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RESUMO: Neste trabalho, analisaram-se comparativamente as seqiiéncias de nucleotidios
dos genes das proteinas estruturais C, prM e E de todos os Flavivirus, incluindo, também, a regiéo
5’ nado codificadora, de 21 Flavivirus. Utilizou-se para a analise o programa de microcomputador
DNAsis (Hitachi, Jap&o) e construiu-se uma arvore filogenética, incluindo os vinte e um (21) virus,
apos alinhamento de suas seqiiéncias de nucleotidios. Na arvore filogenética obtida, observou-se
uma ramificacdo inicial, separando os virus transmitidos por carrapatos daqueles transmitidos
por mosquitos. Também, agruparam-se, em diferentes ramos, os virus do dengue, os da febre
amarela, e os da encefalite japonesa. Observou-se uma evidente relacéo entre a arvore filogenética
e o0s subgrupos e tipos virais, reconhecidos com base em relacionamento antigénico.

UNITERMOS: Flavivirus. Dengue. Alinhamento de Seqiiéncias. Seqliéncias de Bases.

1. INTRODUCAO grupadosincluemse osrasileiros, Ilhéus, Rocio, Fe-
bre Amarela, Cacipacoré e Iguépe
O génerodFlavivirus, da familiaFlaviviridae, OsFlavivirus sédo esféricos, envelopados, com

inclui sessenta e oito (68) membros e possui conmgrojecdes na superficie e medem, aproximadamente,
protétipo o virus da febre amar@laEstes virus fo- 60 nm de diametro. Possuem uma fita tnica de RNA,
ram divididos em oito (8) subgrupos com base em rgom pesanolecular(PM) de 4 x 16 contendo, aproxi-
lacionamento antigénico, cruzado, utilizando testediadamente, 11000 nucleotideos, a qual comporta-se
especificos de neutralizagéo: Tick-borne encephalitisomo RNA mensageifo?).

Rio Bravo, Japanese encephalitis (aqui estao inclui- O RNA dosFlavivirus € de polaridade positiva
dos os virus da encefalite de St. Louis, brasileirosg codificadez (10) genes. @rminal5’do genoma dos
Tyuleniy, Ntaya, Uganda S, Dengue (aqui estéo incluFlavivirus possui um “cap” tipo | (m7GppAm{)®>

idos os virus do dengue, tipo 1 e 2, brasileiros), Modo®; No terminal 3'ndgossuicauda de padidenina. Os
também, existem pelo menos dezoito @®@yivirus  genesestdo presentes no genowial, naseguinte or-

ndo pertencentes aos sete (7) subgfip@®mo ndo dem: 5'-C-preM-E-NS1-ns2a-ns2b-NS3-ns4a-ns4b-
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NS5-3'. Estdo contidos em uropen reading frame, de dengue terem sido benignos, ocorreram muitos
gue se inicia no residuo de metionina, indo até a basasos de dengue hemorrégico, especialmente no Rio
10158 a 10302, dependendo do virus. Resulta da tide Janeiro e no Ce&® Dentre as flaviviroses cau-
ducdo daopen reading framealos flavivirus uma sadoras de encefalite, destacam-se, dentre outras, a
poliproteina que libera, apdés clivagens, trés (3) proteéncefalite Japonesa e a do Murray Valley, que ocorre
nas estruturais (C, prM e E) e sete (7) ndo estruturaig Australia. Dentre as arboviroses transmitidas por
(NS1, NS2a e NS2b, NS3, NS4a e NS4b, e NS5). darrapatos, o virus Tick-born encephalitis é causa de
proteina C, com PM 13 Kilodaltons (Kds), forma, jun-encefalites no leste europeu. O virus Powassan faz
tamente com o RNA, o capsidio viral, e esta codificaparte do grupo Tick-born encephalitis, e € encontrado
da entre as bases 99 e 476 do genoma para o JB®,América do Norte, onde produz casos f&tais
entre as bases 115 e 408 para o0 YF e entre as bases A comparacdo de multiplas sequiéncias de nu-
115 e 460 para o TBE* 5 8 A glicoproteina prM cleotidios de genomas virais ou dos aminoacidos de
possui PM de aproximadamente 18,5 kDa e é precwsuas proteinas é um procedimento muito utilizado nos
sora da proteina estrutural M, produzida durante o prdias atuais e que permite ampla visdo sobre a biologia
cesso de maturagao viral. As sequéncias codificaddestes microorganismos, auxiliando em trés (3) impor-
ras de prM e M estdo codificadas entre as bases 4@ntes tarefas: dar subsidios para o relacionamento
e 976 para o JEV, entre 409 e 973 para o YF e entestes virus em grupos, géneros, subfamilias e famili-
461 e 952 para o TBE. A proteina E, com PM 53 Kdas; identificar segmentos com seqiiéncias conserva-
€ cujo gene contém, aproximadamente, mil, seiscedas e que permitiriam inferéncias quanto a fungéo de
tos e vinte (1620) nucleotidios, codificada entre as bases determinado gene ou, ainda, a sele¢do de seqién-
977 e 2487 do RNA viral no JEV, entre as bases 974oéas conservadas para 0 uso, como sondpsmers,
2455 para YF e entre as bases 953 e 2440 para o TBEando ao diagndstico destas virosémalmente, a
(2.4,5,6) comparacdo de multiplas seqiiéncias comuns de

