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RESUMO 

 

 

A dengue é uma doença infecciosa aguda, geralmente transmitida por mosquitos Aedes 

aegypti. O agente etiológico pertence à família Flaviviridae, gênero Flavivirus e 

compreende quatro sorotipos antigenicamente relacionados, porém distintos: DENV-1, 

2, 3 e 4. No Brasil, a doença representa um problema de saúde pública nacional. O 

objetivo do presente estudo foi descrever os aspectos epidemiológicos da dengue no 

Estado do Rio Grande do Norte, no período de 2013 a 2014. Um total de 483 amostras 

de sangue ou soro, no período de Janeiro de 2013 a Dezembro de 2014, foi estudado 

pela metodologia de RT-PCR para a detecção e tipagem viral. A infecção foi 

confirmada em 36,44% (176/483) dos casos estudados. Este estudo detectou a 

circulação de três sorotipos do vírus da dengue no Rio Grande do Norte, DENV-1, 2 e 

4. O sorotipo predominante em 2013-2014 foi o DENV-4, representando 83,51% 

(81/97) e 68,35% (54/79) dos casos positivos, respectivamente. Em relação à 

distribuição espacial, a maioria dos casos ocorreu em Natal e Caicó, com 9,28% (9/97) e 

18,99% (15/79), respectivamente. Os meses com maior circulação viral no RN foram 

Março, em 2013 e Maio, em 2014. O sexo feminino foi o mais acometido, 

representando 69,07% (67/97) em 2013 e 54,43% (43/79) em 2014. A faixa etária mais 

acometida foi a de 21-30 anos (2013) e a de 11-20 anos (2014), com 25,77% (25/97) e 

20,25% (16/79) dos casos positivos, respectivamente. A análise filogenética indicou que 

o genótipo V (DENV-1) e o genótipo II (DENV-4) circularam no Estado. Nossos 

resultados fornecem informações sobre a dinâmica dos DENV no Rio Grande do Norte, 

importantes para o desenvolvimento de estratégias de controle da doença. 

 

Palavras-chave: Vírus Dengue; Epidemiologia; Rio Grande do Norte. 
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ABSTRACT 

 

 

Dengue is an acute infectious disease, usually transmitted by Aedes aegypti mosquitoes.  

The etiologic agents belong to the family Flaviviridae, genus Flavivirus, and occur as 

four antigenically related but distinct serotypes designated DENV-1, 2, 3, and 4. In 

Brazil, the disease represents a national public health problem. The purpose of the 

present study was to describe epidemiological aspects of dengue in the State of Rio 

Grande do Norte, from 2013 to 2014. A total of 483 blood or serum samples, collected 

from January 2013 to December 2014, were studied by RT-PCR for viral detection and 

typing.  The infection was confirmed in 36.44% (176/483) of the cases studied. This 

study detected the circulation of three serotypes of dengue virus in Rio Grande do 

Norte, DENV-1, 2, and 4. The predominant serotype in 2013-2014 was the DENV-4, 

representing 83.51% (81/97) and 68.35% (54/79) of the positive cases, respectively. 

Regarding the spatial distribution, most of the cases occurred in Natal and Caicó, with 

9.28% (9/97) and 18.99% (15/79), respectively. The months with the biggest viral 

circulation in RN were March 2013 and May 2014.  The female gender was the most 

affected, representing 69.07% (67/97) in 2013 and 54.43% (43/79) in 2014. The most 

affected age groups were 21-30 years (2013) and 11-20 years (2014) with 25.77% 

(25/97) and 20.25% (16/79) positive cases, respectively. Phylogenetic analysis indicated 

that genotype V (DENV-1) and genotype II (DENV-4) circulated in the State. Our 

results provide information about the dynamics of DENV in the Rio Grande do Norte, 

important for the development of disease control strategies. 

 

Keywords: Dengue Virus; Epidemiology; Rio Grande do Norte. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

A dengue corresponde à arbovirose que acomete o ser humano de maior 

importância atualmente, causando, em escala global, considerável morbidade e 

mortalidade em áreas tropicais, o que a torna um grave problema de saúde pública em 

todo o mundo (Brasil, 2009; Holmes et al., 2009). Cerca de 550 mil doentes necessitam 

de hospitalização e 20 mil morrem, em consequência da doença, o que constitui uma 

grande ameaça a milhões de pessoas que vivem em zonas urbanas, suburbanas e 

ambientes rurais (Goméz-Dantés & Willoque, 2009; Ministério da Saúde, 2012). É a 

doença viral transmitida por mosquitos de mais rápida propagação no mundo (World 

Health Organization, 2009). Estima-se que cerca de 2,5 a 3 bilhões de pessoas estão sob 

risco de se infectarem com o vírus dengue (Barbosa et al., 2012).  

Sendo uma doença essencialmente urbana, fatores como a urbanização sem 

planejamento, migração da população, entre outros, tem contribuído para a propagação 

do vetor e a disseminação do vírus (Hombach, 2007). A dengue apresenta caráter 

endêmico, principalmente nos países tropicais, uma vez que estes possuem condições 

climáticas e ambientais favoráveis ao desenvolvimento e proliferação do mosquito vetor 

(Brasil, 2009).  

Hoje o controle da dengue é uma prioridade em muitos países endêmicos, o que 

a tornou objeto da maior campanha de saúde pública do Brasil, que consiste no combate 

ao Aedes aegypti, principal vetor de transmissão (Hombach, 2007; Câmara et al., 2007). 

O Estado do Rio Grande do Norte, além de apresentar condições 

socioambientais ideais para a proliferação do vetor, atrai um expressivo número de 

turistas por ano, em virtude de suas belezas naturais, o que favorece o aparecimento de 

novas doenças e a re-introdução de outras já erradicadas.  

 

 

1.1. Breve histórico 

 

 

De acordo com relatos encontrados em textos médicos da Antiguidade, a dengue 

corresponde a uma doença bastante antiga (Lupi et al, 2007). O relato mais antigo 

corresponde ao de uma enciclopédia chinesa, publicada primeiramente durante a 



 

2 
 

Dinastia Chin, no período de 265 - 420 d. C., formalmente editada na Dinastia Tang, em 

610 d. C., e novamente em 992 d. C. Neste relato são descritos os remédios, bem como 

os sintomas da doença, que naquela ocasião foi chamada de “veneno de água”, onde já 

ficava clara a conexão de insetos voadores com a água (Gubler, 1998). 

Há relatos na literatura médica de uma doença semelhante nas Índias Francesas 

Ocidentais, em 1635, e no Panamá, em 1699 (Gubler, 1998). No Brasil, faz-se 

referência a ela desde 1846 (Braga & Valle, 2007). 

O atual termo “dengue”, de origem espanhola, foi introduzido na literatura 

médica em 1828 durante uma epidemia que ocorreu no Caribe, em 1827-1828. Este 

termo corresponde a um homônimo para "Ki denga pepo", expressão africana que 

significa “cãimbra súbita causada por maus espíritos” (Halstead, 1980). 

No final do século 18 a dengue se distribuiu de maneira global, com epidemias 

que ocorreram quase simultaneamente em 1779 no Egito e Indonésia. Em 1780 chegou 

aos Estados Unidos, atingindo a cidade da Filadélfia, na Pensilvânia. Estas epidemias 

continuaram comuns durante o século 19 (Gubler, 1998). 

Uma melhor compreensão da dengue ocorreu somente nos primeiros anos do 

século 20, onde através de várias descobertas, questões como ecologia e ciclo de 

transmissão foram elucidadas (Weaver & Vasilakis, 2009). A descoberta de que o 

agente etiológico da dengue estava presente no sangue e que era filtrável foi atribuída à 

Ashbum e Craig que, em 1907, usando voluntários humanos, confirmaram esta hipótese 

(Ashburn & Craig, 1907). 

A primeira suspeita do envolvimento do Aedes aegypti na transmissão do vírus 

foi relatada por Bancroft (Bancroft, 1907) e confirmada por Cleland e colaboradores em 

1918. Outras contribuições de Cleland et al. foram as descobertas de que o vírus é 

resistente às condições fora do corpo por vários dias (99 horas) e que está presente no 

sangue tão cedo quanto 18 horas após o início dos sintomas e tão tarde como 90 horas 

depois (Cleland et al., 1919).  

Cepas do vírus da dengue foram isoladas a partir do sangue de pacientes e 

inoculadas em camundongos, em 1943, por Kimura e Hotta (Kimura & Hotta, 1944) e, 

um ano depois, por Sabin e Schlesinger, após algumas tentativas sem êxito. Entre as 

cepas isoladas neste período, oriundas de surtos no Havaí e Nova Guiné, determinou-se 

a existência de dois sorotipos diferentes, DENV-1 e DENV-2, que apesar de 

estreitamente relacionados, eram antigenicamente distintos (Sabin & Schlesinger 1945; 

Sabin, 1952). Em 1956 os outros sorotipos, DENV-3 e DENV-4, foram isolados durante 
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uma epidemia que ocorreu nas Filipinas. Os vírus foram obtidos a partir de pacientes 

com quadro grave de febre hemorrágica (Hammon et al., 1960). 

Ainda não está clara a origem dos vírus dengue. No entanto, em razão dos quatro 

sorotipos terem sido identificados em ciclos silvestres em florestas na Ásia, acredita-se 

que sua origem seja asiática (Rudnick, 1986). Independente da origem, os vírus da 

dengue foram introduzidos nas aldeias por humanos ou primatas não humanos, 

previamente expostos aos vírus nas florestas. Uma vez introduzidos nas aldeias, foram 

propagados entre hospedeiros humanos por mosquitos peridomiciliares e, destes locais, 

foram disseminados para cidades portuárias, de onde tanto mosquitos como vírus foram 

transportados para cidades do interior e cidades portuárias de todo o mundo, através de 

embarcações (Gubler, 2004). 

 

 

1.2. O agente etiológico 

 

 

O vírus da dengue pertence à família Flaviviridae, gênero Flavivirus e 

compreende quatro sorotipos distintos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Esta 

família é atualmente composta por três gêneros: Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus e, 

por dois grupos de vírus (GBV-A e GBV-C) que ainda aguardam classificação formal 

(Figura 1). Os vírus desta família compartilham algumas semelhanças, como 

morfologia, organização do genoma e estratégia de replicação (World Health 

Organization, 2009; Lindenbach et al., 2007). 
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Figura 1 - Família Flaviviridae. Árvore Filogenética construída com base na análise da região NS3 

(Adaptado de Lindenbach et al., 2007). 

 

O gênero Flavivirus compreende mais de 70 vírus, sendo muitos deles 

causadores de patologias humanas transmitidas por artrópodes e por isso, são 

classificados como arbovírus (Lindenbach et al., 2007). A inclusão dos vírus dengue no 

referido gênero baseia-se na reatividade antigênica cruzada com outros flavivírus, bem 

como em sua organização genômica e homologia de sequências (Repik et al., 1983; 

Trent et al., 1990). 

Os DENV caracterizam-se por apresentar uma superfície relativamente lisa, 

estando seu genoma protegido por um nucleocapsídeo de simetria icosaédrica (30 nm), 

envolvido por um envelope formado por uma bicamada lipídica contendo uma proteína 

de membrana M e uma espícula glicoprotéica, a glicoproteína E (Kuhn et al, 2002). O 

genoma consiste de uma fita simples de RNA, de polaridade positiva, sem calda Poli-A, 

contendo cerca de 11.000 nucleotídeos e apenas uma fase aberta de leitura (open 

reading frame, ORF). Assim como nos outros flavívirus, a região codificadora do 

genoma é flanqueada por regiões não codificantes de aproximadamente 450 e 100 

nucleotídeos cada (Figura 2). Estas regiões são a porção 5’NC, que possui um Cap 
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terminal e é altamente conservada entre os diferentes sorotipos e, a 3’NC, que apesar de 

não possuir poliadenilação, apresenta uma estrutura terminal conservada, que tem um 

papel crucial para a síntese de RNA viral (Chambers et al., 1990; Lodeiro et al., 2009). 

As sequências conservadas destas regiões direcionam os processos de replicação, 

tradução e empacotamento viral (Lindenbach et al., 2007). 

 

 

Figura 2 - Ilustração da organização do genoma dos DENV (Adaptado de Weaver & Vasilakis, 2009). 

 

 

As proteínas virais são produzidas a partir de uma única e longa poliproteína de 

mais de 3.000 aminoácidos, que é posteriormente clivada por uma combinação de 

proteases (Lindenbach et al., 2007). Esta poliproteína é clivada em três proteínas 

estruturais (capsídeo, envelope e pré-membrana) e sete não estruturais (NS1, NS2A, 

NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (World Health Organization, 2009).  

A proteína do capsídeo (C), que é essencial na montagem dos vírions, tem peso 

molecular de 12 kilodaltons (kDa) e apresenta caráter altamente básico. O capsídeo se 

dobra em um dímero simétrico, no qual cada monômero é composto de quatro alfa 

hélices. O domínio hidrofóbico desta proteína, presente em sua região central, atua na 

membrana celular (Ma et al., 2004; Lindenbach et al., 2007). 

