento MRNA, 

o mesmo codifica em uma única CAL, uma grande poliproteína, que após 
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clivagem origina três proteínas virais, sendo duas glicoproteínas estruturais de 

superfície denominadas Gn e Gc e uma proteína não estrutural denominada 

NSm (Aquino et al., 2004). O segmento PRNA codifica ao longo de duas CALs 

superpostas, uma proteína estrutural de nucleocapsídeo (N) que circunda cada 

um dos segmentos de RNA genômicos, e uma proteína não estrutural 

denominada NSs (Saeed et al., 2000).  As proteínas virais descritas acima 

estão implicadas a importantes propriedades biológicas dos ortobunyavírus, 

tais como: antigenicidade (processo que estimula a produção de anticorpos 

neutralizantes, fixadores de complemento e inibidores da hemaglutinação), 

virulência (grau de severidade da doença) e a infectividade em vertebrados e 

invertebrados (interação vírus-célula hospedeira) (Gonzalez-Scarano et al., 

1989; Bouloy, 1991; Buchen-Osmond, 2003).  

 

 

1.8  EPIDEMIOLOGIA 

 

1.8.1 Distribuição Geográfica 

 

Até o momento, o VORO foi isolado no Brasil, Panamá, Peru e 

Trinidad & Tobago (Figura 5). No Brasil, desde o primeiro isolamento do vírus 

em 1960 até 1980, o VORO causou diversas epidemias aparentemente 

restritas ao Estado do Pará, atingindo diferentes municípios das mesorregiões 

do Estado quais sejam: Metropolitana de Belém (Belém, Ananindeua, Benfica, 

Caraparu, Castanhal e Santa Isabel); Nordeste (Abaetetuba, Augusto Correia, 
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Baião, Bragança, Capanema, Curuçá, Tomé-Açu, Vigia e Viseu); Sudeste 

(Itupiranga); Baixo Amazonas (Belterra, Mojui dos Campos e Santarém); e 

Marajó (Portel). Nesse período apenas a mesorregião sudoeste do Estado não 

registrou casos ou epidemias de Febre do Oropouche (Pinheiro et al., 1962; 

Pinheiro et al., 1976 ; Freitas et al .,1982; Dixon et al., 1981). 

Entre os anos de 1981 e 1996, surtos e epidemias de febre do 

Oropouche foram registrados no Estado do Pará (Oriximiná, mesorregião do 

Baixo amazonas; Brasil Novo e Altamira, mesorregião Sudeste); também 

ocorreram episódios em outros estados, como observado nas cidades de 

Manaus, Novo Airão e Barcelos (Amazonas), Mazagão (Amapá), Xapuri (Acre), 

Ariquemes, Machadinho e Ouro Preto D'Oeste (Rondônia), Porto Franco e 

Estreito (Maranhão) e Tocantinópolis (Tocantins) (Le Duc et al., 1988; Pinheiro 

et al., 1981; Borborema et al., 1982; Vasconcelos et al., 1989; Pinheiro et al., 

1998;  Travassos da Rosa et al., 1996). Em 2003 e 2004, surtos de febre do 

Oropouche foram registrados nos municípios paraenses de Parauapebas 

(mesorregião Sudeste) e Porto de Moz (mesorregião do Baixo Amazonas), 

respectivamente (Azevedo et al., 2007).  

Em 2006, o VORO voltou a causar epidemias no Estado do Pará, 

desta vez nos municípios de Maracanã, Igarapé-Açu, Magalhães Barata e 

Viseu localizados na zona Bragantina do Nordeste paraense, evidenciando a 

reemergência deste vírus após 26 anos de silêncio epidemiológico na região 

(Vasconcelos et al., 2009). 

Em 2009, o VORO ressurgiu nos municípios paraenses de Santa 

Bárbara (Região Metropolitana de Belém), Altamira (Mesorregião Sudeste) e 
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em Mazagão, Estado do Amapá (Vasconcelos, P.F.C. et al., dados não 

publicados).  

Fora do Brasil, epidemias tem sido documentadas no Panamá e no 

Peru. A epidemia ocorrida no Panamá foi registrada no ano de 1989 no Vilarejo 

de Benjuco localizado aproximadamente 50 km a oeste da cidade do Panamá, 

capital do país (Evelia Quiroz et al., 1989, dados não publicados; Pinheiro et 

al., 2004). No Peru, a febre do Oropouche foi clínica e laboratorialmente 

documentada no ano de 1992, quando o VORO causou uma epidemia no 

município de Iquitos (Chávez et al., 1992; Watts et al.,1997). Ainda na 

Amazônia Peruana duas outras epidemias foram registradas no ano de 1994 

nas cidades de Puerto Maldonato e Madre de Dios (Ministério da Saúde do 

Peru & NAMRID, 1994).  
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Figura 5 - Distribuição geográfica do VORO, mostrando as áreas onde ocorreram 

epidemias de febre do Oropouche entre os anos de 1960 a 2009. 

Fonte: Seção de Arbovirologia e Febres Hemorrágicas e Laboratório de 

Geoprocessamento/IEC/SVS/MS 
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Em 2005, estudos soroepidemiológicos e moleculares realizados 

em amostras coletadas na província de Jujuy na Argentina demonstraram a 

presença de anticorpos IgM, bem como do genoma viral em soros de pacientes 

febris evidenciando a circulação do VORO na região (Fabbri,C. & Nunes,M.R.T. 

2005, dados não publicados).  

Na década de 1980 durante um inquérito sorológico para arbovírus 

na região do município de Ribeirão Preto Estado de São Paulo, observou-se 

dois moradores urbanos, ambos naturais do Estado de Minas Gerais com 

anticorpos inibidores de hemaglutinação para o VORO (Figueiredo, 1999). 

 

1.8.2 Dispersão Epidêmica 

 

A febre do Oropouche tem sido descrita em diferentes locais e em 

intervalos variados. Entretanto, muitos surtos foram marcados por epidemias 

em incontáveis lugares pertencentes a uma determinada área geográfica em 

um curto espaço de tempo, o que demonstra uma grande capacidade de 

dispersão do VORO. De fato, esse fenômeno de difusão epidêmica foi 

observado em Bragança em 1967, Santarém nos anos de 1974 e 1975, em 

Belém e na área bragantina entre 1978 e 1980, onde foram acometidos 10 

municípios paraenses, bem como no Estado de Rondônia em 1991. A 

dispersão do vírus, provavelmente, é resultado da movimentação de pessoas 

em fase virêmica pelas localidades, onde existem vetores transmissores e 

pessoas suscetíveis em grande quantidade, resultando nas epidemias, 

geralmente de caráter explosivo (Pinheiro et al., 2004, Nunes et al., 2005).  
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1.8.3 Distribuição Sazonal 

 

A febre do Oropouche ocorre na temporada de chuvas nos meses 

de maior índice pluviométrico, que no caso do Estado do Pará e demais 

Estados da Amazônia Brasileira, correspondem aos meses de janeiro a junho 

(Pinheiro et al., 2004). Entretanto, muitas epidemias tem se estendido até a 

temporada mais seca que vai de julho a dezembro, embora com menor 

intensidade. Essa característica sazonal provavelmente está relacionada à alta 

densidade da população do maruim durante os meses mais úmidos. Ademais, 

se observa que para a ocorrência de surtos e epidemias é fundamental a 

renovação de pessoas susceptíveis ao VORO. Geralmente o declínio das 

epidemias está associado com a chegada da época seca e à diminuição da 

densidade dos maruins e de indivíduos susceptíveis (Pinheiro et al., 1981a). 
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1.8.4 Ciclos de transmissão 

 

Estudos realizados pelo Instituto Evandro Chagas (IEC) sugerem 

que o VORO está perpetuado em natureza por meio de dois ciclos distintos: um 

ciclo urbano e outro silvestre (Figura 6) (Pinheiro et al., 1981a).  

No ciclo urbano ou epidêmico, o vírus é transmitido de pessoa a 

pessoa pela picada do inseto antropofílico Culicoides paraensis, vulgarmente 

conhecido na região Amazônica brasileira como “maruim”. O envolvimento do 

maruim como transmissor do vírus, sustenta-se em estudos experimentais que 

demonstraram a habilidade do Culicoides paraensis, após alimentar-se de 

sangue de pacientes virêmicos, em transmitir o VORO para os hamsters, após 

um intervalo de 5 ou mais dias de exposição (Pinheiro et al ., 1982a). 

Além disso, os maruins têm hábitos diurnos atuando 

especialmente no fim da tarde e apresentam uma grande avidez por sangue 

humano. São tipicamente encontrados em alta densidade/quantidade durante 

períodos de epidemia. Eles se reproduzem principalmente em matéria orgânica 

em decomposição como troncos cortados de bananeiras, cascas de cacau e de 

cupuaçu, etc. (Hoch et al.,1986), e detritos acumulados em depressões de 

árvores. São amplamente encontrados em áreas tropicais e subtropicais das 

Américas (Linley et al.,1983). 
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Figura 6 - Ciclos de manutenção do Virus Oropouche  

Fonte: Adaptado de Pinheiro et al., 1981a. 

 

 

Em tentativas de transmissão do vírus entre hamsters por meio 

da picada do mosquito Culex quinquefasciatus (espécie comumente 

encontrada em áreas urbanas na Amazônia), foi demonstrado que a 

transmissão do VORO somente ocorria quando os níveis virêmicos eram muito 

altos, dificilmente encontrados em pessoas naturalmente infectadas (Pinheiro 

et al.,1981b). Assim, esta descoberta praticamente excluiu as probabilidades 

do vetor epidêmico ser o Culex quinquefasciatus. Curiosamente a taxa de 

isolamento do vírus a partir de Culicoides paraensis durante períodos 

Ciclo Silvestre Ciclo Urbano 

Culicoides paraensis 

Humano

Culicoides sp (?) 
Ochlerotatus serratus 
Coquillettidia venezuelensis

Culex quinquefasciatus 

Bradypus tridactylus 

Callitrix flaviceps Aves (?) 
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epidêmicos é de apenas 1:12.500, o que sugere que o maruim possa ser um 

vetor de baixa eficiência (Leduc & Pinheiro, 1988). 

Aparentemente o homem é o único vertebrado envolvido no ciclo 

urbano da virose; estudos com animais domésticos realizados durante diversos 

surtos excluíram o papel desses animais como amplificadores do vírus. 

(Pinheiro et al.,1981a; Nunes et al., 2005a)  

No ciclo silvestre, silencioso, há evidências de que desdentados 

(preguiças), primatas não-humanos e possivelmente algumas espécies de aves 

silvestres, atuem como hospedeiros vertebrados (Pinheiro et al., 1981ª; Nunes 

et al., 2005b). O vetor ainda permanece desconhecido, no entanto falta 

investigar possível participação de maruins no ciclo silvestre do vírus (Pinheiro 

et al., 2004). 

O vínculo entre os dois ciclos provavelmente é o homem que 

adquirindo a infecção em áreas silvestres enzoóticas e a seguir retornando ao 

meio urbano em fase virêmica, serve de fonte de infecção para outros maruins, 

constituindo então uma cadeia de transmissão que resulta no 

desencadeamento de uma epidemia.  