No Brasil, o virus silvestre da febre amarelanucleotidios de genomas virais pern@l@borar uma
possui macaco<C@llitrichida e Cebidag como re- histéria da evolugéo destes migrganismosts 14)
servatorios e a febre é transmitida por mosquitos da  Objetivou-se, neste estudo, analisar comparati-
copa das arvore$jaemagogoganthinomyse Ha-  vamente as seqiiéncias de nucleotidios dos genes das
emagogodeucocelaenus 8. Dezenas de casos proteinas estruturais C, prM e E de todoFlasivi-
de febre amarela, muitos deles fatais, sédo notificaws, incluindo, também, a regido 5’ ndo codificadora.
dos analmente, na Regido Amazodnica, Planalto Cen-
tral e Pantan&l’., A vacina de virl_Js vivo contra febr_e 2. MATERIAL E METODOS
amarela 17D, é segura, possui alta capacidade imu-
nogénica e vem sendo extensamente utilizadanomundo  Escolheram-se, para estudo, as sequéncias de
todd®). nucleotidios de 1 a 2450 délavivirus, principalmente

Os virus do dengue, com seus sorotipos 1, 2,[®r conter o gene de E, que é a maior proteina do
e 4, sdo considerados os mais importantes arboviresvelope viral. Esta glicoproteina contém os mais im-
gue acometem o homem. Estes virus podem caugartantes determinantes antigénicos virais e possui o
doencdebril, aguda, que acometailhdes dgpessoas receptor que atua no processo de ligacéo e internali-
anualmente, em diferentes regibes do mundo. Tamagéo viral. Da agédo de E dependem viruléncia e ca-
bém, estes virus sdo causa de uma doenca graveaeteristicas individuais de cada um ddavivi-
dengue hemorragica/sindrome de choque do denguas. Portanto, o gene codificador de E possui sequién-
No Brasil, em 1982, ocorreu um surto de dengue r&as variaveis, préprias de cada um dos virus em estu-
Cidade de Boa Vista, em Roraima, tendo sido isolato*> 16)
dos os virus do tipo 1 é'% 1% A partir de 1986, gran- Obtiveram-se, junto ao GenBank dos Estados
de nimero de epidemias de dengue vem ocorrentlimidos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), as sequéncias
no pais. De marco de 1986 a junho de 1996, quinhede nucleotidios, da base 1 a 2450, que contém a regiéo
tos e setenta e nove mil e trinta e sete (579037) cas®snao codificadora, acrescida dos genes codificado-
de dengue foram notificados no Brésil? Os virus res das proteinas estruturais C, prM, M e E. Foram
do dengue tipo 1 e 2 vém sendo isolados durante estasluidos no estudo vinte e uma (21) estirpeBlde
epidemias brasileiras. Apesar de a maioria dos casaisirus, as quais sdo citadas na Tabé&ld>}.
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Tabela | - Flavivirus incluidos no estudo