A glicoproteína do envelope (E) se apresenta na forma dimérica, com peso 

molecular de aproximadamente 57 kDa. Por ser a estrutura de fixação do vírus aos 

receptores da célula, se constitui no principal alvo dos anticorpos neutralizantes. Cada 

unidade monomérica é composta de três domínios: I, que forma uma estrutura barril 

beta; II que se projeta na superfície do vírus e o III, que mantêm uma conformação 

semelhante à imunoglobulina e está envolvido na interação com os receptores celulares 

para a entrada do vírion na célula (Chambers et al., 1990; Modis et al., 2004; 

Lindenbach et al., 2007).  
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A proteína da membrana (M), produzida durante a maturação de partículas de 

vírus dentro da via secretora, é um pequeno fragmento proteolítico (8 kDa) da proteína 

precursora prM (21 kDa) (Lindenbach et al., 2007; Rodenhuis-Zybert, 2010). 

A proteína não estrutural NS1 (46 kDa) é dimérica, N-glicosilada, altamente 

conservada e parece ser essencial para a viabilidade do vírus, embora nenhuma função 

exata tenha sido atribuída à ela. Circula em níveis elevados no soro de pacientes com 

infecção primária a partir dos primeiros dias, assim como em infecções secundárias, 

durante toda a fase clínica da doença e nos primeiros dias de convalescença (Young et 

al., 2000; Alcon et al., 2002). A proteína hidrofóbica NS2A, de 22 kDa, está envolvida 

na coordenação da mudança entre o empacotamento do RNA e a sua replicação 

(Khromykh et al., 2001). A NS2B (14 kDa) se associa com NS3 formando um 

complexo estável que atua como cofator na atividade proteolítica de clivagem das 

proteínas não estruturais (Falgout et al., 1991). A proteína NS3, de 70 kDa, além de 

atuar no processamento da poliproteína, possui outras funções, tais como atividade de 

RNA helicase e nucleotídeo trifosfatase (Li et al., 1999). NS4A e NS4B são 

hidrofóbicas, possuem, respectivamente, 16 kDa e 27 kDa e atuam na replicação viral. 

Resultados obtidos por Umareddy e colaboradores sugerem que a NS4B modula a 

replicação do vírus da dengue através da sua interação com a proteína NS3 (Umareddy 

et al., 2006). A NS5 é uma grande proteína, com 103 kDa, bastante conservada, que 

desempenha diversas funções, tais como atividade de metiltransferase (MTAse) e de 

polimerase RNA dependente ( RdRp) (Lindenbach et al., 2007). 

Um estudo realizado por Jessie e colaboradores (2004) confirmou as 

observações feitas em estudos anteriores que apontavam as células da linhagem 

mononuclear fagocitária como os principais alvos da replicação viral nas infecções 

naturais pelo vírus da dengue. Estudando casos fatais de dengue, Araújo e colaboradores 

detectaram, através de técnicas de imunohistoquímica, a presença de partículas do vírus 

no coração, cérebro, baço, rim, pulmão, medula óssea e fígado (Araújo et al., 2009a). 

Esta grande variedade de células permissivas ao vírus indica que o mesmo interage com 

uma molécula de superfície celular ubíqua ou explora múltiplos receptores para mediar 

à infecção. Durante a última década, vários candidatos a receptores e/ou fatores de 

ligação foram identificados, o que sugere que o vírus dengue é capaz de utilizar 

moléculas múltiplas para entrar na célula (Rodenhuis-Zybert et al., 2010).  
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Através de endocitose, mediada pelo receptor, os vírus dengue entram na célula 

hospedeira. Este processo é mediado por clatrinas e a fusão entre o envelope viral e a 

membrana do endossoma é dependente da variação de pH. A acidificação das vesículas 

endocíticas desencadeia uma alteração conformacional na glicoproteína E, que promove 

a fusão entre o envelope e a membrana endossomal, com a subsequente liberação do 

genoma viral no citoplasma da célula (Chu & Ng, 2004). Uma vez liberado no citosol, 

tem início a tradução do genoma viral, que funciona com um RNA mensageiro 

policistrônico, dando origem a uma poliproteína que após a clivagem gera as diferentes 

proteínas virais. A enzima RNA polimerase promove a transcrição do RNA genômico 

do vírus para a formação de uma fita negativa de RNA, a qual servirá de molde para a 

replicação do genoma viral. Na sequência, as unidades da proteína do capsídeo se 

juntam e empacotam as cópias do genoma viral e, os vírions imaturos, são montados no 

lúmen do retículo endoplasmático. Em seguida, os nucleocapsídeos brotam da 

membrana do retículo endoplasmático, de onde retiram o seu envelope. O 

amadurecimento das partículas virais ocorre durante a passagem através das vesículas 

do complexo de Golgi, onde a prM é clivada por uma proteína do tipo furina, resultando 

na formação da proteína M, presente nas partículas virais maduras. Finalmente, os 

vírions são liberadas da célula por exocitose (Van der Schaar et al., 2007) (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Replicação do vírus da dengue (Adaptado de Rodenhuis-Zybert et al., 2010). 
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1.3. Diversidade genética 

 

 

Com base em diferenças antigênicas os vírus são classificados, tradicionalmente, 

em sorotipos. No caso dos DENV, os quatro sorotipos conhecidos são divididos em 

diferentes genótipos por apresentarem divergência nas sequências de nucleotídeos de 

mais de 6% (Rico-Hesse, 1990). 

Houve um expressivo aumento na prevalência dos quatro sorotipos da dengue 

nos últimos anos, seguido de um também expressivo aumento na diversidade dos 

mesmos. Isso é deveras importante, uma vez que este aumento na diversidade genética 

pode implicar em importantes mudanças como virulência, tropismo e etc. (Twiddy et 

al., 2003). 

Como principal fator responsável pelo aumento da diversidade dos vírus dengue, 

Worobey cita a sua alta taxa de mutação, explicada pelo fato deste ser um vírus com 

genoma de RNA que, devido à ausência de um mecanismo de reparo, a correção de 

alterações ocorridas durante o processo replicativo não é possível. O autor cita, ainda, a 

recombinação como sendo outro fator responsável por tal diversidade, apesar deste ser 

considerado um evento raro (Worobey, 1999). Um agravante que acaba por aumentar as 

chances de ocorrência de recombinação seria o desenvolvimento desenfreado dos meios 

de transporte, que carregam vírus, hospedeiros e vetores para diferentes regiões 

rapidamente, permitindo, assim, que vários genótipos circulem em uma mesma 

localidade, condição ideal para os eventos de coinfecção (Rico-Hesse, 1990; Gubler, 

1997; Holmes & Bruch, 2000). 

Com base na análise de sequências do gene do envelope foi determinado que o 

sorotipo 1 é composto por cinco diferentes genótipos: genótipo I (Sudeste Asiático, 

China e Leste da África), genótipo II (Tailândia), genótipo III (Malásia), genótipo IV 

(Ilhas do Oeste do Pacífico e Austrália) e genótipo V (Américas, Oeste da África e 

Ásia) (Weaver & Vasilakis 2009).  

O DENV-1 foi introduzido nas Américas no ano 1977 e, acredita-se que pelo 

menos um ou dois genótipos circulem neste continente (Gonçalvez et al., 2002, Rico-

Hesse, 2003). No Brasil, existem evidências de que apenas o genótipo V esteja em 

circulação (Carneiro et al., 2012). Em 2011, dos Santos e colaboradores, a partir da 

análise de sequências do gene do envelope, constataram que os DENV-1 isolados 

durante os anos 2009/2010 pertenciam ao genótipo V, linhagem II, diferentemente dos 
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vírus isolados anos antes, em 1986 e 2001, que pertenciam à linhagem I. Foi constatado, 

ainda, que cepas isoladas em 2010 e 2011 pertenciam à outra linhagem, a III. Este 

corresponde ao primeiro relato de múltiplas linhagens de DENV-1 em nosso país e tais 

achados sugerem diferentes origens virais e uma possível substituição de linhagens (Dos 

Santos et al., 2011). Um ano mais tarde, Drumond e colaboradores sequenciaram 

amostras brasileiras deste sorotipo e constataram que todas se tratavam do genótipo V, 

estando subdivididas em três diferentes linhagens, introduzidas no país durante quatro 

diferentes eventos, 1984-1985, 1997-1999, 2004 e 2007 (Drumond et al., 2012). No 

mesmo ano, Bona e colaboradores, estudando amostras de diferentes municípios do 

Paraná, determinaram que todas pertenciam também ao genótipo V (Bona et al., 2012). 

No que se refere ao sorotipo 2, análises filogenéticas também com base no gene 

E, revelaram a existência de seis genótipos: Asiático I (Malásia e Tailândia), Asiático II 

(Vietnã, China, Taiwan, Sri Lanka e Filipinas), Cosmopolita (Austrália, Leste e Oeste 

da África, Ilhas do Pacífico/Índico, Subcontinente Indiano e Oriente Médio), Americano 

(América Latina e Caribe), Sudeste Asiático/Americano (Tailândia, Vietnã e Américas) 

e Selvagem (Oeste Africano e Sudeste Asiático) (Weaver & Vasilakis 2009). 

Em 2010, buscando realizar a caracterização molecular e análise filogenética do 

DENV-2 durante vinte anos de sua atividade no país, os resultados obtidos por Faria e 

colaboradores revelaram que as cepas brasileiras eram pertencentes ao genótipo Sudeste 

Asiático/Americano. Foi constatada, ainda, a existência de duas diferentes linhagens 

dentro deste genótipo, sendo a linhagem I (cepas isoladas no período de emergência, 

1990-2003) e a linhagem II (cepas isoladas no período de re-emergência, 2007-2010) 

(Faria et al., 2013). Bona e colaboradores, em 2012, isolaram uma cepa que se revelou 

pertencer também ao genótipo Sudeste Asiático/Americano, estando diretamente 

relacionada com uma cepa oriunda da Guiana Francesa, de 2006 (Bona et al., 2012). 

Quanto ao DENV-3, estudos revelaram a existência de cinco diferentes 

genótipos: genótipo I (Indonésia, Malásia, Filipinas e Sul das Ilhas do Pacífico), 

genótipo II (Tailândia, Bangladesh e Vietnã), genótipo III (Sri Lanka, Índia, África, 

Samoa e Tailândia), genótipo IV (Porto Rico, América Latina, América Central e Taiti) 

e genótipo V (Filipinas, Japão, China e América do Sul) (Weaver & Vasilakis 2009). 

Em um estudo realizado com amostras de diferentes localidades do Brasil, 

Araújo e colaboradores, analisando sequências do gene E, constataram a circulação do 

genótipo III, sendo encontradas quatro linhagens diferentes deste genótipo (BR-I, BR-II, 

BR-III, BR-IV). As três primeiras provavelmente foram introduzidas através do Caribe 
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e a última da Colômbia ou Venezuela, o que demonstra que a importação de linhagens 

de DENV-3 do Caribe para o Brasil parece ser algo que acontece com certa frequência 

(Araújo et al., 2012). 

O sorotipo 4 compreende quatro diferentes genótipos: genótipo I (Tailândia, 

Filipinas, Sri Lanka e Japão), genótipo II (Indonésia, Malásia, Taiti, Caribe e 

Américas),  genótipo III (Tailândia) e genótipo IV (Malásia)  (Weaver & Vasilakis 

2009). 

No Brasil este sorotipo re-emergiu 28 anos depois de sua última detecção, no 

Estado de Roraima (Temporão et al., 2011). A partir de um estudo com cepas de quatro 

Estados brasileiros (Pará, Amazonas, Roraima e Bahia) foi determinada a circulação do 

genótipo I, proveniente do Sudeste Asiático e II, introduzido a partir da Venezuela e 

Colômbia (Nunes, 2012). 

 

 

1.4. Os vetores 

 

 

Os dois vetores da dengue, de maior importância, são o Aedes aegypti e o Aedes 

albopictus (World Health Organization, 2011). 

 

 

1.4.1. Aedes aegypti 

 

 

Como espécie mais importante responsável pela transmissão da doença, tem-se o 

mosquito Aedes aegypti, também incriminado na transmissão da febre amarela urbana 

(Brasil, 2009). 

Oriundo do Velho Mundo, provavelmente da região etiópica, este mosquito foi 

originalmente descrito no Egito (Consoli & Oliveira, 1994). Chegou às Américas e Ásia 

através de navios (Schatzmayr, 2008) e, no Brasil, sua introdução ocorreu durante o 

período colonial, provavelmente na época do tráfego de escravos (Consoli & Oliveira, 

1994).  

A capacidade deste mosquito de se adaptar a condições ambientais adversas é 

notável, onde em razão de sua estreita associação com o ambiente humano, consegue 
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sobreviver em locais considerados inadequados. Por encontrar nestes locais recipientes 

artificiais com água utilizados por humanos, não são totalmente dependentes de chuvas 

(Consoli & Oliveira, 1994; Jansen & Beebe, 2010). 

O A. aegypti é um mosquito pequeno, de cor preta e branca, altamente 

domiciliado, que coloca seus ovos em recipientes comumente encontrados dentro e ao 

redor das casas (Gubler, 1998). Os criadouros preferenciais desta espécie são os 

recipientes artificiais abandonados pelo homem ou utilizados pelo mesmo no uso 

doméstico, como pneus, latas, vidros, cacos de garrafa, pratos de vasos, caixas d’água, 

tonéis, latões, cisternas e etc. (Consoli & Oliveira, 1994).  

Diferentemente de alguns outros mosquitos, o A. aegypti pica durante o dia, 

havendo dois momentos de alimentação, ao amanhecer e ao entardecer (Consoli & 

Oliveira, 1994; Gubler, 1998). Apresenta preferência acentuada por sangue humano, 

sendo que apenas as fêmeas realizam o repasto sanguíneo (Tauil, 2001; Ferreira, 2004). 