 

1.8.5. Período de incubação 

 

Não se conhece ao certo a duração do período de incubação da 

febre do Oropouche, porém observações realizadas durante algumas 

epidemias sugerem que ele pode variar de quatro a oito dias. Dois técnicos de 

laboratório que foram infectados acidentalmente com o VORO apresentaram 
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sintomas da virose três e quatro dias após a provável infecção pela via 

respiratória (Pinheiro et al., 1981a) . 

 

1.8.6. Período de Transmissão 

 

O sangue do paciente em fase aguda da doença é infectante para 

Culicoides paraensis nos primeiros três a quatro dias a partir do início dos 

sintomas quando a viremia é suficientemente alta para infectar os maruins. 

Estudos experimentais em hamsters dourados demonstraram que o período de 

incubação extrínseco é de cinco ou mais dias. Não foi demonstrado que o 

VORO seja transmitido diretamente de uma pessoa para outra (Pinheiro et 

al.,1982a). 

 

1.8.7. Incidência 

 

Em geral, a estimativa das taxas de incidência é realizada através 

de inquéritos soroepidemiológicos, nos quais grupos familiares são 

selecionados aleatoriamente; aplica-se um questionário clínico-epidemiológico 

aos membros de cada família, e coleta-se amostras de sangue para a detecção 

de anticorpos (neutralizantes, fixadores de complemento, inibidores de 

aglutinação e IgM), e nos casos febris para  tentativas de isolamento em 

camundongos e em células VERO ( Vasconcelos et al., 1989; Pinheiro et al., 

2004).   
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Apesar de em algumas epidemias os valores da incidência não 

terem sido determinados, uma característica relevante da febre do Oropouche 

refere-se ao elevado número de pessoas infectadas nas  epidemias até o 

momento descritas. Com efeito, a taxa de incidência média foi estimada em 

30%. Em uma das epidemias a proporção de pessoas infectadas que 

desenvolveram quadros clínicos foi de 63% (Freitas et al., 1982). Quanto ao 

sexo, as taxas de infecção pelo VORO são bastante variadas. Em 1979, na 

Zona Bragantina, nordeste do Estado do Pará, as pessoas do sexo feminino 

foram as mais infectadas já, por outro lado, no mesmo ano, em outra epidemia 

ocorrida em Belém, indivíduos do sexo masculino foram os mais afetados 

(Pinheiro et al., 1981a). Na epidemia ocorrida em Santarém a proporção de 

mulheres infectadas foi duas vezes mais elevada que a obtida para homens. 

Em adição, a febre do Oropouche afeta grupos de todas as idades, embora em 

certos surtos, a incidência tenha sido maior em crianças e adultos jovens 

(Pinheiro et al., 2004). 

 

1.9 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR  

 

O primeiro estudo genético sobre o VORO foi realizado por Saeed 

e colaboradores (2000) e lançou as bases para o entendimento da 

epidemiologia molecular deste agente viral, sugerindo a existência de pelo 

menos três linhagens genéticas distintas circulantes nas Américas 

denominadas de genótipos I, II e III. Com base nos achados referentes ao 

sequenciamento nucleotídico do gene N (PRNA) de aproximadamente 30 
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cepas do VORO isoladas de diferentes hospedeiros, localidades geográficas e 

períodos distintos, pode-se concluir que em Trinidad & Tobago, somente o 

genótipo I foi encontrado, enquanto que no Peru a linhagem descrita foi o 

genótipo II e no Panamá foi o genótipo III. No Brasil, dois dos três genótipos 

foram detectados, embora o genótipo I seja mais frequentemente encontrado 

no leste da Amazônia, enquanto o genótipo II no Oeste Amazônico (Saeed et 

al., 2000).  

Mais recentemente, no ano de 2000, uma cepa do VORO foi 

isolada de um novo hospedeiro vertebrado (Callithrix sp) no Estado de Minas 

Gerais, Sudeste do Brasil, sendo esta cepa classificada como genótipo III, 

previamente encontrada somente no Panamá sugerindo um possível potencial 

de dispersão do VORO para regiões populosas e altamente susceptíveis 

(Nunes et al., 2005b). A análise molecular de cepas adicionais isoladas durante 

epidemias ocorridas entre 2003 e 2006 nos municípios de Parauapebas, Porto 

de Moz e na região Bragantina, mais precisamente nos municípios de Igarapé 

Açu, Maracanã, Magalhães Barata e Viseu, demonstrou a co-circulação dos 

genótipos I e II e sua associação aos casos de Febre do Oropouche na região 

(Azevedo et al., 2007; Vasconcelos et al., 2009). 

 

1.9.1 Mecanismo de Evolução: Rearranjo Genético 

 

O processo evolutivo dos vírus de RNA segmentado de 

polaridade negativa ocorre basicamente por três mecanismos: i) mutação; ii) 

rearranjo genético; e iii) recombinação genética (Gentsch & Bishop, 1976a; 
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Gentsch & Bishop, 1976b; Gentsch et al., 1980; Bishop & Beaty, 1988; Pringle, 

1996; Holland & Domingo, 1998; Schmaljhon & Hooper, 2001; Archer & Ricco-

Hesse, 2002; Charrell et al., 2002; Woods et al., 2002).  

Apesar de inúmeros estudos terem sido realizados, a contribuição 

efetiva de cada um desses mecanismos para a biogênese dos Orthobunyavirus 

ainda é desconhecida. O rearranjo genético entre membros da família 

Bunyaviridae tem sido experimentalmente demonstrado mediante estudos 

utilizando culturas celulares e hospedeiros artrópodes co-infectados, bem como 

pela análise de isolamentos virais obtidos em natureza (Bishop & Beaty, 1988; 

Beaty et al., 1997; Borucki et al., 1999; Bowen et al., 2001). Com o 

aprimoramento das técnicas moleculares, tais como o desenvolvimento de 

protocolos específicos para amplificação de genomas pelo método de reação 

em cadeia mediada pela polimerase precedida pela reação de transcrição 

reversa (RT-PCR), clonagem e sequenciamento nucleotídico; atualmente já é 

possível avaliar a possibilidade de casos de rearranjo genético ocorridos em 

natureza, sugeridos pela observação de pesquisadores que utilizaram a 

associação de dados epidemiológicos, ecológicos e antigênicos sobre esses 

vírus para inferirem suas conclusões (Nunes et al., 2005 a). 

De fato, o rearranjo de segmentos genômicos tem se mostrado 

um dos mais importantes mecanismos de geração de biodiversidade viral entre 

os orthobunyavírus, entre os quais podem ser citados os vírus do grupo C, que 

constituem um dos melhores modelos destinados ao estudo de rearranjo 

genético em natureza (Shope et al., 1988; Nunes et al., 2005b). Também o 

Virus Jatobal (VJAT) isolado de um marsupial (Nasua nasua) em Tucurui no 
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ano de 1985 (Figueiredo & Travassos da Rosa, 1988), é fruto de rearranjo 

entre o VORO e um vírus do grupo Simbu ainda não identificado (Saeed et al., 

2001); e igualmente o Virus Garissa é um vírus que foi rearranjado do Virus 

Ngari, que por seu turno resulta de um rearranjo genético do VBUN e o Virus 

Batai (Gerrard et al., 2005).  

Nesses termos, o estudo do relacionamento antigênico do 

orthobunyavírus Oropouche, em suas bases genéticas, pode vir a explicar e 

contribuir para enriquecer o conhecimento sobre a epidemiologia molecular do 

VORO e o rearranjo viral em natureza como mecanismo de evolução deste 

importante agente viral. 



 51

1.10 OBJETIVOS 

 

1.10.1 Objetivo Geral 

 

Descrever a epidemiologia molecular do VORO na Amazônia 

brasileira. 

 

1.10.2 Objetivos Específicos 

 

♦ Amplificar as sequências nucleotídicos dos segmentos PRNA (sequência 

completa) e MRNA (sequência parcial) do VORO proveniente de 

isolamentos de humanos, de artrópodes e de vertebrados silvestres. 

♦ Realizar análise filogenética comparativa dos segmentos PRNA e MRNA 

obtidos para as cepas do VORO em estudo.  

♦  Verificar a possibilidade de rearranjo genético entre diferentes cepas do 

VORO; 

♦ Descrever o padrão de dispersão geográfica das linhagens genéticas 

(genótipos) do VORO no Brasil. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1  CEPAS DO VÍRUS OROPOUCHE UTILIZADAS PARA A 

DETERMINAÇÃO DOS GENÓTIPOS CIRCULANTES NA AMAZÔNIA 

BRASILEIRA 

 

As sessenta e seis cepas do VORO utilizadas neste estudo 

(Quadro 2) foram gentilmente cedidas pela Seção de Arbovirologia e Febres 

Hemorrágicas do Instituto Evandro Chagas/SVS/MS. 

Para este estudo retrospectivo, a seleção das cepas foi realizada 

de forma aleatória, onde foram selecionadas cepas de VORO liofilizadas a 

partir de amostras isoladas em tecido nervoso de camundongos ou em cultivo 

de células VERO durante epidemias ocorridas desde a década de 1960 até 

setembro de 2009, onde primeiramente foi realizado um levantamento acerca 

dos isolamentos ocorridos no período, a fim de representar isolamentos do 

VORO obtidos de diferentes hospedeiros (humanos 57, artrópodes 03 e 

vertebrados silvestres 06), áreas geográficas e período de isolamento distinto. 
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Quadro 2 - Cepas do VORO utilizadas para o estudo genético, segundo o 

hospedeiro, local e ano de isolamento. 

 

Cepa Hospedeiro Local de Isolamento Ano 

AR 19886 Ochlerotatus serratus BR 14 Km 94 - PA 1960 

AN 19991 Bradypus trydactilus São Miguel do Guamá - PA 1960 

H 29086 Humano Belém – PA 1961 

H 29090 Humano Belém – PA 1961 

H 121923 Humano Bragança - PA 1967 

AR 136921 Culex quinquefasciatus Belém – PA 1968 

AN 206119 Bradypus trydactilus Maracanã - PA 1971 

AN 208402 Bradypus trydactilus Maracanã - PA 1971 

AN 208819 Bradypus trydactilus Maracanã - PA 1971 

AN 208823 Bradypus trydactilus Maracanã - PA 1971 

H 244576 Humano Belém – PA 1973 

H 271708 Humano Santarém - PA 1975 

H 355173 Humano Ananindeua - PA 1978 

H 355186 Humano Tomé-Açu - PA 1978 

H 356898 Humano Belém-PA 1978 

AR 366927 Culicoides paraensis Belém - PA 1979 

H 366781 Humano Belém – PA 1979 

H 384192 Humano Portel – PA 1980 

H 384193 Humano Portel – PA 1980 

H 385591 Humano Belém – PA 1980 

H 389865 Humano Manaus - AM 1980 

H 390242 Humano Manaus - AM 1980 
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Quadro 2 - Cepas do VORO utilizadas para o estudo genético, segundo o 

hospedeiro, local e ano de isolamento. (continuação). 