Virus Sigla GAeCneI:ejr?k Referéncia
Dengue tipo 1 clone 45AZ5 — PDK27 DICL45  U88537  DUBOIS DR et al. J Gen Virol 78: 2287-2291, 1997. 7
Dengue tipo 1 clone 45AZ5 D175 U88536  DUBOIS DR et al. J Gen Virol 78: 2287-2291, 1997. "
Dengue tipo 1 clone WestPac D1WP u88535 DUBOIS DR et al. J Gen Virol 78: 2287-2291, 1997. 7
Dengue tipo 1 Caribbean CV 1636/77 D1CA D00501  CHU MC et al. J Gen Virol 70: 1701-1712, 1989. *®
Dengue tipo 1 Singapore S275/90 D1SIN M87512 FU J et al. Virology 188: 953-958, 1992. @9)
Dengue tipo 1 Philippines 836-1 D1PH D00503  CHU MC et al. J Gen Virol 70: 1701-1712, 1989. *®
Dengue tipo 1 Nauru Island D1INAU M23027 MASON PW et al. Virology 161: 262-267, 1987. @)
Dengue tipo 1 Thailand AHF82-80 D1TH D00502  CHU MC et al. J Gen Virol 70: 1701-1712, 1989. *®
Dengue tipo 2 NGc D2NGc AF038403 GUALANO RC et al. J Gen Virol 79 437-446, 1998. ®¥
Dengue tipo 2 ThNH-p36/93 D2TH AF022441 MANGADA MN et al. Virus Genes 14: 5-12, 1997. ®
Japanese encephalitis virus SA14 JESA D90194  AIHARA S et al. GenBank, 1990. @
Japanese encephalitis virus SA14-14-2 JESA2 D90195 AIHARA S et al. GenBank, 1990. ®®
Japanese encephalitis virus Nakaya JENAK M16574  MCcADA PC et al. Virology 158; 4860, 1987. @
Japanese encephalitis virus JaOArS982 JEJAO M18370 SUMIYOSHI H et al. Virology 161: 497-510, 1987. @)
Japanese encephalitis virus JEV U15763 NI H et al. J Gen Virol 76: 409-413, 1995, ®®
Murray Valley encephalitis virus MV X03467 DALGARNO L et al. J Mol Biol 187: 309-323, 1986. *"
Powassan virus POW L06436 MANDL CW et al. Virology 194: 173-184, 1993. ®
Tick-borne encephalitis virus TBE X07755 YAMSHCHIKOV et al. Nucleic Acids Res 16: 7750, 1988. @
Yellow fever virus 85-82 Ivory Coast YFYC U54798  PISANO MR et al. GenBank, 1996. ©¥
Yellow fever virus 17D vaccine ATCC # 234  YF17D1 K02749 DALGARNO L et al. GenBank, 1985. ©V
Yellow fever virus 17D vaccine strain YF17D2  X03700  RICE CM et al. Science 229: 726-733, 1985. ®

Utilizou-se, na analise comparativa das sequémhecidas sobre estes virus, com base no relaciona-
cias dos nucleotidios, o programa para microcomputaiento antigénicé 32).
dor DNAsis (Hitachi, Japan, 199%). Fez-se o ali-
nhamento das multiplas sequiéncias e, em seguida, COSRESULTADOS
truiu-se uma arvore filogenética, utilizando-séai-
ca de Higgins and Sharp. Para tanto, considerou-  Comoresultado do alinhamentiasseqiéncias
se como parametros os recomendados pelo prograganucleotidios dos dezenove (EBjviviruse da com-
DNAsis (gap penalty = 5; K-tuple = 2; No of top paracéo entre as mesmas, obteve-se a arvore filoge-
diagonals = 5; window-size = 5; fixed gap penalty =nética, mostrada na Figura 1. O percentual de
10 e float gap penalty = 10). As arvores filogenéticasomologia entre as seqliéncias gendmicas, virais, agru-
foram efetuadas segundo o método UPGMA que epadas em cada ramo, € mostrado junto a divisdo dos
contra um ponto médio ideal entre os alinhamentosiesmos e apresenta valores decrescentes na medida
Valores percentuais, relacionados ao grau de homologian que estes vao se aproximando da base da arvore.
entre seqiiéncias, sdo apresentados junto a cada rddizservam-se altos percentuais de homologia na pon-
da arvore filogenéti¢®. ta da arvore, como 86,7% entre DIWP e D1Z5 e bai-
Finalmente, analisou-se a arvore filogenética dasos percentuais de homologia na base, como aquele
sequéncias de nucleotidios dos vinte e umKERNi-  observado entre ddavivirus transmitidos por mos-
virus e comparou-se a mesma com informacdes caquitos e os transmitidos por carrapatos, 12,6%.
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seria representado como a base