Alimentando-se de um indivíduo com dengue, o vírus ingerido pelo vetor pode replicar-

se no seu trato digestivo e atingir as glândulas salivares através da hemolinfa, após um 

período de incubação extrínseca que dura de 8 a 12 dias. Depois de transcorrido este 

tempo o mosquito é capaz de transmitir a infecção durante todo o resto de sua vida, que 

dura de 6 a 8 semanas (Brasil, 2009; Müller, 2011). Os machos também apresentam 

hábitos diurnos, período no qual seguem as fêmeas para realizar a cópula, bem como 

encontrar alimento, que consiste em substâncias açucaradas (Consoli & Oliveira, 1994).  

Fatores como vários repastos sanguíneos para uma única postura de ovos (Jansen 

& Beebe, 2010), ovos com alta capacidade de resistir à dessecação, mantendo-se viáveis 

por vários meses (Tauil, 2002), a transmissão transovariana do vírus (Consoli & 

Oliveira, 1994) e grande capacidade de adaptação a diferentes situações ambientais 

consideradas desfavoráveis (Tauil, 2002), são fatores que facilitam a transmissão e 

disseminação da doença.  

Devido intensos esforços e uma grande campanha de erradicação promovida 

pela Organização Panamericana de Saúde na segunda metade do século 20, o A. aegypti 

chegou a ser eliminado da grande maioria dos países das Américas (Bricks, 2004). Em 

1955 foi considerado erradicado do Brasil, porém a fronteira de alguns Estados com 

países aonde a espécie não chegou a ser erradicada, facilitou a reintrodução do mosquito 

em nosso país (Martins, 2010).  
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1.4.2. Aedes albopictus 

 

 

Originalmente descrito na Índia (Consoli & Oliveira, 2004), o Aedes albopictus 

preocupa as autoridades de saúde pública dos países infestados devido sua competência 

para a transmissão de pelo menos 22 arbovírus, dentre eles os quatro sorotipos da 

dengue (Cecílio et al., 2009). Esta espécie invadiu o continente americano em 1985 

(Consoli & Oliveira, 1994) e o primeiro registro no Brasil ocorreu em 1986, em Minas 

Gerais e Rio de Janeiro. Apesar de a maior parte dos Estados brasileiros ter relatado a 

sua presença, este mosquito ainda não foi incriminado como responsável por surtos de 

dengue no país (Martins et al., 2006). Porém, em áreas rurais no Sudeste da Ásia e Ilhas 

do Pacífico, corresponde a um vetor secundário da dengue (Gratz, 2004).  

Seus microhabitats são buracos de árvores, além de um gama de recipientes 

naturais e também artificiais. Seus ovos, assim como os do A. aegypti, podem 

sobreviver à dessecação por vários meses (Cecílio et al., 2009). Em um estudo realizado 

no Ceará, por Martins e colaboradores (2010), foi possível constatar que este mosquito 

tem apresentado uma significativa adaptação ao ambiente urbano, além de ter sido 

observada certa capacidade competitiva com o A. aegypti. 

 

 

1.5. A doença 

 

 

A apresentação clínica da infecção por qualquer um dos quatro sorotipos da 

dengue varia de infecções assintomáticas a formas leves, como a dengue clássica (DC), 

formas graves, como a febre hemorrágica da dengue (FHD) e a síndrome de choque da 

dengue (SCD), e até mesmo óbito (De Paula et al., 2002; Kukreti et al., 2008; Cardoso 

et al., 2011).  

As infecções assintomáticas apresentam grande importância epidemiológica por 

consistirem em uma fonte silenciosa de transmissão do vírus. Os portadores destas 

infecções acabam passando despercebidos pelo sistema de vigilância uma vez que, por 

não procurarem atendimento médico, seus casos não são notificados, o que acaba por 

permitir a disseminação do vírus de uma região geográfica para outra, quando estes 

pacientes se deslocam (Vasconcelos et al., 1998). 
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Após o período de incubação, 4 a 7 dias, a doença começa de forma abrupta e é 

seguida de três períodos: o febril, o crítico e o de recuperação (World Health 

Organization, 2009). A primeira manifestação é a febre, que se inicia abruptamente, é 

geralmente alta (39 ºC a 40ºC) e pode estar associada a outros sintomas como cefaléia, 

mialgia, artralgia, dor retro-orbitária, dentre outros. Anorexia, náuseas, vômitos e 

diarreia, também comuns a outras doenças, podem ser observados, o que acaba por 

dificultar o diagnóstico (Brasil, 2008). Considerando que alguns pacientes podem 

evoluir para formas graves da doença quando a febre desaparece, é fundamental o 

monitoramento de sinais de alerta durante o período febril, para que se reconheça a 

tempo a progressão para o período seguinte, o crítico (World Health Organization, 

2009). 

O início do período crítico é marcado por um aumento da permeabilidade capilar 

e do hematócrito, isso ocorre geralmente entre os dias 3-7 da doença, quando a 

temperatura começa a cair, na fase de defervescência. Porém, alguns pacientes 

progridem para o período crítico sem apresentar diminuição da temperatura. Neste 

período há extravasamento de plasma de grau variável, que dura de 24-48 horas. O 

extravasamento de plasma com perda de um volume crítico resulta em 

hemoconcentração que, sendo prolongada, causará disfunção de órgãos, acidose 

metabólica, coagulação intravascular disseminada e choque hipovolêmico (World 

Health Organization, 2009). Existem alguns sinais de alerta para o choque, são eles: dor 

abdominal contínua, vômitos persistentes, agitação ou letargia, diminuição da diurese, 

mudança súbita de febre para hipotermia com sudorese, confusão mental e prostração 

(Rigau-Pérez et al., 1998). Nestes casos há um grande risco de morte a menos que os 

pacientes sejam devidamente tratados (Gubler, 1998). 

Os doentes que melhoram após o período de diminuição da temperatura são 

ditos portadores de DC (World Health Organization, 2009). Tais pacientes são tratados 

com repouso, reposição de líquidos e medicamentos antitérmicos para baixar a febre 

(Rigau-Pérez et al., 1998). 

O período de recuperação de pacientes com FHD, com ou sem choque, 

normalmente é rápido e sem complicações (Gubler, 1998). Seu início é marcado pela 

reabsorção gradual do fluido extravasado que dura de 48-72 horas. Este período começa 

cerca de 24-48 horas após a fase crítica e nele já é observado o retorno do apetite, 

sensação de bem estar e diminuição dos sintomas gastrointestinais (World Health 
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Organization, 2009). Uma vez que o paciente é estabilizado, com a reabsorção do 

fluido, começa a estabilização do hematócrito (Gubler, 1998). 

As mudanças na epidemiologia da dengue acabaram resultando em dificuldades 

na classificação da doença em dengue clássica, febre hemorrágica da dengue e síndrome 

do choque da dengue. A aplicação dos critérios de FHD tornou-se difícil na situação 

clínica (World Health Organization, 2009). De acordo com Phuong e colaboradores 

(2004), uma vez que há uma sobreposição considerável nas características clínicas e 

laboratoriais de DC e FHD, a classificação de casos de dengue é muitas vezes difícil. 

Bandyopadhyay et al., em 2006, enfatizaram a necessidade da antiga classificação ser 

revista e se necessário modificada, uma vez que vários desafios foram apontados depois 

de mais de 30 anos de sua aplicação. 

Apesar de a antiga classificação continuar sendo amplamente utilizada, a 

Organização Mundial de Saúde (OMS) apoiou um estudo multicêntrico prospectivo em 

todas as regiões endêmicas da dengue objetivando coletar evidências sobre os critérios 

para a classificação da doença em diferentes níveis de gravidade. Os resultados obtidos 

apontaram que, utilizando parâmetros laboratoriais, é clara a diferença entre os 

pacientes com dengue grave e os com dengue não grave, sendo os últimos divididos em 

dois outros grupos, com sinais de alerta e sem sinais de alerta. Apresentações clínicas 

como grave extravasamento de plasma, hemorragia e comprometimento de órgãos são 

vistas em pacientes portadores de dengue grave (Figura 4). Esta nova classificação 

sugerida pela OMS visa à simplificação do manejo dos pacientes, bem como a melhora 

no tratamento dos casos graves da doença (World Health Organization, 2009). 

 

Figura 4 - Classificação da dengue em níveis de gravidade sugerida pela Organização Mundial de Saúde 

(Adaptado de World Health Organization, 2009). 
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 Trabalhos como o de Wanigasuriya e colaboradores (2011) e o de Van de Weg e 

colaboradores (2012) demonstram que a nova classificação é significativamente mais 

específica e de maior aplicabilidade do que a antiga. 

 Foi em 2014 que o Brasil adotou esta classificação e com isto surgiu a 

necessidade de treinamento para os profissionais de saúde, visando não haver dúvidas 

sobre o preenchimento da nova ficha de notificação (Ministério da Saúde, 2014). 

 

 

1.6. Patogênese 

 

 

Todas as pessoas são suscetíveis ao vírus da dengue. A segunda infecção sempre 

será por um sorotipo diferente, uma vez que a imunidade é permanente, mas específica 

para cada sorotipo. Existe imunidade cruzada, mas por curto período de tempo (Brasil, 

2009).  

A fêmea do A. aegypti infectada, ao alimentar-se de um hospedeiro humano, 

inocula no mesmo partículas virais que irão se replicar em monócitos e macrófagos nos 

linfonodos regionais e entrar na corrente sanguínea, com replicação dentro dos 

monócitos circulantes. Estimulada pela replicação viral, têm-se a produção de citocinas 

proinflamatórias pelos macrófagos e outras células do sistema imune, especialmente 

interferon gama (IFN-γ), fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e várias interleucinas 

(IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-1β) (Dewi et al., 2004; Kurane, 2007; Pang et al., 

2007), que estão diretamente relacionadas com o desenvolvimento do quadro febril 

(Lupi et al., 2007). 

Tanto a imunidade celular quanto a humoral são responsáveis por controlar a 

infecção (Lanciotti et al., 1992; World Health Organization, 2009). As células 

infectadas são eliminadas por mecanismos imunes que envolvem a participação de 

anticorpos específicos, bem como de linfócitos citotóxicos CD 8
+
 (Lupi et al., 2007). 

A resposta imunológica à infecção por dengue pode ser primária ou secundária. 

Quando o indivíduo não teve exposição anterior ao vírus o título de anticorpos se eleva 

de maneira lenta, porém, em uma segunda exposição, o título se eleva rapidamente 

atingindo níveis altos em poucos dias (Brasil, 2009). Os anticorpos da classe IgM são 

detectados a partir do quarto dia da doença, podendo permanecer por alguns meses. Já 

os anticorpos da classe IgG podem ser observados na primeira semana e continuar 
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presentes por anos, sendo eles os responsáveis pela imunidade sorotipo específica (Lupi 

et al., 2007). 

A evolução clínica da doença para FHD e/ou SCD não é totalmente esclarecida 

e, apesar de um grande progresso nos últimos anos no que diz respeito à compreensão 

da estrutura do vírus e seu ciclo replicativo, a falta de um modelo animal adequado 

torna difícil explicar completamente a patogênese da doença (Rodenhuis-Zybert et al., 

2010). Algumas teorias consideram a maior virulência da cepa do vírus infectante, 

outras atribuem à infecção sequencial por diferentes sorotipos, algumas à fatores 

individuais do hospedeiro e outras, ainda, que atribuem à este fenômeno uma 

combinação de vários fatores (Tauil, 2002). 

A teoria de Halstead (1988) é uma das mais conhecidas. Ela relaciona a 

ocorrência de casos graves à infecções sequenciais por diferentes sorotipos (Brasil, 

2009). A chamada “antibody dependent-enhancement” sugere que anticorpos 

heterólogos não neutralizantes, pré-existentes, reconhecem o vírus e formam 

imunocomplexos os quais vão se fixar nas paredes dos vasos, ativar o complemento 

pela via clássica e desencadear uma reação de hipersensibilidade por imunocomplexo, 

caracterizada pela participação de neutrófilos, resultando em inflamação e lesão na 

parede dos vasos. Além disso, acredita-se que os anticorpos dirijam as partículas de 

vírus recobertas por anticorpos para células que possuem receptores Fc de IgG, tais 

como monócitos, macrófagos e células dendríticas, fazendo com que elas sejam 

infectadas via receptor de Fc. Isto leva a uma amplificação da infecção nestas células, 

aumentando a carga viral (Lupi et al., 2007; Nielsen, 2009; Rodenhuis-Zybert et al., 

2010). 

Outra explicação para os casos graves de dengue, a teoria de Rosen, reside na 

virulência da cepa infectante. De acordo ela, cepas mais virulentas são responsáveis por 

casos graves (Brasil, 2009). Reforça esta teoria a confirmação de casos graves em 

ocasião de infecções primárias, bem como a raridade de doença grave em situações 

epidêmicas em que a infecção secundária é elevada. Em ambas as situações torna-se 

inadequado justificar o aparecimento de casos graves pela teoria “antibody dependente-

enhancement” (Chaudhry et al., 2006).  

A teoria que atribui um caráter multifatorial à gravidade da doença é sugerida 

por Kouri e colaboradores (1987). Fatores individuais como idade, sexo, raça, estado 

nutricional e imune; fatores virais como sorotipos circulantes e virulência das cepas; e 

fatores epidemiológicos como circulação simultânea de mais de um sorotipo, alta 
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densidade vetorial, dentre outros, juntos promoveriam condições favoráveis para a 

ocorrência da doença grave (Brasil, 2009). 