 
Cepa Hospedeiro Local de Isolamento Ano 

H 472433 Humano Porto Franco - MA 1988 

H 472435 Humano Porto Franco- MA 1988 

H 498913 Humano Machadinho D'Oeste - RO 1990 

H 504514 Humano Santa Izabel - PA 1991 

H 505764 Humano Ariquemes- RO 1991 

H 505768 Humano Ariquemes- RO 1991 

H 505805 Humano Ariquemes- RO 1991 

H 521086 Humano Barra do Corda – MA 1993 

H 532314 Humano Serra Pelada – PA 1994 

H 532422 Humano Serra Pelada – PA 1994 

H 532490 Humano Serra Pelada – PA 1994 

H 532500 Humano Serra Pelada – PA 1994 

H 541140 Humano Altamira – PA 1994 

H 543091 Humano Xapuri - AC 1996 

H 543100 Humano Xapuri - AC 1996 

H 543629 Humano Oriximina - PA 1996 

H 543638 Humano Oriximina - PA 1996 

H 543639 Humano Oriximina-PA 1996 

H 543733 Humano Oriximina - PA 1996 

H 543760 Humano Oriximina - PA 1996 

H 543857 Humano Oriximiná – PA  1996 

AN 622998  Callitrhix sp Arinos – MG  2000 

H 669314 Humano Parauapebas - PA 2003 



 55

Quadro 2 - Cepas do VORO utilizadas para o estudo genético, segundo o 

hospedeiro, local e ano de isolamento. (continuação). 

 
Cepa Hospedeiro Local de Isolamento Ano 

H 669315 Humano Parauapebas - PA 2003 

H 682426 Humano Porto de Moz - PA 2004 

H 682431 Humano Porto de Moz - PA 2004 

H 708139 Humano Magalhães Barata - PA 2006 

H 707287 Humano Magalhães Barata - PA 2006 

 H 708717 Humano Maracanã - PA 2006 

H 758687 Humano Mazagaõ - AP 2009 

H 758669 Humano Mazagão - AP 2009 

H 759525  Humano Mazagão - AP 2009 

H 759541 Humano Mazagão - AP 2009 

H 759531 Humano Mazagão - AP 2009 

H 759558 Humano Mazagão - AP 2009 

H 759038 Humano Mazagão - AP 2009 

H 759562 Humano Mazagão - AP 2009 

H 759018 Humano Mazagão - AP 2009 

H 759023 Humano Mazagão - AP 2009 

H 759041 Humano Mazagão - AP 2009 

H 759042 Humano Mazagão - AP 2009 

H 759043 Humano Mazagão - AP 2009 

H 759044 Humano Mazagão - AP 2009 

H 759483 Humano Mazagão - AP 2009 

 

Legenda: AC: Acre; AM: Amazonas; AN: animal; AP: Amapá; AR: artrópode; H: 

humano; MA: Maranhão; MG: Minas Gerais; PA: Pará; RO: Rondônia. 
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2.2 PROPAGAÇÃO VIRAL EM CAMUNDONGOS 

 

As cepas do VORO mantidas em ampolas liofilizadas foram 

inicialmente hidratadas com 0,5 mL de água destilada, em seguida diluídas em 

0,5mL de PBS pH 7,2 e o volume de 0,02 mL foram inoculados pela via 

intracerebral (i.c) em camundongos albinos suíços (Mus musculus) recém-

nascidos (2 a 3 dias). Os animais foram observados diariamente e, quando 

apresentaram sinais de doença, foram coletados e mantidos a -70°C. Dos 

animais infectados, suspensões virais foram produzidas a partir dos cérebros 

de camundongos infectados macerados na proporção de 1:10 em PBS pH 7,2 

contendo albumina bovina (BSA) a 0,75 %, estreptomicina (100µg / mL) e 

penicilina (100 U / mL); as suspensões foram centrifugadas a 10.000 rpm por 

10 minutos, e em seguida, os sobrenadantes foram cuidadosamente 

transferidos para tubos estéreis, objetivando a propagação viral em cultura 

celular. 

 

2.3 PROPAGAÇÃO VIRAL EM CULTURA DE CÉLULAS VERO 

(CÉLULAS RENAIS DE MACACO VERDE AFRICANO - 

Cercopithecus aethiops) 

 

Frascos de 75 cm2 estéreis foram utilizados para preparação de 

monocamada celular. A cada frasco, previamente lavado com solução de PBS 

estéril pH 7,4 contendo 5% de penicilina (100 mg/mL), foi adicionado o volume 

de 29 mL de meio MEM de crescimento enriquecido com SBF a 5%, L-
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Glutamina 1% e antibióticos (penicilina e estreptomicina 1%) e 2% de NaHCO3; 

e 1 mL de suspensão de células VERO, sendo os frascos posteriormente 

incubados a 37ºC na presença de CO2 durante 2-3 dias ou até a formação de 

uma  monocamada celular confluente. Após a formação da monocamada 

celular, o meio de crescimento foi completamente retirado dos frascos e, em 

seguida, as células foram infectadas com 100 mL de suspensão viral. Esses 

frascos foram incubados durante 1 hora a 37ºC objetivando uma melhor 

adsorção dos vírus à monocamada celular. Após esse período, adicionou-se 10 

mL de meio MEM de manutenção enriquecido com SBF a 2%, L-Glutamina 1% 

e solução de penicilina e estreptomicina a 1%, e 2% de NaHCO3;  os frascos 

foram então incubados a 37ºC durante 2 a 5 dias ou até que 70 a 75% de efeito 

citopático (ECP) fosse observado nas culturas, quando então os sobrenadantes 

celulares contendo partículas virais foram coletados em tubos estéreis e 

usados para extração de RNA (Saeed et al., 2000). 

 

2.4 EXTRAÇÃO DO RNA VIRAL 

 

A extração do RNA foi realizada utilizando o método do reagente 

Trizol LS (Invitrogen, EUA), conforme instrução do fabricante a partir do 

sobrenadante de células VERO infectadas com as cepas do VORO, seguindo-

se então as etapas de lise celular, precipitação de RNA e hidratação do RNA.  

Brevemente, em microtubo estéril de 1,5 mL o volume de 0,25 mL 

de sobrenadante de célula VERO infectada com os isolados do VORO foi 

adicionado a 0,75 mL de Trizol Ls. A mistura foi homogeneizada por agitação 
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mecânica (vórtex) durante quinze segundos, sendo em seguida incubada a 

temperatura ambiente por cinco minutos. Posteriormente, adicionou-se o 

volume de 0,2 mL de clorofórmio absoluto ao tubo, agitando-o por quinze 

segundos (vórtex), e em seguida, incubando-o por dez minutos a temperatura 

ambiente. Os tubos foram então centrifugados a 12.000 rpm por quinze 

minutos e, a fase aquosa (contendo o RNA), foi transferida cuidadosamente 

para um novo microtubo estéril de 1,5mL (Figura 7).  

Em etapa posterior, o RNA foi precipitado pela adição de 0,5 mL 

de isopropanol absoluto à fase aquosa obtida na etapa anterior. Os tubos foram 

agitados em vórtex, incubados durante dez minutos a temperatura ambiente, e 

centrifugados por dez minutos a 12.000 rpm. O isopropanol foi retirado 

cuidadosamente com o auxílio de pipeta e, o volume de 1 mL de etanol 75% 

(diluído em água livre de RNase) imediatamente adicionado. O tubo foi 

centrifugado por cinco minutos a 7.500 rpm, e  o conteúdo de etanol foi retirado 

por inversão. Finalmente, o precipitado (pellet) foi seco a temperatura ambiente 

em cabine biológica ou em concentrador a vácuo (Figura 7).  O RNA extraído 

foi então hidratado com 20µL de água livre de RNase e armazenado a – 70ºC 

ou imediatamente utilizado para a amplificação do genoma viral.  
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Figura 7 - Representação esquemática da técnica de extração de RNA 

pelo método do TRIZOL LS. Etapas: I - Adição de Trizol LS + 

Clorofórmio; II - Remoção da fase aquosa, sendo o RNA transferido 

para outro microtubo; III - Adição de isopropanol absoluto; IV - Remoção 

do isopropanol; V - Adição de etanol a 75%; VI - Remoção do etanol e 

reconstituição do pellet.   

 

2.5 REAÇÃO EM CADEIA MEDIADA PELA POLIMERASE PRECEDIDA 

DE TRANSCRIÇÃO REVERSA (RT – PCR) 

 

Os RNAs extraídos foram submetidos à técnica de RT-PCR em 

uma etapa (Dunn et al., 1998; Aquino et al., 2003) para amplificação do 

genoma do VORO utilizando iniciadores específicos para os segmentos PRNA 
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e MRNA capazes de se hibridizarem com os genes N (Saeed et al., 2000) e Gn 

(este estudo).  

As amplificações pelo método de RT-PCR foram realizadas em 

equipamento termociclador automático (Eppendorf, Alemanha) e ajustado para 

o volume final de 50 µL contendo 5 µL (1 - 5 ng) de RNA viral, 50 pmol de cada 

par de iniciador específico senso e complementar (Quadro 3) tampão de PCR 

1X (Tris-HCl 50 mM, pH 8,3; KCL 75 mM), MgCl2 2,5 mM, DTT 2,5 mM, 20 

unidades (U) de enzima inibidora de RNAse (RNAsin RNase inhibitor, 

Invitrogen,  EUA), 200 µM  de dNTPs (Invitrogen),1 U da enzima transcriptase 

reversa (Superscript ™ II Reverse Transcriptase, Invitrogen) e 1,125 U da 

enzima DNA polimerase (Platinum Taq DNA polimerase, Invitrogen). O RNA 

viral foi inicialmente transcrito reversamente por 65 minutos a 45ºC, seguido 

por 35 ciclos de PCR cada um composto por etapas de desnaturação a 90ºC 

por um minuto, hibridização dos iniciadores a 60ºC (gene N) e 55ºC (gene Gn) 

por dois minutos, e síntese a 72 ºC por três minutos. Os produtos da RT-PCR 

foram então submetidos à eletroforese horizontal em gel de agarose a 1,2 % 

corado com brometo de etídio (5 µg / mL), sendo visualizados em  

transiluminador com luz UV (Vilber Lourmat, EUA). 
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Quadro 3 - Iniciadores específicos utilizados para a amplificação das regiões 

correspondente aos genes N (PRNA) e Gn (MRNA).  

 

Gene Iniciador Sequência (5'→ 3') Posição 

Produto 

(pb) 

N ORO N5 AAAGAGGATCCAATAATGTCAGAGTTCATTT 10  

 ORO N3 GTGAATTCCACTATATGCCAATTCCGAATT 703 693 

Gn Gn 15S GGCAACAAACAGTGACAAT 15  

 Gn 659R CTATGTTAACGCACATTGCT 659 644 

 

Legenda : pb : pares de base ; S : senso ; R : reverso; N5: complementar a região NCR 5’; N3: 

complementar a região 3’ NCR. 

 

2.6 PURIFICAÇÃO DOS PRODUTOS DE RT-PCR  

 

A purificação dos produtos de amplificação obtidos para os genes 

N e Gn foi realizada objetivando a otimização do processo de sequenciamento 

nucleotídico utilizando o protocolo do kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen, 

EUA), no qual colunas de retenção à base de sílica foram usadas. Brevemente, 

as bandas visualizadas no gel de agarose foram retiradas com auxílio de 

estilete metálico, pesadas em balança digital e transferidas para tubos de 1,5 

mL estéreis. Posteriormente, adicionaram-se três volumes de tampão de 

dissolução (QG) ao tubo em relação ao peso da banda (3 μL de tampão QG 

para cada 1 mg de gel). Os tubos foram agitados vigorosamente e incubados a 
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60˚C durante dez minutos ou até que a agarose fosse completamente 

dissolvida. 