POW —123.5% ou raiz, e as subsequentes divi-
TE — ] soesformando outras espécies,
YF17D1 — ] 73.6% | serianrepresentadas por ramos
Yeve  —]8z2.7% 1o e com siessivas subdivisgés 4
YF17D2 ° | I~ 32)

NSV = _ Apesar da ocorréncia de
JEJAO o |7z2.a% 15 jas mais de uma dezena &avi-
jgmi _ |67.7% — virusno Brasil, infelizmente, ob-
JESAL I ], servou-se que nenhum destes
DINGC 175.1% - microorganismos tem genoma
D2TH 18.1% seglienciado na extenséao reque-
Bi%:\ Tis4.4% — | rida para participar deste traba-

Iho. Os dois mil quatrocentos e

o RETE 180 3% p2a.18% cinqiienta (2450) nucleotidios do
D1CL4S 85 .8% | genoma do§lavivirus, seleci-
DINAU 82 jax |[7S.3% onados para este estudo, inclu-
D1PH Qz% em aregido 5’ inicial ndo codifi-
D1SIN e - - | cadora do genoma e 0s genes
MV das proteinas estruturais C, PrM,
M e E. Portanto, nesta extensa
Figura 1 - Arvore filogenética, baseada na comparagdo das seqiéncias de nucleoti- SeqUénCia1 espera-se que exis-
dios (5) 1 a 2450, do genoma de 21 Flavivirus, evidenciando o percentual de homologia tam regiées especificas para o
entre as sequéncias genémicas, virais, agrupadas em cada ramo. género e para o SUng’UpO, con-
forme classificacdo por testes
sorologicos. Também, espera-se
4. DISCUSSAO a presenca de rdgs epecificas de cada virus, no
gene codificador da protein&&
O primeiro passo para a comparacdo de multi-  Na arvore filogenética obtida (Figura 1), obser-

plos genomas consiste no alinhamento dos mesm@su-se uma ramificagio inicial, separando os virus TBE
segundo o grau de similaridade e distancia entre @spowassan dos outros dezenove (19) virus, com os
homologias de suas sequéncias. O julgamento dest@sais tem apenas uma homologia de 12,6%. Tal fato é
alinhamentos, muitas vezes, pode ser considerado shcilmente compreensivel, sabendo-se que TBE e
jetivo, ja que ndo utiliza fungGes Unicas, explicitas @owassan s&o virus transmitidos por carrapatos e que,
depende da critica do avaliador. Nos alinhamentogortanto, devem ter se diferenciado do anscestral co-
procede-se a uma comparagao dos nucleotidios pafm@m, anteriormente aos outros dezenove (19) virus,
par, conferindo valores correspondentes as diferefsdos transmitidos por mosquitos. TBE e Powassan
cas encontradas e buscando regibes com sequéngiassuem relacionamento antigénico, préximo e séo
comuns. As mdltiplas sequéncias de nucleotidios dgarte do subgrup®ick-borne encephalitis 33). Ape-
genomas virais, devidamente alinhadas, permitemsar de apresentarem uma baixa homologia3¢2o,
construcéo de arvores filogenéticas, baseando-se r@arvore mostra que os dois virus originaram-se de
conceitos aceitos para a evolugéo da vida, em que i@m ancestral comum. Estes dois (2) virus apresentam
dos os microorganismos teriam se originado de umeatividade cruzada em testes de neutralizagéo alta-
ancestral comum e que novas espécies surgiriam poente especificos e relacionados a resposta de anti-
divisdo de populagdes em 2 ou mais, as quais, carabrpos contra E.

