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RESUMO: Os virus Dengue siic arbovirus da familia Flaviviridae, com 4 sorotipos anti-
genicamente distintos, VariagOes genéticas intraespecificas entre 08 mesmos sorotipos, inchi-
sive em uma mesma epidemia, estiio bem estabelecidas. O desenvolvimento da técnica de poli-
merizacio em cadeia (PCR) € uma alternativa na identificacdo dos virus Dengue. Neste estu-
do construimos dois novos pares de primers para os sorotipos 1 ¢ 2, sem a ajuda de programas
de computador. Foram utilizadas como modelo as segiiéncias gendmicas de DEN-1 (Western
Pacificy, Nauru Istand e DEN-2 New Guinea C. Os primers sense 57 ACA AAA AGT GGA
GAC CTG GGC TC 3" (D1S) ¢ complementar 57 GTC TAT TCC AAG TCT CTT GGG ¥
(D1A) correspondem respectivamente as posicdes 769 a 791 e 1607 a 1587 do genoma do
virus DEN-1. Estas seqii@ncias reconhecem parte das regides de membrana (M) e proteina
estrutural (E) do genoma do sorotipos 1 e contem 838 pares de bases. A seqliéncia de primers
de DEN-2 foi 5 TGA AGG GGA CGG TTC TCC ATG T 37 (D2S) homdlogos aos nucleoti-
dios 1838 a 1859 ¢ 57 GAC TCC CAC CAA TAC TAG TGA CAC 3’ (D2A) correspondendo
as posicdes 2312 a 2288. O produto da amplificacio foi de 474 pares de bases corresponden-
do a uma por¢io do genoma responsdvel pela sintese da proteina E. A especificidade dos pri-
mers foi avaliada por multiplex RE-PCR.

DESCRITORES: Dengue, RT-PCR Multiplex, Primers,

INTRODUCAO

A introdugio dos diversos sorotipos do virus
Dengue (DEN-1, DEN-2Z, DEN-3 ¢ DEN-4}, em muitas
regides do mundo, vem ocorrendo devido a urbanizagio
dos tropicos, ineficiéncia dos programas de saide puibli-
ca sobretudo no controle do vetor (mosquito) e em decor-
réncia de problemas econdmicos e sociais, vividos por
paises localizados em regides propicias ao aparecimento
do vetor e conseqiientemente do virus responsavel pela
doenga. A dengue é, mundialmente, a mais importante
doenca viral, ransmitida por artrépodes. em termos de
mortalidade e morbidade®.

O aperfeicoamento de metodologias, para a detec-
¢io de virus, se faz necessdrio ndo 0 para o diagndstico,

como parz a vigildncia epidemioldgica. Assim, para o
diagnéstico do viras Dengue, a utilizacio de técnicas de
biclogia molecular tem resultado no desenvolvimento de
testes rapidos, sensiveis ¢ especificos.

A técnica de polimerizagio em cadeia (Polymerase
Chain Reaction- PCR)Y"" & uma alternativa, na identifi-
cagfio dos virus Dengue, pois em algumas horas pode-se
obter grande quantidade do material genético de virus,
provenientes de amostras de soro, lesdes teciduais ou
culturas celulares infectadas com os virus®” Este material
pode, entdo, ser analisado por sequenciamento gendmi-
co, testes de hibridizacfio, eletroforese em gel de agaro-
se ou amda por padrio de restriclo enzimatica ™17,

O teste de PCR envelve a escolha correta de oligo-
nucleotideos iniciadores (primers) que se ligam especifi-
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camente ao dcido nucléico que serd amplificado. Os
ciclos sfo repetidos ¢ consistem de desnaturacio do
DNA, anelamento ¢ extensio do primer pela DNA poli-
merase. Desta forma os oligonucleotideos sdo fatores
determinantes para o sucesso ou falha na amplificagio
do DNA.

Com a finalidade de identificar especificamente
DEN-1 ¢ DEN-2, em vma tinica efapa de PCR, construi-
mos 2 pares de primers para estes sorotipos.