Após a completa dissolução da agarose, as amostras foram 

transferidas para tubos coletores contendo colunas de retenção com 

membrana de sílica e, em seguida centrifugadas por 30 segundos. O filtrado foi 

descartado, sendo repetido o passo anterior caso necessário. O volume de 500 

μL de tampão de lavagem (PE) foi adicionado aos tubos, sendo estes em 

seguida centrifugados a 14.000 rpm por 30 segundos. Posteriormente, as 

colunas foram transferidas do interior dos tubos coletores para tubos de 1,5 mL 

estéril e, a cada uma das colunas, adicionou-se o volume de 50 μL de tampão 

de eluição (EB) (Tris-HCL 10 mM pH 8,0) ou de água livre de RNase e DNase. 

Finalmente, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por um minuto para 

recuperar o DNA retido na coluna, que por fim foi armazenado a -20°C ou 

usado imediatamente para a reação de sequenciamento.  

 

2.7 SEQUENCIAMENTO NUCLEOTÍDICO 

 

Após a purificação dos produtos de amplificação, os DNA's foram 

submetidos ao sequenciamento nucleotídico automático. Os produtos da RT-

PCR purificados foram diretamente sequenciados, em ambos os sentidos, com 

os iniciadores específicos anteriormente descritos (Quadro 3) empregando o kit 

ABI PRISM Dye Terminator v.3.1 (Applied Biosystems, EUA) e o método de 

terminação em cadeia (Sanger et al., 1977). O sequenciamento foi realizado 

em sequenciador automático modelo ABI 3130 (Applied Biosystems).  
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2.7.1. Reação de Sequenciamento 

 

A reação de sequenciamento foi composta pela mistura de DNA 

viral amplificado (40-50 ng), 8 μl de tampão de reação contendo os 

dideoxinucleotídeos fluorescentes ddATP,ddCTP,ddGTP, ddTTP  (terminator 

reaction mix), 3,2 pmols dos iniciadores específicos senso ou reverso e água 

para volume final de 20μl. As reações foram processadas em termociclador 

automático (GeneAmp PCR Systems 9700, Applied Biosystems) programado 

para realizar 25 ciclos, cada um composto por etapas de desnaturação a 96˚C 

por dez segundos, hibridização dos iniciadores a 60˚C (gene N) ou 55˚C (gene 

Gn) por cinco segundos e síntese a 60˚C por quatro minutos.  

 

2.7.2  Precipitação da Reação de Sequenciamento 

 

A precipitação da reação de sequenciamento foi realizada pela 

adição de 40 μl de isopropanol a 65 % diluído em água livre de RNase aos 

tubos de PCR, sendo incubados por 30 minutos a temperatura ambiente e em 

seguida centrifugados a 14.000 rpm durante 25 minutos a temperatura de 20˚C. 

Posteriormente, o isopropanol foi cuidadosamente removido com auxílio de 

uma pipeta e o volume de 150 μl de etanol a 60 % foi adicionado ao tubo. Nova 

etapa de centrifugação foi realizada durante cinco minutos a 14.000 rpm, 

objetivando a precipitação do DNA contendo os dideoxinucleotídeos marcados. 

Finalmente, o etanol foi removido com auxílio de uma pipeta, sendo os tubos 

secos a 90 ˚C durante três minutos para completa evaporação do etanol.  
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2.7.3. Eletroforese em Sequenciador Automático. 

 

O DNA precipitado foi reconstituído em 20 uL formamida high dye 

(pH 7,0). Após ser submetido à etapa de choque térmico a 95˚C por dois 

minutos, objetivando a quebra de estruturas secundárias que possam impedir a 

correta separação dos fragmentos de DNA marcados; o DNA reconstituído em 

formamida foi transferido para as placas do sequenciador e submetido à 

eletroforese em capilar de 30 cm. Para cada quatro amostras, a eletroforese 

em sequenciador automático foi realizada durante aproximadamente uma hora 

e meia, quando então os fragmentos de DNA marcados foram separados de 

acordo com seus tamanhos (diferença de um nucleotídeo entre cada 

fragmento), detectados por emissão de fluorescência em diferentes 

comprimentos de onda, e interpretados pelo sistema computacional do 

equipamento segundo códigos de cores (azul, vermelho, verde e amarelo) ao 

passarem pela região de leitura ótica do sequenciador.  

 

2.8 ANÁLISES E IDENTIFICAÇÕES DAS SEQUÊNCIAS NUCLEOTÍDICAS  

 

Inicialmente as sequências nucleotídicas completas obtidas para 

o gene N e parciais para o gene Gn foram identificadas pelo programa BLAST 

(Basic Local Aligning Search Toll) disponível no portal do National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) (www.nchi.nhi.org) (Altschul et al., 1990). 

Posteriormente, as sequências nucleotídicas foram comparadas entre si e com 

http://www.nchi.nhi.org/
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sequências de outras cepas do VORO disponíveis no GenBank utilizando o 

programa Clustal X (Thompson, 1998).  

Em seguida, o pacote de programas DNAstar lasergene® 

(DNAstar, Mega Align, Seqman, Genequest, Protean) foi utilizado para  avaliar 

as sequências quanto a presença de substituições nucleotídicas (nt) e de 

aminoácidos (aa). 

 

2.9 ANÁLISES FILOGENÉTICA E EVOLUÇÃO  

 

Árvores filogenéticas foram construídas pelos métodos de 

agrupamento de vizinhos (neighbor joining-NJ) (Saitou and Nei, 1987), máxima 

verossimilhança (maximum likelihood- ML) e máxima parcimônia (maximum 

parsimony- MP), usando o programa PAUP 4.0 (Swofford, 2002). O programa 

Modeltest versão 3.6 (Posada & Crandall, 1998), foi usado para determinar o 

melhor modelo de substituição nucleotidica a ser utilizado para as sequências, 

segundo o critério de informação Akaike (CIA). Para o método de NJ, a matriz 

de distância foi calculada a partir das sequências alinhadas usando o modelo 

de Tamura-3 parâmetros e de distribuição gama (parâmetro de distribuição 

gama = 1). Para o método de MP, utilizou-se a razão de 4:1 para o número de 

mutações do tipo transição em relação ao numero de mutações do tipo 

transversão. A análise de Bootstrap (1.000 réplicas) foi usada para dar 

confiabilidade aos grupamentos filogenéticos (Felsenstein, 1985). Por fim, a 

análise Bayesiana empregando a cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) foi 

realizada pelo programa MrBayes3.0b4 que foi programado para gerar dois 
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milhões de árvores, fixando uma amostragem a cada 1000 árvores geradas. As 

probabilidades posteriores Bayesianas foram estimadas a partir dos dados 

obtidos para 50% das árvores consenso geradas (Huelsenbeck & Ronquist, 

2001). O programa TRACER (www.evolve.zoo.ox.ac.uk) foi usado para verificar 

se as análises feitas pelo MrBayes alcançaram a convergência apropriada.  

 

2.10 EVIDÊNCIA DE REARRANJO GENÉTICO 

 

A evidência de rearranjo genético entre as cepas do VORO em 

estudo foi investigada utilizando o método de Kishino Hasegawa (Goldman et 

al., 2000), no qual a topologia gerada para um dado segmento de RNA foi 

analisado em relação a topologia obtida para o outro segmento de RNA, sendo 

o valor de p < 0,05, estipulado para resultados estatisticamente significantes. 

 

2.11 RELÓGIO MOLECULAR 

 

Para as inferências moleculares em termos cronológicos, 

utilizaram-se as 66 sequências do estudo (Quadro 2), além de 30 sequências 

do gene N já sequenciadas anteriormente de cepas do VORO isoladas de 

diferentes hospedeiros, localidades e períodos (Quadro 4- este quadro irá 

incluir as cepas do estudo e do GenBank com as informações de legenda, 

registro, ano de isolamento e, nº de acesso ao GenBank).  

A análise foi realizada empregando a árvore de máxima 

probabilidade a posteriori gerada pelo programa BEAST. Uma cadeia de 25 
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milhões foi usada com amostragens fixadas a cada 1000 árvores geradas. O 

tempo de emergência viral foi estimado com base na data de isolamento da 

cepa, pela estimativa da taxa de substituição nucleotídica para o VORO. As 

idades dos ancestrais mais recentes (most recent common ancestor- ACMR) 

foram estimadas para os dados gerados usando o modelo de relógio molecular 

relaxado (exponencialmente não correlacionado) disponível no programa 

BEAST, que permitiu variação de taxas entre possíveis linhagens (Drummond 

et al., 2006), implementados no programa BEAST (Drummond et al., 2003). A 

idade do ACMR para todas as sequências incluídas na análise foi confirmada 

pelo método piecewise Bayesian skyline plot (Drummond et al., 2005). Todas 

as estimativas foram baseadas no modelo de substituição nucleotídica 

GTRþIþC4.  

Finalmente, as pressões seletivas gerais e pressões seletivas 

sitio-específicas agindo sobre os diferentes genótipos do VORO, foram 

estimadas pela razão das substituições nucleotídicas não sinônimas (dN) em 

relação às substituições sinônimas (dS) por sítio, empregando os métodos para 

um único ancestral comum (para todas as sequências) e para um grupo de 50 

sequências. Nesse caso, o modelo de GTR foi utilizado e as árvores foram 

construídas pelo método de NJ (Kosakovsky et al., 2005). 
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Quadro 4 – Cepas do VORO utilizadas para a determinação do Relógio 

Molecular de acordo com legenda, registro (das cepas), ano, local de 

isolamento, e número de acesso ao GenBank.  