 

 

1.7. Diagnóstico laboratorial 

 

 

Em razão de o diagnóstico clínico não apresentar precisão, uma vez que a 

infecção por dengue apresenta amplo espectro de manifestações clínicas, o diagnóstico 

final da infecção necessita de confirmação laboratorial (Guzman et al, 2010; Tang & 

Ooi, 2012). 

Há uma grande necessidade de testes que sejam específicos e que apresentem 

baixos custos (World Health Organization, 2009; Peeling et al, 2010). É importante o 

estabelecimento de um diagnóstico capaz de detectar o vírus nos primeiros dias de 

sintomas, para que se forneçam informações oportunas para o manejo adequado do 

paciente e, de determinar o sorotipo do vírus, o que é de extrema importância para a 

vigilância epidemiológica (Alcon et al., 2002). 

Uma gama de métodos para o diagnóstico laboratorial foi desenvolvida e está 

disponível para utilização (Tang & Ooi, 2012). A escolha do teste a utilizar deve levar 

em consideração alguns fatores: a sua finalidade (diagnóstico clínico, vigilância 

epidemiológica ou avaliação/desenvolvimento de vacinas), o tempo de coleta da 

amostra, as instalações laboratoriais, o pessoal técnico para realizar os testes e os custos 

de sua realização. Testes mais sensíveis e específicos, como o isolamento viral e a 

detecção de ácidos nucléicos, exigem tecnologias mais complexas e maiores 

conhecimentos técnicos, o que os tornam mais trabalhosos e caros (World Health 

Organization, 2009).  

Dentre os métodos de diagnósticos laboratoriais capazes de confirmar a infecção 

pelo vírus DENV estão os que envolvem a detecção do vírus, do ácido nucléico viral, de 

antígenos ou anticorpos (Guzman & Kouri, 2004; World Health Organization, 2009). A 

figura 5 mostra a relação entre a acessibilidade e a confiança dos resultados 

apresentados por diferentes técnicas. 
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Figura 5 - Comparação de testes de diagnóstico de acordo com a sua acessibilidade e confiança 

(Adaptado de Peeling et al., 2010). 

 

 

Geralmente o diagnóstico da dengue é realizado por sorologia. Quando 

comparado aos demais métodos, este tem como vantagem o fato de apresentar baixo 

custo e facilidade de execução, porém as técnicas sorológicas não conseguem identificar 

o sorotipo infectante. Além disso, a detecção de anticorpos não pode ser feita com a 

precocidade necessária de forma a contribuir para o manejo do paciente, com a 

antecedência desejada (De Paula et al., 2002; Guzman et al. 2010).  

O MAC-ELISA (do inglês: IgM Antibody-capture enzyme-linkedimmunosorbent 

assay), amplamente utilizado, corresponde a uma ferramenta valiosa para o diagnóstico 

de rotina da dengue. Tal método possibilita a detecção de anticorpo IgM anti-dengue 

por meio de um ensaio imunoenzimático (Guzman & Kouri, 2004). Esta 

imunoglobulina torna-se detectável durante a fase aguda da doença e cerca de 90% dos 

infectados são IgM positivos até o 6º dia após o início dos sintomas. Já o anticorpo IgG, 

também pesquisado nos testes sorológicos, aparece mais tardiamente em infecções 

primárias, permanecendo detectável por muitos anos. Em infecções secundárias, já se 

encontra presente na fase aguda, subindo rapidamente ao longo de poucos dias (Rigau-

Pérez et al., 1998, Brasil, 2011). 

O diagnóstico da dengue também é possível através da detecção de antígenos 

virais. Kits comerciais para a detecção de NS1 já estão disponíveis no mercado (World 

Health Organization, 2009). Alcon e colaboradores mostraram que NS1 foi detectável 
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em tempos anteriores ao IgM, tão cedo quanto o dia 0 e até o dia 9 da doença, o que 

indica que este método permite o diagnóstico precoce da infecção (Alcon et al., 2002). 

Os resultados obtidos por Lima e colaboradores mostraram que kits comerciais de NS1, 

disponíveis no mercado, são úteis no diagnóstico laboratorial de dengue primária e 

secundária (Lima et al, 2010). 

Um grande problema no diagnóstico laboratorial da dengue é a confirmação de 

casos fatais, uma vez que na maioria dos casos apenas uma única amostra de soro é 

obtida e, os testes sorológicos apresentam suas limitações (Gubler, 1998). Nestes casos 

é utilizado o diagnóstico histopatológico, realizado em material obtido após a morte do 

paciente e, a técnica de imunohistoquímica, bastante sensível e específica, através da 

qual é possível detectar antígenos virais em cortes de tecidos fixados em formalina e 

emblocados em parafina (Brasil, 2009). Lima e colaboradores mostraram que testes de 

captura de NS1 correspondem a uma ferramenta alternativa rápida para confirmação da 

infecção por dengue em casos fatais, a partir da análise de tecidos (Lima et al, 2011). 

Considerando que a viremia da dengue é curta, amostras coletadas no início da 

doença (geralmente antes do dia 5) podem ser diagnosticadas pelo isolamento viral, 

onde a cultura de células é o método mais empregado (Guzman & Kouri, 2004; World 

Health Organization, 2009). Sangue ou soro podem ser utilizados nesta técnica (Tang & 

Ooi, 2012) que consiste na inoculação das amostras em cultura de células (linhagens de 

células de mosquitos ou de mamíferos) ou em cérebro de camundongos lactentes. Por 

fim, ensaios de imunofluorescência são realizados para identificação do sorotipo do 

vírus (Peeling et al, 2010). Apesar de ser possível descobrir o sorotipo infectante, o 

isolamento viral leva de dias a semanas e nem sempre é bem sucedido devido a 

pequenas quantidades de vírus viáveis (Lanciotti et al., 1992). 

Por fornecer um diagnóstico sorotipo-específico rápido, a transcrição reversa 

seguida da reação em cadeia pela polimerase (RT-PCR) tem potencial para revolucionar 

o diagnóstico laboratorial uma vez que, apesar de apresentar sensibilidade similar aos 

sistemas de isolamento viral que utilizam culturas de células C6/36, a manipulação, o 

armazenamento inadequado e a presença de anticorpos normalmente não influenciam o 

seu resultado, como o fazem no isolamento (Gubler, 1998). Apesar das evidentes 

vantagens desta técnica, todo o procedimento, incluindo a extração do RNA, ainda é 

caro e requer cuidados e um manuseio adequado, a fim de que se evitem contaminações 

em alguma das etapas do processo (Miagostovich et al., 1997). 
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O ensaio de PCR em tempo real é empregado para quantificar o RNA viral. A 

utilização de uma sonda fluorescente permite que os produtos da reação sejam 

detectados em tempo real,  dispensando a necessidade de uma eletroforese para 

posterior visualização dos resultados (World Health Organization, 2009). Por apresentar 

uma maior precisão, sensibilidade e rapidez, torna-se um método apropriado que pode 

contribuir para a vigilância da dengue (Araújo et al., 2009a). As medições quantitativas 

da PCR em tempo real permitem, ainda, relacionar a gravidade da doença à carga viral, 

o que, aliado aos dados clínicos, podem fornecer informações cruciais sobre a 

patogênese das diferentes formas da dengue (Kong et al, 2006). 

 Os métodos citados correspondem a grandes avanços no diagnóstico da 

dengue, porém o fato de apresentarem algumas limitações demostra a necessidade de 

soluções urgentes, bem como o desenvolvimento contínuo de novos testes que sejam 

baratos, sensíveis, específicos e que permitam o diagnóstico precoce da doença 

(Guzman & Kouri, 2004). Enquanto as novas ferramentas são desenvolvidas, faz-se 

necessário instituir programas de garantia de qualidade em todos os laboratórios de 

diagnóstico e de referência, visando um bom desempenho dos testes nos diferentes 

estabelecimentos (Guzman et al, 2010; Tang & Ooi, 2012). 

 

 

1.8. Tratamento atual e perspectivas 

 

 

Apesar das altas taxas de morbidade e mortalidade associadas com infecções 

pelo vírus DENV, antivirais específicos e vacinas licenciadas não existem (Alvarez et 

al., 2005). Apenas o tratamento dos sintomas através de analgésicos, antitérmicos e 

reposição de fluido corporal estão disponíveis para o paciente (Gómez-Dantés & 

Willoquet, 2009).  

Os esforços para desenvolver vacinas contra a dengue são antigos, começaram 

na década de 1920 com extratos inativados de mosquitos infectados. Apesar das 

dificuldades no seu desenvolvimento (tais como: ausência de um modelo animal para 

testar a sua efetividade, pouca compreensão da patogênese da doença e baixo apoio 

financeiro), ao longo dos últimos anos a intensidade de propagação da doença despertou 

grande interesse nesta área e, com o recente desenvolvimento de vacinas que parecem 
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promissoras, estamos cada vez mais perto de obter uma vacina contra a dengue 

(Guzman & Kouri, 2002; Bricks, 2004; Hombach, 2007). 

Uma vacina para a prevenção da dengue deve atender a alguns critérios: ser 

eficaz contra pelo menos três dos quatro sorotipos, mas de preferência todos os quatro; 

ser administrada em dose única; ser segura; induzir uma resposta imune de longa 

duração e apresentar baixo custo (Kumar et al, 2010; Gluber, 2011).  

Várias vacinas encontram-se em desenvolvimento, dentre elas tem-se as de vírus 

atenuados, quiméricas, vírus inativados e vacinas de subunidades de ácidos nucléicos 

(World Health Organization, 2009). 

Algumas vacinas atenuadas estão em estágios avançados de desenvolvimento, 

sendo a ChimeriVax
TM

-Dengue (CYD-TDV), desenvolvida pela Sanofi Pasteur, a que 

se encontra em fase mais avançada. Trata-se de uma vacina quimérica tetravalente, 

desenvolvida através de técnicas de engenharia genética, onde genes estruturais (prM e 

E) de cada um dos quatro vírus da dengue são inseridos individualmente para substituir 

os seus correspondentes do vírus da vacina contra a febre amarela, 17D (Monath, 2007; 

World Health Organization, 2009).  

Resultados satisfatórios obtidos em estudos de fase I, II e III com a CYD-TDV, 

em diferentes países (Guy et al., 2008; Bricks, 2008), dão suporte à continuidade de seu 

desenvolvimento e, estudos adicionais em áreas endêmicas estão sendo realizados, 

visando uma maior compreensão de eventuais problemas no seu uso (Lanata et al. 2012; 

Hss et al. 2013). 

 Apesar dos substanciais avanços, nenhuma vacina está disponível para a 

prevenção da dengue até o presente momento e, até que isto ocorra, o controle dos 

vetores é a única maneira de diminuir a transmissão da doença (Guzman & Kouri, 2002; 

Bricks, 2004). 

 

 

1.9. Aspectos epidemiológicos 

 

 

Todos os cinco continentes sofrem com surtos de dengue. Sua distribuição 

geográfica envolve países tropicais e subtropicais (Braga & Valle, 2007). A incidência 

da doença tem aumentado nas últimas décadas, sendo que o maior aumento no número 

de casos ocorreu nos países em desenvolvimento, onde o crescimento desordenado da 
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população em áreas urbanas propiciou a multiplicação do mosquito vetor. Este 

crescimento populacional sem precedentes tem sido uma força motriz, aumentando a 

circulação de pessoas e, portanto, do patógeno. Além disso, o transporte moderno 

garante um trânsito rápido, tanto do vetor quanto do vírus (Bricks, 2004; Gubler, 2004; 

Barbosa et al., 2012). 

A doença apresenta padrão sazonal de incidência, com maior número de casos 

no verão em razão das chuvas e altas temperaturas desta estação. Apesar de ser mais 

comum em centros urbanos, devido à disponibilidade de criadouros artificiais 

produzidos pelo homem, pode ocorrer em qualquer lugar, desde que existam as 

condições necessárias: população suscetível, vetor e vírus (Brasil, 2009).  

Provavelmente a pandemia global da dengue teve início na Ásia e no Pacífico 

durante e após a Segunda Guerra Mundial e, de lá se dispersou para outras regiões 

(Gluber, 1997). Hoje a doença é considerada endêmica na África, nas Américas, no 

Leste do Mediterrâneo, no Sudeste Asiático e no Oeste do Pacífico (Braga & Valle, 

2007; Barcellos & Lowe, 2014) e, o número de casos de DC e de FHD cresce a cada 

ano (Viana & Ignotti, 2013).  

 

 

1.9.1. Dengue nas Américas 

 

 

 As Américas convivem com a dengue há mais de 200 anos. Foi na década de 

1950 que a febre hemorrágica da dengue foi descrita pela primeira vez, nas Filipinas e 

Tailândia e, logo após a década de 1960, a circulação do vírus tornou-se intensa neste 

continente (Brasil, 2009). 

 Nas décadas de 1950 e 1960 a maioria dos países da América Central e do Sul 

conseguiu erradicar o Aedes aegypti (Rigau-Pérez et al., 1998). Porém, a diminuição nos 

esforços para manter a erradicação, durante a última parte do século 20, juntamente com 

fatores sociais, contribuíram para o ressurgimento da dengue nestes subcontinentes 

(Lindenbach et al., 2007). O programa de erradicação foi encerrado no início de 1970 e 

ao final desta década o A. aegypti reinfestava vários locais. Em razão disto o número de 

países com epidemia de dengue aumentou consideravelmente durante os anos 1980 e 

1990 (Rigau-Pérez et al., 1998).  
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 Agora, países das Américas lidam com o fato de que as atuais condições, tanto 

sociais, quanto econômicas e ambientais, tendem a estabelecer a dengue como uma 

grande ameaça à saúde de suas populações (Gómez-Dantés & Willoquet, 2009). 