MATERIAL E METODOS

Os primers foram elaborados utilizando-se como
molde as seqiiéncias das linflagens Western Pacilic (Nauru
Island) para DEN-1* ¢ New Guinea C para DEN-2° ¢ gen-
tilmente simtetizados pela Dra. Luiza L. Villa, do Instituto
Ludwig de Sdo Paulo. Foram analisadas as regiies do
genoma correspondentes as proteinas de capsidio (O), pré
membrana (prM), membrana (M} e envelope {E). Durante
todo o estudo as seqgiiéncias dos 2 genomas foram compa-
radas fracdo a fracfo, nucleotideos 410 a 2392 e 342 a
2345 para DEN-1 ¢ DEN-2, respectivamente, e varios
segmentos escolhidos como provdveis “primers”. A elabo-
ragdo destes oligonucleotideos foi realizada sem a ajuda
de programas de computador; as segiiéncias foram avalia-
das e determinadas manuahnente.

RNA VIRAL

Os testes foram realizados com RNA viral purifica-
dos a partir dos 4 sorotipos de Dengue (provenientes do
CDC), RNA padrio Gibeo e dgua MilliQ) como controle
negativo, A especificidade dos “primers” fol analisada
por multiplex RT-PCR.

Sintese de cDNA

Os RNAs alvo (DEN-1, DEN-2 e controles) foram
convertidos em cDNA (DNA copia), a partir de uma fra-
ciio de 5 ul de cada RNA diluido 1:100 em dgua e acres-
centado 25 ul da mistura: 9,0 ul de H,O; 5,0 ul de tam-
pio de enzima 5 vezes concentrado; 1,0 ul de RNAsin a
10 U/ul; 3,0 ul de MgClLa 25 mM, 2,0 ul de DTT a 0,1
M: 0.5 ul de cada primer anti-sense (D1A e D2A)Ya 20
wM; 2,0 ul de dNTP a 10 mM; 2,0 il de transcriptase
reversa a 20 U/ul (RT - Superscript, GIBCO). A mistu-
ra foi incubada a 42 °C / | hora seguida de outra incuba-
cio a 95 °C/7 minutos,

&0

Amplificacao do cDNA

A reacio de polimerizagio em cadeia™ {oi realizada
com 10 ul do produio contende cDNA acrescido de 40
ul da mistora; 27,8 ul de H O; 2,5 ul de tampée de enzi-
ma 10 vezes concentrado; 3,5 ul de MgCl a 25 mM; 1,0
ul de cada primer sense (ID1S e D2S) e anti-sense (D1A
e D2AYa 20 uM; 2,0 ul de NTP a 10 mM; 0,2 ul de Tag
DNA Polimerase a SU/ul. Inicialmente a denaturacio do
cDNA-RNA hibrido foi feita & 94 </5min. seguida de 35
ciclos com os seguintes passos: 94 °C/50seg. 50
*Cl40seg. 72 *C/40seg. e 72 °C/7 minutos.

Apds a amplificacie, os produtos (Sul) foram anali-
sados por eletroforese em gel de agarose & 1,5%, em tam-
pao TAE (40mM Tris-acetato, 1mM EDTA), o gel foi
corado com brometo de etidio e visualizado em luz UV,

RESULTADQOS

Os “Primers” foram determinados por apresestarem
conteddo de C-G entre 45 e 55%, seqliéncias de bases
com maior ndmero de diferencas, entre os dois sorotipos
em estudo, nimero maximo de bases inferior a 25 e tem-
peratura de fusiio (Tm) semelhantes entre os 4 primers
analisados. Observando-se estas caracteristicas foram
definidos os seguintes oligonucleotideos.

DS — 5ACAAAAAGT GGA GACCTG GGC TC 3
nucleotideos 769 a 791, oligonuclectideo sense

D A - 5'GTC TAT TCC AAG TCT CTT GGG 3
nuclectideos 1607 a 1387, oligonucleotideos anti-sense

DS — 5TGAAGG GGA CGG TTC TCCATG T ¥
nucleotideos 1838 a 1859 oligonucleotideo “sense”.

DA~ 5GACTCCCAC CCAATACTAGTGACAC Y
nucleotideos 2312 a 2288 oligonuclectideo ndo “sense”.

O tamanho da seqiiéncia do DNA amplificado foi
consistente com o esperado para a regiio alvo do geno-
ma dos virus DEN-T e DEN-2, os fragmentos resullantes
correspondem a 838 pares de bases para o sorolipo | e
474 para o sorotipo 2 (Figuras 1).
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FIGURA 1: Gel de agarose empregado na andlise dos produtos de RT-PCR dos Genomas padrdes de virus Dengue: (a)
reagentes; (b) DEN-1; (¢) DEN-2; (d) padrao peso molecular 100 bp ladder GIBCO BRL; (e) DEN-3; (f) DEN-4; (g)

RNA controle; (H) H,O controle.