Legenda Cepas Ano Local de isolamento Nº de acesso ao 
GenBank 

TR01 TRVL 9760 1955 Sangre Grande-TR AF164531 

PA01 AR 19886† 1960 BR 14 KM 94(Ipixuna) - PA NR 

PA02 AN 19991† 1960 São Miguel do Guamá - PA AF164532 

PA03 H 29086† 1961 Belém - PA NR 

PA04 H 29090† 1961 Belém - PA NR 

PA 05 H 121923† 1967 Bragança - PA NR 

PA06 AR 136921† 1968 Belém - PA NR 

PA07 AN 206119† 1971 Maracanã - PA AY993909 

PA08 AN 208402† 1971 Maracanã - PA AY993910 

PA09 AN 208819† 1971 Maracanã - PA AY993911 

PA10 AN 208823† 1971 Maracanã - PA AY993912 

PA11 H 244576† 1973 Belém - PA NR 

PA12 H 271708† 1975 Santarém - PA NR 

PA13 AR 271815 1975 Santarém - PA AF164533 

PA14 H 357173† 1978 Ananindeua - PA NR 

PA15 H 355186† 1978 Tomé-Açu - PA NR 

PA16 H 356898† 1978 Belém - PA NR 

PA17 AR 366917† 1979 Belém - PA NR 

PA18 H 366781† 1979 Belém - PA NR 

PA19 H 381114 1980 Belém - PA AF164435 

PA20 H 384192† 1980 Portel - PA NR 

PA21 H 384193† 1980 Portel - PA NR 

PA22 H 385591† 1980 Belém - PA NR 

AM01 H 389865† 1980 Manaus - AM NR 

AM02 H 390233 1980 Manaus - AM AF154536 

AM03 H 390242 1980 Manaus - AM NR 

MA01 AR 473358 1988 Porto Franco - MA AF164539 

MA02 H 472433† 1988 Porto Franco - MA NR 

MA03 H 472435† 1988 Porto Franco - MA NR 
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Quadro 4 – Cepas do VORO utilizadas para a determinação do Relógio 

Molecular de acordo com legenda, registro (das cepas), ano, local de 

isolamento, e número de acesso ao GenBank. (continuação) 

 
Legenda Cepas Ano Local de isolamento Nº de acesso ao 

GenBank 
MA04 H 472200 1988 Porto Franco - MA AF154537 

MA05 H 472204 1988 Porto Franco - MA AF164538 

PA23 H 475248 1988 Tucurui - PA AF164540 

PN01 GML444477 1989 Chame - PAN AF164555 

PN02 GML444911 1989 Chame - PAN AF164556 

PN03 GML445252 1989 San Miguelito - PAN -  AF164557 

PN04 GML450093 1989 Chilibre - PAN AF164558 

RO01 H 498913† 1990 Machadinho D'Oeste - RO NR 

RO02 H 505442 1991 Ouro Preto D'Oeste - RO AF164542 

RO03 H 505663 1991 Ariquemes - RO AF164543 

RO04 H 505764† 1991 Ariquemes - RO NR 

RO05 H 505768† 1991 Ariquemes - RO NR 

RO06 H 505805† 1991 Ariquemes - RO NR 

PA24 H504514† 1991 Santa Izabel - PA AF164541 

PE01 IQT 1690 1992 Iquitos - PER AF164549 

MA06 H 521086† 1993 Barra do Corda – MA AY704559 

PE02 MDO 23 1993 Madre de Dios - PER AF164550 

PE03 DEI209 1993 Iquito - PER AF164551 

PA25 H 532314† 1994 Serra Pelada - PA NR 

PA26 H 532422† 1994 Serra Pelada - PA NR 

PA27 H 532490† 1994 Serra Pelada - PA NR 

PA28 H 532500† 1994 Serra Pelada - PA NR 

PA29 H 541140† 1994 Altamira - PA NR 

PA30 H 541863 1996 Vitória do Xingu - PA AF164544 

PA31 H 544552 1996 Altamira - PA AF164546 

PA32 H 543033 1996 Oriximiná - PA AF164545 

AC01 H 543091† 1996 Xapuri - AC NR 

AC02 H 543100† 1996 Xapuri - AC NR 

AC03 H 543087 1996 Xapuri -AC AF164547 

PA33 H 543618 1996 Oriximina - PA AF164548 

PA34 H 543629† 1996 Oriximina - PA NR 
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Quadro 4 – Cepas do VORO utilizadas para a determinação do Relógio 

Molecular de acordo com legenda, registro (das cepas), ano, local de 

isolamento, e número de acesso ao GenBank. (continuação) 

 
Legenda Cepas Ano Local de isolamento Nº de acesso ao 

GenBank 
PA35 H 543638† 1996 Oriximina - PA NR 

PA36 H 543639† 1996 Oriximina - PA NR 

PA37 H 543733† 1996 Oriximina - PA AY704560 

PA38 H 543760† 1996 Oriximina - PA NR 

PA39 H 543857† 1996 Oriximina - PA NR 

PA40 H 543880 1996 Oriximina - PA NR 

PE04 IQT 4083 1997 Iquitos - PER AF164552 

PE05 Iquitos 1-812 1998 Iquitos - PER AF164553 

PE06 IQT7085 1998 Iquitos - PER AF164554 

MG01 AN 622998 † 2000 Arinos – MG  AY117135 

TO01 H 622544 2002 Paranã - TO EF467368 

PA41 H 669314† 2003 Parauapebas - PA EF467370 

PA42 H 669315† 2003 Parauapebas - PA EF467369 

PA43 H 682426† 2004 Porto de Moz - PA EF467371 

PA44 H 682431† 2004 Porto de Moz - PA EF467372 

PA45 H 706890† 2006 Igarapé Açu - PA NR 

PA46 H 706893 2006 Igarapé Açu - PA NR 

PA47 H 708139† 2006 Magalhães Barata - PA NR 

PA48 H 707157 2006 Maracanã - PA NR 

PA49 H 707287† 2006 Magalhães Barata - PA NR 

PA50 H 708717† 2006 Maracanã - PA NR 

AP01 H 758687† 2009 Mazagão - AP NR 

AP02 H 758669† 2009 Mazagão - AP NR 

AP03 H 759525† 2009 Mazagão - AP NR 

AP04 H759541† 2009 Mazagão - AP NR 

AP05 H 759531† 2009 Mazagão - AP NR 

AP06 H 759558† 2009 Mazagão - AP NR 

AP07 H 759038† 2009 Mazagão - AP NR 

AP08 H 759562† 2009 Mazagão - AP NR 

AP09 H 759018† 2009 Mazagão - AP NR 

 



 71

Quadro 4 – Cepas do VORO utilizadas para a determinação do Relógio 

Molecular de acordo com legenda, registro (das cepas), ano, local de 

isolamento, e número de acesso ao GenBank. (continuação) 

 
Legenda Cepas Ano Local de isolamento Nº de acesso ao 

GenBank 
AP10 H 759023† 2009 Mazagão - AP NR 

AP11 H 759041† 2009 Mazagão - AP NR 

AP12 H 759042† 2009 Mazagão - AP NR 

AP13 H 759043† 2009 Mazagão - AP NR 

AP14 H 759044† 2009 Mazagão - AP NR 

AP15 H 759483† 2009 Mazagão - AP NR 
 

Legenda: † - Amostras que foram inoculadas, extraídas e sequenciadas para 

este estudo NR- Cepas do VORO deste estudo ainda não registradas no 

GenBank 
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3 RESULTADOS 

 

3.1  RECONSTITUIÇÃO DAS AMOSTRAS VIRAIS EM CULTURA DE 

CÉLULAS VERO 

 

As 66 amostras de isolamentos do VORO (Quadro 2) 

selecionadas para este estudo foram inoculadas em cultura de células VERO, 

onde se replicaram e produziram ECP. O início do ECP tornou-se visível em 

torno do 5º dia de infecção e quando as células apresentaram 75% de ECP 

(em torno do 10º dia), os sobrenadantes foram coletados e a monocamada de 

célula infectada utilizada para a confirmação da infecção; algumas cepas não 

apresentaram ECP provavelmente porque o título viral estava muito baixo ou 

por alguma modificação genotípica que será estudada futuramente, mas 

mesmo assim foram coletadas no 14º dia que é tempo máximo de espera e 

apresentaram o genoma do vírus. 

 

3.2 VISUALIZAÇÃO DOS PRODUTOS DA RT-PCR PARA OS 

SEGMENTOS P-RNA E M-RNA. 

 

As 66 cepas do VORO estudadas neste trabalho tiveram o gene 

N (PRNA) completamente amplificado utilizando os pares de iniciadores 

ORON5 e ORON3 (Saeed et al., 2000) e, dessas, 35 tiveram parcialmente 

amplificados seus segmentos MRNA ao nível do gene Gn (usando os 

iniciadores Gn 15S e Gn 659R). A análise eletroforética em gel de agarose 
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evidenciou fragmentos de aproximadamente 700 pb para o gene N, enquanto 

que para os produtos de RT-PCR obtidos para o gene Gn o tamanho  obtido foi 

de aproximadamente 644 pb. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8 - Visualização dos produtos de RT-PCR para os genes Gn 

(1) e N (2) em gel de agarose a 1,2% para as diferentes cepas do 

VORO. CN: controle negativo (amostra de sobrenadante de células 

VERO não infectadas); PPTM: padrão de peso e tamanho molecular 

Low DNA mass (Invitrogen); pb: pares de bases. 

1 2 C PPTM 

Gn N 

644 pb 
693 pb 

pb 

2000 

1200 

800 

400 

200 

100 



 74

 

3.3 ANÁLISE DAS SEQUÊNCIAS 

 

As sequências obtidas para os isolamentos do VORO foram 

identificadas pelo programa BLAST como sequências completas do gene N 

(n=66) e parciais do gene Gn (n=35) com tamanhos de 693 nt e 644 nt, 

respectivamente.  Posteriormente, a análise comparativa por múltiplo 

alinhamento evidenciou o alto grau de similaridade genética entre as cepas 

incluídas no estudo. Para o gene N, observou-se percentual de homologia  

nucleotídica e aminoacídica variando de 92,9% a 99,9% nt e de 95,2% a 100% 

aa, respectivamente. Para o gene Gn, os valores percentuais de identidade 

nucleotídica e aminoacídica variaram de 90,5% a 99,1% nt e de 93% a 100% 

aa, respectivamente. 

A análise realizada pelo programa Mega 4.0 (Kumar et al., 2008) 

para o gene N revelou uma divergência genética média de 6,8% para as 

sequências incluídas no estudo. A divergência genética entre os genótipos I, II 

e III variou de 3,0% (entre os genótipos I e II) a 4,4% (entre os genótipos I e III) 

com média de 3,5%. O valor médio de divergência genética observada entre os 

genótipos I, II e III (3,5%), foi usado como valor de confiabilidade para inclusão 

das cepas do VORO em grupos filogenéticos,e assim estabeleceu-se um 

quarto genótipo denominado de genótipo IV. Este apresentou divergência 

genética com os demais genótipos do VORO que variou de 5,3% (entre I e IV) 

e 6,8% (entre III e IV) com média de 5,8%. Assim a média da divergência 
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genética entre os quatro grupos filogenéticos foi determinada em 4,6% (Tabela 

1).  

 

Tabela 1 – Percentual de divergência genética entre os genótipos do VORO 

para as sequências completas do gene N. 

 

Genótipos I II III IV 

I -    

II 3,0% -   

III 4,4% 3,0% -  

IV 5,3% 5,3% 6,8% - 

MDGIG IV em relação a I,II e III 5,8%   

 I, II e III 3,5   

 I,II,III e IV 4,6%   

 

Legenda: MDGIG: média da divergência genética intergrupo. 

 

Em relação ao gene Gn, a mesma análise revelou valores de 

divergência genética entre 0,9% e 9,5% com média de 6,5%. Três grupos 

filogenéticos foram identificados com divergência intergrupo que variou de 

4,5% (entre os genótipos I e II) a 7,2% (entre os genótipos I e III) com média de 

5,7%, sendo este percentual utilizado como valor de confiabilidade para 

determinação dos grupos filogenéticos (Tabela 2). 
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Tabela 2 – Percentual de divergência genética entre os genótipos do VORO 

para as sequências parciais do gene Gn. 

 

Genótipos I II III 

I -   

II 4,5% -  

III 7,2% 5,6% - 

MDGIG IV em relação a I,II e III 5,7%  

 

Legenda: MDGIG: média da divergência genética intergrupo. 