 

 

1.9.2. Dengue no Brasil 

 

 

No Brasil, a dengue encontra-se presente nas 27 unidades federativas e todos os 

quatro sorotipos circulam no país (Barbosa et al., 2012; Barcellos & Lowe, 2014). É 

hoje uma das doenças que apresenta maior incidência, atingindo toda a população 

independentemente de seu nível social (Brasil, 2008). 

No território brasileiro, há referências da doença desde o século 19, ano de 1846, 

com epidemias no Rio de Janeiro, Salvador e São Paulo (Braga & Valle, 2007; 

Monteiro et al, 2009). No século 20, há relatos de 1916 em São Paulo e de 1923 em 

Niterói no Rio de Janeiro, porém ambos sem confirmação laboratorial (Brasil, 2009).  

Nas décadas de 1950 e 1960 o Brasil havia conseguido eliminar o mosquito 

transmissor da dengue de seu território, porém em 1976, a partir de Salvador (BA), o A. 

aegypti foi reintroduzido e essa nova infestação não pôde ser eliminada, uma vez que 

estava presente em muitos países vizinhos. Deste modo, a re-emergência da dengue está 

intimamente relacionada à reinfestação do país pelo mosquito vetor (Tauil, 2001; 2002).  

A primeira epidemia no Brasil, documentada clínica e laboratorialmente, foi 

causada pelos sorotipos 1 e 4 e ocorreu no período de 1981-1982 em Boa Vista, 

Roraima. Posteriormente, em 1986, o primeiro surto de maiores proporções causado 

pelo DENV-1 ocorreu no Rio de Janeiro e depois se espalhou para as áreas urbanas das 

regiões Nordeste e Centro-Oeste do Brasil. Neste momento a doença tornou-se um 

problema de saúde pública. Em 1990 foi identificada a circulação do sorotipo 2 em 

Niterói, Rio de Janeiro e, em Dezembro de 2000, a circulação do DENV-3 foi 

identificada pela primeira vez no mesmo Estado (Pires Neto et al., 2005; Brasil, 2009; 

Teixeira et al., 2009). O fato de a cidade do Rio de Janeiro ser um importante centro 

turístico, principalmente durante os meses do verão, explica a rápida propagação dos 

sorotipos para outros Estados do Brasil (Nogueira et al., 1999). Após 28 anos sem ser 

detectado, o ano de 2010 foi marcado pela reintrodução do sorotipo 4, no Estado de 

Roraima (Temporão et al., 2011). 
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Com mais de três milhões de casos em um período de 5 anos (2000-2005), o 

Brasil se tornou o país com maior número de casos relatados de dengue, ocupando o 

primeiro lugar no ranking internacional para os casos totais da doença (Teixeira et al., 

2009), o que reporta a dengue como uma verdadeira tragédia nacional.  

 

 

1.9.3. Dengue no Rio Grande do Norte 

 

 

O Estado do Rio Grande do Norte vem convivendo com o aumento de casos de 

dengue há mais de uma década, correspondendo ao segundo Estado do Nordeste com 

maior número de casos registrados da doença, ficando atrás apenas do Ceará 

(Nascimento et al., 2009). O primeiro caso de dengue relatado no RN foi em 1994, no 

município de Assú (Oeste Potiguar), apesar da infestação por Aedes aegypti datar desde 

1979 (Cunha et al., 1999; Barbosa et al., 2012). Dois anos depois, em 1996, vários 

outros municípios do Estado, inclusive a capital Natal, já registravam a presença da 

doença, com episódios epidêmicos e não epidêmicos (Barbosa et al., 2012). 

Foram em 2002 e 2008 que ocorreram as mais importantes epidemias de dengue 

do Estado, que começaram com a cocirculação dos sorotipos1 e 2 até o ano de 2002 e o 

aparecimento do sorotipo 3 (Barbosa et al., 2012). 

 O RN não difere do restante do território brasileiro, que vem lidando com os 

casos de dengue, bem como com a circulação simultânea de vários sorotipos do vírus. 

Fatores que contribuem para a atual situação epidemiológica do Estado são: índices de 

infestação predial acima de 1% em 70% dos municípios; uso exacerbado de 

descartáveis; presença de imóveis fechados; existência de terrenos baldios com acúmulo 

de lixo que se transformam em criadouros potenciais; fornecimento de água irregular, 

que acaba sujeitando a população a armazenar água em recipientes sem o devido 

cuidado, dentre outros (Secretaria de Estado da Saúde Pública do Rio Grande do Norte, 

2008). 
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1.10. Controle 

 

 

O mosquito Aedes aegypti, principal vetor da dengue, corresponde ao alvo das 

medidas de controle da incidência da doença. Isto ocorre porque ainda não existem 

vacinas seguras e eficazes disponíveis até o presente momento (Teixeira et al., 2009; 

World Health Organization, 2011). O seu combate é deveras complexo, uma vez que 

exige ações coordenadas de múltiplos setores da sociedade, além do fato deste se 

encontrar muito bem adaptado às condições urbanas (Tauil, 2007). 

A partir do século 19 o combate ao A. aegypti foi institucionalizado de maneira 

sistematizada no nosso país (Brasil, 2001). No ano de 1990, em Abril, foi criada a 

Fundação Nacional de Saúde (FUNASA), que passou a ser responsabilizada pela 

coordenação das ações de controle da doença. Seis anos mais tarde, o Ministério da 

Saúde elaborou o Plano de Erradicação do Aedes aegypti (PEAa), que se preocupava 

principalmente com os casos de dengue hemorrágica, devido a possibilidade de levar à 

morte. Mais tarde, em Julho de 2001, a meta de erradicar o mosquito foi abandonada 

oficialmente pela FUNASA, que passou a trabalhar com o objetivo de apenas controlar 

o vetor. Através da implantação do Plano de Intensificação das Ações de Controle da 

Dengue (PIACD), as ações foram focalizadas em municípios com maior transmissão da 

doença, os considerados prioritários. O Programa Nacional de Controle da Dengue 

(PNCD), implantado em 2002, deu continuidade ao PIACD, porém enfatizando a 

necessidade de mudança nos modelos anteriores (Braga & Valle, 2007).  

As tradicionais abordagens para prevenção e controle da dengue foram herdadas 

dos programas verticais, nos quais a eliminação do vetor era feita através do uso de 

inseticidas. O problema é que estes não apresentam longo alcance e são de curta 

duração, não conseguindo penetrar nos locais de repouso do vetor (Gómez-Dantés & 

Willoquet, 2009). Além disto, têm-se o agravante da resistência crescente dos insetos 

aos larvicidas e adulticidas usados habitualmente nas atividades de controle, ficando 

clara a necessidade de monitoramento permanente da resistência dos mosquitos, bem 

como a pesquisa de novos produtos, que além de eficazes sejam ecologicamente seguros 

(Tauil, 2002).  

Em muitos casos, os programas nacionais são mal financiados, mal geridos e 

funcionam de forma isolada. Os trabalhadores por não serem bem remunerados, são 

desmotivados. Muitos não apresentam habilidades de comunicação e nem sequer são 
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supervisionados. Além disto, durante períodos de baixa transmissão, há uma grande 

diminuição dos esforços, o que acaba acarretando no aumento da população do vetor 

(Gómez-Dantés & Willoquet, 2009).  

Enfim, a atual situação epidemiológica da dengue no Brasil mostra que as 

medidas atuais de controle não têm alcançado sucesso e, se não houver alternativas 

eficazes de controle que superem as dificuldades atuais, as perspectivas futuras são 

piores, devido o aumento de casos de febre hemorrágica da dengue, especialmente entre 

as crianças (Teixeira et al., 2009).  

Diante do exposto, o Brasil precisará se esforçar para implementar 

adequadamente as estratégias atualmente disponíveis. Fazem-se necessários, ainda, 

investimentos em pesquisa para que sejam melhoradas as tecnologias para reduzir o 

Aedes aegypti em grande escala (Teixeira et al., 2009).  

Considerando que alterações de comportamento da população podem ajudar a 

reduzir a infestação de recipientes domésticos, se cada comunidade for corretamente 

sensibilizada e orientada, fica clara a necessidade de uma nova relação entre instituições 

governamentais e indivíduos, onde devem ser criados programas, com base na estrutura 

local e na organização da comunidade, que incorporem a vigilância epidemiológica, a 

participação da comunidade, controle do vetor e a educação (Gómez-Dantés & 

Willoquet, 2009). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 

Desde que os primeiros casos de dengue foram detectados no Rio Grande do 

Norte, há mais de 20 anos, o Estado vem sofrendo com episódios epidêmicos, alguns 

deles de grandes proporções, e não epidêmicos, ganhando, por esta razão, o título de 

segundo Estado do Nordeste com maior número de casos relatados da doença 

(Nascimento et al., 2009; Barbosa et al., 2012). É notória a grande importância da 

dengue no RN, porém a escassez de estudos inviabiliza a compreensão do perfil da 

doença, bem como não permite que se entenda a atividade do vírus no Estado. 

O atual quadro da dengue no Brasil, bem como a sua grande importância 

epidemiológica, que não difere para o Rio Grande do Norte, serviram de motivação para 

a realização deste trabalho, que busca descrever o perfil epidemiológico e realizar a 

caracterização molecular dos vírus dengue circulantes no Estado nos anos 2013 e 2014. 

As informações obtidas com o monitoramento da transmissão da dengue, do 

movimento e distribuição geográfica dos sorotipos e genótipos, através das técnicas 

laboratoriais rápidas e sensíveis utilizadas neste estudo, poderão fornecer importantes 

informações as quais servirão de subsídio para a definição de ações visando à prevenção 

de futuras epidemias. 
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1. Objetivo Geral 

 

 

 Descrever o perfil epidemiológico da dengue no Estado do Rio Grande do Norte, 

no período de 2013 a 2014. 

 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

 

 Identificar e monitorar os sorotipos do vírus da dengue circulantes no RN 

durante o período de estudo;  

 Descrever a distribuição geográfica dos casos da doença no Estado, 2013-2014; 

 Determinar o período do ano com maior número de casos de dengue no RN, no 

período de 2013-2014;  

 Verificar se existe diferença nas taxas de incidência da infecção, no Estado do 

Rio Grande do Norte, em relação ao gênero e faixa etária, em 2013-2014; 

 Realizar a caracterização molecular dos vírus DENV circulantes durante os anos 

2013-2014, a partir do sequenciamento do gene do envelope viral. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1. Tipo de estudo 

 

 

 Trata-se de um estudo epidemiológico observacional transversal, 

predominantemente descritivo, de dados primários. 

 

 

4.2. Local de estudo 

 

 

 O presente estudo foi realizado no Estado do Rio Grande do Norte, localizado 

na região Nordeste do Brasil, limitando-se a Oeste com o Estado do Ceará, ao Sul com a 

Paraíba e a Leste e Norte com o Oceano Atlântico (Figura 6). O Estado situa-se entre os 

paralelos de 4°49’53’’ e 6°58’57” latitude sul, e os meridianos de 35°58’03” e 

38°36’12” a oeste de Greenwich. Possui extensão territorial de 52.811,126 km
2
, 

população estimada em 3.168.027 habitantes e densidade demográfica de 59,99 

habitante/km
2 

(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística, 2011). 

 O RN possui 167 municípios, agrupados em quatro mesorregiões e dezenove 

microrregiões, que compartilham semelhanças quanto aos seus aspectos físicos e 

humanos (Figura 7). Na região metropolitana, composta por 10 municípios, está a maior 

concentração demográfica do Estado (Rio Grande do Norte, 2013). 

 Como uma das principais atividades econômicas do Estado tem-se o turismo. 

O RN dispõe de inúmeros atrativos naturais que podem ser observados ao longo dos 

400 km de costa litorânea, repletos de praias, lagoas, parrachos, dunas e falésias (Rio 

Grande do Norte, 2013). 
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Figura 6 - Localização do Estado do Rio Grande do Norte (Branco, 2014). 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Meso e microrregiões do Estado do Rio Grande do Norte (Adaptado de Nascimento et al., 

2009). 



 

31 
 

4.3. População de estudo 

 

 

Foram incluídas no estudo amostras de soro ou sangue total de casos suspeitos 

de dengue, provenientes de diferentes centros de saúde e hospitais da rede pública do 

Estado do Rio Grande do Norte. Um total de 483 amostras (256 de 2013 e 227 de 2014), 

coletadas até uma semana após o início dos sintomas, foi estudado. 

As amostras foram encaminhadas ao Laboratório de Biologia Molecular de 

Doenças Infecciosas e do Câncer (LADIC) pelo Laboratório Central Doutor Almino 

Fernandes (LACEN-RN), acompanhadas de ficha de notificação compulsória de 

dengue, com dados referentes ao paciente e à coleta. As mesmas permaneceram 

armazenadas em freezer - 70 ºC até o momento da utilização. 

 

 

4.4. Fonte de dados 

 

 

O Banco de dados do LACEN-RN foi a fonte de informações referente aos casos 

suspeitos analisados neste estudo. Os dados sobre as regiões geográficas do Estado 

foram obtidos a partir de documento oficial disponível em 

<http://www.seplan.rn.gov.br/arquivos/download/PERFIL%20DO%20RN.pdf>. 