DISCUSSAO

O desenvolvimento da reaciio em cadeia da polime-
rase (PCR) tem facilitado o diagndstico e detecgdo dos
virus Dengue. Uma das principais consideragdes nos
protocolos de PCR esta na obtengao de produtos especi-
ficos determinados pelos “primers”.

Embora a padronizagio da PCR envolva muitas
varidveis, um dos parimetros mais criticos, em todos 0s
casos, € a obtencdo de “primers”, que se ligam especifi-
camente ao acido nucléico em estudo, resultando em pro-
dutos especificos. Assim a etapa fundamental na constru-
¢io de um ‘Primer”, € assegurar esta especificidade.

Relatos anteriores tém descrito que a mistura de “pri-
mers” especificos possibilita a amplificacdo dos virus
Dengue, usando técnicas de hibridizacio, “Nested” ou
ainda amplificagao de parte do genoma apds a digestio com
enzimas de restricdo. A utilizacdo destes novos “primers”
permitiu a amplificacdo do cDNA em uma tnica etapa.

A tipificacio em uma etapa de PCR, reduz sensivel-
mente o risco de contaminacio, pois neste processo nao
€ necessaria a manipulacio de cDNA amplificado inter-

medidrio. Esta simplifica¢do representa uma vantagem
sobre 0 método empregando “nested” cujos resultados
sdo obtidos apds uma segunda etapa de amplificacio e
hibridizacdo que requer sonda marcada, purificada e
padronizada, as vezes de dificil reprodugio.

A especificidade de nossos “primers” foi revelada
por sua habilidade em reconhecer seqiiéncias especificas
tnicas de RNA de cada um dos sorotipos 1 ¢ 2, ndo se
observando qualquer cruzamento entre 0s 2 sorotipos em
estudo e completa auséncia de amplificacio com os
sorotipos 3 e 4. Somente um produto foi obtido em cada
reacdo de tipificacao.

VariagOes genéticas intraespecificas entre as viroses
por dengue, mesmo em dreas epidémicas, estdo bem
estabelecidas”. Desta forma o sucesso obtido na amplifi-
cacdo dos virus Dengue sorotipos 1 e 2 isolados, em cul-
turas celulares, representa a perspectiva para que em um
futuro préximo esta metodologia possa ser utilizada em
amostras de soro de pacientes, permitindo um diagnésti-
co, além de especifico, mais rdpido e sensivel na detec-
¢ao dos virus circulantes em nosso meio.
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ABSTRACT: Dengue Virus is a mosquito-borne flavivirus with four antigenicaily dis-
tinct serotypes. Intratypic genetic variation among the virus serotypes, even in the same epi-
demic, is well established. The development of the polymerase chain reaction (PCR) has faci-
litated the diagnostic assays in detecting dengue viruses. [n order to detect dengue viruses cir-
culating in Brazil, two new pairs of type-specific primers were, without the aid of any compu-
ter program. manually designed. We used as model genomic sequence of the DEN-1 (Western
Pacific strain), Nauru Tsland and DEN-2, New Guinea C were used as model. The genomic-
sense, 5 ACAAAAAGT GGA GAC CTG GGC TC 37, oligonucleotide primers (D18) and the
5 GTC TAT TCC AAG TCT CTT GGG 3° (D1A) oligonucleotide complementar to the plus-
strand corresponded respectively to the positions 769 to 791 within 5" non coding region of the
DEN-1 virus genome and 1607 to 15387, These primer sequences bracketed at 838 nucleotides
base sequence in the M and E gene. The sequence sense primers of DEN-2 was 5" TGA AGG
GGA CGG TTC TCC ATG T 37 (D2S) homologous to nucleotidides 1838 to 1859 and the §°

GACTCC CAC CAATAC TAG TGA CAC 37 (D2A) oligenucleotide used for the first-strand
cDNA synthesis was designed to contain complementary sequences to the originat RNA at 3’
end, corresponding to positions 2312 to 2288, The amplification product has a 474bp size cor-
responding to E gene portion. The primer specificity were avaluated by the multiplex RT-PCR.

DESCRIPTORS: Dengue, Multiplex RT-PCR, Primers.
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