A IMPORTANCIA DA TECNICA LABORATORIAL PCR NA DETECGAO DO VIRUS
DO DENGUE - UMA REVISAO
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INTRODUGAO: O dengue é considerado, atualmente, a infeccdo sistémica mais
comum por arbovirus em seres humanos nas regides tropicais e subtropicais do
mundo, sendo que o mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) € o
principal vetor do virus do dengue nas Ameéricas. Essa infec¢gdo apresenta um padréo
endemo-epidémico com surtos a cada 3 a 5 anos e teve sua incidéncia aumentada nas
ultimas décadas devido ao processo de desmatamento e aquecimento global, o que
gerou um crescimento exponencial no numero de casos da doenga. Desse modo, para
detecgdo do virus e diagnéstico da dengue, varias técnicas moleculares e sorolégicas
estao sendo utilizadas. Dentre elas, a que mais se destaca, principalmente no cenario
atual, é a detecgao por PCR.

PERCURSO TEORICO: A infeccéo pelo virus do dengue representa a arbovirose de
maior problema para a saude publica nas regides tropicais e subtropicais, causando
por ano 96 milhdes de casos de infecgcdo mundialmente. Os arbovirus séo transmitidos
por artropodes (Arthropod-borne virus), desta forma, o seu ciclo replicativo e a sua
veiculagao ocorrem através de insetos, e sua transmissao se da pela picada do vetor.
Os arbovirus que causam doengas em humanos sao divididos em 5 familias, entre elas
a Flaviviridae a qual pertence o virus do dengue. Os flavivirus, além do dengue, sao
causadores de encefalites, meningites e doenga febril. Sdo0 RNA virus com uma fita
simples de polaridade positiva que contém, aproximadamente, 11 kb e replicam-se no
citoplasma do hospedeiro. O agente etiolégico do dengue pertence ao género
Flavivirus com 4 sorotipos distintos (DENV-1 a 4). Cada um desses sorotipos possui
varios genotipos difundidos na mesma regido ou em diversas partes do mundo. O
mosquito Aedes aegypti € o principal vetor do virus do dengue nas Américas, embora
mosquitos da espécie Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894) também
apresentam competéncia vetorial para a arbovirose em outras regides do planeta.
Como muitos pacientes infectados por DENV ndo apresentam sintomas clinicos ou séo
inespecificos ou mesmo semelhantes aos de outras arboviroses, existe a necessidade
de confirmar a doencga através de testes diagndsticos. Nesse ambito, o Ministério da
Saude recomenda que todos os pacientes com suspeita de dengue sejam notificados e
tenham uma amostra de sangue coletada para sorotipagem realizada via reagdo em
cadeia da polimerase (PCR). Esta técnica consiste na detec¢cdo e amplificagcdo de
regides especificas de acidos nucléicos (DNA ou cDNA), oriundo de materiais como
sangue, liquidos corporeos ou bidpsia de tecidos. A PCR envolve ciclos sequenciais
compostos por trés etapas (desnaturagdo, anelamento e extensdo) e seu
desenvolvimento é dependente dos seguintes reagentes e aparelho: amostra, primers,
dNTPs, Taq DNA polimerase (DNA polimerase termoestavel), MgCl,, tampao da PCR e
de um termociclador. Esse método, além de auxiliar na diferenciagdo do DENV de
outros Flavivirus que circulam nas Américas, permite o monitoramento epidemiolégico
por meio da sorotipagem do virus. Nesse contexto, especificamente para o virus do
dengue utiliza-se a RT-PCR (real time PCR), que fornece resultados quantitativos, o
que permite que os resultados sejam mais precisos e rapidos em comparagao com a
PCR convencional (resultados qualitativos). A PCR em tempo real € baseada na



deteccgdo e quantificagdo do sinal fluorescente de diversos amplicons (pedago de DNA
ou RNA). Para a deteccao utiliza-se um termociclador com sistema optico e de um
computador com um software para obtenc¢ao de dados e analise da reagdo. Ademais, a
técnica é formada por dois ciclos de reacdo: a transcricao reversa e a amplificagao por
PCR. Primeiramente, o RNA é transcrito em cDNA, através da enzima transcriptase
reversa. Este cDNA é amplificado por PCR usando primers especificos. O produto
amplificado pode ser visualizado em gel de agarose, com bandas de diferentes
tamanhos, dependendo do sorotipo do DENV em questdo. Este, constitui um método
de rotina para isolar rapidamente sequéncias especificas a partir de uma mistura
complexa de sequéncias gendbmicas ou de cDNAs. Amplificando, assim, diminutas
quantidades de acido nucléico, mesmo em virus inativos.

CONCLUSAO: O monitoramento laboratorial por meio da técnica RT-PCR é
indispensavel para o controle da dengue. A partir dele, € possivel detectar a presencga
ou auséncia do virus e determinar os sorotipos circulantes na época e regiéo,
facilitando o diagndstico precoce. Isso propicia aos 6rgaos governamentais dados
epidemiologicos que podem auxiliar na tomada de decisdes no que diz respeito ao
controle dos vetores a fim de combater a dengue e minimizar a ocorréncia de surtos.
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