 

 

4.5. Diagnóstico molecular da infecção pelos vírus DENV 

 

 

4.5.1. Extração do RNA viral 

 

 

Os RNAs das amostras de soro ou sangue foram extraídos através do QIAmp 

Viral Mini Kit (QIAGEN, Inc., Valencia, EUA), sendo seguido o protocolo descrito 

pelo fabricante. Resumidamente o ensaio foi realizado da seguinte forma: 140 μL de 

cada amostra foram incubados com tampão de lise AVL durante 10 minutos, 

posteriormente as amostras foram misturadas com etanol absoluto e aplicadas em uma 
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coluna de sílica fornecida pelo kit. Em seguida, as amostras foram centrifugadas e 

lavadas com os tampões AW1 e AW2. Por fim, o RNA foi eluído das colunas utilizando 

60 μL do tampão AVE e armazenado à - 70 ºC para posterior utilização. 

 

 

4.5.2. Transcrição reversa seguida da reação em cadeia pela polimerase (RT-PCR) 

 

 

A partir do RNA obtido na etapa anterior foi realizada a transcrição reversa para 

obtenção do cDNA de cada amostra, os quais foram submetidos à amplificação 

conforme descrito por Lanciotti e colaboradores (1992). Este protocolo consiste em um 

procedimento de duas etapas, semi-nested, que é capaz de detectar os quatro sorotipos 

do vírus simultaneamente. No final do processo são gerados amplicons com tamanhos 

(pb) específicos para cada sorotipo. 

Na primeira etapa do ensaio, para cada amostra, foram utilizados 0,75 L de 

iniciadores consensuais a 10 M (D1 e D2) para os quatro sorotipos dos DENV, 

complementares as sequências dos genes que codificam as proteínas C e prM. No 

procedimento semi-nested, referente à segunda etapa, foram utilizados por reação: 0,75 

L de iniciadores específicos TS1, TS2, TS3 e TS4 também a 10M, para os DENV-1 a 

4, respectivamente (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Relação dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados na transcrição reversa seguida pela 

reação em cadeia pela polimerase (RT-PCR) para a tipagem dos vírus dengue. 

 

Na primeira etapa da reação, a transcrição reversa seguida da amplificação, foi 

realizado o seguinte procedimento: em microtubos de 0,3 mL, tipo eppendorf 


, 2,5 L 

do RNA extraído, previamente descongelado, foram adicionados à 22,5 L da mistura 

para RT-PCR (Tabela 2). Imediatamente os microtubos foram colocados no bloco 
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aquecido do termociclador. A transcrição reversa ocorreu no primeiro momento da 

ciclagem, a uma temperatura de 45 ºC durante 45 minutos, logo após as amostras foram 

submetidas a 30 ciclos subsequentes de desnaturação (94 ºC por 35 segundos), 

hibridização (56 ºC por 1 minuto), extensão (72 ºC por 2 minutos) e mais 10 minutos de 

extensão final, a 72 ºC. 

Na segunda etapa do ensaio, os produtos da primeira etapa foram previamente 

diluídos. Para isto, 2,5 L do produto da primeira etapa foram misturados a 247,5 L de 

água livre de nucleases (IDT, Iowa, USA). Em novos microtubos de 0,3 mL foram 

adicionados 2,5 L da diluição em 22,5 L da mistura para o semi-nested PCR (Tabela 

2). Imediatamente as amostras foram levadas para o termociclador e submetidas a 20 

ciclos de desnaturação (94 ºC por 35 segundos), hibridização (56 ºC por 1 minuto), 

extensão (72 ºC por 2 minutos) e um período de extensão final (72 ºC por 10 minutos). 

 

Tabela 2 -Relação dos reagentes utilizados na transcrição reversa seguida pela reação em cadeia pela 

polimerase (RT-PCR) para detecção dos sorotipos dos vírus dengue. 

 

Para visualização e análise dos produtos amplificados, foi realizada eletroforese 

horizontal à 100 V, por aproximadamente 60 minutos. Neste procedimento 5 L do 

produto amplificado, misturados a 2,5 L de azul de bromofenol (Amresco, Ohio, USA) 

e 2,5 L de Gel Red


 foram aplicados em um gel de agarose (BioAmerica, Inc., 

Miami,USA) a 1% em Tris-Ácido Bórico-EDTA 0,5 X e, visualizados em luz 

ultravioleta. 
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4.6. Caracterização molecular 

 

 

4.6.1. Elaboração do banco de sequências nucleotídicas 

 

 

Sequências completas do gene do envelope dos vírus Dengue tipo 1 e 4 foram 

coletadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), objetivando relacionar 

filogeneticamente os DENV isolados neste estudo com  os de diversos outros países.  

Foram selecionados os isolados que apresentavam informações completas 

referentes ao ano e local de isolamento, sendo descartados os que não apresentavam tais 

informações, bem como os que eram identificadas como recombinantes (Worobey et al., 

1999), utilizando os mesmos critérios adotados por Twiddy e colaboradores (2003). As 

cepas foram identificadas pelo ano, seguidos da sigla de duas letras do país de origem 

(lista de abreviaturas disponível em http://www.inf.ufrgs.br/~cabral/Paises.html) e do 

número de acesso ao GenBank. Apenas quatro sequências do mesmo ano e local foram 

coletadas. 

 

 

4.6.2. Sequenciamento do gene do envelope 

 

 

 Objetivando realizar a caracterização genética dos vírus DENV-1 e 4, foi 

realizado o sequenciamento da região do envelope viral, região esta considerada 

informativa para estudos de filogenia, sendo utilizada frequentemente em trabalhos 

desta natureza (Lanciotti et al. 1994; Araújo 2009b). A partir da estratégia de primer 

walking, foram utilizados iniciadores capazes de amplificar cerca de 900 pb por região, 

sendo 200 pb de sobreposição entre as regiões. O sequenciador utilizado foi o da 

Applied Biosystem ABI-3730 (Applied Biosystems, Foster City, CA) disponível na 

plataforma genômica de sequenciamento de DNA do Centro de Pesquisas Aggeu 

Magalhães/Fiocruz-PE. 
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4.6.2.1. Oligonucleotídeos iniciadores 

 

 

Os oligonucleotídeos iniciadores para amplificação do gene do envelope do 

DENV-1 (Tabela 3) foram desenhados por Araújo (2009b).  

 

Tabela 3 - Oligonucleotídeos iniciadores para sequenciamento do gene do envelope do DENV-1 (Araújo, 

2009b). 

 

 

 

Quanto ao sorotipo 4, os oligonucleotídeos utilizados neste estudo foram 

desenhados por Sousa (2014) e Branco (2014). 

 

Tabela 4 - Oligonucleotídeos iniciadores para sequenciamento do gene do envelope dos DENV-4 (Sousa, 

2014; Branco, 2014). 
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4.6.2.2. RT-PCR para sequenciamento 

 

 

Em um tubo do tipo eppendorf
 

foram adicionados 25 µL do Acessquick Master 

Mix (2x) (Promega, Madison, EUA), 14 µL de água livre de nucleases (Promega, 

Madison, EUA), 2,5 µL (500 nM) do iniciador sense (Invitrogen, EUA), 2,5 µL (500 

nM) do iniciador antisense (Invitrogen, EUA) e 1 µL da enzima AMV-RT (Promega, 

Madison, EUA). Por fim, foram adicionados 5 µL do RNA extraído e o tubo foi 

submetido à agitação com auxilio de um vórtex. 

Nos primeiros 60 minutos, a uma temperatura de 45 ºC, o RNA foi reversamente 

transcrito, seguidos da ativação da enzima a 95 ºC por 2 min, de 30 ciclos de 

desnaturação 94 °C por 30 segundos, 54°C-62 °C por 1 minuto (dependendo do par de 

primers utilizado) e 72 °C por 2 minutos, com uma extensão final a 72 °C por 10 

minutos. O termociclador utilizado no ensaio de amplificação foi o modelo 22331 

(Eppendorf AG, Hamburg, GER).  

Finalizada a RT-PCR, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 

(BioAmerica Inc., Miami, USA – cat nº D1500 – LE) a 1% em TBE 0,5 X, por 60 

minutos a 100 V, para análise dos produtos amplificados. 

 

 

4.6.2.3. Purificação direta do produto de PCR 

 

 

A partir da visualização do gel de agarose descrito no item 4.6.2.2, quando 

foram observados amplicons únicos a purificação foi realizada de maneira direta, isto é, 

a partir do próprio produto da RT-PCR. Para isto foi utilizado o kit comercial PCR 

Purification (Qiagen, Inc., Valencia, CA), sendo seguido o protocolo descrito pelo 

fabricante.  

 Resumidamente o ensaio se deu da seguinte maneira: em um tubo do tipo 

eppendorf


, de 1,5 mL, foram adicionados 5 volumes de Buffer PB para 1 volume de 

reação de RT-PCR (225 L de Buffer para 45 L de reação), a solução foi 

homogeneizada em um agitador do tipo vórtex e em seguida transferida para a coluna 

fornecida pelo kit. A coluna foi centrifugada por 60 segundos a 14.000 rpm e o filtrado 
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foi desprezado. Foram adicionados 750 L do buffer PE, a coluna foi centrifugada por 

60 segundos a 14.000 rpm e o filtrado foi novamente desprezado. A coluna foi mais 

uma vez submetida à centrifugação por 1 minuto a 14.000 rpm e então transferida para 

um tubo de 1,5 mL. Foram adicionados 30 L de buffer EB ou de água livre de 

nucleases e a amostra foi incubada por 1 minuto a temperatura ambiente. Por fim, houve 

uma última centrifugação de 1 minuto a 14.000 rpm e o DNA purificado foi então 

armazenado a - 20 ºC para uso posterior. 

 

 

4.6.2.4.  Purificação do produto de PCR por extração de gel de agarose 

 

 

Quando, no gel de agarose descrito em 4.6.2.2, foram observados amplicons 

além do de interesse, ou seja, amplicons inespecíficos, foi realizado um gel de 

purificação.  

Foi feita uma eletroforese em gel de agarose a 0,7%, 100 V. Todo o volume da 

reação de RT-PCR, misturado a 5 L de GelRed
 

e 5 L de azul de bromofenol 

(Amresco, Ohio, USA) foi aplicado nos poços gerados pelo pente. O gel foi analisado 

na luz ultravioleta e apenas os amplicons de interesse foram cortados, com o auxílio de 

lâminas de bisturi estéreis. Uma vez cortados, os fragmentos foram transferidos para 

tubos de 1,5 mL e foi realizada a purificação utilizando o kit comercial Gel Extraction 

(Qiagen, Inc., Valencia, CA). 

O ensaio se deu da seguinte maneira: para cada 100 mg de fragmento de gel 

foram adicionados 300 L de Buffer QG, o tubo foi incubado a 50 ºC por 10 minutos, 

sendo homogeneizado a cada 2-3 minutos com auxílio do vórtex. Transcorrida a 

incubação, estando o gel completamente dissolvido, a cor da mistura foi verificada, 

devendo estar amarela, semelhante ao buffer QG. Em seguida foram adicionados 100 

L de isopropanol à amostra e a mesma foi transferida para a coluna fornecida pelo kit. 

A coluna foi submetida à centrifugação por 1 minuto a 13.000 rpm, o filtrado foi 

desprezado, foram adicionados 500 L do Buffer QG e a coluna centrifugada 

novamente, seguindo os mesmos parâmetros. Em seguida, o filtrado foi desprezado e 

foram adicionados 750 L de Buffer PE, seguido de uma nova centrifugação por 1 

minuto. O filtrado foi desprezado e a amostra foi incubada a temperatura ambiente por 2 
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a 5 minutos, seguida de mais duas centrifugações. Por fim, a coluna foi encaixada em 

um tubo eppendorf
 

de 1,5 mL, foram adicionados 30 L de Buffer EB ou água livre de 

nucleases e a mesma foi centrifugada por 1 minuto. O DNA purificado foi, finalmente, 

estocado a - 20 ºC para posterior utilização. 

 

 

4.6.2.5. Quantificação do DNA  

 

 

Considerando que a concentração de cDNA utilizada no sequenciamento é 

crucial para o sucesso da reação, é indispensável que o mesmo seja quantificado. Deste 

modo, objetivando quantificar o DNA purificado e determinar a quantidade ideal a ser 

adicionada na reação de PCR de sequenciamento, foi realizada uma eletroforese em gel 

de agarose a 2%, em TBE 0,5 X.  

No primeiro poço do gel foram aplicados 4 L do peso molecular de massa 

(Invitrogen, Carlsbad, CA), misturados a 2 L de GelRed


 e 2 L de azul de 

bromofenol (Amresco, Ohio, USA). No poço seguinte foram adicionados 4 L do DNA 

purificado a ser quantificado, juntamente com 2 L de GelRed


 e 2 L de azul de 

bromofenol (Amresco, Ohio, USA). O procedimento ocorreu a 100 V, durou 

aproximadamente 60 minutos e a concentração do DNA foi estimada a partir da 

comparação com o peso molecular de massa (Low Mass DNA), de acordo com a bula 

apresentada pelo fabricante (Tabela 5). 

