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Resumo

A dengue é hoje a arbovirose de maior importancia, pois constitui um sério problema de saude publica no
mundo. O virus da dengue pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus e apresenta quatro sorotipos, DENV-
1, DENV-2, DENV-3, DENV-4. Essa pesquisa objetivou detectar e diferenciar os sorotipos do virus da dengue
em pacientes do municipio de Caxias/MA. Foram obtidos 31 amostras de sangue de pacientes que apresentavam
0s sintomas de dengue deste municipio a partir dos centros de salde de Caxias/MA. As amostras foram levadas
ao Laboratério de Genética e Biologia Molecular do CESC/UEMA, onde foi realizada a extragdo do RNA viral,
amplificacdo génica via RT-PCR e nested-PCR e sequenciamento. As técnicas moleculares revelaram a
presenca dos sorotipos DENV-2 e DENV-4, sendo que o DENV-4 j4 havia sido registrado para o municipio mas o
DENV-2 foi revelado como novo registro. Este resultado revela a circulagéo de dois sorotipos da dengue no
municipio de Caxias/MA.
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Introducéo

A dengue é uma doenca sistémica causada por um arbovirus, comum em muitas regifes tropicais e
subtropicais, mantidos na natureza através de um ciclo de transmissdo envolvendo hospedeiros vertebrados,
como primatas ndo humanos e humanos e o mosquito hematéfago Aedes aegypti (ROUNDY et al., 2017). O
ciclo de vida deste mosquito inicia-se apds a deposi¢cao dos ovos por uma fémea em um criadouro com agua
gue eclodem quando em contato com esta, no entanto, dependendo do criadouro, os ovos podem permanecer
sem eclodir por um grande periodo de tempo, aguardando até o proximo periodo chuvoso para a ecloséo
(SANTOS, 2009).

O virus dengue (DENV) pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus, com quatro sorotipos
antigenicamente distintos, DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (GUBLER; CLARK, 1995). Este possui genoma
de RNA de fita simples com polaridade positiva, contendo 11.000 pb com 10 genes contidos em uma cadeia
simples (SOUSA, 2014).

Em 2019, até a Semana epidemioldgica 34 (30/12/2018 a 24/08/2019), foram registrados 1.439.471
casos provaveis de dengue no pais, com uma incidéncia de 690,4 casos/100 mil habitantes. Em relacéo a regiao
Nordeste foram registrados 177. 677 casos, para o estado do Maranhao foram notificados 5.048 casos de dengue
no mesmo periodo (BRASIL, 2019). Os sinais da presenc¢a da dengue sao: Febre, fadiga, erupgéo cutanea, dor
reto orbital, artralgia e mialgia, vOmitos e leucopenia,casos mais extremos podem incluir hemorragias graves
(COSTA, 2017).

Os métodos usuais para o diagndstico da infeccdo pelo DENV sdo feito com base nos dados
epidemiolégicos e testes laboratoriais, a saber: Isolamento viral, transcricdo reversa seguida de Reagdo em
cadeia de polimerase (RT-PCR) e detecgdo de anticorpos por testes imunes enzimaticos (SILVA, 2013). Neste
contexto objetivou-se nesta pesquisa detectar e diferenciar os sorotipos do virus da dengue em pacientes no
municipio de Caxias/MA.

Metodologia

No biénio 2019/2020 foram obtidos 31 amostras de sangue de pacientes que apresentavam 0s sintomas
de dengue nos centros de saude e hospitais da rede publica do municipio de Caxias/MA. As amostras foram
levadas ao Laboratorio de Genética e Biologia Molecular do CESC/UEMA, onde foram armazenadas em freezer
-85 °C.

O RNA viral foi isolado a partir de amostras de sangue utilizando-se kit SV Total RNA Isolation System
da Promega Corporation, seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. A partir do RNA foi realizado a
amplificacdo genica pela Transcricdo Reversa (RT-PCR) para obtencao do cDNA e reacéo de nested-PCR para
a identificacdo individual de cada sorotipo conforme descrito em Lanciotti et al., (1992). A amplificacdo consistiu
de duas etapas, primeiro fez-se uma reagcdo (RT-PCR ) para obtengdo dos quatro sorotipos do virus
simultaneamente em uma segunda reacdo (nested-PCR) foram gerados amplicons com tamanhos (pb)
especificos para cada sorotipo, permitido assim a deteccdo dos sorotipos individualmente a partir de
oligonucleotideos especificos para cada DENV.

De forma geral para primeira etapa de amplificagdo (RT-PCR) séo utilizados primers consensuais (D1 -
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upstream e D2 - downstream) para anelar qualquer um dos quatro sorotipos; na segunda etapa (nested-PCR) séo
utilizados primers especificos TS1, TS2, TS3 e TS4 para DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 respectivamente.
As amplificaces génicas ocorreram em um termociclador em duas etapas, na primeira etapa: reacédo de RT-
PCR, foi obedecido os seguintes pardmetros 45 °C durante 45 minutos para transcricdo reversa, seguido de 92
°C por 2 minutos para inativacdo da transcriptase, 30 ciclos compreendendo desnaturacdo a 94 °C por 35
segundos, hibridizagdo a 56 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 2 minutos, apds essa ciclagem, 10 minutos
de extensdo final, a 72 °C. Na segunda etapa (nested-PCR) os produtos da primeira etapa foram previamente
diluidos e submetidos a ativacdo da enzima a 95 °C por 2 minutos, seguido de 18 ciclos: desnaturagao a 94 °C
por 35 segundos, hibridizagéo a 56 °C por 2 minutos e extenséo a 72 °C por 2 minutos, apos essa ciclagem um
periodo de extensao final a 72 °C por 10 minutos.