 

Em relação às frequências dos pares nucleotídicos para as 

sequências do VORO (gene N; 693 nt), a média de 28%  (n= 194) de mutações 

foram observadas, das quais 21% (n=145) foram classificadas como transições  

e 7% (n:49) como transversões. Dentre as 145 mutações do tipo transição, sete 

(5%) ocorreram ao nível do primeiro códon, sete (5%) ao nível do segundo 

códon, e 131 (90%) ao nível do terceiro códon. A razão média entre mutações 

do tipo transição (Si) em relação às transversões (Sv) foi de 2,8 com valores de 

si/sv de 0,7, 3,1 e 3,6 para mutações que ocorreram ao nível do primeiro, 

segundo e terceiro códons, respectivamente.  
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Para o gene Gn (500 nt), observou-se a média de 120  mutações 

(24%), das quais 95 (79,1%) foram identificadas como Si e 25 (20,9%) como 

Sv. Dentre as mutações Si, 80 (84,2%) ocorreram ao nível do primeiro códon, 

enquanto que 5 (5,3%) e 10 (10,5%) ocorreram ao nível do segundo e terceiro 

códons, respectivamente.  Para as mutações do tipo Sv, 15 (60%) ocorreram 

no primeiro códon, cinco (20%) ao nível do segundo e cinco (20%) no terceiro. 

A razão média Si/Sv foi de 4,3 com valores de 5,6, 2,6 e 1,7 obtidos para a 

razão Si/Sv para mutações que ocorreram ao nível do primeiro, segundo e 

terceiro códons, respectivamente.  

 

3.4 ANÁLISE FILOGENÉTICA 

 

As árvores filogenéticas foram construídas pelos métodos de 

NJ, MP, MV e Bayesiano utilizando o modelo de substituição nucleotídica 

indicado pelo programa Modeltest (Posada, 1998). Independente do método 

utilizado, as topologias apresentadas foram semelhantes mostrando valores de 

suportes (percentual de bootstrap ou valores Bayesianos) confiáveis. No 

entanto, a árvore construída pelo método Bayesiano mostrou valores 

relativamente mais confiáveis, sendo esta, portanto, utilizada para representar 

a filogenia para as cepas do VORO deste estudo.  

Em relação ao gene N, A análise filogenética comparativa 

realizada para as 96 cepas virais de Oropouche (66 deste estudo e 30 obtidas 

diretamente do GenBank) (Quadro 4),  evidenciou que o VORO constitui um 

grupo monofilético, ou seja, são isolamentos de vírus que compartilham ou 
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foram originados de um ancestral comum; dentro do grupo Simbu os 

isolamentos do VORO se mostraram geneticamente mais relacionados ao 

Virus Buttonwillow (VBUT), um membro deste grupo que foi isolado nos EUA 

(Figura 9). 

As cepas do VORO foram distribuídas em quatro grupos 

filogenéticos principais denominados I, II, III e IV que correspondem aos 

diferentes genótipos do vírus (Figura 9a). 

O genótipo I incluiu cepas brasileiras oriundas dos Estados do 

Acre, Amazonas, Maranhão e Pará, bem como isolados de Trinidad & Tobago, 

e foi subdividido em três subgenótipos denominados Ia, Ib e Ic (Figura 9b). O 

genótipo II, por sua vez, incluiu cepas brasileiras isoladas nos Estados do 

Amapá, Pará e Rondônia, bem como cepas isoladas no Peru, sendo as 

mesmas também agrupadas em três subgenótipos (II-a, II-b e II-c). O genótipo 

III incluiu cepas brasileiras dos Estados do Acre, Maranhão, Minas Gerais e 

Rondônia, e também do Panamá, sendo subdividido em dois subgenótipos (III-

a e III-b). O genótipo IV incluiu cepas brasileiras do VORO isoladas no Estado 

do Amazonas (Figura 9b).  
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(Figura 9 a) análise filogenética comparativa entre o VORO e diferentes vírus 

pertencentes ao grupo Simbu (VAINO: vírus Aino; VAKA: vírus Akabane; VTIN: vírus 

Tinaroo; VBUT: vírus Buttonwillow; VFP: virus Facey’s Paddock; VMER: vírus Mermet; 

VING: vírus Ingwavuma). (b) Filogenia comparativa para o gene N de 96 cepas do 

VORO. Valores indicados acima de cada nó principal da árvore correspondem aos 

valores Bayesianos de suporte aos grupos filogenéticos. O valor da barra corresponde 

a 10% de divergência genética entre as cepas virais. Legenda: AC; Acre; AM: 

Amazonas; AP: Amapá; MA: Maranhão; MG: Minas Gerais; PA: Pará; PE: Peru; PN: 

Panamá; RO: Rondônia; TO: Tocantins; TR: Trinidad & Tobago. 
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3.5 ANÁLISE DE REARRANJO GENÉTICO  

 

Os resultados obtidos pela análise das sequências nucleotídicas 

parciais do gene Gn (MRNA) para 35 cepas do VORO, evidenciou diferenças 

topológicas entre as árvores filogenéticas construídas para os segmentos  

PRNA (gene N) e MRNA (gene GN) (Figura 10). Com efeito, das 20 cepas 

identificadas como pertencentes ao genótipo I pelo gene N (PRNA), 17 (85%), 

mantiveram-se como membros do genótipo I pelo gene GN (MRNA), duas 

(10%) cepas agruparam-se no genótipo II e apenas uma (5%) cepa agrupou-se 

com cepas pertencentes ao genótipo III. Dentre as cepas identificadas como 

genótipo II pelo gene N (PRNA) (n= 9) oito (89%) agruparam-se no genótipo I e 

uma (11%) no genótipo III. Em relação ao genótipo III, das cinco cepas 

identificadas pelo segmento P, uma (20%) foi classificada como genótipo I, 

duas (40%) como genótipo II e duas (40%) permaneceram como genótipo III 

(Figura 10). Dentre as duas cepas identificadas como genótipo IV pelo gene N 

(PRNA), apenas uma foi analisada quanto à topologia para o gene GN (MRNA) 

sendo a mesma reclassificada como genótipo I (Tabela 3). A análise pelo 

método de MV mostrou que, independente do modelo evolutivo selecionado, as 

topologias geradas para um determinado segmento genômico foram 

significativamente mais prováveis do que a topologia competitiva utilizando o 

outro segmento (p<0,001). Esses resultados indicaram que as topologias 

obtidas para os genes N (PRNA) e GN (MRNA) foram diferentes, sugerindo 

que cada segmento de RNA apresentou uma história evolutiva diferente (Figura 

10). 
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Figura 10 – Filogenia do VORO para os segmentos N(PRNA) (a) e GN (MRNA) (b). 

Valores de bootstraps obtidos para os métodos de MP e NJ. Os números exibidos nas 

barras em a e b representam 10% de divergência nucleotídicas, respectivamente e o 

vírus Aino foi usado como grupo externo. Para N(PRNA) (a) isolados do genótipo I 

aparecem em vermelho, os do genótipo II estão em azul escuro, do genótipo III em 

verde e genótipo IV em azul claro. Para GN (MRNA) (b) os isolados que representam 

rearranjo genético aparecem grupados em genótipos diferentes. 

Legenda: AC; Acre; AM: Amazonas; MA: Maranhão; MG: Minas Gerais; PA: Pará; RO: 

Rondônia;  
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Tabela 3.- Distribuição dos genótipos de VORO de acordo com o percentual de 

rearranjo genético entre os genes N (PRNA) e GN (MRNA). 

 

GENÓTIPOS 

(análise do gene N) 

Cepas estudadas 

simultaneamente 

(genes N e Gn) 

Cepas sem alteração de 

genótipo (Gene Gn em 

comparação ao gene N) 

Cepas com troca de 

genótipo (rearranjo 

genético no gene Gn) 

Gen I 20 17 (85%)* 2 GnII; 1 Gn III 

Gen II 9 0(0) * 8 Gn I; 1 Gn III 

Gen III 5 2(40%)* 2 Gn II; 1 Gn I 

Gen IV 1 0(0) * 1 Gn I 

Legenda:  * Nos parênteses observam-se os percentuais 

 

3.6 RELÓGIO MOLECULAR 

 

Objetivando investigar o período temporal de emergência do 

VORO nas Américas, utilizou-se a análise cronológica, onde taxas 

evolucionárias e a data de divergência foram estimadas pelo método 

Bayesiano de coalescência. A taxa de substituição nucleotidica levando em 

consideração as 96 cepas do VORO foi determinada em 3,7 x 10 -4 

substituições/sítio/ano e utilizada para estimar as datas de divergência entre as 

cepas.  

O ancestral recente mais comum (ARMC) do VORO, segundo 

os cálculos realizados pelo método de relógio molecular, emergiu há cerca de 

223,6 anos do qual divergiram os ancestrais que deram origem ao vírus 
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parental comum dos genótipos I, II , III e IV (Figura 11). Com base nas datas de 

emergência estimadas, sugere-se que o genótipo I do VORO tenha sido o 

primeiro a emergir na Amazônia brasileira há cerca de 113 anos, mais 

precisamente na região leste do Estado do Pará na qual se incluem os 

municípios de Belém, Bragança e Maracanã, emergindo quase que 

concomitantemente em Trinidad & Tobago, dispersando-se posteriormente 

para a região oeste da Amazônia brasileira e, mais recentemente, para os 

estados do Acre, Maranhão e Tocantins. O genótipo II emergiu em seguida 

com o ancestral mais recente datando de 91 anos atrás e que originou tanto as 

cepas isoladas nos estados do Pará e Rondônia, quanto no Peru, bem como as 

recentemente isoladas no Estado do Amapá em 2009. O genótipo III tem sua 

origem estimada em aproximadamente 37 anos e se originou provavelmente no 

Estado de Rondônia (33 anos atrás), dispersando-se posteriormente para 

outros estados amazônicos como Acre e Pará, e emergindo quase que 

concomitantemente no Panamá (32 anos atrás) e, mais recentemente, No 

Estado de Minas Gerais. O genótipo IV emergiu no Estado do Amazonas há 

aproximadamente 43 anos (Figura 11). 
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Figura 11 - Árvore filogenética baseada na sequência nucleotidica completa do gene 

N (693 nt) de 96 cepas do VORO isoladas de diferentes hospedeiros, localidades e 

períodos. Os grupos filogenéticos principais encontram-se representados pelos 

genótipos (I, II, III e IV). Valores acima dos nós principais representam as datas de 

emergência dos ancestrais comuns expressos em anos em relação à data atual (ano 

de 2009). As setas indicam a data provável para emergência dos genótipos I, II, III e 

IV. ACMR: ancestral comum mais recente. Os valores numéricos existentes na barra 

representam a escala temporal de datação molecular. 
Legenda: AC; Acre; AM: Amazonas; AP: Amapá; MA: Maranhão; MG: Minas Gerais; PA: Pará; 

PE: Peru; PN: Panamá; RO: Rondônia; TO: Tocantins; TR: Trinidad & Tobago. 
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3.7 DISPERSÃO GEOGRÁFICA DOS GENÓTIPOS DO VORO 

Com base nos resultados obtidos pelo relógio molecular foi 

possível determinar as prováveis rotas de dispersão dos diferentes genótipos 

do VORO, a partir das datas de emergência estimadas, e da detecção de 

surtos e epidemias de febre do Oropouche, ocasião em que isolados do VORO 

foram obtidos e que foram ou estão descritos neste estudo (Figura 12), como 

segue: (i) O Genótipo I (que aparece dispersando-se em vermelho), foi 

originalmente isolado no Brasil em Ipixuna no Estado do Pará (Rodovia BR 

010, km 94), daí dispersou-se de forma contínua e em diferentes direções: 

inicialmente para vários municípios do oeste do Estado do Pará, e ao mesmo 

tempo para Trinidad & Tobago, posteriormente para o Estado do Amazonas 

(atingindo três municípios) e Estado do Acre (um município), e mais 

recentemente foi isolado em municípios do leste do Estado do Pará e nos 

Estados do Maranhão e Tocantins; (ii) O Genótipo II (que aparece dispersando-

se em azul escuro), aparentemente emergiu concomitantemente nos Estados 

do Amapá, Pará e Rondônia, assim como no Peru e dispersou-se nesses 

locais, sendo neste ano de 2009 detectado em Mazagão no Estado do Amapá; 

(iii) O Genótipo III (que aparece dispersando-se em verde), emergiu no Estado 

de Rondônia, seguindo uma rota para o Panamá e outra para os Estados do 

Acre e Maranhão, e deste último, uma nova rota levou-o para o Estado de 

Minas Gerais; (iv) O Genótipo IV (ponto azul claro em Manaus), que 

aparentemente é mais antigo que o genótipo III (figura 11), emergiu no Estado 

do Amazonas, no município de Manaus, donde aparentemente não se 

dispersou (figura 12). 
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Figura 12 – Dispersão geográfica dos genótipos do VORO nas Américas entre 

os anos de 1955 e 2009. 