 

Tabela 5 -Valores de referência para quantificação do DNA para a reação de sequenciamento. 
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4.6.2.6. Reação de sequenciamento 

 

 

Em um microtubo de 0,3 mL foram adicionados 2 L do primer específico 

(sense ou antisense), 2 L de Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready (Applied 

Biosystems, Foster City, CA), acrescido da quantidade de DNA determinada pelo 

ensaio de quantificação (descrito no item 4.7.2.5). Por fim, o volume foi completado 

com água livre de nucleases, objetivando um volume final de 10 L.  

A mistura foi submetida aos seguintes parâmetros de termociclagem: 30 ciclos 

de 94 ºC por 1 minuto, 30 ciclos de 2 minutos com a TM específica do primer utilizado 

e 30 ciclos de 3 minutos a 72 ºC. Para este ensaio de amplificação foi utilizado o 

termociclador modelo 22331 (Eppendorf AG, Hamburg, GER). 

 

 

4.6.2.7. Purificação do DNA para remoção de dye terminators e processamento da 

amostra 

 

 

A purificação e precipitação do DNA foram realizadas a partir de colunas 

Centri-Sep (Princeton Separations, Inc, Adelphia, NJ).  

Para a hidratação da coluna foram adicionados 800 L de água livre de 

nucleases à mesma. A coluna foi submetida à agitação com auxílio de um vórtex e 

deixada em repouso por 30 minutos, evitando a formação de bolhas. Transcorrido o 

tempo de incubação foi verificada a presença de bolhas que, quando presentes, foram 

removidas com o auxílio de uma micropipeta. A tampa inferior da coluna foi removida, 

permitindo assim a drenagem do excesso de água para um tubo de 2 mL. A água 

drenada foi desprezada e a coluna, encaixada ao tubo coletor de 2 mL, foi centrifugada 

por 2 minutos a 3000 rpm. Por fim, o tubo de coleta, contendo o excesso de água 

drenada, foi desprezado e os 10 L da reação de sequenciamento foram transferidos 

para o centro do gel, na coluna. A coluna foi então encaixada em um tudo do tipo 

eppendorf
 

de 1,5 mL e centrifugada por 2 minutos a 3000 rpm. Finalmente a coluna foi 

desprezada e a amostra foi submetida à secagem em estufa por 18 horas a 37 ºC.  
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O sedimento foi ressuspenso em 10 L de formamida Hi-Di (Applied 

Biosystems, P/N 4311320), aquecido por 2 minutos a 95 ºC e mantido no banho de gelo 

até o momento de aplicação na placa de 96 orifícios do sequenciador automático 

Applied Biosystems ABI-3730 (Applied Biosystems, Foster City, CA). 

 

 

4.7. Análise das sequências 

 

 

As sequencias obtidas foram analisadas no programa Chromas Lite versão 2.1 

(Technelysium Pty Ltd) e editadas manualmente por meio de alinhamentos feitos no 

Clustal W2 (Thompson et al., 1997) com sequência referência coletada no NCBI.  

Foi realizado o alinhamento múltiplo dos isolados deste estudo com os do banco 

de sequências (descrito no item 4.6.1) utilizando o programa Clustal W2. As árvores 

filogenéticas foram construídas utilizando o método de Neighbor-Joining, modelo 

Tamura-Nei, com auxílio do software MEGA versão 6 (http://www.megasoftware.net/). 

 

 

4.8. Análise de dados  

 

 

Para análise dos dados das fichas de notificação, fornecidas pelo LACEN-RN, o 

programa Microsoft Office Access


 2010 foi utilizado. Para a construção de gráficos e 

tabelas foram utilizados o Microsoft Office Excel


 2010 e o Microsoft Office Word


 

2010, respectivamente.   

 

 

4.9. Considerações éticas 

 

O projeto que originou este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (Protocolo N° 136/2009 

CEP-UFRN). 
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5. RESULTADOS 

 

 

5.1. Monitoramento dos sorotipos dos vírus DENV circulantes no Rio Grande do 

Norte, 2013-2014. 

 

 

Durante o período de estudo, 2013-2014, foi realizada a vigilância virológica da 

dengue no Estado do Rio Grande do Norte através da detecção da presença do vírus, 

utilizando a metodologia de RT-PCR.  

Foram analisadas 483 amostras de pacientes com suspeita clínica de dengue, no 

período compreendido entre Janeiro de 2013 a Dezembro de 2014, sendo 256 delas 

referentes ao ano de 2013 e 227 de 2014. A infecção pôde ser confirmada em 36,44% 

(176/483) dos casos. Quanto ao percentual de detecção do vírus por ano, constatou-se 

que no ano de 2013 foi detectado um percentual de 37,89% (97/256) e em 2014, 

34,80% (79/227) (Tabela 6). 

 

Tabela 6 - Percentual de detecção dos DENV por ano de estudo. 

 

 

 

 

Foi constatada a cocirculação de três dos quatro sorotipos da dengue, em ambos 

os anos, sendo eles: DENV-1, DENV-2 e DENV-4.  O sorotipo 4 foi o predominante, 

representando 76,70% (135/176) dos casos estudados. O sorotipo 1 representou 18,75% 

(33/176), enquanto o 2 representou apenas 4,55% (8/176). 

Estratificando por ano, em 2013 o DENV-4 representou 83,51% (81/97) dos 

casos positivos, o DENV-1 representou 12,37% (12/97) e o DENV-2 4,12% (4/97). Em 

2014 a predominância continuou sendo do DENV-4 detectado em 68,35% (54/79) dos 

casos positivos, seguido do DENV-1 com 26,58% (21/79) e do DENV-2 com 5,06% 

(4/79) dos casos confirmados (Figura 8). 
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Figura 8 - Distribuição de sorotipos detectados por mês, 2013 a 2014. 

 

 

5.2. Distribuição geográfica dos casos de dengue nos municípios do Rio Grande do 

Norte, 2013-2014. 

 

 

A partir da análise detalhada das fichas de notificação foi possível realizar a 

distribuição dos casos positivos e dos sorotipos da dengue pelos munícipios do RN.  No 

ano de 2013 verificou-se a circulação dos vírus DENV-1, DENV-2 e DENV-4 em 35 

municípios, já em 2014 a presença dos mesmos sorotipos foi constatada em 21 dos 167 

municípios do Estado. Todas as quatro mesorregiões do Estado apresentaram mais de 

um município com positividade para a dengue (Figuras 9 e 10). 
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Figura 9 - Mapa do Rio Grande do Norte demonstrando a distribuição geográfica dos sorotipos do vírus 

DENV, ano 2013. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 - Mapa do Rio Grande do Norte demonstrando a distribuição geográfica dos sorotipos do vírus 

DENV, ano 2014. 

2013 

2014 
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Em 2013 o maior número de casos ocorreu nos municípios de Caicó, Lagoa 

d’Anta, Lagoa de Velhos, Natal, Parelhas, Parnamirim, Pau dos Ferros e Serra Negra do 

Norte. A cocirculação dos DENV-1, DENV-2 e DENV-4 foi verificada em Jandaíra e, 

em Parnamirim, houve a cocirculação dos sorotipos 2 e 4 (Tabela 7). No que concerne 

ao ano de 2014, o maior número de casos concentrou-se nos municípios de Caicó, 

Coronel João Pessoa, Jandaíra e Natal. Houve cocirculação dos sorotipos 1 e 4 nos 

municípios de Coronel João Pessoa, Ipueira, Natal e Tibau do Sul e, dos sorotipos 2 e 4 

em Jandaíra (Tabela 8). 
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Tabela 7 - Relação dos casos positivos, percentual de positividade e sorotipos detectados por municípios 

do Estado do Rio Grande do Norte, ano 2013.  
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Tabela 8 - Relação dos casos positivos, percentual de positividade e sorotipos detectados por municípios 

do Estado do Rio Grande do Norte, ano 2014. 

 

 

5.3. Análise de sazonalidade 

 

 

A análise de sazonalidade dos casos de dengue revelou que, em 2013, Fevereiro, 

Março, Junho e Novembro foram os meses que apresentaram maior número de casos 

positivos da doença, sendo o mês de Março o mais representativo, com 17,53% (17/97) 

dos casos confirmados (Tabela 9 e Figura 11).  
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Tabela 9 - Distribuição mensal dos casos confirmados, casos estudados e sorotipos detectados de dengue 

no Estado do Rio Grande do Norte, ano 2013. 

 

 

Em 2014, os meses de Fevereiro, Maio e Junho foram os de maior positividade, 

com destaque para Maio, que sozinho representou 31,65% (25/79) dos casos 

confirmados, sendo o mês mais representativo do ano (Tabela 10 e Figura 11). 

 

Tabela 10 - Distribuição mensal dos casos confirmados, casos estudados e sorotipos detectados de 

dengue no Estado do Rio Grande do Norte, ano 2014. 
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Figura 11 - Distribuição mensal de casos confirmados e estudados de dengue, 2013-2014. 

 

 

5.4. Distribuição dos casos de dengue no Rio Grande do Norte, 2013-2014, de 

acordo como gênero. 

 

 

A análise das fichas individuais dos pacientes mostrou que, nos dois anos de 

estudo, o sexo feminino foi o mais afetado pela dengue no Estado do Rio Grande do 

Norte, representando 69,07% (67/97) dos casos positivos em 2013 e 54,43% (43/79) em 

2014 (Figura 12). 
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Figura 12 - Casos positivos de dengue por gênero, 2013-2014. 

 

 

5.5. Distribuição dos casos de dengue no Rio Grande do Norte, 2013-2014, de 

acordo com a faixa etária. 

 

 

Constatou-se neste estudo que os adultos da faixa etária de 21-30 anos foi o 

segmento da população mais atingido pela dengue no Estado, durante o ano de 2013, 

representando 25,77% (25/97) dos casos positivos. Em 2014, os jovens da faixa etária 

de 11-20 anos foram os mais acometidos pela doença, representando 20,25% (16/79) 

dos casos positivos (Figura 13). 
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Figura 13 - Casos positivos de dengue por faixa etária, 2013-2014. 

 

 

5.6. Caracterização molecular dos vírus DENV isolados no Rio Grande do Norte, 

2013-2014. 

 

 

Foram selecionadas uma amostra representante do sorotipo 1 e três do sorotipo 

4, isoladas no RN durante os anos de 2013-2014 (Tabela 11), para o sequenciamento da 

região do gene que codifica a proteína do envelope viral (1485 pb). Os DENV-2 

detectados neste estudo não puderam ser recuperados para o sequenciamento. 

 

 

Tabela 11 - Amostras selecionadas para caracterização molecular com seus respectivos sorotipo, 

município de origem e ano de coleta.  
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Foi verificada a circulação do genótipo V do DENV-1 (Figura 14) e do genótipo 

II do DENV-4 (Figura 15).  

 

 

Figura 14 - Árvore filogenética dos DENV-1. O genótipo V, em rosa, apresenta amostras potiguares 

isoladas por Sousa (2014) e Branco (2014) marcadas de azul e, a amostra isolada neste estudo marcada de 

vermelho. Os números próximos aos ramos da árvore representam os valores de bootstrap. 
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Figura 15 - Árvore filogenética dos DENV-4. O genótipo II, em verde, apresenta amostras potiguares 

isoladas por Sousa (2014) e Branco (2014) marcadas de azul e,marcadas de vermelho, as amostras 

isoladas neste estudo. Os números próximos aos ramos da árvore representam os valores de bootstrap. 
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6. DISCUSSÃO 

 

 

Desde a introdução dos vírus dengue no Brasil, a região Nordeste vem sendo 

amplamente atingida por epidemias da doença (Barboza et al., 2013). O Estado do Rio 

Grande do Norte convive com esta importante arbovirose desde 1994, ano em que os 

primeiros casos foram notificados. Passados mais de 20 anos a população potiguar vem 

convivendo com sucessivas epidemias de dengue, onde a doença se apresenta com um 

perfil endêmico (Barbosa et al., 2012).  

Apesar do impacto causado à saúde pública do Estado, pouco se conhece a 

respeito da dinâmica da doença no RN. Isto pode ser constado pela carência de 

trabalhos disponíveis sobre a temática. O trabalho mais recente acerca da doença no 

Estado foi realizado por Barbosa e colaboradores em 2012 e trata-se de um estudo de 

dados secundários do Sistema de Informação de Agravos de Notificação, bem como de 

planilhas paralelas da dengue. O único estudo que trabalhou com dados primários foi 

desenvolvido há mais de 15 anos por Cunha e colaboradores (1999). 

A falta de conhecimentos a respeito da doença no Estado pode ser explicada pelo 

fato de que o RN carecia de um sistema de vigilância virológica até pouco tempo. 

Apenas em 2009 o LACEN-RN passou a realizar o isolamento viral em sua rotina de 

diagnóstico e, no mesmo ano, o nosso laboratório implementou a técnica molecular de 

RT-PCR, passando a contribuir com a vigilância virológica do Estado. 

Considerando que as frequentes epidemias da dengue são coincidentes com a 

introdução (ou reintrodução) dos diferentes sorotipos, fica clara a grande importância da 

vigilância virológica.  

A relevância do nosso trabalho reside no fato de que através de técnicas 

laboratoriais rápidas e sensíveis, como a RT-PCR e o sequenciamento viral, é possível 

definir o perfil epidemiológico da doença e, esse conjunto de informações sobre o 

comportamento da doença no Estado, pode servir de base para as tomadas de decisões 

que visam à sua prevenção. 
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6.1. Monitoramento dos sorotipos dos vírus DENV circulantes no Rio Grande do 

Norte, 2013-2014. 