A eficiéncia do ensaio da amplificacdo foi verificado em gel de agarose 2%, adicionando no gel 8ul do
produto obtido na nested-PCR e 2ul de tampéo (Blue/Orange 6X Loading Dye). Os fragmentos foram separados
por eletroforese com uso de 85 Volts durante 60 minutos (SAMBROOK et al.,1989). Para a determinacdo do
tamanho dos produtos amplificados foi incluido no gel um marcador de peso molecular (DNA ladder) de 1.000
pares de bases. Apés a eletroforese, os géis foram observados em transluminador com Luz Ultra Violeta (UV).
As amostras positivas da nested-PCR foram sequenciadas, segundo o método de Sanger et al., (1977), no
sequenciador automético ABI PRISM 3500 Genetic Analyser.

Resultados e Discusséo

No biénio 2019/2020 obteve-se 31 amostras de individuos do municipio de Caxias/MA que apresentaram
suspeita clinica de infecgdo pelo virus da dengue, cinco destes apresentaram positividade para a dengue no
disgnéstico molecular, sendo dois do tipo DENV-4 com pesos moleculares entre 350 e 400 pb (Figura 1) e trés
do tipo DENV-2 com peso molecular entre 100 e 150 pb (Figura 2 A e B). O DENV-4 ja havia sido identificado
para o municipio de Caxias/MA por Carvalho (2015), no entanto, o DENV-2 é registro novo para este municipio.

Figura 1. Gel de agarose mostrando a positividade da técnica nested-PCR para o virus DENV-4 em dois
pacientes 1 e 2. PM: Peso Molecular.
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Figura 2. Gel de agarose mostrando a positividade da técnica nested-PCR para o virus DENV-2.Em A
pacientes 3 e 4. Em B paciente 5. PM: Peso Molecular.
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Obteve-se sequenciamento positivo para o paciente 5 (Figura 3), esta sequéncia foi plotada na plataforma Blast
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) que revelou uma similaridade de 97,47%, com o DENV-2
(MCVR2188/AB/2016 - MH891768.1), validando assim esse sorotipo para o municipio de Caxias/MA. Vale
ressaltar que no ano de 1996, foi isolado pela primeira vez em Sao Luis, capital do estado do Maranhao, o
sorotipo 1 (DENV-1) e no ano de 2001 o sorotipo 2 (DENV-2). No ano de 2002, foram detectados o0s primeiros
casos de dengue hemorragico, o que coincidiu com a introdugéo e posterior prevaléncia do sorotipo 3 (DENV-3)
(NETO & REBELO, 2004). Desde entdo, os trés sorotipos — DENV-1, DENV-2 e DENV-3 — cocircularam no
municipio de Sao Luis/MA (SILVA et al., 2010).

Figura 3. Eletroferograma monstrando a positividade da sequéncia do sorotipo viral 2.

E’ Selected: none Sample: 28 |File: C:\Users Ruthe Documents'saquéncias 28_E12_03-PRIMER T$2.2b1

10 2 30 40 50 60 70 80
GTCG TC TTGCAGCATTCC GAGT GAGATCTCTTTGT(AGCT GTT GCACAGT T GACACGCGGTTTCTCCGCGTTTCAGCATATT GA

A introducdo de um novo sorotipo numa populagéo que ja convive com a circulagdo dos outros sorotipos
pode aumentar a incidéncia da forma clinica & grave: a dengue hemorragica (SARDI et al., 2013). No estudo de
Martins et al., (2014) para o Brasil o DENV-2 foi 0 sorotipo predominante (46.2%), seguido do DENV-4 (29%),
DENV-1 (10.0%) e DENV-3 (9.2%).

Em 2007/2008 o DENV-2 causou uma das maiores epidemias de dengue da histéria do Brasil, com cerca
de 491 mortes. Embora o genétipo isolado tenha sido o mesmo da sua introducdo no Brasil, observou-se a
emergéncia de uma nova linhagem (linhagem Il) apresentando asparagina, que € uma mutacdo associada a
febre hemorragica da dengue (FHD) em cepas de origem Asiética (FARIA et al., 2013).

A primeira forte evidéncia em relac@o aos determinantes genéticos na gravidade de casos de dengue
veio através de estudos com DENV-2, que indicaram que o gendtipo asiético esta associado com a gravidade da
doenca, enquanto que isolados de genétipo Americano nédo estdo (RICO-HESSE et al.,1997). Além disto, os
sorotipos DENV-1 e DENV-3 estdo associados a FHD em infec¢des primarias, enquanto que DENV-2 e DENV-
4 foram associados com FHD em infec¢des secundarias (ANANTAPREECHA, 2005).

O diagnéstico precoce da dengue é fundamental, pois alguns pacientes podem evoluir de uma doenca
leve & grave em um curto periodo (BRASIL, 2011). De acordo com Rothman (2004) embora a patogénese da
dengue nao seja totalmente clara, acredita-se que multiplos sorotipos circulantes; fatores do hospedeiro como
infeccdo secundaria, morbidades, polimorfismo genético e fatores relacionados ao sorotipo ou genoétipo do virus
determinariam a evolugéo das formas clinicas da dengue.

Concluséo

O resultado obtido a partir deste estudo € um indicativo da circulacéo de pelo menos dois sorotipos da
dengue, DENV-4 e DENV-2, no municipio de Caxias/MA. A ocorréncia do DENV-2 no municipio de Caxias foi o
primeiro registro para o municipio. Sendo assim, acredita-se na necessidade da continuidade desta pesquisa
com o apoio da vigilancia epidemiolégica e das unidades de salude de Caxias/MA, a fim de se obter informacdes
sobre a disseminac¢ao do virus no estado e consequentemente auxiliar no controle da doenca dengue.
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