Legenda: AC: Acre; AM: Amazonas; AP: Amapá; MA: Maranhão; MG: Minas 

Gerais; PA: Pará; RO: Rondônia; TO: Tocantins; * Área de abrangência do 

VORO no Brasil 

Fonte: Seção de Arbovirologia e Febres Hemorrágicas, Laboratório de 

Geoprocessamenteo/IEC/SVS/MS 
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4 DISCUSSÃO 

Entre os anos de 1955 e 2009, dezenas de epidemias de Febre 

do Oropouche foram registradas em diferentes regiões tropicais das Américas. 

De fato, milhares de casos de doença febril aguda foram atribuídos a infecção 

pelo VORO, sendo também diagnosticados casos de meningite causados pelo 

VORO (Pinheiro, 1983). Na Amazônia Brasileira, desde a grande epidemia 

ocorrida em Belém no início da década de 1960 (Pinheiro et al., 1962), o VORO 

vem demonstrando seu potencial epidêmico refletido em mais de 30 epidemias 

que acometeram centenas de milhares de pessoas e atingiu uma ampla área 

geográfica, inicialmente restrita ao Estado do Pará (entre 1960 e 1980), 

dispersando-se nas décadas seguintes para outros estados da Amazônia e 

para outros países da América Latina como o Peru, Trinidad & Tobago e 

Panamá (Pinheiro et al., 1981, Azevedo et al., 2007, Vasconcelos et al., 2009). 

Com o desenvolvimento de métodos moleculares Saeed e 

colaboradores (2000), descreveram a diversidade genética do VORO e 

contribuíram significativamente para o melhor entendimento do relacionamento 

filogenético entre as diferentes cepas do VORO isoladas de diferentes 

hospedeiros (vertebrados e invertebrados), regiões geográficas e anos de 

isolamento. Nesse estudo envolvendo 28 cepas virais, três genótipos foram 

descritos e denominados de I, II e III. Segundo esses estudos dois genótipos (I 

e II) foram detectados no Brasil, sendo o genótipo I predominante na região 

leste da Amazônia enquanto que o genótipo II, predominante no Peru, foi 

detectado apenas no Estado de Rondônia nos municípios de Ouro Preto 

D’oeste e Ariquemes. O genótipo III, por sua vez, nesse estudo restringiu-se ao 
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Panamá, na America Central (Saeed et al., 2000).  

Os dados obtidos neste estudo com o sequenciamento 

completo do gene N de 66 outras cepas do VORO (Quadro 2) promoveram um 

melhor entendimento a respeito da epidemiologia molecular do VORO, onde a 

análise comparativa por métodos filogenéticos confirmou a existência dos três 

genótipos previamente descritos (Saeed et al., 2000; Nunes et al., 2005b), bem 

como identificou a existência de um novo genótipo denominado de genótipo IV. 

A análise ainda mostrou que o VORO de fato constitui uma linhagem 

monofilética quando comparado com outros vírus do grupo Simbu conforme 

descrito previamente por Saeed e colaboradores (2000), sendo geneticamente 

mais relacionado ao VBUT isolado nos EUA em 1962. Ademais, observou-se 

claramente que o VORO, ao longo do tempo, segregou-se dando origem a 8 

diferentes sublinhagens genéticas, aqui reconhecidas como subgenótipos 

(genótipo I: 3 subgenótipos; genótipo II: 3 subgenótipos; genótipo III: 2 

subgenótipos) evidenciando que o VORO apresenta grande diversidade 

genética (Figura 9).  

Quanto ao padrão de distribuição geográfica do VORO, os 

dados obtidos confirmaram a extensa área de abrangência do vírus na 

Amazônia brasileira. Em relação aos seus genótipos, no Brasil, o genótipo I, 

apesar de ocorrer em grande área, permaneceu restrito à Amazônia, mais 

precisamente nas Regiões Norte (estados do Pará, Amazonas, Acre e 

Tocantins) e Nordeste (Maranhão). As análises ainda revelaram a detecção do 

genótipo II no Estado do Pará (municípios de Magalhães Barata, Igarapé-Açu e 

Maracanã) em 2006 (Vasconcelos et al., 2009 - ANEXO D página 133), 
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previamente detectado somente no estado de Rondônia (municípios de 

Ariquemes e Ouro Preto D’oeste) em 1991. Outro genótipo encontrado em 

áreas geográficas diferentes das até então descritas foi o genótipo III, 

previamente detectado no Panamá (Saeed et al., 2000) e no Estado de Minas 

Gerais, Sudeste brasileiro (Nunes et al., 2005b; Nunes et al., 2007 - ANEXO C 

página 117). A análise atual demonstrou a presença do genótipo III nos 

estados do Acre, Maranhão e Rondônia, evidenciando um novo perfil de 

distribuição para este genótipo englobando pelo menos três outros estados 

brasileiros pertencentes a diferentes regiões geopolíticas (Norte e Nordeste).  

Para investigar o período de emergência do VORO nas Américas, 

utilizou-se o método de relógio molecular, no qual a escala cronológica foi 

estimada com base nas taxas de evolução e tempos de divergência usando o 

método Bayesiano de coalescência (Drummond et al., 2005). Ampla taxa de 

substituição nucleotídica foi observada para as sequências estudadas levando 

em consideração os dados investigados (genótipos, local e ano de isolamento); 

os valores obtidos para as taxas, independente do genótipo e local de 

isolamento (Brasil, Trinidad & Tobago e Peru) estão dentro do encontrado para 

outros vírus de RNA incluindo outros vírus pertencentes à família Bunyaviridae 

(Jenkins et al., 2002).  

Dados epidemiológicos previamente descritos sobre a 

distribuição geográfica do VORO no Brasil demonstraram que a circulação do 

vírus esteve restrita ao Estado do Pará entre os anos de 1960 a 1980, 

dispersando sistematicamente para outras regiões do Estado e para fora do 

Pará nas décadas subsequentes (Pinheiro et al., 2004; Azevedo et al., 2007; 



 90

Nunes et al., 2005; Nunes et al., 2007; Vasconcelos et al., 2009).  Com a 

datação molecular foi possível conhecer o padrão de evolução e dispersão do 

VORO nas Américas, bem como responder questões referentes à que região 

das Américas o VORO provavelmente emergiu inicialmente, e para onde 

posteriormente dispersou-se.  

A dinâmica evolutiva do VORO se mostrou bastante 

interessante, pois as sublinhagens mais antigas vêm sendo gradativamente 

substituídas por sublinhagens mais recentes, como pode ser observado mais 

claramente para o genótipo I, no qual cepas da sublinhagem I-a isoladas entre 

1961 e 1971 foram substituídas pela sublinhagem I-b cujas amostras foram 

isoladas em sua maioria entre 1978 e 1994 e, sequencialmente, pela linhagem 

mais nova (I-c) que inclui as cepas que causaram epidemias nos estados do 

Pará, Maranhão e Tocantins entre os anos de 1996 e 2003 (Figura 9). O 

mesmo padrão foi observado para os demais genótipos (II e III), sugerindo que 

o VORO evoluiu rapidamente num curto espaço de tempo. Este padrão 

evolutivo tem sido denominado de “boom and bust” no qual linhagens 

ancestrais são substituídas por linhagens mais recentes mediante adaptação 

seletiva (Zanotto et al., 1996). Este padrão de evolução vem sendo inferido 

para diversos flavivírus isolados de mosquitos (Zanotto et al., 1996; Gould et 

al., 2003a); um padrão semelhante também foi observado para o vírus da 

Febre Amarela (Vasconcelos et al., 2004).  

Apesar de haver fortes evidências de que o rearranjo genético é 

um dos principais fatores que contribuem para o processo evolutivo dos 

membros do gênero Orthobunyavirus (Nunes et al., 2005a; Guerrard et 
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al.,2004), pouco se sabe como este mecanismo contribui efetivamente para a 

emergência de novas linhagens virais (Nunes et al., 2005a). 

A troca de segmentos genômicos já foi descrita envolvendo o 

VORO e outro membro do grupo Simbu, o Virus Jatobal (VJTB) isolado de um 

marsupial (Nasua nasua) em Tucurui em 1985 (Figueiredo & Travassos da 

Rosa, 1988). Após análises moleculares, chegou-se a conclusão que o VJTB é 

um vírus rearranjado entre o VORO e um vírus parental membro do grupo 

Simbu ainda não identificado (Saeed et al., 2001). 

 Nunes e colaboradores (2005a), utilizando os vírus do grupo C 

(Bunyaviridae, Orthobunyavirus) desenvolveram um modelo hipotético para 

explicar a emergência de diferentes progênies rearranjadas e parentais. 

Aplicando este modelo para o VORO, diferentes vírus rearranjados foram 

detectados quando avaliados quanto aos seus segmentos genômicos N(PRNA) 

e GN (MRNA). Para as cepas estudadas (n=35), a análise pelo método de 

Kishino Hasegawa (Figura10) (p<0,05) evidenciou que aproximadamente 45% 

das cepas analisadas correspondiam a vírus rearranjados, onde um segmento 

de RNA pertencente a um representante de um dado genótipo foi herdado por 

outro membro de um genótipo distinto, sendo o genótipo I aparentemente o 

mais estável e o genótipo II o que mais sofreu rearranjo.  Estes dados reforçam 

a hipótese de que o rearranjo genético constitui um dos mais importantes 

mecanismos de geração de biodiversidade entre os orthobunyavirus; neste 

caso em especial, entre as linhagens do VORO, mostrando que o rearranjo 

genético viral não constitui um evento tão raro como pensado anteriormente 

(Guerrard et al., 2004; Nunes et al., 2005a; Brease et al., 2007; Reese et al., 
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2008). 

