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INTRODUCAO: O dengue é o arbovirus de maior prevaléncia em humanos no mundo (Deen et al.,
2006), seu agente etiolégico é o Dengue virus (DENV), pertencente a familia Flaviviridae e ao género
Flavivirus, envelopado, icosaédrico (Gubler,D.J.,1998) e com medidas 40-60nm por AFM (Ferreira,
G.P. et al., 2008). A virose é um problema de sadde publica com ocorréncia de aproximadamente 25
a 500 mil novos casos por ano (Das, S. et al.,2008). Possui quatro sorotipos geneticamente distintos
que produzem em carater de reinfeccdo, exacerbacdo da resposta imunolégica podendo ocasionar
complica¢Bes hemorragicas e levar a 6bito. A dengue é considerada uma doenca negligenciada, pois
acomete populacdes pobres, de regides desfavorecidas e politicamente pouco expressivas (Franco-
Paredes et al., 2007).

METODOLOGIA: Foram utilizadas amostras coletadas desde os anos de surtos da doenca e cedidas
juntamente com as fichas de notificacdo pelo Laboratério Central de Saude Publica Dr. Costa
Alvarenga (LACEN, PI) e pelo Instituto de Doencas Tropicais Dr. Nathan Portela (IDTNP). O RNA foi
extraido das amostras conforme o protocolo do fabricante do Kit QIAMmp® Viral RNA (QIAGEN®,
EUA). Foram utilizados os iniciadores D1 e D2 capazes de amplificar qualquer um dos quatro
sorotipos virais formando um produto de 511pb (Lanciotti et al., 1992). Inicialmente o RNA alvo foi
convertido em cDNA pela transcriptase reversa (RT), e este posteriormente amplificado pela Tag DNA
polimerase, os produtos obtidos forma visualizados em gel de agarose 1,5% contendo brometo de

etideo (5ug/ml) ou em gel de poliacrilamida a 8% corado pelo método da prata.

RESULTADOS E DISCUSSAO: Segundo método descrito por Lanciotti e colaboradores, 1992, as
amostras sugestivas para o DENV foram submetidas as condi¢des de amplificacdo para RT-PCR,
utilizando iniciadores consenso capazes de amplificar todos 0s quatro sorotipos virais em um produto
de tamanho molecular de 511pb, confirmando a presenca do DENV. Na figura 01, observamos uma
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) onde foram analisados os produtos de amplificacdo das
amostras 104, 111, 82, 55, estas quatro amostras geraram um produto de 511pb e foram positivas,
detectando o virus, no soro dos pacientes. A utilizagdo do PAGE foi feita em virtude da maior
sensibilidade desta ferramenta quando comparado a agarose, permitindo a separacdo de menores
fragmentos e em baixa concentracdo do acido nucléico investigado nas amostras clinicas. As bandas
inespecificas presentes nas amostras 82 e 55, podem ser resultado de amplificacdes de regibes

gendmicas semelhantes, quanto & composicao das bases, as regides alvo. Essa semelhanca permite



gue os iniciadores consigam ligar-se a essas regides produzindo amplifica¢des, ainda mais evidentes

em PAGE, pela alta sensibilidade de detec¢cdo do método.
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Figura 01. . Eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE), ap6s amplificacdo de
amostras clinicas sugestivas de DENV. As
511pb amostras 104, 111, 82 e 55 (caixa vermelha)
foram positivas para o DENV, resultando,
assim como os controles positivos 6 e 7, em
um produto de 511pb, a partir dos ciclos de
amplificacdo por RT-PCR. Foram utilizados
iniciadores externos para seqiéncia e capazes
de parear a qualquer um dos quatro sorotipos

virais, indicando a presenca do virus.

Para as amostras positivas, embora na impossibilidade de realizagdo da tipagem viral, sugere-se 0s
sorotipos DENV 1 e DENV 2 por relacionarem-se com 0s sorotipos prevalentes no Estado no surto da
época, como também por estudos realizados por colaboradores institucionais no ICB-UFMG.
Contudo, existem menores possibilidades de tratar-se de DENV 3, pouco descrito pela vigilancia, ou
de DENV 4, detectado no Estado durante a epidemia 2010-2011, em mar¢o do ano corrente. Para
tanto sdo necessdrias maiores pesquisas a cerca das amostras desse periodo, incluindo a
sorotipagem para investigacao a cerca da co-circulacdo dos sorotipos, e do perfil de circulacdo de
DENV 4, a partir de sua inser¢do no Piaui. Estas atividades de investigacdo deverdo ser realizadas

durante o ano de 2011, como proposto na renovagéo do PIBIC 2011-2012.

CONCLUSAO: O método molecular fornece sensibilidade e especificidade desejaveis, que permite a
identificacdo de DENV em amostras clinicas, confirmando a infec¢do e diferenciando-a de outras
sindromes com sintomatologia semelhante. Esta analise fornece uma maior fidelidade numero real de
casos e permite avaliar o grau de incidéncia da doenca e a ocorréncia de epidemias. Por tratar-se de
uma infeccdo em surtos recorrentes, com altos indices de morbidade que incapacitam um grande
numero de pessoas em idade produtiva, e por suas caracteristicas de reemergéncia, a aplicacdo de
estudos de genotipagem e sorotipagem contribui para o conhecimento a respeito da co-circulagdo de
novos e multiplos virus (hiperendemicidade). Segundo, Figueiredo et al., 2008 o monitoramento da
introducdo de novos gendtipos emergentes, ou seja, variantes intra-sorotipo que poderao levar mais

facilmente ao desenvolvimento da FHD com caracteristicas de maior viruléncia e patogenicidade



(Leitmayer et al., 1999; Cologna et al., 2005; Ferreira, G.P et al., 2010) contribuirdo para que medidas

preventivas possam ser implementadas.
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