 

 

Durante os anos de 2013-2014, a partir do ensaio molecular da RT-PCR, 

pudemos confirmar a infecção em 36,44% (176/483) dos casos estudados, sendo o 

percentual de detecção em 2013 de 37,89% (97/256) e em 2014 de 34,80% (79/227). 

Nossos resultados mostraram taxas de incidência da infecção superiores àquelas 

encontradas por Branco, 2014 (24,13%), em um estudo realizado no período de 2010-

2012 utilizando o mesmo protocolo.  

Apesar de a técnica de RT-PCR corresponder a uma importante ferramenta para 

o diagnóstico, uma vez que é uma metodologia rápida e eficaz para a detecção e 

tipagem dos vírus da dengue, faz-se necessário um maior controle das amostras visando 

descartar a possibilidade de resultados falsos negativos, considerando que a qualidade 

dos ácidos nucleicos extraídos é bastante afetada pela forma de coleta da amostra, pelo 

seu manuseio e transporte (Riemann, 2007; Käser, 2010; Okello, 2010).  

A co-circulação de três dos quatro sorotipos da dengue, DENV-1, DENV-2 e 

DENV-4, com ênfase neste último, foi claramente demonstrada no nosso estudo. Tal 

padrão já havia sido observado no Estado anos atrás. Cunha e colaboradores (1999) e 

Barbosa e colaboradores (2012) relataram a presença simultânea dos sorotipos 1 e 2. Já 

em 2014, Branco encontrou o mesmo padrão encontrado em nosso trabalho, com a 

circulação dos DENV-1, 2 e 4.  

Esta constatação é de fato preocupante e deve servir de alerta às autoridades de 

saúde pela possibilidade de eventos de coinfecção por mais de um sorotipo. Apesar de 

estudos como o de Gubler e colaboradores, realizado em Porto Rico no ano de 1985, 

relatarem casos de coinfecção pelos sorotipos1 e 4 que estavam relacionados a apenas 

sintomas leves, são necessários estudos mais aprofundados para responder questões a 

respeito das manifestações e gravidade da doença relacionadas à eventos deste tipo. 

Além disto, de acordo com Dos Santos et al. (2003), existe o agravante de que a 

infecção concomitante por diferentes linhagens dos DENV, em células hospedeiras 

humanas ou de mosquitos, proporciona um potencial para a recombinação entre 

sorotipos do vírus.  

Mesmo que a infecção por mais de um sorotipo não ocorra de forma simultânea, 

existe o risco de se desenvolver a doença grave quando há infecção sequencial das 
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populações por dois ou mais sorotipos, resultando em um aumento da incidência de 

dengue hemorrágica e síndrome do choque, de acordo com Hasltead (1988), em 

decorrência da pré-existência de anticorpos para o vírus. 

A maior prevalência do sorotipo 4 nos dois anos de estudo já era esperada, uma 

vez que este foi o último sorotipo a ser introduzido no Estado. O seu percentual de 

detecção foi de 83,51% (81/97) em 2013 e 68,35% (54/79) em 2014. Este sorotipo foi 

detectado pela primeira vez no Estado em Maio de 2011, no município de Santa Cruz, 

provavelmente durante um evento religioso, se espalhou rapidamente para outros 

municípios, sendo detectado na capital Natal poucos dias após sua introdução. No ano 

de 2012 foi o único sorotipo detectado no Estado (Branco, 2014). Este padrão é 

explicado pelo fato de que o novo sorotipo encontrou aqui uma população susceptível, 

nunca antes exposta a ele. 

Quanto aos demais sorotipos detectados, DENV-1 e DENV-2, apesar de terem 

circulado no RN em anos anteriores tornando significativas parcelas da população 

adulta imune a eles, de acordo com Teixeira e colaboradores (2009) as coortes de 

nascimentos reabastecem constantemente as reservas de indivíduos suscetíveis aos 

sorotipos circulantes, favorecendo a ocorrência de novas epidemias. 

 

 

6.2. Distribuição geográfica dos casos de dengue nos municípios do Rio Grande do 

Norte, 2013-2014. 

 

 

No que diz respeito à distribuição espacial da dengue (casos positivos e 

sorotipos) no Rio Grande do Norte, pudemos verificar que todas as quatro mesorregiões 

geográficas do Estado apresentaram casos da doença, fato este também constatado por 

Branco (2014). Merecem destaque os municípios de Natal e Caicó, que apresentaram 

maior positividade em 2013 e 2014, respectivamente.  

Ambos os municípios possuem grandes extensões territoriais, elevado número 

de habitantes e recebem, anualmente, um expressivo número de turistas. Natal durante 

todo ano é visitada por um grande número de pessoas em virtude de seus atrativos 

naturais. Caicó recebe uma grande quantidade de turistas em dois momentos do ano: em 

Fevereiro, durante o Carnaval, e em Julho, durante uma festa religiosa. Isto pode 

justificar o maior número de casos positivos de dengue nestes municípios, uma vez que 
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de acordo com Rodhain e Rosen (1997) o aglomerado populacional proporciona uma 

maior circulação e transmissão do vírus. 

Uma elevada quantidade de municípios apresentou baixa ou nenhuma incidência 

de dengue. Leite e colaboradores (2011) observaram o mesmo em um estudo realizado 

em Minas Gerais. Estes autores explicam que pode estar ocorrendo dificuldades no 

diagnóstico dos casos da doença em razão de uma possível deficiência na área de 

atenção a saúde e, alertam para a necessidade de uma maior investigação nestes 

municípios, visando descobrir se realmente não estão ocorrendo casos de dengue ou se 

estão sendo subnotificados, o que pode estar provocando desvios no perfil da doença.  

A maioria dos municípios apresentou a circulação de apenas um sorotipo. De 

acordo com Lima e colaboradores (1999), quando a distribuição geográfica de um 

sorotipo fica restrita a determinada região, existe o grande risco de novas epidemias 

acometendo outras regiões pelo mesmo sorotipo do vírus e da ocorrência de casos de 

FHD/SCD com a introdução de outro sorotipo na área com indivíduos imunes a 

sorotipos diferentes.  

Quanto à cocirculação de múltiplos sorotipos, ela pôde ser observada em alguns 

munícipios. Em 2013 foi verificada a presença dos DENV-1, 2 e 4 em Jandaíra e, em 

Parnamirim, dos sorotipos 2 e 4. Já em 2014, houve cocirculação dos sorotipos 1 e 4 nos 

municípios de Coronel João Pessoa, Ipueira, Natal e Tibau do Sul e, dos sorotipos 2 e 4 

em Jandaíra. A importância deste tipo de evento já foi relatada anteriormente. 

 

 

6.3. Análise de sazonalidade 

 

 

Os meses com maior número de casos confirmados foram Março, em 2013, e 

Maio, em 2014, representando 17,53% (17/97) e 31,65% (25/79), respectivamente.  

Os dados obtidos neste estudo demonstram que as maiores incidências de casos 

de dengue coincidem com o período de chuvas do Estado, sendo observado um padrão 

de sazonalidade da doença.  

Monteiro e colaboradores (2009) observaram que os casos de dengue em 

Teresina também foram significativamente mais frequentes na estação chuvosa, 

chagando a ocorrer uma diminuição na incidência da doença no final desta estação.  
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Em 2013, Viana & Ignotti concluíram que a variação sazonal da temperatura e 

da pluviosidade influencia diretamente o desenvolvimento do vetor e, 

consequentemente a incidência da doença em todo território brasileiro, estando a dengue 

intimamente relacionada com as variáveis meteorológicas.  

Durante a estação chuvosa, recipientes ou resíduos gerados a partir de produtos 

de consumo descartados inadequadamente no ambiente acumulam água das chuvas, 

tornando-se criadouros ideais para os mosquitos altamente domiciliados, cenário este 

que reúne as condições necessárias para ocorrência da dengue (Gubler, 1998). 

 

 

6.4. Distribuição dos casos de dengue no Rio Grande do Norte, 2013-2014, de 

acordo com o gênero. 

 

 

O gênero feminino foi o mais acometido pela dengue em todo o período de 

estudo, representando 69,07% dos casos positivos em 2013 e 54,43% em 2014. Nossos 

resultados estão de acordo com achados de outros autores como Ribeiro e colaboradores 

(2006), Cunha & Bohland (2012) e Monteiro e colaboradores (2009) que realizaram 

trabalhos em São Paulo, Sergipe e Piauí, respectivamente. 

Duas hipóteses existentes poderiam explicar estes resultados: o fato de as 

mulheres procurarem mais os serviços de saúde do que os homens, sendo a dengue mais 

frequentemente notificada entre elas (Ribeiro et al., 2008); e o fato de elas 

permanecerem mais tempo dentro de suas residências, habitat do Aedes aegypti, ficando 

desta forma mais expostas ao vetor (Vasconcelos, 1993).  

 

 

6.5. Distribuição dos casos de dengue no município de Natal, 2013-2014, de acordo 

com a faixa-etária. 

 

 

Quanto à distribuição por grupo etário, foi observada a ocorrência da doença em 

todas as faixas, sendo a de 21-30 anos a que apresentou o maior número de casos 

positivos em 2013, representando 25,77% (25/97). Em 2014 a faixa etária de 11-20 anos 

foi a que apresentou maior número de casos de dengue, com 20,25% (16/79) dos casos 
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positivos. Nossos resultados divergem daqueles obtidos por Cavalcanti et al. (2011), 

onde foi demonstrada uma maior incidência na faixa etária de 0-10 anos na população 

afetada pela dengue do Nordeste brasileiro. Porém, corroboram com os obtidos por 

Ribeiro e colaboradores (2006) e Monteiro e colaboradores (2009) que constataram 

taxas de incidência que aumentaram com a idade.  

Gonçalves Neto & Rebêlo (2004) destacam que apesar de todas as faixas etárias 

serem suscetíveis à infecção pelos vírus dengue, existe um padrão de maior incidência 

de casos em faixas etárias mais elevadas quando ocorre a introdução de um novo 

sorotipo do vírus, em razão de praticamente toda a população não apresentar imunidade. 

Branco (2014) pôde constatar isso, quando observou que em 2012, um ano após a 

introdução do sorotipo 4 no RN, houve um aumento na média de idade da população 

acometida pela doença. 

 

 

6.6. Caracterização molecular dos vírus DENV isolados no Rio Grande do Norte, 

2013-2014. 

 

 

A partir da caracterização molecular dos vírus DENV circulantes no Rio Grande 

do Norte, em 2013 e 2014, foi constatada a presença do genótipo V, do DENV-1, e do 

genótipo II, do DENV-4.  

Nosso achado em relação ao sorotipo 1 está de acordo com vários trabalhos da 

literatura, como o de Cordeiro (2010) e o de Silva (2013), que estudando amostras deste 

sorotipo em Roraima e Pernambuco, respectivamente, observaram que elas pertenciam 

também ao genótipo V, sendo este o único com circulação relatada nas Américas. 

Nossos resultados quanto ao DENV-1 demonstram, ainda, a presença de duas 

linhagens em circulação no Rio Grande do Norte: a RN-I, que compreende amostras 

sequenciadas por Sousa (2014) e Branco (2014) e, a RN-II com a amostra sequenciada 

no presente estudo. Entretanto, faz-se necessário sequenciar um número maior de 

amostras para confirmar esta constatação.  

Quanto ao DENV-4, nossos resultados se opõem aos encontrados por Pinho 

(2013) que, estudando amostras de Salvador, verificou a circulação do genótipo I para 

este sorotipo. Porém, estudos como o de Nunes (2012) determinaram além do I, a 

circulação do genótipo II. 
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Estudos de caracterização genética apresentam grande importância, uma vez que 

através deles é possível realizar o monitoramento da transmissão dos genótipos virais e 

associá-los, deste modo, a eventos epidêmicos ou ao aparecimento de casos graves da 

doença. Com base nisto, torna-se essencial a realização de mais estudos sobre 

esta temática, que visem identificar e rastrear as populações de vírus em circulação não 

só no Rio Grande do Norte como em todo o território brasileiro. 
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7. CONCLUSÕES 

 

 

1. A vigilância virológica e construção do perfil epidemiológico da dengue, no 

período de 2013-2014, envolveu a análise de 483 amostras, sendo a infecção confirmada 

em 36,44% (176/483); 

 

2. No período estudado foi constatada a circulação de três sorotipos da dengue: 

DENV-1, DENV-2 e DENV-4; 

 

3. Durante os dois anos de estudo o sorotipo 4 foi o predominante, representando 

83,51% (81/97) dos casos positivos em 2013 e 68,35% (54/79) em 2014; 

 

4. Em 2013 o maior número de casos ocorreu em Natal e, em 2014, no município 

de Caicó; 

 

5. Os meses com maior incidência da doença foram Março (2013) e Maio (2014), 

representando 17,53% (17/97) e 31,65% (25/79) dos casos confirmados, 

respectivamente; 

 

6. O gênero feminino foi o mais acometido pela dengue em 2013 e 2014, 

representando 69,07% (67/97) e 54,43%(43/79), respectivamente; 

 

7. A faixa etária com maior número de casos confirmados foi a de 21-30 anos em 

2013 e a de 11-20 anos em 2014, representando 25,77% (25/97) e 20,25% (16/79), 

respectivamente; 

 

8. A caracterização molecular dos vírus circulantes em 2013 e 2014 revelou a 

presença do genótipo V e do genótipo II, para DENV-1 e DENV-4 respectivamente. 
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