De acordo com a literatura, o primeiro isolamento do VORO 

ocorreu em Trinidad & Tobago no ano de 1955 (Anderson et al., 1962) e 

posteriormente em 1960 no Brasil (Pinheiro et al., 1962), mais precisamente no 

Estado do Pará, sendo que nas últimas cinco décadas, foi associado a 

centenas de milhares de casos de doença febril aguda descrita em pessoas 

residentes em diferentes áreas tropicais das Américas do Sul e Central 

principalmente na Amazônia brasileira (Pinheiro et al., 2004; Azevedo et al., 

2007;Nunes et al., 2007; Vasconcelos et al., 2009), bem como por casos 

esporádicos no Estado do Acre (Bernardes-Terzian et al., 2009) e em áreas da 

Amazônia Equatoriana (Manock et al., 2009). 

 A datação molecular, com base nas taxas evolutivas e 

correlacionadas aos dados epidemiológicos, tem sido usada com sucesso para 

uma variedade de vírus de RNA incluindo arbovírus como o Virus da Febre 

Amarela (Bryant et al., 2007), sendo possível fazer inferências importantes para 

o entendimento da dinâmica evolutiva desses agentes virais, tais como a 

origem e o padrão de dispersão (Zanotto et al., 1996; Gould et al., 2003b).  

No caso do VORO, os dados referentes ao relógio molecular 

evidenciaram que o primeiro evento evolutivo para esse vírus ocorreu cerca de 

223 anos atrás (ano de 1786), quando a partir do ancestral comum mais 

recente, originaram-se os demais ancestrais dos quais emergiram, mediante 

evolução paralela, os ancestrais comuns do VORO que deram origem aos 

genótipos I (ano 1897), e aos genótipos II e III no ano 1892, e mais 

recentemente o genótipo IV no ano de 1963, evidenciando que o VORO e suas 
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respectivas linhagens vem evoluindo continuamente nas Américas há pelo 

menos 200 anos.  

Em geral, os dados referentes aos isolados do VORO, nos 

permitiram, até o momento, descrever com maior precisão a distribuição 

geográfica dos genótipos e subgenótipos circulantes no Brasil e em outros 

países das Américas, bem como sua área de abrangência (Figura 12), no 

entanto somente com os estudos de datação molecular foi possível esclarecer 

os eventos de introdução, origem e emergência das cepas virais. Nesses 

termos, ao contrário do que se pensava, apesar de quase que concomitante, o 

evento ocorrido em Trinidad & Tobago no ano de 1955 foi de emergência 

posterior ao ocorrido em Belém no ano de 1960, sugerindo que o VORO tenha, 

de fato, emergido por primeiro no Brasil (América do Sul) e posteriormente 

naquele país do Caribe. Esse evento pode ser explicado pela possibilidade do 

VORO ter se dispersado do Brasil para Trinidad & Tobago sendo transportado 

por humanos em fase virêmica ou por tráfico de animais silvestres como 

sugerido para o vírus amarílico (Vasconcelos et al., 2004).  

A série histórica de dispersão das cepas do VORO revelou a 

origem do vírus inicialmente no Estado do Pará do subgenótipo I-a, que foi 

associado aos isolamentos virais em epidemias e de isolamentos do VORO de 

animais silvestres entre as décadas de 1960 e 1970, com rotas de dispersão 

concomitantes no sentido oeste-leste amazônico, incluindo o Estado do Acre 

(subgenótipo I-b) entre os anos de 1988 e 1994, e mais recentemente no final 

da década de 1990 e início dos anos 2000, abrangendo grande área de 

dispersão dentro do Estado do Pará, incluindo importantes municípios com 



 94

intenso trânsito de pessoas como Santa Izabel, Tomé-açu, Curionópolis, 

Altamira, Portel, Santarém e Oriximiná, bem como Manaus no Estado do 

Amazonas.  

Para o genótipo II, observaram-se dois prováveis pontos de 

origem, um no leste do Estado do Pará (Porto de Moz) em direção a Iquitos no 

Peru (subgenótipo II-b), e outro no sentido Iquitos – Ariquemes no Estado de 

Rondônia (subgenótipo II-c), de onde provavelmente se dispersou para Madre 

de Dios no Peru e para o Estado do Pará. Em relação ao subgenótipo II-a, 

representado pelas cepas recentemente associadas com a epidemia ocorrida 

em Mazagão no Estado do Amapá no início de 2009 (Vasconcelos PFC, et al., 

informação pessoal), sua origem está provavelmente relacionada a um 

ancestral comum que se segregou independentemente dos demais 

subgenótipos (II-b e II-c) ao longo do tempo, emergindo na região amazônica 

cerca de 24 anos atrás. No entanto, a inferência da provável origem evolutiva 

para as cepas do Estado do Amapá ficou comprometida uma vez que os 

isolados obtidos no ano de 1980 durante a primeira epidemia registrada nesse 

estado em Mazagão não foram viáveis e, portanto, não foi possível obter 

amplificação do genoma viral.  

Quanto ao genótipo III, o fato de até este estudo, haver um 

único isolamento no Brasil, mais precisamente em Arinos no Estado de Minas 

Gerais (Nunes et al.,2005b) não existia informação suficiente para explicar o 

surgimento deste genótipo no país, previamente descrito no Panamá (Saeed et 

al., 2000), e principalmente, como o mesmo atingiu uma região 

geograficamente tão distante da área endêmica de circulação do VORO. Com 
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as cepas do Estado de Rondônia (Ariquemes e Machadinho do Oeste), do 

Estado do Acre (Xapuri) e do Estado do Maranhão (Porto Franco) identificadas 

como membros do genótipo III, pode-se inferir a provável rota de dispersão 

envolvendo uma complexa dinâmica de origem evolutiva entre os subgenótipos 

III-a (predominantemente brasileiro) e III-b (predominantemente Panamenho). 

Nesses termos, observou-se que a origem do genótipo III, ocorreu 

possivelmente com a sublinhagem III-a isolada em Ariquemes no Estado de 

Rondônia, da qual se segregou independentemente o ancestral da 

sublinhagem III-b que deu origem às cepas isoladas em Chame e San 

Miguelito no Panamá. Diferentemente, o representante do genótipo III isolado 

em Chilibre, também no Panamá, e identificado como subgenótipo III-a teve 

sua origem provável associada à evolução direta a partir de outra cepa do 

subgenótipo III-a isolada em Xapuri, Estado do Acre.  

Por outro lado, no Brasil o subgenótipo III-a foi encontrado, e 

provavelmente emergiu primeiramente em Ariquemes (Estado de Rondônia), 

dispersando-se em seguida para o município vizinho de Machadinho D'Oeste 

e, em sequência, para Porto Franco no estado do Maranhão, e finalmente para 

Arinos, no Estado de Minas Gerais. Neste caso, é possível que o vírus tenha 

sido introduzido em Minas Gerais via Estado do Maranhão devido ao intenso 

trânsito de pessoas deste Estado para diferentes Estados e regiões do Brasil; 

no Estado de Minas Gerais, o VORO, vem sendo provavelmente mantido em 

ciclos silenciosos, talvez por não ter ainda encontrado condições ecológicas e 

ambientais adequadas, tais como alta densidade de Culicoides paraensis, para 

assim iniciar um ciclo epidêmico. Ademais, a detecção esporádica do VORO foi 
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recentemente documentada no Estado do Acre (Bernardes-Terzian et al., 2009) 

confirmando que o vírus de fato circula silenciosamente na Amazônia 

Brasileira, como  anteriormente sugerido por Azevedo e colaboradores 

(Azevedo et al., 2007), podendo ser transportado por humanos em fase 

virêmica e portadores de quadros sub-clínicos de uma região a outra do país. 

Por fim, em relação ao genótipo IV do VORO, representado por duas cepas 

isoladas no Estado do Amazonas durante a epidemia de 1980/1981 

(Borborema et al., 1982), esse achado reflete a possibilidade de que 

futuramente novos genótipos venham a ser descritos à medida que outros 

isolados do VORO sejam geneticamente analisados evidenciando o grande 

potencial deste vírus em gerar novas progênies, e ao que tudo indica o VORO  

em sua evolução utiliza como um dos principais mecanismos, o rearranjo 

genético em natureza. 

Os dados obtidos nesta dissertação proporcionaram um melhor 

entendimento sobre a epidemiologia molecular do VORO, permitindo-nos 

evidenciar a presença de rearranjo genético em natureza entre as cepas virais; 

a grande diversidade genética deste vírus inclusive com a descrição do 

genótipo IV até então desconhecido; e uma poderosa dinâmica de evolução e 

dispersão viral. No entanto, vale ressaltar que apesar dos avanços obtidos, a 

maneira como determinados fatores (ecossistema, associação vírus-

hospedeiro e genética viral) realmente contribuem para a biodiversidade viral, 

ainda é uma questão que permanece sem uma resposta completa ou 

adequada, necessitando de mais estudos inclusive com a inferência de 

parâmetros ecológicos e ambientais, além dos aspectos virais e evolutivos. 
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5 CONCLUSÕES 

 

1. Houve predomínio do genótipo I do VORO nas 66 amostras virais 

analisadas; 

2. O VORO utiliza o rearranjo genético como mecanismo de geração de 

biodiversidade viral;  

3. O genótipo I é o mais estável, já que 85% dos isolados se 

mantiveram como genótipo I pela análise de dois genes N (PRNA) e 

GN (MRNA);  

4. O genótipo II é provavelmente o mais instável, e, portanto, esse 

genótipo está mais susceptível às pressões evolutivas seletivas que 

influenciam os vírus com genoma de RNA segmentado;  

5. O genótipo III apresentou estabilidade intermediária;  

6. Foi reconhecido um novo genótipo do VORO em amostras isoladas 

em Manaus no ano de 1980, sendo denominado de genótipo IV; 

7. O genótipo IV não foi detectado em outras áreas, isto provavelmente 

porque ele ainda não se dispersou; 

8. O VORO emergiu nas Américas a partir de um ancestral comum há 

aproximadamente 223 anos, no Estado do Pará a partir de um 

ancestral comum provavelmente no ano de 1902;  

9. O genótipo I do VORO foi o primeiro a ser segregado e dele 

emergiram os demais genótipos;  

10. Os genótipos mais prevalentes (genótipo I, II e III do VORO) estão 

constantemente evoluindo, mediante o mecanismo de “boom and 
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boost” que resulta na emergência seguida de substituição de 

sublinhagens (subgenótipos) por outras mais recentes; 

11. O VORO provavelmente emergiu primeiro no Brasil no Estado do 

Pará, e quase simultaneamente, em Trinidad &Tobago; 

12. A diversidade e dispersão do VORO no Brasil (Amazônia Brasileira) 

são maiores do que nos demais países endêmicos (Peru, Panamá e 

Trinidad & Tobago).  
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ANEXOS 
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ANEXO A – CÓPIA DA AUTORIZAÇÃO DA DIRETORIA DO INSTITUTO 

EVANDRO CHAGAS PARA PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS. 
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ANEXO B – CÓPIA DO PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 

COM ANIMAIS-CEPAN/IEC/SVS/MS. 
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ANEXO C – CÓPIA DE ARTIGO: A FEBRE DO OROPOUCHE – UMA 

REVISÃO DOS ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS E MOLECULARES NA 

AMAZÔNIA BRASILEIRA 
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ANEXO D – CÓPIA DE ARTIGO: OROPOUCHE FEVER EPIDEMIC IN 

NORTHERN BRAZIL: EPIDEMIOLOGY AND MOLECULAR 

CHARCTERIZATION OF ISOLATES 
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