teristicamente, ndo conseguiriam reproduzir-se entre  Formam um ramo, na arvore filogenética, os
si. Espécies de virus mais relacionadas quanto a eveés (3) virus da febre amarela incluindo dois (2) da
lugéo seriam aquelas que contém menos dele¢descina 17D, um deles original da vacina 17D desen-
transicoes, transversdes e outras mutagées em swuakvida por Theiler, 1939, a partir da cepa Asibi afri-
sequiéncias. Na arvore filogenética, o ancestral comurana e sequenciado por Dalgarno et al. 9850
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outro, também, do virus vacinal 17D, sequenciado etre a cepa caribenha do dengue tipo 1, a mesma que
1985 por Rice et d}. Observa-se que um dos viruscircula no Brasil, e uma cepa filipina. Dentra as den-
vacinais, YF17D1, mostrou maior homologia com ayue tipo 1, menor homologia foi observada com a cepa
virus africano YFYC, (73,6%) do que com o outroviral, isolada em Singapura (D1SIN), 75,3%.
seqlienciamento do virus vacinal, YF17D2. Tal fato é Observou-se uma evidente relacdo entre a ar-
estranho, sabendo tratar-se YF17D1 e YF17D2 dare filogenética obtida com o alinhamento das se-
mesma estirpe viral. Entretanto, provavelmentegiiéncias dos dois mil, quatrocentos e cingiienta (2450)
YF17D1 e YF17D2 sofreram diferentes numeros daucleotidios do genoma dé$avivirus estudados e
passagens em diferentes sistemas, o que poderiads-subgrupos e tipos reconhecidos com base em rela-
var a pequenas mutagcdes gendmicas, explicando a ceenamento antigénico. Fez excecdo apenas o MV, que
ducgédo de homologia. se agrupou proximo aos virus do dengue tipo 1. Expli-
Dentre og-lavivirus transmitidos por mosqui- ca o relacionamento antigénico entre estes virus a se-
tos, um segundo ramo da &rvore filogenética inclui amelhanca entre os epitopos de antigenos protéicos, prin-
virus da encefalite japonesa, os do dengue e o Murraipalmente de E, que induzem a formacgé&o de anticor-
Valley (MV). Separam-se, formando novo ramo, conpos de reacdo cruzada entre estirpes virais. Os epitopos
18,1% de homologia, os virus da encefalite japonesde antigenos protéicos, por sua vez, representam o
Em seguida, ramifica-se o grupo dos virus do dengdenotipo determinado pelos genes das proteinas es-
tipo 2 com 34,8% de homologia. Surpreendentemerruturais, virais, analisadas neste esftitlo
te, o virus australiano MV mantém-se mais proximo Estudos com alinhamento e analise de sequén-
aos virus do dengue tipo 1, com 39,2% de homologiaias foram efetuados com todo o genoma de onze (11)
gue do virus do dengue tipo 2. O MV faz parte délavivirus, com a regido terminal do gene de NS5 e
subgrupo encefalite japonesa, com relacionamentegido 3’ ndo codificadora, para setenta e dois (72)
antigénico por testes de neutralizacéo e devia-se akestes virus e com virus do dengue naregido de transi-
perar que agrupasse com os mes$higs Finalmen- ¢do E-NS1. Osesultados obtidasesses estudos, tam-
te, agruparam-se os virus do dengue tipo 1, com 80,3%m, mostram clara correlagdo com os tipos e subgru-
de homologia. Observa-se alta homologia, 84,4% epos conhecidos por relacionamento antigé#fiéa.

FIGUEIREDO LTM etal. Nucleotide sequence alignement of the 5' non coding and structural protein regions of
the genome of flaviviruses. Medicina, Ribeirdo Preto, 31: 610-615, oct./dec. 1998.

ABSTRACT: In this work, it was comparatively analyzed the nucleotide sequences of the genes
of the structural proteins C, prM and E of 21 flaviviruses, also including, the 5' non codifier area of
the genome. The software DNAsis (Hitachi, Japan) was used for the analysis and a phylogenetic
tree of the viruses was built, after the alignment of the nucleotide sequences. In the phylogenetic
tree an initial ramification separated the viruses transmitted by ticks of those transmitted by
mosquitoes. Also 3 different branches of the phylogenetic tree assembled the dengue viruses, the
yellow fever viruses, and the Japanese encephalitis viruses. An evident relationship was observed
between the phylogenetic tree and the subgroups and types known on the basis of antigenic
relationship.

UNITERMS: Flavivirus. Dengue. Sequence Alignement. Base Sequence.
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